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RESUMO

O genoma dos organismos eucariotos apresenta-se organizado em seqiiéncias simples e
repetidas. As seqiiéncias repetidas de DNA estdo presentes em centenas a milhares de
copias dispersas ou agrupadas no genoma e localizam-se preferencialmente em regides
heterocromaticas, desempenhando papel relevante na organizagdo do genoma desses
organismos. Nesse sentido, a realizagdo de estudos genéticos basicos sobre a organizagdo
gendmica dessas seqiiéncias repetidas ¢ fundamental para uma melhor compreensdo do seu
papel biologico assim como o entendimento de sua dindmica evolutiva entre os diversos
grupos de vertebrados. Os Cichlidae constituem uma das mais especiosas familias de
peixes, com cerca de 3.000 espécies distribuidas pela América Central e do Sul, Africa, e
sudeste da India. Este grupo passou por um rapido e extenso processo de radiago
adaptativa ao longo dos tempos, constituindo-se em importantes entidades biologicas para a
realizagdo de estudos evolutivos. Dentre os Cichlidae, as espécies do género Cichla
(tucunarés), com distribuicdo exclusiva na América do Sul, apresentam grande importancia
ecoldgica e econdmica. No entanto, estudos genéticos envolvendo espécies desse género
sdo ainda escassos. Assim, o presente trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar
seqiiéncias repetidas de DNA no genoma de Cichla kelberi. Elementos repetidos de DNA
foram isolados por PCR (elementos Rexl, Rex3, Rex6 e Tcl) e digestdo enzimatica
(elemento Tuc), seqiienciados e mapeados cromossomicamente por FISH para o estudo de
seu padrao de distribuicdo no genoma. O elemento Tuc apresentou elevada similaridade
com seqiiéncias do gene da transcriptase reversa de Oryzias melastigma, o que sugere
tratar-se de um elemento retrotransponivel. Andlises comparativas do elemento Tuc a
bancos de sequéncia mostraram alta similaridade com seqtiéncias repetidas no genoma de
diversas espécies de vertebrados, incluindo peixes, anfibios e mamiferos. Os resultados de
FISH mostraram um acimulo dos elementos obtidos preferencialmente nos centromeros de
todos os cromossomos do complemento e eventuais marcagdes teloméricas. Extensos
segmentos intersticiais foram observados em alguns cromossomos para o elemento Rex3.
Estes resultados mostram uma distribui¢do preferencial dos elementos repetidos de DNA
principalmente nos centrémeros, sugerindo que tais seqiiéncias devam desempenhar um
papel importante na estrutura organizacional e funcional do centromero e,
conseqiientemente, do genoma desta espécie.

Palavras-chave: seqiiéncias repetidas, Cichlidae, Cichla kelberi, retrotransposons,
hibridag¢@o in situ, evolugdo.
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ABSTRACT

The genome of eucaryote organisms is organized into single and repetitive sequences. The
repetitive DNA sequences are represented by hundreds to thousands of dispersed or
tandem-arrayed copies preferentially localized on the heterochromatic regions, having
important function on the genome organization of the organisms. Therefore, the
development of basic genetic studies about the genome organization of these repetitive
sequences are fundamental to a better comprehension of their biologic role and the
understanding of their evolutionary dinamics. The Cichlidae are one of the most diverse
fish families, having about 3.000 species distributed around Central and South America,
Africa and Southeast India. This group underwent a large and rapid process of adaptative
radiation, becoming an important biological model. Among the Cichlidae, the species of the
genera Cichla (tucunarés), with exclusive distribution in South America, have a
significative economic and ecologic importance. However genetic studies on species of this
genera are scarce. Therefore, this work had the aim to isolate and characterize repetitive
DNA sequences of the genome of Cichla kelberi. Repetitive DNA sequences were isolated
using PCR (elements Rex1, Rex3, Rex6 and Tcl) and restriction digestion (element Tuc),
sequenced and their genome distribution determined by FISH. The Tuc element showed
high similarity to sequences of reverse transcriptase gene of the fish Oryzias melastigma,
which suggests that such element correspond to an retrotransposon element. Comparative
analysis of the Tuc element to DNA sequence data bank showed high similarity with
repetitive sequences in the genome of several vertebrates, including fishes, amphibians and
mammals. Results of FISH showed an accumulation of obtained elements preferentially in
centromeres of all chromosomes of the complement, and few telomeric blocks in some
chromosomes. Large interstitial chromosome blocks were detected for Rex3. These results
showed a preferential distribution of repetitive DNA elements mainly in centromeres,
suggesting that these sequences should play an important role in the structure and
functional organizational of centromere and, thus in the genome of this species.

Key-Words: repetitive sequences, Cichlidae, Cichla kelberi, retrotransposon, in situ
hybridization, evolution.
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1.1. Seqiiéncias repetidas de DNA

O genoma dos organismos eucarioticos apresenta-se organizado em seqii€éncias
simples ou repetidas. DNAs cdpia tnica ou com poucas cOpias estdo dispersos pelos
cromossomos € compdem a maior parte dos genes funcionais de um organismo, embora
algumas seqiiéncias moderadamente repetidas também contenham genes (Lond e David,
1980). Ja os DNAs repetidos constituem grandes fracdes do genoma eucarioto. As
seqiliéncias repetidas representam cerca de 95% do genoma de cebolas (Flavell et al., 1974)
e cerca de 50% ou mais do genoma humano (The Genome International Sequencing
Consortium, 2001).

Durante muito tempo as seqiiéncias repetidas de DNA foram consideradas
“DNA lixo” (Doolittle e Sapienza, 1980) ou “DNA egoista” (Nowak, 1994). Todavia,
estudos tém demonstrado o equivoco desse conceito, ja que varias fungdes tém sido
atribuidas a essa classe de seqliéncias. Geralmente essas seqii€ncias localizam-se em
regides pobres em genes, tais como as intergénicas e heterocromaticas, envolvendo em
alguns casos até mesmo elementos transponiveis (Charlesworth et al., 1994; Kidwell, 2002;
Fisher et al., 2004). Tem-se demonstrado que as seqiiéncias repetidas sdo importantes na
organiza¢do estrutural e variagdo do tamanho dos genomas (Schueler et al., 2001),
envolvendo-se em rearranjos cromossdmicos como delegdes, duplicagdes, inversdes e
translocacdes, responsaveis por grande parte da variacdo cariotipica de muitos grupos
(Kidwell, 2002). Contudo, o papel mais importante dessas seqiiéncias relaciona-se a
manutencdo e segregacdo do material nuclear, o que se infere, sobretudo em fun¢do de sua
presenga nos centrdmeros e telomeros dos cromossomos de eucariotos.

A heterocromatina ¢ encontrada nos centromeros, teldmeros e posigcdes
intersticiais ao longo dos bragos cromossdmicos. As seqiiéncias repetidas presentes na
heterocromatina centromérica desempenham um papel fundamental no comportamento dos
cromossomos durante a divisdo celular, devido a vérias proteinas que se ligam por
afinidade a estas seqiiéncias (Csink ¢ Henikoff, 1998). Além disso, a eucromatina, rica em
genes, também pode conter algumas seqii€ncias repetidas. No entanto, seqiiéncias repetidas
parecem causar mutagdes prejudiciais aos genes, sendo eventualmente eliminadas pela
pressdo seletiva (Deininger et al., 2003). Além disso, varios estudos tém sugerido o

envolvimento de seqiiéncias repetidas nos processos de replicagdo do DNA (Li et al.,
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2002), recombinagdo (Biet et al., 1999), expressdo génica (Liu et al., 2001) e diferenciacdo
de cromossomos sexuais (Galetti Jr e Foresti, 1986, Parise-Maltempi et al., 2007).
Considerando a gama de fungdes ja assinaladas as seqiiéncias repetidas,
tornam-se claro o equivoco de um dia terem sido consideradas "DNA lixo".
Adicionalmente, essas seqiiéncias tém sido empregadas como ferramentas no estudo do
genoma, prestando-se como marcadores cromossdmicos para identificacdo de rearranjos,

polimorfismos e contribuindo também em estudos de genética aplicada.

1.2. Classificacio das seqiiéncias repetidas

O DNA repetido ¢ classificado em codificador e ndo-codificador. O codificador
constitui as familias multigénicas com grande nimero de copias e possui fungdo bioldgica
bem definida. Um exemplo classico ¢ o das familias multigénicas codificadoras de RNAs
ribossomais (RNAr). Familias multigénicas sdo constituidas por genes com notavel
similaridade estrutural, tanto no numero quanto na organizagdo de pares de bases, embora
possam desempenhar fungdes diferentes. Acredita-se que essas familias sejam formadas por
uma série de duplicagdes durante sua evolugdo, e que o acumulo de mutagdes ocorridas ao
longo do tempo seja responsavel pelas pequenas diferencas observadas hoje entre seus
genes. Uma caracteristica das familias multigénicas é possuir consideravel nimero de
pseudogenes, muito semelhantes aos genes funcionais da mesma familia, mas que perderam
sua capacidade de expressdo devido a muta¢des adquiridas (Farah, 2007). De acordo com
Charlesworth et al. (1994) o DNA ndo-codificador (ndo transcrito) ¢ composto por
seqiliéncias repetidas em tandem ou dispersas no genoma. As seqiiéncias organizadas em
tandem divididem-se em satélites, minissatélites e microssatélites, e as dispersas em

transposons e retrotransposons (Figura 1).

14
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Figura 1. Organizagdo do genoma eucarioto. Fonte: DNA Segredos & Mistérios (Farah,

2007).

1.2.1. Seqiiéncias repetidas em tandem
1.2.1.1. DNAs satélites

Seqiiéncias satélites sdo altamente repetidas, variando de 100 a 300 pb (pares de
bases) de comprimento e de 1.000 a mais de 100.000 copias no genoma. Em geral,
localizam-se nas regides terminais e centroméricas de um ou mais locos cromossomicos
(Martins, 2006). Por possuirem densidade propria podem ser purificadas por centrifugagdo
em gradiente de densidade de cloreto de Césio, constituindo fragdes “satélites” em relagdo
ao restante do DNA gendmico (Farah, 2007). Adicionalmente, varios trabalhos mostram
que a distribuicdo dos DNAs satélites coincide com o padrio de bandamento C dos
cromossomos (heterocromatina constitutiva), sugerindo que sejam um importante

componente desta (Miklos, 1985).

O numero de copias de DNAs satélites é bastante variavel. Existem cerca de
10.000 copias do DNA satélite STR120 no genoma da soja Glycine max (Morgante et al.,
1997), 82.800 copias do elemento PGH290 no genoma de Drosophila guanche (Bachmann

et al., 1989), 450.000 copias do elemento PIM357 em espécies de besouro do género
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Pimelia (Pons et al.,1997) ¢ 6.000.000 de copias do DNA satélite RPCS no genoma do
roedor Ctenomys haigi (Slamovits et al., 2001). Em mamiferos, as seqiiéncias satélites
podem constituir de 5% a 30% do genoma, sendo notavel que a propor¢do de seqiiéncias

satélites no genoma de uma espécie é bastante variavel (Walsh, 2001).

Estudos comparativos de DNAs satélites mostraram que, em alguns casos,
apesar de rapida divergéncia nucleotidica, algumas regides contendo poucos nucleotideos
permaneceram conservadas entre DNAs satélites de espécies filogeneticamente distantes
(Madsen et al., 1994). O exemplo mais interessante é o das seqiiéncias pertencentes a
familia alfa satélite, presente em todas as espécies de primatas investigadas (Haaf et al.,
1995). Trata-se de um DNA satélite com unidades de repeti¢do de aproximadamente 170 pb
que esta presente no centrdmero de todos os cromossomos da maioria das espécies de
primatas, com exce¢do do Y (Haaf et al., 1995). Em cada unidade de repetigdo de 170 pb,
existe um elemento conservado de 17 pb, denominado de CENP-B box, que ¢ usado como
sitio de ligagdo de uma proteina centromérica especifica, a CENP-B. Esta proteina se liga a
uma proteina associada aos microtibulos (MAP), que por sua vez, se liga aos microtubulos
do fuso (Therman e Susman, 1996). Esses fatos indicam que o DNA satélite alfa deve estar
envolvido na formagdo do centrdmero, contribuindo para a segregagdo dos cromossomos na
mitose ¢ meiose através de interagdes com proteinas centroméricas especificas (Willard,
2001). Notavelmente, a mesma seqiiéncia foi encontrada nos DNAs satélites das espécies
de roedores Mus musculus (Broccoli et al., 1990) e G. nigeriae (Volobouev et al., 1995).
Tal fato evidencia seu papel na formag¢do do centromero e indica que o elemento CENP-B
box deve estar sob selegcdo. Além disso, seqiiéncias similares a estas foram encontradas em
galinhas e até no peixe comumente conhecido como zebrafish (Li e Kirby, 2003).

Até o presente, nenhum trabalho demonstrou uma funcdo geral que explique a
presenca de DNAs satélites no genoma. DNAs satélites ndo codificam proteinas.
Conseqiientemente, DNAs satélites sdo coletivamente incluidos na por¢do nio-codificante
do genoma (Pages e Holmes, 1998). Existem casos em que DNAs satélites sdo claramente
transcritos (Rojas et al., 2000), mas a fun¢do destes transcritos, se existe, ainda nio foi
determinada. Até o presente, nenhum trabalho demonstrou uma fungéo geral que explique a
presenga de DNAs satélites no genoma. Alguns transcritos de DNAs satélites de

organismos tdo variados como gafanhotos, salamandras e esquistossomos, possuem
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atividade autocatalitica, na forma de riboenzimas capazes de auto-clivagem. No entanto,

nenhuma funcdo celular foi descrita para esta riboenzima.

1.2.1.2. Minissatélites

Seqiiéncias repetidas arranjadas em cadeia, conhecidas como minissatélites ou
seqiiéncias com numero variavel de repetigdes (VNTR, variable number of tandem
repeats), consistem de seqiiéncias curtas (5 a 65 pb), geralmente envolvendo uma média de
tamanho de cadeia de 0,5-30 Kb e sdo freqlientemente GC ricas presentes nas regides
eucromaticas dos genomas de vertebrados, fungos e plantas (Charlesworth et al., 1994).

Os minissatélites foram descobertos durante a analise de seqiiéncias de DNA do
gene humano para insulina (Bell et al., 1982). A localizagdo dos minissatélites no DNA
através da técnica de Southern blot mostrou que cada individuo apresenta um padrio
particular com relagdo a quantidade e comprimento das cadeias de minissatélites o que
levou Jeffreys et al. (1985) a se referir a essa técnica como impressdo digital do DNA
(DNA fingerprint).

Desde o desenvolvimento da técnica de DNA fingerprint (Jeffreys et al., 1985)
os pesquisadores tém reconhecido muitas aplicacdes para essa técnica nas andlises de
organismos aquaticos. O conhecimento destas regides gendOmicas permitiu o0
desenvolvimento de marcadores que sdo mais polimorficos do que aqueles revelados pela
analise convencional de isozimas ou por seqiiéncias de DNA mitocondrial (Wright, 1993).
Entre os peixes, o nimero de alelos identificados por ldcus varia de 2 a 52 (O'Reilly e
Wright, 1995). Assim, os minissatélites tém sido empregados em uma grande série de
analises em pesquisas basicas e aplicadas como mapeamento gendmico, genética de
populagdes e evolutiva, programas de sele¢do e melhoramento e em estudos de ecologia e

preservacgdo de espécies (Harris e Wright, 1995).

1.2.1.3. Microssatélites
Microssatélites, também referidos como seqii€éncias simples repetidas (Tautz,
1989) foram descritos por trés grupos de cientistas, como pequenas seqiiéncias contendo de

um a seis nucleotideos que se repetem em tandem (Litt et al., 1989, Tautz, 1989, Weber et
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al., 1989). Siao classificados como perfeitos, imperfeitos ou compostos (Weber, 1989). Os
perfeitos sdo aqueles em que o motivo se repete sem interrup¢do de um outro motivo ou
seqiiéncia. Os compostos sdo aqueles nos quais existe a repeticdo de mais de um tipo de
motivo. Os imperfeitos sdo aqueles que apresentam outras seqii€ncias além daquelas
repetidas em tandem.

Embora na maioria das vezes sejam descritos como marcadores neutros,
fungdes importantes de varios fendmenos biologicos tém sido atribuidas aos
microssatélites. Exemplos dessas fungdes € a participagdo na organizacdo da cromatina
(Epplen et al., 1996), na replicagdo do DNA (Li et al., 2002), na recombinagdo (Biet et al.,
1999) e na expressdo génica (Liu et al., 2001), dentre outras.

Os microssatélites sdo altamente polimorficos, uma vez que apresentam grande
diversificagdo no tipo (mononucleotideo a hexanucleotideo) e no nimero de repeti¢des
encontradas nas diferentes espécies. Isto ocorre devido a alta taxa de mutagdo nessas
regides, variando de 107 a 10 eventos por loco por geragdo (Ellegren, 2000), comparado a
regides codificantes do genoma, que apresentam taxas de mutagdo de 10” (Li, 1997).

Microssatélites sdo encontrados em muitos genomas, particularmente em
eucariotos, sendo também relatados em menor quantidade em genomas procariotos. A
maioria dos microssatélites (30 a 67%) apresenta a repeticdo em dinucleotideos. Em
vertebrados, a repeticdo mais freqiiente é o dinucleotideo AC. No genoma humano, dentre
todos os motivos, o AT ¢ o mais freqiiente (Chistiakov et al., 2006).

Os microssatélites localizam-se em maior propor¢do nas regides nao-
codificantes do genoma, mas também ocorrem em regides codificantes (Toth et al., 2000).
Isto pode ser atribuido a selecdo negativa sobre mutagdes em regides codificantes (Metzgar
et al., 2000). Mesmo assim, em humanos, a instabilidade de certas regides de
trinucleotideos leva ao aparecimento de doencas tais como sindrome do X fragil, doenga de
Huntington, dentre outras (Brow e Brow, 2004).

A heranga dos microssatélites ¢ co-dominante, o que permite a distingdo entre
homozigotos e heterozigotos. Sua analise ¢ baseada em PCR (Polymerase Chain Reaction),
que permite a utilizagdo de pouca quantidade de DNA. Além disso, o arranjo das repetigdes
forma unidades curtas que ndo ultrapassa a capacidade de extensdo da PCR, possibilitando

sua amplificacdo de DNAs degradados e de qualidade ruim. Todas essas caracteristicas
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fazem dos microssatélites ideais para estudos de mapeamento gendmico, genética de
populacdes, teste de paternidade, epidemiologia molecular, patologia e conservagdo de

espécies (Chistiakov et al., 2006).

1.2.2. Seqiiéncias repetidas dispersas

Os elementos transponiveis (TEs) foram descobertos em 1950 por Barbara
McClintock, enquanto estudava grios coloridos do milho indiano. Essa descoberta e a
caracterizagdo das propriedades genéticas desses elementos renderam-lhe o prémio Nobel
em 1983, somente apds terem sido relatados no genoma de D. melanogaster, E. coli, C.
elegans e também de humanos (Berg e Howe, 1989). Desde sua descoberta, os TEs tém-se
mostrado presentes na maioria dos organismos, compondo grande parte das seqii€ncias
moderadamente repetidas de bactérias, fungos, plantas e animais. Podem apresentar desde
poucas até centenas de copias no genoma (Volff, 2006) representando aproximadamente
45% do genoma humano, 60% do genoma de Zea mays (milho), 77% de Rana esculenta
(rd) e 40% de Mus musculus (camundongo). Entretanto, organismos unicelulares
apresentam menor quantidade de TEs, sendo que em Saccharomyces cerevisae apenas 3% a
5% do genoma ¢ representado por esses elementos e em bactérias a proporcdo € ainda
menor, ficando em cerca de 0,3% em E. coli (Biémont e Vieira, 2006).

A classificag@o desses elementos ¢ feita de acordo com o tipo intermediario de
transposi¢do, sendo definidos como pertencentes a classe I aqueles que possuem
intermediarios de RNA e como pertencentes a classe Il aqueles cujos intermediarios sdo

moléculas de DNA (Kidwell, 2002).

1.2.2.1. Elementos da classe I

Os elementos desta classe sdo conhecidos por retrotransposons. Eles
movimentam-se através de um intermediario de RNA que € codificado para DNA pela
enzima transcriptase reversa, produzida por eles mesmos, antes da sua nova inser¢do. Por
sua vez, essa classe ¢ subdividida em duas subclasses: os retrotransposons com LTR

(longas repeti¢des terminais) e os sem LTR (Capy et al., 1998).
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e Retrotransposons com LTR

Sdo elementos estruturalmente similares aos retrovirus. Possuem longas
repeticdes nucleotidicas nas extremidades 5’e 3°. De uma maneira geral, estas repetigdes
terminais flanqueiam uma regido central que contém trés mddulos abertos de leitura
conhecidos por ORFs (Open Reading Frame). A seqiiéncia das ORFs pode variar entre os
elementos deste grupo. A primeira ORF refere-se ao gene gag que produz uma poliproteina
que ¢ processada em trés proteinas maduras: a matriz, o capsideo e o nucleocapsideo. Essas
trés proteinas possuem similaridade aos componentes do capsideo dos retrovirus. A outra
ORF constitui-se do gene pol que codifica as enzimas necessarias a transposicdo do
elemento: protease (Pr), transcriptase reversa (TR), RNAseH e integrase (Int). A ultima
OREF esta presente em algumas familias desta classe, podendo ou ndo produzir uma proteina
funcional, ela corresponde ao gene env, que codifica a proteina do envelope viral nos
retrovirus (Capy et al., 1998) (Figura 2).

De acordo com a seqiiéncia codificante dentro da segunda ORF, esta subclasse
de retroelementos pode ser dividida em duas subfamilias: Tyl-copia com a seqiiéncia 5’ Pr-
Int-TR-RNAseH 3°, e Ty3-gypsy com a seqiiéncia 5’Pr-TR-RNAseH-Int 3°(Figura 2) (Capy
et al., 1998).

Os retrotransposons com LTR s3o encontrados em organismos eucariotos.
Constituem aproximadamente 2% do genoma de Drosophila e mais que 40% do genoma de

certas plantas.
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Figura 2: Representagdo de diferentes grupos de retrotransposons LTR e Nao-LTR. LTR,
repeticdo longa terminal; PR, protease; INT, integrase; RT, transcriptase reversa; RNAse
H, ribonuclease H; LINE, elemento nucleotideo interpassado longo; SINE, elemento

nucleotideo interpassado curto. Modificado de Kumar e Bennetzen (1999).

e Retrotransposons sem LTR

Também chamados de retroposons, esta subclasse ¢ dividida em duas
superfamilias. A primeira inclui os elementos que nio codificam as proteinas necessarias
para a transcri¢do reversa e tem como principal componente os elementos curtos dispersos
chamados de SINEs (Short Interspersed Nucleotide Elements). Na segunda estdo os LINEs
(Long Interspersed Nucleotide Elements), elementos que codificam as proteinas necessarias
para a transcricdo reversa. Tanto os elementos LINEs, quanto os SINEs tém sido
encontrados em plantas, fungos e animais. Eles sdo encontrados em grande numero de

copias nos genomas dos eucariotos.
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Em geral, os SINEs possuem tamanho entre 100 a 500 pb (Fawcett et al.,
2006). Em vertebrados compde duas superfamilias CORE-SINE e V SINE (Kazazian et al.,
2004). Em plantas sua distribui¢do ¢ mais limitada, sendo encontradas familias de SINEs
do tipo AU (Fawcett et al., 2006).

As sequiéncias repetidas do tipo SINE movimentam-se por retrotransposi¢ao
com o auxilio de outros elementos modveis ativos, ja que ndo codificam as enzimas
necessarias para a sua propria mobilizagdo, e s@o transcritos através de um promotor interno
para RNA polimerase III (Fawcett et al., 20006)..

Dentre os SINEs as seqiiéncias do tipo Alu sdo as mais presentes no genoma
primata. Estes elementos representam 5% a 10% do genoma deste grupo. Tem sido
estimado que haja em torno de 1.000.000 copias da familia Alu no genoma humano
(Biémont e Vieira, 2006). A familia Alu é composta de seqiiéncias curtas relacionadas de
cerca de 300 pb em comprimento. As seqiiéncias Alu se assemelham muito com aquelas do
RNA 78S presentes nas particulas de reconhecimento de sinal que direcionam a maquinaria
ribossomal da transcri¢do para a membrana do reticulo. Acredita-se que durante a evolugao
este RNA citoplasmatico foi copiado pela transcriptase reversa e integrado no genoma. No
genoma de outros mamiferos também existe uma quantidade grande de SINEs. Por
exemplo, no genoma da foca-do-porto hd aproximadamente 1-3 x 10° copias de seqiiéncias
do tipo SINE o que constitui cerca de 8,7% de genoma (Coltman e Wright, 1994).

O termo LINE foi inicialmente criado para descrever as seqiiéncias de DNA
repetidas longas dispersas no genoma dos mamiferos. Inicialmente, estes elementos foram
classificados no grupo dos retroelementos de origem ndo viral, devido a presenca de
seqiiéncias poliadeniladas terminais e auséncia de LTRs. A estrutura dos LINEs
compreende duas fases abertas de leitura. A primeira codifica uma proteina semelhante a
gag com sitio de ligagdo com RNA e propriedade chaperonica para acidos nucléicos ¢ a
segunda fase aberta de leitura, uma proteina do tipo polimerase com atividade endonuclease
e transcriptase reversa (Martin et al., 2005).

LINEs sao encontrados em uma variedade de organismos incluindo protistas,
plantas, insetos, moluscos e vertebrados. Em mamiferos o elemento LINE-1 é o mais

freqiiente. Aproximadamente 17% do genoma humano ¢ composto por este tipo de
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repeticdo, o que corresponde a 100.000 copias, variando entre 50.000 — 100.000 cépias nos
demais genomas (Han et al., 2007).

A principal caracteristica dos retrotransposons ¢ a sua capacidade de se mover
dentro do genoma, inserindo-se em novos sitios, proximos, ou até mesmo dentro de
seqiiéncias génicas, podendo causar mutagdes de inser¢do, alteracdo da estrutura e funcgao
de genes, rearranjos cromossomicos, mudangas na regulacdo génica e aumento exagerado
do tamanho do genoma, podendo dessa forma servir como fonte de diversidade (Feschotte e
Prithman, 2007).

As mutagdes provocadas por estes elementos sdo fontes de variabilidade
gendtica e com isso afetam as seqiiéncias gendmicas provocando efeitos negativos ou
benéficos no genoma de seus hospedeiros (Volff, 2006). Como exemplos prejudiciais no
genoma tém-se varias doencas genéticas, sendo que destas, 0,5% a 1% representam
doengas humanas como hemofilia, distrofia muscular de Duchenne, tumores de esofago e
cancer de mama (Biémont e Vieira, 2006). Apesar de poder provocar danos ao genoma,
esses elementos podem ser “domesticados” pelo hospedeiro, auxiliando o genoma em
certas funcdes basicas como o fazem os elementos TART e Het-A em Drosophilas. Esses
dois elementos realizam, atualmente, uma funcdo celular béasica semelhante a da enzima
telomerase. Het-A e TART tém insercdo preferencial nas regides teloméricas dos
cromossomos e, desta forma, eles mantém constante o tamanho do cromossomo que
durante o ciclo celular perde parte dessas regides. Este ¢ o melhor exemplo onde um
elemento de transposi¢do realiza uma funcdo vital para o genoma hospedeiro (Kidwell e
Lisch, 1997). Além disso, em mamiferos, estes elementos agem como moduladores na
expressao de genes e contribuem para a inativagdo do cromossomo X (Volff, 2006).

Todo o aparato utilizado pelos elementos transponiveis ¢ sintetizado na maioria
das vezes pelo proprio elemento (elementos autonomos), mas em alguns casos ele pode
utilizar as enzimas sintetizadas por outros elementos para realizar a sua movimentagao
(elementos ndo-auténomos). Os elementos transponiveis auténomos s3o capazes de
realizarem sua transposi¢@o, ao contrario dos elementos nao-autonomos, nao pode transpor
a si mesmo, mas sim na presenga de um elemento autobnomo da mesma familia (Wessler,

2006).
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Existem varios tipos de elementos de transposicdo. Temos como exemplos, os
elementos Ty (em levedura), os elementos copia, fold-back e os elementos P encontrados
em Drosophila, Ac, Ds e Mu caracterizados em milho, e os elementos retrovirais (Lewin,
2004).

Segundo alguns autores os elementos transponiveis sdo um exemplo de genes
"egoistas". Essas seqiiéncias podem ndo apresentar nenhuma vantagem seletiva para os
genomas hospedeiros, mas podem sobreviver através da produgdo acurada de copias.
Quando a fonte original torna-se inativa do ponto de vista de transposicdo, um ou mais

elementos de sua progénie podem continuar existindo ativamente no genoma (Smit, 1996).

1.2.2.2. Elementos da classe 11

A classe II ¢ constituida pelos elementos chamados de transposons. Os
elementos dessa categoria sdo caracterizados pela presenca de terminagdes repetidas
invertidas e genes codificando para a enzima transposase (Charlesworth, 1994). Atualmente
sdo reconhecidas dez familias para tais elementos: Tcl/mariner, haT, elemento P,
MuDR/Fokdback, Cacta, PiggyBac, Pif/Harbinger, Merlin, Transib e Banshee (Feschotte e
Prithman, 2007).

O elemento repetido Tcl pertence a uma superfamilia de transposons
amplamente distribuido de protozodrios a vertebrados, inclusive em muitas espécies de
peixes teleosteos (Capriglione et al., 2002). Esse elemento possui um gene para a enzima
transposase que catalisa seu movimento e repeticdes terminais invertidas constituindo-se
caracteristica da maioria dos transposons (Miskey et al., 2005). Apesar de extremamente
difundido pelos organismos, a grande maioria deste elemento (Tcl) € inativa no genoma
dos eucariotos (Miskey et al., 2005) devido a varios eventos de mutagdes, delecdes e
inser¢des que causaram a sua inativa¢do, tornando-o um componente permanente no
genoma dos eucariotos (Pocwierz-Kotus, 2007).

Os transposons podem ser transpostos através de dois mecanismos de
mobilizagdo diferentes. No primeiro, (i) chamado de transposi¢ao replicativa, o elemento é
copiado como parte de seu movimento, permanecendo uma cdpia no sitio original,
enquanto a outra ¢ inserida em um novo sitio, contribuindo para um aumento do nimero de

copias do transposon. No segundo mecanismo (ii), que ¢ conhecido como transposi¢do nao-
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replicativa, o elemento sai do local antigo e se insere em um novo local sem nenhum
aumento do nimero de cdpias (Lewin, 2004).

Assim como outros elementos, a mobilidade dos transposons pode afetar a
trajetoria evoluciondria de seus hospedeiros via alteragdo da fung@o génica através de
inser¢do e indu¢do de rearranjos cromossomicos. Assim, 0s transposons contribuem para
originar diversidade alélica e para a criacdo de novos genes (Feschotte e Prithman, 2007).

Os transposons possuem a capacidade de causar mutagdes. Ao se transpor,
podem afetar a expressdo de genes. Quando a insercdo desses elementos ocorre dentro de
regides promotoras, introns, regides ndo traduzidas, podem contribuir para alteragdes na
estrutura do gene, levando, dessa forma, a uma perda da fung¢do deste no organismo.
Embora a maioria dessas mutagdes sejam prejudiciais, a transposi¢do destes elementos tem
levado a geragdo de novos alelos, a qual tem contribuido para uma ampla diversificagdo de
espécies ( Kapitonov e Jurka, 2006).

Até recentemente os transposons eram vistos como "DNA lixo" sem qualquer
funcdo importante. Porém, hoje sabe-se que geram mutacdes, modificam os padrdes de
expressdo génica, promovem rearranjos cromossomicos, desempenhando assim, um papel

fundamental na trajetdria evoluciondria de seus hospedeiros (Feschotte e Prithman, 2007).
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1.3. Elementos repetidos de DNA e seu papel como marcadores fisicos cromossémicos

para os peixes

1.3.1. Genes ribossomais

Os estudos cromossdmicos desenvolvidos em peixes tém contribuido
grandemente para o conhecimento do genoma dessa classe de vertebrados. A maioria das
informagdes disponiveis concentra-se em andlises citogenéticas basicas, sendo que um
nimero pouco expressivo de trabalhos tem descrito seqiiéncias de DNA e sua organizac¢do
no genoma (Martins, 2006). Seqiiéncias repetidas como SINEs, LINEs, DNAs satélites,
minissatélites, microssatélites e genes repetidos em tandem, como os gene de RNAs
ribossomais, tém sido descritas para diversas espécies de peixes. Essas seqiiéncias podem
ser utilizadas como marcadores cromossomicos uteis em estudos de evolu¢do, bem como
na organiza¢do do genoma como um todo (Martins, 2006).

Os primeiros trabalhos de mapeamento fisico através das hibrida¢des in situ
utilizaram como sondas seqiiéncias de DNA repetidas em tandem. Entre elas estdo os genes
que codificam os RNAs ribossomais 28S, 18S, 5,8S e 5S (Martins, 2006).

O RNAr € um das moléculas de RNA mais abundante nas células, constituindo
aproximadamente 80% de todo o RNA. Possuem fung¢ao catalitica e estrutural e formam a
estrutura basica das subunidades ribossomais maiores € menores que catalizam a sintese de
proteinas. Nos eucariotos superiores, os genes das subunidades ribossomais, apresentam-se
organizados em duas familias multigénicas (5S e 45S) as quais assumem uma distribuicio
em tandem no genoma. Os genes de RNAr tem sido amplamente estudados em uma
variedade de plantas e animais, especialmente com relacdo a caracterizacdo de espécies e
populagdes, relagdes evolutivas e expressdo génica (Martins e Wasko, 2004). Em peixes, a
localizagdo cromossomica dos genes de RNAr 5S tem sido de grande importancia para a
compreensdo da estrutura e organizagdo das seqii€éncias repetidas nos cromossomos
(Martins e Galetti, 2001b).

A localizagdo cromossdmica dos genes RNAr 5S ja foi descrita para mais de 67
espécies de peixes de diferentes ordens tais como Acipenceriformes, Anguiliformes,
Cypriniformes, Characiformes, Salmoniformes, Perciformes ¢ Tetraodontiformes (Martins

e Wasko, 2004).
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Tabela 1- Compilacdo de dados relacionados a localizagdo cromossdmica de DNAr 5S nos

cromossomos dos peixes

Sintenia dos

Ordens e espécies Nimero de locos Locallzaga‘o locos DNAr Referéncias
de DNAr 58 cromossomica
5S e 458
Acipenseriformes
Acipenser naccarii 4 Intersticial/ 0 Fontana et al., 1999, 2003
Telomérica
Acipenser ruthenus 2 Telomérica 0 Fontana 1999
Acipenser fulvescens 4 Intersticial 0
Acipenser sturio 2 Intersticial 0 Tagliavini et al., 1999; Fontana et al., 2003.
Acipenser stellatus 2 Positivo Fontana et al., 2003
Acipenser baerii 4 Positivo Fontana et al., 2003
Acipenser transmontanus 4 Positivo Fontana et al., 2003
Ascipenser gueldenstaedtii 2 Intersticial Fontana et al., 2003
Acipenser ruthenus 2 Fontana et al., 2003
Acipenser oxyrinchus 2 Regido mediana Fontana et al., 2007
Huso huso 2 Positivo Fontana et al. 1998, 2003
Anguilliformes
Anguilla Anguilla 2 Intersticial Negativo Martinez et al., 1996
Anguilla rostrata 2 Intersticial Negativo Nieddu et al., 1998
Conger conger 2 Deiana et al., 2006
Salmoniformes
Coregonus artedti 2 Intersticial Negativo Sajdak et al., 1998
Coregonus zenithicus Intersticial Negativo Sajdak et al., 1998
Coregonus lavaretus 2 Intersticial Negative Jankun et al.,2003
Coregonus lavaretus 6 Regido distal Rossi e Gornung, 2005.
Coregonus peled 2 Intersticial Negativo Jankun et al., 2003
Coregonus albula 2 Intersticial Negativo Jankun et al., 2003
Hucho perryi 2 Intersticial Negativo Fujiwara et al., 1998
Oncorhynchus masou 8 Intersticial Positivo Fujiwara et al., 1998
Oncorhynchus mykis 4-6 Intersticial Positivo Moéran et al., 1996
Oncorhynchus tshawytscha 7 Por¢do proximal Stein et al., 2001.
do brago curto
Oncorhynchus keta Multiplos pares Phillips et al., 2007.
inclusive o sexual
Oncorhynchus gorbuscha 2 Phillips et al., 2007.
Salmo salar 34 Intersticial Positivo Pendas et al., 1994
Salmo trutta 2 Intersticial Negativo Moran et al., 1996
Salvelinus fontinalis 2 Intersticial Negativo Fujiwara et al., 1998
Salvelinus malma Phillips et al., 2002
Salvelinus confluentes Phillips et al., 2002
Salvelinus alpinus Phillips et al., 2002
Salvelinus namaycush Phillips et al., 2002
Hucho perryi 8 Intersticial Fujiwara et al., 1998
Thymallus thymallus 6-7 Intersticial Negativo Jankun et al., 2003
Cypriniformes
Acheilognathus tabira 4 Intersticial Positivo Inafuku et al., 2000
Telomérica
Carassius auratus langsdorfi 2 Murakami e Fugitani 1998
Cyprinus carpio 4 Intersticial Negativo Inafuku et al., 2000
Danio rerio 2 Intersticial Positivo Phillips e Reed 2000
Rhodeos ocellatus 2 Intersticial Negativo Kikuma et al., 2000
Characiformes
Astyanax altiparanae 2 Intersticial Positivo Almeida-Toledo et al., 2002
Astyanax lacustris 2 Intersticial Positivo Almeida-Toledo et al., 2002
Astyanax fasciatus 4 Intersticial positivo/ Almeida-Toledo et al., 2002
negativo
Astyanax schubarti 4 Intersticial positivo/ Almeida-Toledo et al., 2002
negativo
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Astyanax scabripinnis 4 Intersticial positivo/ Almeida-Toledo et al., 2002
negativo
Astyanax scabripinnis 8 Intersticial Negativo Ferro et al., 2001
Brycon lundii 4 Intersticial Negativo Wasko etal., 2001
Brycon microlepis 4 Intersticial Negativo Wasko etal., 2001
Brycon orbignyanus 4 Intersticial Negativo Wasko etal., 2001
Brycon cephalus 4 Intersticial Negativo Wasko etal., 2001
Brycon sp. 4 Intersticial Negativo Wasko etal., 2001
Brycon brevicauda 4 Intersticial Negativo Wasko etal., 2001
Brycon insignis 4 Intersticial Negativo Wasko et al., 2001
Hoplias malabaricus 2 Negativo Born and Bertollo 2000
Leporinus cf. elongatus 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 2001*
Leporinus elongatus 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 1999
Leporinus friderici 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 1999
Leporinus obtusidens 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 1999
Leporinus reinhardti 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 2001*
Parodon hilarii 4 Intersticial Negativo Vicente et al., 2001
Parodon tortuosus 4 Intersticial Negativo Vicente et al., 2001
Parodon sp. 4 Intersticial Negativo Vicente et al., 2001
Schizodon altoparanae 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 2000
Schizodon borelli 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 2000
Schizodon isognathum 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 2000
Schizodon knerii 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 2000
Schizodon nasutus 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 2000
Schizodon vittatus 4 Intersticial Negativo Martins e Galetti 2000
Perciformes
Coris julis 4 Telomérica Positivo Mandrioli et al., 2000
Chromis insolata 4 Telomérica Negativo Molina e Galetti 2002
Chromis multilineata Molina e Galetti 2002
Chromis flavicauda 4 Intersticial Negativo Molina e Galetti 2002
Ephinephelus marginatus 2 Intersticial Negativo Sola et al., 2000
Gobius niger 2 Intersticial Negativo Mandrioli et al., 2001
Micropterus salmoides 2 Intersticial Negativo Deiana et al., 2000
Oreochromis niloticus 6 Intersticial Negativo Martins et al., 2002
Tetraodontiformes
Tetraodon fluviatilis 2 Telomérica Negativo Mandrioli and Manicardi 2001
Tetraodon nigroviridis 2 Intersticial Negativo Fischer et al., 2000

*Modificado de Martins e Wasko, 2004

Como exemplo de mapeamento fisico de DNAr, tem-se o trabalho realizado por
Noleto et al. (2007) com Tetraodontiformes onde mapeou-se as seqiiéncias 18S e 5S,
obtidas de Prochilodus argenteus e Leporinus obtusidens respectivamente, nas espécies
Sphoeroides testudineus, Sphoeroides greeleyi ¢ Cyclichthys spinosus. A utiliza¢do da
sonda 18S revelou marcagdes simples nas trés espécies. Ja a sonda 5S revelou marcacdes
simples nas espécies S. greeleyi e S. testudineus e marcagdes multiplas na espécie C.
spinosus. Os resultados obtidos com a utilizagdo da sonda 5S sugerem que os sitios
multiplos observados em C. spinosus podem representar uma caracteristica plesiomorfica
(Noleto et al., 2007), sendo assim um importante elemento para estudos filogenéticos neste

grupo de espécies.
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1.3.2. Elementos repetidos em tandem
Em peixes, entretanto, o numero de informacdes a respeito da organizacdo
molecular dos DNAs satélites ¢ de sua localizagdo cromossémica vem crescendo nos

ultimos tempos. Essas informagdes podem ser mais bem compreendidas na tabela abaixo:

Tabela 2- Compilagdo de dados relacionados ao isolamento e localizagdo cromossdmica de

DNAs satélites nos cromossomos dos peixes

Familias e espécies Ta?};:l)lho Localiza¢io cromossdémica Referéncias
Acipenseridae
. " (. Garrido-Ramos et al., 1997 Lanfredi et al.,
Acipenser naccarii 180 Centromérica 2001
Acipenser gueldenstaedtti 180 Centromérica Lanfredi et al., 2001
Acipenser baerii 180 Centromérica Lanfredi et al., 2001
Acipenser transmontanus 180 Centromérica Lanfredi et al., 2001
Acipenser ruthenus 180 Centromérica Lanfredi et al., 2001
Huso huso 180 Centromérica Lanfredi et al., 2001
Adrianichthydae
Oryzias latipes 600 Sexo-especifico Matsuda et al., 1998
Anostomidae
Leporinus elongatus 174,729 Cromossomos Z ¢ W Nakayama et al., 1994
Leporinus obtusidens 483 Pericentromérica Koehler etal., 1997
Channichthydae
Chionodraco hamatus 1000 Centromérica e telomérica Capriglione et al., 1994
Characidae
L . Mestriner et al., 2000
Astyanax scabripinnis 51 Heterocromatinas Mantovani et al., 2004
Cichlidae
N L Franck etal.., 1992
Oreochromis niloticus 237 Centromérica Oliveira ¢ Wright, 1998
Oreochromis niloticus 1900 brago curto de quatro cromossomos 11:;(1191;(:]( e Wright, 1993; Oliveira ¢ Wright,
Cyprinidae
Carassius auratus langsdorfi 137 Murakami e Fujitani, 1997
Danio rerio 180, 191 Centromérica Ekker et al., 1992; He et al., 1992; Sola ¢
Gornung, 2001
Danio rerio 200 Heterocromatina rica AT Phillips e Reed, 2000
Danio rerio 92 Heterocromatina rica GC Phillips e Reed, 2000
Erytrinidae
Hoplias malabaricus 333-366 Centromérica Haafetal., 1993
Hoplias malabaricus 356-360 Centromérica Martins et al., 2006
Gobiidae
Gobius cobitis 332 Centromérica Canapa et al., 2002
Gobius paganelus 332 Centromérica Canapa et al., 2002
Heptapteridae
Imparfinis schubarti 2 Telomérica Vanzela et al., 2002
Loricariidae
Rineloricaria latirostris 2 Proximo NOR Vanzela et al., 2002
Parodontidae
Parodon hilarri 200 Heterocromatina terminal, Vicente et al., 2003
cromossomo W
Pimelodidae
Steindachneridion scripta 2 Telomérica, dispersa Vanzela et al., 2002
Poecilidae
Poecilia reticulata 4 Cromossomo Y Nanda et al., 1990
Prochilodontidae
Prochilodus lineatus 441 Pericentromérica Jesus et al., 2003
Prochilodus lineatus 900 pericentromérica e supranumerarios Jesus et al., 2003
Prochilodus lineatus 5 Telomérica Hatanaka et al., 2002
Prochilodus marggrawii 5 Telomérica Hatanaka et al., 2002
Salmonidae
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72,127,200,

Salvelinus alpinus 400 Centromérica Hartley e Davidson, 1994

Salvelinus namaycush 140 Centromérica Reed e Phillips, 1995

Salvelinus namaycush 120 Centromérica Reed e Phillips, 1995

Salmo truta 359 NOR Abuin et al., 1996

Salmo salar 38%’24;42’ NOR Goodier e Davidson, 1994; Abuin et al., 1996

Salmo salar 260 Pericentromérica

Salmo salar 42 Intersticial Pérezet al., 1999

Salmo salar 28 Teloméri,c.a’ pericentromérica, Pérez et al., 1999
centromerica

Salmo salar 34 Intersticial Pérezetal., 1999

Oncorhynchus tshawyscha 939 Subtelomérica Delvinetal., 1991, 1998

Sparidae

Sparus aurata 186 Centromérica Garrido-Ramos et al., 1994

Pagrus pagrus 186 Subtelomérica Garrido-Ramos et al., 1998

Pagrus aurica 186 Subtelomérica Garrido-Ramos et al., 1998

Pagellus erythrinus 186 subtelomérica e telomérica Garrido-Ramos et al., 1998

Tetradontidae

Tetraodon nigroviridis 118 Pericentromérica Crollius et al., 2000

Tetraodon nigroviridis 10 Heterocromatinas Crollius et al., 2000

Tetraodon nigroviridis 100 Heterocromatinas Fisher et al., 2004

Tetraodon nigroviridis 104 Heterocromatinas Fisher et al., 2004

Fugu rubripes 118 Centromérica Brenner et al., 1993; Elgar et al., 1999

Cyclostomata

Epatretus okinoseanus 90 Intersticial Kubota et al., 1993

Epatretus burgeri 57 e 64 Intersticial Kubota et al., 2001

Petromyzon marinus Centromérica e pericentromérica Boan et al., 1996

* Modificado de Martins, 2006

Martins et al. (2006) mapearam uma seqii€ncia satélite centromérica nomeada
5SHiIndIII-DNA, a qual tem uma similaridade com o gene RNAr 5S e seus espagadores no
genoma de Hoplias malabaricus. Os experimentos de FISH demonstraram que repeti¢cdes
do gene RNAr 5S verdadeiro foram hibridados na posicdo intersticial de dois pares
cromossdmicos, enquanto que a seqiiéncia SSHindIII-DNA mostrou marcagdes na posi¢do
centromérica de nove pares cromossomicos. A presencga da seqiiéncia SSHIndIII-DNA nos
centromeros de varios cromossomos indica que esta familia satélite provavelmente escapou
da pressdo seletiva que mantém a estrutura e organiza¢do do gene RNAr 5S e se tornou
dispersa no genoma. Os autores sugeriram a hipotese de que esta seqiiéncia tem sido
mantida nas regides centroméricas e que podem desempenhar um papel estrutural ou
funcional na organizagdo do centromero.

Azevedo et al. (2005) isolaram, caracterizaram ¢ mapearam a seqiiéncia Al-
HindIII na espécie Achirus lineatus (Pleuronectiformes), a qual é constituida por 204 pb,
com predomindncia de pares de base AT (63,72%). Experimentos de hibridagdo em
membrana demonstraram que este fragmento estava ausente nas espécies A. declives,
Gymnachirus nudus e Trinectes paulistanus, indicando ser este um marcador molecular

especifico para A. lineatus. A hibridagdo in situ fluorescente demonstrou que esta familia
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de DNA satélite localiza-se na regido centromérica de todos os cromossomos, sugerindo
que a mesma possa estar associada a uma funcdo especifica nesta posi¢do ou,
alternativamente, podem apenas estar associadas a alguma seqiiéncia centromérica e
estarem evoluindo juntas.

As informagdes referentes as seqii€ncias satélites mostram que as mesmas se
encontram localizadas principalmente nas regides centroméricas dos cromossomos €, como
demonstrado para outros organismos, devem desempenhar papel importante na estrutura e

funcdo dos centromeros dos peixes (Galetti e Martins, 2004).

1.3.3. Elementos repetidos dispersos
Apesar da maior parte do DNA repetido do genoma eucaridtico ser composta de
elementos transponiveis, os estudos de citogenética em peixes utilizando essas seqii€éncias
encontram-se ainda em fase inicial. Os resultados ja obtidos sugerem que esses elementos
podem contribuir bastante para o conhecimento da evolugdo do genoma nesse grupo de
organismos. Alguns desses elementos ja foram mapeados nos cromossomos de peixes

(Tabela 3).

Tabela 3- Compilacdo de dados relacionados ao isolamento e localizagdo cromossomica de

elementos repetidos dispersos nos cromossomos dos peixes

Tipo de

Ordens e espécies Localizac¢iio cromossémica Referéncias
Elementos

Aulopiformes

Aulopus japonicus Cromossomo W Otaetal., 2003

Cypriniformes

Alburnus alburnus Gypse, Ty3 Cromossomo B Ziegler et al., 2003

Cyprinodontiformes

Xiphophorus maculatus XIR LTR-like Cromossomo Y Nanda et al., 2000

Perciformes

Artedidraco shackletoni Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz, et al., 2004

Bovichtus angustifrons Rexl1, Rex3 Disperso

Chionodraco hamatus Tel-like Pericentromérica, telomerica, ¢ iotione et al., 2002

intersticial

Chionodraco hamatus Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004

Dissostichus mawsoni Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004

Gobius niger Mariner-like overlapping NORs Mandrioli et al., 2001

Gymnodraco acuticeps Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004

Gymnodraco victori Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004

Neopagetopsis ionah Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004

Notothenia coriiceps Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004

Oreochromis niloticus CiLINE2 Cromossomo 1 e disperso Oliveira et al., 1999

Oreochromis niloticus Ronl Cromossomo 1 e disperso Bryden et al., 1998; Oliveira et al., 2003

Oreochromis niloticus Ron2 Disperso Oliveira et al., 2003

Oreochromis niloticus On2318 Cromossomo 1 e disperso Harvey et al., 2003

Oreochromis niloticus On239 Tcl-like Centomérico, telomérico, disperso ~ Harvey et al., 2003

Patagonotothen tesselata Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004

Trematomus hansoni Rexl1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004
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Trematomus newnesi Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004
Trematomus bernacchii Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004
Trematomus pennellii Rex1, Rex3 Disperso Ozouf-Costaz et al., 2004
Tetraodontiformes

Tetraodon fluviatilis Mariner-like NOR-associada heterocromatina Mandrioli ¢ Manicardi, 2001
Tetraodon nigroviridis Dm-Line Heterocromatinas DaSilva et al., 2002
Tetraodon nigroviridis Tcl-like Heterocromatinas DaSilva et al., 2002
Tetraodon nigroviridis Zebulon Heterocromatinas Bouneau et al., 2003
Tetraodon nigroviridis Tol2 Heterocromatinas Fischer et al., 2004
Tetraodon nigroviridis Buftyl Cromossomos 4-5 Fischer et al., 2004
Tetraodon nigroviridis Rex3 Heterocromatinas Fischer et al., 2004
Tetraodon nigroviridis Babar Heterocromatinas Fischer et al., 2004

*Modificado de Martins 2006

Estudos de hibridagéo in situ fluorescente com sondas de retrotransposons Rex1
e Rex3 foram realizados por Ozouf-Costaz et al. (2004) em 13 espécies de peixes da
Antartica, pertencentes a cinco familias da subordem Notothenioidei. As andlises
mostraram que o Rex1 geralmente é menos abundante do que Rex3 que, por sua vez, teve
uma marca¢do mais intensa em algumas regides especificas. Na espécie Chionodraco
hamatus, o Rex3 acumulou-se em areas pericentroméricas do brago curto de alguns pares
cromossdmicos e em especial no brago longo do cromossomo Y, sugerindo que esta regido
possa corresponder ao brago curto de um dos autossomos envolvidos na fusdo em tandem
que deu origem a este cromossomo.

Parise-Maltempi et al. (2007), isolaram através de digestdo enzimatica do
genoma de Leporinus elongatus, um elemento repetido do tipo disperso nomeado LeSpel.
O mapeamento fisico demonstrou que este elemento estd localizado nos cromossomos
sexuais da espécie, revelando um sistema multiplo do tipo Z,7,72,Z,/Z,W1Z, W, para a
mesma. Interessante se faz destacar que a descri¢do original indicava um mecanismo de
cromossomos sexuais simples do tipo ZZ/ZW (Galetti Jr e Foresti, 1986).

A localizagdo cromossomica do elemento transponivel Tcl foi estudada na
espécie Antartica Chionodraco hamatus (Notothenoidei). Esse elemento foi identificado em
uma regido heterocromatica do cromossomo sexual Y e sua hibridagdo na regido intersticial
(Capriglione et al., 2002) sugerindo que este cromossomo possa ter se originado por
amplificagdo em cadeia ou fusdo Robertsoniana (Morescalchi et al., 1996).

Ferreira e Martins (2008) isolaram e caracterizaram seqiiéncias repetidas no
genoma de Oreochromis niloticus através da triagem de biblioteca de BACs (Bacterial
Artificial Chromosomes) para identificagdo de clones ricos em seqiiéncias repetidas. Estes
foram selecionados ¢ utilizados como sondas para hibridagdo in situ e localizaram-se

principalmente nas regides centroméricas, teloméricas, além de quase toda a extensdo do
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primeiro par cromossdmico, exceto em torno de sua regido centromérica. Andlises
quantitativas da hibridacdo desses BACs entre machos e f€émeas revelaram diferencas no
conteudo de DNA do brago p entre os cromossomos X e Y, permitindo inferir que tal brago
do cromossomo X possui maior quantidade de seqiiéncias repetidas. Tais informagdes ja
haviam sido observadas previamente através do seqiienciamento e hibridacdo
cromossomica do DNA microdissectado dos cromossomos X e Y feitos por Harvey et al.
(2003). Esses resultados reforcam a proposi¢do de que estes tipos de seqiiéncias estejam
envolvidos com a diferenciagdo cromossomica do sexo nesta espécie (Ferreira e Martins,
2008).

A riqueza de seqiiéncias repetidas de DNA nas regides centroméricas e
terminais dos cromossomos das espécies de peixes sugerem que tais seqiiéncias
desempenham um papel importante na manutenc¢do e evolugdo da estrutura cromossémica
destas espécies. Seqii€ncias repetidas estdo presentes principalmente nas regides
centroméricas e teloméricas dos cromossomos e representam o principal componente das

heterocromatinas da maioria das espécies.

1.4. Biologia e evolucio dos Cichlidae

O grupo dos peixes € o mais antigo, numeroso ¢ diverso dentre os vertebrados.
Acredita-se que as espécies incluidas neste grupo representem a metade das espécies
viventes reconhecidas de vertebrados, ou seja, aproximadamente 24.618 espécies validas
para um total de 48.170 (Nelson, 2006). Entretanto, este nimero pode ser ainda maior, pois
a cada ano mais espécies sdo descritas.

A familia Cichlidae, pertence a ordem Perciformes, estd incluida entre as
familias de peixes com maior nimero de espécies (Nelson, 2006), sendo estimadas 3.000
espécies que estdo distribuidas pela América Central e do Sul, Madagascar, Sudeste da
India e Africa (Kocher, 2004).

A maior diversidade de espécies de Cichlidae ¢ encontrada principalmente nos
grandes lagos africanos (Trewavas, 1983). Este grupo de peixes tem atraido uma maior
atencdo dos pesquisadores, nos ultimos anos, devido a sua rapida radia¢do adaptativa nos

grandes lagos do leste da Africa, onde quase 2.000 espécies tém evoluido somente nos
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ultimos 10 milhdes de anos (Kocher, 2004). O principal fator que promove este tipo de
adaptacdo a novos ambientes ¢ o fato de que eles se adaptam facilmente a condi¢des
extremas de habitats e nichos (Moyle e Cech Jr., 2000) Além disso, algumas espécies desta
familia t€ém uma grande importancia para a aqiiicultura mundial. Estes peixes apresentam
um colorido fascinante que torna as espécies de pequeno porte preferidas pelos
aquariofilistas e as de grande porte sdo muito utilizadas na alimentag@o e pesca esportiva
(Axelrod, 1996).

Segundo Sterba (1973), os ciclideos sdo peixes de corpo alto, sendo que alguns
apresentam a forma de disco. A grande maioria apresenta cabega larga, sendo que em
muitas espécies, na época reprodutiva, o0 macho exibe uma protuberancia adiposa na testa,
as vezes também presente na fémea. A boca é protractil e circundada por grossos labios.
Possuem as nadadeiras dorsal e anal com espinhos pungentes, na por¢ao anterior e raios
moles na por¢do posterior. De acordo com Britiski (1972) uma caracteristica marcante dos
representantes dessa familia € a linha lateral interrompida. Sua por¢do superior se extende
desde o opérculo até o inicio dos raios moles da dorsal, enquanto a por¢ao inferior segue
um pouco abaixo, como se houvesse ocorrido uma quebra. O cuidado parental, assim como
a guarda de ovos ¢ larvas sdo marcantes entre os individuos desta familia, sendo este papel
desempenhado principalmente pelas fémeas. Os ciclideos ndo apresentam um periodo
reprodutivo bem definido e ndo apresentam dimorfismo sexual marcante, a ndo ser na
época da reprodugdo, quando algumas caracteristicas podem diferenciar os sexos (Feldberg,
2003).

Os ciclideos sul-americanos estdo organizados nas seguintes subfamilias:
Retroculinae; Cichlinae; Astronotinae; Geophagine e Cichlasomatine. Kullander (1998)
propos uma nova filogenia para a familia Cichlidae baseado em 91 caracteres morfoldgicos
de 43 espécies sul-americanas e sete espécies do velho mundo. As subfamilias Etroplinae
(Ciclideos de Maélaga na India) e Pseudocrenilabrinae (Ciclideos Africanos) sdo grupos
irmaos e formam um grupo irmao de todos os ciclideos. Outra andlise filogenética realizada
na familia Cichlidae, utilizando DNA mitocondrial, demonstrou que os ciclideos
neotropicais formam um grupo monofilético tendo como grupo basal Retroculus
(Retroculinae). Além disso, demonstram portar significantemente niveis maiores de

variagdo genética do que os africanos, apesar do menor nimero de espécies (Farias et al.,
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2000). Acredita-se que os ciclideos sul-americanos representem um grupo monofilético que
migrou da Africa e a partir da América do Sul se espalharam pela América Central ¢ do
Norte (Murray, 2001).

Em se tratando do conhecimento do genoma das espécies de ciclideos, os dados
sdo poucos, e muito aquém do que ja se conhece para o “pufferfish” (Takifugu rubripes) e o

“zebrafish” (Danio rerio), os quais possuem a seqiiéncia nucleotidica do seu genoma quase

totalmente conhecida (www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/zebrafish) (Aparicio et al., 2002). A
maioria das informagdes existentes sobre genética da familia Cichlidae esta relacionada a
analises da filogenia das espécies e estudos citogenéticos como a determinagdo do nimero
diploide. Este niimero diploide estd intimamente relacionado a distribui¢do geografica das
espécies, onde os ciclideos africanos tém um numero dipléide modal igual a 44
cromossomos ¢ os da regido Neotropical apresentam na sua maioria, 48 cromossomos
(Feldberg et al., 2003).

Apesar de ser a familia mais estudada entre os Perciformes, somente,
aproximadamente 135 espécies de ciclideos foram analisadas citogeneticamente e foram
encontrados numeros diploides variando de 38 a 60 cromossomos. Nao ocorre a presenca
de cromossomos sexuais, mas ja foi relatada a existéncia de cromossomos Bs, ou
supranumerarios, para algumas espécies como, por exemplo, em Crenicichla reticulata,

Cichla monoculus e Cichla sp. (Feldberg et al., 2004).

1.4.1. O género Cichla

As espécies do género Cichla conhecidas popularmente como tucunaré, sdo
piscivoras e tém sido utilizadas para peixamentos em barragens e agudes, por apresentar
uma carne de excelente qualidade e também por serem animais de grande interesse
econdmico, principalmente para a aquariofilia. Foram introduzidas e encontram-se
estabelecidas em diversas bacias hidrograficas brasileiras (Nascimento et al. 2001). A
coloracdo apresenta-se extremamente varidvel nas espécies deste género, devido
aparentemente a alteragdes ontogenéticas. O colorido brilhante dos individuos adultos esta

presumivelmente durante o periodo reprodutivo. Esta diversidade de coloracdo parece
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causar grande dificuldade na identificagdo dos exemplares de Cichla (Kullander e Ferreira,
2006).

Este género foi primeiramente descrito por Schneider em 1801, baseado na
descrigdo da espécie Cichla ocellaris e atualmente sdo conhecidas quinze espécies

(Kullander e Ferreira, 2006) como apresentado na tabela abaixo:

Tabela 4- Espécies do género Cichla em ordem cronoldgica de descricdo de acordo com

Kullander e Ferreira (2006)

Espécie Autor/ano
Cichla ocellaris Schneider, 1801
Cichla temensis Humboldt, 1821
Cichla orinocensis Humboldt, 1821
Cichla monoculus Agassiz, 1831
Cichla nigromaculata Jardine, 1843
Cichla intermédia Machado-Alisson, 1971
Cichla kelberi Kullander e Ferreira, 2006
Cichla pleiozona Kullander e Ferreira, 2006
Cichla mirianae Kullander e Ferreira, 2006
Cichla melaniae Kullander e Ferreira, 2006
Cichla piquiti Kullander ¢ Ferreira, 2006
Cichla thyrorus Kullander e Ferreira, 2006
Cichla jariina Kullander e Ferreira, 2006
Cichla pinima Kullander e Ferreira, 2006
Cichla vazzoleri Kullander e Ferreira, 2006

Representantes do género Cichla sdo facilmente distinguidos de todos os outros
ciclideos sul-americanos pela forma da nadadeira dorsal: até o quinto espinho, hd um
aumento do tamanho destes, depois se observa um gradual decréscimo até o penultimo
espinho, sendo que o ultimo ¢ novamente longo e rigidamente ligado a por¢do mais mole da
nadadeira, a qual ¢ alta como a porc¢do espinhosa anterior. Apresentam boca larga, com
mandibula e maxila proeminentes. Barras verticais escuras estdo presentes em todas as
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espécies de Cichla, constituindo-se de 1 a 4. A mandibula é prognata e bem exposta. Um
proeminente ocelo pode ser visualizado na base da nadadeira caudal (Kullander e Ferreira,
2006).

Cichla kelberi foi descrita recentemente e distingui-se das outras espécies mais
semelhantes (C. monoculus ¢ C. pleiozona) pela presenga, nos adultos, de pequenas
manchas claras na nadadeira anal e peitoral, e no lobo inferior da nadadeira caudal.
Apresenta trés barras verticais escuras nos flancos, uma barra occipital pronunciada nos
individuos de maior porte e manchas escuras irregulares na regido anterior do abdome.
Possui de 76 a 83 escamas na fileira acima daquela que contém a linha lateral (fileira E1),
sendo o numero de escamas na E1 maior que em C. monoculus e menor que C. pleiozona.
A distribuigdo geografica da espécie sdo as bacias do rio Araguaia e baixo Tocantins e
atualmente, em reservatorios do Rio Grande do Norte, Ceara, Minas Gerais e no rio Parana,
devido as translocacdes realizadas. Essa espécie, até entdo, era conhecida e confundida com
Cichla monoculus (Kullander e Ferreira, 2006).

Apesar da importancia do género Cichla, estudos que contemplem aspectos
genéticos sobre os tucunarés ainda sdo escassos. Dados disponiveis para o género tratam de
estudos citogenéticos apenas para Cichla monoculus e C. temensis da regido amazonica
(Brinn et al., 2004). Dessa forma, avangos nos estudos gendmicos utilizando ferramentas
cromossdmicas ¢ de analise de DNA no género Cichla, se fazem necessarios. Este tipo de
analise mostra-se promissora para uma melhor compreensido dos mecanismos de evolugao
gendmica e rearranjos cromossomicos que estiveram envolvidos durante a diversificacdo e

historia evolutiva das espécies do género Cichla.
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2. OBJETIVOS

Devido a relevante importancia de espécies de ciclideos sul-americanos,
como as espécies do género Cichla, o qual possui grande valor para a pesca e ecologia,
um melhor conhecimento do genoma destas espécies mostra-se extremamente

necessario. Dessa forma este trabalho teve por objetivos:

e Isolamento e a caracterizacdo de seqliéncias repetidas de DNA e seu

mapeamento nos cromossomos de espécies do género Cichla.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material Bioldgico

Os exemplares de Cichla kelberi (Figura 3) (8 machos e 5 individuos) utilizados no
presente estudo foram coletados no rio das Mortes, lagoa das Abelhas e lago Morto, na cidade de Sao
Félix do Araguaia-MT, sendo amostrado também no rio Tieté (Barragem de Bariri, Sdo Paulo).

A partir do material coletado foram preparadas suspensdes celulares para analises de
cromossomos mitoticos sendo também retiradas amostras de tecido (figado, musculo, nadadeiras)
fixadas e estocadas em alcool 100% a -20 °C, para posterior extragdo de DNA.

Os exemplares foram fixados em formol 4% e conservados em alcool 70% e
posteriormente depositados na colecdo do Laboratorio de Biologia de Peixes do Departamento de
Morfologia/UNESP/Botucatu com o seguinte nimero: 3292.

A identificagdo dos exemplares foi feita com base no trabalho de Kullander e Ferreira

(2006).

Figura 3: Exemplar de Cichla kelberi.
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3.2. METODOS
3.2.1. Extracio de DNA de tecidos
Esta técnica foi descrita por (Sambrook e Russel, 2001) e fundamentalmente envolve a
purificagdo do DNA pela acdo combinada de detergentes, proteinase K ¢ RNAse, lavagem com
fenol/cloroformio e posterior precipitagdo pelo cloreto de soédio e etanol, conforme descrito a seguir:
a) Fragmentar os pedagos de figado, branquias e musculos (fixados em etanol) em cadinhos com N,
liquido;
b) Adicionar ao tecido 3,98 ml de solugdo digestdo (NaCl 0,1M; Tris-HCL 0,01 M pH=8,0; EDTA
0,025M pH=8,0; SDS 0,5%; RNAse 100 pg/ml; H,O q.s.p.);
¢) Transferir o tecido macerado com 3,98 ml de solug¢do de digestdo para tubo Falcon de 15 ml;
d) Colocar em banho-maria a 50 °C por meia hora. Passado esse tempo, cada tubo Falcon recebe 20
uL de proteinase K 100 pg/ml, permanecendo por mais duas horas no banho a essa temperatura;
e) Retirar os tubos do banho-maria e adicionar 4 ml de Fenol: Cloroformio: Alcool isoamilico
(50:48:2);
f) Agitar os tubos (bem fechados) suavemente por cerca de 15 minutos, até misturar bem os
componentes;
g) Centrifugar por 15 minutos a 3.000 rpm;
h) Transferir a camada superior do tubo (DNA) para tubos novos, tomando cuidado para ndo pegar
a camada de proteinas;
1) Acrescentar 0,2 volumes de NaCl 1M de acordo com o volume obtido no item anterior + 2
volumes de etanol 100% gelado e movimentar suavemente o tubo para precipitar o DNA;
j) Centrifugar por 15 minutos a 3.000 rpm;
k) Descartar o sobrenadante, acrescentar cerca de 4 ml de etanol 70% gelado e centrifugar como no
item anterior;
1) Descartar o sobrenadante e¢ levar o tubo para a estufa a 37 °C por até 30 minutos. Deixar
overnight até secar o DNA;
m) Adicionar até¢ 1 ml de dgua Milli-Q autoclavada. Deixar na bancada ou na geladeira por pelo

menos 24 horas para hidratagéo.
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3.2.2. Visualizacio e quantificacio do DNA em gel de agarose
A integridade do DNA foi analisada através de eletroforese em gel de agarose 1% de
acordo com a metodologia descrita por Sambrook & Russel (2001), como a seguir:

a) Montar a placa de eletroforese;

b) Diluir a agarose (Ultra PureTM Agarose - Invitrogen Life Technologies) em um volume
apropriado de tampdo TAE 1x (Tris-acido acético-EDTA) para que o gel fique em uma
concentracdo de 1%;

¢) Aquecer a solugo até que esta fique translucida;

d) Deixar a solugéio esfriar um pouco e aplicar no suporte da cuba de eletroforese horizontal; ajustar
o pente na cuba e deixar a solugdo de agarose polimerizar; preencher a cuba de eletroforese com
tampao TAE 1x;

e) Preparar o DNA a ser aplicado utilizando 2 pL de tampdo LB e realizar a aplicagéo no gel;

f) Aplicar DNA marcador de peso molecular conhecido (1Kb Plus DNA Ladder) e submeter a
eletroforese a 110V/150 mA por 1 hora;

g) Corar o gel em solugdo de brometo de etideo (10 mg/ml) diluida a 0.1% em tampao TAE 1x;

h) Realizar a observagdo do gel em transiluminador (Hoefer UV-25), sob luz ultravioleta, e
posteriormente a foto-documentacdo através do programa EDAS (Electrophoresis
Documentation and Analysis System 120 - Kodak Digital Science 1D);

i) Os pesos moleculares das amostras foram estimados através da comparag@o com o marcador.

3.2.3. Isolamento de seqiiéncias repetidas por digestdo enzimatica
e Digestido com enzimas de restricio
O DNA gendmico extraido de Cichla kelberi foi submetido a restri¢do enzimatica com o
intuito de serem identificadas bandas em gel de agarose contendo fragmentos repetidos de DNA. Para
tanto, foram testadas 12 enzimas de restrigdo, sendo elas: Afal, Alul, BcIl, BgLII, Dral, EcoRI, ECORV,
HindIII, Haelll, MspI, Sspl, Xbal.
O procedimento consistiu em:
a) Colocar em um tubo estéril de 1,5 ml, para cada enzima de restricdo, 30 pL. de DNA gendmico
(100 ng/pL); 30U da enzima a ser utilizada; 10 pL. de tampao de digestdo e completar com agua
milli-Q para um volume final de 100 pL;

b) Digerir overnight em banho-maria a 37 °C;
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¢) Para precipitagdo e purificacdo do DNA digerido, acrescentar 2 plL. de NaCl 5M gelado e 2
volumes de etanol (100%) gelado, agitar levemente e colocar em freezer a 76 °C negativos por 1
hora;

d) Centrifugar a 13.000 rpm por 10 minutos a 4 °C;

e) Descartar o sobrenadante e acrescentar 300 pL de etanol 70% gelado;

f) Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos a 4 °C;

g) Descartar o sobrenadante, deixar secar a temperatura de 37 °C por aproximadamente 15 minutos
e ressuspender em seguida em 12 pL de dgua milli-Q estéril;

h) Aplicar o DNA digerido em gel de agarose 1% e submeté-lo a S0V/100 mA por 4 horas;

i) Aplicar um marcador de peso molecular conhecido (1Kb Plus DNA Ladder ), para posterior

comparagao.

3.2.4. Purificacio dos fragmentos de DNA presente em gel de agarose
Para a purificacdo do fragmento de DNA produzido pela restricdo enzimatica, foi utilizado o
kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Pharmacia Biotech), seguindo as
especificagdes do fabricante:
a) Pesar um tubo de 1.5 ml vazio e anotar o peso;
b) Cortar a banda de interesse do gel de agarose, corado com brometo de etideo (10 mg/ml) sob
transiluminador ultravioleta, e coloca-la no tubo;
¢) Cortar o pedago de gel em varios pedacos menores, utilizando uma tesoura ou uma pinga;
d) Pesar novamente o tubo e calcular o peso do fragmento de agarose;
e) Adicionar 10 pL de “Capture Buffer” para cada 10 mg de gel e misturar em vortex;
f) Incubar a 60 °C em banho-maria até que a agarose dissolva (5-15 minutos);
g) Centrifugar brevemente o tubo e coletar, com uma micropipeta, a amostra de agarose dissolvida;
h) Transferir a amostra para uma coluna GFX colocada em um tubo coletor e incubar a temperatura
ambiente por 1 minuto;
1) Centrifugar o tubo coletor com a coluna GFX a 10.000 rpm por 30 segundos;
j) Descartar o liquido do tubo coletor e colocar a coluna GFX novamente no tubo coletor;
k) Adicionar 500 pL de “Wash Buffer” (tampéo de lavagem) a coluna GFX e centrifugar a 10.000
rpm por 30 segundos;
1) Descartar o tubo coletor e transferir a coluna GFX para um novo tubo de 1.5 ml;
m)Aplicar 50 pL de tampdo de eluic¢do TE (Tris-HCl 10 mM pH 8.0; EDTA 1 mM pH 8.0)

diretamente sobre a fibra de vidro da coluna GFX;
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n) Incubar a amostra a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugar a 10.000 rpm por 1 minuto
para recuperar o0 DNA;
0) Estocar o DNA purificado a -20 °C e estimar o produto final em gel de agarose 1% corado com

brometo de etideo.

3.2.5. Clonagem do DNA repetido
e Ligacdo com o vetor

Os fragmentos de DNA foram submetidos a clonagem sendo inseridos em vetores
plasmidiais utilizando o kit pMOs Blue (Amershan Biosciences) seguindo as especifica¢cdes dos

fabricantes, como a seguir:

a) Preparar uma reagdo de pK em tubo eppendorf com 2,5 pL de H,O milli-Q, 1 pL do tampédo pK
10x, 0,5 uL. de DDT 100 mM e 5 pL do produto a ser clonado;

b) Incubar a 22 °C por 40 minutos;

¢) Aquecer a reagdo a 75 °C por 10 minutos e colocar no gelo por 2 minutos;

d) Acrescentar ao produto da reagdo de pK 1 pL (50ng/uL) do vetor pBluescript I KS+ e 1 puL
(4U) de DNA ligase;

e) Incubar por um intervalo de 2 a 16 horas a 22 °C;

f) Guardar em freezer a 20 °C negativos até a transformacdo em bactérias competentes.

e Transformacio de bactérias competentes Escherichia coli DH5e com os vetores plasmidiais
recombinantes
a) Colocar 50 puL de bactérias competentes (acondicionadas a -70 °C) em um tubo de 1.5 ml,
b) Adicionar 4 pL da reagdo de ligagdo (inserto-plasmideo), misturando cuidadosamente com uma
micropipeta;
¢) Manter o tubo em gelo por 30 minutos;
d) Aplicar um choque térmico, aquecendo o tubo a 37 °C em banho-maria por exatamente 45
segundos;
e) Colocar o tubo imediatamente no gelo e manter por 2 minutos;
f) Adicionar 950 pL de meio LB liquido (peptona 1 %, NaCl 0,17 M, extrato de levedura 0,5 %,
pH 7,5) a temperatura ambiente;
g) Incubar a 37 °C por 1 hora, sob agitacdo a 225 rpm;
h) Centrifugar por 5 segundos a 13.000 rpm e descartar o sobrenadante;
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i) Espalhar o produto de transformagéo em placas de Petri estéreis com meio LB soélido (peptona 1
%, NaCl 0,17 M, extrato de levedura 0,5 %, agar 1,5 %, pH 7,5), contendo 2 pL de ampicilina
(50 mg/ml) por mililitro de meio LB e 50 uL de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-(-D-
galactoside) (50 mg/ml), para posterior selecdo dos clones recombinantes (colonias brancas);

j) Incubar as placas, com o meio de cultura voltado para cima, em estufa a 37 °C durante 12-16
horas.

3.2.6. Amplificacdo por PCR do fragmento clonado

Os vetores foram submetidos a PCR (Polymerase Chain Reaction) para confirmar a

presenga do inserto, sendo utilizados os seguintes primers:

Primer Seqiiéncia nucleotidica

M13F 5'CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3'

M13R 5" AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3'

Procedimento:
a) Em um tubo estéril de 0,5 ml mantido no gelo, preparar a solu¢do colocada na tabela abaixo de

acordo com o niimero de reagdes desejado:

Agua Milli-Q 16,75 uL
dNTP (8mM) 1,25 uL
Tampao 10X 2,5 uL
Primer M13F (10uM) 1,25 uL
Primer M13R (10uM) 1,25 uL.
MgCl, (50mM) 0,75 uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,25 uL
Volume total 24 uL

b) Colocar 24 pL da solugfo preparada em um tubo estéril mantido no gelo de acordo com a tabela
da alinea a;

c¢) Adicionar 1 puL do meio de cultura de cada amostra contendo a bactéria recombinante;

d) Colocar os tubos no termociclador e executar o programa de amplificagdo, como apresentado

abaixo:
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Passos Tempo/ T
1- Denaturagio inicial do DNA 395 °C
2- Denaturagdo do DNA 195 °C
3- Anelamento dos primers 150 °C
4- Extensdo do DNA pela enzima Taq polimerase | 2Y72 °C
5- Repeticdo dos passos de 2 a 4 35 vezes
6- Extensdo final do DNA 2Y72°C
7- Final /4 °C

": minutos; oo: por tempo indeterminado
e) Aliquotas (trés microlitros) do produto de PCR dos clones foram carregadas em gel de agarose

1% e posteriormente submetidas a eletroforese por uma hora a 120 volts.

3.2.7. Mini-preparac¢des para a purificacio de plasmideos recombinantes (Kit Wizard Plus
Minipreps DNA Purification System- Promega)

Os clones de DNA obtidos a partir da transformagdo e posteriormente amplificados pela
PCR foram purificados por mini-preparagdes, através da técnica lise alcalina (Sambrook et al. 1989),
como descrita a seguir:
a) Colocar 1,5 ml do meio de cultura contendo as bactérias recombinantes em um eppendorf;
b) Centrifugar a 10.000 rpm por 2 minutos em temperatura ambiente para que as bactérias fiquem no
fundo do tubo. Retirar o sobrenadante;
¢) Ressuspender o material com 200 pL da solugdo de ressuspencgao de células;
d) Adicionar 200 pL de solucdo de lise celular e inverter os tubos 4 vezes;
e) Acrescentar 200 pL de solugdo de neutralizagio aos tubos e inverter os tubos novamente por mais 4
vezes;
f) Centrifugar o lisado a 10.000 rpm por 5 minutos em uma microcentrifuga;
g) Para cada miniprep preparar uma minicoluna Wizard. Remover o plunger (parte de baixo
rosqueavel) e encaixar a minicoluna;
h) Pipetar 1 ml de resina de purificag@o na seringa;
1) Vagarosamente filtrar a mistura em minicoluna;
j) Adicionar 2 ml de solugo de lavagem (colunn wash solution) a seringa e empurrar a solucio através
da minicoluna;

k) Transferir a minicoluna para um tubo de 1,5 ml e centrifugar a 10.000 rpm por 2 minutos;
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I) Transferir a minicoluna para outro tubo. Adicionar 40 ulL de agua para a minicoluna;
m) Aguardar 1 minuto de incubagido em temperatura ambiente;
n) Centrifugar a 10.000 rpm por 20 segundos. Remover e descartar a minicoluna;

0) Guardar o eppendorf definitivo.

3.2.8. Seqiienciamento
As amostras de DNA purifcadas foram utilizadas em rea¢des de seqiienciamento através do

kit DYEnamic™ Terminator Cycle Sequencing (Amershan Bioscience). O protocolo consiste em:

Reacdo de Seqgiienciamento

a) Em um eppendorf mantido no gelo, para cada amostra a ser seqiienciada preparar a solugdo de

seqiienciamento contendo:

Pré-Mix (Kit) 2ul
Primer Fe R 2ul
DNA Até SuL
Agua Milli-Q XpuL
Volume total ouL

b) Para desenvolver a reag@o de seqiienciamento foi utilizado o programa denominado M13Seq que

consiste em:

Passos Tempo/ °T
1- Ciclo inicial 2'/96 °C
2- 35 ciclos 45"/96 °C
30"/ 50 °C
4'/ 60 °C
o/ 4°C

" minutos; ": segundo; oo: por tempo indeterminado
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Remocio dos nucleotideos nio incorporados

Apos a reagdo de amplificagdo (PCR) para seqlienciamento do DNA dos clones, realizou-

se a limpeza dos produtos amplificados para retirada de dideoxinucleotideos ndo incorporados, como

descrito a seguir:

a)

b)

c)

d)

Adicionar 1 pL de acetato de sédio 1,5M/ EDTA 250 MM e 80 pL de etanol 95% gelado em
cada microtubo contendo o produto de seqiienciamento;

Misturar no vortex rapidamente e centrifugar a 4 °C por 30 minutos a 14.000 rpm. Remover o
sobrenadante cuidadosamente por aspiracio;

Adicionar 400 pL de etanol 70% gelado e, em seguida centrifugar por 10 minutos a 14.000
rpm;

Descartar cuidadosamente o sobrenadante por aspiracdo, manter o material protegido da luz e
seca-lo por cerca de 1 hora na estufa a 37 °C. O pellet seco pode ficar guardado por até 2 meses

a 4 °C protegido da luz.

Limpeza e montagem das placas

As amostras amplificadas e purificadas foram analisadas em um seqiienciador automatico

ABI PRISM™ 377 DNA Sequencer (Perking-Elmer) de acordo com os procedimentos a seguir:

a)

b)

©)

d)

Lavar as placas com detergente Extran 1%, enxaguar bem (aproximadamente 10 minutos) com
agua da torneira quente e, em seguida, enxaguar com 2,0 L de agua Milli-Q a 85 °C. Colocar
em suporte adequado para secagem;

Colocar o cassete de montagem da placa sobre a bancada e sobre este a placa anterior. Sobre as
bordas da placa anterior, colocar os espacadores e, em seguida colocar a placa posterior. As
anotagdes em relevo na placa devem ficar voltadas para fora;

Alinhar as placas e desliza-las até o encaixe de recorte da placa anterior com o pino existente
na extremidade do cassete;

Fechar as presilhas e colocar o adaptador onde sera encaixada a seringa com gel de

poliacrilamida.

Preparacdo e aplicacdo do gel de poliacrilamida

a)

Preparar o gel de poliacrilamida (5% Long Ranger, 6M Uréia, 1X TBE) como segue:
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b)

Uréia 18 ¢
Agua Milli-Q 25 ml
Long Ranger 50% Sml
TBE 10X S5ml
Persufato de amonio 250 uL
TEMED 35 ul

Misturar os quatro primeiros reagentes e filtrar em membrana com poros de <0,45pm.
Adicionar o persufato e o TEMED no momento da aplicagdo do gel nas placas;

Misturar suavemente a solucdo e, em seguida, transferir o gel para uma seringa de 50 ml, que
deve ser imediatamente acoplada ao local de aplicagdo do gel para preenchimento das placas
anteriormente preparadas;

Aplicar o gel nas placas e, em seguida colocar o pente invertido no local apropriado entre as
placas (lado oposto ao da aplicacdo);

Esperar no minimo 1 hora e 30 minutos para total polimerizacdo;

Remover o pente e lavar as placas sem retira-las do cassete. As placas deverdo estar
completamente limpas, sem restos de poliacrilamida ou fragmentos de papéis utilizados para

limpeza e secagem.

Preparacdo do Seqiienciador (aplicacio das amostras e corrida)

a)
b)

©)

d)

Preparar 1,5 L de TBE 1X para encher as cubas anddica e catddica;

Colocar a cuba de cor ambar na parte de baixo do seqiienciador, encaixar o cassete com as
placas no seqiienciador e fechar as presilhas;

Fechar a porta do seqiienciador e fazer um Plate check das placas para verificar se elas estdo
limpas;

Encher as cubas com o tampdo TBE 1X. Nao se deve ultrapassar os limites marcados como
maximo;

Iniciar a pré-corrida para estabilizagdo do meio e para atingir a temperatura de 51°C;

Durante a pré-corrida ressuspender as amostras em 4,0 pul. de tampdo carregamento
(Formamida: Blue dextran - 5:2). Passar os tubos pelo vortex e denaturar as amostras por 5

minutos a 95 °C. Coloca-las imediatamente no gelo apos a denaturagio;
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g

h)

i)

k)
)

Apds 10 minutos de corrida, aplicar de 40 uL de tampdo de carregamento no gel. Fechar a
porta e deixar correr por dois minutos. Abrir a porta e retirar o excesso de corante com a
seringa cheia de tampdo de corrida;

Colocar o pente de modo que toque todo o gel ao mesmo tempo, deslizando-o de forma que
ndo se incline. Introduzi-lo apenas 2 mm no gel. Depois de introduzido ndo se pode ser
removido, pois ocasionara vazamento das amostras;

Aplicar 0,8 pL. de amostra nos pocinhos impares;

Fechar a porta do seqiienciador e esperar 5 minutos e aplicar o restante das amostras nos
pocinhos pares, evitando assim a mistura das amostras;

Cancelar a pré-corrida;

Verificar o nimero de linhas, o tamanho da placa, a matriz adequada, o numero de horas de

corrida e importar a lista de amostras;

m) Iniciar a corrida;

n)

Apo6s o término da corrida (7 horas), posicionar as linhas sobre as amostras que aparecem na

imagem do gel.
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3.2.9. Isolamento de seqiiéncias repetidas pela técnica de PCR
3.2.9.1. Amplificaciio dos retrotransposons Rex1, Rex3 e Rex6
Para obtencdo de seqii€ncias dos retrotransposons Rex1, Rex3 e Rex6, foi utilizado o metodo

de PCR, usando para tanto os respectivos primers Rex1, Rex3 e Rex6, como mostra a tabela abaixo.

Tabela 5- Seqiiéncias dos primers utilizados na amplificag@o dos fragmentos dos retrotransposons

Primers Seqiiéncias nucleotidicas Referéncia
RTXI-F1 5° TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC Volff et al. 1999,
red RTX1-R3 5" TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC 2000, 2001b
RTX3-F3 5° CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG Volff et al. 1999,
e RTX3-R3 5 TGG CAG ACN GGG GTG GTG GT) 2000, 2001b

Rex6-Medfl 5> TAA AGC ATA CAT GGA GCG CCAC
Rex6 Volff et al. 2001a
Rex6-Medrl 5° GGT CCT CTA CCA GAG GCC TGGG

Para amplificag¢@o dos retrotransposons foi utilizada a seguinte reacéo:

Agua Milli-Q 19,15 uL
dNTPs (8Mm) 0,5 uL
Tampdo 10X 2,5ul
Primer Forward (10uM) 0,5 uL
Primer Reverse (10uM) 0,5 uL
MgCl, (50Mm) 0,75 uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,1 uL
DNA concentracdo 1,0 uL *
Volume total 25,0 uL

* Quantidade variavel devido a concentracdo do DNA
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Para a realizagio da reagfio foi utilizado o termociclador com a utilizacdo do programa

abaixo:

Passos Tempo/ °T
1- Denaturagio inicial do DNA 5°/95 °C
2- Denaturagdo do DNA 40”/95 °C
3- Anelamento dos primers 407/55 °C
4- Extensdo do DNA pela enzima Taq
polimerase 2me
5- Repetigdo dos passos 2 a 4 34 vezes
6- Extensdo do DNA 5’/72 °C
7- Final w0/4 °C

: minutos; *’: segundo; oo: por tempo indeterminado

Aliquotas (trés microlitros) do produto de PCR dos retrotransposons foram carregados em

gel de agarose 1%, posteriormente submetido a eletroforese por uma hora a 120 volts.

3.2.9.2. Amplificacdo do Transposon Tcl
Para obtengao de seqii€ncias do transposon Tcl, também foi utilizado o metédo de PCR,

usando para tanto o primer Tcl, como mostra a tabela abaixo:

Tabela 6- Seqiiéncia do primer utilizado na amplificagdo dos fragmentos do transposon

Primer Seqiiéncia nucleotidica Referéncia

Tcl 5 TAC AGT GCC TTG CAT AAG TAT TCA CC  Volffet al.,1999,2000,2001b

Para amplificac@o do transposon Tcl foi utilizada a seguinte reagéo:
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Agua Milli-Q 14,0 uL
dNTP (8mM) 4,0 uL
Tampdo 10X 2,5uL
Primer Tcl (10uM) 1,5 ulL
MgCl, (50mM) 1,5 uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,5 uL
DNA concentracdo 1,0 pl *
Volume total 25,0 uL

* Quantidade variavel devido & concentragdo do DNA

Para a realizacdo da reagfio foi utilizado o termociclador com a utilizagdo do programa

abaixo:

Passos Tempo/ °T
1- Denaturagdo inicial do DNA 595 °C
2- Denatura¢do do DNA 195 °C
3- Anelamento dos primers 1755 °C
4- Extensdo do DNA pela enzima Taq
polimerase 2/68°C
5- Repeticdo dos passos 2 a 4 30 vezes
6- Extensdo do DNA 5'68 °C
7- Final o/4 °C

"' minutos; oo: por tempo indeterminado
Aliquotas (trés microlitros) do produto de PCR do transposon foram carregados em gel de

agarose 1%, posteriormente submetido a eletroforese por uma hora a 120 volts.

3.2.10. Analise das seqiiéncias

As seqiiéncias nucleotidicas foram processadas retirando-se as regides dos plasmideos e
foram submetidas a pesquisas em bancos de seqiiéncias (DDJ, EMBL, GenBank), através do programa
BLAST/N (“Basic Local Alignment Search Tool”) (Altschul et al., 1990) para busca de seqiiéncias

nucleotidicas similares, através do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (USA),
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“website” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Posteriormente realizou-se as seqiiéncias consensos no

programa BioEdit (Hall, 1999). As seqiiéncias dos clones foram alinhadas online utilizando-se o
programa ClustalW (Thompson et al., 1994), website http://align.genome.jp/. A composi¢do dos
clones foram examinadas com o auxilio do software BioEdit 7.0 (Hall, 1999). As seqiiéncias obtidas

dos retrotransposons foram analisadas através do programa DAMBE versdo 4.0.65 (Xia e Xie, 2001).

3.2.11. Obtencao dos cromossomos mitdticos através de preparacdes diretas
Os cromossomos mitoticos metafasicos foram obtidos de acordo com a metodologia
adaptada para peixes por Bertollo et al. (1978), com altera¢des como descrita a seguir:
a) Injetar intraperitonealmente colchicina 0,0025% na proporg¢do de 0,1 ml para cada 100 g de peso
do animal;
b) Deixar o peixe em aquario bem aerado por 40 minutos. Em seguida sacrifica-lo e retirar a por¢ao
anterior do rim transferindo-a para uma solugio hipotonica de KC10,075 M (6-8 ml);
c¢) Divulsionar bem o tecido com o auxilio de uma seringa de vidro. Retirar o sobrenadante
(suspensdo celular) com o auxilio de uma pipeta Pasteur e colocar em tubo de centrifuga;
d) Incubar a suspensio celular obtida em estufa a 37 °C por 23 minutos;
e) Pré-fixar com 6 gotas de metanol: acido acético (3:1) e ressuspender o material pipetando bem
devagar por 100 vezes;
f) Deixar descansar por 5 minutos, adicionar fixador até encher o tubo e ressuspender;
g) Centrifugar por 10 minutos a 800 rpm. Desprezar o sobrenadante e completar para 6 ml com
fixador pipetando por mais 100 vezes;
h) Centrifugar por 10 minutos a 1.000 rpm, desprezar o sobrenadante e completar novamente para 6
ml de fixador, repetindo essa lavagem por mais duas vezes;
i) ApOs a ultima lavagem, diluir o material acrescentando fixador, de forma que este apresente um
aspecto um pouco turvo;

j) Preparar as laminas que deverdo estar previamente aquecidas em banho-maria a 60 °C.

3.2.12. Hibridacéo in situ por fluorescéncia- FISH

As sondas dos retrotransposons Rex1, Rex3, Rex6, transposon Tcl obtidas através de PCR e
Tuc obtida por digestdo enzimatica foram marcadas com biotina pela técnica de nick translation, segundo
as instrugdes do fabricante (BioNick'" Labelling System- Invitrogen) e, posteriormente, procedeu-se a
técnica de hibridag¢do descrita por Pinkel et al., 1986 com modificagdes apresentadas por Martins e

Galetti, (2001).
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Marcacio das sondas

As sondas foram marcadas pelo método de nick translation utilizando o Kit BioNick™
Labeling System (Invitrogen) como a seguir:
a) Em um tubo eppendorf, mantido no gelo, preparar a solugdo descrita na tabela abaixo, para uma

lamina,

Mix dNTP 10x 1 puL

DNA sonda (200ng//uL) 1 uL

Mix de enzima 10x 1 uL
Agua milli-Q 6 uL
Volume total 9 uL

b) Misturar bem, centrifugar brevemente e incubar a 16 °C por duas horas;

c¢) Adicionar 1 pL de stop buffer, 1 pL de acetato de sodio 3 M e 22 pL de etanol 100% gelado;
d) Misturar invertendo o tubo, centrifugar rapidamente e colocar no freezer — 70 °C por 1 hora;
e) Centrifugar por 15 minutos a 15.000 rpm a 4 °C;

f) Descartar o sobrenadante e adicionar 50 pL de etanol 70% gelado;

g) Centrifugar por 5 minutos a 15.000 rpm a 4 °C;

h) Descartar o sobrenadante com cuidado e deixar secar;

i) Ressuspender em 16 pL de agua Milli-Q.

Tratamento das laminas

As laminas podem ser preparadas com os cromossomos com um dia de antecedéncia ou
no momento do uso. Para cada ladmina:
a) Colocar 100 uL de RNAse 40 pg/mL (0,4 uL de RNAse 10 mg/mL e 99,6 uL de 2xSSC) sobre a
laminula, aderir a lamina sobre esta laminula e deixar em camara umida (umidecida com 2xSSC)
a 37 °C por 1 hora e 30 minutos;
b) Lavar a lamina duas vezes em 2xSSC durante 10 minutos cada;

¢) Desidrata-las em série alcoolica 70%, 85% e 100% gelado durante 10 minutos cada;
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d) Mergulhar a lamina em formamida 70% em 2xSSC por 4 minutos a 70 °C (guardar a formamida
para reutiliza-la no dia seguinte);

e) Desidratar em série alcodlica 70%, 85% e 100% a — 20 °C por 5 minutos cada (este passo ¢
muito importante, pois as laminas devem ser passadas rapidamente da formamida para o alcool).
Deixar secar ao ar livre.

Solucédo de hibridacdo

Em um tubo eppendorf preparar a solugdo de hibridagdo, na proporgao descrita abaixo:

Formamida (concentrago final: 50%) 40 uL

Sulfato de dextrano (concentraggo final: 10%) 16 uL

20xSSC (concentragdo final: 2xSSC) 8 ul
Sonda biotinilada 16 L.
Volume total 80 uL

Submeter a solu¢éo de hibridagdo a denaturag¢@o da sonda a 95 °C por 10 minutos ¢ passa-

la imediatamente ao gelo.

Hibridagéo
Colocar 80 pL de solug@o de hibridacdo sobre a laminula e inverter a ldmina sobre a
laminula. Manter as ldminas com o material voltado para baixo em cdmara imida (2xSSC) a 37 °C
overnight.
Lavagens
Lavar em 2xSSC em temperatura ambiente apenas para tirar a laminula e escorrer bem a
lamina sem deixar secar. Deste momento em diante as laminas ndo podem secar:
a) Lavar em formamida 50%/2XSSC por 15 minutos a 37 °C (utilizar a mesma solu¢do do dia
anterior — formamida 70% e transforma-la para 50%);
b) Lavar em 2xSSC por 15 minutos a 37 °C por uma vez;
¢) Lavar em 2xSSC por 15 minutos a temperatura ambiente;

d) Lavar em 4xSSC a temperatura ambiente (s6 para enxaguar).

Deteccdo e amplificacio do sinal da sonda

a) Sobre uma laminula colocar 0,1uL de avidina-FITC 0,07% em 70 pL de tampédo C (0,1 M de

bicarbonato de sédio, pH 8,5 ¢ 0,15 M de NaCl);
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b)

d)

e)
f)
g)
h)
)
i)

Inverter a lamina sobre esta laminula e deixar por 1 hora em cdmara imida com 2xSSC a 37
°C;

Apds este tempo, lavar as ldminas 3 vezes por 5 minutos cada, com agitagdo, em tampao de
bloqueio (NaHCO3 1.26% / citrato de sddio 0,018% / Triton 0,0386% em agua destilada pH 8,0
e leite em pd desnatado 1%) recém-preparado a 42 °C. Escorrer a 1dmina e secé-la por baixo;
Sobre uma laminula colocar 80 pL de anti-avidina biotina-conjugada 2,5% (2 pL de anti-
avidina estoque em 78 pL de tampdo de bloqueio), inverter a lamina sobre a laminula e deixar
em camara umida com 2xSSC a 37 °C por 30 minutos;

Novamente lavar em tampéo de bloqueio trés vezes por 5 minutos cada com agitagdo a 42 °C;
Repetir os passos de (a) até (e);

Aplicar novamente o FITC e fazer as lavagens como descrito no passo (¢e);

Lavar em 4xSSC/Triton 2% duas vezes por 3 minutos cada com agita¢io;

Lavar em 4xSSC/Triton 0,2% duas vezes por 3 minutos cada com agitacdo;

Escorrer as laminas e deixar secando ao ar.

Montagem das laminas

Secar a lamina e montar com iodeto de propidio na propor¢cdo de 20 pL de meio de

montagem antifading com 0,7 uL de solugéo de iodeto de propidio a 50 ug/mL.

Processamento das imagens

Os cromossomos metafasicos mitoticos foram analisados em um fotomicroscopio de

fluorescéncia Olympus BX 61. As imagens foram capturadas através de uma camera digital (Olympus

DP70) e do programa Image-Pro MC 6.0 e processadas através do programa Adobe Photoshop CS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e caracterizacio de seqiiéncias repetidas no genoma de Cichla kelberi
por restricio enzimatica

A extragdo de DNA a partir de tecidos fixados em alcool possibilitou obter DNAs de
excelente qualidade para as amostras de tecidos analisadas.

Amostras de DNA genomico de Cichla kelberi foram submetidas ao processo de digestdo
enzimatica e pdde-se observar a presenca de uma banda de cerca de 650 pb visualizada por meio de
eletroforese em gel de agarose, referente a amostra digerida pela enzima Xbal (Figura 4). Esta banda
foi extraida do gel, purificada e inserida em vetor de clonagem por meio do kit pMOs e a construgdo

recombinante resultante foi inserida em bactérias Escherichia coli.

850
650
500

100

Figura 4: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo apresentando o fragmento de restricdo
produzido pela digestdo do DNA total de Cichla kelberi com a endonuclease Xbal. L- marcador de
peso molecular em pares de bases. Amostras de 1 a 5 representam DNA gendémico digerido com as
enzimas Alul, Haelll, Mspl, Xbal e ECORI, respectivamente. A seta indica a banda produzida apds a

digestdo com a Xbal.
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A confirmagdo da presenca de inserto nos plasmideos recombinantes foi realizada através
do método de PCR utilizando os primers M13F e M13R. O produto de PCR dos clones gerou
fragmentos maiores e menores que 650 pb, como pode ser observado na figura 5. Os fragmentos
maiores foram escolhidos, uma vez que os primers amplificam também pequenos segmentos dos
plasmideos que flanqueiam a regifio de inser¢éo, demonstrando assim a presenga do inserto.

Posteriormente, foram selecionados dez clones, sendo estes estocados em glicerol 25% e

mantidos em freezer -70 °C.

L1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 M1 12 13 14

| —
1500pb.g

..E.-:— — — "-‘_- — o —
600ph o

- ;-‘-'*pa.;.-wﬂ- .
100pb e

Figura 5: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo apresentando os produtos de PCR
representativos de clones recombinantes obtidos a partir da banda de 650 pb produzida pela digestao
com a enzima Xbal. L- marcador de peso molecular em pares de bases (marcador 1kb plus-
Invitrogen). As amostras 1, 3,4, 6, 7, 8,9, 11, 13 e 14 representam os clones positivos candidatos a

conter o fragmento de DNA produto da digestdo com a Xbal.

Os clones recombinantes de Cichla kelberi recuperados foram denominados TucXbal,
TucXba3, TucXba4, TucXba6, TucXba7, TucXba9, TucXball, TucXbal3, TucXbal4 ¢ TucXbal5 e
submetidos a reagdes de seqiienciamento. Foram obtidas seqii€éncias para oito clones como observado

na figura 6.
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TucXba-1

TCTATAAGAGCTGGACAGGGTTGTAAAAGGTCCTTAACCCATCACCAGGACTGGTAGGAG
CCCTACAAAATAATCTCCAACAGGTCACTGGTGTGAATGTCTCTGAACAAACGATCAGAA
ACAGACTTCTTGAGGGTGGCCTGAGGGCCAGACGTCCTCTAGCTCTGTGCTCACTGCCCA
GCACCATGGAGCCTGATTGGCATTTGCCATAGAATACCAGAATTGGCAGGTCCACCACTG
GTGCCCTGTGCTTTTCACAGATGAGAGCAGGTTCACCCTGAGCACATGTGATAGACGTGA
AAGGGTCGGGAGAAGCCGTGGAGAACATTATGCCTGTAACAATGTTCAGCATGACTGGTT
TGGTGGTGGGTCAGTGATGGTCTGGGGAGGCATATCCATGGAGGGACGCACAGACCTCTA
CAGGGCAAGGCAGCGGCACCCTGACTGCCTTTAGGTATCGCAATGAAATCCTTGGACCCA
TTGTGAGACCCTGCACTGGTGCAGTGGGTCCTGGGTTCCTCCTGGTTCACGACAATACCC
AGCCTCATGTGTTGAGAGTATGCAGGCAGTTTCTAGATCCATATGACTAGTA

TucXba-3

GGAGCTCGGTACCCGGGGCTCCCGATTCTAGAATACATCAGGCAAGGATGCTTTTTATTG
CCTTTTCTCTTTAATAAACTCCAGAGCAGCAACAACTATAAAGAGGAACCGCAGCTGGAA
AGGTAATCATGTTTATCAGGCTAAATGAGTTTTCTAAATATTTAATATAACCATTATAGA
TATTTCTATTATAGGCAGTAAAGATGAATAACATTAAGCTGACCTGTTTATGCAACAAAT
GTTCTTATACATTGAGAGTTGTTGTATATTTAGTTGTAATAAATCTGCCGCTTTACCTAG
TAACTGACTGCAGATGTGGAAGTGAGCACGAATAGTTGGTTTTGTGCTGCGACAGATTGG
CAGCCTGTCCAGGGTGCAGCTGAGATAGCCTCCAGTTTCATTGGAGTTCAAATTAAAAAA
ATGTTTATATAGTTACTAATGTGTCTGATGAGACACACCTTTGTGCATAAGGTCTCACTT
TCACAGTGCATGCCGAAAGAAAAATATTCCTTCACTATTTTTAGAAGTCAGTAGTAAAAC
TGTGGTGACTGTGGCATTAATGAAATCATTTTAAAGAATTTTCCCAGGGCACGGTAGCCT
CAGTAACTGTGATCCATATGACTAGTA

TucXba-4

CTCGGTACCGGGGATCCGATCTAGATACATCAGGCAAGGATGCTTTTTATTGCCTTTTCT
CTTTATAAACTCCAGAGCAGCAACAACTATAAAAGAGGAACCGCAGCTGGAAAGGTAATC
ATGTTTATCAGGCTAAATGAGTTTTCTAAATATTTAATATAACCATTATAGATATTTCTA
TTATAGCCAGTAAAGATGAATAACATTAAGCTGACCTGTTTATGCAACAAATTTTCTTAT
ACCATTGAGAGTTGTTGTATATTTAGTTGTAATAAATCTGCCGCTTTACCTAGTAACTGA
CTGCAGATGTGGAAGTGAGCACGAATAGTTGGTTTTGTGCTGCGACAGATTGGGCAGCCT
GTCCAGGGTGCAACTGAGATAGCCTCCAGTTTCATTGGAGTTCAAATTAAAAAAAATGTT
TATATAGTTACTAATGTGTCTGATGAGACACACCTTTGTGCATAAGGTCTCACTTTCACA
GTGCATGCCGAAAGAAAAATATTCCTTCACTAATTTTTTAGAAGTCAGTAGTAAAACTGT
GGTGGACTGGYGGCCATTAATGAAATCAATTATAACAAATTTTACCCAGGGCCACGGGTA
GCCCTCAGTTAACTGGGTGATCCAAAATATGATTAGTAAGATCCTATAAAGTCGACTTGC
AGGCATGCAAGCCTTTCCCTTAATTGGTCCTAGTCGAGTTGGGCGCAATCACGGTAAGGC
GTTAAACG

TucXba-6

GTCCTTAGCCCCATCAGCAGGACTGGTTAGGAGCCTTACAAAATTATTCTCCAACAGGTC
ACTGGTGTGAATGTCTCTGAACAAACGATCAGAAACAGATTTCTTGAGGGTGGCCTGAGG
GGCCAGACGTCCTCTAGCTCTGTGCTCAACTGCCCAGCACCATGGAGCCTGATTGGCATT
TGCCATAGAATACCAGAATTGGCAGGTCCACCACTGGTGCCCTGTGCTTTTCACAGATGA
GAGCAGGTTCACCCTGAGCACATGTGATAGACGTGAAAGGGTCGGGAGAAGCCGTGGAGA
ACATTATGCCTGTAACAATGTTCAGCATGACTGGTTTGGTGGTGGGTCAGTGATGGTCTG
GGGAGGCATATCCATGGAGGGACGCACAGACCTCTACAGGGCAAGGCAGCGGGCACCCTG
ACTGCCTTTAGGTATCGCAATGAAATCCTTGGACCCATTGTGAGAACCTGCACTGGTGCA
GTGGGTCCTGGGGTTCCTCCCTGGTTCACGACAATACCCAGCCTCATGTGTTGAGAGTAT
GCAGGCAGTTTCTAAGATCCATTATGAACTAGTTAGAATCCTCTAGAAGTCGACCTTGCA
AGGCATGCAAGCTTTCCCTATTAGTGGAGTGGGA

TucXba-7

ATTCGANCTCGGTACCGGGGAATCCGATCTAGAGAGGCACCGTCGATGCAGAAAGGTAGC
TACAGGTTGTAGAGCAGCATGTGCTCCCATTCCCATCTTTTTTCAGGGGAGGCTTTGCCT
ATTTTAGCAAGGCGATGCTAAACTGCATACTGTAAATATTACAGCAGCATGACTTCTTAA
TAGAAGAGTCCCGGTGCTAAACTGGTCTGCCTGCAGTCCTGACCTTTCACCAACTGAAAA
AAACTTGCACATCATGAAGTGGAAAATACAACAAAGAAGACCCAGGACTGTTGAGCAACT
AGAATCCTCTATTAGACAAGAAAGGGACAACATTCCTCTCCCAAAAATCCAGCAACTTGC
CTCCTCAGCTCCCAGAGTGTTCTTAAAAAAAGAGGGGATGCTACACAGTAGTGATCATGG
CCTTGTCCCAACTGTTTTGAGATGTGTTGCTGCATTTAAATTCAAAATGAGCTAATATTT
TTCTTAAAACGGTACATTTTCCCAGTTTAAATATCTGATTTGTTTTCTGTGTTCTATTGT
AAATAAAATATGGATTCATGAAGATGCAAATCATTGCATTCTGTTTTTATTTACACTATA
CACTGTGCCGCAGCTTTTTCAGAATTGGGGTTTGTAAAATCCACTGTGGTGGTGCACAGA
GGANCCATATGACTAGTAG
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TucXba-9
AATCCGATTATACACATTAGCACTACAATTAATCCAGACAACTTAAAAAAGAAAGGATAT
CAAAGGCTGGGGAAAAATAAACAGTGCAGCTGATATGAAATTGTTTGAGATTAATATAAT
TTGTGACACCAAAACAACACGGTTTTTCTGGGAACAAAAGCTCAGAGTGAGTAAGGGACT
AGAGAAAGCACATCCCTCTTGACAAGGTCTAAAGGCCAGCACCTGTTTACACTAGAGGGC
TCTTTGCTGACATAGTTTAGGTTATCGCTTAAAAGGAGACCAGTTAGTTTCCATTACCAT
GGACCACAAAAAGGGATAGT TAGGAAAAGGTGATAGAAGAGCATAAGCCAATGCATATAC
CAAATCTTTGGAGAGGAGACGAGAGGAGTGGAGTGGAGCGGAGAGGAGAGGAGAGGACCC
ACTTAAGAGTACCAAAAATAAGGTTGCCAGTCCATGTCTTTTAGTCAGCCCACTCACCCA
ATAATAAAGCCAAGACAGCACAGGCAAGGCCAACTGACACAAAAAGAAATTCTGAGATTA
CCACGAGACTAACAAATCTGTTAAAATGGGGT TTTCACACAAAGTCAGCCTCAGTTACTT
TCAAATTATCAGCGATTCTCGATTCATAANGASTAGTAGAG

TucXba-11
TAAAAGCTGGACAGGGTTGTAAAAGGTCCTTAACCCAATCAAGCAGGACTGGTAGGATGC
TCTACAAAATTATCTCCAACAAGGTCACTGGTGTGAATGTCTCTGAACAAACGATCAGAA
ACAGACTTCTTGAGGGTGGCCTGAGGGCCAGACGTCCTCTAGCTCTGTGCTCACTGCCCA
GCACCATGGAGCCTGATTGGCATTTGCCATAGAATACCAGAATTGGCAGGTCCACCACTG
GTGCCCTGTGCTTTTCACAGATGAGAGCAGGTTCACCCTGAGCACATGTGATAGACGTGA
AAGGGTCGGGAGAAGCCGTGGAGAACATTATGCCTGTAACAATGTTCAGCATGACTGGGT
TTGGTGGTGGGTCAGTGATTGGTCTGGGGAGGCATATCCATGGAGGGACGCACAGACCTC
TACAGGGCAAGGCAGCGGCACCCTGACTGCCTTTAGGTATCGCAATTGAAATCCTTGGAC
CCATTGGTGAGAACCCTCACAGGTGCAGTTGCACCTGGGTTCCTGGGGGTTCCCGACCTT
GGGCTGCCTGATGTATTACCACAATCCAGCCAGTGTTTTTAGATACATATTACTAGTAAG
ATCCTCTACAGTCCGACCTGCAAGCATTCAAGCTTACCCAATAGTGAGCCGTATCAGAGC
TTGGAATAATCATTTCAGCAGTATTTCGAACTTA

TucXba-15
ATCGAGCTCGGTACCGGGGATCCGATCACACCTTCAGCGTTCGAGTGGAGTCCATGCCTT
GATGGGTCAGGGCTGTTTTGCCCAGCAAAAGGGGGGACCAACACAATATTAGGCAGGTGG
TCATAATGTTATGACAATTCGGTATATATACACTTTGCATGACATTTTTGAAGAAGTCAT
ATCAGCTGAGTCATTGCTACTGTGCAAACAGTGAATTATTTTGGTGAGTTTGTTTGTGTC
AGAGTCAGAGAGCCGTGTCTCTCTGCAGTCAGAGGTTTTTGTACGGCGGCTCAATGAGTT
TGTATCACTGTGGTACACGTTTGGTGGAGGAACCAGACTGGATGTTGGAAGTAAGTCACA
GTTAAAACTATTTTATTTTAGTATTTTGTCTCTTAACTGTTTTACTTGTCTGCTGGGAAT
AGCAAGAAAAATAAATATACTTTTTGTAAATAAAATTAAGAATATTTACTGTATTCTCAA
TGAAATACAGTCTGGTTTAGAAATAAATGGATATTAAAAATACATTTTCCTTATTTTGAA
ACATTAGAATAATCCGTACATTGAATGCTTAATTTATAATATTAATGGTTGAATTTTGAG
GGTATCCATATGACTAGTAG

Figura 6: Seqiiéncias de fragmento de DNA isolado por restri¢do enzimatica.

Os resultados destas analises mostraram uma predomindncia de nucleotideos A-T para os
clones TucXba3, TucXba4, TucXba7 e TucXba9, enquanto os clones TucXbal, TucXba6 ¢ TucXball
mostraram-se muito similares em suas seqiiéncias e apresentaram um percentual médio de adenina e

timina de 48,9% (Tabela 7).
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Tabela 7- Composi¢do nucleotidica dos clones isolados de Cichla kelberi por restrigdo enzimatica

Clones Tamanho (pb) Composicido nucleotidica AT (%)
TucXbal 592 48,1
TucXba3 627 62,2
TuXbac4 728 61,1
TucXbab 635 48,5
TucXba7 679 58,6
TucXba9 641 59,2
TucXball 694 50,1
TucXbal5 620 63,2

Posteriormente, foi realizada uma pesquisa em bancos de seqiiéncias (DDBJ,EMBL,
GenBank) através do programa BLAST/N (Altschul et al., 1990) para a busca de seqiiéncias
nucleotidicas similares as seqiiéncias isoladas. A comparagdo das seqiiéncias dos clones TucXbal,
TucXba6 e TucXball com as seqiiéncias depositadas no GenBank mostrou alta similaridade destas
seqiiéncias com seqliéncias repetidas dispersas no genoma de peixes e anfibios. Todos os segmentos
que apresentaram similiaridade maior que 70% estdo listados na tabela 8. O maior nivel de
similaridade ocorreu em rela¢do ao peixe Polypterus bichir (cerca de 87%) e Takifugu rubripes (84%
similaridade). Os  fragmentos isolados apresentaram 82% de similaridade com seqiiéncias
flanqueadoras do gene da transcriptase reversa de Oryzias melastigma. Tal fato ¢ um forte indicio de
que as seqiiéncias repetidas isoladas representam um segmento de um elemento retrotransponivel.
Outro indicio de tal afirmacdo ¢ o fato de que esse segmento isolado apresenta-se disperso em

diferentes regides do genoma dos diferentes espécimes com os quais possuem similaridade (Tabela 8).
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Tabela 8- Similaridade obtida junto ao NCBI com os clones TucXbal, TucXba6 ¢ TucXball isolados

por restricdo enzimatica

N. acesso  Similaridade

Espécies Similaridade encontrada
GenBank (%)
L Regido repetida clone -22F22 localizada nas regides de
Polypterus bichir AC126321 87
47068 a 47590
) ) Cluster do gene HoxBa localizado nas regides 81250 a
Takifugu rubripes DQ481665 84

81173

. . Segmento flanqueia o gene da transcriptase reversa
Oryzias melastigma ) ) DQ286655 82
localizado nas regides 2328 a 2055

Segmento do clone CH213-60G7 localizado nas regides
Gasterosteus aculeatus 126051 a 125904 AC145764 81

Cluster do gene Hoxdb localizado nas regides 18628 a

Astatotilapia burtoni EF594316 79
18904
Locus alpha/delta TCR do clone 39N03 localizado nas
. EF467298 77
regides 105217-105739
Regido l6cus gamma TCR do clone 115J17 localizado
EU221176 77
nas regides 165760 a 165238
Salmo salar Gene transposase Tcl-like localizado nas regides 552 a
EF685955 76
1074
Segmento do gene TAPBP regido classe I do complexo
histocompatibilidade localizado nas regides 47610 a  EF427379 77
48130
Intron do gene IFN2 localizado nas regides 4656 a 4138  AM489416 76
Oncorhynchus mykiss
Regido B class | MHC AB162343 76
Segmento do clone CH216-11K6 localizado nas regides
AC146868 76
1159 a 1678
Segmento do clone CH216-138M21 localizado nas
AC147826 76
Xenopus tropicalis regides 93370 a 93868
Segmento do clone CH216-52F23 localizado nas
AC166141 75

regides 142966 a 143385
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Segmento do gene vitellogenin localizado nas regides

Rivulus marmoratus AY279214 75
1054 a 1434
Oncorhynchus
Segmento do gene prolactina II localizado nas regides
tschawytscha S66606 75
5855 a 6333
Segmento do clone CH211-105F16 AL928837 73
Segmento do clone DYEY-217K21 localizado nas
BX072538 71
) ) regides 43207 a 42747
Danio rerio
Segmento do clone CH211 a 133F22 localizado nas
BX649367 71

regides 155309 a 154880

Para verficar as relagdes existentes entre as seqiiéncias isoladas no presente trabalho
com as obtidas no banco de dados do NCBI (Tabela 8) foi construido um dendrograma através do
programa ClustalW online utilizando a distdncia p como pardmtro para as analises. O dendrograma
obtido mostra claramente a presenca de dois grandes grupos, denominados de “clado A” e “clado B”, e
as trés sequiéncias isoladas do genoma de C. kelberi se posicionam apenas no clado A (Figura 7). As
seqiiéncias isoladas mostraram-se mais relacionadas com as espécies Astatotilapia burtoni (Cichlidae)
e Polypterus bichir (Polypteridae), constituindo um subgrupo dentro do clado A. A familia
Polypteridae pertence a uma ordem basal dentro dos Actinopiterygii. Tal fato indica que tais
seqii€éncias sdo bem conservadas em muitos grupos dessa classe (Tabela 8). Alta similaridade do
elemento Tuc foi encontrada também para a espécie de anfibio, Xenopus tropicalis. Além disso, o
elemento Tuc apresentou similaridade ainda com outras espécies de anfibios como Rana chensinensis
e com mamiferos como Bos taurus e humanos. A similaridade encontrada para as espécies de
mamiferos corresponde a pequenos segmentos deste elemento, porém com similaridade acima de 80%.
A presenca da sequéncia Tuc em diversos vertebrados indica que a origem deste elemento remonta a
diversificagdo dos principais grupos de vertebrados. A divisdo do dendrograma em dois grandes clados
(A e B) sugere que o elemento Tuc constitui duas subfamilias distintas de elementos retrotransponiveis
presentes no genoma dos vertebrados, sugerindo que estudos mais detalhados das seqiiéncias de base
de seu DNA deverdo ser empreendidos no sentido de elucidar integralmente a natureza e o padrio de

distribui¢do dessas seqiiéncias tanto em C. kelberi como em outros organismos vertebrados.
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Figura 7: Dendograma baseado nas analises de distancia p obtido pelo programa ClustalW online a
partir das seqiiéncias Tuc isoladas e de seqiiéncias obtidas do banco de dados do NCBI. Neste
dendograma, o nome das seqiiéncias corresponde as espécies da tabela 9. A barra indica a distincia
genética e os valores de bootstrap encontram-se indicados nos nodos. Valores de bootstrap abaixo de
50 foram omitidos.
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4.2. Tsolamento e caracterizacio de seqiiéncias repetidas no genoma de Cichla kelberi por

PCR
Seqiiéncias dos retrotransposons Rex1, Rex3 e Rex6 foram identificadas e isoladas do DNA
gendmico da espécie Cichla kelberi através de reagcdes de PCR. Esses elementos apresentaram um

tamanho de aproximadamente 600 pares de bases (Figura 8).
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Figura 8: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando produtos de PCR obtidos com
os primers Rex1 (a), Rex3 (b) e Rex6 (c) a partir do DNA genémico de representantes de Cichla

kelberi (1-5), (1-8), (1-6). L — marcador de peso molecular em pares de bases.

Os trés conjuntos de primers utilizados mostraram-se bastante eficientes na amplificagio
de fragmentos de DNA por PCR. Os fragmentos de DNA obtidos foram seqiienciados e a andlise
comparativa desses fragmentos junto ao banco de dados do NCBI permitiu verificar que os fragmentos
amplificados correspondiam a segmentos de elementos transponiveis da familia Rex. Os primers
utilizados no presente estudo ja foram empregados no isolamento destes elementos em diversos grupos
de peixes (Tabela 3). As seqiiéncias obtidas foram submetidas a comparacdes através do sistema
Blastn do NCBI para verificar a similaridade com outras seqiiéncias ja depositadas nesse banco de
dados. As comparagdes possibilitaram detectar altos niveis de similaridade entre as seqiiéncias isoladas
e as seqiiéncias de outras espécies de peixes ja depositadas para estes elementos.

Foi possivel verificar que os retrotransposons isolados Rex1l, Rex3 e Rex6 apresentaram
alta similaridade com clones destes elementos com outras espécies de ciclideos disponiveis nos bancos
de dados do NCBI, como Oreochromis niloticus, Cichlasoma labridens e Hemichromis bimaculatus
(Tabelas 9, 10 e 11). No entanto, alta similaridade também foi detectada em relagdo a outras espécies

de peixes pertencentes a outras familias e ordens. Os resultados apresentados para o elemento Rexl
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evidenciam alta similaridade com espécies de peixes da ordem Perciformes, além de outras ordens
(Tabela 9). Para os elementos Rex3 e Rex6 foram encontrados poucas espécies de Perciformes no
banco de dados do NCBI que apresentaram similaridade (Tabela 10 e 11). Isso ocorre, provavelmente,
porque ainda sdo poucos os estudos realizados com esses elementos dentro da ordem Perciformes, ou
seja, ainda sdo poucas as seqiiéncias desses elementos depositadas no banco de dados. Os resultados
com Rex3 e Rex6 revelam uma grande similaridade com espécies de peixes da ordem
Cyprinodontiformes, mostrando o qudo conservado esses elementos se apresentam em peixes, assim
como observado também para o elemento Rex1l. O elemento Rex6 ¢ o elemento menos estudado dos
trés, sendo escassos trabalhos com esse elemento e conseqiientemente poucos sdo os dados depositados
no NCBI (Volff et al., 2001c¢). Estas observagdes corroboram aquelas encontradas por Volff et al.
(2000) e Ozouf-Costaz et al. (2004), mostrando a ampla distribui¢do dos elementos Rex nos peixes.

As seqiiéncias Rex1, Rex3 e Rex6 obtidas de Cichla kelberi no presente trabalho e de outras
espécies de peixes na base de dados do NCBI foram alinhadas através do programa DAMBE. O
alinhamento das seqiiéncias foi realizado em duas etapas. Primeiramente as seqiiéncias Rex1, Rex3 e
Rex6 de Cichla kelberi foram alinhadas independentemente com aquelas da mesma natureza obtidas de
outras espécies de ciclideos ja depositadas no NCBI, constantes das tabelas 9, 10 ¢ 11. Em uma
segunda etapa os segmentos de Rex1, Rex3 e Rex6 foram alinhados em conjunto com todas as espécies
constatantes nas tabelas 9, 10 e 11.

O alinhamento das seqiiéncias Rex1 e Rex6 (Anexos I e I1I) de C. kelberi com a dos demais
peixes ciclideos evidenciou que aproximadamente 71% dos sitios compartilhados entre eles séo
conservados, ao passo que o alinhamento das seqiiéncias Rex3 (Anexo II) dos mesmos mostrou que
apenas 39% dos sitios compartilhados sdo conservados. Esses dados indicam claramente que as
seqiiéncias dos retroelementos Rex1l e Rex6, correspondentes a segmentos dos genes de transcriptase
reversa, encontram-se mais conservadas entre os espécimes de peixes analisados em relagdo as
seqiiéncias do retroelemento Rex3.

O alinhamento das seqiiéncias Rex1 e Rex6 (Anexos IV e VI) de C. kelberi com as mesmas
de todas as outras espécies analisadas (Tabelas 9 e 11) mostrou que, respectivamente, 37% e 55% dos
sitios compartilhados entre elas sdo conservados, ao passo que o alinhamento das seqiiéncias Rex3
(Anexo V) das mesmas evidenciou que apenas 26% das bases compartilhadas correspondem a sitios
conservados do gene da transcriptase reversa. Como anteriormente descrito, percebe-se que as
seqiiéncias Rex3 de C. kelberi sdo mais variaveis que as seqiiéncias Rex1 e Rex6 tanto de outros

ciclideos quanto dos demais peixes analisados pelo presente trabalho.
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Tabela 9- Similaridade encontrada para o elemento Rexl de Cichla kelberi em relagdo a outras

espécies de peixes

- s N. acesso Similaridade
Espécies Similaridade encontrada GenBank (%)
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Cil-2 AJ288467 89
Cichlasoma labridens Retrotransposon Rex1, clone rex1-Cil-3 AJ288469 89
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Cil-1 AJ288470 88
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Cil-4 AJ288468 88
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Orn-5 AJ288473 87
Oreochromis niloticus Retrotransposon Rex1, clone rex1-Orn-1 AJ288471 86
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Orn-4 AJ288476 86
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Heb-1 AJ288480 85
Hemichromis bimaculatus Retrotransposon Rex1, clone rex1-Heb-2 AJ288478 85
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Heb-4 AJ288479 85
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Heb-5 AJ288481 85
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Anj-2 AJ288465 76
Anguilla japonica Retrotransposon Rex1, clone rex1-Anj-3 AJ288466 76
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Anj-1 AJ288464 75
Takifugu rubripes Gene HBA3 AY170464 75
. Retrotransposon ndo-LTR Rex1b AY331098 75
Trematomus newnesi Retrotransposon ndo-LTR Rexla AY331097 73
Anguilla anguilla Retrotransposon Rex1, clone rex1-Ana AJ288463 74
. . Retrotransposon ndo-LTR Rexla AY331095 74
Notothenia coriiceps Retrotransposon ndo-LTR Rex1b AY331096 74
Gvmnodraco acuticens Retrotransposon ndo-LTR Rexla AY331099 74
y P Retrotransposon ndo-LTR Rexlb AY331100 73
: . . Retrotransposon ndo-LTR Rex1b AY331102 73
Dissostichus mawsoni Retrotransposon ndo-LTR Rex1b AY331101 72
Battrachocottus Genes orfl e orf2 U18939 73
baikalensis Retrotransposon Rex1, clone rex1-Babl AJ288461 72
Retrotransposon Rex1, clone rex1-Bab-2 AJ288459 72
Xiphophorus maculatus Retrotransposon Rex1, clone rex1-Xim;j3 AJ288451 72
Fundulus s Retrotransposon Rex1, clone rex1-Fun3 AJ288485 72
P Retrotransposon Rex1, clone rex1-Funl AJ288484 72
. . Retrotransposon Rex1, clone rex1-Orl-2 AY288455 72
Oryzias latipes Retrotransposon Rex1, clone rex1-Orl-4 AJ288456 72
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Tabela 10- Similaridade encontrada para o elemento Rex3 de Cichla kelberi em relagdo a outras

espécies de peixes

-, coa N. acesso  Similaridade

Espécies Similaridade encontrada GenBank (%)
Retrotransposon Rex3, clone rex3-Ore3 AJ400369 90

Oreochromis niloticus Retrotransposon Rex3, clone rex3-Ore5 AJ400370 90
Retrotransposon Rex3, clone rex3-Orel AJ400368 89

Retrotransposon Rex3, clone rex3-Ore4 AJ400372 89

Retrotransposon Rex3, sequéncia rex3-Cic4 AJ400375 87

Cichlasoma labridens Retrotransposon Rex3, sequéncia rex3-Cic2 AJ400373 87
. - Retrotransposon ndo-LTR Rex3 AJ621035 82

Tetraodon nigroviridis Retrotransposon nfo-LTR Rex3 AJ312226 81
Retrotranspson Rex3, seqiiéncia rex3-Eso2 AJ400446 81

Esox lucius Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Eso4 AJ400445 81
Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Eso3 AJ400444 80

Fugu rubripes Gene (Pcnx11) pecanex AF154413 81
Battrachocottus baikalensis Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Bot4 AJ400359 81
Xiphophorus maculatus Retrotransposons Rex3, Rex2, Rex1, seqiiéncia  AY298859 80

completa

xiphophorus helleri Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Xih2 AJ400391 80
Phop Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Xih6 AJ400395 80
Poccilia mexicana Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Pom?2 AJ400380 80
Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Poml AJ400385 79

- Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Pof5 AJ400379 80
Poecilia formosa Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Pof3 AJ400382 80
Gambusia affinis Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Gam2 AJ400408 80
Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Pha4 AJ400407 80

Phallichthys amates Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Pha2 AJ400413 80
Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Ory3 AJ400430 80

Oryzias latipes Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Ory6 AJ400431 80
Fundulus sp. Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3, Fun2 AJ400377 79
Zebrafish Sequéncia completa com clone DKEY-24C17  CR628327 79
Heterandria bimaculata Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Het6 AJ400388 79
- . Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Poll AJ400386 79
Poecilia latipinna Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Pol2 AJ400383 79
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Gasterosteus aculeatus Seqiiéncia completa com clone CH213-1013 AC146680 78
Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3- Cyp3 AJ400453 78

Cyprinus carpio Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Cyp4 AJ400450 78
Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Cyp2 AJ400448 77

Siniperca chuatsi Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Sin2 AJ400439 76
P Retrotransposon Rex3, seqiiéncia rex3-Sin5 AJ400441 75

Tabela 11- Similaridade encontrada para o elemento Rex6 de Cichla kelberi em relagdo a outras

espécies de peixes

N. acesso

Espécies Similaridade encontrada Similaridade (%)
GenBank

Cichlasoma labridens Retrotransposon Rex6, clone rex6- Cla-2 AJ293549 87
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Cla-1 AJ293548 78
Retrotransposon Rex6, clone rex6-Oni-1 AJ293545 80
Oreochromis niloticus Retrotransposon Rex6, clone rex6-Oni-2 AJ293546 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Oni-3 AJ293547 78
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Pfo-2 AJ293534 81
Poecilia Eormosa Retrotransposon Rex6, clone rex6-Pfo-5 AJ293537 81
Retrotransposon Rex6, clone rex6-Pfo-6 AJ293538 81
Retrotransposon Rex6, clone rex6-Pfo-4 AJ293536 80
Retrotransposon Rex6, clone rex6-Hbi-6 AJ293544 80
o Retrotransposon Rex6, clone rex6- Hbi-2 AJ293540 79
Heterandria bimaculata Retrotransposon Rex6, clone rex6- Hbi-4 AJ293542 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Hbi-5 AJ293543 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Gaf-2 AJ293528 79
Gambusia affinis Retrotransposon Rex6, clone rex6-Gaf-3 AJ293526 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6, Gaf-4 AJ293530 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Gaf-5 AJ293531 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Pgr-1 AJ293523 79
Poeciliopsis gracilis Retrotransposon Rex6, clone rex6- Pgr-2 AJ293524 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Pgr-3 AJ293525 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Pgr-4 AJ293526 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Ola-5 AJ293522 79
Oryzias latipes Retrotransposon Rex6, clone rex6- Ola-3 AJ293520 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Ola-1 AJ293518 78
Retrotransposon Rex6, clone rex6- Xma-5 AJ293516 79
Xiphophorus maculatus Retrotransposon Rex6, clone rex6- Xma-6 AJ293517 79
Retrotransposon Rex6, clone rex6-Xma-2 AJ293513 79
Takifugu rubripes Gene dmd AJ544599 77
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Tetraodon niaroviridis DNA repetido clone COAA29L14 AJ457054 70
g Retrotransposon Rex6 AJ621034 69

Outro elemento transponivel obtido por PCR a partir do DNA gendmico de Cichla kelberi
foi o elemento Tcl. A analise do produto de PCR deste elemento, a partir do primer Tcl, permitiu

identificar uma banda de aproximadamente 450 pb visualizada por meio de eletroforese em gel de

agarose (Figura 9).
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Figura 9: Gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, evidenciando os produtos de PCR
obtidos a partir do primer Tcl para exemplares de Cichla kelberi (1-4). L- marcador de peso

molecular em pares de bases.
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4.3. Mapeamento fisico cromossémico por hibridacio in situ fluorescente utilizando como
sondas as seqiiéncias Rex1, Rex3, Rex6, Tcl e Tuc.

Os produtos das reagdes de PCR de Rex1, Rex3, Rex6, Tcl e Tuc foram utilizados como
sondas para o mapeamento fisico nos cromossomos de Cichla kelberi. A hibridag¢do in situ das
seqiiéncias Rexl e Rex6 mostrou sinais abundantes nas regides centroméricas de todos os
cromossomos do cariotipo (Figura 10a e 10c, respectivamente). O elemento Rex3 apresentou-se
distribuido preferencialmente na regido centromérica dos pares cromossomicos, mas também em
extensos segmentos intersticiais de alguns deles, ocorrendo ainda eventuais marcacdes teloméricas
(Figura 10b). O transposon Tcl encontrou-se distribuido predominantemente na regido centromérica
de todos os pares cromossdmicos (Figura 10d). O elemento Tuc apresentou eventuais sinais nos

centrdmeros dos cromossomos e também algumas marcagdes intersticiais em alguns deles (Figura 10e)
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Figura 10: Hibridagdo in situ fluorescente utilizando como sonda os retrotransposons Rexl(a),

Rex3(b), Rex6(c¢), transposon Tcl(d) e Tuc (e) nos cromossomos de Cichla kelberi.
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Os resultados apresentados sdo semelhantes aos obtidos para Rex3 em Tetraodon
nigroviridis (Fischer et al., 2004) ¢ para Rex1 ¢ Rex3 em espécies de peixes antarticos da subordem
Notothenioidei (Ozouf-Costaz et al.,, 2004). Em Tetraodon nigroviridis Rex3 localiza-se
principalmente em regides pericentroméricas ¢ heterocromaticas, além de sinais menos intensos em
regides intersticiais. Trabalhos como o de Ozouf-Costaz et al. (2004), demonstraram que para a
maioria das espécies da subordem Notothenoidei, o elemento Rex3 apresentou uma distribuigdo
homogénea e mais abundante do que Rex1, com sinais em todos 0s cromossomos e algumas regides
particulares de acimulo. Além disto, o retrotransposon Rex3 localizou-se também no brago longo do
cromossomo Y na espécie Chionodraco hamatus.

Esse padrio de distribuigdo ¢ diferente do observado para humanos, no qual as seqiiéncias
repetidas ocupam regides eucromaticas, e estd mais relacionado a distribuicdo dos elementos
transponiveis observada em Drosophila melanogaster e Arabidopsis thaliana (Fischer et al., 2004).
Acredita-se que em peixes os retrotransposons encontram-se compartimentalizados e aglomerados nas
regides heterocromaticas dos cromossomos (Volff et al., 2003). No entanto, uma alta pressdo seletiva
sobre estes elementos em regides ricas em genes ja foi sugerida, levando-se em consideracdo a
capacidade destes elementos se transporem causando muta¢des através dos eventos de mobilizaco.
Entretanto, o processo de mobilizagdo dos TEs no genoma pode acarretar conseqiiéncias muitas vezes
irreversiveis, indo desde dele¢des, substituicdes e inser¢des de nucleotideos até rearranjos génicos e
cromossomicos (Kidwell e Lisch, 1997).

A localizagdo cromossdmica do retrotransposon Zebulon foi estudada na espécie
Tetraodon nigroviridis. Este elemento também apresenta sinais de hibridagdo em regides
heterocromaticas, nos bracos curtos dos cromossomos subtelocéntricos e regides pericentromeéricas.
Quando co-hibridizado com o retrotransposon Rex3 no genoma de T. nigroviridis, evidenciou-se sinais
dos dois elementos (Rex3 e Zebulon) sobrepondo-se, mostrando que o sitio de hibridagdo é comum a
ambos. Além disso, esses elementos encontram-se presentes em grande quantidade nas regides
heterocromaticas (Bouneau et al., 2006).

Grande parte das familias de TEs descritas para teledsteos esta presente no genoma dos
baiacts T. nigroviridis e T. rubripes (Bouneau et al., 2006). Os retrotransposons Rex1, Rex3 ¢ Rex6
representam uma enorme quantidade e estdo presentes em uma enorme diversidade no genoma dos
peixes (Volff et al., 2000, 2001a, 2001b). Algumas copias de Rex3 estdo associadas a regides
codificantes, o que poderia representar um fator importante para a evolugdo do genoma em teledsteos
causando modifica¢do dos niveis de expressdo ou especificidade dos genes vizinhos (Volff et al.,
1999). O retrotransposon Rex6 possui elevada similaridade com seqii€éncias de mesma natureza de

outras espécies de teledsteos (Volff et al., 2001b). Os trabalhos descritos na literatura indicam uma

73



Resultados e Discussao

forte conservagdo destes elementos nas regides heterocromaticas dos cromossomos. Tal fato, sugere
que estes elementos devem desempenhar papéis fundamentais nas regides heterocromaticas, como
manutengdo da estrutura centromérica, contribuindo evidentemente para a evolugdo dos organismos
eucariotos.

O padrdo de acumulo desses elementos no genoma ¢ observado em diversos outros grupos
de peixes (ver Fischer et al., 2004; Ozouf-Costaz et al., 2004; Bouneau et al., 2006). Também a
localizagdo preferencial de retrotransposons em regides heterocromaticas tem sido observada
freqiientemente no genoma de outros grupos animais (ver Dimitri e Junakovic, 1999, Bartolomé et al.,
2002). As regides heterocromaticas pobres em genes podem servir como reservatdrios de elementos
retrotransponiveis funcionais ou degenerados. Trabalhos como de Dimitri e Junakovic (1999) relatam
que o acumulo de elementos transponiveis na heterocromatina esta relacionado com a especificidade
do elemento, ou da familia do elemento. Este mesmo elemento pode ser encontrado em regides
divergentes, sugerindo que isso ¢ determinado por algum tipo de interagdo entre cada familia de
transposon e 0 genoma hospedeiro.

Apesar da maior parte do DNA repetido do genoma eucariotico ser composta de elementos
transponiveis, os estudos citogenéticos em peixes utilizando essas seqiiéncias encontram-se ainda em
fase inicial. Os resultados ja obtidos sugerem que esses elementos podem contribuir bastante para o
conhecimento da evolugdo do genoma nesse grupo de organismos. Os resultados do nosso trabalho
revelam que esses elementos podem contribuir para o conhecimento da evolugdo do genoma dos
peixes. Estudos realizados nos mostram a variedade de elementos moveis que estdo sendo descobertos,
ndo apenas em peixes, mas em todos os eucariotos, devido ao grande numero de genomas
sequenciados por completo nos ultimos anos. Portanto, avangos nos estudos genomicos utilizando
ferramentas cromossOmicas se fazem necessarios sobre o genoma de peixes, principalmente para
ciclideos, uma vez que estas espécies possuem uma enorme importancia tanto bioldgica como
econdmica.

Além da presenca principalmente na regido centromérica dos elementos estudados, sinais
dispersos nos cromossomos para os elementos Rex1, Rex3, Rex6 e Tcl estiveram sempre presentes,
bem como dois pequenos blocos intersticiais no primeiro par do complemento cromossdomico (Figura
10). Esses resultados estdo em concorddncia com os observados por Capriglione et al., (2002), os quais
relatam que os estudos de hibridagdo in situ com o elemento Tcl na espécie Chionodraco hamatus
(Notothenoidei), mostraram que esse elemento estava preferencialmente localizado nas regides
heterocromaticas (pericentromérica ou telomérica) e raramente interstiticais nos cromossomos.

Com base em dados prévios de bandamento C em outras espécies do género Cichla (Brinn

et al. 2004), a distribui¢do de heterocromatina esta restrita principalmente as regides centroméricas e
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teloméricas dos cromossomos. Os dados obtidos para a distribui¢do cromossdmica dos elementos
repetidos aqui analisados estdo de acordo com os dados de citogenética classica. No entanto, grandes
segmentos cromossOmicos eucromaticos, como observados para os cromossomos 2 e 3, parece conter
grandes quantidades do elemento Rex3.

Na heterocromatina é encontrada uma enorme variedade de seqiiéncias repetidas, mais
notavelmente seqiiéncias satélites. Infere-se que nesta regido tenha poucos genes, e uma reduzida taxa
de recombinagdo, levando ao acumulo de seqiiéncias repetidas. O melhor exemplo documentado
acontece em Drosophila melanogaster onde os elementos transponiveis formam clusters proeminentes
na heterocromatina. Em ramster, metade dos elementos IAP acumulam-se na heterocromatina,
incluindo todo o cromossomo Y. Este acimulo de seqiiéncias repetidas pode ser observado também
em milho (Dimitri e Junakovic, 1999).

A riqueza de seqliéncias repetidas nas regides centroméricas e terminais dos cromossomos
de Cichla kelberi sugerem que tais seqiiéncias desempenham um papel importante na manutengio e
evolugdo da estrutura cromossomica desta espécie. Seqiiéncias repetidas estdo presentes
principalmente nas regides centroméricas e teloméricas dos cromossomos e representam o principal

componente das heterocromatinas da maioria das espécies de peixes estudadas.
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5. CONCLUSOES
Os resultados apresentados permitem concluir que:

1. As seqiiéncias isoladas por digestdo enzimatica do DNA gendémico de Cichla kelberi
corresponde possivelmente ao segmento de um elemento retrotransponivel conservado no genoma dos

vertebrados.

2. Os elementos Rex1, Rex3, Rex6 e Tcl estdo presentes no genoma de Cichla Kelberi ¢

estdo organizados principalmente nas heterocromatinas centromeéricas.
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7. ANEXOS

ANEXO I: Alinhamento da seqiiéncia Rex1 de Cichla kelberi com as das demais espécies de

ciclideos da tabela 11, incluindo-se os gaps.

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

H.
H.
H.
H.

bimaculatusHeb-1
bimaculatusHeb-2
bimaculatusHeb-4
bimaculatusHeb-5

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

H.
H.

H.
H.

bimaculatusHeb-1
bimaculatusHeb-2
imaculatusHeb-4
imaculatusHeb-5

[epgey

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

CCTCTATCACATTATTTCTGAGGGACAAGCTGGAGCTGTCAGGAGTGGACCACCACATGTCC
~ATCCAGC-CAGGACTTGTGAGGGACAAGTCTGAGTTGTCAGGAGTGGACAACCACATGTCC
—~ATCCAGC-CAGGACTTCTGAGGGACAAGTGGGAGTTGTCAGGAGTGGACAACCACATGTCC
~ATCCAGC-CAAGACTTCTGAGGGACAAGCTGGAGCTGTCAGGAGTGAACCACCACATGTCC
~ATCCAGC-CAGGACTTCTGAGGGACAAGTTGGAGTTGTCAGGAGTGGACAACCACATGTCC
~ATCCAGC-CACGACTTCTGAGGGACAAGCTAGAGCTATCGGGAGTGGACCACCACATGTCC
~ATCCAGC-CACGACTTCTGAGAGACAAGCTGGAGCTATCGGGAGTGGACCACCACATGTCC
~ATCCAGC-CACGACTTCTGAGAGACAAGCTGGAGCTATCGGGAGTGGACCACCACATGTCC
~ATCCAGC-CACAACTCCTGAGAGACAAGCTGGAGCTATCAGGAGTTGACCACCACATGTCC
~ATCCAGC-CACGACTCCTGAGAGACAAGCTGGAGCTATCCGGAGTGGACCACCACATGTCC
~ATCCAGC-CACGACTCCTGAGAGACAAGCTGGAGCTATCCGGAGTGGACCACCACATGTCC
—~ATCCAGC-CACAACTCCTGAGAGACAAGCTGGAGCTATCAGGAGTGGACCACCACATGTCC
*x

KA Kk ok kk ok Kk khkhkh AhkAkhAL *kk ok Kk

CAGTGGATACTGGACTACCTCACTGG-CGCCCACAGTATGTGAG-ACACAGGGCTGTGTCTC
CAGTGGATACTGGACTACCTCACTGACCGCCCACAGTACGTGAGGACACAGGGCTGTGTCTC
CAGTGGATACTGGACTACCTCACTGACCGCCCACAGTACGTGAGGTCACAGGGCTGTGTCTC
CACTGGATACTGGACTACCTCACTGACTGCCCACAGTACGTGAGGACACAGGGCTGCGTCTC
CAGTGGATACTGGACTGCCTCACTGACCGCCCACAGTACGTGAGGACACAGGGCTGTGTCTC
CAGTGGATACTGGACTACCTCACAGAACGCCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGTCTC
CAGTGGATACTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGTCTC
TAGTGGATACTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGTCTC
CATTGGATATTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGCCTGTGTCTC
CATTGGATATTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGTCTC
CATTGGATATTGGACTACCTCACAGAACGTTCACAGTATGTGAGGACACAGGGCTGTGTCTC
CACTGGATATTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGTCTC

*hk

130 140 150 160 170 180
e et Ienind eed B Pt It ] e eroend e el o
C-ACAGGCTGGTCTGCA-TACTGGGGCCC-CCAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCTTCA
TGACAGGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCTTCA
TGACAGGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCTTCA
TGACAGGCTGGTCCGCAGTACTGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCCCCATTCCTATTCA
TGACAGGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCTTCA
TGACACGCTGGTCTGCAGTACGGGAGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCTTCA
TGACACGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCC-ACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCTTCA
TGATACACTGGTCTGCAGTACAGGGGCCCCACAGGGAACTGTGGTGGCACCGTTCCTCTTCA

H.bimaculatusHeb-1 TGACACGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCTTCA
H.bimaculatusHeb-2 TGACACGCTGGTCTGCAGTACAGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGACACTGTTCCTCTTCA
H.bimaculatusHeb-4 TGACACGCTGGTCTGCAGTACAGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACTGTTCCTCTTCA
H.bimaculatusHeb-5 TGACACGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTTCTCTTCA

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

H.
H.

H.
H.

bimaculatusHeb-1
bimaculatusHeb-2
maculatusHeb-4

bi
bimaculatusHeb-5

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3

K Kk khkhkkAhk Ahkh kAR Ak hhAk  AAKAAKRARAAKK Kk Kk k kk Kk Akkk

CC-TCTACACTGCATACTTCTCCATCAACTCCCCAC-CTGGCATCTACAGAAATTCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCACCACGCTGCCATCTGCAGAAGTTCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCATCTGCAGAAGTTCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCATCTGCAGACGTTCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCACCACGCTGCCATCTGCAGAAGTTCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCTGAC
CCCTCTACACCGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGAATTCTTCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTCCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGACTTCTTCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCTGAC
CCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCCACAGAAGTTCTCTGAC

Kk KkkkAkk kkh Kk Khhh khhARAAhA hkhhk hkk hk ok kkkk Kk Rkkkkkk

50 260 270 280 290 300 310
e Pt e Eomed bt el Bl D o] et bt bereed Dot
GACTCTGCCATA-TCGGGCTCATCACAGGTGAGGATGACT-CGAGTACAGACAGTGGACTCA
GACTCTGCCCTAGTTGGCCTCATAACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAGAGGACTCA
GACTCTGCCATAGTTGGCCTCATCACAGGTGAGGATTACTCGGAGTACAGACAGAGGACTCA
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C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4
H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

Rex1
C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4
H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

Rex1
C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4
H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

Rex1
C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4
H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

Rex1
C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4
H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

GACTCTGCCGTAGTTGGCCTCATCACAGATGAGGATGACGCAGAGTACAGACAGTGGACTCA
GACTCTCCCCTAGTTGGCCTCATAACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAGAGGACTCA
GACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAGTGGACTCT
GACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAGTGGACTCT
GACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGCACAGACAGTGGACTCT
GACTCTGCCATAGTCATCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAGTGGACTCT
GACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGAGAGTGGACTCT
GACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGG-GAGGACGACTCAGAGTACAGACAGTGGACTCT
GACTCTGCCATAGTCAGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAGTGGATTCT

Kkkkkk Kk Kk Kk Fkkhk Kkkk  Kkkkk  kk dhk Kkhkk Kk hkk hk

GGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATCAATGCTGCTTAAAC -AAGGAGC
GGACTTTGTGGGATGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATCAACGGTGCTAAAACCAAGGAGC
GGACTTTGTGAACTGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATCAATGCTGCTAAAACCAAGGAGC
GGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATTAACGCTGCTAAAACCAAGGAGC
GGACTTTGTGGGATGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATCAACGCTGCTAAAACCAAGGAGC
GGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACGCCGGGAAAACCAAGGAGT
GGACTTTGTTGACTGGTGTCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACACCGGGAAAACCAAGGAGT
GGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACGCCGGGAAAACCAAGGAGT
GGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAATGTCGGGAAAACCAAGGAGT
GGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACACCGGGAAAACCAAGGAGT
GGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACACCGGGAAAACCAAGGAGT
GGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACGGCGGGAAAACCAAGGAGT

FhAh KAAAIAAAK Kkkhhk Kk * Fhhk Kk Akkk

TTGTGGTGGATTTCCGCAGGTGCAGACCCAACACACTGAACCGGTTAAACATTCAGGG-AGT
TGGTGGTGGATTTCCGCAAGCGCAGACCCACCACACTGGCACCGGTGAACATCCAGGG-ACT
TGGTGGTGGATTTCCACAGGCGCAGACCCACCACACTGACACCGGTGAACATCTAGGG-AGT
TGGTGGTGGATTTCCGCAGGCGTGGACCCACCACACTGACACCGGTGTACATCCAGGG-AGT
TGGTGGTGGATTTCCGCAAGCGCAGACCCACCACACTGGCACCGGTGAACATCCAGGG-AGT
TGGTGGTGGACTTCCGGAGACGCAGACCCACCACACTGACACCGGTGAACATCCAGGG-AGT
TGGTGGTGGACTTCCGGAGACGCAGACCCACCACACTGACACCGGTGAACATCCAGGG-AGT
TGGTGGTGGACTTCCGGAGACGCAGACCCACCACACTGACACCGGTGAACATCCAGGG-AGT
TGGTGGTGGATTTCCGGAGACGCAGACCCACCACACTGACACTGGTAAACATCCAGGG-AGA
TGGTGGTGGATTTCCGGAGATGCAGACCCACCACACTGACACCGGTAAACATCCAGGG-AGT
TGGTGGTGGATTTCCGGAGACGCAGACCCACCACACTGACACCAGTGAACATCCAGGG-AGT
TGGTGGTGGATTTCCGGAGACACAGACCCACCACACTGACACCAGCTAACATCCAGGG AGT

K kkkkkkhkhk KkkhkA X KhkAhEkk KhkkkkAk *hhh  kkhAAX

|

GGATATTTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTAC TGGGTGTTCACCTGAACAATAAAATGGAC
GG-ACATTGAGATAGTGGACTCTTGTAAGTACCTGGGTGTTCACCTGAACAATAAACTGGAC
GG-ACATTGAGATAGTGGACACTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCTGAACAATAAACTGGAC
GG-ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCTGAACAATAAACTGGAC
GG-ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCTGAACAATAGACTGGAC
GG-ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAGGTACCTGGGTGTTCACCTGAATAATAAACTGGAC
GG-ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAGGTACCTGGGTGTTCACCTGAATAATAAACTGGAC
GG-ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAGGTACCTGGGTGTTCACCTGAATAATAAACTGGAC
GG-ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCTAAATAATAAGCTAGAC
GG-ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCTAAATAATAAGCTAGAC
GG-ACATTGAGATGATGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCTAAATAATAAGCTAGAC
GG ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAGGTACCTGGGTGTTCACCTAAATAATAAGCTAGAC

KhkAkkkhkk  kkkAhk Khhkhk Ak AhkAA AAAAAAAKAAAAAKX hk KAkk * Kkk

TCTACAGGAAGG-TC-
TTTACAGGAAGG-TC-
TTTACAGGAAGG-TC-
TCTACAGGAAGGGTC-
TT-ACAGGAAGG-TC-

---AGCCACAACACTGATGCTC—=—--- TTTACAGGAAGGGTC-

—---AGCCACAACACTGATGCTC—=—--~ TTTACAGGAAGG-TC-

—---AGCCACAACACTGATGCTC—=—--~ TTTACAGGAAGGTTC-

—---AGCCACAGCACTGATGCTC—=—--~ GTTACAGGAAGGGTC-

---AGCCACAACACTGATGCTC-——--~ TTTACAGGAAGGTTC-

———————— AGCCACAACACTGATGCTC------GTTACAGGAAGGGTC-
*k Kdk K * EE
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ANEXO II: Alinhamento da seqiiéncia Rex3 de C. kelberi com as das demais espécies de ciclideos
da tabela 12, incluindo-se os gaps.

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel

TTTTTTTTTTTTGGGAGTCAACACCACAGGAAAGAGTCCGACTTATTGCCGGCAATACGGAC
---CCCATCTTTAAGAAGGGAGACCGGAGGGTGTGTTCCAACTACAGGGGG-TCACACTCCT
---CCCATCTTTAAGAAGGGAGACCAGAGGGTGTGTTCCAACTACAGGGGGATCACACTCCT
—---CCCATCTTTAAGAAGGGAGACCGGAGGGTGTGTTCCAACTACAGGGGGATCACACTCCT
---CCCATCTTTAAGAAGGGGGACCGGACGGTGTGTTCCAACTATAGGGGGATCACACTCCT
---CCCATCTTTAAGAAGGGAGACCGGAGGGTGTGCTCCAACTTTCGGGGGATCACACTACT
---CCCATCTTTAAGAAGGGAGACCGGAGGGTGTGCTCCAACT-TTCGGGGATCACACTCCT

K Kkk Kk R Khh  Kkk * ok * Kk

CAAGCTCTCGCTGCGGTTGTACAGGGACTGAATGGCCCGCAACAATGGGCCAGACACCCCAT
CAGCCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTGCTGGAAAGGAG-AGTTCGTCCGTTAGTCGAA
CAGCCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTGCTGGAAAGGAG-AGTTCGTCCGTTAGTCGAA
CA-CCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTGCTGGAAAGGAG-AGTTCGTCCGTTAGTCGAA
CAGCCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTGCTGGAAAGGAG-AGTTCGTCCGCTAGTCGAA
CAGCCTCCCCGGTAAGGTCTATGCCAGGGTGCTGGAAAGGAG-GGTGCGTCCGTTAGTCGAA
CAGTCTCCCCGGTAAGGTGTATGCCAAGGTGCTGGAAAGGAG-GGTGCGTCCGTTAGTCGAA

*h kkhk K * kK Kkk * K * ok ok Kk Kk Kk X

ACTCCCG——CAGCACCTCCCA——CAGGATACCCCGAGGGAGCGGTCGAATG——CCTTCTCCA
CCTCGGATACAGGAGGAACAATGCGGTTTTCGTCCTGGTCGCGGAACACTGGACCAGCTCTT
CCTCGGATACAGGAGGAACAATGCGGTTTTCGTCCTGGTCGCGGAACACTGGACCAGCTCTT
CCTCGGATACAGGAGGAACAATGCGGTTTTCGTCCTGGTCGCGGAACACTGGACCAGCTCTT
CCTCGGATACAGGAGGAACAATGCGGTTTTCGTCCTGGTCACGGAACACTGGACCAGCTCTT
CCTCGGATTCAGGAAGAACAATGCGGTTTTCGTCCTGGTCGTGGAACGCTGGACCAGCTCTT
CCTCGGATCCAGGAGGAACAATGCGGTTTCCGTCCTGGTCGTGGAATGCTGGACCAGCTCTT

*hk Khk K * ok k k Kk Kk Kk Kkk *k *h Kk kkk

190 200 210 220 230 240 2
e Pitrd ety el ] il o] Dol It Powd By ot b
AGTCCACA--AAACACATGTAGACTGGATGGGCAAACTCCCACGCACACT -CAAATATCCTC
TATCCTCTCAAGGATACTTGAGGGTGCATGGGAGTTTGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTG
TATCCTCTCGAGGATACTTGAGGGTGCATGGGAGTTTGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTG
TATCCTCTCAAGGATACTTGAGGGTGCATGGGAGTTTGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTG
TATCCTCTCAACGATACTTGAGGGTGCATGGGAGTTTGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTG
TGTCCTCTCGAGGATATTCGAGTATGTGTGGGAGTTTGCCCAACCAGTCTACATGTGCTTTG
TATCCTCTCAAGGATATTCGAGTGTGCGTGGAAGTTTGCCCAACCAGTCTACATGTGCTTTG

e * L *hxk Kk Kk Kkk Kk

GAGA———GGATAAAGAGCTGGTCCAGTGTTCCCGACCAGGACGAAAACCGCATTGTTCCTCT
TGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GTGTCCCT---CGGGGTGTCCTGTGGGAGGTGTTGCG
TGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GTGTCCCT---CGGGGTGTCCTGTGGGAGGTGTTGCG
TGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GTGTCCCT---CGGGGCGTCCTGTGGGAGGTGTTGCA
TGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GTGTCCCT---CGGGGTGTCCTGTGGGAGGTGCTGCG
TGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GCACCCC-—==——=mm—mmmmmmm o A--TACTGCA
TGGACTTGGAGAAGGCATTTGACC- GTGTCCCT———CG ——————————————— GGTCCTGCG

**x *hkx Kk Kk * * KKk Kx

TGAATCTGAGGTTCGACTAACAGAGGACCCTCCTTTCCAGCACCCTGGCATAACCTTACCGG
GGAGTATGGGGT-TCTGGCCCATTGCTACGGGCCATT-CGATCCCTAT-ACAACCGTTGCAA
GGAGTATGGGGTGTCTGGCCCATTGCTACGGGCCATT-CGATCCCTAT-ACAACCGTTGTAA
GGAGTATGGGGT-TCTGGCCCATTGCTACGGGCCATT-TGATCCCTAT-ACAACCGTTGCAA
GGAGTATGGGGTGTCTGGCCCATTGCTACGGGCCGTT-CGATCCCTAT-ACAACCGTTGCAA
GGAGCATGGGGTGTCTGGCCCGTTGTTGCGGGCCATT -CAGTCCCTGT-ACAACCGCAGTGA
GGAGTATGGGGTGTCTGGCCCGTTGTTGCAGGCCATT CAGTCCTTGT-ACAACCGCAGTGA

*h KAk *h Kk *  Kkkk

GGAGGCTGAGGAGTGTGATCCCCCGATAGTTGGACACACCCTCCGGTCTCCCTCTTAAAGAT
G-AGTTTG----GTTCGCATTGCCGGCAATAA--GTCGAACTC--GT-TCCCGGTGGGTGAT
G-AGTTTG----GTTCGCATTGCTGGCAATAA--GTCGGACTC--GT-TTCTGGTGGGTGAT
G-AGTTTG----GTTCGCATAGCCAGCAATAA--GTCGGACTC--GT-TCCCGGTGGGTGAT
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O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

G-AGCTTG----GTTCGCATTGCCGTCAATAA--GCTGGACTC-~-AT-TCCCGGTGGGTGAT
G-AGCTTG----GTCGGTATAGCCAGCAATAA--GTCGGACTC--AT-TTCCTGTGGGTGTT
G-AGCTTG----GTCCGTATAGCCAGTAATAA--GTCGGATTC--GT-TTCCTGTGGGTGTT

*xk * * * * *x * ko

* Kk Kk

S

ANEXO III: Alinhamento da seqiiéncia Rex6 de C. kelberi com as das demais espécies de
ciclideos da tabela 13, incluindo-se os gaps.

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil

10 20 30 40 50 60

GGGAATTCGGATTTAAAAACATACTGGAGCTCCACAACCAAGTGCTGGCATTATACCGGAAA

CATTGTGCCGATGCTGGAAGGTCCCCAGATCAAT ---GGATACGCCCCCAAAAGTG-TTGAG
————————————— CTGGAAGT-CCCGAGGTCAAAATGGGACACGCCCCCAAGGGTGGTTGAG
--CTGGAAGT-CCTGAGGTCAAAATGGGAGACGCCCCCAAGGGTGGTGGAG

--CTGGAAGT-TCCGAGGTCAAAATGGGAGACGCCCCCAAGGGTGGTGGAG
--CTGGAAG--CCCAAGATCAAAGTGGGACACGCCCACAGGGGTGATGGAG
————————————— CTAGAAGT-CCTGAGGTCAAAATGGGATTTGCCCCCACGGGTGGT ——-~

*h KkAK K Kk kkkk *hA Kkkk KKk *hh K

130 140 150 160 170 180

AACTACAGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATACAGACAGACAAACTTGTGGTGGCTAA
AATAACCAAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATATAGACGCACAAAATGGTGGTGGCTAA
AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATACAGACAGACAAAATGCTGGTGGCTAA
AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATACAGACGGACAAAATGGTGGTGGCTAA
AATGACTGAGCTAAGACCCTGAGGGTCTTC-AGATACAGATGGACAAACTGGTGATGGCTAA

* *k FhFkAAA Kk kk Kkkk kkk hhkkk Akk K ok Kk ok Kk kkhkk Kk

CCAACCGGACATCGTAGTGGTGGACAAACAAGGGAAGACAGTCGTAGTGATAGACGTTGCGA
CCAACCGGACATCGTAGTGGTGGACAAACAAAGGAAGAAAGTCGTGGTGATAGACATTGCAA
CCAACCGGACATAGTGGTGGAAGAGAAACAGAAGAAGATGGCTGTAGTGATAGATGTAGCAG
CCAACCGGACATAGTGGTGGTAGACAAACAGAAGAAGACGGCCGTAGTGATCGATGTAGCGG
CCAACCAGACAT ————=---—, AGACAAATAGAAGAAGACGTCTGTAGTGTTAGATGTAGC-G
CCAACCGGACATC--CGTAGTG-—=—=======——————— TCCGTAGTGATAGACGTAGCAA

Khkkkk Kkkkk Kk kkk ok kk Kk KKk

50 260 270 280 290 300 310
oy It oo et Il Do i I ] e ol Do
TACCAAGTGACGGCAACATCAGGAAGAAGGAACATGAGAAGCTTGATAAATACCAAGGGCTC
TACCAAGTGACAGGAACATCAAGAAGAAGGAACACGAGAAGCTTGACAAATACCTAGGGCTC
TTCCGAATGACAGCAACAT -AGAAAGAAGGAACACGAGAAGCTGGAGAAATACCAAGGGCTC
TTCCGAATGACAGCAATATCAGGAAGAAGGAACACGAGAAGCTGGAGAAATGCCAAGGGCTC
TTCCAAATGACAGCAACATCAGGAAGAAGGAACATGAGAAGCTTGAAAAATACCAAGGGCTC

TACCAAGCGAAAGTAACATCAAGACGAAGGAACACGAGAAGCTG——------ CCAAGGGCTG
* *k x *k * Kk Kk X * *kh Khkkkhk

AGAGAAGAACTGGAAAGGATGTGGAAAATGAAGGT GACAGTGGTCCCCGTGGTAATTGGAAC
AGAGAGCAGCTGGAAAGGATGTGGAAGATGAAGGCAACAGTGGTCCCCGTGGTAATCGGAAC
AGAGAAGAGCTCGAGAGGACGTGGAGGGTGAAGGTAACGGTGGTCCCCGTGGTAATCGGAGC
AGAGAAGAGCTCGAGAGGATGTGGAGGGTGAAGGTAACCGTGGTCCCCGTGGTAATCGGAGC
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O.niloticusOni3
C.labridensClal

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

AGAGAAGAGCTTGAGAAGATGTGGAGGGTGAAGGTGACGGTGGTCCCAGTGGTAATCAGAAC
AGAGAAGAGCTAGAGAGGATGTGAAAGGTGAAGGCAACAGTGGTCCCCGTGGTAATCGGAAC

E = = * Kk Kk Kk Kdk Kkhkk X **k *
380 390 400 410 420 430

oo el Do Do ot B L L B bentmnd nd el e

ACTCGGGGCAGTGACCCCCAA-———————- GTGGCTACAGCAGATTCCTGGAATAACATCTG

ACTCGGGGCAGTGACCCCCAAGTTGGGAGAGTGGCTCCAGCAGATTCCTGGAACAACATCCG
ACTAGGTGCGGTGACTCCCAAGCTAGGCGAGTGGCTCCAGCAGATCCCGGGAACGACATCGG
ACTAGGTGCAGTGACCTCCAAGCTAATCAAGTGGCTCCAGCAGATCCCAGGATCAACATCCG
ACTAGGTGTGTTGACTCCCAAGCTAGACGAGTGGCTCCAGCAGATCCCAGGAACAACATTGG
CCTCGAGGCAATGACCCCCAAACTAGAACAGTGGTTCCAGGAGATTCCAGGAACGACATCCG

*k K K Fhhk  kkhk Khhk ok hkk hhkk khk hkk *hkk Kk

| |

AGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAATACTGGGAACAGCTAAGATACTGTGCAGGACCCTCAAG
AGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAATACTGGGAACAGCTAAGATACTGCGCAGGACCCTCAAG
AGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAGTCCTGGGAACAGCTAAGATACTGCGCAGGACCCTCAAG
AGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAGTCCTAGGAACAGTTAAGATACTTGGCAGGACCCTCAAG
AGATCTCTGTCCAGAAGAGTGCAGTCCTGGGAAAAGCTAAGATACTGCGCAGGACCCTCAAG
AGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAGTCCTAGGAACGGCTAAGATACTGTGCAGGACCCTCAAG

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal

A

ANEXO IV: Alinhamento da seqiiéncia Rex1 de C. kelberi com as das demais espécies de peixes
da tabela 11, incluindo-se os gaps.

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

A_japonicaAnj-1
A_japonicaAnj-2
A_japonicaAnj-3
T.newnesiRexl-1b
T.newnesiRexl-la
A_anguillaAna
N.coriicepsRexlb

10 20 30 40 50 60
el e Dol il Dl Bt [ et el el il Bl e
CCTCTATCACATTATTTCTGAGGGACAA-GCTGGAGCTGTCAGGAG--TGGACCACCACATG
~ATCCAGC-CAGGACTTGTGAGGGACAA-GTCTGAGTTGTCAGGAG--TGGACAACCACATG
~ATCCAGC-CAGGACTTCTGAGGGACAA-GTGGGAGTTGTCAGGAG--TGGACAACCACATG
-ATCCAGC-CAAGACTTCTGAGGGACAA-GCTGGAGCTGTCAGGAG--TGAACCACCACATG
—ATCCAGC-CAGGACTTCTGAGGGACAA-GTTGGAGTTGTCAGGAG--TGGACAACCACATG
-ATCCAGC-CACGACTTCTGAGGGACAA-GCTAGAGCTATCGGGAG--TGGACCACCACATG
—ATCCAGC-CACGACTTCTGAGAGACAA-GCTGGAGCTATCGGGAG--TGGACCACCACATG
—ATCCAGC-CACGACTTCTGAGAGACAA-GCTGGAGCTATCGGGAG--TGGACCACCACATG
-ATCCAGC-CACAACTCCTGAGAGACAA-GCTGGAGCTATCAGGAG--TTGACCACCACATG
—ATCCAGC-CACGACTCCTGAGAGACAA-GCTGGAGCTATCCGGAG--TGGACCACCACATG
-ATCCAGC-CACGACTCCTGAGAGACAA-GCTGGAGCTATCCGGAG--TGGACCACCACATG
-ATCCAGC-CACAACTCCTGAGAGACAA-GCTGGAGCTATCAGGAG--TGGACCACCACATG
-ATACAGC-CTGCGCTTCTGAGGGACAA-GTTGGACCGCACAGGGG--TGGACCACCACCTC
-ATACAGC-CTATGCTTCTGAGGGACAA-GTTGGAGCGCACAGGGG--TGGACCACCACCTC
-ATACAGC-CTGCGCTTCTGAGGGACAA-GTTGGACCGCACAGGGG--TGAACCACCACCTC
-ATCCAGC-CCCCGCTCCTGGGGGACAA-GCTGCAGCTC-TCGGGGG-TGGATCACCACCTT
-ATCCAGC-CCCCGCTCCTGGGGGACAA-GCTGCAGCTC-TCGGGGG-TGGATCACCACCTC
-ATACAGC-CTGCGCTTTTGAGGGACAA-GTTGGACCGCACAGGGG--TGAACCACCACCTC
-ATCCAGC-CCCCGCTCCTGGGGGACAA-GCTGCAGCTC-TCGGGGG-TGGATCACCACCTC
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N
G
G
D
D
B
B
B
0
0

.coriicepsRexla
.acuticepsRexla
.acuticepsRexlb
-mawsoniRex1lb
-mawsoniRex1lb
-baikalensisorfi2
_baikalensisBab-1
_baikalensisBab-2
_latipesOrl-2
_latipesOril-4

Rex1

C
C
C
C
0
0
0
H
H
H

—4—4>>> T

A
N
N
G
G
D
D
B
B
B
0
0

_labridensCil-2
_labridensCil-3
_labridensCil-1
_labridensCil-4
-niloticusOrn-5
-niloticusOrn-1
-niloticusOrn-4
_bimaculatusHeb-1
_bimaculatusHeb-2
_bimaculatusHeb-4
_bimaculatusHeb-5
_japonicaAnj-1
_japonicaAnj-2
_japonicaAnj-3
_newnesiRexl-1b
_newnesiRexl-1la
.anguillaAna
.coriicepsRexlb
.coriicepsRexla
.acuticepsRexla
.acuticepsRexlb
_.mawsoniRexlb
-.mawsoniRexlb
_baikalensisorfi2
-baikalensisBab-1
-baikalensisBab-2
-latipesOrl-2
-latipesOrl-4

Rex1

c
C
c
c
0
0
0
H
H
H
H
A
A
A
T
T
A
N
N
G
G
D
D
B
B
B
0
0

-labridensCil-2
-labridensCil-3
-labridensCil-1
-labridensCil-4
-niloticusOrn-5
-niloticusOrn-1
-niloticusOrn-4
-bimaculatusHeb-1
-bimaculatusHeb-2
-bimaculatusHeb-4
-bimaculatusHeb-5
-japonicaAnj-1
.japonicaAnj-2
-japonicaAnj-3
-newnesiRexl-1b
-newnesiRexl-1la
.anguillaAna
.coriicepsRexlb
.coriicepsRexla
.acuticepsRexla
.acuticepsRexlb
-mawsoniRex1lb
-mawsoniRex1lb
_baikalensisorfi2
_baikalensisBab-1
_baikalensisBab-2
_latipesOrl-2
_latipesOrl-4

~ATCCAGC-CCCTGCTCCTGGGGGACAA-GCTGCAGCTC-TCGGGGG-TGGATCACCACCTC
~ATCCAGC-CCCCGCTCCTGGGGGACAA-GCTGCAGCTC-TCGGGGG-TGGATCAACACCTC

———————————————————————— ACAAGGCTGCAGCTGGTCGGGGGGTGGATCACCACCTC
--C-CCCGCTCCCGGGGGACMA--GCTGCAGCTA-TCGGGGG-TGGATCACTACCTC
——————————— TTGCTTCTGAGGGACAA-GCTGGAGCAGACCGGGG--TGGACCACCACCTC
~ATTCAGC-CTTTGCTTCTGAGGGACAA-GCTGGAGCAGACCGGGG--TGGACCACCACCTC
~ATTCAGC-CTTTGCTTCTGAGGGACAA-GCTGGAGCAGACCGGGG--TGGACCACCACCTC
~ATTCAAC-CGCTGCTGCTGAGGGACAA-GTTGGTGCACATGGGCG--TGGACCAGCATCTG
~ATTCAAC-CGCTGCTGCTGAGGGACAA-GTTGGTGCACATGGGCG--TGGACCAGCATCTG
* * *

TCCCAGTGGATACTGGACTACCTCACTGG-CGCCCACAGTATGTGAG-ACACAGGGCTGTGT
TCCCAGTGGATACTGGACTACCTCACTGACCGCCCACAGTACGTGAGGACACAGGGCTGTGT
TCCCAGTGGATACTGGACTACCTCACTGACCGCCCACAGTACGTGAGGTCACAGGGCTGTGT
TCCCACTGGATACTGGACTACCTCACTGACTGCCCACAGTACGTGAGGACACAGGGCTGCGT
TCCCAGTGGATACTGGACTGCCTCACTGACCGCCCACAGTACGTGAGGACACAGGGCTGTGT
TCCCAGTGGATACTGGACTACCTCACAGAACGCCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGT
TCCCAGTGGATACTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGT
TCCTAGTGGATACTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGT
TCCCATTGGATATTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGCCTGTGT
TCCCATTGGATATTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGT
TCCCATTGGATATTGGACTACCTCACAGAACGTTCACAGTATGTGAGGACACAGGGCTGTGT
TCCCACTGGATATTGGACTACCTCACAGAACGTCCACAGTATGTGAGGTCACAGGGCTGTGT
ACAGCATGGATCCTGGACTACCTCACCAACCGACCACAGTATGTGAGGATACAGGACTGTGA
ACAGCATGGATCCTGGACTACCACACCAACCGACCACAGTATGTGAGGATACGGGTCTGTGA
ACAGCATGGATCCTGGACTACCTCACCGACCGACCACAGTATGTGAGGATACAGGACTGTGA
ACCTCCTGGATCCTGGACTACCTCACCAACCACCCACAGTACATGAGGACCAGGGAGTGTCA
ACCTCCTGTATCGTGGACTACCTCACCAACCGCCCACAGTACGTGAGGACCAGGGAGTGTCA
ACAGCATGGATCCTGGACTACCTCACCAACCGACCACAGTATGCGAGGATACAGGACTGTGA
ACCTCCTGGATCCTGGACTACCTCACCAACCGCCCACAGTACGTGAGGACCAGGGAGTGTCA
ACCTCCTGGATCCTGGACTACCTCACCAACCGCCCACAGTACGTGAGGACCAGGGATTGTCA
ACCTCCTGGATCCTGGACTACCTCACCAACCGCCCACAGTACGTGAGGACCAGGGAGTGTCA
ACCTCCTGGATCCTGG~---ACCTCACCAACCGCCCACAGTACGTGAGGACCAGGGAATGTCA
ACCTCCTGGATCCTGGACTACCTCACCAACCGCCCACAGTACGTGAGGACCAGGGAGTGTCA
ACCTCCTGGATCCTGGACTACCTCACCAACCGCCCACAGTACATGAGGACCAGGGAGTGTCA
ACTGCATGGATCCTGGACTACCTCACCAACCGTCCACAGTATGTGCGGATACGGGAGTGTGA
ACTGCATGGATCCTGGACTACCTCACCAACCGTCCACAGTATGTGCGGATACGGGAGTGTGA
ACTGCATGGATTCTGGACTACCTCACCAACCGTCCACAGTATGTGCGGATACGGGAGTGTGA
TCTGCATGGATGCTGGACTACCTCTCAAACCGACGGCAGTACGTGAGGTCTCGCCACTGTGA
TCTGCATGGATGCTGGACTACCTCTCAAACCGACTGCAGTACGTGAGGTCTCGCCACTGTGA

Kk kK hkk *k Kk K Kok Ak

| | | | I | | | | | |

CTCC-ACAGGCTGGTCTGCA-TACTGGGGCCC-CCAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCT
CTCTGACAGGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCT
CTCTGACAGGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCT
CTCTGACAGGCTGGTCCGCAGTACTGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCCCCATTCCTAT
CTCTGACAGGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCT
CTCTGACACGCTGGTCTGCAGTACGGGAGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCT
CTCTGACACGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCC-ACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCT
CTCTGATACACTGGTCTGCAGTACAGGGGCCCCACAGGGAACTGTGGTGGCACCGTTCCTCT
CTCTGACACGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTCCTCT
CTCTGACACGCTGGTCTGCAGTACAGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGACACTGTTCCTCT
CTCTGACACGCTGGTCTGCAGTACAGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACTGTTCCTCT
CTCTGACACGCTGGTCTGCAGTACGGGGGCCCCACAGGGAACTGTGCTGGCACCGTTTCTCT
GTCCGACAACGTTGTCTGCAGCACGGGGGTCTGG == =====~ GGTTTTGCTCCCTTCCTCT
GTCCAACATGGTTGTCTGCAGCACGGGGGCCCGGCAGGGAACAGTTCTGGCTCCCTTCCTCT
GTCCGACATGGTTGTCTGCAGCACGGGGGCCCGGCAGGGAACAGTTCTGGCTCCCTTCCTCT
ATCAGACACCATCATCAGCAGTAAGGGGGCCCCACAGGGGACGGTGCTGGCACCGTTTCTCT
ATCAGACACCATCATCAGCAGTACGGGGGCCCCCCAGGGGACGGTGCTGGCACCGTTTCTCT
GTCCGACAAGGTTGTCTGCAGCACGGGGTTCTGG—~—====~~ GTTCTGGCTCCCTTCCTCT
ATCAGACACCATCATCAGCAGTACGGGGGGCCCCCAGGGGACGGTGCTGGCACCGTTTCTCT
ATCAGACACCATCATCAGCAGTACAGGGGCCCCCCAGGGGACGGTGCTGGCACCGTTTCTCT
ATCAGACACCATCATCAGCAGTACGGGGGCCCCCCAGGGGACGGTGCTGGCACCGTTTCTCT
ATCAGACACCATCATCAGCAGTACGGGGGCCCCCCAGGGGACGGTGCTGGCACCGTTTCTCT
ATCAGACACCATCATCAGCAGTACGGGGGCCCCCCAGGGGACGGTGCTGGCACCGTTTCTCT
ATCAGACACCATCATCAGCAGTACGGGGGCCCCCCAGGGAACGGTGCTGGCCCCGTTTCTCT
GTCAGATCGGGTGTCCTGCAGCACGGGGGCTCCACAGGGAACCGTTCTGGCTCCATTCCTGT
GTCAGATCGGGTGTCCTGCAGCACGGGGGCTCCACAGGGAACCGTTCTGGCTCCATTCCTGT
GTCAGATCGGGTGTCCTGCAGCACGGGGGCTCCACAGGGAACCGTTCTGGCTCCATTCCTGT
GTCTGACATGATTGTCTTTAACACAGGAGCACCGCAGGGAACAGTTCTGACTCCGTTCCTGT
GTCAGATATGATCGTCTGTAACACAGGAGCACCGCAGGGAACAGTTCTGGCTCCGTTCCTGT

*

*h Kk * EE * K Kk ok Kk kk K
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Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

H.
H.
H.

bimaculatusHeb-1
bimaculatusHeb-2
bimaculatusHeb-4

H.bimaculatusHeb-5

A_japonicaAnj-1

A_anguillaAna
N.coriicepsRexlb
N.coriicepsRexla
G.acuticepsRexla
G.acuticepsRexlb
D.mawsoniRex1lb
D.mawsoniRex1lb

B

_baikalensisorfi2
B.
B.
0.
0.

baikalensisBab-1
baikalensisBab-2
latipesOrl-2
latipesOrl-4

Rex1

COWWWUUOGOZZ>PAHA>P>P>IIIITOOOOOOO

_labridensCil-2
-labridensCil-3
_labridensCil-1
_labridensCil-4
-niloticusOrn-5
-niloticusOrn-1
_niloticusOrn-4
-bimaculatusHeb-1
-bimaculatusHeb-2
-bimaculatusHeb-4
-bimaculatusHeb-5
-japonicaAnj-1
-japonicaAnj-2
-japonicaAnj-3
-newnesiRexl-1b
-newnesiRexl-1la
.anguillaAna
.coriicepsRexlb
.coriicepsRexla
.acuticepsRexla
.acuticepsRexlb
-mawsoniRex1b
-mawsoniRex1lb
-baikalensisorfi2
-baikalensisBab-1
-baikalensisBab-2
-latipesOrl-2
-latipesOrl-4

Rex1

ITOO0OO0OOO0O

-labridensCil-2
-labridensCil-3
_labridensCil-1
_labridensCil-4
-niloticusOrn-5
-niloticusOrn-1
-niloticusOrn-4
_bimaculatusHeb-1
_bimaculatusHeb-2

190 200 210 220 230 240 2
ey il It vt il Gvtwnd Dt (e (et (ol bl Dol e
TCACC-TCTACACTGCATACTTCTCCATCAACTCCCCAC-CTGGCATCTACAGAAATTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCACCACGCTGCCATCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCATCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCATCTGCAGACGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCACCACGCTGCCATCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACCGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGAATTCTTCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTCCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCTTCATCAACTCCCCACGCTGCCACCTACAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCTCCATCAACTCCCCACGCTGCCACCCACAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACATCACACACAACTCAGCTAACTGCCACCTGCAAAAGTTCTCT
TCACCCTCTGCACTGCAGACTTCACGCACAACTCAGCTAACTGCCACCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTGCACTGCAGACTTCACGCACAACTCAGCTAACTGCCACCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCACCCACAACACTGCAACCTGTCACCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCACCCACAACACTGCAACCTGTCACCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACATCACACACAACTCAGCTAACTGCCACCTGCAAAAGTTCTCT
TCACCCTCTACTCTGCAGACTTCACCCACAACACCGCAACCTGTCACCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCACCCACAACACCGCAACCTGTCACCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCACCCACAACACTGCAACCTGTCACCTGCAGGAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCACCCACAACACGGCAACCTGTCACCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACACCACCCACAACACTGCAACCTGTCACCTGCAGAAGTTCTCT
TCACCCTCTACACTGCAGACTTCACCCACAACACTGCAACCTGTCACCTGCAGAAGTTCTCT
TCTCCATTTACACCTCGGACTTTAAACACAACTCTGCCAACTGCCACCTGCAAAAGTTCTCT
CCTCCATTTACACCTCGGACTTTAAACACAACTCTGCCAACTGCCACCTGCAAAAGTTCTCT
CCTCCATTTACACCTCGGACTTTAAACACAACTCTGCCAACTGCCACCTGCAAAAGTTCTCT
TCACTGTCTACACCGCAGACTTCATGTCCAGCTCAGCATCTGGTCACCTGCAGAAGTTCTCA
TCACTGTCTACACCGCAGACTTCATGTCCAGCTCAGCATCTTGTCACCTGCAGAAGTTCTCG

* Kk Kk Kk Kk Kk Kk *h K Kk Kk * Kk ok Kk * Kkk

GACGACTCTGCCATA TCGGGCTCATCACAGGTGAGGATGACT-CGAGTACAGACAG-—--—
GACGACTCTGCCCTAGTTGGCCTCATAACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAG----—
GACGACTCTGCCATAGTTGGCCTCATCACAGGTGAGGATTACTCGGAGTACAGACAG----—
GACGACTCTGCCGTAGTTGGCCTCATCACAGATGAGGATGACGCAGAGTACAGACAG-----
GACGACTCTCCCCTAGTTGGCCTCATAACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAG----—
GACGACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAG----—
GACGACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAG-----
GACGACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGCACAGACAG----—
GACGACTCTGCCATAGTCATCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAG----—
GACGACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGAGAG-----
GACGACTCTGCCATAGTCGGCCTCATCACAGG-GAGGACGACTCAGAGTACAGACAG-----
GACGACTCTGCCATAGTCAGCCTCATCACAGGTGAGGACGACTCAGAGTACAGACAG-----
GATGACTCTGCAATCATCGGCCTCATCACAGATGGGGATGACAGGGAGTACAGAGAT ——---
GATGACTCCGCAATCGTCAGCTTCATCACAGATGGGGACGACAGGGAGTACAGAGAT ——---
GATGACTCCGCAATCGTCAGCTTYATCACAGATGGGGACGACAGGGAGTACAGAGAT ——-—--
GATGACTCCGCCATCGTTGGACTCATCTCCAACGAGGACGACAGGGAGTACAGGGAG-----
GACGACTCCGCCATCGTTGGCCTCATCTCCAACGAGGACGACAGGGAGTACAGGGAGTACAG
GATGACTCTGCAATCATCGGCCTCATCACAGATGGGGACGACAGGGAGTACAGAGAT ———-~-
GACGACTCCGCCATCGTTGGCCTCATCACCAACGAGGACGACAGGGAGTACAGGGAG-----
GACGACTCCGCCATCGTTGGCCTCATCACCAACGAGGACGACAGGGAGTACAGGGAG ——--~-
GATGACTCCGCCATGGTTGGCCTCATCACCAACGAGGACGA---GGAGTACAGGGAG-----
GACGACTCCGCCATCGTTGGCCTCATCACCAATGAGGACGACAGGGAGTACAGGGAG ——--~-
GACGACTCCGCCATCGTTGGCCTCATCTCCAACGAGGACGACAGGGAGTACAGGGAG ——--~-
GACGACTCCGCCATCGTTGGCCTCATCTCCAACGAGGACGACAGGGAGTACAGGGAG ——--~
GACGACTCTGCAATCGTCGGCCTCATCTCTGCCGATGATGACAGGGAGTACAGGGAA ————~
GACGACTCTGCAATCGTCGGCCTCATCTCTGCCGATGATGACAGGCAGTACAGGGAA -——~~—
GACGACTCTGCAATCGTCGGCCTCATCTCTGCCGATGATGACAGGGAGTACAGGGAA -—-~~
GATGACTCTGCCGTTGTCGGACTAATCATGGATGACGATGACAGAGAGTATAGAGAA -———~—
GATGACTCTGCCGTTGTCGGACTAATCATGGATGACGATGACAGAGAGTATAGAGAA —————

Kk Khkkkk  K* Kk * Kxk * xk *x *k K* kX K

320 330 340 350 360 370
el Dertrnd benined D] ntmnd et (] e el btend vond b foe
-——-TGGACTCAGGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATCAATGCTGCTT
—-——AGGACTCAGGACTTTGTGGGATGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATCAACGGTGCTA
————AGGACTCAGGACTTTGTGAACTGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATCAATGCTGCTA
-——-TGGACTCAGGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATTAACGCTGCTA
-———AGGACTCAGGACTTTGTGGGATGGTGCCAGCGGAACCACCTCCTGATCAACGCTGCTA
———-TGGACTCTGGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACGCCGGGA
———-TGGACTCTGGACTTTGTTGACTGGTGTCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACACCGGGA
———-TGGACTCTGGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACGCCGGGA
-——-TGGACTCTGGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAATGTCGGGA
--—-TGGACTCTGGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACACCGGGA
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H.bimaculatusHeb-4 ----TGGACTCTGGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACACCGGGA
H.bimaculatusHeb-5 ----TGGATTCTGGACTTTGTGGACTGGTGCCAGCAGAACCACCTGCTGATCAACGGCGGGA

A_japonicaAnj-1
A_japonicaAnj-2
A_japonicaAnj-3
T.newnesiRexl-1b
T.newnesiRexl-la
A_anguillaAna
N.coriicepsRexlb
N.coriicepsRexla
G.acuticepsRexla
G.acuticepsRexlb
D.mawsoniRexl1lb
D.mawsoniRex1lb

B.baikalensisorfl2
B.baikalensisBab-1
B.baikalensisBab-2

O.latipesOrl-2
O.latipesOrl-4

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

A.japonicaAnj-1
A.japonicaAnj-2
A.japonicaAnj-3
T.newnesiRexl-1b
T.newnesiRexl-la
A.anguillaAna
N.coriicepsRexlb
N.coriicepsRexla
G.acuticepsRexla
G.acuticepsRexlb
D.mawsoniRex1lb
D.mawsoniRex1lb

B.baikalensisorfi12
B.baikalensisBab-1
B.baikalensisBab-2

O.latipesOrl-2
O.latipesOrl-4

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

A_japonicaAnj-1
A_japonicaAnj-2
A_japonicaAnj-3
T.newnesiRexl-1b
T.newnesiRexl-la
A_anguillaAna
N.coriicepsRexlb
N.coriicepsRexla
G.acuticepsRexla
G.acuticepsRexlb

—----CTGACACAGGGCTTTGTGGACTGGTGCCAGCTGAACCGCCTCCAGCTCAATGCAGGGA
—----CTGACCCAGGGCTTTGTGGATTGGTGCCAGTGGAACTGCCTCCAGCTCAATGCAGGGA
—-—--CTGACCCAGGGCTTTGTGGATTGGTGCCAGTGGAACTGCCTCCAGCTCAATGCAGGGA
—---CTGACGCAGGACTTCACCCTCTGGTGCCAGAGGAACCACCTCCGGCTCAACGCAGCGA
GGAGCTGACGCAGGACTTCACCTTCTGGTGCCAGAGGAACCACCTCCAGCTCAACGCAGCAA
—----CTGACCCAGGGCTTTGTGGACTGGTGCCAGCTGAACCGCCTCCAGCTCAATGCAGGGA
—---CTGACGCAGGACTTCACCTTCTGGTGCCAGAGGAACCACCTTCAGCTCAACGCAGCGA
—----CTGACGCAGGACTTCACCTTCTGGTGCCAGAGGAACCACCTTCAGCTGAATGCAGCGA
—-—--CTGACGCAGGACTTCACCCTCTGGTGCCAGAGGAACCACCTCCAGCTGAACACAGCGA
—---CTAACGCAGGACTTCACCCTCTGGTGCCAGAGGAACCACCTCCAGCTAAACGCAGCAA
—-—--CTGACGCAGGACTTCACCTTCTGGTGCCAGAGGAACCACCTCCAGCTCAACGCAGCGA
—---CTGACGCAGGACTTTACCTTCTGGTGCCAGAGGAACCACCTCCAGCTCAACGCAGCGA
—-—--CTTAATCAGGACTTTTTAGGATGGTGCCAGCGGAACCGCCTCCAGATAAACTCCAGTA
--—--CTTAATCAGGACTTTTTAGGATGGTGCCAGCGGAACCGCCTCCAGATAAACTCCAGTA
--—-—CTTAATCAGGACTTTTTAGGATGGTGCCAGCGGAACCGCCTCCAGATAAACTCCAGTA
—-—--CTGATTCAGAACTTTGTGGACTGGTGCCAGCGGAACCACCTCCAGATTAATGCAGGGA
——-—--CTGATTCAGAACTTTGTGGACTGGTGCCAGCGGAACTACCTCCAGATTAATGCAGGGA

* Kk Kk kkk Fhhkhk khkk  kkkk kkk ok Kk Kk Kk

AAAC-AAGGAGCTTGTGGTGGATTTCCGCAGGTGCAGACCCAAC---ACACTGAACCGGTTA
AAACCAAGGAGCTGGTGGTGGATTTCCGCAAGCGCAGACCCACC---ACACTGGCACCGGTG
AAACCAAGGAGCTGGTGGTGGATTTCCACAGGCGCAGACCCACC---ACACTGACACCGGTG
AAACCAAGGAGCTGGTGGTGGATTTCCGCAGGCGTGGACCCACC---ACACTGACACCGGTG
AAACCAAGGAGCTGGTGGTGGATTTCCGCAAGCGCAGACCCACC---ACACTGGCACCGGTG
AAACCAAGGAGTTGGTGGTGGACTTCCGGAGACGCAGACCCACC---ACACTGACACCGGTG
AAACCAAGGAGTTGGTGGTGGACTTCCGGAGACGCAGACCCACC---ACACTGACACCGGTG
AAACCAAGGAGTTGGTGGTGGACTTCCGGAGACGCAGACCCACC---ACACTGACACCGGTG
AAACCAAGGAGTTGGTGGTGGATTTCCGGAGACGCAGACCCACC---ACACTGACACTGGTA
AAACCAAGGAGTTGGTGGTGGATTTCCGGAGATGCAGACCCACC---ACACTGACACCGGTA
AAACCAAGGAGTTGGTGGTGGATTTCCGGAGACGCAGACCCACC---ACACTGACACCAGTG
AAACCAAGGAGTTGGTGGTGGATTTCCGGAGACACAGACCCACC---ACACTGACACCAGCT
AAACCAAGCAGCTGGTGGTGGGCTTCCGAAGGTGTAAACACTCTTCTCCTCCCATACCAGTG
AAACCAAGGAGCTGGTGGTGGACTTCCGAAGGTGCCAACACTCT---CCTCCTATACCAGTG
AAACCAAGGAGCTGGTGGTGGACTTCCGAAGGTGCCAACAATCG---CCTCCTATACCAGTG
AGACCAAGGAGCTGGTGGTGGATTTCAGACGGCGCCAACACTCC---CCCCCGACACCAGTG
AGACCAAGGAACTGGTGGTGGACTTCAGACGGCGCCAACACTCC---CCCCCGACACCAGTG
AAACCAAGGAGCTGGTGGTGGACTTCCGAAGGTGTAAACACTCTTCTCCTCCCATACCAGTG
AGACCAAGGAGCTGGTGGTGGATTTCAGACGGCGCCAACACTCC---CCCCCGACACCAGTG
AGACCAAGGAGCTGGTGGTGGATTTCAGACGGCGCCAACACTCC---CCCCCGACACCAGTG
AGACCAAGGAGCTGGTGGTGAATTTCAGACGGCGCCAACACTCC---CCCCCGACACCAGTG
AGACCAAGGAGCTGGTGGTGGATTTCAGACGGCGCCAACACTCC---CCCCCGACACCAGTG
AGACCAAGGAACTGGTGGTGGATTTCAGACGGCGCCAACACTCC---CCCCCGACACCAGTG
AGACCAAGGAACTGGTGGTGGATTTCAGACGGCGCCATCACTCC---CCCCCGACACCAGTG
AGACCAAGGAGCTGGTGGTGGACTTCCGCCGGGGCAAACGCTCT ---CCTCCGCTACCATTG
AGACCAAGGAGCTGGTGGTGGACTTCCGCCGGGGCAAACGCTCT ---CCTCCGCTACCATTG
AGACCAAGGAGCTGGTGGTGGACTTCCGCCGGGGCAAACGCTCT ---CCTCCGCTACCATTG
AAACCAAGGAGCTGGTGGTAGACTTTCACAGGCACACTCACTCT ---ACAATAGCACCGGTG
AAACCAAGGAACCGGTGGTGGACTTTCACAGGCACACTCACTCT ---ACAATAGCACCGGTG

* KKk Kkkk K *hhAk

440 450 460 470 480 490
el Bt o] Dl el Snd I B e It b e b
AACATTCAGGG-AGTGGA-TATTTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTAC-TGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-ACTGG--ACATTGAGATAGTGGACTCTTGTAAGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCTAGGG-AGTGG--ACATTGAGATAGTGGACACTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCT
TACATCCAGGG-AGTGG--ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGTGG--ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGTGG--ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAGGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGTGG--ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAGGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGTGG--ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAGGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGAGG--ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGTGG--ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGTGG--ACATTGAGATGATGGACTCTTATAAGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGTGG--ACATTGAGATAGTGGACTCTTATAGGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AATGG--ACATTGAGATGGTGAAATCCTACAAGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGGGAATGGTGAAATTGAGATGGTGAAATCTTACAAATACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AATGG--AAATTGAGATGGTGAAATCTTACAAGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGTGG--ACATTGAGATTGTGGAATCTTACAAATACCTGGGTGTTCACCT
AACCTCCAGGG-AGCGG--ACATTGAGATTGTGAAATCTTACAAATACCTGGGTGTTCATCT
AACATCCAGGG-AATGG--ACATTGAGATGGTGAAATCCTACAAGTACCTGGGTGTTCACCT
AACATCCAGGG-AGCAG--ACATTGAGATTGTGAAATCTTACAAATACCTGGGTGTTCATCT
AACATCCAGGG-AGCAG--ACATTGAGATTGTAAAATCTTACAAATACCTGGGTGTTCATCT
AACATCCAGGG-AGCTG--ACATTGAGATTGTGAAATCTTACAAATACCTGGGCGTTCATCT
AACATCCAGGG-AGCGG--TCATTGAGATTGTGGAATCTTACAAATACCTGGGTGTTCATCT
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D.mawsoniRex1b
D.mawsoniRex1b

B.baikalensisorf12
B.baikalensisBab-1
B.baikalensisBab-2

O.latipesOrl-2
O.latipesOrl-4

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

A_japonicaAnj-1
A_japonicaAnj-2
A_japonicaAnj-3
T.newnesiRexl-1b
T.newnesiRexl-1a
A_anguillaAna
N.coriicepsRexlb
N.coriicepsRexla
G.acuticepsRexla
G.acuticepsRexlb
D.mawsoniRex1lb
D.mawsoniRex1lb

B.baikalensisorfl2
B.baikalensisBab-1
B.baikalensisBab-2

O0.latipesOrl-2
O0.latipesOril-4

Rex1

C.labridensCil-2
C.labridensCil-3
C.labridensCil-1
C.labridensCil-4
O.niloticusOrn-5
O.niloticusOrn-1
O.niloticusOrn-4

H.bimaculatusHeb-1
H.bimaculatusHeb-2
H.bimaculatusHeb-4
H.bimaculatusHeb-5

A_japonicaAnj-1
A_japonicaAnj-2
A_japonicaAnj-3
T.newnesiRexl-1b
T.newnesiRexl-la
A_anguillaAna
N.coriicepsRexlb
N.coriicepsRexla
G.acuticepsRexla
G.acuticepsRexlb
D.mawsoniRex1lb
D.mawsoniRex1lb

B.baikalensisorfi12
B.baikalensisBab-1
B.baikalensisBab-2

O.latipesOrl-2
O.latipesOrl-4

AACATCCAGGG-AGCAG--ACATTGAGATTGTGAAATCTTACAAATACCTGGGTGTTCATCT
AACATCCAGGG-AACGG--ACATTGAGATTGTGAAATCTTACAAATACCTGGGTGTTCATCT
AGCATCCAGGG-ACTGG--ACATTGAGATGGTGACATCTTACAAGTACCTGGGTGTTCACTT
AGCATCCAGGG-ACTGG--ACATTGAGATGGTGACATCTTACAAGTACCTGGGTGTTCACTT
AGCATCCAGGG-ACTGG--ACATTGAGATGGTGACATCTTACAAGTACCTGGGTGTTCACTT
AACATCCAAGG-AAGGG--ACATAGAGAGAGTGGATTCATACAAGTACTTGGGTGTTCACCT
AACATCCTAGG-AAGGG--ACATTGAGAGAGTGGATTCATACAAGTACTTGGGTGTTCACCT
* *x * * * *

Kk Kk * Fkkk * o Kkk kkkk hkkkk K

500 510 520 530 540 550 5
-] - | | -
GAACAATAAAATGGACTGGACTCACAA-CCTTTCCTTACAGAGGGTCAGACCATTTTTTGGG
GAACAATAAACTGGACTGG--—-—==-~ ACTCA-ATCACTGATGCGC—----- TCTACAGGA
GAACAATAAACTGGACTG-----===—~ ACTCGCAACACTGATGCGC-—---- TTTACAGGA
GAACAATAAACTGGACTGG--—-—===~ ACTCACAACACTGATGCGC-—---- TTTACAGGA
GAACAATAGACTGGACTGG--—-—==-~ ACTCATAACACTGATGCGC-—---- TCTACAGGA
GAATAATAAACTGGACTGG--—-—=——~ AGCCACAACACTGATGCTC———--- TT-ACAGGA
GAATAATAAACTGGACTGG--—-—==-~ AGCCACAACACTGATGCTC-——--- TTTACAGGA
GAATAATAAACTGGACTGG-—-—-—==-~ AGCCACAACACTGATGCTC———--- TTTACAGGA

AAATAATAAGCTAGACTGG-—-—----- AGCCACAACACTGATGCTC———--- TTTACAGGA
AAATAATAAGCTAGACTGG-—-—----- AGCCACAGCACTGATGCTC———--— GTTACAGGA
AAATAATAAGCTAGACTGG-—------- AGCCACAACACTGATGCTC-—---- TTTACAGGA

AAATAATAAGCTAGACTGG-———----- AGCCACAACACTGATGCTC——---~ GTTACAGGA
GAATAATAAACTGGACTGG--—-—-=—~ ACTGACAATACAAAGGCAC------ TATATAAGA
GAATAATAAACTGGACTGG--=-=-=—~ ACTGACAATACAAATGCAC------ TATATAAGA
GAATAATAAACTGGACTGG--—-—-==-~- ACTGACGATACAAATGCAC------ TATATAAGA
GAAGAATAAACTGGACTGG--—-—-=-~ ACTGATCATTCTGCTGCTC-—---- TGCACAAGA
GAACAATAAACTGGAATGG-—-————=—=- ACTGATAATTCTGCTGCTC-—---- TGTACAAGA
GAATAATAAACTGAACTGG-——-—----- ACTGACAATACAAAGGCAC------ TATATAAGA
GAACAATAAACTGGACTGG-=-=-=----- ACTGATAATTCTGCTGCTC------ TGTACAAGA
GAACAATAAACTGGACTGG--=-=----- ACTGATAATTCTGCTGCTC------ TGTACAAGA
GAACAATAAACTGGACTGGCTGGACTGGACTGATAATTTTGCTGCTC———--~ TGTACAAGA
GAACAATAAACTGGACTGG-=-=-=----- ACTGATAATTCTGCTGCTC------ TGTACAAGA
GAACAATGAACTGGACTGG-——=----~- ACTGATAATTCTGCTGCTC------ TGTACAAGA
GAACAATAGACTGGACTGG-—=-=----- ACTGATAATTCTGCTGCTC------ TGTACAAGA
GAACAATAAACTGGACTGG-—=-=----- TCCGACCACGCGCATGCGC-—---~ TTTATAAAA
GAACAATAAACTGGACTGG----—--—~ TCCGACCACGCACATGCAC-----— CCTATAAAA
GAACAATAAACTGGACTGG--------- TCCGACCACGCACATGCAC------ TTTATAAAA
CAACAATAAACTGGACTGG----===—~- TCACACAATACAGAAGCAC------ TGTACAAAA
CAACAATAAACTGGACTGG----=-=—-= TCACACAATACAGAAGCAC------ TGTACAAAA
60 570 580

AGG-TC-——————m o ——

AGG-TC-——————m -

AGG-TC---

AGGGTC---

AGG-TC-——————— - ——

AGGGTC———=—————— - ——

AGG-TC---

AGGTTC---
AGGGTC---
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ANEXO V: Alinhamento da seqiiéncia Rex3 de C. kelberi com as das demais espécies de peixes
da tabela 12, incluindo-se os gaps.

OUVITOO0O TV UOU U UUXIDMMMA4O0OO0OO0OOOOD

OUVUITOO0O TV UO®GUUTUTUXIWwMMmMA4A00O00O0OO0OOD

mm4—4000000xT

[¢]
X
w

-niloticusOre3
-niloticusOre5
-niloticusOrel
-niloticusOre4
_labridensCic4
-labridensCic2
-nigroviridisRex3
-nigroviridisRex3
_luciTsEso2
_lucisEso4
_luciTsEso3
_baikalensisBot4
_helleriXih2
-.mexicanaPoml
-mexicanaPom2
_formosaPof5
_formosaPof3
_affinisGam2
_.amatesPha4
_.amatesPha2
_latipesOry3
_latipesOry6
_bimaculataHet6
_latipinnaPol2
_carpioCyp3

]
X
w

-niloticusOre3
-niloticusOre5
-niloticusOrel
-niloticusOre4
.labridensCic4
-labridensCic2
-nigroviridisRex3
-nigroviridisRex3
- luciTsEso2
-lucisEso4
-luciTsEso3
-baikalensisBot4
-helleriXih2
-mexicanaPoml
-mexicanaPom2
.formosaPof5
.formosaPof3
.affinisGam2
.amatesPha4
.amatesPha2
_latipesOry3
_latipesOry6
_bimaculataHet6
-latipinnaPol2
.carpioCyp3

o
X
w

-niloticusOre3
-niloticusOre5
-niloticusOrel
-niloticusOre4
_labridensCic4
_labridensCic2
_nigroviridisRex3
-nigroviridisRex3
_luciTsEso2
_lucisEso4

CCCATCTTTAAGAAGGGAGACCAGAGGGTGTG
CCCATCTTTAAGAAGGGAGACCGGAGGGTGTG
CCCATCTTTAAGAAGGGGGACCGGACGGTGTG
CCCATCTTTAAGAAGGGAGACCGGAGGGTGTG
CCCATCTTTAAGAAGGGAGACCGGAGGGTGTG
CCGCGGGATTGGCAGACCGGGGTGGTGGTCCCTCTTTTTAAGAAGGGGGACCGGAGGATGTG
———————————————————————————————— TCTTTTTAAGAAGGGGGACCGGAGGATGTG
CCTCTTTTTAAGAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
CCTCTTTTTAAGAAGGAGGACCGGAGGGTGTG
CCTCTTTTTAAGAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
CCCATCTTCAAGAAGGGGGACCGGAGAGTGTG
CCCCTGTTCAAAAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
CCCCTGTTTAAAAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
———— CCCTGTTTAAAAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
CCCCTGTTTAAAAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
CCCCTGTTTAAAAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
ACCCTGTTCAAAAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
CCCCTGTTCAAAAAGGGGGACCGGAGGGTGTT
———————————————————————————————— CCTGTTCAAAAAGGGGGAC-GGAGGGTGTG
CCCCTCTTTAAGAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
CCCCTCTTTAAGAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
CCCCTGTTCAAAAATGGGGACCGGAGGGTGTG
CCCCTGTTTAAAAAGGGGGACCGGAGGGTGTG
CCTCTTTTCAAGAAGGGGGACCGGAGGGTGGG
* ks *

* KKk

GTCCGACTTATTGCCGGCAATACGGACCAAGCTCTCGCTGCGGTTGTACAGGGACTGAATGG
TTCCAACTACAGGGGG-TCACACTCCTCAGCCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTGCTGG
TTCCAACTACAGGGGGATCACACTCCTCAGCCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTGCTGG
TTCCAACTACAGGGGGATCACACTCCTCA-CCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTGCTGG
TTCCAACTATAGGGGGATCACACTCCTCAGCCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTGCTGG
CTCCAACTTTCGGGGGATCACACTACTCAGCCTCCCCGGTAAGGTCTATGCCAGGGTGCTGG
CTCCAACT-TTCGGGGATCACACTCCTCAGTCTCCCCGGTAAGGTGTATGCCAAGGTGCTGG
TTCCAACTATAGGGGGATCACACTCCTCAGCCTCCCTGGGAAGGTCTATTCAGGGGTACTGG
TTCCAACTATAGGGGGATCACACTCCTCAGCCTCCCTGGGAAGGTCTATTCAGGGGTACTGG
TTCCAACTATAGGGGGATCACACTTCTCAGCCTCCCCGGGAAAGTCTATGCCAGGGTTCTGG
TTCCAACTATAGGGGGATCACACTTCTCAGCCTCCCCGGGAAAGTCTATGCCAGGGTACTGG
TTCCAACTATAGGGGGATCACACTTCTCAGCCTCCCCGGGAAAGTCTATGCCAGGGTTCTGG
CTCAAACTATCGGGGTATCACACTACTCAGCCTCCCGGGAAAAGCTTATGCCAGGGTGCTGG
CTCCAATTATAGAGGGGTCACACTCTTAAGCCTCCCTGGCAAGGTCTATTCAGGGGTCCTGG
CTCCAA---TAGGGGG-TCACACTCTTAAGCCTTCCTGGTAAGGTCTATTCAGGGGTCCTGG
CTCCAA-TACAGGGGGGTCACACTCTTAAGCCTCCCTGGTAAGGTCTATTCAGGGGTCCTGG
CTCCAATTACAGGGGGGTCACACTCTTAAGCCTCCCTGGTAAGGTCTATTCAGGGGTCCTGG
CTCCAATTACAGGGGGGTCACACTCTTAAGCCTCCCTGGTAAGGTCTATTCAGGGGTCCTGG
CTCCAATTATAGGGGGGTCACACTCTTAAGCCTCCCTGGCGAGGTCTATTCGGGGGTTCTGG
CTCCAATTATAGAAGGGTCACACTCTTAAACCTCCCGGGCAAGGTCTATTCAGGGGTCCTGG
—---CAATTACAGAGGGGTCACACTCTTAAGCCTCCCTGGCAAGGTCTATTCAGGGGTCCTGG
TTCCAACCATAGGGGAATTACACTCCTCAGCCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTACTGG
TTCCAACTACAGGGGAATTACACTCCTCAGCCTCCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTACTGG
CTCCAATTACAGGGGGGTCACACTCTTAAGCCTCCCTGGCAAGGTCTATTCAGGGGTTCTGG
CTCCAATTACAGGGGGCTCACACTCTTAAGCCTCCCTGGTAAGGTCTATTCAGGGGTCCTGG
TTCCAACGACAGGGGGATCACACTCCTCAGCCTTCCTGGGAAAGTCTATGCCAGGGTACTGG

* *Kk *  Kxkx K ** *xKk

130 140 150 160 170 180
e oo e Dol Said vl Ieaical It e ] bemrad D o
CCCGCAACAATGGGCCAGACACCCCATACTCCCG--CAGCACCTCCCA--CAGGATACCCCG
AAAGGAG-AGTTCGTCCGTTAGTCGAACCTCGGATACAGGAGGAACAATGCGGTTTTCGTCC
AAAGGAG-AGTTCGTCCGTTAGTCGAACCTCGGATACAGGAGGAACAATGCGGTTTTCGTCC
AAAGGAG-AGTTCGTCCGTTAGTCGAACCTCGGATACAGGAGGAACAATGCGGTTTTCGTCC
AAAGGAG-AGTTCGTCCGCTAGTCGAACCTCGGATACAGGAGGAACAATGCGGTTTTCGTCC
AAAGGAG-GGTGCGTCCGTTAGTCGAACCTCGGATTCAGGAAGAACAATGCGGTTTTCGTCC
AAAGGAG-GGTGCGTCCGTTAGTCGAACCTCGGATCCAGGAGGAACAATGCGGTTTCCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGCCGGATAGTCGAACCTCAGATTCAGGAGGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGCCGGATAGTCGAACCTCAGATTCAGGAGGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-AATACGGCCGATAGTAGAACCTCGGATTCAGGAGGAACAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-AATACGGCCGATAGTAGAACCTCGGATTCAGGAGGAACAGTGTGGTTTTCGTCC
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E.luciTsEso3
B.baikalensisBot4
X.helleriXih2
P.mexicanaPoml

P .mexicanaPom2
P.formosaPof5
P.formosaPof3
G.affinisGam2
P_.amatesPha4
P_.amatesPha2
O0.latipesOry3
O0.latipesOry6
H.bimaculataHet6
P_.latipinnaPol2
C.carpioCyp3

Rex3
O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2
T.nigroviridisRex3
T.nigroviridisRex3
E.luciTsEso2
E.lucisEso4
E.luciTsEso3
B.baikalensisBot4
X.helleriXih2
P_.mexicanaPoml

P .mexicanaPom2
P.formosaPof5
P.formosaPof3
G.affinisGam2
P_amatesPha4
P_amatesPha2
O0.latipesOry3
0.latipesOry6
H.bimaculataHet6
P.latipinnaPol2
C.carpioCyp3

ex3
-niloticusOre3
-niloticusOre5
-niloticusOrel
-niloticusOre4
-labridensCic4
-labridensCic2
-nigroviridisRex3
-nigroviridisRex3
- luciTsEso2
-lucisEso4

- luciTsEso3
-baikalensisBot4
_helleriXih2
-mexicanaPoml
-mexicanaPom2
_formosaPof5
_formosaPof3
_affinisGam2
.amatesPha4
.amatesPha2
_latipesOry3
_latipesOry6
_bimaculataHet6
_latipinnaPol2
.carpioCyp3

OUVUITOO0O TV UOUIU UIUXIMMMAAO00O0O0O0OOOXT

AGAGGAG-AATACGGCCGATAGTAGAACCTCGGATTCAGGAGGAACAGTGTGGTTTTCGTCC
AACGGAG-GCTCCGACCGTTTGTCGAACCTCGGATTCAAGAAGAACAGTGCGGGTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCGGATAGTTGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCGGATAGTCGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCGGATAGTCGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCGGATAGTCGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCGGATAGTCGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCGGATTGTCGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCAGATAGTCGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCGGATAGTCGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-AGTCCGTCCGATAGTCGAACCTCGGATTCAGGGACAACAGTGCGGTTTCCGTCC
AGAGGAG-AGTCCGTCCGATAGTCGAACCTCGGATTCAGGAACAACAGTGCGGTTTCTGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCGGATAGTTGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-GGTCCGTCGGATAGTCGAACCTCGGATTCAGGAAGAGCAGTGTGGTTTTCGTCC
AGAGGAG-AATTCAGCCGATAGTCGAACCTTGGATTCAGAAGGAACAATGCAGTTTTCGTCC

* K * * K * Kk Kk * * K *

AGGGAGCGGTCGAATG--CCTTCTCCAAGTCCACA--AAACACATGTAGACTGGATGGGCAA
TGGTCGCGGAACACTGGACCAGCTCTTTATCCTCTCAAGGATACTTGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGCGGAACACTGGACCAGCTCTTTATCCTCTCGAGGATACTTGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGCGGAACACTGGACCAGCTCTTTATCCTCTCAAGGATACTTGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCACGGAACACTGGACCAGCTCTTTATCCTCTCAACGATACTTGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACGCTGGACCAGCTCTTTGTCCTCTCGAGGATATTCGAGTATGTGTGGGAGT
TGGTCGTGGAATGCTGGACCAGCTCTTTATCCTCTCAAGGATATTCGAGTGTGCGTGGAAGT
TGGACGTGGAACAGTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTTGAGGGTGCATGGGAGT
TGGACGTGGAACAGTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTAGAGGGTGCATGGGAGT
GGGCCGTGGAACACTGGACCAGCTCTATACCCTCTACGGGGTGTTGGAGGGTTCATGGGAGT
GGGCCGTGGAACACTGGACCAGCTCTATACCCTCT -CGGGGTGTTGGAGGGTTCATGGGAGT
GGGCCGTGGAACACTGGACCAGCTCTATACCCTCTACGGGGTGTTGGAGGGTTCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACAGTGGACCAGCTCTTTACCCTTGCAGGGATACTGGAGGGGTCCTGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGGACCAGCTCTACACCCTCGGCAGGGTCCTGGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTGGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTGGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTGGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTGGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTGGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTGGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTGGAGGGTTG-TGGGAGT
TGGTCGTGGAACAGTGGACCAGCTCTACACCCTATCTAGGGTGCTGGAGGGTTTGTGGGAGT
TGGTCGTGGAACAGTGGACCAGCTCTACACCCTATCTAGGGTGCTGGAGGGTTTGTGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGTACCAGCTTTACACCCTCAGCAGGATCCTGGAGGGTGCATGGGAGT
TGGTCGTGGAACACTGGACCAGCTCTACACCCTCAGCAGGGTCCTGGAGGGTGCATGGGAGT
CGGTTATGGAACACTGGACCAGCTTTATACCCTCACCGGGGTACCGGAGGGTTCATGGGAGT

*h Kk hk *hk

| | | | | | | | | | |
ACTCCCACGCACACT-CAAATATCCTCGAGA---GGATAAAGAGCTGGTCCAGTGTTCCCGA
TTGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GTGTCCCT--
TTGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GTGTCCCT--
TTGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GTGTCCCT--
TTGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GTGTCCCT--
TTGCCCAACCAGTCTACATGTGCTTTGTGGACTTGGAGAAGGCATTCGACC-GCACCCC---
TTGCCCAACCAGTCTACATGTGCTTTGTGGACTTGGAGAAGGCATTTGACC-GTGTCCCT--
TTGCCCAACCAATCCACATGTGTTTTGTGGATTTGGAGAAGGCATT CGACC-GTGTCCCT-~-
TTGCCCAACCAATCCACATGTGTTTTGTGGATTTGGAGAAGGCATTCGACC-GTGTCCCT-~-
TTGCCCAACCAGTCCACATGTGTTTTGTGGATTTGGAGAAGGCATTCGACA-GTGTCCCT-~
TTGCCCAACCAATCCACATGTGTTTTGTGGATTTGGAGAAGGCATCCGACT -GTGTCCCT-~-
TTGCCCAACCAATCCACATGTGTTTTGTGGATTTGGAGAAAGCATTCGACT -GTGTCCCT-~
TTGCCCAACCAGTCTACATGTGCTTTGTGGACTTGGAGAAGGCCTTCGACC-GGGTCCCT-~
TCGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCGTTCGACC-GTGTCCCT-~
~CGCCCAACCGGTCTACATGTGTTTCGTGGACTTGGAGAAGGCGTTCGACC-GTGTCCC-~~
TCGCCCAACCGGTCTCCATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCGTTCGACC-GTGTCCCC-~-
TCGCCCAACCGGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCGTTCGACC-GTGTCCCC-~-
TCGCCCAACCGGTCTACATGTGTTTTGTGGA-TTGGAGAAGGCGTTCGACC-GTGTCCCC-~
TCGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCGTTCGACC-GTGTCCCT-~
TCGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCGTTCGACC-GTGTCCCT-~-
TCGCCCAACCGGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAA-GCGTTCGACC-GTGTCCCT-~-
TCGCTCATCCAGTCCATATGTGTTTTGTGGATTTGGAGAAGGCGTTCGACC-GCGTCCCC-~-
TCGCTCATCCAGTCCATATGTGTTTTGTGGATTTGGAGAAGGCGTTCGACC-GCATCCCC-~-
TTGCCCAACCAGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCGTTCGACC-GTATCCCT -~
TCGCCCAACCGGTCTACATGTGTTTTGTGGACTTGGAGAAGGCGTTCAACC-GTGTCCCC-~-
TTGCCCAACCAATCCACATGTGTTTTGTGGATTTGGAGAAGGCATTCGACC-ATGTCCCT -~

* * *x *x

* kK K * Kkk Kk K *

320 330 340 350 360 370

96



A\NEX0S

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

T.nigroviridisRex3
T.nigroviridisRex3

E.luciTsEso2
E.lucisEso4
E.luciTsEso3

B.baikalensisBot4

X.helleriXih2
P_mexicanaPoml
P _mexicanaPom2
P_.formosaPof5
P_.formosaPof3
G.affinisGam2
P_amatesPha4
P_amatesPha2
O0.latipesOry3
O0.latipesOry6
H.bimaculataHet6
P_.latipinnaPol?2
C.carpioCyp3

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

T.nigroviridisRex3
T.nigroviridisRex3

E.luciTsEso2
E.lucisEso4
E.luciTsEso3

B.baikalensisBot4

X.helleriXih2
P.mexicanaPoml
P .mexicanaPom2
P.formosaPof5
P.formosaPof3
G.affinisGam2
P.amatesPha4

P .amatesPha2
O.latipesOry3
O.latipesOry6
H.bimaculataHet6
P.latipinnaPol2
C.carpioCyp3

Rex3

O.niloticusOre3
O.niloticusOre5
O.niloticusOrel
O.niloticusOre4
C.labridensCic4
C.labridensCic2

T.nigroviridisRex3
T.nigroviridisRex3

E.luciTsEso2
E.lucisEso4
E.luciTsEso3

B.baikalensisBot4

X.helleriXih2
P_.mexicanaPoml
P _.mexicanaPom2
P.formosaPof5

==—=[==m= === [==== [ === === ==== [ === [ === [ === === | === | --
CCAGGACGAAAACCGCATTGTTCCTCTTGAATCTGAGGTTCGACTAACAGAGGACCCTCCTT
-CGGGGTGTCCTGTGGGAGGTGTTGCGGGAGTATGGGGT-TCTGGCCCATTGCTACGGGCCA
-CGGGGTGTCCTGTGGGAGGTGTTGCGGGAGTATGGGGTGTCTGGCCCATTGCTACGGGCCA
-CGGGGCGTCCTGTGGGAGGTGTTGCAGGAGTATGGGGT-TCTGGCCCATTGCTACGGGCCA
-CGGGGTGTCCTGTGGGAGGTGCTGCGGGAGTATGGGGTGTCTGGCCCATTGCTACGGGCCG
————————————————— A--TACTGCAGGAGCATGGGGTGTCTGGCCCGTTGTTGCGGGCCA
GGTCCTGCGGGAGTATGGGGTGTCTGGCCCGTTGTTGCAGGCCA
-CGGGGAGTCCTCTGGGGGGTACTCCGGGAGTATGGAGTGTCGGGCCTCCTGTTACAGGCTG
-CGGGGAGTCCTCTGGGGGGTACTCCGGGAGTATGGAGTGTCGGGCCACCTGTTACAGGCTG
-CGCGGCATCTTGTGGAGGGTGCTTCGGGAATATGGGGTCCTGGGTCCTTTGCTAAGGGCTG
-CGCGGCATCTTGTGGAGGGTGCTTGGGGAATATGGGGTCCTGGGTCCTTTGCTAAGGGCTG
-CGCGGCATCTTGTGGAGGGTGCTTGGGGAATATGGGGTCCTGGGTCCTTTGCTAAGGGCTG
-CGGGGATTTTTGTGGGGGGTGCTGCGGGAGTATGGTGTGCCGGACCCGTTGCAACGGGCCA
-CGGGGAGCCCTGTGGGGGGTTCTCCGGGAGTATGGGGTACCGGGCCCTTTGATACGGGCTG
-AGGGGGGCCTTGTGGGGGGTTCTCCGGGAGTATGGGGTACCGGGCCCTTTGATACGGGCTG
-AGGGGGGCCTTGTGGGGGGTTCTCCGGGAGTATGGGGTACCGGGCCCTTTGATACGGGCTG
-AGGGGGGCTTTGTGGGGGGTTCTCCGGGAGTATGGGGTATCGGGCTCTTTGATACGGGCTG
-AGGGGGGCCTTGTGG-GGGTTCTCCGGGAGTATGGGGTACCGGGCCCTTTGATATGGGCTG
-CGGGGAGCCCTGTGGGAGGCTCTCCGGGAGTATGGGGTACCGGGCTCTTTGATACGGGCTG
-CGGGGAGCCCTGTGGGGAGTTCTCCGGGAGTATGGGGTACCGGGCCCTTTGATACGGGCTG
-CGGGGATCCTTGTGGGGGGTTCTCCGGGAGTATGGGGTACCGGGCCCTTTGATACGGGCTG
-CGTGGCATCCTGTGGGGGGTGCTCTGGGAGTATGGGGTCCGGGGAGCCTTACTGAGGGCTG
-CGTGGCATCCTGTGGGGGGTGCTCTGGGAGTATGGGGTCCGGGGAGCCTTACTGAGGGCTG
-CTGGGAGCCCTGTGGGGGGTTCTCCGGGAGTATGGGGTACCGGGCCCTTTGATACTGGCTG
-AGGGGGGCCTTGTGGGGGGTTCTCCGGGAGTATGGGGTACCGGGCCCTTTGATATGGGCTG
-CGTGGCCTCCTGTTGGGGGTGCTCCGGGAGTATGGGGTCCGGGGCCCTCTGTTAAGGGCTG

*k Kk Khk *

TCCAGCACCCTGGCATAACCTTACCGGGGAGGCTGAGGAGTGTGATCCCCCGATAGTTGGAC
TT-CGATCCCTAT-ACAACCGTTGCAAG-AGTTTG----GTTCGCATTGCCGGCAATAA--G
TT-CGATCCCTAT-ACAACCGTTGTAAG-AGTTTG----GTTCGCATTGCTGGCAATAA--G
TT-TGATCCCTAT-ACAACCGTTGCAAG-AGTTTG----GTTCGCATAGCCAGCAATAA--G
TT-CGATCCCTAT-ACAACCGTTGCAAG-AGCTTG----GTTCGCATTGCCGTCAATAA--G
TT-CAGTCCCTGT-ACAACCGCAGTGAG-AGCTTG----GTCGGTATAGCCAGCAATAA--G
TT-CAGTCCTTGT-ACAACCGCAGTGAG-AGCTTG----GTCCGTATAGCCAGTAATAA--G
TC-CGCTCTCTGT-ACAACCGGTGTCAG-AGCTTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-CGCTCTCTGT-ACAACCGGTGTCAG-AGCTTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-AAAACCGAAGCAGG-AGCTTG----GTCTGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ACAACCGAAGCAGG-AGCTTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ACAACCGAAGCAGG-AGCTTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-CGGTCTCTGT-ACG-CCGCAGTAGG-AGCTGT----GTTCGTATCCTCGGCAGTAA---
TC-AGGTCCCTGT-ATGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ACGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ACGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ACGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ACGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ATGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCAGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ACGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCGGCAATAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ACGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCGACAATAA--G
TC-CGGTCTCTGT-ATGACCGGAGTAGG-AGCTTG----GTCCGCATAGCCGGCAATAG--G
TC-CGGTCTCTGT-ATGACCGGAGTAGG-AGCTTG----GTTCGCATAGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTAT-ATGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-AGGTCCCTGT-ACGACCGGTGTCAG-AGTCTG----GTCCGCATTGCCGGCAGTAA--G
TC-CGGTCCCTGT-ATGACCGAAGCAGG-AGCTTG----GTTAGCATTGCCGGCAGTACATG

* kK

CTGGACTC--AT-TCCCGGTGGGTGATGGGCTC--~-~
TCGGACTC--AT-TTCCTGTGGGTGTTGGACTC—-~~
TCGGATTC--GT-TTCCTGTGGGTGTTGGACTC— === === mmm e e m e
TCGAACTC--GT-TCCCAGTGAGGGTTGGACTCCGCCAGGGCTGCCCTTTGTCACCGATTCT
TCGAACTC--GT-TCCCAGTGAGGGTTGGACTCCGCCAGGGCTGCCCTTTGTCACCGATTCT
TCAGACTT--GT-TCCCAGTGCATGTTGGACTC— === === mmmmm e mm e
TCAGACTT--GT-TCCCAGTGCATGTTGGACTC---~-
TCAGACTT--GT-TCCCAGTGCATGTTGGACTC—--~-
-GAGATAC--GT-TCCCGGTGGGTGTTGC-CTC--~-~-
TCGGGCTC--GT-TTCCGGTGAGAGTTGGACTC— === === mmm e m e
TCGGGCTC--GT-TTCCGGTGAGAGTTGGACTC— === === mmmm e mm e
TCGGGCTC--GT-TTCCGGTGAGAGTTGGACTC—--~-
TCGGGCTC--GT-TTCCGGTGAGAGTTGGACTC— === === —mmmm e mm oo
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P.formosaPof3 TCGGGCTC--AT-TTCCGGTGAGAGTTGGACT C—— == —————— o m e e
G.affinisGam2 TCGGGCTC--GT-TTCCGGTGAGAGTTGGACTC----
P.amatesPha4 TCGGGCTC--AT-TTCCGGTGAGAGTTGGACT C——m = ——m——— oo e
P.amatesPha2 TCGGGCTC--GT-TTCCGGTGAGAGTTGGACT C——————m——— o m e
O.latipesOry3 TCAGACCT--GT-TCCCGGTCCACGTTGGACTC----
0. latipesOry6 TCAGACCT--GT-TCCCGGTCCACGTTGGACTC----
H.bimaculataHet6  TCGGGCTC--GT-TTCCGGTGAGAGTTGGACTC----
P.latipinnaPol2 TCGGGCTT--GT-TTCCGGTGAGAGTTGGACTT----
C.carpioCyp3 TTGGACT Cmmmm m o m m o

ex3
-niloticusOre3
-niloticusOre5
_niloticusOrel
-niloticusOre4
_labridensCic4
_labridensCic2
_nigroviridisRex3 G--——————————
_nigroviridisRex3 GTTCATAACTTTT
_luciTsEso2 = = ——————o
_lucisEso4
_luciTsEso3 =  ——————— o
_baikalensisBot4 -—-———————————
_helleriXih2
_.mexicanaPoml
-mexicanaPom2
.formosaPof5
.formosaPof3
_affinisGam2
.amatesPha4
.amatesPha2
-latipesOry3
-latipesOry6
-bimaculataHet6
-latipinnaPol2
.carpioCyp3

OUVIOO0OTVTUO®UUUIUXITmMMMAAO00O0O0O0OO0OOX
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ANEXO VI: Alinhamento da seqiiéncia Rex6 de C. kelberi com as das demais espécies de peixes
da tabela 13, incluindo-se os gaps.

Rex6

A XXOOO U U UOOIIITUVTUUTOOOON

-labridensCla2
-niloticTsOni2
-nloticusOnil
-niloticusOni3
_labridensClal
.formosaPfo2_
_formosaPho4
_formosaPho6
_bimaculataHbi6
_bimaculataHbi2
_bimaculataHbi4
_affinsGaf2
_affinisGaf3
.gracilisPgr3
.grac
.gracilisPgrl
_latipesOla5
_latipesOla3
_latipesOlal
-maculatusXma5
-maculatusXma2
-rubripesdmd

sPgr2

Rex6

AXXOO0OOTUVUUUOOIIIUUTUTOOOOO

_labridensCla2
_niloticTsOni2
-nloticusOnil
-niloticusOni3
-labridensClal
.formosaPfo2_
_formosaPho4
.formosaPho6

CATTGTGCCGATGCTGGAAGGTCCCCAGATCAAT —-—-GGATACGCCCCCAAAAGTG-TTGAG
————————————— CTGGAAGT-CCCGAGGTCAAAATGGGACACGCCCCCAAGGGTGGTTGAG
————————————— CTGGAAGT-CCTGAGGTCAAAATGGGAGACGCCCCCAAGGGTGGTGGAG
————————————— CTGGAAGT-TCCGAGGTCAAAATGGGAGACGCCCCCAAGGGTGGTGGAG
---CTGGAAG--CCCAAGATCAAAGTGGGACACGCCCACAGGGGTGATGGAG
—---CTAGAAGT-CCTGAGGTCAAAATGGGATTTGCCCCCACGGGTGGT -—-~—
————————————— CTGGAAAC-CCCGAGGTCAAAATGGGGGACACCCCCAAAGGTGGTGGAG
————————————— CTGGAAGC-CCCGAGGTCAAAATGGGGGACACCCCCAAAGGTGGTGGAG
---CTGGAAGC-CCCGAGGTCAAAATGGGGGACACCCCCAAAGGTGGTGGAG

_bimaculataHbi6
_bimaculataHbi2
_bimaculataHbi4

---CTGGAAGC-CCCGAGATCGAAGTGGGGAACACCCCCAAAGGTGGTGGAG
---CTGGAAGC-CCCGAGATCGAAGTGGGGAACACCCCCAAAGGTGGTGGAG
---CTGGAAGC-CCCGAGATCGAAGTGGGGAACACCCCCAAAGGTGGCGGAG

.affinsGaf2
.affinisGaf3
.grac
.gracilisPgr2
-gracilisPgrl
_latipesOla5
_latipesOla3
_latipesOlal
-maculatusXmab
-maculatusXma2
-rubripesdmd

isPgr3

Rex6

OOO UVUUUOGOIIITUVTUTUOOOOO

-labridensCla2
-niloticusOni2
-nloticTsOnil
-niloticusOni3
-labridensClal
-formosaPfo2_
- formosaPho4
. formosaPho6

---CTGGAACC-CCCAAGATCAAAGTGGGAAACACCCCCGAAGGTAGTGGAG
————————————— CTGGAAAC-CCCGAGATCAAAGTGGGAAACACCCCCAAAGGTGGTGGAG
————————————— CTGGAAAC-CCCGAGATCAAAGTGGGAAACACCCCCAAAGGTGGTGGAG
---CTGGAAAC-CCCGAGATCAAAGTGGGAAACACCCCCAAAGGTGGTGGAG
---CTGGAAAC-CCCGAGATCAAAGTGGGAAACACCCCCAAAGGTGGTGGAG
---CTGGAAAC-CCCAAGGTCAAAATGGGACACACCTCCAAAGGTGGTAGAG
---CTG-AAAC-CCCAAGGTCAAAATGGGAAACACCTCCGAAGGTGGTAGAG
--CCTG-AAAC-CCCAAGGTCAAAATGGGAAACACCTCCGAAGGTGGTAGAG
————————————— CTGGAAAC-CCCGGGATCAAAGTGGGAAACACCCCCAAAGGTGGCGGAG
————————————— CTGGAAAC-CCTGAGATCAAAGTGGGAAACACCCCCAAAGGTGGCGGAG

AACTACAGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATACAGACAGACAAACTTGTGGTGGCTAA
AATAACCAAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATATAGACGCACAAAATGGTGGTGGCTAA
AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATACAGACAGACAAAATGCTGGTGGCTAA
AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATACAGACGGACAAAATGGTGGTGGCTAA
AATGACTGAGCTAAGACCCTGAGGGTCTTC-AGATACAGATGGACAAACTGGTGATGGCTAA
AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAAGATGGTAATGGCGAA
AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAAGGTGGTAATGGCGAA
AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAAGATGGTAATGGCGAA

-bimaculataHbi6 AATGGCCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAAAATGGTAATGGCGAA
-bimaculataHbi2 AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAAAATGGTAATGGCGAA
-bimaculataHbi4 AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAAAATTGTAATGGCGAA

.affinsGaf2
.affinisGaf3
.gracilisPgr3
.gracilisPgr2
.gracilisPgrl
_latipesOla5
_latipesOla3
_latipesOlal

AATGACCGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAAAATGGTGAGGGCGAA
AATGCCAGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAAATCCAGACAGACAGAATGGTAATGGCAAA
AATGCCAGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAGAATGGTAATGGCGAA
AATGCCAGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAGAATGGTAATGGCGAA
AATGCCAGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAGAATGGTAATGGCGAA
AATGAGAGGGCAAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATTCAGACTGATAGGATTGTAATGGCAAA
AATGAGAGGGCAAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACTGATAGAATGGTAATGGCAAA
AATGAGAGGGCAAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACTGATAGGATGGTAATGGAGAA
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X.maculatusXma5
X.maculatusXma2
T.rubripesdmd

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nioticusOnil
O.niloticTsOni3
C.labridensClal
P_.formosaPfo2_
P_.formosaPho4
P_.formosaPho6
H.bimaculataHbi6
H.bimaculataHbi?2
H.bimaculataHbi4
G.affinsGaf2
G.affinisGaf3
P_.gracilisPgr3
P_gracilisPgr2
P_gracilisPgri
O.latipesOla5
O.latipesOla3
O.latipesOlal
X.maculatTsXma5
X.maculatTsXma2
T.rubripesdmd

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal
P.formosaPfo2_
P.formosaPho4

P .formosaPho6
H.bimaculataHbi6
H.bimaculataHbi?2
H.bimaculataHbi4
G.affinsGaf2
G.affinisGaf3
P.gracilisPgr3
P.gracilisPgr2
P.gracilisPgri
O.latipesOla5
O.latipesOla3
O.latipesOlal
X.maculatusXma5
X.maculatusXma2
T.rubripesdmd

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal
P_.formosaPfo2_
P.formosaPho4

P .formosaPho6
H.bimaculataHbi6
H.bimaculataHbi?2
H.bimaculataHbi4
G.affinsGaf2

AACGCCAGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAAAATGGTAATGGCGAA
AACGCCAGAGCTAAGATCCTGTGGGACTTCCAGATCCAGACAGACAAAATGGTAATGGCGAA
——————————————————— CATGG————TCCAGATCCAGACTGACAAGATGATGGTCGCCAA

*h Kk Kk kkok

190 200 210 220 230 240 2
CCAACCGGACATCGTAGTGGTGGACAAACAAGGGAAGACAGTCGTAG-———=—--— TGATAG
CCAACCGGACATCGTAGTGGTGGACAAACAAAGGAAGAAAGTCGTGG - —————=-= TGATAG
CCAACCGGACATAGTGGTGGAAGAGAAACAGAAGAAGATGGCTGTAG-———=—--= TGATAG
CCAACCGGACATAGTGGTGGTAGACAAACAGAAGAAGACGGCCGTAG-—————--— TGATCG
CCAACCAGACAT ————=———- AGACAAATAGAAGAAGACGTCTGTAG-——-—--—— TGTTAG
CCAACCGGACATC--CGTAGTG-——=======———————— TCCGTAG----—-——- TGATAG
CCAACCGGACATTGTGGTGGTGGATAAAGAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCGGACATTGTGGTGGTGGATAAAGAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCGGACATTGTGGTGGTGGATAAAGAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCGGACATTGTGGTGGTGGATAAAGAACAGAGGGAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCGGACATTGTGGTGGTGGATAAAGAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCGGACATTGTGGTGGTGGATAAAGAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCAGACATAGTCGTGGTGGATAAACAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCAGACATTGTCGTAGTGGACAAACAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTAG
CCAACCAGACATTGTCGTAGTGGACAAACAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTAG
CCAACCAGACATTGTCGTAGTGGACAAACAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTAG
CCAACCAGACATTGTCGTAGTGGACAAACAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTAG
CCAACCAGACATTGTTGTGGTGGATAAAGAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCAGACATTGTAGTGGTGGATAAAGAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCAGACATTGTAGTGGTGGATAAAGAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGGTGG
CCAACCAGACATTGTCGTAGTGGATAAACAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGATAG
CCAACCAGACATTGTCGTAGTGGATAAACAACAGAGGAAAGCCGTTG-———————= TGATAG
CCAGCCTGACATAGTGGTGGTGAATAAACACCGGAAGATATATGTAGCAACACCGGTGATAT
*hk Kk Khkkkk *k K EE

ACGTTGCGATACCAAGTGACGGCAACATCAGGAAGAAGGAACATGAGAAGCTTGATAAATAC
ACATTGCAATACCAAGTGACAGGAACATCAAGAAGAAGGAACACGAGAAGCTTGACAAATAC
ATGTAGCAGTTCCGAATGACAGCAACAT -AGAAAGAAGGAACACGAGAAGCTGGAGAAATAC
ATGTAGCGGTTCCGAATGACAGCAATATCAGGAAGAAGGAACACGAGAAGCTGGAGAAATGC
ATGTAGC-GTTCCAAATGACAGCAACATCAGGAAGAAGGAACATGAGAAGCTTGAAAAATAC
ACGTAGCAATACCAAGCGAAAGTAACATCAAGACGAAGGAACACGAGAAGCTG - ————-—= C
ATGTAGCAATACCAAGTGACCACAACATCAGGAAAAAGGAGCATGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGTGACCACAACATCAGGAAAAAGGAGCATGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGTGACCACAACATCAGGAAAAAGGAGCATGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGTGACCACAACATCAGGAAAAAGGAGCATGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGTGACCACAACATCAGGACAAAGGAGCATGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGTGACCACAACATCAGGAAAAAGGAGCATGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTGGCAATACCAAGTGACTGCAACATCAGGAAAAAGGAGCATGAAAAACTAGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGCGATTGCAACATCAGGAAAAAGGAGCACGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGCGATTTCAACATCAGGAAAAAGGAGCACGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGTGATTGCAACATCAGGAAAAAGGAGCACGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGCGATTGCAACATCAGGAAAAAGGAGCACGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTGGCAGTGCCAAGCGATGGAAACATCAGGAAGAAGGAACATGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTGGCAGTGCCAAGCGATGGAAACATCAGGAAGAAGGAACATGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTGGCAGTACCAAGCGATGGGAACATCAGGAAAAAGGAACAGGAGAAACTGGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGCGACTGCAACATCAGGAAAAAGGAGCACGAGAAACTAGAGAAATAC
ATGTAGCAATACCAAGCGACTGCAACATCAGGAAAAAGGAGCACGAGAAACTAGAGAAATAC
ATGTAGCAATCCCGAGTGATAGCAACATCAGGAAGAAGGAACACGAGAAGCTGGAGAAGTAC

* Kk Kk Kk Kk KKk *hk Kk ok Kk Akkkk kkhk kk Ak Kk

CAAGGGCTCAGAGAAGAACTGGAAAGGATGTGGAAAATGAAGGTGACAGTGGTCCCCGTGGT
CTAGGGCTCAGAGAGCAGCTGGAAAGGATGTGGAAGATGAAGGCAACAGTGGTCCCCGTGGT
CAAGGGCTCAGAGAAGAGCTCGAGAGGACGTGGAGGGTGAAGGTAACGGTGGTCCCCGTGGT
CAAGGGCTCAGAGAAGAGCTCGAGAGGATGTGGAGGGTGAAGGTAACCGTGGTCCCCGTGGT
CAAGGGCTCAGAGAAGAGCTTGAGAAGATGTGGAGGGTGAAGGTGACGGTGGTCCCAGTGGT
CAAGGGCTGAGAGAAGAGCTAGAGAGGATGTGAAAGGTGAAGGCAACAGTGGTCCCCGTGGT
CAGGGCCTCAGAGAGGAACTGGAGAAGGCCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTCAGAGAGGAACTGGAGAAGGCCTGGATGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTCAGAGAGGAACTGGAGAAGGCCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTCAGAGAGGAACTGGAAAAGACCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTCAGAGAGGAACTGGAAAAGACCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTCAGAGAGGAACTGGAAAAGACCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTAAGGGAGGAACTGGAGAGGGCCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
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G.affinisGaf3
P.gracilisPgr3
P.gracilisPgr2
P.gracilisPgril
O.latipesOla5
O.latipesOla3
O.latipesOlal
X.maculatusXma5
X.maculatusXma2
T.rubripesdmd

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal
P_.formosaPfo2_
P_formosaPho4
P_formosaPho6
H.bimaculataHbi6
H.bimaculataHbi?2
H.bimaculataHbi4
G.affinsGaf2
G.affinisGaf3
P_.gracilisPgr3
P_gracilisPgr2
P_gracilisPgrl
O0.latipesOla5
O.latipesOla3
O.latipesOlal
X.maculatusXmab
X.maculatusXma2
T.rubripesdmd

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal
P.formosaPfo2_

P .formosaPho4

P .formosaPho6
H.bimaculataHbi6
H.bimaculataHbi?2
H.bimaculataHbi4
G.affinsGaf2
G.affinisGaf3
P.gracilisPgr3
P.gracilisPgr2
P.gracilisPgril
O.latipesOla5
O.latipesOla3
O.latipesOlal
X.maculatTsXma5
X.maculatTsXma2
T.rubripesdmd

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal
P.formosaPfo2_
P.formosaPho4

P .formosaPho6
H.bimaculataHbi6

CAGGGCCTTAGGGAGGAACTGGAGAGGGCCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTTAGGGAGGAACTGGAGAGGGCCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTTAGGGAGGAACTGGAGAGGGCCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTTAGGGAGGAACTGGAGAGGGCCTGGAAAGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGACTCAGAGAAGAACTGGAGAAAGCATGGAAAGTGAAGGTGACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGACTCAGAGAAGAACTGGAGAAAGCCTGGAAAGTGAAGGTGACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGGCTCAGAGAAGAACTGGAGAAAGCATGGAAAGTGAAGGTGACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTCAGGGAGGAACTGGAGAGGGCCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT
CAGGGCCTCAGGGAGGAACTGGAGAGGGCCTGGAAGGTGAAGACCACAGTGGTGCCTGTGGT

CAAGGGCTGA-—=====-~ TGGAGAGGATGTGGGGGATGAAGGCAACAGTGGTCCCAGTGGT
* *k Kk K * *k X Fhkkk R o s
380 390 400 410 420 430
AATTGGAACACTCGGGGCAGTGACCCCCAA-———————— GTGGCTACAGCAGATTCCTGGAA

AATCGGAACACTCGGGGCAGTGACCCCCAAGTTGGGAGAGTGGCTCCAGCAGATTCCTGGAA
AATCGGAGCACTAGGTGCGGTGACTCCCAAGCTAGGCGAGTGGCTCCAGCAGATCCCGGGAA
AATCGGAGCACTAGGTGCAGTGACCTCCAAGCTAATCAAGTGGCTCCAGCAGATCCCAGGAT
AATCAGAACACTAGGTGTGTTGACTCCCAAGCTAGACGAGTGGCTCCAGCAGATCCCAGGAA
AATCGGAACCCTCGAGGCAATGACCCCCAAACTAGAACAGTGGTTCCAGGAGATTCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAGCAGTGGCTCAAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAGCAGTGGCTCAAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAGCAGTGGCTCAAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAGCAGTGGCTCAAACAGATCCCAGGAA
CATCGAGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAGCAGTGGCTCAAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAGCAGTGGCTCAAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGACCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAACACTGGCTACAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAGCAGTGGCTACAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAGCAGTGGCTACAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGATCAATGGCTACAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGAGCAGTGGCTACAACAGATCCCAGGAA
AATTGGAGCACTCGGGGCAGTAACCCCCAAGCTGGAGGAGTGGCTACAACAGATACCTGGAA
AATTGGGGCACTTGGGGCAGTAACCCCCAAGCTGGAGGAGTGGCTACAACAGATACCTGGAA
AATTGGAGCACTCGTGGCAGTAACCCCCAAGCTGGAGGAGTGGCTACAACAGATACCTGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGACCAATGGCTACAACAGATCCCAGGAA
CATCGGGGCCCTCGGGGCAGTCACCCCCAAACTGGACCAATGGCTACAACAGATCCCAGGAA
GATCGGGACACTAGGGGCAGTAACAGGCAC CTGAGAAGATGGCTCCAACAGATACCAGGAA

* Kk kK * KKk *kxk Kx * kkkk Kk hhk

TAACATCTGAGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAATACTGGGAACAGCTAAGATACTGTGCAGG
CAACATCCGAGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAATACTGGGAACAGCTAAGATACTGCGCAGG
CGACATCGGAGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAGTCCTGGGAACAGCTAAGATACTGCGCAGG
CAACATCCGAGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAGTCCTAGGAACAGTTAAGATACTTGGCAGG
CAACATTGGAGATCTCTGTCCAGAAGAGTGCAGTCCTGGGAAAAGCTAAGATACTGCGCAGG
CGACATCCGAGATCTCTGTCCAGAAGAGCGCAGTCCTAGGAACGGCTAAGATACTGTGCAGG
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTTCTAGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGA
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTTCTAGGCACAGCCAAGATACTGAGGAGA
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTTCTAGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGA
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTTCTAGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGA
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTTTTAGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGA
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATATGCAGTTCTAGGCACAGCCAAGATACTGTGCAGA
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTCCTAGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGA
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTCCTTGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGG
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTCCTTGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGG
CAACATCAGACATCTCAGTCCGGAAATGTGCAGTCCTTGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGG
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTCCTTGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGG
AGACCTCAGACCTCTCAGTCCAGAAGAGCGCAGTGCTAGGAACAGCTAAGATACTGCGCAGA
AAACCTCAGACCTCTCAGTCCAGAAAAGCGCAGTGCTAGGAACAGCTAA-ATACTGTGCAGG
AGACCTCAGACCTCTCAGTCCAGAAAAGCGCAGTGCTAGGAACAGCTAAGATACT--GCAGG
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTCCTTGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGA
CAACATCAGACATCTCAGTCCAGAAATGTGCAGTCCTTGGCACAGCCAAGATACTGCGCAGA
CCACACCAGAGATCT——GTCCAGAAGAGCGCAGTCCTAGGAACAGCTAAGATCCTGCGCAGA

I *hkhk Kh Kk Kkk Kk Kk Kkkhk kk khk K KAk

ACCCTCAAGCTCCCAGGCCTCTGGTAGAGGACCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCA
ACCCTCAAGCT === == == e e e e o
ACCCTCAAGC----
ACCCTCAAGCT---
ACCCTCAAGCT---
ACCCTCAAGCT---
ACCCTCAAGCT === —— == — m e e e e e
ACCCTCAAGCT === == == e e e e
ACCCTCAAGCT---
ACCCTCAAGCT === === e e e e e e
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H.bimaculataHbi2 ACCCTCAAGCT —————————————————————————————————————————__________

H.bimaculataHbi4 ACCCTCAAGCT---

G.affinsGaf2
G.affinisGaf3
P.gracilisPgr3
P.gracilisPgr2
P.gracilisPgri
O.latipesOla5
O.latipesOla3
O.latipesOlal
X.maculatusXma5
X.maculatusXma2
T.rubripesdmd

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal
P_formosaPfo2_
P_.formosaPho4

P _.formosaPho6

H.bimaculataHbi6
H.bimaculataHbi?2
H.bimaculataHbi4

G.affinsGaf2
G.affinisGaf3
P_gracilisPgr3
P.gracilisPgr2
P_gracilisPgrl
O0.latipesOla5
O.latipesOla3
O.latipesOlal
X.maculatTsXma5
X.maculatTsXma2
T.rubripesdmd

Rex6
C.labridensCla2
O.niloticusOni2
O.nloticusOnil
O.niloticusOni3
C.labridensClal
P.formosaPfo2_
P.formosaPho4

P .formosaPho6

H.bimaculataHbi6
H.bimaculataHbi?2
H.bimaculataHbi4

G.affinsGaf2
G.affinisGaf3
P.gracilisPgr3
P.gracilisPgr2
P.gracilisPgri
O.latipesOla5
O.latipesOla3
O.latipesOlal
X.maculatusXma5
X.maculatusXma2
T.rubripesdmd

ACCCTCAAGCT === == == — e e e e
ACCCTCAAGCT - ———— === e e e e
GCCCTCAAGCT — == === = e e
ACCCTCAGACTCCCAGGCCTCTGGTAGAGGACCCGAGTCTGAAGGAAGGAGG ——————————

Kkkkk Kk

60 570 580 590 600 610 620

I el Bl Dt Sond Il I vt I bt St
GGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTC
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