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RESUMO

Em eucariotos os introns de mRNAs codificantes de proteina sdo retirados e os éxons
sdo mantidos junto ao transcrito primario pela maquinaria do spliceossomo. Este consiste em
um grande complexo RNA-proteina que contém mais de 200 proteinas e cinco tipos de RNAs
ndo codificantes, metabolicamente estaveis, conhecidos como snRNAs U, que incluem Ul,
U2, U4, U5 e U6. Os genes snRNA U estdo presentes em multiplas copias dispersas no
genoma de diversos eucariotos e parecem apresentar comportamento semelhante aqueles dos
elementos moveis exibindo pouca conservagdo sinténica. No presente trabalho pretendia-se
estudar a organizacdo genOmica e a localizagdo cromossomica do gene snRNA Ul em
espécies de peixes do género Leporinus, que ¢ um grupo de peixes que se configura como um
modelo interessante para estudo de DNAs repetitivos e evolucdo gendmica em peixes. Porém,
apos diversas tentativas ndo foi possivel amplificar este gene e entdo optou-se por estudar o
gene snRNA U2. O DNA gendmico de diferentes espécies de Leporinus e de Schizodon
(grupo proximo evolutivamente) foi amplificado utilizando primers especificos para o gene,
por meio da técnica de PCR e os produtos obtidos enviados para o sequenciamento. O
tamanho encontrado para essa sequéncia correspondeu a aproximadamente 200 pb, valor esse
ja encontrado para outras espécies. As sequéncias foram analisadas e resultados ndo concisos
das sequencias obtidas ndo permitiram andlises subsequentes. A localizagcdo cromossomica do
gene foi realizada por meio da técnica de hibridacdo in sifu e as marcacdes foram
evidenciadas em um par cromossomico submetacéntrico de tamanho médio em todas as
espécies. A localizagcdo destas sequéncias ndo mostrou relagdo com cromossomos sexuais,
presentes em algumas das espécies analisadas, mas demonstrou forte evidéncia de

conservagdo do gene entre as diferentes espécies estudadas.

Palavras-chave: citogendtica, cromossomos sexuais, evolugdo, spliceossomo,

snRNA, Leporinus.
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1. INTRODUCAO

1.1. DNA repetitivo

O genoma de eucariotos ¢ composto por uma variedade de sequéncias simples,
DNAs de copia unica ou com poucas cdpias que constituem a maior parte dos genes
funcionais, e de sequéncias repetitivas, caracterizadas por ndo serem codificantes, embora
algumas sequéncias moderadamente repetitivas também contenham genes (LONG; DAVID,
1980). A grande diversidade de genomas encontrada em eucariotos ¢ resultado,
principalmente, das diferengas na quantidade dessas sequéncias repetitivas (CAVALIER-
SMITH, 1985; BRENNER et al., 1993).

Os DNAs repetitivos correspondem a sequéncias individuais que se repetem
inimeras vezes e, por esse motivo, acabam constituindo grandes fragdes do genoma
eucarioto, podendo constituir cerca de 90% do genoma do tabaco e de 50% do genoma
humano (LANDER et al., 2001).

Essas sequéncias, por ndo apresentarem fungdes evidentes e ndo transcreverem
produtos codificantes, ja foram denominadas como “DNA lixo” (NOWAK, 1994) e “DNA
egoista”, uma vez que sua Unica fun¢ao seria a perpetuacdo delas mesmas. Porém, conforme o
desenrolar de varias pesquisas nessa area que acabaram por descobrir diversas fungdes dessas
regides, a ideia de “DNA lixo” comegou a mudar. O envolvimento no processo de replicacdo
do DNA (LI et al., 2001), recombinagdo (BIET et al., 1999), expressdo génica (LIU et al.,
2001) e diferenciacdo de cromossomos sexuais (PARISE-MALTEMPI et al., 2007; CIOFFI;
BERTOLLO; CAMACHO, 2010) sdo alguns dos processos que essas sequéncias repetitivas
participam, além de estarem presentes nos centromeros e telomeros desempenhando papel
essencial na manuten¢@o e propagacdo do material genético nuclear (MARTINS, 2007).

Dentre as sequéncias repetitivas ndo codificadoras estdo: os DNAs repetitivos
arranjados em tandem, compostos pelos DNAs satélites, as sequéncias minissatélites e
microssatélites; e as sequéncias dispersas no genoma, compostas por transposons e
retrotransposons (CHARLESWORTH; SNLEGOWSKI; STEPHAN, 1994; KIDWELL,
2002).

DNAs satélites sdo sequéncias altamente repetitivas, organizadas em fandem e
estdo geralmente presentes em grandes clusters nas regides heterocroméaticas do cromossomos
(CHARLESWORTH; SNLEGOWSKI; STEPHAN, 1994; MARTINS, 2007). Podem variar

de 1.000 a mais de 100.000 cdpias de uma unidade repetitiva, usualmente contendo de 100 a
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300 pb, os quais ocorrem em poucos loci do genoma e possuem menor variagdo
interpopulacional quando comparadas a micro e minissatélites (JABS et al, 1989;
WEVRICK; WILLARD, 1989).

Os minissatélites sdo arranjados em fandem, com regides repetitivas de 10 a 100
pb dispersas em todo o genoma, se concentrando em regides proximas as telomeros. J4 os
microssatélites consistem em sequéncias de 2 a 4 pb, também organizadas em tandem. Por
ambos apresentarem grande dindmica evolutiva, essas sequéncias geram um alto grau de
polimorfismo, associado a grande quantidade de mutagdes, as quais ocorrem com frequéncia
maior que as taxas normais (JEFFREYS et al., 1994; DI RIENZO et al., 1994).

Os elementos de transposi¢cdo, também chamados de “jumping genes”, por serem
capazes de mudar de posi¢cdo dentro do genoma, podem alterar fungdes de genes associados
(KAZAZIAN; MORAN, 1998; BIEMONT; VIEIRA, 2006; FERREIRA, 2011). Esse grupo
pode ser dividido em duas classes principais: os transposons, que se mobilizam de maneira
ndo replicativa, de um Jocus a outro, como uma molécula de DNA; e os retrotransposons que
se deslocam de maneira replicativa via RNA intermedidrio (CHARLESWORTH;
SNLEGOWSKI; STEPHAN, 1994; VOLFF; KORTING; SCHARTL, 2000; BOHNE et al.,
2008), havendo a cada ciclo de transposi¢do, um aumento no nimero de copias no genoma do
hospedeiro (KIDWELL; LISCH, 2002).

Os retrotransposons, por sua vez, também podem ser divididos em dois grupos: os
LTR (long terminal repeat), retrotransposons ou LINEs (long interspersed elements) e os non-
LTR transposons ou SINEs (short interspersed elements). Os LINEs, apresentam longas
repeti¢des terminais em suas cadeias, podendo ser maiores que 7.000 pb, o que os diferencia
dos SINEs, que nio apresentam as cadeias terminais e variam em tamanho de 90 a 400 pb
(DEININGER et al., 1992; VOLFF et al., 2001; BIEMONT; VIEIRA, 2006).

Existem também sequéncias de DNAs repetitivos que sdo codificadoras e
compreendem as familias multigénicas. Essas indicam um grupo de genes com consideravel
similaridade estrutural e funcional, quanto ao nlimero e organizagdo dos pares de bases, sendo
descendentes de um gene ancestral comum (NEI; ROONEY, 2005; FARAH, 2007). Esses
genes podem manifestar diferentes fungdes, como exemplo temos os genes codificadores de
proteinas histonicas, os genes RNAs ribossomais e os genes snRNA U (small nuclear RNAs)

(CABRAL-DE-MELLO, 2011; CABRAL-DE-MELLO et al., 2012).
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1.2. Small nuclear RNA U (snRNA U)

RNAs ndo codificantes (ncRNAs) funcionam como adaptadores que seguram e
posicionam a molécula-alvo de RNA para a atividade enzimatica catalisada por proteinas
associadas (MATERA et al., 2007). A atividade desses ncRNAs ocorre pelo pareamento de
bases e usualmente envolvem vdrias outras proteinas que s@o as unidades funcionais das
ribonucleoproteinas nio codificantes (ncRNPs) (HUTTENHOFER; SCHATTNER, 2006)

Os snRNAs representam um pequeno grupo de ncRNAs ndo poliadenilados
encontrados no nucleoplasma e podem ser divididos em duas classes baseadas na sequéncia
comum entre eles e nos cofatores proteicos. A classe Sm RNA ¢ caracterizada pela presenca
de um “cap” trimetilguanosina na extremidade 5°, um “stem-loop” na extremidade 3" ¢ um
sitio de ligagdo para um grupo de sete proteinas Sm (Sm site) que forma uma estrutura
heteroheptamérica em anel. Essa classe é composta pelos snRNAs: Ul, U2, U4, Udatac, US,
U7, Ul1 e UlI2. A outra classe, Lsm, composta por U6 e Ubatac snRNAs, apresenta um “cap”
monometilfosfato e um “stem-loop” 3°, terminando numa extensdo de uridinas que formam o
sitio de ligacdo (Lsm site) do anel heteroheptamérico formado por proteinas Lsm (MATERA
et al., 2007, VALADKHAN, 2005; WILL; LUHRMANN, 2006; NILSEN, 2003).

Essas moléculas estdo envolvidas em vérias fungdes incluindo o splicing de pré-
mRNAs, a formagdo da extremidade 3" do mRNA de histonas, o processamento de tRNAs, a
maturacdo de rRNAs e a sintese de DNA telomérico (SERAPHIN; ROSBASH, 1989;
MATTAI et al., 1993).

O processo de splicing ocorre em eucariotos € consiste na excisdo dos introns da
molécula precursora de RNA mensageiro (pré-mRNA) e jun¢do dos éxons, formando assim, o
mRNA ativo. A mediacdo desse processo € dada por um grande complexo ribonucleoproteico,
o spliceossomo, formado pela interacdo de mais de 300 proteinas e 5 tipos de RNA
metabolicamente estaveis: Ul, U2, U4, U5 e U6 (MATERA et al., 2007; NILSEN, 2003;
VALADKHAN, 2005; LIU; GALL, 2007).

Cada molécula de snRNA U ¢ complexada com pelo menos sete subunidades
proteicas, para formar uma snRNP (small nuclear ribonucleoprotein) — o cerne do
spliceossomo (ALBERTS et al., 2005).

A primeira molécula a se ligar no pré-mRNA ¢ o Ul RNP na extremidade 5, na
qual hd a junc¢do éxon-intron, e essa ligacdo se dd pelo pareamento de bases (ZHANG;
ROSBASH, 1999). Essa extremidade 5° ¢ altamente conservada e, quando ocorre

polimorfismos nos introns e nas jungdes intron-éxon, pode ocorrer uma completa ou parcial
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inibicdo da expressdo do gene, bem como a geragdo de diferentes sequéncias no mRNA
(MARTINEZ et al., 2004). Dessa maneira, pode-se perceber a importancia da conservagdo da
estrutura dos snRNAs e a necessaria especificidade desses, assim como das proteinas, para
que se tenha uma afinidade de ligacdo RNA-proteina adequada. Quando essas alteragdes
ocorrem fora das 4reas funcionalmente criticas, os efeitos na formagdo do spliceossomo e no
splicing sdo sutis (SIERRA-MONTES et al., 2002).

Subsequentemente a formagdo do spliceossomo e do pareamento Ul snRNP-pré-
mRNA ocorre a ligacdo, por meio do pareamento de bases, entre 0 U2 snRNP e o branch-
point (ponto de ramifica¢do) A (devido a presenga de adenosina; ou BP) do intron, formando
uma hélice entre 0 U2 snRNP com a sequéncia consenso do intron (PARKER et al., 1987;
SIERRA-MONTES; ROSBASH, 1989; SASHITAL, 2007).

Burke e colaboradores (2012) descobriram que essa ligacdo ao BP ocorre por um
complexo U2/U6 snRNP, que também se liga ao splice site 5°, e discutem sobre esse ser o
primeiro passo do splicing. Essa associacdo ao pré-mRNA ocorre apenas em condigdes ativas
de splicing, o que sugere que algum outro fator deve se ligar no pré-mRNA ou ao U2 snRNP.
Esse fator pode ser componente do Splice site 3°, ja que a sele¢do do BP do intron parece ser
altamente determinada pela sua proximidade ao Splice site 3° (MANIATIS; REED, 1985;
RUSKIN et al., 1985; BLACK et al., 1985).

O duplex U2-intron serve para posicionar o BP para seu papel como “nucleofilo”
durante o primeiro passo catalitico e, o complexo U2-U6 justapde a hélice do BP com o splice
site 5, sendo, portanto, responsavel pela catalise, por meio de duas reagdes de
transesterificacdo (VALADKHAN; MANLEY, 2001, 2003; PADGETT et al., 1984). Esse
complexo ¢ formado por quatro hélices, sendo uma intramolecular (U6:U6), outras trés
intermoleculares entre U6 e o splice site 5° (U6:5’SS), U2 e o BP (U2:BP), e U2 e U6
(U2:U6) (VILLA et al., 2002).

Andlises das sequéncias dos genes snRNA U2 e U6 mostraram a alta conservagao
das mesmas, especialmente das sequéncias ACAGAG e AGC de U6 (VILLA et al., 2002).
Essa alta conservacdo pode ser reflexo da participagdo de ambos na formac¢do do complexo
U2-U6 que corresponde ao coro catalitico do spliceossomo (MADHANI; GUTHRIE, 1992).

Os snRNAs Ul e U2 apresentam vdrias regides de complementaridade (e.g.
nucleotideos 11 a 20 do Ul com nucletotideos 5 a 14 de U2; a sequéncia de 65 a 72 em Ul
com a sequéncia de 30 a 37 em U2), permitindo a possibilidade de uma interagdo desses

snRNPs por meio do pareamento de bases. Uma interagdo Ul-U2 conjuntamente com a
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interacdo de U2 com o BP pode explicar como o splice site 5" ¢ o BP se unem antes da
formac@o do “lariat” (al¢a formada pelo intron recém-clivado) (BLACK et al., 1985).

Os snRNAs U nem sempre apresentam as mesmas formas, podendo variar
dependendo da expressdo génica durante o desenvolvimento do organismo ou do tecido o
qual essas sequéncias se localizam. Como exemplo, formas fetais e adultas de snRNA Ul
foram encontradas em camundongo (LUND et al., 1985; CHENG et al., 1997) e em Xenopus
laevis e Drosophila melanogaster foram encontradas variantes de snRNA Ul em estagios
embrionarios e adultos (FORBES et al., 1984; LO; MOUNT, 1990). Sierra-Montes ¢
colaboradores (2002) estudaram essas variantes do gene Ul e afirmaram que isto pode estar
relacionado com uma capacidade diferenciada de ligagdo ao pré-mRNA e/ou splicing
alternativo e diferengas nos snRNPs, bem como supressdo de variantes de mutacio.

A formagdo do spliceossomo pode ser caracterizada pela reunido ordenada dos
snRNPs com o pré-mRNA (KONARSKA; SHARP, 1986; PIKIELNY et al., 1986;
MANIATIS; REED, 1985) e esse complexo foi hipotetizado como sendo uma ribozima
(COLLINS; GUTHRIE, 2000, BUTCHER, 2009) basecado em similaridades mecanicistas ¢
estruturais com o grupo II de self-splicing introns (GORDON et al., 2000; KEATING, et al.,
2010) e pela observagdo que os complexos U2/U6, sem proteinas, derivados de sequéncias
humanas tem uma atividade -catalitica residual relacionada com splicing in vitro
(VALADKHAN; MANLEY, 2001, 2003; VALADKHAN et al., 2009).

Um importante fator para avaliar o spliceossomo como uma ribozima ¢ o papel
desempenhado pelos ions metdlicos nessas moléculas (VILLA et al., 2002). J& se sabe que
cations divalentes sdo cruciais para o processamento do RNA (e.g., pela neutralizacdo das
cargas negativas localizadas proximas as hélices de RNA) e, Gordon et al. (2000) provaram
que ions metalicos conferem estabilidade aos “leaving groups” durante passos do splicing. O
fon Mg ** tem fungdo catalitica no spliceossomo, sendo co-fator de algumas enzimas, fazendo
com que essas operem como metaloenzimas (VALADKHAN; MANLEY, 2001).

Os genes snRNA U constituem um grupo classe II de genes conservados
evolutivamente (BARZOTTI et al., 2003) e ja foram citogeneticamente mapeados em uma
variedade de eucariotos, incluindo humanos (LINDGREN et al., 1985; LUND et al., 1983),
camundongos (LUND; NESBITT, 1988), quatro espécies de peixes da familia Batrachoididae
(UBEDA-MANZANARO et al., 2010), dois da familia Moronidaec (MERLO et al. 2010),
além de Solea senegalensis (MANCHADO et al., 2006) e Oreochromis niloticus (CABRAL-
DE-MELLO et al., 2012), dois crustaceos isopodes (BARZOTTI et al., 2003), bicho-da-seda
(PEREIRA-SIMON et al., 2004) e algumas espécies de gafanhotos (PALACIOS-GIMENEZ
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etal., 2013; BUENO et al., 2013). Esses genes apresentam, usualmente, menos de 300
nucleotideos (LIU; GALL, 2007) e podem estar dispersos pelo genoma em multiplas copias
ou, como alguns pesquisadores ja constataram, também se podem se encontrar distribuidos
em repeticdes em fandem (MARZLUFF et al.,, 1983; MATTAJ; ZELLER, 1983; VAN
ARSDELL; WEINER, 1984; WATANABE-NAGASU et al., 1983; WISE; WEINER, 1980).
Além disso, Pelliccia et al. (2001) evidenciaram repeti¢des do gene 5S do RNA ribossomico
(rRNA) ligadas as sequéncias génicas dos snRNAs em crustaceos.

O comportamento desses genes ainda ndo foi totalmente elucidado. Marz ef al.
(2008) investigaram a historia evolutiva de familias do gene snRNA Ul usando dados de
genomas de metazoa parcial ou completamente sequenciados e revelaram que eles se
comportam como elementos moveis exibindo muito pouca conservagdo sinténica. Por outro
lado, as andlises de Cabral-de-Mello e colaboradores (2012) ao estudar o genoma de O.
niloticus mostraram que o comportamento desses genes ndo ¢ intrinsecamente semelhante ao
dos elementos moveis; pelas andlises de copias dos genes Ul em O. niloticus, bem como de
suas regides flanqueadoras, mostraram que esses genes estdo frequentemente flanqueados por
elementos de transposi¢do, podendo estar envolvidos na distribuicdo desses genes no genoma.

Sabe-se que o genoma humano apresenta cerca de 30 copias do gene snRNA Ul
(LUND; DAHLBERG, 1984) e de 10 a 20 copias do gene snRNA U2 (VAN ARSDELL,;
WEINER, 1984) por genoma hapldide, localizados nos cromossomos 1 e 17, respectivamente
(SCHUL et al., 1998).

A transcri¢cdo dos genes snRNA U do spliceossomo ¢ feita pela RNA polimerase
II, com exce¢do do gene snRNA U6, o qual ¢ transcrito pela enzima RNA polimerase III
(SCHUL et al., 1998). De acordo com Dahlberg ¢ Lund (1998), um snRNA U2 ¢ transcrito a
cada 2 a 4 segundos, assim como os genes Ul, indicando uma grande demanda pela
transcrigdo desses snRNAs, bem como de complexos de iniciagdo de transcrigdo,
principalmente em organismos nos quais esses genes se apresentam organizados em clusters
(SCHUL et al., 1998).

Em mamiferos, a transcricdo desses genes € direcionada por dois elementos
promotores: o PSE (proximal sequence element), o qual se localiza mais proximo ao gene, por
volta de 50 para 60 pb antes do inicio da sequéncia, sendo fundamental para que a transcri¢cdo
seja iniciada; e o DSE (distal sequence element), que se localiza a 220 pb apds o ponto de

partida (start site), funcionando, dessa maneira, como enhancer (SCHUL et al., 1998).
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1.2.1. Estudo de snRNA U em outras espécies

O gene snRNA U2 é um dos genes altamente conservados e abundantes presentes
no genoma de vdrias espécies animais. Lindgren et al. (1985) investigaram como 0s genes
snRNA Ul e U2 se apresentavam em humanos e observaram através da técnica de hibridacio
cromossomica (Fluorescent in situ hybridization), que os genes snRNA U2 estdo fortemente
agrupados em tandem no cromossomo 17, bandas q21-q22. Por outro lado, os genes snRNA
Ul estdo dispersos e se localizam no cromossomo 1, banda p36, com uma distancia
intergénica de 44 kb.

Também em humanos, Van Arsdell e colaboradores (1984) reportaram a
organizacdo em tandem desses genes com cerca de 6 kb, sendo homogénea, exceto por um
regido hipervaridvel repetitiva, composta por dinucleotideos CT, que pode ter papel na
estabilidade (BAILEY et al., 1998) e/ou na evolugdo dessas repeticdes (LIAO; WEINER,
1995; LIAO, 1999).

Pavelitz ef al. (2008) especularam que a arquitetura incomum dos promotores de
snRNA U estabelece um estado transcricional permanentemente aberto, como modo de
facilitar a ligacdo da polimerase, sendo alterado somente durante o processo de condensacdo
da cromatina. Foi também descoberto que sdo necessarias pelo menos cinco unidades de
repeticdo de U2 organizadas em tandem para que se possa exibir uma fragilidade metafésica
locus-especifica detectavel citologicamente (BAILEY et al., 1998).

Diferentemente da abundéincia dos snRNAs encontrado em humanos e outros
mamiferos, os genes snRNA U sdo encontrados em copias Unicas nas leveduras. Talvez isso
se dé pelo fato de apresentarem poucos introns nos mRNAs, completamente o oposto dos
mamiferos nos quais sdo encontrados multiplos introns em cada mRNA, sendo esses genes
tao abundantes quanto os rRNAs (PAVELITZ et al., 2008).

Esses genes também foram encontrados organizados em tandem em outras
espécies. Os genes snRNAs N1 e N2 da espécie Lytechinus variegatus de ourigo-do-mar
(correspondentes aos genes snRNA Ul e U2 de mamiferos) estdo localizados separadamente,
porém ambos sdo arranjados em tandem de, no minimo, 30 kb, sendo a unidade de repeti¢ao
de 1,4 kb para N1 e 1,1 kb para N2 (CARD et al., 1982).

Mattaj e Zeller (1983) localizaram os genes U2 organizados em fandem num
fragmento de 831 pb, repetido de 500 a 1000 vezes no genoma de Xenopus laevis, e os genes

U1 também sdo encontrados em tandem.
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Os genes U2 também foram isolados em camundongos e foram encontrados
organizados num arranjo repetitivo inverso de 3,4 kb (NOJIMA; KORNBERG, 1983). Foi
entdo levantada a hipdtese de que genes snRNA organizados em grandes arranjos em fandem
devem existir em espécies que dependem de uma rapida embriogénese, e a demanda por
grandes quantidades de snRNA durante o desenvolvimento inicial excede, em muito, a
biossintese demandada pelos adultos (VAN ARSDELL; WEINER, 1984).

Barzotti et al. (2003) estudaram variantes do gene snRNA Ul no genoma de
Asellus aquaticus e Proasellus coxalis, dois crusticeos isopodes, usando amplificagdo por
PCR (Polymerase Chain Reaction) e constataram que esse gene, em A. aquaticus, pode se
apresentar na forma de quatro variantes, todas organizadas em tandem, com 2.542 bp, 2.200
bp, 1.646 bp e 1.842 bp, essa ultima coincidindo com o gene rRNA 58S. Por outro lado, em P.
coxalis, foi encontrada uma Unica variante de 1.796 bp, porém em ambas as espécies o gene
snRNA Ul apresenta o tamanho de 163 bp, diferindo em 28 posicdes do mesmo gene em
humanos.

Em andlises do FISH dessas espécies, o gene snRNA Ul pode ser localizado
numa posi¢do subcentromérica em dois pares cromossdmicos de tamanho médio e
subtelomérica em outro par de tamanho médio em A. aquaticus (PELLICCIA et al., 2001).
Além disso, quando analisado o cromossomo Y de A. aquaticus, presente em machos e
morfologicamente diferente dos outros cromossomos, foi possivel reconhecer sinais de
hibridizag¢do nas 4reas onde se encontra heterocromatina e regides teloméricas. Em P. coxalis
s foi evidenciada marcagdo nas regides teloméricas de um par cromossdémico (BARZOTTI et
al., 2003).

Essas sequéncias também foram estudadas em algumas espécies de gafanhotos
por Palacios-Gimenez e colaboradores (2013) que analisaram espécies de trés géneros,
Chlorus, Eurotettix e Dichromattos, para tentar elucidar melhor a evolug@o dos sistemas
sexuais da familia Melanoplinae pelo mapeamento de algumas sequéncias de DNA repetitivo,
sendo U2 uma delas. Em Chlorus, as marcagdes foram encontradas nas regides intersticiais de
dois pares de cromossomos autossdmicos (com exce¢do de C. vitfatus que apresentou
marcagdo em trés pares autossomicos). Em E. minor, a marcagdo se apresenta na regido
intersticial de dois cromossomos autossomicos, ja em E. brevicerci, as regides de marcagao
diferiram entre cada um dos cromossomos, sendo em um intersticial € no outro
pericentromérica. As sequéncias em Dichromattos, também se apresentaram em dois
cromossomos autossomicos, porém na espécie D. lilloanus, o cromossomo neo-Y também

obteve marcacao.
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O gene snRNA Ul também foi estudado nesse mesmo trabalho de Palacios-
Gimenez et al. (2013) e em todas as espécies somente um cromossomo foi marcado na regido
distal, salvo exce¢do de D. lilloanus na qual a marcag@o se deu na regido intersticial e de E.
minor, que apresentou marcagdo em trés cromossomos: na regido distal de um autossomo e
nas regides intersticiais dos cromossomos neo-X e neo-Y.

O gafanhoto Abracis flavolineata também foi analisado com a finalidade de
entender a dindmica dos cromossomos supranumerdarios por meio de marcadores
citogenéticos. A sequéncia de snRNA U2 foi entdo citogeneticamente marcada em um Unico
cluster presente na regido intersticial do maior par autossomico e em quatro outros blocos no
cromossomo B. Ja na marcagdo feita com snRNA Ul, somente foi encontrada uma marcagao

na regido proximal de um par de autossomos (BUENO et al., 2013).

1.3. Consideracdes taxondmicas e citogenéticas do género Leporinus

O género Leporinus se insere dentro da familia Anostomidae, um grupo de peixes que
se configura como interessante modelo para estudos de sequéncias repetitivas do genoma,
devido a sua estrutura cariotipica altamente conservada. A familia, composta por 12 géneros
(Abramites, Anostomoides, Anostomus, Gnathodolus, Laemolyta, Leporellus, Leporinus,
Pseudanos, Rhytiodus, Sartor, Schizodon e Synaptolaemu), apresenta ampla distribuicdo nas
Américas do Sul e Central, sendo que, no Brasil, existem representantes em todas as bacias
hidrograficas (GERY, 1977; GARAVELLO; BRITSKI, 2003).

As espécies da familia normalmente apresentam o nUmero diploide de 54
cromossomos morfologicamente identificados como meta e submetacéntricos € um sistema de
NOR (Nucleolar Organizing Region) simples, com apenas um par portador, estando, porém,
em posicdes e pares distintos nas diferentes espécies do grupo.

No género Leporinus é observado um sistema peculiar de heterogametia feminina que
¢ restrito a poucas espécies do género (GALETTI et al., 1995). A presenca de cromossomos
sexuais heteromorficos foi descrita apenas para 20% (oito espécies dentre quarenta) das
espécies do género Leporinus: L. conirostris, L. elongatus, L. aff. elongatus, L.
macrocephalus, L. obtusidens, L. reinhardti, L. trifasciatus e Leporinus sp 2.), para as quais ja
foram descritos sistemas simples e multiplos.

O sistema ZW simples predomina no grupo citado e neste caso, as fémeas apresentam
o cromossomo W grande, submetacéntrico e totalmente heterocromético. Em contraste, no

cromossomo Z, presente em ambos os sexos, somente a ter¢ca parte distal do braco longo ¢
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heterocromatica. Essa grande quantidade de heterocromatina no cromossomo W sugere que
este ¢ composto quase que exclusivamente de sequéncias repetitivas. Em Leporinus, o sistema
sexual ZZ/ZW apresenta um alto grau de homologia quanto ao tamanho dos cromossomos, a
posicdo do centromero, quantidade e distribui¢do de heterocromatina, o que talvez indique
que esse sistema evoluiu de um mesmo par cromossomico ancestral (GALETTI et al., 1995).

Contudo, novos sistemas sexuais, diferentes do tipico ZZ/ZW encontrado para sete
espécies do género, vém sendo descritos nos ultimos anos. Vénere e colaboradores (2004)
descreveram a presenga de um novo mecanismo sexual para Leporinus sp. 2 a partir de
observagdes dos resultados do bandamento C. Foi verificada a presenga de um bloco de
heterocromatina ocupando mais de 50% do braco curto de um dos cromossomos do primeiro
par metacéntrico das fémeas, o que nio ¢ observado nos machos.

Recentemente Parise-Maltempi et al. (2007) atribuiram este heteromorfismo de
heterocromatina a um provavel sistema sexual do tipo multiplo para L. elongatus, que envolve
a presenca de um grande cromossomo Wi, cujo braco longo ¢ quase que completamente
heterocromatico, e outros trés cromossomos (Zi, Z, € W) submetacéntricos distinguidos pela
presenga de sequéncias de DNA repetitivo especificas desses cromossomos.

Em virtude dessas caracteristicas, € com o acesso mais facilitado as técnicas refinadas
de estudos dos cromossomos, grandes esforcos tém sido aplicados no sentido de estudar a
origem e evolucdo do sistema sexual que é tdo peculiar entre as espécies de Leporinus
(NAKAYAMA et al., 1994; KOEHLER et al., 1997; VENERE et al., 2004; PARISE-
MALTEMPI et al., 2007, MARRETA et al. 2012; SILVA et al. 2012). Estes estudos baseiam-
se no isolamento e analise de sequéncias de DNAs repetitivos, bem como sua localizagdo nos
cromossomos através de experimentos de hibridagdo in sifu. O mapeamento cromossdmico
dessas fracdes do genoma, principalmente aquelas provenientes de espécies como L.
elongatus, L. obtusidens e L. macrocephalus, tém mostrado intima relacdo com os
Cromossomos sexuais, ricos em bandas heterocromaticas.

Dentre os estudos que detalham a organizagdo cromossdmica utilizando técnicas que
permitem analisar regides moleculares especificas dos cromossomos do grupo Leporinus,
destaca-se o artigo de Parise-Maltempi e colaboradores (2007) que isolaram do genoma de L.
elongatus um elemento repetitivo de aproximadamente 650pb denominado LeSpel. Utilizando
a técnica de hibridag¢do in sifu com sondas destas sequéncias em individuos da mesma
espécie, estes mesmos autores observaram sua similaridade com os cromossomos sexuais e
utilizaram estes dados para confirmar a hipdtese de um possivel sistema sexual multiplo do

tipo Z12,2,7,/Z,W1Z, W, sugerindo que a espécie ainda estd em processo evolutivo de
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diferencia¢do sexual. Estas mesmas sequéncias foram uteis na discriminacdo de hibridos
especificos de L. macrocephalus e L. elongatus em sistemas de piscicultura (HASHIMOTO et
al., 2009).

Outras sequéncias repetitivas interessantes do ponto de vista evolutivo foram também
descritas para espécies do género Leporinus. Dentre elas uma sequéncia associada as regides
organizadoras do nucléolo (SILVA et al., 2013) e outra que em experimentos de hibridagao in
situ mostrou-se distribuida por todos os cromossomos, exceto naqueles relacionados ao
sistema de cromossomos sexuais e tem caracteristicas de um retrotransposon (SILVA et al.,
2012).

Silva et al. (2012) identificaram um novo elemento repetitivo de L. elongatus,
LeSpell, cuja localizagdo cromossdmica foi investigada em quatro espécies de Anostomidae
para que uma possivel elucidacdo da associagdo de sequéncias repetitivas na diversificagdo do
genoma de Anostomidae, principalmente na diferenciagdo de cromossomos sexuais. As
marcagdes se encontraram dispersas por todos 0s cromossomos, com maior concentragdo nas
porcdes terminais, exceto nos cromossomos sexuais de L. elongatus que ndo apresentam
marcagdes. Nenhuma indicacdo de especificidade sexual dessa sequéncia foi encontrada nas
outras espécies (L. macrocephalus, L. obtusidens, L. friderici, L. striatus, L. lacustris, S.
borelli e S. isognathus), todas apresentando um sinal disperso por todos os cromossomos.

Essa distribui¢do dispersa encontrada para LeSpell é equivalente com a organizagdo
gendmica de todos os LINEs j4 analisados, porém difere da distribui¢do de outros elementos
repetitivos ja estudados em Anostomidae (SILVA et al., 2012). E possivel reconhecer
que essas sequéncias repetitivas sdo realmente importantes para a organizagdo estrutural e
funcional do genoma e, por isso, estuda-las significa conhecer, além da organizagdo
gendmica, a dindmica com que essas sequéncias tém evoluido nos organismos. Sequéncias de
DNA repetitivo parecem ser, portanto, bons marcadores para estudos evolutivos, identificagao
de rearranjos cromossdmicos e identificacdo de diferencas entre machos e fémeas, entre
outras aplicagdes.

Sendo assim, para termos um maior entendimento da organizagdo estrutural e
funcional do genoma de peixes, outras sequéncias repetitivas devem ser isoladas e
caracterizadas no género, para que, dessa maneira, se consiga um avango promissor em
direcdo a compressdo da evolugdo desse grupo, bem como de vertebrados, em particular no
que se refere a heterocromatina e cromossomos sexuais.

No presente trabalho foi estudada a organizagdo gendmica e a localizagdo

cromossomica do gene snRNA U2, da mesma familia multigénica do gene snRNA Ul, em
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espécies de peixes do género Leporinus, que ¢ um grupo de peixes que se configura como um
modelo interessante para estudo de DNAs repetitivos, cromossomos sexuais e evolucdo
gendmica em peixes, principalmente por possuir numerosos segmentos de heterocromatina e
um sistema peculiar de heterogametia feminina restrito a poucas espécies do género (SILVA et
al., 2012).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo entender a organizacdo gendmica e a
localizacdo cromossomica do gene snRNA U2 em espécies de peixes do género Leporinus,
assim como espécies de grupos proximos (Schizodon isognathus e S. borelli), na tentativa de
contribuir para o maior entendimento da evolu¢do dos cromossomos e analisar se existe
alguma relacdo deste gene com a presenca ou auséncia de cromossomos sexuais deste grupo

de peixes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Foram utilizadas preparagdes citogenéticas e DNA gendmico de quatro espécies
do género Leporinus: L. elongatus (VALENCIENNES, 1849), L. striatus (KNER, 1858), L.
friederici (BLOCH, 1794) e L. macrocephalus (GARAVELLO; BRITISKI, 1988) e duas
espécies do género Schizodon: S. borelli e S. isognathus. O material utilizado foi coletado em
diferentes rios do estado de Sdo Paulo e Mato Grosso e estavam disponiveis na cole¢do de
tecidos e preparacdes citogenéticas ja existentes no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia (Instituto de Biociéncias, UNESP - Rio Claro).

A obten¢do de cromossomos mitdticos foi realizada previamente pela técnica
descrita Foresti e colaboradores (1993). O DNA extraido foi a partir do figado dos individuos

fixados em etanol 100%, seguindo o protocolo apresentado por Sambrook e Russel (2001).

3.2. Métodos

3.2.1. Amplificacdo de DNA via Polymerase Chain Reaction (PCR)

Para amplificacdo do gene U2 foram utilizados os seguintes primers desenhados
por Bueno e colaboradores (2013) U2F (59-ATC GCT TCT CGG CCT TAT G-39) e U2R
(59-TCC CGG CGG TAC TGC AAT A-39).

A amplifica¢do foi feita seguindo o protocolo descrito abaixo:
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H,0 Mili Q (autoclavada) 31 # L
Tampao (PCR Buffer - Invitrogen) SHL
MgCl, (50 mM — Invitrogen) 2 BL
dATP (2 mM) 1 #L
dTTP (2 mM) 1 #L
dCTP (2 mM) 1 #L
dGTP (2 mM) 1 #L
Primer F (10 ng) 1 B L
Primer R (10 ng) 1 B L
DNA 1 #L
Taq polimerase (/nvitrogen) 0,5 # L
Volume final 45,5 L L

A reacdo de PCR seguiu as condigdes gerais de desnaturacdo inicial a 94°C
durante 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagcdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por
30 segundos, elongagdo a 72°C por 5 minutos, e extensdo final a 72°C durante 5 minutos,

com temperatura de manutencdo a 4°C.

A verificacgdo dos resultados foi feita utilizando 1 # L de produto de PCR e 1 # L
de tampao de corrida Blue Juice, aplicados em gel de agarose 1,0% corado com Gel Red. Em
seguida o gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta, para que fosse possivel
verificar a quantidade, bem como o tamanho dos fragmentos amplificados, fazendo para isso
o uso do marcador de peso molecular de 1Kb, da Ludwig Biotec.

Foram amplificadas amostras de 2 individuos de L. elongatus, 1 individuo de L.
striatus, 3 individuos de L. lacustris, 2 individuos de L. macrocephalus, 3 individuos de L.
friederici e 1 individuo de S. borelli, de acordo com a disponibilidade das amostras no

laboratorio. Nao foram encontradas amostras de S. isognathus para a realizagdo da PCR.

3.2.2. Sequenciamento

Para o sequenciamento dos produtos de PCR, as amostras foram purificadas por meio

do tratamento com a enzima ExoSAP-IT (GE Healthcare™), utilizando-se 10 puL de produto
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de PCR, 2 pL ExoSAP-IT e 2 pLL H,0. A reagdo foi realizada em um ciclo de 60 minutos a
37°C seguido por um ciclo de 15 minutos a 80 °C em termociclador.
As amostras amplificadas foram enviadas para o sequenciamento na Macrogen Inc.

em Seoul, Coreia do Sul, empresa que realiza servigo de sequenciamento tercerizado.

3.2.3. Analise das sequéncias

As sequéncias foram analisadas com o uso do programa BioEdit (HALL, 1999).
As extremidades de baixa qualidade foram retiradas e as bases ndo identificadas foram
substituidas. Porém, mesmo com essas alteragdes, as sequéncias ndo se apresentaram concisas

para o uso no presente trabalho.

3.2.4. Fluorescent in situ hybridization (FISH)

A técnica de FISH descrita inicialmente por Pinkel et al (1986), com
modifica¢des sugeridas por Silva e colaboradores (2012) foi realizada com marcacdo das

sondas por PCR com digoxigenina-11-dUTP seguindo o protocolo abaixo:

H,0 Mili Q (autoclavada) 16 # L
Tampao (PCR Buffer - Invitrogen) 25 B L
MgCl; (50 mM — Invitrogen) 0,25 # L
dATP (2 mM) 0,5 # L
dTTP (2 mM) 0,35 # L
dCTP (2 mM) 0,5 # L
dGTP (2 mM) 0,5 # L
Digoxigenin-11-dUTP (1 mM — Roche) 0,3 4 L
Primer F (10 ng) 1 #L
Primer R (10 ng) 1 #L
Produto de PCR 2 HL
Taq polimerase (/nvitrogen) 0,1 # L

Volume final 25K L,
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A reacdo de PCR seguiu as condigdes gerais de desnaturacdo inicial a 94°C
durante 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagcdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por
30 segundos, elongagdo a 72°C por 5 minutos, e extensdo final a 72°C durante 5 minutos,
com temperatura de manutengdo a 4°C. Foi feita verificagdo em gel de agarose 1,0% da

mesma maneira ja descrita anteriormente.

As laminas foram entdo incubadas em 100 # L de solugdo de RNAse (0,4%
RNAse/2xSSC) a 37°C por uma hora em cadmara umida e lavadas trés vezes por 5 minutos em
2xSSC. Em seguida, as laminas foram passadas em série alcoolica (a temperatura ambiente)
70, 90 e 100% por 5 minutos e secas também a temperatura ambiente.

Para a desnaturacdo dos cromossomos, as ldminas foram deixadas por 5 minutos
(para Leporinus) e 2 minutos (para Schizodon) em solu¢do de formamida 70% em 2xSSC a
70°C. Cada lamina foi entdo desidratada em série alcoolica (gelada a -20°C) a 70, 90 e 100%

por 5 minutos e secas a temperatura ambiente.
A solu¢do de hibridagdo (6 # L de sonda marcada, 15 # L de formamida, 3 # L

de 20xSSC e 6 # L de sulfato de dextran para cada cada lamina) foi desnaturada em

termociclador a 95°C por 10 minutos, sendo 37°C a temperatura de manutencao.

As laminas foram montadas com 30 ¥ L dessa solugdo, cobertas com laminulas e
mantidas a 37°C overnight (36 horas) em camara Umida. Apds isso, as laminulas foram
retiradas e as laminas lavadas duas vezes por 5 minutos em solucdo de estringéncia (50%
formamida, 50% 2xSSC) a 42°C. Em seguida, foram transferidas para 4xT em temperatura

ambiente por 5 minutos.

Cada lamina foi entdo incubada com 30 # L de anticorpo anti-digoxigenina-
rodamina (4 # L de anti-digoxigenina-rodamina e 26 # L de 4xT) durante 30 minutos em
cadmara umida e escura a 37°C e em seguida enxaguadas, rapidamente, em 2xSSC a
temperatura ambiente. As laminas foram entdo lavadas duas vezes em 4xT por 5 minutos a

42°C e passadas, rapidamente, em 2xSSC a temperatura ambiente.

Para a montagem das laminas foram colocados 10 # L de solugio DAPI +

antifading (Vectashield), cobertas com laminulas e armazenadas em geladeira no escuro.
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4. RESULTADOS

4.1. Amplificacdo de DNA via PCR

O DNA genomico das espécies L. elongatus, L. striatus, L. friderici, L.
macrocephalus, L. lacustris e S. borelli foram submetidas ao teste de PCR. Foram obtidas
sequéncias com, aproximadamente, 200 pb, para todos os individuos analisados como

mostram as figuras 1 e 2.

Figura 1 - Gel de agarose com os produtos de amplificacdio do gene snRNA U2 em
diferentes espécies. (L) — Ladder de 1Kb; (1 e 2) L. lacustris; (3) L. friderici; (4) L.
elongatus; (5 e 6) L. macrocephalus; (7) L. elongatus; (8 e 9) L. friderici; (10) L.
lacustris; (11) L. striatus.

Fonte — Dados da pesquisa
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Figura 2 - Gel de agarose com os produtos de amplificacdo do gene snRNA U2 para (12) L.
lacustris, (13 e 14) L. friderici, (15) L. lacustris e (16) S. borelli; (L) - Ladder de 1Kb.

Fonte - Dados da pesquisa

4.2. Sequenciamento

O sequenciamento das amostras ndo ocorreu da maneira esperada, tendo
problemas para a visualizacdo clara e objetiva dos picos dos nucleotideos das sequéncias
obtidas e, consequentemente gerou sequéncias ruins. Dessa maneira, esses resultados ndo

foram levados em consideracdo durante o desenvolvimento desse trabalho.

4.3. Fluorescent in situ hybridization (FISH)

O produto obtido a partir da amplificagdo foi submetido a marcacdo via PCR e

bandas com aproximadamente 200 pb foram visualizadas em gel de agarose (Figura 3).
Os resultados gerados na hibridacdo in situ fluorescente mostrou que o gene snRNA
U2 estd localizado em um par cromossdmico do tipo submetacéntrico de tamanho médio na

regido pericentromérica de todas as espécies analisadas como pode ser observado na figura 4.



Figura 3 - Gel de agarose demonstrando a marcacdo feita com digoxigenina-11-
dUTP em individuos de L. macrocephalus (1 e 2); (L) - Ladder de 1Kb.

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 4 - Localizagdo do gene snRNA U2 em cromossomos de (a) L. elongatus, (b) L.
macrocephalus, (c) L. friderici, (d) L. striatus, (e) S. borelli e (f) S. isognathus. Em azul
os cromossomos corados com DAPI. As flechas indicam os cromossomos marcados.
Barra=10 um.

Fonte: Dados da pesquisa
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5. DISCUSSAO

O tamanho dos fragmentos obtidos no presente trabalho foi de, aproximadamente,
200 pb o que parece ser semelhante ao encontrado para o0 mesmo gene no genoma humano,
que mostra uma regido codificante de 188 pb (VAN ARSDELL; WEINER, 1984) e um
espagcador de tamanho varidvel, que apresenta diferentes tamanhos dependendo de cada
espécie (MERLO et al., 2010). J& nas espécies de peixes Dicentrarchus labrax e D. punctatus
foram encontradas sequéncias com 1.057-1.089 pb e 1.083-1.084 pb, respectivamente
(MERLO, et al., 2010). A levedura Saccaromyces cerevisiae apresenta essa sequéncia com
cerca de 1.175 pb (ARES, 1986; SHUSTER; GUTHRIE, 1988). Em Xenopus laevis, o gene ¢
organizado em tandem, tendo a unidade de repeticdo 871 pb (MATTAJ; ZELLER, 1983).

Apesar desses resultados serem um tanto discrepantes, D. labrax e D. punctatus
apresentam 189 pb de homologia com todas as outras sequéncias desse gene presentes no
banco de dados do NCBI (MERLO et al., 2010); ja S. cerevisiae apresenta somente 120
nucleotideos de similaridade com a mesma sequéncia de mamiferos (ARES, 1986).

Os genes snRNA Ul e U2 foram amplamente estudados em humanos por
Lindgren et al. (1985) e foi constatada a localizacdo de U2, fortemente agrupada em tandem,
no braco longo, bandas de 21 a 22, do par cromossomico 17. Por outro lado, os genes Ul
parecem estar mais dispersos e localizam-se na banda 36 do braco curto do par cromossémico
1, tendo uma distancia intergénica de 44 kb.

A organizacdo genomica dos genes snRNA U pouco foi estudada em peixes, e os
genes U2 sé foram citogeneticamente mapeados em seis espécies pertencentes as familias
Batrachoididae ¢ Moronidae (UBEDA-MANZANARO etal., 2010; MERLO et al., 2010).

Por meio da hibridag¢ao in sifu fluorescente foi possivel observar que, em todas as
espécie estudadas neste trabalho, o gene snRNA U2 ¢ encontrado na regido pericentromérica
do brago curto de um par cromossdmico submetacéntrico de tamanho médio e ndo foi
evidenciada qualquer relacdo deste gene com a presengca ou auséncia de cromossomos
sexuais.  Merlo e colaboradores (2010) mapearam citogeneticamente o gene snRNA U2 em
duas espécies de peixes da familia Moronidae, D. labrax e D. punctatus, e foi observada uma
distribui¢do similar a obtida no presente trabalho na questdo de apresentar somente um par
cromossdmico marcado, sendo ele acrocéntrico, porém a posicdo desta marcagdo ¢ diferente
da encontrada para o grupo dos anostomideos estudados, uma vez que para as duas espécies

de Moronidae elas se localizaram na regido telomérica do braco longo.
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Em outro estudo com peixes da familia Batrachoididae, realizado por Ubeda-
Manzanaro et al. (2010), as quatro espécies que foram analisadas apresentaram distribuicdes
um tanto diferentes. Apesar de todas as espécies observadas (Amphichthys cryptocentrus,
Porichthys plectrodon, Batrachoides manglae e Thalassophryne maculosa) mostrarem
distribuicdo dispersa da sequéncia U2 pela maioria dos cromossomos, em B. manglae pdde
ser observado um maior grau de clusteriza¢do na regido subtelomética em um unico par de
tamanho grande. Além disso, em 7. maculosa a sequéncia ndo apresenta um grau de dispersao
tdo grande quanto nas outras espécies e sinais fortes de hibridacdo foram encontrados na
regido mediana do braco longo de um tnico par de tamanho médio, o que talvez possa indicar
uma maior tendéncia de acumulo do gene snRNA U2 em um par especifico durante a historia
evolutiva dessa familia de peixes. Essa tendéncia de acimulo em um tUnico par também foi
percebida por Merlo ef al. (2008) ao estudar o gene snRNA U2 em H. didactylus.

Ubeda-Manzanaro et al. (2010) descreveram uma co-localizagdo dos genes
snRNA U2 com os genes ribossomais 18S e 5S, principalmente em 7. maculosa. Essa
organizacdo também foi observada em estudos do gene snRNA Ul em dois crusticeos
(Asellus aquaticus e Proasellus coxalis) e nos peixes Solea senegalensis e Oreochromis
niloticus (PELLICCIA et al., 2001; BARZOTTI et al., 2003; MANCHADO et al., 2006;
CABRAL-DE-MELLO et al., 2012). Ao comparar essas duas familias multigénicas, rDNA e
snDNA U, os ultimos parecem ser mais estaveis, podendo refletir na existéncia de forgas
evolutivas distintas atuando na clusterizagdo e na distribuicdo dessas familias, como foi
observado para os peixes ciclideos (CABRAL-DE-MELLO et al., 2012).

Os genes snRNA U também foram citogeneticamente mapeados em algumas
espécies de invertebrados. Palacios-Gimenez e colaboradores (2013) encontraram clusters
desses genes nas regides intersticiais em dois pares de cromossomos autossomicos (com
excecdo de Chlorus vittatus que apresentou marcagdo em trés pares autossomicos) durante
estudos de algumas espécies de gafanhotos do género Chlorus. Outros géneros também foram
analisados e em Eurofettix e Dichromattos, as sequéncias foram encontradas em dois
cromossomos autossomicos. Ja na espécie D. lilloanus, o brago YL, que apresenta homologia
com o braco XR (brago autossomico do cromossomo sexual neo-X que apresenta homologia
com o brago do cromossomo neo-Y), também obteve marcagdo, indicando uma possivel
relagdo com cromossomos sexuais.

Bueno et al. (2013) analisaram o gene snRNA U2 no gafanhoto Abracris

flavolineata e encontraram um Unico cluster presente na regido intersticial do maior par
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autossdmico. Além disso, quatro outros blocos aparecem marcados, sendo dois
simetricamente em cada brago, no cromossomo B.

Em estudos com snRNA Ul, pertencente a essa mesma familia multigénica, em
peixes ciclideos por Cabral-de-Mello e colaboradores (2012) obteve-se resultado similar ao
encontrado no presente trabalho. Todas as 14 espécies analisadas apresentaram marcagdes em
um unico par homoélogo nas posicdes terminal, intersticial ou proximal. Além disso, foi
evidenciado que, nas espécies africanas, diferentemente das sul-americanas, os clusters de
snRNA Ul foram encontradas exclusivamente na posi¢do terminal do braco longo de um par
subtelo/acrocéntrico, com exce¢do de uma Unica espécie Etroplus maculatus na qual houve
marcagdo na posi¢ao intersticial.

Nas espécies da América do Sul examinadas foram observados padrdes mais
variaveis em relagdo a posi¢do especifica do marcador estudado e da morfologia dos
cromossomos onde os genes estdo localizados. As espécies Retroculus lapidifer, C. kelberi,
Biotodoma cupido, Aequidens tetramerus, Heros efasciatus, Geophagus brasiliensis, G.
proximus € Satanoperca jurupari apresentaram marcagdes nos bracos longos de um par
subtelo/acrocéntrico, sendo os clusters localizados terminalmente nas primeiras cinco
espécies, intersticialmente em G. brasiliensis e proximalmente nas outras duas espécies
restantes. Além dessas espécies, Astronotus ocellatus e Mesonauta festivus, mostraram
marcagdes nas posi¢des terminais de um par meta/submetacéntrico, porém no brago longo em
A. ocellatus e no brago curto em M. festivus (CABRAL-DE-MELLO et al., 2012).

Pelliccia et al. (2001) encontraram, em A. aquaticus € P. coxalis, dois crustaceos
isopodes, os genes Ul posicionados sub-centromericamente em dois pares cromossomicos de
tamanho médio e sub-telomericamente em outro par de tamanho médio, além de ter sido
reconhecido sinais de hibridagcdo em areas teloméricas e heterocromaticas dos cromossomos
Y presentes em machos (BARZOTTI et al., 2003).

Os resultados obtidos por Cabral-de-Mello et al. (2012) indicam uma alta
conservagdo desse gene nas espécies analisadas, apesar das variagdes encontradas quanto a
posicdo cromossdmica do mesmo nas espécies sul-americanas. Essa constatagdo também
pode ser ampliada para o presente trabalho, uma vez que o gene snRNA U2 se apresentou na
mesma posicdo em todas as espécies estudadas.

Além da co-localiza¢do encontrada dos genes ribossomais com os genes snRNA
U (PELLICCIA et al., 2001; BARZOTTI et al., 2003; MANCHADO et al., 2006; CABRAL-
DE-MELLO et al., 2012), Cabral-de-Mello et al. (2012) encontraram elementos transponiveis

localizados nas regides flanqueadoras do gene snRNA Ul, e foi revelado que eles podem
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estar envolvidos com a distribuicdo dessas sequéncias pelo genoma, porém a geracdo de
grandes snRNA clusters ¢ prejudicada.

Um importante fator encontrado nessas sequéncias de snRNA U € a alta
conservagdo que elas apresentam. Cabral-de-Mello er al. (2012) identificaram uma
similaridade de 91,6%, com 73,3% de sitios idénticos entre o gene snRNA Ul em humanos e
em O. niloticus, ambos com 164 pb. Mattaj e Zeller (1983) encontraram uma homologia de
94% entre o gene snRNA U2 em ratos e em Xenopus. Apesar disso, 0 numero e a organizacio
das mesmas sdo bem varidveis entre as espécies, refletindo ampla variacdo dos niveis de
snRNA U2, assim como diversas estratégias de conservagcdo dentre cada membro dessa
familia multigénica (MATERA et al., 1990).

Em D. lilloanus, a presenca desse gene no cromossomo neo-Y demonstrou a
diversificacdo desse cromossomo com relagdo a outra espécie congénere, D. schrottkyi
(PALACIOS-GIMENE-Z et al., 2013). Cabral-de-Mello ef al. (2012) evidenciaram que o gene
snRNA Ul pode ser considerado como um novo e util marcador molecular para estudos
citogenéticos, o que estd também sendo evidenciado para o grupo dos Leporinus. Os
resultados obtidos por Ubeda-Manzanaro et al. (2010) com os genes snRNA U2 em espécies
da familia Batrachoididae também mostraram que essa sequéncia pode ser considerada um

marcador citogenético util para estudos de filogenia.
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6. CONCLUSAO

Sabe-se que o género Leporinus se configura como um modelo no estudo dos
Cromossomos sexuais em peixes, € que os DNAs repetitivos podem fornecer informagdes
valiosas tanto no sentido gendomico como filogenético. Embora a maioria das sequéncias
repetitivas estudadas até o momento no grupo dos Leporinus mostre forte relacdo e divida o
grupo em dois (aquele das espécies que possuem cromossomos sexuais e aquele das que ndo
os possuem), a sequéncia U2 ndo mostrou distribuicdo diferenciada entre os cromossomos das
diferentes espécies analisadas. Assim, ¢ notavel que a localizacdo das sequéncias U2 em
cromossomos morfologicamente semelhantes de Leporinus e Schizodon seja conservada para
estes dois géneros tdo proximos, sugerindo que forgas evolutivas similares possam ter atuado

sobre essas sequéncias durante o processo de diferenciacdo dos dois grupos.
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