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“It is those who know little, and not those who know much, who so

positively assert that this or that problem will never be solved by

’

science.’

Charles Darwin (1859)
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RESUMO

O aumento do nosso conhecimento sobre a natureza molecular da heterocromatina
constitutiva, permite defini-la como um importante componente genémico, com fungdes ao
nivel da estrutura e regulagdo do genoma (Dimitri et al. 2004), para além de se considerar
ainda o seu envolvimento na evolugdo de cariétipos. E actualmente aceite que a sua presenca
pode facilitar a ocorréncia de rearranjos cromossoémicos, considerando-se mesmo as regides
ricas nestas sequéncias de DNA como “hotspots” de reorganizagdo cromossomica (Yunis e
Yasmineh 1971, Peacock et al. 1982, John 1988, Chaves et al. 2004).

No presente trabalho caracterizou-se detalhadamente a heterocromatina constitutiva dos
cromossomas de trés espécies de roedores, Cricetus cricetus, Peromyscus eremicus (Familia
Cricetidae), e Praomys tullbergi (Familia Muridae), recorrendo-se a metodologia de restrigao
in situ (com um painel de sete enzimas de restri¢do) e bandeamento-C sequencial. Este trabalho
permitiu detectar uma elevada heterogeneidade molecular nas sequéncias de heterocromatina
constitutiva dos trés genomas, provando ser uma ferramenta til no estudo destas sequéncias. A
comparacdo geral da quantidade, distribuicdo e natureza molecular da heterocromatina
constitutiva das trés espécies em andlise, sugere a ocorréncia de diferentes percursos evolutivos
envolvidos na origem destes caridtipos. Na espécie C. cricetus, que apresenta um cariotipo
quase totalmente meta/submetacéntrico, a heterocromatina constitutiva parece estar
preferencialmente localizada em regides (peri)centroméricas, apresentando a maioria dos
autossomas dois blocos de heterocromatina constitutiva, o que sugere a ocorréncia de, pelo
menos, translocacdes Robertsonianas durante a evolucdo deste caridtipo. A espécie P.
eremicus, com um caridtipo constituido apenas por cromossomas submetacéntricos, apresenta
também grandes quantidades de heterocromatina constitutiva essencialmente localizada nas
regides (peri)centroméricas, sendo inclusivamente o brago curto da maioria dos cromossomas
completamente heterocromatico. A espécie P. tullbergi, com um complemento autossdémico
acrocéntrico, ¢ das trés espécies estudadas aquela cujos cromossomas exibem menos
heterocromatina constitutiva centromérica. Em alguns cromossomas, a heterocromatina
intersticial € quase tdo abundante como a centromérica, contrariamente ao observado para a
maioria dos cromossomas das outras duas espécies analisadas. Esta diferente distribuicdo e o
elevado numero de subclasses de heterocromatina constitutiva identificado nos cromossomas
de P. tullbergi (52 subclasses), sugere que este caridtipo ¢ o mais derivativo dos analisados

neste trabalho, tendo sido originado pela ocorréncia de um elevado nimero de complexos
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rearranjos cromossomicos. A elevada heterogeneidade das sequéncias de heterocromatina
constitutiva identificada nos trés genomas analisados, sugere a coexisténcia de diferentes
familias de DNA satélite, ou variantes destas familias nestes genomas.

A andlise in silico das sequéncias LINE-1 (“Long Interspersed Elements-1") permitiu
estabelecer relagdes filogenéticas entre espécies, ja que sdo caracteres nao homoplésicos
(Verneau et al. 1998, Waters et al. 2007). O alinhamento das sequéncias LINE-1 de C.
cricetus, P. eremicus, P. tullbergi (isoladas pela primeira vez neste trabalho), M. musculus, R.
norvegicus ¢ de 10 espécies pertencentes a familia Cricetidae, disponiveis na base de dados
“NCBI Nucleotide”, demonstrou que todas as sequéncias correspondem a uma determinada
regido da ORFII da sequéncia LINE-1 das espécies index M. musculus e R. norvegicus.
Sugere-se assim que esta regido da sequéncia esta conservada nas varias espécies de roedores,
observando-se valores de similaridade entre sequéncias acima dos 75%. O alinhamento de
todas as sequéncias permitiu construir um dendograma que relaciona filogeneticamente todas
as espécies analisadas, comprovando-se uma maior proximidade filogenética entre os roedores
pertencentes 2 mesma familia.

O mapeamento fisico das sequéncias LINE-1 de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi,
nos respectivos cromossomas, demonstrou que estas sequéncias se encontram “interspersed” ao
longo de todos os cromossomas, ndo se verificando uma localizagdo preferencial destas
sequéncias no cromossoma X. Estes resultados ndo suportam a hipdtese de Lyon (1998), que
sugere o envolvimento dos sequéncias LINE-1 na inactiva¢do do cromossoma X, ao observar
uma localizacdo preferencial destas sequéncias no cromossoma X do Homem e rato. Duas
hipdteses podem ser formuladas para justificar os resultados obtidos. Pode ter ocorrido perda
de sequéncias LINE-1 no cromossoma X das trés espécies no decorrer da evolugdo, sendo que
este acontecimento foi anteriormente sugerido para outras espécies de roedores (Casavant et al.
2000), embora neste ultimo caso, a perda destas sequéncias seja relativa a todo o complemento
cromossémico. Outro cendrio possivel ¢ a existéncia de diferentes mecanismos de inactivagao
do cromossoma X (pelo menos nestes roedores) sem que haja participacdo das sequéncias
LINE-1, e neste caso, 0 genoma ndo precisaria de conservar estas sequéncias maioritariamente
localizadas no cromossoma X, observando-se alternativamente uma distribui¢do indiferenciada
por todo o complemento cromossomico.

A realizagdo de “Comparative Chromosome Painting”, com uma sonda representativa do
cromossoma X de R. norvegicus (RNOX) em preparacdes cromossomicas das trés espécies,
revelou trés segmentos sinténicos num dos bracos do cromossoma X de C. cricetus, oito

segmentos sinténicos no cromossoma X de P. eremicus € seis segmentos sinténicos no brago
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longo do cromossoma X de P. tullbergi. Esta andlise revelou ainda a ocorréncia de uma
inversdo pericéntrica durante a evolugcdo do cromossoma X de P. eremicus. A caracterizagdo da
heterocromatina constitutiva realizada durante este trabalho, revelou a existéncia de bandas-C a
flanquear alguns segmentos sinténicos discriminados pelo “paint” RNOX no cromossoma X
das trés espécies analisadas. Estes resultados parecem assim sugerir a participagao das
sequéncias de heterocromatina na ocorréncia dos rearranjos cromossomicos, que originaram
estes cromossomas, evidenciada pela presenga de sequéncias repetitivas nas regides de
“breakpoints” evolutivos. Ainda no ambito deste trabalho, realizou-se uma anélise in silico
entre a distribuicdo cromossomica de sequéncias repetitivas em tandem e a localizagdo de
regides de “breakpoints” evolutivos no cromossoma X da espécie index M. musculus. Nesta
analise recorreu-se as sintenias entre cromossomas do M. musculus, R. norvegicus e H.
sapiens, para a identificacdo de regides de “breakpoints” evolutivos no cromossoma X de M.
musculus, ¢ a ferramentas bioinformaticas que permitiram a avaliacdo da densidade de
sequéncias repetitivas em tandem neste cromossoma. Resultados preliminares desta analise
demonstram que as regides que apresentam maior densidade de sequéncias repetitivas em
tandem, correspondem de facto, a regides de “breakpoints” evolutivos, o que vem comprovar o
importante papel destas sequéncias na reorganizagao da arquitectura dos genomas ao longo da
evolucao.

Quando se compararam os cromossomas X de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi,
observaram-se diferencas ao nivel da sua morfologia, e na quantidade, localizacdo e natureza
molecular da sua heterocromatina, sugerindo que se originaram através da ocorréncia de
rearranjos cromossoOmicos como inversoes, transposi¢des centroméricas, adicdes/eliminagdes
de heterocromatina e translocagdes Robertsonianas, como ¢ o caso do cromossoma X de C.
cricetus, que apresenta dois blocos de heterocromatina constitutiva na regido
(peri)centromérica. O maior nimero de subclasses de heterocromatina constitutiva identificado
no cromossoma X de P. tullbergi, comparativamente as diferentes espécies em analise, sugere
que o cromossoma X desta espécie ¢ o mais rearranjado. No entanto, a andlise dos segmentos
sinténicos no cromossoma X das trés espécies de roedores, com a sonda de “painting” RNOX,
sugere o cromossoma X de P. eremicus como sendo o mais rearranjado. Esta aparente
discordancia deve-se provavelmente as diferentes andlises efectuadas, nomeadamente,
identificacdo de subclasses de heterocromatina e de segmentos sinténicos entre cromossomas
de diferentes espécies, sendo indispensavel uma investigacdo mais detalhada, de modo a

clarificar efectivamente os mecanismos subjacentes a evolucao destes cromossomas.
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Futuros trabalhos que visem o estudo e caracterizacao de sequéncias de heterocromatina
constitutiva, nomeadamente sequéncias de DNA satélite, isoladas por exemplo, por
microdissec¢do de regides centroméricas de cromossomas, € a constru¢do de mapas
comparativos para diferentes espécies de roedores, irdo certamente contribuir para um melhor
entendimento dos processos evolutivos que moldaram estes genomas e das relacdes

filogenéticas entre espécies.

XII



ABSTRACT

The increase of our knowledge concerning the molecular nature of constitutive
heterochromatin is now allowing to define these sequences as important genomic components,
with functions in the structure and regulation of the genome (Dimitri ef al. 2004), besides its
involvement in karyotype’s evolution. Nowadays it is accepted that the presence of constitutive
heterochromatin can facilitate the occurrence of chromosome rearrangements, being the rich
regions in these DNA sequences considered as hotspots for chromosome reshuffling (Yunis
and Yasmineh 1971, Peacock ef al. 1982, John 1988, Keys ef al. 2004).

In the present work it was described in detail the constitutive heterochromatin of three
rodent species chromosomes, Cricetus cricetus, Peromyscus eremicus (Cricetidae Family), and
Praomys tullbergi (Muridae Family), using in situ endonuclease restriction (with a panel of
seven restriction enzymes) and sequential C-banding. This work allowed to detect a high
molecular nature of the constitutive heterochromatin in the three genomes, demonstrating to be
an useful tool in the study of these sequences. The general comparison of the amount,
distribution and molecular nature of the constitutive heterochromatin in the three species
analyzed, suggests the occurrence of different evolutionary pathways in the origin of these
karyotypes. In the species C. cricetus, which presents a nearly meta/submetacentric karyotype,
the constitutive heterochromatin seems to be preferentially located in (peri)centromeric
regions, presenting the majority of the autosomes two constitutive heterochromatin blocks,
what suggests the occurrence, of at least, Robertsonian translocations during the course of
these karyotypes evolution. The species P. eremicus, with a submetacentric karyotype, also
presents great amounts of constitutive heterochromatin, essentially located in (peri)centromeric
regions, being inclusively the short arms of the majority of the chromosomes completely
heterochromatic. The species P. tullbergi, with an acrocentric autosome complement, is the
one whose chromosomes exhibit less centromeric constitutive heterochromatin. In some
chromosomes, interstitial heterochromatin is almost as abundant as the centromeric
heterochromatin, in opposition to the observed for most chromosomes of the other two
analyzed species. This different distribution patterns and the large number of constitutive
heterochromatin subclasses identified in the P. tullbergi chromosomes (52 subclasses), suggest
that this species has a more derivative karyotype than the other two genomes analyzed,

originated by a great number of complex chromosomal rearrangements. The high heterogeneity
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of constitutive heterochromatin sequences identified, suggests the coexistence of different
DNA satellite families, or variants of these families in these three analyzed genomes.

The in silico analysis of LINE-1 sequences (Long Interspersed Elements-1) allowed to
establish phylogenetic relationships among species, since they are homoplasy-free characters
(Verneau et al. 1998, Waters et al. 2007). The comparison among LINE-1 sequences from C.
cricetus, P. eremicus, P. tullbergi (isolated for the first time in this work), M. musculus, R.
norvegicus, and of 10 more species from the Cricetidae Family (available in the NCBI
Nucleotide database), demonstrated that all the sequences are similar to a certain region of
ORFII LINE-1 sequence of the index species M. musculus and R. norvegicus. In this way, it is
suggested that this region of the sequence is conserved in the rodent species analyzed,
presenting similarity values above 75% among the sequences. The alignment of all the
sequences allowed obtaining a dendogram that relates phylogenetically the analyzed species,
specifically it was observed a larger phylogenetic proximity among rodents belonging to the
same family.

The physical mapping of C. cricetus, P. eremicus and P. tullbergi LINE-1 sequences, in
the respective chromosomes, demonstrated that these sequences are interspersed along all the
chromosomes, not presenting any preferential location in the X chromosome. These results do
not support the Lyon hypothesis (1998), which suggests the involvement of LINE-1 sequences
in the X chromosome inactivation, after observing a preferential location of these sequences in
man and mouse X chromosomes. Two hypotheses can thus be drawn to justify the obtained
results. It might have happened loss of LINE-1 sequences in the X chromosome of the three
species during the evolution course, being this event previously suggested for other rodent
species by Casavant et al. (2000), although in this case, the loss of these sequences was
considered for the whole chromosome complement. Another possible scenario is the existence
of different mechanisms of X chromosome inactivation (at least in these rodents), without the
participation of LINE-1 sequences, and in this case, the genome wouldn’t need to conserve
these sequences highly located in the X chromosome, being alternatively observed an
undifferentiated distribution by the whole chromosome complement.

Comparative Chromosome Painting using a R. norvegicus X chromosome (RNOX)
specific probe in chromosome preparations of the three species, revealed three syntenic
segments in one arm of C. cricetus X chromosome, eight syntenic segments in P. eremicus X
chromosome and six syntenic segments in the long arm of P. tullbergi X chromosome. This
analysis also revealed the occurrence of a pericentric inversion during the evolution course of

P. eremicus X chromosome. The characterization of the constitutive heterochromatin
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performed during this work revealed the existence of C-bands to flanking some syntenic
segments, discriminated by the paint RNOX in the X chromosome of the three species
analyzed. These results seem to suggest the participation of heterochromatin sequences in the
chromosome rearrangements that originated these chromosomes, evidenced by the presence of
repetitive sequences at the evolutionary breakpoints regions of these species. Moreover, in this
work was performed an in silico analysis among tandem repeats chromosome distribution and
the location of evolutionary breakpoints regions in the X chromosome of the index species M.
musculus. In this analysis, the chromosome syntenic regions of M. musculus, R. norvegicus and
H. sapiens were used for identification of the breakpoints chromosome regions of M. musculus
X chromosome, and bioinformatic tools that allowed the evaluation of tandem repeats density
in this chromosome. Preliminary results demonstrate that the regions presenting high
accumulation of tandem repeat sequences correspond to evolutionary breakpoints regions,
support the important role of these sequences in the reorganization of genome’s architecture
along evolution.

The X chromosome of C. cricetus, P. eremicus and P. tullbergi show differences in
respect to morphology, amount, location and molecular nature of its heterochromatin,
suggesting that they arose through the occurrence of different chromosome rearrangements, as
inversions, centromeric transpositions, additions/eliminations of heterochromatin and
Robertsonian translocations, as is the case of C. cricetus X chromosome, that presents two
blocks of constitutive heterochromatin at the (peri)centromeric region. The high number of
constitutive heterochromatin subclasses identified in the X chromosome of P. tullbergi, in
comparison with the other two analyzed species, suggests that the X chromosome of this
species is highly rearranged. However, the analysis of the syntenic segments in the X
chromosomes with the painting probe RNOX, suggests P. eremicus X chromosome as the
more rearranged. This apparent disagreement is probably the result of different analyses,
namely the identification of heterochromatin subclasses and syntenic segments among the
chromosomes of different species, requiring a more detailed investigation to clarify the
mechanisms underlying the evolution of these chromosomes.

Future detailed characterization of constitutive heterochromatin sequences, namely
satellite DNA sequences, isolated for exemple by microdissection of chromosome centromeric
regions, and the construction of comparative maps for different species of rodents, will
certainly contribute to a better understanding of the evolutionary pathways that shaped these

genomes and the phylogenetic relationships among species.
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OBJECTIVOS

A Ordem Rodentia constitui a Ordem de mamiferos com o maior nimero de espécies,
encontrando-se estes animais bem adaptados a uma grande variedade de ambientes, podendo
desta forma ser observados em todo o mundo (Feldhamer et al. 2003). No entanto, este elevado
sucesso evolutivo nem sempre foi acompanhado por alteracdes morfoldgicas significativas,
dificultando a sistematica desta Ordem (Veyrunes et al. 2004). O esclarecimento das relagdes
filogenéticas dentro da Ordem Rodentia ¢ de elevada importincia para estudos de fisiologia,
imunologia e oncologia, j& que a investigagdo biomédica utiliza organismos modelos
pertencentes a superfamilia Muroidea, como o rato e a ratazana, permitindo este
esclarecimento aumentar as espécies disponiveis para futuras investigagdes. Estudos sobre a
evolucdo cromossdmica em roedores, como os realizados neste trabalho, poderdo contribuir
para a resolugdo da filogenia desta ordem, ao permitirem estudar rearranjos cromossOmicos
que podem estar na base da especiagdo.

Em comparagdo com os humanos e outros mamiferos, os genomas de roedores sofreram
uma rapida evolucdo cromossomica, durante a qual ocorreram complexos rearranjos
cromossomicos (Veyrunes et al. 2007), sendo aceite que a presenga de heterocromatina
constitutiva (HC) pode facilitar a ocorréncia destes rearranjos (Yunis ¢ Yasmineh 1971,
Peacock et al. 1982, John 1988, Chaves et al. 2004). Desta forma, um dos objectivos deste
trabalho foi a caracterizagdo da HC dos genomas de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi. Os
cromossomas destas espécies foram submetidos a restricao in sifu e bandeamento-C sequencial
(com um painel de sete endonucleases de restricdo), permitindo esta metodologia a
caracterizacdo da HC em termos da sua localiza¢do, deteccao de diferentes subclasses e
revelagcdo da sua composi¢ao molecular.

As sequéncias LINE-1 (“Long Interspersed Nuclear Elements-1”) sdo consideradas
marcadores filogenéticos que em muito podem elucidar acerca das relagdes filogenéticas entre
espécies (Waters et al. 2007). Desta forma, e ndo estando ainda caracterizadas estas sequéncias
no genoma das trés espécies em analise, isolaram-se as sequéncias LINE-1 a partir do DNA
genomico de cada uma das espécies, e compararam-se estas sequéncias com outras sequéncias
LINE-1 de roedores disponiveis na base de dados “NCBI Nucleotide”. Lyon (1998), propos
pela primeira vez o envolvimento das sequéncias LINE-1 na inactiva¢do do cromossoma X, ao
observar uma localizagao preferencial destas sequéncias nos cromossomas X do Homem e rato.

Com o objectivo de contribuir para o esclarecimento do eventual envolvimento das sequéncias




CaPl’tulo [ O}Djectivos

LINE-1 no mecanismo de inactivagdo do cromossoma X, analisou-se a distribuicao das
sequéncias LINE-1 de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi nos respectivos cromossomas.

Em mamiferos placentarios, considera-se que os autossomas € 0S Cromossomas sexuais
evoluiram de forma independente, no que diz respeito ao tempo e modo (Rubtsov et al. 2002,
Khil e Camerini - Otero 2005). Em roedores tendo vindo a ser descrito que o cromossoma X
evoluiu pela ocorréncia de complexos rearranjos cromossomicos (Veyrunes et al. 2007). Com
o objectivo de caracterizar o cromossoma X das trés espécies de roedores estudadas neste
trabalho, hibridou-se uma sonda de “painting” representativa do cromossoma X de Rattus
norvegicus (RNOX), em preparagdes cromossomicas de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi,
para identificar com exactiddo o cromossoma X de cada uma das espécies estudadas e as
regides conservadas entre estes cromossomas.

Neste trabalho pretendeu-se também relacionar directamente e de uma forma precisa a
localizagdo cromossémica de sequéncias repetitivas em tandem e a localizacdo de regides de

“breakpoints” evolutivos, através de analise in silico.
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INTRODUCAO

II. 1- Radia¢ao dos mamiferos

No decorrer da Era Mesozoica [248 - 65 Milhdes de anos (Ma)] até ao inicio da Era
Cenozodica (~65 Ma), os mamiferos eram relativamente raros e constituiam uma parte
insignificante da fauna, em comparagao com os répteis. Durante cerca de 140 Ma, mamiferos e
dinossauros partilharam o mesmo habitat até a extingdo dos ultimos (Benton 1997). De acordo
com registos fosseis, as diferentes linhagens de mamiferos existentes actualmente foram
originadas ap6s a radiacdo dos mamiferos durante o inicio da Era Cenozoica. Esta radiag¢do
teve origem em dois grandes eventos: a extingdo dos dinossauros no final do Periodo Cretacio
e a separacao da Pangea. Desde entdo, nos ultimos 65 Ma, os mamiferos tornaram-se os
vertebrados terrestres dominantes (Feldhamer etz al. 2003).

Existem actualmente trés grandes linhagens de mamiferos: os “Eutheria” (mamiferos
placentarios), os “Metatheria” (marsupiais) e os “Prototheria” (monotrematas). As linhagens
“Eutheria” e “Metatheria” formam a subclasse “Theria” (Belov et al. 2002). Dados
moleculares sugerem que a subclasse “Theria” divergiu da subclasse “Prototheria” ha 210 Ma
(Woodburne et al. 2003). Segundo alguns autores, a divergéncia entre “Eutheria” e
“Metatheria” tera ocorrido ha cerca de 130 Ma, no entanto o fossil mais antigo dos “Eutheria”
— Eomaia scansoria, encontrado na China, foi recentemente datado de ha 125 Ma (Ji et al.
2002).

Virias Ordens actuais de mamiferos placentarios tiveram origem na Epoca Paleocénica
(~65 a 56 Ma): Insectivora, Carnivora moderna, Chiroptera, Primata, Peryssodactila e Rodentia

(cf. figura 1) (Benton 1997).
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Figura 1- Radiagdo dos mamiferos na Epoca Paleocénica da Europa e América do Norte. Esta radiagio evidencia duas fases de acordo com
registos fosseis, uma no final do Periodo Cretacio e inicio da Epoca Paleocénica (~ 65 Ma) e outra o final da Epoca Paleocénica (~56 Ma). Os

grupos ja extintos estdo representados a preto. Adaptado de Benton (1997).

II. 1.1- Ordem Rodentia: radiacio e biogeografia

Os roedores (Ordem Rodentia) caracterizam-se morfologicamente por possuirem um
unico par de incisivos superiores e inferiores, que crescem durante toda a sua vida,
encontrando-se bem adaptados a uma grande variedade de ambientes, podendo desta forma ser
observados em todo o mundo (Feldhamer ez al. 2003). A Ordem Rodentia constitui a Ordem de
mamiferos com o maior nimero de espécies, existindo no entanto alguma discordancia sobre o
namero total de espécies que a constituem. Benton (1997) referiu que a Ordem Rodentia era
constituida por 1800 espécies, ou seja, cerca de 40% de todas as espécies de mamiferos hoje
existentes. Por sua vez, Huchon et al. (2002) consideraram que esta Ordem era constituida por
aproximadamente 2050 espécies, divididas em 28 familias. Em 2003, Adkins afirmou que das
cerca de 4200 espécies de mamiferos existentes, aproximadamente 1750 sdo roedores (42%).
Feldhamer et al. (2003) referiram que a Ordem Rodentia era constituida por 2016 espécies,
correspondendo a 43% do total das espécies de mamiferos, estando estas distribuidas por 28
familias. Apesar desta discordancia, todos os autores estdo de acordo quanto as dificuldades
relacionadas com a determinacdo de datas de radiacdo, das relagdes entre familias e da

monofilia desta Ordem.
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O primeiro roedor conhecido, Paramys atavus, viveu no final da Epoca Paleocénica e
durante a Epoca Eocénica (~56 - 37 Ma) na América do Norte ¢ Eurasia, considerando-se o
ancestral de varias familias actuais de roedores (Benton 1997). De acordo com a denti¢ao e
estrutura muscular da mandibula, o castor das montanhas (4plodontia rufa), pertencente a
familia Aplodontidae, ¢ o seu descendente vivo mais proximo (Feldhamer et al. 2003).

Evidéncias fosseis indicam que a radiagdo dos roedores deverd ter ocorrido ha
aproximadamente 55 Ma (Hartenberger 1998), no entanto dados moleculares sugeriram que a
radiagdo deste grupo de animais ocorreu mais cedo, durante o Periodo Cretacio (~125 - 85 Ma)
(Janke et al. 1997, Kumar e Hedges 1998, Cao et al. 2000). Em 2002, Huchon et al. estimaram,
através de dados moleculares (comparacdo de sequéncias de trés genes nucleares), que a
radiagdo dos roedores devera ter ocorrido ha aproximadamente 55 Ma, na transi¢cdo entre as
Epoca Paleocénica e Eocénica, o que permitiu reconciliar as informagdes obtidas por estes dois
tipos de dados.

Varios dados paleontoldgicos e moleculares suportam a monofilia da Ordem Rodentia,
considerando-se que todos os membros desta Ordem descendem do mesmo ancestral, sendo
estes os seus Unicos descendentes (Hervé 1997). Alguns autores (Graur et al. 1991 e D’ Erchia
et al. 1996) no entanto, com base na analise de sequéncias nucleares e mitocondriais, sugeriram
a parafilia para esta Ordem, onde se considera que nem todos os descendentes do ancestral
pertencem a Ordem Rodentia. Trabalhos mais recentes apoiam a origem monofilética dos
roedores (e.g. Michaux ef al. 2001, Huchon ef al. 2002).

Actualmente a filogenia da Ordem Rodentia ainda esta longe de ser completamente
compreendida. Neste trabalho seguiu-se a classificacao disponivel nas bases de dados “NCBI
Taxonomy” (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) e “Tree of Life Web Project”
(www.tolweb.org/tree/). Estas bases de dados compilam cuidadosamente dados de trabalhos
recentes, baseados em informagdes obtidas a partir da andlise de registos fosseis e dados

moleculares, sendo frequentemente actualizadas.

I1. 1.1.1-Superfamilia Muroidea

A consulta das bases de dados anteriormente referidas (“NCBI Taxonomy” e “Tree of
Life Project”) indica que as espécies estudadas neste trabalho (Cricetus cricetus, Peromyscus
eremicus € Praomys tullbergi) pertencem a uma mesma superfamilia: superfamilia Muroidea
(cf. figura 2). Segundo Steppan et al. (2004) esta ¢ a maior superfamilia de mamiferos

existente, contendo cerca de um terco de todas as espécies de mamiferos conhecidas,
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revelando-se muito dificil a analise da sua filogenia (como ja foi referido). Estes mesmos
autores sugerem que a esta superfamilia pertence a clade Eumuroida (ancestral comum mais

recente de algumas subfamilias desta Ordem) e a familia Spalacidae (cf. figura 2).

Spalacinae
Spalacidae Rhizomyinae

Myospalacinae
{ Dendromurinae
Cricetomyinae

Petromyscinae

Muroidea

—Nesomyidae —
Mystromyinae

Nesomyinae

Murinae (subfamilia P. tullbergi)

. Gerbillinae
e Muridae _4|
—— Eumuroida — Deomyinae

Lophiomyinae

Calomyscinae

Cricetinae (subfamilia C. cricetus)
Arvicolinae

Cricetidae —

Neotominae (subfamilia P. eremicus)

Sigmodontinae

Tylomyinae

? Platacanthomyinae

Figura 2- Arvore filogenética da superfamilia Muroidea. Esta arvore resulta principalmente da compilagdo de dados dos trabalhos de Steppan
et al. (2004), Jansa e Weksler (2004), Michaux et al. (2001), Robinson et al. (1997) e Michaux e Catzeflis (2000). Adaptado de Tree of life
Web Project.

Neste trabalho serdo apenas descritas as familias a que pertencem as espécies estudadas,
familia Cricetidae (P. eremicus e C. cricetus) e a familia Muridae (P. tullbergi), segundo a

classificagdo disponivel no “NCBI Taxonomy” e “Tree of Life Web Project”.

I. 1.1.1.1- Familia Cricetidae: géneros Cricetus e Peromyscus

Segundo registos fosseis estima-se que a familia Cricetidae teve origem nos inicios ou
meados da Epoca Eocénica (~58 a 47 Ma) (Hartenberger 1998), sendo considerada por muitos
paleontologos como ancestral a familia Muridae (Steppan et al. 2004). A determinagao das
relagdes filogenéticas entre as espécies pertencentes a esta familia tem-se revelado bastante
dificil (Steppan ef al. 2005). A partir da consulta das bases de dados anteriormente referidas
(“NCBI Taxonomy” e “Tree of Life Web Project”) e restringindo a andlise apenas as espécies

alvo em estudo neste trabalho, considera-se que a esta familia pertengam as subfamilias
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Cricetinae e Neotominae, nas quais se incluem os géneros Cricetus e Peromyscus,
respectivamente.

Na subfamilia Cricetinae podem ser encontrados os hamsters, pequenos roedores que
originalmente viveram em estepes naturais ou semi-naturais da Eurasia (Nechay 2000).
Segundo Romanenko ef al. (2007) estima-se que a esta subfamilia pertencam 7 géneros e 20
espécies. Existem registos fosseis de um grande nimero de espécies da subfamilia Cricetinae
que datam dos meados ¢ finais da Epoca Miocénica (12 a 5 Ma) da Eurasia (McKenna e Bell
1997). Neumann et al. (2006), com base em dados moleculares (comparacdo de sequéncias
parciais de dois genes mitocondriais € um gene nuclear), consideraram que a maioria das
espécies Cricetinae teve origem nos finais da Epoca Miocénica (12 a 5 Ma), podendo esta
origem estar relacionada com as alteracdes climaticas e tectonicas que ocorreram na Eurasia,
durante este periodo de tempo.

O género Cricetus contém uma Unica espécie C. cricetus, vulgarmente designada por
hamster comum (cf. figura 3) (Nechay 2000). Estes animais podem ser encontrados em regides
da Eurésia, desde a Bélgica até a Sibéria, compreendendo o seu habitat natural regides de

terrenos araveis, estepes e margens de rios (Nowak 1992).

Figura 3- C. cricetus. Espécie descrita pela primeira vez por Linneaus
em 1758. Imagem disponivel em  http://www.rhein-main-

deponie.de/feldhamster.html

De acordo com a informagdo de registos fosseis encontrados na América do Norte,
sugeriu-se que os Neotominae descendem de roedores do género Copemys, que viveram
durante a Epoca Miocénica ha aproximadamente 16 - 9 Ma (Baskin 1989). Os roedores desta
subfamilia habitam predominantemente regides desérticas do sul da América do Norte,
considerando-se que o seu centro de distribuicdo e abundancia reside no México, estendendo-
se alguns géneros para regioes a norte da América do Sul (Engel ef al. 1998). A esta subfamilia
pertence o género Peromyscus (“NCBI Taxonomy” e Tree of Life Web Project”), existindo

alguma dificuldade em compreender as relagdes filogenéticas entre as espécies pertencentes a
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este género (Engel et al. 1998, Riddle et al. 2000). Do género Peromyscus faz parte a espécie
P. eremicus, que se distribui por regides desérticas da América do Norte (Riddle et al. 2000)

(cf. figura 4).

Figura 4- P. eremicus. Espécie descrita pela primeira vez por Baird em 1958. Imagem

disponivel em http://www.biolib.cz/cz/gallery/dir683

11. 1.1.1.2- Familia Muridae

Os roedores da familia Muridae sdo o grupo mais diverso de mamiferos, estimando-se
que nele estejam contidas, pelo menos, 1326 espécies distribuidas por mais de 281 géneros,
sendo os géneros Mus e Rattus (ratos e ratazanas) os mais vulgarmente conhecidos (Musser e
Carleton 2005). Tal como acontece para a familia Cricetidae, a sistematica evolutiva desta
familia tem sido muito dificil de delinear e apesar dos diversos estudos realizados nesta area,
varias incertezas tém persistido (Martin et al. 2000, Michaux et al. 2001, Adkins 2003, Steppan
et al. 2004, Steppan et al. 2005). Dados paleontoldgicos sugerem que os Muridae tiveram
origem na Epoca Eocénica (~54 - 37 Ma) e a maior parte da sua radiagiio ocorreu na Epoca
Pleistocénica (~1.8 - 0.01 Ma) (Benton 1997).

Considera-se que a espécie P. tullbergi pertence a subfamilia Murinae, da qual também
fazem parte as espécies Mus musculus € o Rattus norvergicus (muito utilizadas em laboratoério)
(“NCBI Taxonomy” e “Tree of Life Web Project”). De acordo com os registos fosseis,
considera-se que os Murinae tiveram origem no Sudeste Asiatico durante a Epoca Miocénica
(~24 a 5 Ma) e depois se expandiram por todo o Velho Mundo (Asia, Europa e Africa) (Jacobs
1978). Denys e Jaeger (1986), usando o mesmo tipo de dados, sugeriram que a chegada destes
roedores a Africa subsariana tenha ocorrido ha aproximadamente 5 Ma (fronteira entre as
Epocas Miocénica e Pliocénica). Actualmente, neste continente, existem pelo menos dois
grupos de roedores pertencentes a esta subfamilia: o grupo Praomys (ao qual pertence uma das

espécies em estudo neste trabalho) e o grupo Arvicanthine (Steppan et al. 2005).

10
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II. 1.1.1.2.1- Grupo Praomys

Até recentemente, devido a dificuldades associadas a diferenciacdo morfologica dos
roedores deste grupo, incluiam-se no género Praomys espécies que se consideram pertencentes
aos géneros Mastomys, Hylomyscus e Myomys. Assim, embora estas espécies pertencam a
diferentes géneros, como apresentam grandes similaridades morfoldgicas sdo incluidas no
mesmo grupo (grupo Praomys) (Singleton et al. 2003), o que justifica este tipo de classificacao
pouco convencional (grupo). Segundo registos fosseis, considera-se que as espécies do grupo
Praomys descendem dos roedores do género Progonomys, que viveram no Sudeste Asiatico
durante a época Miocénica (Jacobs 1978). Actualmente incluem-se neste grupo cerca de 40
espécies, que se distribuem por 8 géneros, sendo considerado um dos mais diversos e
abundantes grupos de roedores do Velho Mundo, que colonizaram varios bidtipos em Africa e
também algumas regides da Peninsula Arabica (Nicolas ef al. 2005). Lecompte et al. (2005)
sugeriram, de acordo com dados morfologicos e moleculares, que a radiagdo do grupo Praomys
terd ocorrido ha cerca de 7 - 9 Ma, durante a Epoca Miocénica. Estes mesmos autores
consideram também a monofilia para este grupo, que ja tinha sido anteriormente sugerida por
outros autores (Lecompte et al. 2002, Denys et al. 2003), propondo a parafilia para alguns
géneros nele contidos, como por exemplo o género Praomys.

E ainda pouco claro o nimero total de espécies que contém o género Praomys (Lecompte
et al. 2005), no entanto, nele estd contida a espécie P. tullbergi (“NCBI Taxonomy” e “Tree of
Life Web Project”), endémica do oeste de Africa. Nicolas et al. (2005), de acordo com dados
craniométricos € moleculares (sequéncia do gene 16S rDNA), considerou que esta espécie, tal
como as restantes espécies do género Praomys, tenha tido origem durante a rapida radiag¢do
adaptativa que teve lugar na Epoca Pliocénica (~5 - 2 Ma), como consequéncia de alteragdes
climaticas em Africa. Estes mesmos autores, sugeriram também a existéncia de dois complexos

de espécies no género Praomys: jacksoni e tullbergi, pertencendo a este ultimo a espécie

Praomys tullbergi (cf. figura 5).

Figura 5- P. tullbergi. Espécie descrita pela primeira vez por Thomas em 1894.
Imagem disponivel em http://ib.berkeley.edu/includes/show-
image.php?id=121&original

11
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I1. 2 — Evolucio de sequéncias de heterocromatina constitutiva

Em 1928, Heitz considerou que sequéncias de DNA que coravam intensamente num
nicleo em interfase, correspondiam a frac¢do da cromatina que se mantinha condensada
durante todo o ciclo celular. Este autor deu a esta fraccdo o nome de heterocromatina,
designando as restantes sequéncias da cromatina por eucromatina (Zhimulev e Belyaeva 2003).
Assume-se que a eucromatina corresponde a fraccdo da cromatina com actividade codificante
(Clark e Wall 1996). O termo heterocromatina ainda ndo ¢ completamente compreendido, no
entanto, estudos recentes comecam por decifrar este mistério com quase 80 anos (Dillon 2004).
No passado, apesar de varios autores terem aplicado termos como “junk DNA” e “selfish
genetic material” a esta fracgdo do genoma, sabe-se actualmente que a heterocromatina ¢ um
elemento essencial do genoma dos eucariotas (Dimitri et al. 2004, Corradini ef al. 2007, Rossi
et al. 2007).

A defini¢cdo inicial de Heitz (1928) baseava-se apenas no grau de condensagdo da
heterocromatina. Os parametros utilizados para definir heterocromatina devem ter em conta
ndo s6 a condensacdo, como o tempo de replicacdo (replicacdo tardia), as propriedades de
coloragdo e o tipo de DNA e proteinas que contém (Sumner 2003). Actualmente considera-se
que a heterocromatina tem actividade transcricional, o ja foi observado em plantas (Nagl e
Schmitt 1985), alguns vertebrados (Varley et al. 1980), Drosophila melanogaster (Dimitri et
al. 2004, Dillon 2004, Corradini et al. 2007, Rossi et al. 2007) e Homo sapiens (Brun et al.
2003, Dimitri et al. 2004, Grunau et al. 2006).

II. 2.1- Heterocromatina constitutiva

A heterocromatina constitutiva (HC) localiza-se preferencialmente em regides
centroméricas dos cromossomas, podendo encontrar-se menos usualmente em regides
terminais e intersticiais (Corradini ef al. 2007). Estas sequéncias correspondem a cerca de 30%
do genoma em H. sapiens, 30% em Drosophila melanogaster, mais de 50% em Dipidomys
ordii (rato canguru) e mais de 90% em alguns espécies de nematodes (Singer 1982, Corradini
et al. 2007). A presenga ubiqua destas sequéncias nos genomas dos eucariotas superiores até
hoje analisados, parece sugerir o seu valor adaptativo (Dimitri et al. 2004).

As regides de HC dos cromossomas dos eucariotas sdo constituidas principalmente por
sequéncias altamente repetidas de DNA satélite (Jonh 1988, Chaves et al. 2004), podendo

também conter sequéncias mediamente repetidas (Ananiev et al. 1998). As sequéncias de DNA
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satélite ocorrem em “arrays” numa organizacdo em tandem (Slamovits et al. 2001).
Usualmente, o tamanho da unidade de repeti¢ao destas sequéncias varia entre as centenas € 0s
milhares de pares de bases, podendo cada “array” ter milhares de unidades de repeti¢do,
compondo nos cromossomas, blocos de cromatina altamente condensada (Slamovits e Rossi
2002).

Embora as sequéncias de HC estejam presentes no genoma de todos os eucariotas
superiores, estas ndo se encontram conservadas (Slamovits ef al. 2001). Determinadas
sequéncias de DNA satélite estdo apenas presentes no genoma de determinados grupos
taxonoémicos, podendo mesmo ser especificas do genoma de uma determinada espécie, o que
sugere que as sequéncias que lhe deram origem eram diferentes (Jobse 1995, Nijman e Lenstra
2001). Esta forma de ocorréncia das sequéncias de HC parece ser o resultado de processos
evolutivos dindmicos, levando a continuas alteragdes das sequéncias, do nimero de repetigdes,

substitui¢do e eliminacao de sequéncias de DNA satélite (Slamovits e Rossi 2002).

I1. 2.1.1- Origem e evolucao dos “arrays” de repeticio

A duplicagdo de uma sequéncia através de replicacdo “slippage” (c.f. figura 6a) ¢ o
processo de “unequal exchange” (cf. figura 6b), podem representar o primeiro passo na origem
de uma repeticdo (Walsh 1987). A replicagdo “slippage” pode envolver a duplicagdo de uma
sequéncia durante a replicagdo, iniciando-se assim uma repeticdo em tandem (Levinson e
Gutman 1987). O processo de “unequal exchange” é um mecanismo de recombinag¢do que
envolve uma troca desigual de material genético entre cromossomas homodlogos (Strachan e
Read 2004). Depois de um grande numero de acontecimentos de “unequal exachange”, pode
surgir uma periodicidade na sequéncia (Smith 1976). Outra alternativa para a origem de
“arrays” de repeti¢do ¢ a geracdo de novos “arrays” a partir de “arrays” ja existentes em outras
localizagdes do genoma (Slamovits e Rossi 2002). A excisdo e circularizacdo de algumas
repeticdes a partir de um “array” em tandem, pode originar um molde para a replicagdo em
circulo rolante (cf. figura 6c¢). Posteriormente, seguem-se acontecimentos de amplificacdo,
linearizagdo e integra¢do desses ‘“arrays” de repeticdo numa nova localizagdo do genoma

(Walsh 1987, Hamilton et al. 1990).
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Emparelhante normal durante a replicacdo do DNA
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Figura 6 — Esquematizagdo de alguns mecanismos envolvidos na origem e/ou dindmica dos “arrays” de repetigdo. (a) Mecanismo de replicagido
“slippage” (ou “slippage-strand mispairing”) que tem como consequéncia a geragdo de duplicagdes e delecgdes. As setas pequenas indicam a
direcgdo da sintese de DNA e os pontos indicam o emparelhamento de bases. O “slippage” na direc¢do 5’ — 3’ resulta na inser¢do de uma
unidade de repeti¢do. Um “slippage” na outra direcg¢do (3’- 5°) resulta na delecgdo de uma unidade de repetigdo. (b) Efeito da ocorréncia de
“unequal exchange” na variagdo do tamanho de um “array”. (c¢) Modelo de circulo rolante. As partes preenchidas a preto representam os
motivos de repeti¢do. A amplificagdo envolve a formagdo de uma copia circular extracromossomal que contém um numero variado de

repeti¢des, que depois sdo amplificadas por multiplos acontecimentos de replicagdo por circulo rolante. Retirado de Chaves (2002).
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I1. 2.1.2- Fun¢des da heterocromatina constitutiva

O aumento do nosso conhecimento sobre a natureza molecular da heterocromatina
constitutiva, permite defini-la como um importante componente genémico, com fungdes ao
nivel da estrutura e regulacdo do genoma (Dimitri et al. 2004). Nas duas ultimas décadas,
estudos realizados em Drosophila melanogaster, t€m demonstrado que a HC, além de possuir
fungdes importantes de actividade centromérica e emparelhamento cromossomico (Dimitri et
al. 2004), contém genes essenciais para a viabilidade e fertilidade (Henikoff er al. 2001,
Dimitri et al. 2004, Corradini et al. 2007, Rossi et al. 2007). A presenca de genes na HC nao
estd apenas descrita em Drosophila melanogaster, parecendo ser uma caracteristica conservada
nos genomas dos eucariotas (Corradini et al. 2007). Recentemente, foram identificados genes
na HC de leveduras (Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe), Arabidopsis
thaliana, Oryza sativa e H. sapiens (Dimitri et al. 2004, Corradini et al. 2007, Rossi et al.
2007). Em H. sapiens, especula-se que estes genes possam estar envolvidos na codificacdo de
factores de crescimento, imunoglobulinas e plasminogénio, referindo-se a transcricdo destas
sequéncias na linha germinativa, em tecidos fetais ou cancerosos (Brun et al. 2003, Dimitri et
al. 2004, Grunau et al. 2006).

Diferencgas na localizacdo e quantidade de heterocromatina nos cromossomas de espécies
proximas sdo bastante comuns, o que pode sugerir o papel destas sequéncias na evolugdo de
genomas (Slamovits e Rossi 2002). Para além das fungdes ja referidas, de acordo com vérios
trabalhos, ¢ hoje aceite que a presenga de sequéncias de HC pode facilitar a ocorréncia de
rearranjos cromossomicos, considerando-se mesmo “hotspots” de ocorréncia de rearranjos
(Yunis e Yasmineh 1971, Peacock ef al. 1982, John 1988, Chaves et al. 2004). Varios autores
tém vindo a sugerir que a rdpida evolucdo das sequéncias de DNA satélite promove a
ocorréncia dos rearranjos cromossomicos, através da capacidade destas sequéncias alterarem o
seu nuamero de repeticdes e assumirem novas localizagdes no genoma (Wichman et al. 1991,
Reig et al. 199, Schluter et al. 1997, Slamovits et al. 2001, Slamovits e Rossi 2002).
Recentemente, Ruiz-Herrera ef al. (2006) analisaram, nos autossomas de Homem, a relagao
entre a densidade de sequéncias repetitivas em tandem, e¢ a localizagdo de regides de
“breakpoints” evolutivos (regides do cromossoma susceptiveis a quebra e reorganizagdo),
observando uma elevada correlagdo entre a distribuicdo destas sequéncias nos cromossomas e

as regides de “breakpoints” evolutivos.

15



Capl’tulo ” - ]ntroc{ugéo

II. 2.2- Caracterizacio da heterocromatina constitutiva por restricio in situ e

bandeamento-C sequencial

A técnica de bandeamento-C ¢ extremamente util para identificar regides de
heterocromatina constitutiva nos cromossomas, porém, sdo necessarias outras metodologias
para obter um conhecimento mais detalhado sobre a natureza molecular e a origem destas
sequéncias. Entre estas metodologias, destaca-se a utilizacdo de endonucleases de restri¢ao
(REs - digerem o DNA em locais especificos) e de fluorocromos (coram regides
cromossomicas ricas em determinados tipos de bases de DNA) seguida de bandeamento-C, que
tem provado ser bastante 1util no estudo da evolugdo das sequéncias de HC em diferentes
genomas. Estas metodologias tém ainda a capacidade de demonstrar a heterogeneidade das
sequéncias de HC (Chaves et al. 2004, Adega et al. 2005, Adega et al. 2007).

Gould et al. (1976) e Jones (1977) foram os primeiros investigadores a restringirem
cromossomas fixados com REs, no entanto, o verdadeiro potencial desta técnica s6 foi revelado
com os estudos de Mezzanotte er al. (1983a, 1983b) e Miller et al. (1983). Estes autores
publicaram uma série de trabalhos em cromossomas de Homem, que demonstraram a
capacidade das endonucleases produzirem padrdes de diferenciacdo longitudinal em
Cromossomas.

As REs sdo enzimas isoladas a partir de bactérias, que clivam o DNA estranho de cadeia
dupla, apods reconhecimento de sequéncias especificas de nucledtidos (sequéncias de
reconhecimento) (Verma e Babu 1995). As regides cromossomicas que t€ém um elevado
niamero de locais de reconhecimento no seu DNA, para uma endonuclease em particular,
quando restringidas com essa endonuclease originardo fragmentos de DNA mais pequenos,
sendo o DNA preferencialmente perdido nestas regides. As restantes regides, que possuem
poucos locais de reconhecimento para a endonuclease, perderdo pouco ou mesmo nenhum
DNA cromossémico (Verma e Babu 1995). Sugeriu-se ja nos anos 80 (Miller et al. 1984,
Bianchi et al. 1985), que os fragmentos maiores que 1Kb permanecem na cromatina, enquanto
que fragmentos menores, com cerca de 200 bp, sdo extraidos dos cromossomas. Contudo,
Burkholder (1989) mostrou que nem sempre isto se verifica, indicando que fragmentos maiores
que 4 Kb podem ser removidos de cromossomas de rato. Gosalvez et al. (1997) assumiram que
o genoma de cada espécie € singular, ndo existindo regras para o reconhecimento, restri¢ao e
perda de sequéncias de DNA mediada por REs. Estes autores consideram que a estrutura da
cromatina influencia, provavelmente, a capacidade de uma RE restringir o DNA de

cromossomas fixados, e a perda de DNA apoés restrigdo nesses mesmos cromossomas.
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A accao das endonucleases de restricdo nos cromossomas revela bandas normalmente
relacionadas com as bandas-G, R ou C (Verma e Babu 1995), observando-se uma
reprodutibilidade dos resultados, pelo menos para os cromossomas de mamiferos (Chaves et al.
2002, Chaves et al. 2004, Adega et al. 2005, Adega et al. 2007) e bivalves (Leitdo et al. 2004).
A restrigdo in situ seguida de bandeamento-C permite uma caracterizacao da heterocromatina
(em termos da sua localizagdo, deteccao de diferentes subclasses e revelacdo da sua
composi¢do molecular) de uma forma mais precisa que o bandeamento-C classico, que apenas
permite localizar blocos de HC (Chaves et al. 2004, Adega et al. 2005). Para além disso, ao
utilizar esta metodologia, ¢ também possivel detectar bandas-C cripticas - bandas de HC
apenas reveladas apos a ac¢dao de REs. Varios autores indicam que este facto pode ser
justificado pela possibilidade da accdo das endonucleases causar modificacdes ao nivel das
sequéncias de HC, o que pode favorecer a ligacdo do corante ou contrastante a regides
cromossomicas especificas (Gosalvez et al. 1997, Nieddu et al. 1999, Chaves et al. 2004,

Adega et al. 2005).

I1. 2.2.1- Restricao in situ e bandeamento-C sequencial em cromossomas de roedores

A técnica de restrigdo in situ e bandeamento-C sequencial tem vindo a ser utilizada para a
caracterizacdo de sequéncias de heterocromatina constitutiva em cromossomas de roedores,
sendo aqui apresentados alguns exemplos. Os cromossomas de algumas espécies de género
Ctenomys (Familia Octodontidae - C. talarum, C. rionegrensis, C. pearsoni, C. dorbignyi)
foram submetidos a ac¢do das endonucleases Alul e Sau3A, demonstrando-se a existéncia de
diferencas na quantidade e na natureza molecular de sequéncias de HC entre cromossomas
homologos de espécies diferentes (Garcia ef al. 2000). Estes resultados indicam uma diferente
composi¢ao molecular entre as sequéncias de heterocromatina analisadas, o que sugere uma
diferente origem para estas sequéncias. Foram também analisados os padrdes de bandeamento
produzidos pelas endonucleases EcoRI e Mbol, em cromossomas de espécies pertencentes ao
género Reithrodontomys (familia Muridae), observando-se bandas-C cripticas apds a ac¢do da

enzima EcoRI (Van Den Bussche ef al. 1993).
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I1. 3 — Evolug¢ao dos cromossomas sexuais

As mutacdes sdo o “motor” dos varios processos evolutivos. No entanto, para sequéncias
com fungdes essenciais (e.g. sequéncias de genes), existe uma pressao selectiva no sentido da
manutencdo das suas sequéncias e consequentemente preservacdo da funcdo original. Desta
forma, sugere-se que os processos evolutivos requerem a duplicagdo de sequéncias (e.g.
sequéncias de genes), como também de segmentos de cromossomas, cromossomas € mesmo
genomas, de modo que uma das copias garanta a fun¢do original, ficando a outra livre para
divergir (Strachan e Read 2004). Supde-se que esta premissa também se possa aplicar a
evolucdo dos cromossomas sexuais. Numa determinada altura da evolugdo um par de
cromossomas duplicou, ficando uma das copias livre para divergir, originando num grande
nimero de taxa, dois cromossomas heteromorficos (citogeneticamente diferentes), com
pequenas regides de homologia. Actualmente aceita-se que a diferenciagdo dos cromossomas
sexuais (incluindo os de mamiferos) se iniciou a partir de um par de cromossomas homologos,
o que foi proposto pela primeira vez por Ohno (1967), ao estudar os cromossomas Z ¢ W em

diferentes familias de cobras.

II. 3.1- Diferenciacio dos cromossomas sexuais

O mecanismo pelo qual um par de cromossomas homomorficos (citogeneticamente
iguais) divergiu, originando dois cromossomas heteromorficos, ainda ndo ¢ completamente
entendido. A hipdtese mais aceite para explicar a diferenciacdo dos cromossomas sexuais,
considera que esta teve inicio com uma supressdo da recombinacdo entre o par de
cromossomas homologos, devido ao estabelecimento de genes de determinismo sexual (Griffin
et al. 2002, Ayling e Griffin 2002, Graves et al. 2002, Sumner 2003). Rice (1987) referiu que o
primeiro gene de determinismo sexual devera ter surgido num dos cromossomas homdlogos,
por mutagdo (em mamiferos no cromosoma Proto Y- primeiro cromossoma Y) e esta mutacao
ter-se-4 fixado por ser vantajosa para os individuos. Este mesmo autor propds que,
posteriormente, em localizacdes cromossomicas adjacentes, pode ter existido uma seleccio
para acumulagdo de outros genes, responsaveis pelo dimorfismo sexual (cf. figura 7).
Charlesworth (1996) considera que a supressao da recombinagdo se torna assim necessaria para
manter estes genes em “cluster”, sugerindo que poderia ocorrer esterilidade ou
hermafroditismo quando separados por recombinacdo. Na supressdo da recombina¢do podem

estar envolvidas alteracdes estruturais no cromossoma proto Y, como a ocorréncia de
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inversdes, translocacdes e acumulagdes de heterocromatina, que inibem a recombinagao como
consequéncia de emparelhamentos falhados e formacao de “loops” durante a meiose (Griffin et
al. 2002). Desta forma, ocorre assim uma eventual degradagdo funcional e estrutural do
cromossoma proto Y, ja que a supressao da recombinacdo pode facilitar a fixacdo de mutagdes
numa populacao, reduzindo a probabilidade da mutagdo ser reparada (Ayling e Griffin 2002).
A ocorréncia de novas mutagdes no cromossoma proto Y dificulta ainda mais a recombinacao,
acentuando a diferenciacdo entre os dois cromossomas (Griffin et al. 2002). Clark e Wall
(1996) referem que quando a diferenciagdo deste par de cromossomas ¢ suficientemente
elevada, ocorre uma acentuada diminuicdo da actividade meidtica do ja considerado
cromossoma Y, seguindo-se varios ciclos de degeneracdo, como se pode observar na figura 8.
Apbs a ocorréncia de varios ciclos de degeneragdo, observa-se uma “degradacdo” do potencial
codificante do cromossoma Y pela possivel acumulacdo de mutagdes e elementos transponiveis

(Larsson e Meller 2006), como sera abordado a seguir no ponto II. 3.1.1.

a b c d

—_— —_— —
C C C C C* C A* C
A A A* A A* A Cc* A
Proto Y Proto X ProtoY Proto X ProtoY Proto X ProtoY Proto X

Figura 7- Sequéncia hipotética de acontecimentos que iniciaram a diferenciacdo dos cromossomas sexuais. (a) Cromossomas homologos (b)
Mutag@o do gene A originando o gene A*. (¢c) Mutagdo do gene C originando o gene C*. (d) Supressdo da recombinagdo na regido entre os

genes A* e C*.
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Par de cromossomas homomoérficos

Y

Supresséo da recombinagéo
-y

Degradacéo funcional e estrutural do cromossoma Proto Y

Ciclos
de
Degeneracao

Diminuigdo da actividade meiética do cromossoma Y

Figura 8- Processo ciclico de degeneracdo do cromossoma Y. Adaptado de Griffin ez al. (2002).

Considerando o que anteriormente foi descrito, seria de esperar que o conteudo e a
funcdo dos genes do cromossoma X estivessem conservados em relacdo ao autossoma
ancestral. No entanto, apés sequenciacdo do genoma humano, verificou-se que o conteudo em
genes do cromossoma X devera ter sido igualmente moldado por forgas selectivas. Em analises
recentes sobre a fun¢dao dos genes mapeados no cromossoma X humano, concluiu-se que os
genes envolvidos na reproducdo representam a maior fraccdo de genes presentes neste

cromossoma (Graves 2006).

II. 3.1.1- Degeneracio do cromossoma Y: acumulacio de mutacdes e elementos

transponiveis

Pelo que foi referido anteriormente, compreende-se porque o cromossoma Y ¢
considerado o cromossoma menos conservado do genoma (Ayling e Griffin 2002). A perda de
fungdo de genes do cromossoma Y, por mutagdo ou acumulagido de elementos transponiveis,

resulta no sentido da ndo manuten¢do das sequéncias originais (Strachan e Read 2004, Graves
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2006). Estudos realizados em varias espécies sdao concordantes em indicar que o cromossoma
Y degenera a um ritmo rapido, chegando-se mesmo a sugerir o seu eventual desaparecimento

no decurso da sua evolugao (Graves 2005, 2006).

II. 3.1.1.1- Degenerac¢ao do cromossoma Y por acumulacio de mutagdes

A acumulagdo de mutagdes no cromossoma Y pode ser explicada pelo mecanismo de
“Muller’s Ratchet” (Charlesworth e Charlesworth 1997, Ayling e Griffin 2002, Griffin et al.
2002). Em 1964, Muller prop6s uma teoria (designada de mecanismo “Muller’s Ratchet”) para
explicar como, na auséncia de recombinagdo, um conjunto de mutagdes podem ser acumuladas
nos cromossomas. Considera-se que a frequéncia de muta¢do em todos os cromossomas seja
bastante baixa, todavia a fixacdo destas mutacdes ¢ mais provavel no cromossoma Y, devido a
supressdo da recombinagdo como consequéncia do estabelecimento de genes de determinismo
sexual, caracteristicos deste cromossoma (Ayling e Griffin 2002). O mecanismo “Muller’s
Ratchet” é considerado como um processo pelo qual € eliminada da populagdo a classe menos
representativa de individuos, portadores de um menor niumero de mutagdes, e as restantes
classes originam as geragdes seguintes (Muler 1964, Charlesworth e Charlesworth 1997). Uma

representacdo simples desta teoria pode ser observada na figura 9.

Geracao 1 Geracao 2 Geracao 3

A B C

Figura 9- Mecanismo de “Muller’s Ratchet”. A - Na geragdo 1 existem individuos com 0 a 3 mutagdes no cromossoma Y. Elimina¢do da
classe com um menor nimero de mutagdes (cromossoma Y com 0 mutacdes), as restantes classes originam a geragdo 2. B - A geragdo 2 tem
entre 1 a 4 mutagdes no cromossoma Y. Eliminagdo da classe com um menor nimero de mutagdes (cromossoma Y com 1 mutagdo), as
restantes classes originam a geracgdo 3. C - A geragdo 3 tem entre 2 a 5 mutagdes no cromossoma Y. Eliminagdo da classe com um menor
nimero de mutagdes (cromossoma Y com 2 mutagdes), as restantes classes originam a geragdo seguinte. Esta situagdo vai acontecendo

sucessivamente. Adaptado de Ayling e Griftin (2002).
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II. 3.1.1.2- Degenerac¢io do cromossoma Y por acumulacio de elementos transponiveis

Virios autores (Lyon 1998, Bailey 2000, Marchal et al. 2004, Marchal et al. 2006) tém
vindo a observar, no Homem e em vérias espécies de roedores, uma localizacdo preferencial
das sequéncias LINE-1 nos cromossomas sexuais, em comparagdo com O0s autossomas.
Steinemann e Steinemann (2005) propdem que a acumula¢do de sequéncias LINE -1 no
cromossoma Y favorece a sua degeneracdo, ja que aquando da transposi¢do podem inserir-se

nos genes possibilitando, o seu silenciamento e resultando na degeneracgao da sua sequéncia.

II. 3.2- Evoluc¢ao dos cromossomas sexuais em mamiferos

De acordo com a hipotese anteriormente referida, considera-se actualmente que a
evolucdo dos cromossomas sexuais em mamiferos se iniciou com a diferenciacao de um par de
cromossomas homomorficos (Griffin ef al. 2002, Ayling e Griffin 2002, Graves et al. 2002,
Anopriyenko e Zakian 2003, Khil e Camerini-Otero 2005, Graves 2005, Graves 2006). Mapas
comparativos mostram que os cromossomas Z ¢ W das aves, e os cromossomas X ¢ Y dos
mamiferos ndo apresentam homologia. O cromossoma X do Homem ¢ homologo aos
cromossomas 1 e 4 da galinha e o cromossoma Z ¢ homdélogo aos cromossomas 9, 5, 8 e 18 do
Homem (Nanda et al. 2002). Desta forma, sugere-se que os cromossomas sexuais de aves e
mamiferos tenham evoluido independente, a partir de um diferente par de autossomas (Graves
et al. 2002) e apds a divergéncia destas linhagens de vertebrados (Griffin et al. 2002), ha
aproximadamente 310 Ma (Khil e Camerini-Otero 2005) (cf. figura 10).

A diferenciacdo dos cromossomas sexuais em mamiferos resultou num cromossoma de
maior tamanho e mais rico em genes (cromossoma X), em comparagdo com um cromossoma
de menor tamanho e pobre em genes (cromossoma Y) (Griffin et al. 2002). Contudo, estes
cromossomas possuem ainda algumas regides de homologia, ndo estando completamente
diferenciados, designadas por regides pseudoautossomais (regides PAR), onde ocorre o
emparelhamento cromossémico e recombinagdo (Ayling e Griffin 2002, Graves et al. 2002). A
extensao destas regides varia entre as diferentes linhagens de mamiferos, envolvendo grandes
regides cromossOmicas em monotrematas, pequenas regides em mamiferos placentarios e

sendo aparentemente inexistentes em marsupiais (Anopriyenko e Zakian 2003).
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Mamiferos Placentarios Marsupiais Monotrematas Aves Nematodes Insectos
Homem Rato Canguru Ornitorrinco Galinha C. elegans D. Melanogaster
XXIXY XXIXY XXIXY X1-5 X1-5/ X1-5 Y1-5 2z21ZW XXIXO0 XXIXY
~ 70 Ma
~ 150 - 180 Ma
~210 Ma
~ 310 Ma
L—_—_ SRE— I
Mamiferos » 500 Ma

Figura 10- Evolucdo de cromossomas sexuais. Pensa-se que os cromossomas sexuais dos mamiferos (X e Y) se diferenciaram apos a

divergéncia entre mamiferos e aves. Adaptado de Khil e Camerini-Otero (2005).

O sistema de determinismo sexual observado em mamiferos é do tipo XX/XY, sendo os
machos heterogaméticos (XY) e as fémeas homogaméticas (XX), existindo algumas excepgoes
(Charlesworth e Dempsey 2001), como acontece por exemplo em trés espécies de roedores,
Tokudaia osimensis, Tokudaia tokunoshimensis e Ellobius lutescens (familia Muridae). Estas
espécies tém uma constitui¢do sexual cromossémica do tipo X0 em ambos os sexos, ndo se
observando o cromossoma Y (Soullier ef al. 1998, Sutou et al. 2001, Just ef al. 1995, Vogel et
al. 1998). Nestes casos, a distingdo cromossdmica entre os dois sexos faz-se pela ocorréncia de
dimorfismos cromossomicos (duas formas diferentes de um cromossoma) entre machos e
fémeas (De La Maza e Sawyer 1976, Arakawa et al. 2002). As regides cromossdmicas sexuais
dimorficas chamam-se de regides sexuais especificas, considerando-se que possam ter
resultado de pequenas adi¢cdes de sequéncias do cromossoma Y ao cromossoma X nas duas
espécies do género Tokudaia (Kobayashi et al. 2007), e ao cromossoma 1 na espécie Ellobius

lutescens (De La Maza e Sawyer 1976).
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II. 3.2.1- Translocag¢oes entre autossomas e cromossomas sexuais em mamiferos

Em 1995, Graves prop0s uma hipdtese para a evolu¢do dos cromossomas sexuais em
mamiferos, chamada hipotese de “addition - attrition”. Esta hipdtese considera que proto
gonossomas (primeiros cromossomas sexuais) destes animais, possuindo regides de homologia,
sofrem ciclos de adi¢do de material autossomico (“addition”) por translocagdo, seguidos de
uma degeneracdo gradual do cromossoma Y (“attrition”). De acordo com esta hipdtese, a
adi¢do de material autossomico a uma regido PAR do cromossoma X (“addition”) permite
originar um cromossoma X composto, com regides sexuais primitivas e regides autossomicas
adicionadas. Por recombinagdo entre as regides PAR, o cromossoma Y adquire o material
autossomico, observando-se um aumento destas regides. Posteriormente, supde-se que o
cromossoma Y ¢ sujeito a pressdes selectivas, reduzindo-se a recombinagdo, o que leva a
acumulagdo de mutagdes (“attrition) (Graves 1995). Os proto gonossomas sdao depois sujeitos
a novos ciclos de “addition”, recombinacdo e “attrition” (Graves et al. 1998, Ayling e Griffin
2002), como se pode observar na figura 11.

Graves e Shetty (2000) sugeriram, de acordo com esta hipotese, que a degradagdo
progressiva do cromossoma Y tem sido equilibrada por novas “additions” a regido PAR,
passando as regides autossémicas adicionadas a fazer parte desta regido homodloga. Estes
mesmos autores consideram também que se estas “additions” ndo ocorrerem, 0s cromossomas
sexuais perderdo as regides PAR, deixando de ser observar ciclos de ‘“addition - attrition”.
Graves (2006) propds que se ocorrer o desaparecimento do cromossoma Y, um novo gene de
determinismo sexual podera surgir noutro cromossoma, iniciando-se um novo ciclo de
diferenciagdo sexual. Este autor pensa que isto esteja a acontecer nas espécies de roedores
Tokudaia osimensis, Tokudaia tokunoshimensis e Ellobius lutescens (familia Muridae), que

apresentam constituicdo cromossomica do tipo XO, como atras referido.
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Figura 11 — Hipotese de “addition — attrition” para a evolugdo dos cromossomas sexuais de mamiferos. (Al, A2 e A3 segmentos

autossomicos). Adaptado de Ayling e Griffin (2002).

Graves et al. (1998) referem que diferentes segmentos autossOmicos podem ser
adicionados por translocacdo as regides PAR em diferentes linhagens de mamiferos, o que
pode justificar o diferente conteido em genes destas regides. Como nos marsupiais as regides
PAR sdo aparentemente inexistentes, pode sugerir-se que 0s seus Cromossomas sexuais estejam
completamente diferenciados e ndo ocorram “additions” de material autossémico (Toder ef al.
1997). Porém, Graves et al. (1998) consideram que devem ter ja existido regides PAR nos
cromossomas sexuais de marsupiais, o que possibilitaria ciclos de “addition-attrition”, podendo
estas regides PAR ter sido perdidas apds uma intensa degradagdo do cromossoma Y.

Em mamiferos placentarios, particularmente em roedores, varios tém sido os trabalhos

onde foi possivel observar translocacdes entre autossomas e cromossomas sexuais, tendo sido
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considerado este tipo de rearranjos como um dos passos no complexo processo evolutivo que
origina 0s cromossomas sexuais nestes animais, seguindo-se a hipotese de “addition — attrition”
(Fredga 1972, Viegas- Pequignot et al. 1982, Kasahara e Dutrillaux 1983, Wahrman et al.
1983, Ratomponirina et al. 1986, Tucker 1986, Pack et al. 1993, Vassart et al. 1995, Yang et
al. 1997, Dobigny et al. 2002, Dobigny et al. 2004, Veyrunes et al. 2004, Deuve et al. 2006).

A partir da andlise de mapas comparativos entre os cromossomas X de Homem,
marsupiais e monotrematas, considera-se que o cromossoma X de mamiferos placentérios ¢
composto por regides conservadas (XCR) e regides que lhe foram posteriormente adicionadas
(XAR) (Griffin et al. 2002). As regides XCR estdo presentes no cromossoma X das trés
linhagens de mamiferos, o que indica que estariam presentes no seu ancestral comum antes da
divergéncia dos “Theria” (mamiferos placentdrios e marsupiais) e “Prototheria”
(monotrematas) (Watson et al. 1991, Graves et al. 2002, Anopriyenko e Zakian 2003), que
segundo Woodburne ef al. (2003) ocorreu hé aproximadamente 210 Ma. As restantes regides
do cromossoma X de Eutheria (XAR) foram mapeadas em autossomas de marsupiais e
monotrematas (Watson et al. 1991, Graves et al. 2002, Anopriyenko e Zakian 2003) (cf. figura
12).

Tal como se observa para o cromossoma X, a analise de mapas comparativos entre
marsupiais ¢ Homem, aponta para que o cromossoma Y do Homem também seja composto por
regides ancestrais (YCR) e regides que lhe foram posteriormente adicionadas (YAR) (Graves

2006).
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Mus Rattus Microtus Homo
Monotrematas  Marsupiais musculus norvegicus kirgisorum Sapiens

i)

PAR 1PAR 1

' 2PAR 2

V" ~210 Ma

~ 310 Ma

Figura 12- Estrutura do cromossoma X de mamiferos placentarios, marsupiais € monotrematas. Os mamiferos placentéarios estdo representados
por duas ordens: Ordem Rodentia (M. musculus, R. norvegicus e M. kirgisorum) ¢ Ordem Primata (H. sapiens). As regides conservadas do
cromossoma X (XCR) presentes nas trés linhagens de mamiferos sdo apresentadas a preto e as regides adicionadas por translocagdo (XAR),
presentes apenas nos mamiferos placentarios, sdo apresentadas a branco. As regides apenas presentes no cromossoma X de monotrematas sao
apresentadas a azul claro, ndo tendo ainda sido estudada nestes mamiferos a regido apresentada a branco. Os tracejados representam regides de
possiveis rearranjos cromossomicos, considerando-se que o cromossoma X de rato ¢ mais rearranjado que o cromossoma X do Homem,
sugerindo-se que as inversdes sdo um rearranjo comum durante a evolugdo do cromossoma X de mamiferos (Kuroiwa et al. 2001). As datas
(Ma) aqui apresentadas estdo de acordo com os trabalhos de Ji et al. (2002), Woodburne et al. (2003) e Anopriyenko e Zakian (2003).
Adaptado de Anopriyenko e Zakian (2003).

II. 3.3- Inactivacio do cromossoma X em mamiferos

Como consequéncia da existéncia de dois cromossomas X nas fémeas de mamiferos e
apenas um cromossoma X nos machos, seria de esperar o dobro de transcritos dos genes
presentes no cromossoma X nas fémeas (Sumner 2003), o que ndo acontece. Pensa-se que
existe uma compensacao de dose relativamente aos transcritos do cromossoma X, que permite
regular os transcritos em ambos 0s sexos, sendo inactivado um dos cromossomas X nas fémeas
(Chow et al. 2005), o que foi proposto pela primeira vez por Lyon (1961). Esta inactivagdo do
cromossoma X ¢ uma forma de regulagdo génica em que milhares de genes de um cromossoma
sdo silenciados (Bailey et al. 2000). Nos mamiferos placentarios, a inactivagdao do cromossoma
X ocorre ao acaso durante a embriogénese das fémeas (Chow et al. 2005). Em marsupais € nos
monotrematas, pouco se sabe sobre o mecanismo de inactivagao deste cromossoma (Hore et al.

2007, Shevchenko et al. 2007, Davidow et al. 2007).
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Lyon (1998) propos pela primeira vez que as sequéncias LINE-1 podem estar envolvidas
na inactivacao do cromossoma X em mamiferos. Esta hipotese baseia-se na observagdo de uma
localizacdo preferencial de sequéncias LINE-1 no cromossoma X de Homem e rato, em relagao
aos autossomas, apresentando-se também as regides que escapam a inactivagdo ‘“pobres”
nessas sequéncias (Lyon 1998, 2006). Varios trabalhos realizados em roedores tém vindo
reforcar a hipotese de Lyon (1998), como por exemplo os trabalhos de Baker e Kass (1994) e
Marchal ef al. (2006). Nestes trabalhos, diferentes espécies dos géneros Peromyscus (Familia
Cricetidae) e Microtus (Familia Muridae) apresentam uma distribuicdo preferencial de
sequéncias LINE-1 nos cromossomas sexuais, em relacdo aos autossomas. Contudo, também
existem trabalhos que colocam esta hipdtese em causa, tendo sido observado que as sequéncias
LINE-1 se encontram uniformemente distribuidas por todos os cromossomas do complemento
das espécies Cryptomys mechowi (Familia Bathyergidae) (Deuve et al. 2006) e Sigmodon
hispidus (familia Muridae) (Casavant et al. 2000), ndo se observando uma localizacdo

preferencial destas sequéncias no cromossoma X.
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MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais ¢ métodos utilizados ao longo de todo o
trabalho. A metodologia referente a cada uma das técnicas aqui apresentadas sera
acompanhada de uma introducdo prévia, na qual serdo apresentados, sempre que possivel, os

mecanismos subjacentes a essas mesmas técnicas.

III. 1- Cultura de células e preparac¢des cromossomicas

Neste trabalho foram utilizadas linhas celulares de fibroblastos de Cricetus cricetus
(CCR), Peromyscus eremicus (PER) (ambos pertencentes a familia Cricetidae) e Praomys
tullbergi (PTU) (pertencente a familia Muridae). Cada uma destas linhas foi gentilmente cedida
pelo Doutor Vitaly Volobouev [“Department of Systematics and Evolution, Muséum National
d’Histoire Naturelle” (MNHN)]. A cultura de células foi realizada segundo procedimentos
“standard” descritos por Chaves et al. (2004), de forma a se obterem preparagdes
cromossomicas em quantidade e qualidade (no que diz respeito a morfologia e espalhamento

dos cromossomas).

I11. 2- Restricao in situ

Com o objectivo de se caracterizar a heterocromatina constitutiva (HC) dos cromossomas
das trés espécies de roedores estudadas neste trabalho (CCR, PER e PTU), foi realizado

bandeamento por restri¢do in situ com endonucleases de restri¢ao, seguido de bandeamento-C.

I11. 2.1- Técnicas de bandeamento

A capacidade de bandeamento cromossdmico € a caracteristica dos cromossomas mais
explorada mas também uma das menos compreendidas (Hayes 1995), tendo uma fungdo na
identificacdo de cromossomas e organizacdo de cariétipos. O primeiro método publicado para a
demonstracdo de bandas ao longo dos cromossomas envolvia o uso de mustarda de quinacrina
ou di-hidroclorideo de quinacrina, para producdo de um padrdo de diferenciacdo longitudinal

fluorescente (Caspersson et al. 1971). Este método ¢ designado de bandeamento-Q, tendo
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surgido posteriormente outros métodos de bandeamento que permitem obter bandas-G, bandas-
R, bandas-C, bandas-T e NOR’s (Verma e Babu 1995).

O uso de fluorocromos capazes de reconhecer sequéncias de DNA enriquecidas em bases
AT e GC (Verma e Babu 1995) e a utilizagdo de endonucleases de restrigdo (Babu ¢ Verma
1986) permite também obter um padrao de diferenciagao longitudinal em cromossomas
metafasicos. Gould et al. (1976) e Jones (1977) foram os primeiros investigadores a
restringirem cromossomas fixados com enzimas de restricio, no entanto, o verdadeiro
potencial desta técnica para a obtencdo de um padrio de diferenciacdo longitudinal nos
cromossomas, s0 foi descoberto com os estudos de Mezzanotte et al. (1983a, 1983b) e Miller

et al. (1983), em cromossomas humanos fixados.

I1I. 2.1.1- Bandeamento-G por accio da tripsina com coloraciao por DAPI (GTD)

A técnica de bandeamento-G foi descrita pela primeira vez por Sumner ef al. (1971),
sendo actualmente muito utilizada para a identificacdo de cromossomas e organizagdo de
cariotipos. As bandas obtidas apds a utilizagdo desta técnica (bandas-G) resultam da digestao
dos cromossomas com enzimas proteoliticas inespecificas como a tripsina, no entanto, o
mecanismo subjacente a este tipo de bandeamento ainda ndo ¢ completamente conhecido
(Verma e Babu 1995).

Neste trabalho o bandeamento-G observado apds a ac¢do da tripsina e coloragdo com
DAPI (4’ — 6° — “diamidino — 2- phenylindole”) (GTD), foi apenas usado para a identificacao
dos cromossomas em placas metafasicas que ndo foram sujeitas a restri¢do in sifu. Estes
cromossomas sao posteriormente sujeitos a bandeamento-C, permitindo uma comparagao entre

bandas-C obtidas apds bandeamento-G (bandeamento-C classico) ou apos restri¢ao in situ.

Protocolo 1- Bandeamento-G por acc¢io da tripsina com coloracio por DAPI (GTD)
(Técnica usada no laboratorio de Genomica Comparativa Funcional e Tecnoldgica do IBB,

CGB-UTAD)

1. As laminas preparadas a partir de cultura fixadas com um bom indice mitdtico e
espalhamento foram envelhecidas “overnight” numa incubadora a 65°C.
2. No dia seguinte foram retiradas da incubadora e deixaram-se arrefecer até atingirem a

temperatura ambiente.
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3. Posteriormente as laminas foram colocadas numa solu¢do de Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS — Invitrogen Life Techonologies) durante 5 minutos, transferindo-se
posteriormente (uma ldmina de cada vez) para uma solucdo de tripsina a 3% (v/v) em
tampao fosfato, onde permaneceram apenas alguns segundos (~ 5 segundos).

4. Para inibir a ac¢do da tripsina as laminas foram novamente mergulhadas na solugao de
HBSS, onde permaneceram cerca de 1 minuto, sendo posteriormente mergulhadas
numa solu¢do de etanol a 70%, seguida de uma solug¢do de etanol a 100%, durante 3
minutos. Deixaram-se secar ao ar.

Montagem

5. Colocou-se uma gota de DAPI (Vector Laboratories) no centro de uma lamela 24x50
mm. Inverteu-se a lamina sobre a lamela e pressionou-se o conjunto invertido
(lamina/lamela) sobre uma camada espessa de papel absorvente, de forma a remover o
excesso de DAPI e eliminar bolhas de ar. As laminas foram guardadas ao abrigo da luz
a 4°C, até serem observadas.

6. Observaram-se as laminas ao microscopio.

I1I. 2.1.2- Bandeamento por restricio in situ

As endonucleases de restricdo (REs) sdo enzimas isoladas a partir de bactérias, que
degradam o DNA estranho de cadeia dupla, apds reconhecimento de sequéncias especificas de
nucleotidos (Verma e Babu 1995). As REs utilizadas neste trabalho, a sua origem, e as

sequéncias de DNA que reconhecem, estdo descritas na tabela seguinte (tabela 1).
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Tabela 1 — Sequéncias de reconhecimento para clivagem das endonucleases de restri¢ao

utilizadas na metodologia de restri¢do in situ

Endonucleases de restri¢io Sequéncias Reconhecimento Bactéria de Origem
AG|CT
Alul (Invitrogen Life Technologies) TC1GA Arthrobacter luteus
GGGCCTC
Apal (Invitrogen Life Technologies) C|CCGGG Acetobacter pasteurianus
G|GATCC
BamHI (Amersham Biosciences) CCTAG1TG Bacillus amyloliquefaciens H.
TTT|AAA
Dral (Amersham Biosciences) AAATTTT Deinococcus radiophilus
GGJ|CC
Haelll (Invitrogen Life Technologies) CC 1GG Haemophilus aegyptius
CTGCA1TG
Pstl (Invitrogen Life Technologies) G|ACGTC E. coli portadora do gene Pst 1 (Providencia stuartii)
GT|AC
Rsal (Invitrogen Life Technologies) CATTG Rhodopseudomonas sphaeroides

Protocolo 2 — Bandeamento por restricao in situ e coloracao com DAPI (Técnica original

de Chaves et al. 2002)

As laminas preparadas a partir de cultura fixadas foram envelhecidas a 65°C, durante 6
horas. Decorrido esse tempo deixaram-se arrefecer a temperatura ambiente.
Procedeu-se a preparagdao da mistura de reac¢ao enzimatica (tabela 2) de acordo com as
indicagdes do fabricante de cada enzima de restricao utilizada. Independentemente das
diferentes concentragdes das enzimas de restricao, foi utilizada uma concentragdo final
de 30 U de enzima por lamina, num volume total de reac¢do (por ldmina) de 100 pL.
Para uma Optima concentragdo salina na reac¢do, cada enzima foi usada com o
respectivo tampao (10x concentrado) (ver tabela 2).

Em cada lamina foram colocados 100 pL de mistura reac¢do previamente preparada.
Sobrepds-se uma lamela em cada lamina, tendo o cuidado de evitar a formagdo de
bolhas de ar, para um espalhamento adequado ¢ homogéneo da solugdo por toda a
lamina.

As laminas foram colocadas numa camara humida, previamente preparada, e incubadas
a 37°C durante toda a noite. Esta ¢ a temperatura Optima da ac¢do das enzimas de

restricdo, utilizadas neste trabalho.
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Tabela 2 — Preparacao da mistura de reac¢do enzimatica

E. restri¢do Alu I Apal BamH I Dral Haelll Pst1 Rsal
Tampao (10%)
REACT" 1 REACT" 4 10K 10M REACT®2 | REACT®2 | REACT"1
Conc. Stock enz.
(U/uL) 10 U/pL 10 U/pL 15 U/pL 15 U/pL 50 U/pL 10 U/pL 10 U/uL
Quantidade (pL)
E. restrigdo 3 3 2 2 0,6 3 3
Tampio (10x) 10 10 10 10 10 10 10
Agua ultrapura 87 87 88 88 89,4 87 87
Total 100 100 100 100 100 100 100

6. No dia seguinte, retirou-se a lamela e realizaram-se 2 lavagens das laminas em agua
desionizada e autoclavada, deixando-se secar ao ar.

Fixacao e desidratacio

7. As laminas foram posteriormente mergulhadas numa solugdo de 1x PBS (a temperatura
ambiente) durante 5 minutos, sendo esta solugdo renovada apds este periodo de tempo.

8. Decorridos 5 minutos, as laminas foram mergulhadas numa solu¢do de formaldeido a
3% (v/v) em 1x PBS (a temperatura ambiente) durante 20 minutos.

9. Apos este periodo de tempo, as laminas foram mergulhadas em 2 banhos de 1x PBS (a
temperatura ambiente), cada um com a duragdo de 5 minutos.

10. De seguida, as laminas foram mergulhadas em 3 solugdes sequenciais de etanol,
previamente arrefecidas a — 20 °C, em concentragdes crescentes (70%, 90% e 100%)
durante 5 minutos cada, deixando-se secar a temperatura ambiente.

Desnaturacao

11. Depois de secas, as laminas foram desnaturadas a 65°C numa solucdo de 70%
formamida/2xSSC durante 35 segundos, parando-se a ac¢do da formamida ao
mergulhar as 1aminas numa solugdo de etanol a 70% previamente arrefecida a — 20 °C,
durante 5 minutos.

12. De seguida, as laminas foram mergulhadas em 2 solugdes de etanol (em concentracdes
crescentes de 90% e 100%) previamente arrefecidas a — 20 °C, durante 5 minutos cada.
Posteriormente deixaram-se secar a temperatura ambiente.

Montagem

13. Montaram-se entdo as laminas e observaram-se ao microscopio, como descrito nos

pontos 5 e 6 do protocolo 1.
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I1I. 2.1.3- Bandeamento-C por ac¢do de hidroxido de bario com coloracio por Iodeto de
Propideo (CBP)

A técnica de bandeamento-C revela selectivamente sequéncias de heterocromatina
constitutiva (HC), tendo sido inicialmente descrita por Arrighi ¢ Hsu (1971), envolvendo o
método original um tratamento com hidroxido de sédio (NaOH) para desnaturar o DNA
cromossomico € uma subsequente incubagdo numa solugdo salina. Em 1972, Sumner modifica
o método original, utilizando hidréxido de bario [(Ba(OH),] em alternativa ao NaOH. Ambos
os métodos produzem um padrdo similar de bandas, embora o ultimo tenha alguma vantagem
no que diz respeito ao controlo do processo de desnaturacao. Nos dois métodos as bandas-C
sdo reveladas depois de tratamentos sucessivos em condi¢des 4cidas (HCI), alcalinas
[(Ba(OH),] e salinas (2xSSC) a temperatura elevada (Verma e Babu 1995).

Neste trabalho utilizou-se o método do Ba(OH), e coloragdo com lodeto de Propideo
(PI), como descrito por Chaves (2002), designando-se esta técnica por CBP (bandas—C por

accdo do “Barium Hydroxide”, com coloragdo por “Propidium Iodide”).

Protocolo 3- Bandeamento-C por acc¢io de hidroxido de bario com coloracio por Iodeto
de Propideo (CBP) [Técnica original de desnaturacdo e incubagao numa solugdo salina de

Sumner (1972), modificada por Chaves (2002)]

1. As laminas submetidas ao bandeamento-C sequencial a outros tratamentos,
nomeadamente bandeamento-G e restri¢do in situ, foram lavadas para se remover o
DAPI. Desta forma mergulharam-se numa solucdo de 2xSSC para facilitar a remog¢ao
da lamela e posteriormente colocaram-se numa solu¢do de 4xT a 0,05% (Tween 20
numa solucdo de 4xSSC) durante toda a noite. No dia seguinte foram novamente
mergulhadas numa solu¢@o de 2xSSC, durante 1 hora.

2. De seguida as laminas foram fixadas (s6 quando os cromossomas foram previamente
sujeitas a bandeamento-G) e desidratadas como descrito nos pontos 7, 8, 9 e 10 do
protocolo 2.

3. Depois de secas as laminas foram imersas numa solu¢do 0,1 M de acido cloridrico
(HCI), durante 20 minutos a temperatura ambiente.

4. Posteriormente, foram imersas numa solucdo de hidroxido de bario [Ba(OH), | durante

7 minutos a temperatura ambiente. A solu¢do de [Ba(OH),] precipita facilmente, por
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isso deve ser filtrada imediatamente antes de ser utilizada, para uma tina protegida da
luz.

5. As laminas foram depois mergulhadas e removidas rapidamente da solu¢dao de 0,1 M
HCI, sendo posteriormente lavadas em agua desionizada e autoclavada, impedindo-se
assim a formacdo de precipitados de Ba(OH), que dificultam a observacao
microscopica.

6. Imergiram-se as laminas durante 40 minutos numa solugao de 2xSSC a 60°C.

7. Lavaram-se posteriormente em dois banhos de 4dgua desionizada e autoclavada,
deixando-se secar ao ar.

8. Montaram-se as laminas como descrito no ponto 5 do protocolo 1, alterando-se apenas

o contrastante para PI (Vector Laboratories).

I11. 3- Isolamento e clonagem de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU

As sequéncias LINE-1 (“Long Interspersed Nuclear Elements-1”) sdo consideradas
marcadores filogenéticos que em muito podem elucidar acerca das relagdes filogenéticas entre
espécies, por serem considerados caracteres ndo homoplasicos (caracteres nao convergentes)
(Waters et al. 2007), tendo sido também sugerido, por varios autores, que estas sequéncias
podem estar implicadas na inactivacdo do cromossoma X (Lyon 1998, Bailey et al. 2000,
Marchal et al. 2006).

Com o objectivo de contribuir para o esclarecimento da sistematica da Ordem Rodentia e
tentar avaliar a implicagdo das sequéncias LINE-1 na inactivacdo do cromossoma X, foram
isoladas e clonadas sequéncias LINE-1 a partir do DNA gendmico de cada uma das espécies

estudadas.

I1I. 3.1- Obtencido de DNA genémico a partir de fibroblastos

O DNA genomico ¢ normalmente obtido a partir de células em condigdes que promovem
a degradagdo das proteinas, preservando a integridade da molécula de DNA. A lise celular ¢ a
separacdo do DNA dos outros constituintes pode ser conseguida recorrendo-se a varias
técnicas. Varios sdo os protocolos que permitem isolar DNA gendmico de células em cultura
que crescem em “monolayer”, como ¢ o caso dos fibroblastos (Chaves 2002). Neste trabalho
optou-se pela utilizagdo de um “kit” designado por: “Genomic DNA Isolation from Human

Cultured Cell Line” [Quickgene DNA Tissue Kit S (Fujifilm Life Science)], que permite
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extracg¢des rapidas (oito amostras/15 minutos), obtendo-se DNA de elevada qualidade (pureza
e concentracao).

Apos a extraccdo de DNA gendmico, este pode ser submetido a uma electroforese em gel
de agarose (como descrito no protocolo 5) para identificar possiveis contaminagdes com RNA
e determinar se 0 DNA extraido se encontra fragmentado. As contaminagdes com RNA podem
ser constatadas pela observacdo de uma banda de baixo peso molecular. A fragmentagcdo do
DNA pode ser verificada pela visualizagdo de um “smear” no gel, ao invés do aparecimento de

uma banda tnica (Chaves 2002).

Protocolo 4 — Extrac¢ao de DNA gendémico a partir de fibroblastos em cultura [“Genomic
DNA Isolation from Human Cultured Cell Line”, Quickgene DNA Tissue Kit S (Fujifilm Life

Science)]

1. Foram adicionados 20 uL de proteinase K (EDT) a uma suspensio de células (~1x10°
células em 180 pL de 1x PBS) e agitou-se gentilmente o tubo. Adicionou-se
posteriormente 180 uL. de tampao de lise (LDT).

2. “Vortexou-se” a solucao durante cerca de 15 segundos e fez-se um “flash spin down”.
Incubou-se 10 minutos num banho a 70°C.

3. Ap6s a incubacdo fez-se um “flash spin down”, adicionando-se posteriormente 240 pL
de etanol absoluto. Vortexou-se a solucdo durante cerca de 15 segundos e fez-se um
novo “flash spin down”. O lisado foi entdo transferido para o sistema automatico de
isolamento de 4cidos nucleicos QuickGene-800 (Fujifilm Life Science), permitindo-se

a lavagem e eluigdo do DNA.

II1. 3.2- Electroforese em gel de agarose

Na electroforese em gel de agarose 0 DNA migra em direc¢do ao pdlo positivo, passando
através de uma série de poros formados aquando da polimerizacao da agarose. Desta forma, os
fragmentos de DNA podem ser separados pelo seu tamanho, observando-se que as moléculas
mais pequenas migram mais rapidamente devido a sua maior facilidade em passar no “crivo”
do gel. A resolugdo do gel depende do tamanho dos poros, que por sua vez esta relacionada
com a concentracdo de agarose utilizada (Verma e Babu 1995). Fragmentos DNA mais

pequenos sao resolvidos em elevadas concentragdes de agarose (Sambrook ef al. 1989).
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Para se poder visualizar o DNA no gel ¢ necessaria a incorporacdo de brometo de etideo
(EtBr) na hélice de DNA, o qual também permite aumentar o efeito de “crivo” da agarose
(Verma e Babu 1995). O EtBr ao ser iluminado com luz ultra violeta (UV) com comprimentos
de onda entre 260 a 320 nm, fluoresce no espectro da luz visivel, permitindo a visualizagdo do

DNA (Sambrook et al.1989).

Protocolo 5- Electroforese em gel de agarose a 1,2 % (Técnica usada no laboratério de

Gendmica Comparativa Funcional e Tecnologica do IBB/CGB-UTAD)

1. Preparou-se um tabuleiro de montagem com um pente, numa superficie plana, onde se
depositou a solugdo de agarose a polimerizar.

2. Num erlenmeyer colocaram-se 1,2 g de agarose (Invitrogen Life Technologies) e
adicionaram-se 100 mL de 1x TBE.

3. Ferveu-se a agarose num microondas durante alguns minutos, homogeneizou-se a
solucgdo, até ficar completamente translucida.

4. Colocou-se a solugao num goblé de vidro, adicionando-se 5 puL de EtBr (10 mg/mL).
Homogeneizou-se e colocou-se o gel no tabuleiro de montagem, previamente
preparado, tendo-se o cuidado de retirar bolhas de ar.

5. Depois da agarose polimerizar, retiraram-se os pentes e verificou-se a integridade dos
pocos, de forma a ndo se perderem as amostras a depositar.

6. Colocou-se o gel numa tina de electroforese, coberto em 1 a 2 mm por uma solugdo
tampao de 1x TBE.

7. Depositaram-se nos varios pogos as amostras de DNA e o marcador. Ligou-se a tina de
electroforese a fonte de alimentacao e escolheu-se uma voltagem a 100 V.

8. O gel foi visualizado e fotografado num transiluminador (Uvidoc).

I1I. 3.3- Determinacio da concentrac¢io e do grau de pureza do DNA genomico extraido

A concentracdo do DNA gendmico extraido foi determinada utilizando o equipamento
NanoDrop 3.1.2 (ND-1000 Spectrophotometer). Esta concentracdo ¢ calculada a partir da
absorvancia (A) no comprimento de onda de 260 nm. Para um DNA de cadeia dupla, uma
medida de A a 260nm corresponde a uma concentragdo de 50 pg/mL, sendo o grau de pureza

obtido pela razao A260/A280. As amostras que se encontram entre o intervalo 1.6-1.8 sdo
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consideradas livres de contaminantes. Razoes acima de 1.8 indicam contaminag¢des com RNA

e razdes abaixo de 1.6 contaminagdes com proteinas (Chaves 2002).

II1. 3.4- Reac¢ao de PCR

A “Polymerase Chain Reaction” (PCR- Reac¢do em cadeia da polimerase) ¢ uma reac¢io
bioquimica catalizada pela enzima Taq DNA polimerase, onde um determinado fragmento de
DNA ou RNA ¢ amplificado milhares de vezes (Mullis 1990). Esta técnica ¢ actualmente
aplicada em muitas areas de investiga¢dao, como por exemplo a biologia molecular, a medicina

forense e a evolugdo, tendo sido concebida por Mullis em 1983 (Verma e Babu 1995).

Protocolo 6- Isolamento de sequéncias LINE-1 a partir de DNA genomico de CCR, PER e
PTU por reac¢ao PCR (Adaptado de Deuve et al. 2006)

1. O isolamento de sequéncias LINE-1 a partir de DNA genémico de CCR, PER e PTU,
foi feita através da utilizagdo de “primers” especificos para a amplificagdo de

sequéncias LINE-1 (Deuve et al. 2006).

2. Preparou-se assim, a seguinte mistura de reac¢do para PCR em gelo (tabela 3):

Tabela 3 — Reaccdo de PCR para o isolamento de sequéncias LINE-1 a partir de DNA
gendémico de CCR, PER e PTU

Reagentes Quantidade (npL)

DNA gendémico (200-300 ng/uL) 1

Tampdo PCR 10x [com (NH,4),SO4] (MBI Fermentas) 5
Mistura de dNTP’s (2.5 mM) (Gibco, Life Technologies) 4
MgCl, a 25 mM (MBI Fermentas) 4

“primer” forward (1 pg/mL) @ Invitrogen, Life Technologies) 1
“primer” reverse (1 pg/mL) ® Invitrogen, Life Technologies) 1

Agua ultrapura 33

Homogeneizou-se a solugdo com um vortex e centrifugou-se

Taq DNA polimerase (MBI fermentas) 1

Volume final 50
(1) LINE-1F 5-CCATGCTCATSGATTGG-3 e (2) LINE1R 5’-ATTCTRTTCCATTGGTCTA-3’

3. O programa utilizado ¢ o descrito por Deuve et al. (2006), com algumas adaptagdes

(ver tabela 4).
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Tabela 4 — Programa de PCR (30 ciclos) para isolamento de sequéncias LINE-1 a partir de

DNA gen6émico de CCR, PER E PTU

Temperatura Tempo Processo
94°C 10 min Desnaturagdo inicial
94 °C 45 seg G— Desnaturacdo
52°C 45 seg 29 Ciclos “Annealing”
72°C 45 seg Extensdo
72°C 10 min Extensao final

40C

Pausa

Pausa

4. No final da reac¢do foi efectuada uma electroforese em gel de agarose (cf. protocolo 5),

esperando-se a obten¢do de uma banda com cerca de 290 bp (Deuve et al. 20006).

I11. 3.5- Purificacao de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU

Ap6s o isolamento de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU (cf. protocolo 6), utilizou-

se a electroforese em gel de agarose (c.f protocolo 5) para a separacdo dos fragmentos de DNA

obtidos. Em seguida extrairam-se estes fragmentos do gel de agarose e procedeu-se a sua

purificacio usando-se o “kit” GeneClean” II (QBioGene MP Biomedicals). O método

subjacente a este “kit” simplifica o processo de purificacdo, permitindo extrair fragmentos de

DNA entre 200 bp a 20 Kb, ficando o DNA imediatamente disponivel para uma variedade de

aplicagdes.

Protocolo 7- Purificacio de fragmentos de DNA a partir de géis de agarose [GeneClean®™

I (QBioGene MP Biomedicals)]

1. Extrairam-se as bandas do gel de agarose com um bisturi para um “eppendorf” de 1,5

mL. De acordo com o peso de cada banda, estimou-se o seu volume (100 mg

corresponde a 100 pL).

2. Adicionou-se 0,5 volumes de TBE “modifier” e 4,5 volumes de iodeto de sodio (Nal).

Incubaram-se as amostras a 55°C até a agarose dissolver completamente (cerca de 15

minutos).

3. Quando se confirmou que a agarose estava completamente dissolvida, adicionou-se a

resina de silica (“Glassmilk™), de acordo com o recomendado pelo “kit”.
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4. Inverteram-se gentilmente os tubos e incubaram-se 15 minutos a temperatura ambiente,
para permitir a ligag@o da silica ao DNA (foi-se invertendo de vez em quando).

5. Centrifugou-se a 13200 rpm durante 2 minutos. Removeu-se o sobrenadante e
reservou-se num novo tubo para garantir que ndo se perde o DNA, caso este ndo se
tenha ligado a silica.

6. Lavou-se o “pellet” com 500 pL de “new wash” e ressuspendeu-se gentilmente no
vortex. Centrifugou-se a 13200 rpm, durante 2 minutos, e rejeitou-se o sobrenadante.
Repetiu-se a lavagem mais 2 vezes, removeu-se o sobrenadante e deixou-se secar o
“pellet” a temperatura ambiente.

7. Adicionaram-se 10 a 50 puL de agua a 55°C ao “pellet” (a quantidade de agua ¢ igual a
quantidade de “glassmilk” adicionada anteriormente) e ressuspendeu-se gentilmente
(ndo deve ser feito no vortex nem com uma pipeta).

8. Centrifugou-se a 13200 rpm, durante 2 minutos, ¢ transferiu-se o sobrenadante com o
DNA para um novo tubo (1* elui¢do). Voltou a adicionar-se agua a 55°C ao “pellet”,
ressuspendeu-se gentilmente e centrifugou-se a 13200 rpm durante 2 minutos.
Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo (2? eluicdo).

9. No final da purificacdo foi feita uma electroforese em gel de agarose para confirmar o

sucesso da purificacdo (cf. protocolo 5).

III. 3.6- Clonagem de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU no plasmideo pCR 4-
TOPO

O principio da clonagem de fragmentos de DNA em vectores plasmidicos ¢ bastante
directo. O fragmento de DNA que se quer clonar ¢ ligado “in vitro” ao DNA plasmidico,
seguindo-se uma transformacao em bactérias competentes com os plasmideos recombinantes
resultantes da ligacdo (Chaves 2002). Neste trabalho clonaram-se sequéncias LINE-1 de CCR,
PER e PTU no plasmideo denominado de pCR 4-TOPO (cf. figura 13).
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Lac Zo.Initiation codon
M13 Reverse priming site

| ! |
201 QACACAGGAA ACIGCTATGA CCATGATTAC GOAAGCTCA GRATTARCOC TCACTARANGG
CTGTCICCTT TGTOCGATACT GCTACTAATG COSTTOGAGT CTTAXTTOGG AGTGATTTOC

261 CTAGTCCT GCAGGTTTAR ACGAMITOGC TSN CO6C GAATTOXGE
CTGATCAGGA CGTCCARATT TGCTTRAGCS GGALNRdadana CTTARGOGOC

M13 Forward priming site

COGCTARIIT CAXTTOGOOC TATAGIGAGT CGTATTACAR TICALTGGOC GIOGTTTDC

31

Figura 13- Mapa do vector pCR 4-TOPO. Adaptado do manual da Invitrogen Corporation (2006).

O vector pCR 4-TOPO permite a selecg¢do directa dos recombinantes pela disrup¢ao do
gene letal ccdB (Bernard e Couturier 1992, Bernard ef al. 1994), que se encontra ligado a
regido C-terminal do fragmento LacZa do vector. A ligagdo de um produto de PCR causa a
disrupcdo da expressdo do gene LacZa-ccdB, permitindo o crescimento dos recombinantes

positivos.

Protocolo 8 — Clonagem, no plasmideo pCR 4-TOPO, de sequéncias LINE -1 purificados
a partir de gel de agarose [Topo TA Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen Life
Technologies)]

Ligacao do inserto (sequéncias LINE -1 de CCR, PER e PTU) ao vector pCR 4-TOPO
1. Preparacdo da reacgdo de ligagdo do inserto ao vector pCR 4-TOPO, como se descreve

de seguida na tabela 5.
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Tabela 5 — Reaccao de ligacao dos produtos amplificados por PCR ao vector pCR 4-TOPO

Reagentes Quantidade (uL)

Produto de PCR 4

Solugio salina (1,2M NacCl, 0,06 M MgCl,) 1

Agua ultrapura

Vector pCR 4-TOPO (10ng/uL) (50% glicerol, 50 mM Tris-HCI pH 7,4, ImM 1
EDTA, 2mM DTT, 0,1% Triton X-100, 100 pg/mL, 30 uM vermelho fenol)

Volume final 6

2. A mistura de reacgdo preparada no passo anterior foi cuidadosamente misturada e
incubada durante 30 minutos, a temperatura ambiente.

3. Findo o tempo de incubagdo, a mistura foi colocada no gelo, ou guardada a -20°C (no
caso de ndo se proceder de imediato a transformacao).

Transformacgao das células TP10 com o vector pCR 4-TOPO ligado ao inserto

O meio de crescimento LB ndo ¢ fornecido pelo “kit” sendo necessaria a sua preparacao
[25 g LB (Invitrogen Life Technologies) e 1 L 4gua ultrapura]. Ao LB foi adicionada
kanamicina numa concentragdo recomendada de 50 pg/mL.

4. Adicionaram-se 2 pL. da mistura de reac¢do de ligacdo a cada tubo de bactérias
competentes TOP10 e misturou-se cuidadosamente (ndo misturar por pipetagem).

5. Incubou-se no gelo durante 30 minutos.

6. Realizou-se um “heat-shock” — os tubos foram colocados durante 30 segundos a 42°C,
sem agitacdo, sendo depois transferidos de imediato para o gelo.

7. A cada tubo foram adicionados 250 pLL de meio SOC a temperatura ambiente.

8. Os tubos foram agitados na posi¢@o horizontal, a 200 rpm a 37°C, durante 1 hora.

9. Plaquearam-se 10-50 pL de cada transformacdo em placas (caixas de “petri”’) de meio
Agar (Panreac Quimica S.A) LB-kanamicina (Invitrogem Life Techonologies).
Incubaram-se as placas a 37°C durante a noite.

Analise dos recombinantes

10. Analisaram-se as placas e escolheu-se 2 coldnias de cada placa.

11. Cada coldnia foi inoculada em 10 mL de meio LB - Kanamicina liquido (sem agar)
com 50 pL de kanamicina. Incubaram-se as placas a 37°C durante a noite.

12. Foram feitos “stocks” da suspensdo celular com os provaveis fragmentos clonados e
congelaram-se a -20°C.

13. Prosseguiu-se com a extraccao do DNA plasmidico.
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I11. 3.7- Extracciio de DNA plasmidico e isolamento da sequéncia anteriormente clonada

Neste trabalho a extraccdo de DNA plasmidico foi realizada utilizando o “kit” designado
por “Plasmid DNA Isolation from E.coli” [QuickGene Plasmid kit S (Fujifilm Life Science)].
Apbs a extracgdo do DNA plasmidico, as sequéncias clonadas foram isoladas por PCR tendo-
se utilizado “primers” universais especificos (M13), que se ligam ao vector perto do local de

insercao (cf. figura 13).

Protocolo 9- Purificacio de DNA plasmidico [Plasmid DNA Isolation from E.coli,
QuickGene Plasmid kit S (Fujifilm Life Science)

1. Transferiram-se 2 mL de cada cultura bacteriana transformada para um tubo
“eppendorf” de 2 mL. Centrifugou-se a 13200 rpm durante 2 minutos e rejeitou-se o
sobrenadante. Repetiu-se este procedimento mais duas vezes.

2. Adicionou-se 100 uL. de RDP mix (100 pL de tampao de ressuspensao (RDP) + 3 pL
de RNase A [(EDP-A) + 1 uL de RNase B (EDP-B)] preparado antes de usar.
Vortexou-se a maxima velocidade e fez-se um “spin down”.

3. De seguida foram adicionados 100 pL de solugdo alcalina (ADP). Inverteram-se os
tubos cerca de 5 vezes sem agitar ¢ fez-se um “spin down” (este passo ndo deve
demorar mais de 5 minutos).

4. Adicionaram-se 140 pL de tampao de neutralizacio (NDP). Inverteram-se os tubos
cerca 5 vezes sem agitar. Centrifugou-se a 13200 rpm durante 10 minutos.

5. Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo com 320 pL de tampao de lise (LDP).

6. Vortexou-se a maxima velocidade e fez-se um “spin down”. O lisado foi entdo
transferido para o sistema automatico de isolamento de acidos nucleicos QuickGene-

800 (Fujifilm Life Science), permitindo-se a lavagem e eluicdo do DNA.

I11. 3.8- Sequenciacio e analise de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU

Os insertos dos varios clones preparados (plasmideos com sequéncias LINE-1 de CCR,
PER e PTU inseridos) foram sequenciados em ambos os sentidos na empresa “Macrogen”. A
andlise in silico de sequéncias foi realizada utilizando uma ferramenta da base de dados “NCBI
Blast”, designada por “NCBI BLAST Basic Local Alignment Search Tool”

(www.ncbi.nlm.gov/Blast/), uma ferramenta da base de dados “Ensembl Multi Blast View”
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(www.ensembl.org/Multi/blastview) e um software de bioinformatica, Vector NTI Advance 10
(Invitrogen Life Technologies). A ferramenta da base de dados “NCBI Blast” (“NCBI BLAST
Basic Local Alignment Search Tool”) permitiu o alinhamento das sequéncias obtidas neste
trabalho, com todas as sequéncias de DNA que estdo depositadas na base de dados “NCBI
Nucleotide”, determinando as sequéncias que lhe sdo mais similares. A ferramenta do
“Ensembl Multi Blast View” permitiu inferir sobre regides de similaridade entre as sequéncias
obtidas neste trabalho e o genoma de espécies index como o Mus musculus (MMU) e o Rattus
norvegicus (RNO). O software Vector NTI Advance 10 foi utilizado para obter um “contig”
entre as duas cadeias de nucledtidos de cada sequéncia (Vector NTI Advance 10-
ContigExpress), eliminar nos insertos sequéncias do vector de clonagem, determinar regioes de
homologia entre as sequéncias em andlise e os “primers” utilizados para o seu isolamento
(Vector NTI Advance 10-Vector NTI) e conseguir alinhamentos entre sequéncias (Vector NTI
Advance 10-AlignX).

As sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU serdo oportunamente depositadas na base de

dados “NCBI Nucleotide” (www.ncbi.nlm.nih.go/sites/entrez).

III. 4- Preparaciao de sondas para hibridacdo in situ fluorescente (FISH): LINE-1 de
CCR, PER e PTU e “paint” do cromossoma X de Rattus norvegicus

Neste trabalho utilizaram-se dois tipos de sondas: sequéncias LINE-1 clonadas de CCR,
PER e PTU (referidas antes) e uma sonda representativa de cromossoma X de RNO (RNOX)
isolada por “Flow Sorting” (sonda de “painting” ou “Whole Chromosome Painting”). Esta
ultima sonda foi gentilmente cedida pelo Doutor Johannes Wienberg e pela Doutora Andrea
Kofler (Chrombios Molecular Cytogenetics, Germany). A utilizagdo destes dois tipos de

sondas teve como objectivo o estudo da evoluciao do cromossoma X em roedores.

I11. 4.1- Marcacao de sondas

As sondas utilizadas neste trabalho foram marcadas de forma indirecta por PCR, ou seja,
pela incorporagdo na sua sequéncia de nucleotidos ligados a um “hapten” designado por
digoxigenina-11-dUTP (Roche, Molecular Biochemicals), durante a sua amplificacdo. A sonda
de “painting” RNOX foi marcada por DOP-PCR (“Degenerated Oligonucleotide Primed” —
PCR), uma técnica de PCR modificada. A técnica de DOP-PCR consiste na utilizacdo de um
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“primer” universal (e.g. 6-MW), que ¢ uma sequéncia parcialmente degenerada, num programa
PCR que usa uma baixa temperatura de “annealing” nos primeiros ciclos de amplificagao
(Chaves 2002).

Posteriormente, as sondas marcadas foram submetidas a uma electroforese em gel de
agarose. Espera-se que as sondas de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU clonados tenham
um peso molecular de cerca de 400 bp, visto que os “primers” utilizados (“primers” M13) na
sua marcacdo amplificam ndo s6 a sequéncia inserida (sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU
com cerca de 300 bp), como também algumas sequéncias do proprio vector (c.f figura 13). A

sonda de “painting” marcada por DOP-PCR deve apresentar um “smear” entre os 200-2000 bp.

Protocolo 10- Marcacio de sondas de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU por PCR

(Técnica original de Schwarzacher e Heslop — Harrison 2000)

1. Os clones com as respectivas sequéncias inseridas, obtidos pelo protocolo 9, foram
directamente usados para marcagao por PCR. Preparou-se assim a seguinte mistura de

reacgdo para PCR em gelo (cf. tabela 6):

Tabela 6 — Reaccdo de PCR para marcagdo de sondas de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e
PTU

Reagentes Quantidade (pL)
DNA plasmidico (130-400 ng/uL) 4
Tampao PCR 10x [com (NH,4),SO4] (MBI Fermentas)
Mistura de dNTP’s ("(Gibco, Life Technologies)
MgCl, a 25 mM (MBI Fermentas)

w W

M13 forward (1 pg/mL) @ (Invitrogen, Life Technologies) 1
MI13 reverse (1 ug/mL) © (Invitrogen, Life Technologies) 1
Digoxigenina-11-dUTP (1mM) 1,5
Agua ultrapura 28,5

Homogeneizou-se a solugdo com um vortex e centrifugou-se

Taq DNA polimerase (MBI fermentas) 1

Volume final 50

(1) A mistura de nucleétideos contém os nucleotideos dATP, dCTP e dGTP a 2,0 mM e dTTP a 1,5 mM, (2) M13 F 5°-CCC AGT CAC
GAC GTT GTA AAA CG-3’ ¢ (3) M13 R 5’-AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG-3’

2. O programa empregue esta apresentado na tabela seguinte (tabela 7).
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Tabela 7 — Programa de PCR (30 ciclos) para marcagdo de sondas de sequéncias LINE-1 de
CCR, PER ¢ PTU

Temperatura Tempo Processo
94°C 5 min Desnaturagdo inicial
94 °C 30 seg C— Desnaturagio
58°C 30 seg 29 Ciclos “Annealing”
72°C 1:30 min — Extensio
72°C S min Extensdo final
4°C Pausa Pausa

3. No final da marcacdo por PCR foi feita uma electroforese em gel de agarose a 1,2 %

(cf. protocolo 5), para confirmar se a amplificacdo foi bem sucedida.

Protocolo 11- Amplificacdo da sonda de “painting” RNOX por DOP-PCR (Técnica
original de Telenius et al. (1992) modificada por Wienberg et al. (1997)

1. Preparou-se a seguinte mistura de reac¢do PCR, como se pode ver na tabela 8.

Tabela 8 — Reac¢do de DOP-PCR para obtengdo da sonda de “painting” RNO X

Reagentes Quantidade (pL)
Sequéncias cromossomicas amplificadas 5
Tampao PCR 10x TAPS 5
Mistura de dNTP’s (2,5mM) 4
Detergente W1 a 0,1 % (p/v) (Sigma) 2,5
Primer universal 6-MW " a 140 uM 2
Agua ultrapura 30,5
Homogeneizou-se a solu¢do com um vortex e centrifugou-se
Taq DNA polimerase (MBI fermentas) 1
Volume final 50

(1) “primer” universal 6- MW, 5’- CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G-3’,onde N=A,C,GouT

2. O programa utilizado apresenta-se na tabela seguinte (tabela 9).
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Tabela 9 — Programa de DOP-PCR (25 ciclos) para obtencdo e marcagdo da sonda de
“painting” RNO X

Temperatura Tempo Processo
94°C 9 min Desnaturagdo inicial
94 °C 1 min D E— Desnaturagao
62°C 1:30 min 24 Ciclos “Annealing”
72°C 3 min Extensdo
72°C 10 min Extensao final
4°C Pausa Pausa

3. No final da marca¢do por DOP-PCR foi feita uma electroforese em gel de agarose a
1,5% (cf. protocolo 5, variando apenas a percentagem de agarose utilizada) para

analisar se ocorreu amplificacao.

Protocolo 12- Marcacdo da sonda de “painting” RNOX por DOP-PCR (Técnica de
Wienberg et al. 1997)

1. Preparou-se a seguinte mistura de reaccdo PCR, como se pode ver na tabela 10. O
programa utilizado esta apresentado na tabela 9.

2. No final da marcacdo por DOP-PCR foi feita uma electroforese em gel de agarose a
1,5% para confirmar a amplificacdo (cf. protocolo 5, variando apenas a percentagem de

agarose utilizada).

Tabela 10 — Reacgdo de PCR para marcagdo da sonda de “painting” RNOX

Reagentes Quantidade (pL)
Produto de amplificagdo DOP-PCR 5
Tampao PCR 10x TAPS 5
Mistura de dNTP’s para marcagdo 5
Detergente W1 a 0,1 % (p/v) (Sigma) 2,5
Primer universal 6-MW ® a 140 pM 2
Digoxigenina-11-dUTP (1mM) 1,5
Agua ultrapura 28
Homogeneizou-se a solugdo com um vortex e centrifugou-se
Taq DNA polimerase (MBI fermentas) 1
Volume final 50

(1) A mistura de nucleotideos contém os nucleotideos dATP, dCTP, e dGTP a 2,0 mM e dTTP a 1,5 mM e (2) “primer” universal 6- MW-5’-
CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G-3’,onde N=A,C,GouT
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Protocolo 13- Precipitacio das sondas de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU

(Técnica utilizada no laboratorio de Gendémica Comparativa Funcional e Tecnoldgica do

IBB/CGB-UTAD)

1.

2.

3
4,

Depois de marcadas cada uma das sondas de sequéncias LINE-1 foi precipitada em 3
volumes de etanol a 100% previamente refrigerado a -20°C (45uL de sonda e 135 uL de
etanol a 100%).

No dia seguinte centrifugou-se a mistura anterior a 14000 rpm, durante 30 minutos,
numa microcentrifuga refrigerada a 0°C.

Rejeitou-se o sobrenadante e deixou-se secar o sedimento.

A sonda foi ressuspendida directamente em 30 uL de solucdao de hibridacao (solugdo
feita com 50% formamida em 2xSSC). Para que a sonda fique bem dissolvida na
solu¢do de hibridacdo, a mistura (sonda e solug¢do hibridag¢do) foi colocada durante

cerca de 4 horas, com agitacao frequente, num agitador a 37°C.

Protocolo 14- Precipitacio da sonda de “painting” RNOX (Técnica usada no laboratdrio de

Gendmica Comparativa Funcional e Tecnologica do IBB/CGB-UTAD)

Antes da hibridagdo in situ fluorescente com uma sonda de “painting” ¢ necessaria a
realizacdo de um “preanneal” de modo a bloquear hibridagdes inespecificas da sonda.
Deste modo a precipitacao da sonda de “painting” foi realizada como descrito na tabela
11. O Cot 1-DNA Mouse pré-hibrida durante o “preanneal” com as sequéncias
repetitivas da sonda. Assim, apds o “preanneal” a sonda de “painting” apenas hibrida

com sequéncias de copia Unica especificas de determinados cromossomas.

Tabela 11 — Preparagao ¢ precipitagdo da sonda de “painting” RNOX

Volume (pL)
Reagentes CCR PER PTU
Sonda de “painting” marcada por DOP-PCR 25 25 20
DNA esperma de salmdo (SS-DNA, Gibco, Life Technologies) 6 6 5
Cot 1-DNA Mouse (Gibco, Life Technologies) 10 10 10
Etanol a 100% (Amresco) 123 123 105
Volume Total 164 164 140
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2. A partir deste momento procedeu-se como descrito nos pontos 2, 3 € 4 do protocolo 13.
As Unicas variagdes sdo a nivel das quantidades de etanol e solugcdo de hibridagdo

adicionadas (105 a 164 e 7,5 uL, respectivamente).

I11. 5- Hibridacao in situ fluorescente de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU e da
sonda de “painting” RNOX, em preparacoes cromossémicas de CCR, PER e PTU

A hibridagdo in situ fluorescente ¢ uma técnica que permite a detec¢do de sequéncias de
acidos nucleicos, tanto DNA como RNA, em preparagdes citologicas. Este método foi
primeiramente utilizado no mapeamento fisico de sequéncias especificas ou genes nos
cromossomas (Verma e Babu 1995). Actualmente, este método tem uma grande variedade de
aplicagdes. Alguns exemplos sdo o mapeamento fisico de sequéncias de DNA (copia tUnica,
repetitivas, etc.), a identificacdo e caracterizagdo de cromossomas ou segmentos
cromossomicos, a detec¢ao de rearranjos cromossomicos no genoma e, a deteccao da presenga
e expressao de genes responsaveis por patologias nos eucariotas (Schwarzacher e Heslop —

Harrison 2000).

Protocolo 15 — Hibridagao in situ com sondas de sequéncias LINE-1 de CCR, PER e PTU
(Técnica adaptada de Chaves 2002)

Envelhecimento e desidratacao

1. Realizou-se 0 mesmo procedimento descrito nos pontos 1 e 2 do protocolo 1. As
laminas ndo foram fixadas (em formaldeido a 3% (v/v) em 1x PBS), pois observaram-
se melhores resultados quando nao se fixavam as laminas.

2. De seguida as laminas foram mergulhadas numa solu¢do de etanol a 100%,
previamente arrefecido a — 20 °C, durante 10 minutos, deixando-se secar ao ar.

Desnaturacio das laminas

3. Depois de secas, as laminas foram desnaturadas tal como descrito nos pontos 11 ¢ 12 do
protocolo 2, variando apenas a temperatura e o tempo de incubag@o na solugdo de 70%
formamida/2xSSC (72°C e 1 minuto, respectivamente).

Desnaturaciao da sonda

4. A sonda (ja com solugdo de hibridagao) foi desnaturada a 65°C, durante 15 minutos.
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5. Decorrido este tempo foi transferida para o gelo, onde permaneceu até ser colocada na
lamina.

Hibridacio in situ

6. Colocaram-se 7,5 uL. de sonda em cada “drop” da lamina. Colocou-se uma lamela
(22%22 mm) por cima, de modo a espalhar bem a sonda por todo o “drop”.

7. Incubaram-se as laminas numa camara himida, durante a noite, a 37°C.

Lavagens pos-hibridacao

8. No dia seguinte, retiraram-se as lamelas das laminas num banho de 2xSSC a 37°C.

9. As laminas foram entdo lavadas sequencialmente em banhos a 37°C de: 2x (50%
Formamida/2xSSC) e 2xSSC, durante 5 minutos cada.

10. Transferiram-se as laminas para uma soluc¢do de 4xT a temperatura ambiente.

Deteccio
Este passo ¢ necessario devido & marcacdo indirecta das sondas, sendo as sondas

detectadas utilizando o anticorpo anti-digoxigenina-Rodamina (Roche, Molecular

Biochemicals). Bloqueiam-se os locais inespecificos, aos quais se ligaria este anticorpo,

com uma solucao bloqueadora.

11. Removeu-se o excesso de solucdo das laminas (nunca se devem deixar secar as laminas
a partir deste passo, pois o sal pode precipitar causando “background”) e colocaram-se
100 pL de solugdo bloqueadora [3% de BSA (Bovine Serum Albumin)]. Colocou-se
uma lamela em cada lamina e incubou-se durante cerca de 15 minutos a temperatura
ambiente.

12. Entretanto preparam-se os anticorpos a uma diluicdo de 1:200 em 4xSSC. Os
anticorpos assim preparados foram centrifugados a 13000 rpm, durante 10 minutos,
passando o sobrenadante para um novo tubo protegido da luz (utiliza-se apenas o
sobrenadante pois o precipitado dos anticorpos causa um enorme “background”).

13. Colocaram-se 80 pL/lamina de anticorpo diluido e incubou-se a 37°C durante 1 hora,
numa camara hiimida.

14. Depois as laminas foram lavadas trés vezes em 4xT (5 minutos cada banho) a
temperatura ambiente e protegidas da luz, com agitacdo frequente.

Montagem das liminas

15. Retirou-se o excesso de solucdo das ldminas, sem nunca as deixar secar, sendo depois

montadas como descrito no ponto 5 do protocolo 1.
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I1I. 5.1- “Chromosome Painting”

Em 1994, Scherthan et al. demonstraram pela primeira vez que aumentando o tempo de
hibridacdo e diminuindo a restringéncia, era possivel aplicar “paints” representativos de
cromossomas entre espécies diferentes, que divergiram ha 50-80 milhdes de anos (Ma) (Morais
2004). Um “paint” cromossoémico ¢ especifico para um nico cromossoma ¢ hibrida com um
cromossoma inteiro ou com diferentes segmentos cromossémicos em metafases alvos de outras
espécies. Desta forma, a utilizagao do “Comparative Chromosome Painting” tem vindo a ser

verificada na reconstrucao das relagdes filogenéticas entre espécies (Wienberg et al. 2000).

Protocolo 16 — Hibridacio in situ com a sonda de “painting” RNOX em preparagoes

cromossomicas de CCR, PER e PTU (Técnica adaptada de Chaves 2002)

Envelhecimento, fixacio e desidratacao das laminas

1. Realizou-se o mesmo procedimento descrito nos pontos 1 e 2 do protocolo 1 e nos
pontos 7, 8, 9 e 10 do protocolo 2.

Desnaturacio da sonda

2. A sonda foi desnaturada como descrito no ponto 4 do protocolo 15.

3. Decorrido este tempo a sonda foi transferida para uma incubadora, onde permaneceu 4
horas em “preanneal”, a 37°C sem agitacao.

Desnaturaciao das lAminas

4. Antes de terminar o “preanneal”, as ldminas foram desnaturadas tal como descrito nos
pontos 11 e 12 do protocolo 2, variando apenas o tempo de incubacdo na solugdo de
70% formamida/2xSSC (50 segundos).

5. Apos confirmacao de que as laminas estavam completamente secas, prosseguiu-se com
a hibridacdo “in situ” como descrito nos pontos 6-15 do protocolo 15, sendo apenas
diferente o tempo de incubagdo das laminas na camara hiimida (8 dias) e o tempo das

lavagens pos-hibridagdo (3 minutos).

I11. 6- Microscopia e analise de imagem

As preparagdes cromossomicas sujeitas aos diferentes procedimentos descritos neste

capitulo foram observadas ao microscopio 6ptico de epifluorescéncia. O equipamento utilizado
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na obten¢ao das imagens que serdo analisadas no capitulo que se segue, possui as seguintes
caracteristicas: Microscopio Axioplan II (Zeiss), com lampada de mercurio (HBO) de 100W, e
uma camara digital de alta resolugdo a cores Axiocam (Zeiss). O controlo da cdmara e a
aquisicdo da imagem digital (RGB, 8-bits por canal) foi feito por computador (PC-Pentium
IIT). As imagens foram adquiridas com o software Axiovision Rel. 4.5 (Zeiss) e apresentam
uma ampliagdo final de 1250x. As caracteristicas dos filtros de fluorescéncia e respectivos

fluorocromos utilizados encontram-se descritos na tabela 12.

Tabela 12 — Caracteristicas dos filtros de fluorescéncia e respectivos fluorocromos

Microscopio Axioplan II (Zeiss)

Exc. Emis.
Fluorocromos (nm) (nm) Filtro Especificacdes

5- Carboxitetrametilrodamina 15 (Exc BP 546/12; BS. FT 580; Emis. Lp Excitagdo simples
(5TAMRA) 542 568 590)

4’- 6 — “Diamidino — 2 — Phenylindole” 01 (Exc BP 365/12; BS. FT 395; Emis. Lp Excitagdo simples
(DAPI) 359 461 397)

Iodeto de Propideo 15 (Exc BP 546/12; BS. FT 580; Emis. Lp Excitagdo simples
(PI) 536 617 590)

O processamento das imagens apresentadas neste trabalho foi realizado com o software
Adobe Photoshop 5.0 (Adobe). Todos os tratamentos foram efectuados com fungdes que

afectam igualmente toda a imagem.

III.7 — Distribuicao de sequéncias repetitivas em tandem no cromossoma X de Mus

musculus e sua correlacio com a localizacio de regioes de “breakpoints” evolutivos

Um aspecto intrigante que surgiu dos estudos de gendomica comparativa, foi a descoberta
de que regides de “breakpoints” evolutivos sdo ricas em sequéncias repetitivas, podendo existir
uma relagdo entre a ocorréncia de rearranjos cromossomicos e algumas repeticdes em tandem,
como por exemplo [TA]n (Kehrer-Sawatzki et al. 2005) e [TCTG]n (Puttagunta et al. 2000).
Assim, tendo em conta o que foi referido, foi analisada a correspondéncia entre a localizagao
de regides de “breakpoints” evolutivos, determinada pela sintenia entre cromossomas de Mus
musculus, Rattus norvegicus ¢ Homo sapiens [base de dados “Ensembl Mouse SyntenicView”
(www.ensembl.org/Mus_musculus/syntenicview)], e a distribui¢do de sequéncias repetitivas
em tandem no cromossoma X de M. musculus, cuja sequéncia completa pode ser consultada na

base de dados “NCBI Genome” [Build 37 (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)]. Para se
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conseguir tal objectivo foi utilizado o software de bioinformatica designado por “Tandem
Repeats Finder” [versdo 4 (Benson 1999)], um algoritmo matematico que permitiu determinar
a densidade e distribuicdo de sequéncias repetitivas em tandem ao longo de todo o
cromossoma. Para aumentar a precisdo da analise, fragmentos sequenciados do cromossoma X
de M. musculus foram divididos em fragmentos de 250000bp, utilizado o “script” designado
por Split_seq (“Bioperl Project”), sendo posteriormente analisados pelo software anterior. Para
se ter uma ideia mais clara sobre a distribuicdo das sequéncias repetitivas em tandem ao longo
do cromossoma X, utilizou-se um ideograma deste cromossoma disponivel na base de dados
“Ensembl Mouse ContigView” (www.ensembl.org/Mus-musculus/contigview), sobre o qual se

ira colocar toda a informacao fornecida pelo software “Tandem Repeats Finder”.
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RESULTADOS E DISCUSSAO DE RESULTADOS

IV.1 — Resultados

IV. 1.1 — Descriciio dos caridtipos de Cricetus Cricetus, Peromyscus eremicus e Praomys

tullbergi

O caridtipo de C. cricetus (CCR) ¢ constituido por 11 pares de cromossomas, tendo sido
descrito pela primeira vez por Matthey (1952), contudo o bandeamento-G e C s foi realizado,
pela primeira vez, anos mais tarde por Fonctsch (1973) e Vistorin et al. (1976),
respectivamente. O caridtipo de CCR ¢ constituido por cinco pares de autossomas
meta/submetacéntricos, quatro pares submetacéntricos € um par acrocéntrico, sendo o
cromossoma X um meta/submetacéntrico grande (cf. figura 14). Como a linha celular utilizada
foi estabelecida a partir de fibroblastos de uma fémea, foi impossivel a caracterizagdo do

cromossoma Y.
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Figura 14- Cariotipo de C. cricetus. Identificagdo dos cromossomas estd de acordo com Gamperl et al. (1976). (a) Bandeamento GTD

(protocolo 1, capitulo III). (b) Bandeamento CBP (protocolo 3, capitulo III).

O caridtipo de P. eremicus (PER) (2n=48) foi descrito pela primeira vez por Hsu e
Arrighi (1966). Os primeiros bandeamentos-G e C obtidos nestes cromossomas foram
realizados por Pathak et al. (1973). Todos os cromossomas de PER sdo submetacéntricos,
sendo o cromossoma X um submetacéntrico grande, € o cromossoma Y submetacéntrico

pequeno (cf. figura 15).
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Figura 15- Cariétipo de P. eremicus. ldentificagdo dos cromossomas de acordo Com. Comm. Stand. Chromos. Peromyscus (1977) (a)

Bandeamento GTD (protocolo 1, capitulo III). (b) Bandeamento CBP (protocolo 3, capitulo III).

O cariotipo de Praomys tullbergi (PTU) é composto por 34 cromossomas (cf. figura 16),
sendo todos os autossomas acrocéntricos. O cromossoma Y € um acrocéntrico pequeno € o
cromossoma X um submetacéntrico grande (Matthey 1958, Qumsiyeh et al. 1990, Capanna
1996, Meles et al. 2007). Este cariotipo foi descrito pela primeira vez em 1958 (Matthey 1958),

tendo o bandeamento-G e C sido realizado pela primeira vez em 1990 por Qumsiyeh et al..
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Figura 16- Cariotipo de P. tullbergi. Identificagdo dos cromossomas de acordo com Meles et al. (2007). (a) Bandeamento GTD (protocolo 1,
capitulo III). (b) Bandeamento CBP (protocolo 3, capitulo III).

IV. 1.2 — Caracterizacio da heterocromatina constitutiva nos cromossomas de Cricetus

cricetus, Peromyscus eremicus e Praomys tullbergi

Neste trabalho foi possivel caracterizar a heterocromatina constitutiva (HC) dos
cromossomas de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi, utilizando a metodologia de restrigao
in situ e bandeamento-C sequencial. Ao utilizar esta metodologia, os cromossomas foram
submetidos a accdo de sete endonucleases de restricdo (REs), nomeadamente Alul, Apal,
BamHI, Dral, Haelll, Pstl e Rsal (protocolo 2, capitulo III), seguida de bandeamento-C
(protocolo 3, capitulo III). Na figura 17 podem ser visualizadas preparagdes cromossdmicas de
C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi submetidas a accdo das endonucleases Alul, Pstl e Rsal,
respectivamente.

A restri¢do in situ resultante da ac¢ao de cada uma das sete RE produz um bandeamento
tipo-G nos cromossomas das espécies analisadas (c.f figura 17), sendo este padrdo de
bandeamento util para a identificagdo dos cromossomas. Embora a ac¢do de cada uma das REs

seja diferente obtendo-se um padrdo de bandas caracteristico, observaram-se padrdes de
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bandeamento semelhantes entre as diferentes enzimas. No entanto, algumas enzimas (Apal,
Pstl e Rsal nos cromossomas de C. cricetus; BamHI, Pstl e Rsal em P. eremicus, e Haelll, Pstl
e Rsal em P. tullbergi) produzem um maior contraste entre bandas. A enzima Alul ¢ talvez a
enzima que produz o menor niumero de bandas, mas o maior contraste entre bandas,
evidenciando significativamente a regido centromérica na maioria dos cromossomas das trés
espécies estudadas, em comparagdo com as restantes regides dos cromossomas. E importante
referir que o padrdo de bandeamento produzido por cada enzima ¢ reprodutivel e que estes
cromossomas podem ser submetidos a procedimentos experimentais sequenciais sem perda da
morfologia.

De um modo geral pode verificar-se que a HC se encontra principalmente nas regioes
centroméricas dos cromossomas, mas também em regides intersticiais e teloméricas [c.f figura
17 (lado direito da imagem)]. Nos individuos analisados foram detectados alguns
polimorfismos heterocromaticos, tal como observado em cromossomas de porco (Adega et al.
2005) ou em cromossomas de algumas espécies pertencentes a familia Tayassuidae (Adega et
al. 2006), quando submetidos a este tipo de tratamento. Os polimorfismos detectados nos
cromossomas das espécies em estudo ndo sdo relevantes para a andlise relativa a caracterizagao
da HC.

Todas as imagens obtidas, referentes ao bandeamento-G, bandeamento-C, bandeamento
por restri¢do in situ e bandeamento-C ap0ds restrigao in situ dos cromossomas das trés espécies
em analise, sdo apresentadas a preto e branco, para obtencdo de um maior contraste e
visualizacdo mais nitida das bandas. Estas imagens s3o representativas da andlise de pelo
menos 35 metafases por cada enzima utilizada, tendo sido a restricdo in sifu repetida pelo

menos, 5 vezes em diferentes periodos de tempo.
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Figura 17- Imagem representativa de preparagdes cromossomicas de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi submetidas a acgdo de

endonucleases de restrigdo. Cromossomas de C. cricetus submetidos a ac¢do da endonuclease Alul (a) e respectivo bandeamento-C (b).
Cromossomas de P. eremicus submetidos a ac¢do da endonuclease Pstl (c) e respectivo bandeamento-C (d). Cromossomas de P. tullbergi
submetidos a ac¢do da endonuclease Rsal (e) e respectivo bandeamento-C (f).
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IV. 1.2.1- Caracterizacio da heterocromatina constitutiva dos cromossomas de Cricetus

cricetus

Os resultados da acc¢do das diferentes endonucleases de restricdo, ao nivel sequéncias de
heterocromatina constitutiva dos cromossomas de C. cricetus, estdo resumidos na figura 18 e
na tabela 13. Na figura 18, a coluna a esquerda apresenta os bandeamentos-G e¢ C
caracteristicos de cada par cromossémico. Os cromossomas que se apresentam nesta coluna
serviram de controlo na andlise da ac¢do de cada RE ao nivel da HC. As bandas-C
identificadas foram denominadas por letras (a, b, ¢, ....), de acordo com a sua localiza¢do nos
cromossomas (do brago curto ao brago longo). A tabela 13 sumaria a avaliagao da ac¢do de
cada RE utilizada neste trabalho ao nivel da HC, por comparagdo entre os padrdes de
bandeamento-C ap6s bandeamento-G (bandeamento-C classico) e bandeamento-C realizado
apos restricao in situ.

Os cromossomas de C. cricetus, quando submetidos a bandeamento-C classico, exibem
uma exuberante banda de heterocromatina (peri)centromérica, que para a maioria dos
cromossomas parece estar dividida em dois blocos [excep¢do para os cromossomas CCR7,
CCRS8 ¢ CCR10 que parecem apresentar apenas um bloco de HC (cf. figura 18)]. E de realgar o
grande bloco de HC no cromossoma CCR7 (banda a), o tnico cromossoma acrocéntrico deste
cariotipo. Pode observar-se que todos os cromossomas, excepto os cromossomas CCR3, CCRS8
e CCR 10 exibem bandas de HC intersticial e que os cromossomas CCR1, CCR3, CCRS,
CCR6 e CCRY exibem ainda bandas teloméricas de HC [cf. figura 18 e tabela 13 (CCR1 banda
f, CCR3 bandas a e d, CCR5, CCR6 e CCR9 bandas a)].

Quando os cromossomas foram sujeitos a bandeamento-C apds restri¢ao in situ, foi
possivel detectar a heterogeneidade das sequéncias de HC, verificando-se que bandas-C
(peri)centroméricas, intersticiais ou teloméricas apresentam uma diferente natureza molecular,
exibindo diferentes padrdes de restricdo quando submetidas ao mesmo painel de REs. Ao
comparar os padroes de bandeamento-C apds bandeamento-G, com o bandeamento-C apos
restri¢ao in situ, foi possivel observar bandas-C reveladas apenas apds ac¢do das REs, tendo

estas sido designadas por bandas cripticas (indicadas por setas na figura 18).
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Figura 18 — Painel resumo da restri¢do in situ dos cromossomas de C. cricetus e bandeamento-C sequencial. Bandeamento-G e bandeamento-C

caracteristicos dos cromossomas de C. cricetus (coluna da esquerda). Bandas resultantes da ac¢do de sete endonucleases de restricdo (REs),

antes e apds bandeamento-C (restantes colunas). As setas indicam bandas de heterocromatina constitutiva apenas reveladas apds a ac¢do de

REs nos cromossomas (bandas cripticas). Heterogeneidade intra bandas (*).
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Tabela 13 — Avaliacdo da ac¢do do painel de sete REs utilizadas para caracterizar a HC em

cromossomas de C. cricetus

crom. | banda |

Localiz.

| A+

I Apal+C

BamHI+C | Dral+C

| HaellI+C | PstI+C

Rsal+C

Bandas (peri)centroméricas nos autossomas (7 subclasses)

1 (peri)centr
c + + + + + + +
+ + + + + + +
2 b (peri)centr
c + + + + + + +
3 b (peri)centr
+ + + + + + +
4 b (peri)centr
c + + + + + + +
5 b (peri)centr
c + + + + + + +
b . aF A + L +
{1
6 c (peri)centr o " N N N
7 a (peri)centr + + + L +
8 a (peri)centr + + + L +
b , + - + +
t
9 c (peri)centr m m m m
10 a (peri)centr 4F 4F F il _
X b . + + + + aF + +
c (peri)centr + | + | + | + + " -
Bandas intersticiais nos autossomas (13 subclasses)
U a | e [+ e+ |+ |+ |
€ - - + s 3 -
- - - - +
2 a intersticial
d - - - +
a . . - - - + + o -
4 intersticial
d 3 3 3 3 3 3 3
d . . - + + + + + +
5 intersticial
e + + + + + +
6 d intersticial o + + + + +
7 b intersticial
- mn n i - 1
9 d intersticial
e - - + + - + +
Bandas teloméricas nos autossomas (6 subclasses)
1 f telomérica L 4 +
a Y. A + - - - + e
3 telomérica
d - | - | - -
5 a telomérica - + - - + + +
6 a telomérica + S - - —+ + L
9 a telomérica + S - + - + L
Bandas cromossomas X (3 subclasses: 1 centromérica e 2 intersticiais)
b (peri)centr + + + + + + 4+
¢ (peri)centr + 4 4 i 4 I n
X a . + + 4 + T T T
intersticial
d P N T I

Foram atribuidas diferentes classificagdes para a ac¢@o de uma determinada endonuclease em cada uma das bandas de HC identificadas nos

varios cromossomas de CCR [presenca de banda (+), auséncia de banda (-) e banda de tamanho reduzido (r)].




Capl’tulo ]\/ - Rcsultados e Discusséo de Rcsultados

Do painel das sete REs utilizadas neste trabalho, a endonuclease BamHI+C (acc¢ao da
endonuclease BamHI seguida de bandeamento-C) foi aquela que de um modo geral, provocou
um padrdo de restricdo mais acentuado nas sequéncias de HC dos cromossomas de C. cricetus.
Salienta-se a ac¢do desta enzima sobre as sequéncias de HC dos cromossomas CCR7, CCRS,
CCR9 e CCRI10, observando-se bandas menos intensas em comparagdo com 0S Cromossomas
controlo (c.f figura 18). Esta enzima, tal como as enzimas Apal+C e Rsal+C, parece produzir
uma divisdo da banda de HC (peri)centromérica observada nos cromossomas CCR7 e CCR10
em duas bandas, o que sugere a existéncia de dois blocos de HC (peri)centromérica nestes
cromossomas, em vez de um unico bloco [c.f figura 18, bandas assinaladas com um asterisco
(*)]. Algumas enzimas parecem ter provocado um padrdao de restricdo mais acentuado nas
regides de HC (peri)centromérica de alguns cromossomas, como por exemplo, as regides de
HC (peri)centromérica dos cromossomas CCR1 e CCR6 (bandas b e c) apds a ac¢do da enzima
Dral+C, a regido de HC (peri)centromérica do cromossoma CCRS5 (bandas b) com a enzima
BamHI+C e a regido de HC (peri)centromérica do cromossoma CCR9 (bandas b e c¢) com as
enzimas BamHI+C e Dral+C (c.f figura 18).

O bandeamento-C apos bandeamento-G permitiu identificar nos cromossomas de C.
cricetus (cf. figura 18) pelo menos trés grandes classes de HC: (peri)centromérica, intersticial e
telomérica. Com o bandeamento-C apoOs restricdo in situ, estas classes puderam ser
diferenciadas em pelos menos 26 subclasses nos autossomas [7 (peri)centroméricas, 13
intersticiais e 6 teloméricas] e trés subclasses no cromossoma CCRX [1 (peri)centromérica e 2
intersticiais)] (cf. tabela 13). As diferentes subclasses sao identificadas pelos diferentes padroes

de restricao apresentados entre bandas-C, obtidos apos a ac¢do das diferentes REs.

IV. 1.2.2- Caracterizacio da heterocromatina constitutiva dos cromossomas de

Peromyscus eremicus

Os resultados da accdo das diferentes endonucleases de restri¢do ao nivel sequéncias de
heterocromatina constitutiva dos cromossomas de P. eremicus, estdo resumidos na figura 19 e
na tabela 14, sendo estes resultados apresentados como na figura 18 e tabela 13 para os
cromossomas de C. cricetus. Como se observa na figura 19, a maioria dos cromossomas de P.
eremicus quando submetidos a bandeamento-C apds bandeamento-G, exibe uma proeminente
banda de HC (peri)centromérica, localizando-se esta em alguns dos cromossomas desde a

regido centromérica ao telomero do braco curto (destacam-se os cromossomas PER9 e PER17).
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Noutros cromossomas, esta banda parece dividir-se em duas bandas, uma claramente
centromérica e outra que ocupa quase todo o brago curto até ao teldémero, como se pode
observar nos cromossomas PER2, PER3 e PER4 (bandas a e b, cf. figura 19). Os cromossomas
PERI11 e PER16 parecem ter duas bandas de HC (peri)centromérica (bandas a e b), contudo
esta observacao ndo ¢ conclusiva, devido ao pequeno tamanho dos seus bracos curtos (cf.
figura 19). Os cromossomas PER1 e PERY sdo talvez os cromossomas menos
heterocromaticos. A situagcdo observada no cromossoma PERY ndo ¢ usual para a maioria das
espécies de mamiferos, em que este cromossoma ¢ normalmente o mais heterocroméatico de
todo o complemento. Alguns cromossomas exibem ainda bandas de HC intersticiais,
apresentando o cromossoma PERX o maior numero destas bandas (pelo menos 7 bandas de
HC intersticiais). Bandas-C teloméricas podem ser observadas em alguns cromossomas desta
espécie [e.g. PER6, PER11, PER12, PER15 e PER16 (cf. figura 19)].

Quando se realizou bandeamento-C apds restricdo in sifu nos cromossomas de P.
eremicus, foi possivel detectar a heterogeneidade da sua HC, verificando-se que bandas-C
(peri)centroméricas, intersticiais ou teloméricas apresentam uma diferente natureza molecular,
exibindo diferentes padrdoes de bandeamento quando submetidas ao painel de REs. As setas
apresentadas na figura 19 assinalam a presenca de bandas cripticas, com uma localizagao
intersticial e telomérica. Das sete REs utilizadas neste trabalho, ¢ a ac¢ao da enzima Rsal+C,
seguida das enzimas PstI+C e BamHI+C que revela o maior numero de bandas cripticas.

De uma forma geral, a enzima que produz um padrao de restricdo mais acentuado na HC
dos cromossomas de P. eremicus ¢ a enzima Alul+C, o que é especialmente evidente nos
cromossomas PER1 e PERG6, verificando-se bandas de menor tamanho ou quase auséncia de
bandas-C em comparagdo com o controlo. A ac¢do desta enzima nos cromossomas de P.
eremicus ¢ peculiar, permitindo uma grande reducdo no tamanho, deixando mesmo de se
observar algumas bandas de HC, quase ndo afectando outras bandas (salientam-se as bandas de

HC dos cromossomas PER7 e PER16).
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Figura 19 — Painel resumo da restrigdo in situ dos cromossomas de P. eremicus e bandeamento-C sequencial. Bandeamento-G e bandeamento-
C caracteristicos dos cromossomas de P. eremicus (coluna da esquerda). Bandas resultantes da ac¢@o de sete endonucleases de restri¢ao (REs),
antes e apds bandeamento-C (restantes colunas). As setas indicam bandas de heterocromatina constitutiva apenas reveladas apds a ac¢do de

REs nos cromossomas (bandas cripticas). Heterogeneidade intra bandas (*).
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Tabela 14 — Avaliagdo da accao do painel de sete REs utilizadas para caracterizar a HC em

cromossomas de P. eremicus

crom | banda | Localiz. | AWIHC [ Apal+C [ BamHI+C | Dral+C | Haell+C | PstI+C Rsal+C
Bandas (peri)centroméricas nos autossomas (7 subclasses)
1 a (peri)centr + + + + + +
2 b (peri)centr - o o + + +
3 b (peri)centr _ o o + + o
4 b (peri)centr + o o + + +
5 a (peri)centr + o o + + + o
6 b (peripeenr TR + + + + + +
7 a (peri)centr + o o + _ + o
8 a (peri)centr + o o + + + o
9 a (peri)centr + o o + + + o
10 a (peri)centr 3 3 3 3 + + +
11 b (peri)eentr + + + + e |+ +
12 a (peri)centr - + + + + + +
13 a (peri)centr 3 3 3 3 + + +
14 a (peri)centr + -+ -+ + + + +
15 a (peri)centr 3 3 3 3 + + +
16 b (peri)centr 3 3 3 3 + + +
17 a (peri)centr o + _ + o
18 a (peri)centr + + + + + +
19 a (peri)centr + + + + + +
20 a (peri)centr + + + + + +
21 a (peri)centr + -+ -+ + + + +
22 a (peri)centr + -+ -+ + + + +
23 a (pericentr [l 4 i+ i+ + + +
Bandas intersticiais nos autossomas (13 subclasses)
2 c intersticial 4L 4 4 + r s +
4 c intersticial - e e + + +
b 4 - + +
5 c intersticial + _ + + _ T T
d - - - - ¥ - 5
6 c intersticial - - e + + + +
7 c intersticial - - e + + + +
8 b intersticial s e N + + + _
9 b intersticial - e e + + + +
10 b intersticial - e e + + + +
11 c intersticial s e e + + + +
12 b intersticial e e + + + +
13 b intersticial - e N + - + +
15 b intersticial B + + - + ﬁ
c - + + + + + +
16 ¢ intersticial B + + + - - +
d - 3 3 3 3 + +
18 b intersticial - + oS + + s +
19 b intersticial + + oS + + s +
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Tabela 14 — Avaliacdo da acg¢do do painel de sete Res utilizadas para caracterizar as

sequéncias de heterocromatina constitutiva em cromossomas de P. eremicus (continuacao)

Crom. | Banda | Localiz. | AlI+C | Apal+C [ BamHI+C | Dral+C | Haelll+C | Psti+C | Rsal+C
Bandas (sub)teloméricas nos autossomas (6 subclasses)
2 a (sub)telom + + + + +
3 a (sub)telom + + I i +
4 a (sub)telom + + 4 + +
6 a (sub)telom + + I i +
11 a (sub)telom o 4s + + +
12 c (sub)telom + + + + + +
15 d (sub)telom + + + + + + +
a + + + + + +
16 e (sub)telom _ + + + | + | + +
Bandas cromossoma X (3 subclasses: 1 centromérica e 2 intersticiais)
e centromérica 4L g o + + L +
a + + + + + + +
b + + + + + + +
X c F + + 4 A AF +
d intersticial e + + 45 + + +
f - + + + + + +
g aF + + 4 3 3 +
Bandas cromossoma Y (2 subclasses: 1 centromérica e 1 telomérica)
a centromérica s e e + + + +
Y b telomérica + + + + + + +

A HC dos bragos curtos dos cromossomas PER2, PER3 e PER4, ¢ de particular interesse
no que respeita a sua natureza molecular. Nestes bracos heterocrométicos a HC exibe uma
grande heterogeneidade, o que ¢ verificado pelos diferentes padrdes de restricdo produzidos
pelas diferentes enzimas ao nivel das sequéncias de HC. No brago curto do cromossoma PER2
foram reconhecidas duas bandas de HC apds bandeamento-C sequencial a bandeamento-G
(bandas a e b), contudo, apds a ac¢do da enzima Alul+C observou-se uma menor intensidade
de uma destas bandas (banda a). A accdo das enzimas Apal+C e Haelll+C evidenciou a
presenga de uma terceira banda nestes bragos cromossomicos, que parece ter resultado da
divisdo de uma das anteriores [cf. figura 19, bandas assinaladas com um asterisco (*)].

Também nos cromossomas de P. eremicus (cf. figura 19) foi possivel identificar trés
grandes classes de HC: (peri)centromérica, intersticial e telomérica. Com a utilizacdo das sete
enzimas de restricdo, estas classes de HC foram diferenciadas em pelo menos 26 subclasses
nos autossomas [7 na regido (peri)centromérica, 13 intersticialmente e¢ 6 nas regioes
teloméricas], trés subclasses no cromossoma PERX (1 centromérica e 2 intersticiais) e duas

subclasses no cromossoma PERY (1 centromérica e 1 telomérica) (cf. tabela 14).
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IV. 1.2.3- Caracterizacdo da heterocromatina constitutiva dos cromossomas de Praomys

tullbergi

Os resultados da accdo das diferentes endonucleases de restrigdo ao nivel sequéncias de
heterocromatina constitutiva dos cromossomas de P. tullbergi, estdo sumariados na figura 20 e
na tabela 15, sendo estes resultados apresentados como na figura 18 e tabela 13 para os
cromossomas de C. cricetus. Das trés espécies estudadas, a espécie P. tullbergi ¢ aquela cujos
cromossomas exibem menos HC centromérica, quando sujeitos a bandeamento-C apods
bandeamento-G (c.f figura 20). Nestes cromossomas, tal como nos cromossomas das outras
duas espécies, foi possivel identificar trés classes de HC: centromérica, intersticial e
telomérica. Em alguns cromossomas, a HC intersticial ¢ quase tdo abundante como a
centromérica, contrariamente ao observado para a maioria dos cromossomas das outras duas
espécies analisadas. No entanto, os cromossomas PTUS e PTU10 (controlo) apresentam uma
pequena banda de HC centromérica, ndo apresentando bandas de HC intersticiais. A maioria
dos cromossomas apresenta varias bandas de HC intersticial, sendo os cromossomas PTU1 e
PTU2 os que apresentam o maior nimero destas bandas. Em alguns cromossomas sio
claramente identificadas bandas de HC telomérica, como por exemplo nos cromossomas
PTU10, PTUI12 ou PTUI1S5 (cf. figura 20). O cromossoma PTUX também apresenta trés classes
distintas de HC: centromérica, intersticial e telomérica. O cromossoma PTUY exibe uma banda
centromérica e duas intersticiais.

A restricdo cromossomica com um painel de sete enzimas de restrigdo seguida de
bandeamento-C, revelou uma elevada heterogeneidade da HC nos cromossomas desta espécie,
tal como foi descrito para as outras duas espécies de roedores estudadas neste trabalho. De uma
forma geral, das sete enzimas utilizadas neste trabalho, a enzima Alul+C ¢ a que produz o
maior contraste entre as classes de HC centromérica versus intersticial/telomérica, ou seja,
apos a ac¢do desta enzima observam-se bandas de menor tamanho, ou auséncia de bandas de
HC intersticial/telomérica, enquanto simultaneamente a HC centromérica ¢ evidenciada (cf.
figura 20). Sdo de destacar os cromossomas PTU15 e PTU16, onde quase ndo se observa HC
centromérica apds bandeamento-C sequencial a bandeamento-G, estando estas sequéncias
significativamente evidenciadas ap6s bandeamento-C sequencial a ac¢do da enzima Alul. A
enzima Dral+C parece evidenciar a HC telomérica, como se pode observar nos cromossomas

PTU 7 ou PTU 16.
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Figura 20- Painel resumo da restrigdo in situ dos cromossomas de P. tulbergi ¢ bandeamento-C sequencial. Bandeamento-G e bandeamento-C
caracteristicos dos cromossomas de Praomys tullbergi (coluna da esquerda). Bandas resultantes da ac¢do de sete endonucleases de restri¢ao
(REs), antes e apos bandeamento-C (restantes colunas). As setas indicam bandas de heterocromatina constitutiva apenas reveladas apos a

acgdo de REs nos cromossomas (bandas cripticas).

A enzima Rsal+C parece ser a enzima que produziu um bandeamento mais similar ao
controlo, induzindo no entanto a ocorréncia de bandas cripticas, como se pode observar nos
cromossomas PTU4, PTUS, PTU10, ou PTUX (cf figura 20). A presenca de bandas cripticas
também foi demonstrada para outras enzimas, especialmente a Dral+C, BamHI+C ou
Haelll+C.

Nos cromossomas de P. tullbergi a utilizagdo do painel de sete enzimas de restri¢do,
permitiu diferenciar as trés classes de HC em pelo menos 45 subclasses nos autossomas (2 na
regido centromérica, 35 intersticiais ¢ 8 na regido telomérica), 4 subclasses no cromossoma
PTUX (1 centromérica e 3 intersticiais) e trés no cromossoma PTUY (1 centromérica e 2

intersticiais), como se pode observar na tabela 15.
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Tabela 15 — Avaliacdo da accao do painel de sete REs utilizadas para caracterizar as

sequéncias de HC em cromossomas de P. tullbergi

Crom | banda | Localiz. | AlI+C | Apal+C | BamHI+C | Dral+C | Haelll+C | Pstl+C Rsal+C
Bandas centroméricas nos autossomas (2 subclasses)
1 a centromérica s e e + + +
2 a centromérica + g o + o + +
3 a centromérica + + + 45 o + +
4 a centromérica + g o + o + +
5 a centromérica + + + 45 o + +
6 a centromérica + + + 45 o + +
7 a centromérica + + + 45 o + +
8 a centromérica + + + 45 o + +
9 a centromérica + + + 45 o + +
10 a centromérica + + + 45 o + +
11 a centromérica + g o + o + +
12 a centromérica + g o + o + +
13 a centromérica + + + 45 o + +
14 a centromérica + g o + o + +
15 a centromérica + + + 45 o + +
16 a centromérica + + + 45 o + +
Bandas Intersticiais nos autossomas (35 subclasses)
b F F - + - -
c + + + + i T -
d e e e - | -
1 e intersticial + + + + | + | + +
f : fo] - e - |+
g + + - + + +
b e e .
d o + - + + [ o+ +
2 e intersticial ) ] + + + + +
f + + + + + -
g = + + + + + -
b - - + - 3 + +
c - - F + + aF F
3 d intersticial _ _ _ _— + +
€ - - - 4 3 + -
4 b intersticial + + + + + + -
c + + + + - - -
b - + + + e - n -
6 ¢ intersticial . + ) _ m E )
d - - - 1 - - I
b : - A
7 ¢ intersticial _ _ + _ _ | N | 4
a S N T N B
b - - - - - - +
I ¢ intersticial _ + + _ . 4 4
d |+ e - e - | s
b + + + - + + +
? ¢ intersticial + + s s i - v
d + + + + + + +
e + + + - - 4 -
11 b intersticial B + + + _ + +
c - + + + e+ I
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Tabela 15 — Avaliacdo da ac¢do do painel de sete Res utilizadas para caracterizar as

sequéncias de HC em cromossomas de P. tullbergi (continuagao)

Crom | banda | Localiz. | AlI+C | Apal+C | BamHI+C | Dral+C | Haelll+C | PstI+C_ | Rsal+C
Bandas Intersticiais nos autossomas (35 subclasses) continuaciao

12 b intersticial -

b i - - 4 3 - +
13 ¢ intersticial _ _ _ _ . +
14 b intersticial 4 - + e B +

3 3 - - - +
16 b intersticial r
Bandas teloméricas dos autossomas (8 subclasses)
1 h telomérica
2 h telomérica -
4 d telomérica -
5 b telomérica +
8 e telomérica +
10 b telomérica uE
12 c telomérica .
15 b telomérica ;
Bandas do cromossoma X (4 subclasses: 1 centromérica e 3 intersticiais)

a centromérica + + + 45 o + +

b A A 3 3 + +

c . - + + + + + +
X d intersticial + + + + N N .

e + + + + + = +

f el - | o+ | o+ | o+ |+ | s

Bandas do cromossoma Y (3 subclasses:1 centromérica e 2 Intersticiais)

a centromérica 4L g o + + L +

Y b . . F + 3 + + + +
intersticial
c + + + + + + e

IV. 1.3 — Analise molecular e citogenética de sequéncias LINE-1 de Cricetus cricetus,

Peromyscus eremicus e Praomys tulbergi

A sequéncia completa LINE-1 (“Long Interspersed Nuclear Elements-1”) tem
aproximadamente 7000bp, contendo duas “untranslated regions” (3’-UTR e 5°-UTR) e duas
“open reading frames” (ORFI e ORFII) (Mayorov et al. 1999).

Neste trabalho foi possivel isolar (protocolo 6 capitulo II), clonar (protocolo 8 capitulo II)
e sequenciar pela primeira vez, um fragmento da ORFII da sequéncia LINE-1 de Cricetus
cricetus (CCR L1), Peromyscus eremicus (PER L1) e Praomys tullbergi (PTU L1), com cerca
de 300bp. A analise molecular destes fragmentos, onde foi feita a comparagdo entre as
sequéncias das trés espécies estudadas e outras sequéncias LINE-1 de roedores presentes na
base de dados “NCBI Nucleotide”, permitiu estabelecer consideragdes sobre as relacdes

filogenéticas entre as diferentes espécies analisadas.
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Lyon (1998), propos pela primeira vez o envolvimento das sequéncias LINE-1 na
inactivacdo do cromossoma X, ao observar uma localizacdo preferencial destas sequéncias nos
cromossomas X do Homem e rato, em comparagdo com os autossomas. O mapeamento fisico
(andlise citogenética) das sequéncias LINE-1 de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi nos
respectivos cromossomas, possibilitou estabelecer consideragdes sobre o possivel

envolvimento das sequéncias LINE-1 na inactivagdo do cromossoma X.

IV. 1.3.1- Analise molecular das sequéncias LINE-1 de Cricetus cricetus, Peromyscus

eremicus e Praomys tullbergi

A analise da sequéncia LINE-1 de C. cricetus (CCR L1) utilizando uma ferramenta da
base de dados “NCBI Blast” (“NCBI BLAST Basic Local Alignment Search Tool”), permitiu
observar uma elevada similaridade entre esta sequéncia e uma regido da ORFII das sequéncias
LINE-1 (ORFII L1) de Microtus arvalis (acima de 83%), Nectomys squamipes (acima de
80%), Rhipidomys nitela e Sigmodon hispidus (acima de 78%), todas pertencentes a familia
Cricetidae. Observou-se também grande similaridade desta sequéncia com a sequéncia parcial
LINE-1 de Microtus cabrerae (acima de 82%), pertencente a mesma familia. Utilizando a
mesma ferramenta foi possivel observar elevada similaridade entre a sequéncia LINE-1 de P.
eremicus (PER L1) e uma regido da ORFII L1 de Peromyscus californicus (acima de 92%),
Peromyscus nudipes, Peromyscus maniculatus, Peromyscus leucopus e Reithrodontomys
fulvescens (acima de 89%), todos pertencentes a familia Cricetidae, e a maioria das espécies
pertencente ao género Peromyscus. Da mesma forma, a sequéncia LINE-1 de P. tullbergi (PTU
L1) revelou elevada similaridade com sequéncias que estdo dispersas em todos os
cromossomas de Mus musculus, oscilando os valores de similaridade entre os 87 a 89%.

Ao utilizar uma ferramenta da base de dados “Ensembl Multi Blast View”, foi possivel
fazer uma analise preliminar sobre a localiza¢do nos cromossomas de Mus musculus de regides
de similaridade com as sequéncias de CCRL1, PERL1 e PTULI1 (cf. figuras 21a, 22a e 23a,
regioes de similaridade evidenciados por setas). Utilizando a mesma ferramenta foi também
possivel localizar nos cromossomas de Rattus norvegicus regides de similaridade com estas
sequéncias (cf. figuras 21b, 22b e 23b). Este tipo de analise, embora de baixa resolugdo,
permite retirar algumas conclusdes, observando-se que as trés sequéncias isoladas neste
trabalho apresentam similaridade com sequéncias “interspersed” nos genomas das duas

espécies index. Para além disso, observou-se uma maior coincidéncia entre regides de
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similaridade com os genomas das duas espécies index entre as sequéncias CCR L1 e PER L1.
As sequéncias PER L1 e PTU L1 apresentam uma maior coincidéncia entre regides de
similaridade com os genomas das duas espécies index, em comparagdo com as sequéncias

CCRL1ePTULI.

SHE
Erpedi é

Figura 21 — Regides similaridade entre a sequéncia LINE-1 de C. cricetus (CCR L1) com o genoma de M. musculus (a) e R. norvegicus (b)
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utilizando uma ferramenta bioinformatica “Ensembl Multi Blast View” (regides evidenciadas por setas). A regido evidenciada com um

quadrado corresponde a regido que apresenta maior similaridade com a sequéncia CCR L1. MT- genoma mitocondrial
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Figura 22 — Regides similaridade entre a sequéncia LINE-1 de P. eremicus (PER L1) com o genoma de M. musculus (a) e R. norvegicus (b)
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utilizando uma ferramenta bioinformatica “Ensembl Multi Blast View” (regides evidenciadas por setas). A regido evidenciada com um

quadrado corresponde a regido que apresenta maior similaridade com a sequéncia PER L1. MT- genoma mitocondrial
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Figura 23 — Regides similaridade entre a sequéncia LINE-1 de P. tullbergi (PTU L1) com o genoma de M. musculus (a) e R. norvegicus (b)
utilizando uma ferramenta bioinformatica “Ensembl Multi Blast View” (regides evidenciadas por setas). A regido evidenciada com um

quadrado corresponde a regido que apresenta maior similaridade com a sequéncia PTU L1. MT- genoma mitocondrial
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Para uma analise mais precisa, compararam-se com maior detalhe as sequéncias isoladas
neste trabalho (CCR L1, PER L1 e PTU L1) e as sequéncias LINE-1 das duas espécies index,
M. musculus e R. norvegicus, utilizando o software “Vector NTI Advance 10-AlignX”
(Invitrogen Life Technologies). Este software permitiu realizar alinhamentos entre as trés
sequéncias isoladas neste trabalho, a sequéncia completa LINE-1 de M. musculus (MMU L1
completa- disponivel no “NCBI Nucleotide” U15647) e a sequéncia completa da ORFII LINE-
1 de R. norvergicus (RNO ORF II L1 -disponivel no “NCBI Nucleotide” DQ100474). Os
alinhamentos entre as sequéncias isoladas neste trabalho com as sequéncias MMU L1 completa

e RNO ORFII L1 estdo apresentados na figura 24.

Section 1
(1 10 20 30 40 51

CCR L1 (1) CCATGCTCATGGATTGGTAGCATCAACATAGTAAAAATGGCACTCTTACCA

PERL1 (1) CCATGCTCATGGATTGGCAGAACTAACATAGTAAAAATGGCAATCTTACCA

PTUL1 (1) CCATGCTCATGGATTGGCAGGATTAATATAGTAAAAATGGCCATCTAATGA

MMU L1 completa (1) CCATGCTCATGGATTGGCAGGACCAACATTGTAAAAATGGCTATCTTGCCA

RNOLLORFII (1) CCATGCTCATGGATTGGCAGGATTAATATAGTAAAAATGGCCATTTTACCA
Section 2

(52) 52 60 70 80 90 102

CCR L1 (52) AAATCAATCTATAGATTCAATGCAATACCCATCAAAATGCCAACAAAATTT

PER L1 (52) AAAACAATCTACAGATTCAATGCAATCCCCATCAAAATACCAACACAATTC

PTULL (52) AG-GCAATTTACAGATTCAGTGCAATCCCCATCAAAATTCCAACTCAATTC

MMU L1 completa (52) AAAGCAATCTACAGATTCAATGCAATCCCCATTAAAATTCCAACTCAATTC
RNO L1 ORF II (52) AAAGCAATCTACAGATTCAATGCAATCCCCATCAAAATACCAATCCAATTC
Section 3

(103) 103 110 120 130 140 153

CCR L1 (103) TTCACAGCCCTTGAAAGAACAATTCTGAACTTTATATGGAGAAACAAAAGA

PER L1 (103) TTCACAGACCTGGAAAGAATAATGCTCAACTTCATATGGAAAAACAAAAAA

PTUL1 (102) TTCACAAACTTAGAAAGAGCAATTTGAARATTCATCTGGAGCAACAAAAAA

MMU L1 complet:a (103) TTCAACGAATTAGAAGGAGCAATTTGCAAATTCATCTGGAATAACAAAAAA
RNO L1 ORF II (103) TTCAAAGAGTTAGACAGAACAATTTGCAAATTCATCTGGAATAACAAAAAA
Section 4

(154) 154 160 170 180 190 204

CCR L1 (154) CCCAGGATAGCCAAAACATGCCTATACAATAAAGGAACTTCTGGAGGCATC

PER L1 (154) CCCAGGATAGCCAAAAGAATCCTGTACAATAACACAACCTCTGGAGACATC

PTU L1 (153) CCCAGGATAGCCAAA-CTATTGTCAAAAATAAAGGAACCTATGGTGGAATC

MMU L1 completa (154) CCGAGGATAGCAAAAACTCTTCTCAAGGATAAAAGAACCTCTGGTGGAATC
RNO L1 ORF II (154) CCCAGGATAGCTAAAGCTATCCTCAACAATAAAAGGACTTCAGGGGGAATC
Section 5

(205) 205 210 220 230 240 255

CCR L1 (205) ACCATCCCTGACTTCAAGCTCTATTACCGAGCTATAATACTGAAAACTGCT

PER L1 (205) ACAATCCCTGACTTCAAGCTCTACTGTAAAGCTACAATAATAAAAACAGCT

PTUL1 (203) ACCATCCCTGACCTTAAGCTGTACTACAGAGCAATTGAGATAAAAAGTACA

MMU L1 completa (205) ACCATGCCTGACCTAAAGCTTTACTACAGAGCAATTGTGATAAAAACTGCA
RNO L1 ORF II (205) ACTATECCTGAACTEAAGCAGTATTACAGAGCAATAGTGATAAAAACTGCA
Section 6

(256) 256 270 280 290 300

CCR L1 (256) TGGGATTGGCACAAAAATAAACTGTTAAACCAATGGAATAAARATA

PER L1 (256) TGGTACTGGCATAARAAACAGACATGTAGACCAATGGAACAGAAT-

PTU L1 (254) TGATATTGGTACAGTGACAGGCAGGTAGACCAATGGAACAGAAT-

MMU L1 completa (256) TGGTACTGGTATAGAGACAGACAAGTGGACCAATGGAATAGAATT
RNO L1 ORF II (256) TGGTATTGGTACAGAGACAGACAGATAGACCAATGGAATAGAATT

Figura 24 — Alinhamentos entre as sequéncias LINE-1 de C. cricetus (CCR L1), P. eremicus (PER L1) e P. tullbergi (PTU L1) com as
sequéncias MMU L1 completa e RNO ORFII L1.
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Na tabela 16 estdo resumidos os valores de similaridade obtidos ap6s alinhamento entre
as trés sequéncias isoladas, apresentando-se também os valores de similaridade entre cada uma
das sequéncias anteriores e as sequéncias MMU L1 completa ¢ RNO ORF II L1. A
similaridade entre a regido das sequéncias MMU L1 completa e RNO ORF II L1 que alinha

com as isoladas neste trabalho, também pode ser consultada nesta tabela.

Tabela 16 — Avaliagdo da percentagem de similaridade entre as sequéncias CCR L1, PER LI,
PTU L1, MMU L1 completa e RNO ORFII L1

CCR L1 PER L1 PTU L1 MMU L1 completa RNO ORFII L1
CCR L1 100% 83% 75% 75% 78%
PERL1 83% 100% 78% 80% 81%
PTUL1 75% 78% 100% 85% 85%
MMU L1 completa 75% 80% 85% 100% 87%
RNOORFIIL1 78% 81% 85% 87% 100%

Todos os resultados apresentados nesta tabela foram obtidos utilizando o programa Vector NTI Advance 10-AlignX (Invitrogen Life

Technonolgies).

Quando se avalia a similaridade entre cada uma das trés sequéncias isoladas neste
trabalho (CCR L1, PER L1 e PTU L1), verifica-se uma maior similaridade entre as sequéncias
de C. cricetus e P. eremicus, pertencentes a mesma familia (Cricetidae), como seria de esperar
(cf. tabela 16). Das trés sequéncias isoladas, a que apresenta maior similaridade com a
sequéncia MMU L1 completa é a sequéncia de P. tullbergi (85%), pertencendo as duas
espécies a mesma familia e subfamilia (Muridae e Murinae, respectivamente). A sequéncia de
C. cricetus ¢ a que apresenta menor similaridade (75%) com a sequéncia MMU L1 completa
(cf. tabela 16). Obtiveram-se resultados semelhantes entre as trés sequéncias isoladas neste
trabalho e a sequéncia da RNO ORFII L1 (cf. tabela 16), no entanto, observa-se uma maior
similaridade entre as diferentes sequéncias (excep¢do para a sequéncia de P. tullbergi que
apresenta igual similaridade com as sequéncias MMU L1 completa e RNO ORFII L1).

Nas figuras 25 e 26 estdo esquematizados todos os alinhamentos realizados neste
trabalho, tendo como comparagdo a sequéncia MMU L1 completa ou a sequéncia RNO ORFII
L1, respectivamente. Para além de estarem representados nestas figuras os alinhamentos entre

trés sequéncias isoladas neste trabalho e as sequéncias MMU L1 completa e RNO ORFII L1,
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esquematizaram-se ainda os alinhamentos de sequéncias LINE-1 de 10 espécies de roedores da
familia Cricetidae, disponiveis na base de dados “NCBI Nucleotide”, com as sequéncias MMU
L1 completa ¢ RNO ORFII L1 (parte superior das figuras 25 e 26). Ao realizar estes
alinhamentos observou-se que as sequéncias de C. cricetus, P. eremicus ¢ P. tullbergi,
correspondem a uma regido da ORFII da sequéncia LINE-1 de M. musculus e R. norvegicus
(cf. figuras 25 e 26, respectivamente), alinhando todas as sequéncias analisadas com a mesma

regido da ORFII L1 destas duas espécies index.

81



Capitulo ]\/ - Resultados e Discusséo de Rcsultados

=
© o
= o
= . -
—< -
S ~ = e
fet=] 0 =] ~
=
© < aO= -3
oo = b =
- =5 SR=igon
4% L = sS=
a2 o0 WL o=
0° —_ ~ Xo_%
= =2 = =4 OSuasf » v
5 o = T oo k=
P = @ 3 as P B
« 2 x 8 g *_5 o3 - oz
-3 <8 s og S % J<Se
2% 25 v g =< =% SETS
= = @ s - w =
rte one Rens L3 LS ¥ uwih =i 5 hr
kS = | *° 8§ 8 ox3% S x
= =
0% 03 =3 O3 xOLS i = 5}
o2 L5 Zg g2 g D3Sa o o [}
w3 03 xz n= =
x=z a< p— Zm o=
@ @ ] 2 3
=z
[3) 8] = < =
e = g = T I S T
N o 0 0 N 0 N 0 (2]
S - S S S
2rs grs 5r8 5rs
o 0 0 0
<+ _ <
o N
T ©
ol o o~ o 0 <« 0 0 0 0
@ ~ ~ @ P
ol < ® Y & & L g wet-- e -- ot
. 2 < < <
-
L3 I
-~
I Ly _Lg g
- w0 -~ [7e) ~— w0 - W0
< < < <
®
L @
~ [*2]
® 3
- 8 X
®
o
- 3 ¥
»
0
- 8§ ¥
@
O <
3 2
- L) ‘wu_
0.5 &
€7
0z
=
UO
— e
3]
-8
D=
= m
=2
=
<
.

Figura 25 — Representagdo esquematica de todos os alinhamentos realizados tendo como comparagio a sequéncia completa LINE-1 de M.
musculus (MMU L1 completa). As sequéncias comparadas sdo: sequéncias parciais da ORFII L1 de Cricetus cricetus (CCR L1), Peromyscus
eremicus (PER L1), Praomys tullbergi (PTU L1), Microtus arvalis (MAR ORFII L1), Nectomys squamipes (NSQ ORFII L1), Rhipidomys
nitela (RNI ORFII L1), Sigmodon hispidus (SHI ORFII L1), Peromyscus californicus (PCA ORFII L1), Peromyscus nudipes (PNU ORFII
L1), Peromyscus maniculatus (PMA ORFII L1), Peromyscus leucopus (PLE ORFII L1), Reithrodontomys fulvescens (RFU ORFII L1) ¢ a
sequéncia parcial LINE-1 de Microtus cabrerae (MCA Parcial). Apés a realizag@o destes alinhamentos foi possivel observar a ocorréncia de
inser¢des/delecgdes na regido de alinhamento de diferentes sequéncias LINE-1 (assinalado com *). (F) “primer” LINE-1 foward. (R) “primer”

LINE-1 reverse.
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Figura 26 — Representacdo esquematica de todos os alinhamentos realizados tendo como comparagio a sequéncia completa da ORFII L1 de R.
norvegicus (RNO ORFII L1). As sequéncias comparadas sdo: sequéncias parciais da ORFII L1 de Cricetus cricetus (CCR L1), Peromyscus
eremicus (PER L1), Praomys tullbergi (PTU L1), Microtus arvalis (MAR ORFII L1), Nectomys squamipes (NSQ ORFII L1), Rhipidomys
nitela (RNI ORFII L1), Sigmodon hispidus (SHI ORFII L1), Peromyscus californicus (PCA ORFII L1), Peromyscus nudipes (PNU ORFII
L1), Peromyscus maniculatus (PMA ORFII L1), Peromyscus leucopus (PLE ORFII L1), Reithrodontomys fulvescens (RFU ORFII L1) e a
sequéncia parcial LINE-1 de Microtus cabrerae (MCA Parcial). Apés a realizagdo destes alinhamentos foi possivel observar a ocorréncia de
delecgdes ou insergdes de alguns de bases, na regido de alinhamento de diferentes sequéncias LINE-1 (assinalado com *). (F) “primer” LINE-1

foward. (R) “primer” LINE-1 reverse.
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Completa, foram efectuados “Dotplots” entre as diferentes sequéncias, sendo estes
apresentados na figura 27. Resultados semelhantes sdo apresentados na figura 28, analisando-
se a regido de alinhamento entre as sequéncias isoladas neste trabalho e a sequéncia RNO
ORFII L1. A andlise dos “Dotplots” permite observar duplica¢des (linhas paralelas) e

delecgdes (“gaps” horizontais) na regido de alinhamento entre as diferentes sequéncias.

Para obtermos uma analise mais detalhada sobre a regido de alinhamento entre as trés

sequéncias isoladas neste trabalho (CCR L1, PER L1 e PTU LI1) e a sequéncia MMU L1

MMU L1 completa

v

CCR L1

PER L1

PTUL1

Figura 27 — “Dotplot” onde se comparam as sequéncias de um fragmento da ORFII LINE-1 de C. cricetus (CCR L1), P. eremicus (PER L1) e

P. tullbergi (PTU L1) com a sequéncia completa LINE-1 de M. musculus (MMU L1 completa).

RNO ORFIl L1

CCR L1

PERL1

Figura 28- “Dotplot” onde se comparam as sequéncias de um fragmento da ORFII LINE-1 de C. cricetus (CCR L1), P. eremicus (PER L1) e

P. tullbergi (PTU L1) com a sequéncia completa da ORFII LINE-1 de R. norvegicus (RNO ORFII L1).

A analise das sequéncias isoladas (CCR L1, PER L1 e PTU L1) e a sua comparagao com

sequéncias LINE-1 de M. musculus, R. norvegicus (familias Muridae) e de 10 espécies

pertencentes a familia Cricetidae, depositadas na base “NCBI Nucleotide”, permitiu construir

um dendograma que relaciona filogeneticamente todas as espécies analisadas (cf. figura 29).
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Neste dendograma observa-se uma maior proximidade filogenética entre as espécies
pertencentes a familia Muridae (P. tullbergi, M. musculus e R. norvegicus), acontecendo o
mesmo entre espécies pertencentes & familia Cricetidae. E ainda possivel observar uma maior
proximidade filogenética entre as espécies pertencentes a mesma subfamilia e a0 mesmo
género. Observa-se assim uma maior proximidade filogenética entre as duas espécies
pertencentes ao género Microtus e subfamilia Arvoricolinae (Microtus arvalis e Microtus
cabrerae), as trés espécies pertencentes a subfamilia Sigmodontinae (Nectomys squamipes,
Rhipidomys nitela e Sigmodon hispidus), as seis espécies pertencentes a subfamilia
Neotominae (Reithrodontomys fulvescens, Peromuscus leucopus, Peromyscus californicus,
Peromyscus eremicus, Peromyscus maniculatus e Peromyscus nudipes) e as cinco espécies

pertencentes ao género Peromyscus e subfamilia Neotominae.

| PTU L1
MMU L1 completa

RNO ORFII L1

CCR L1

——MAR ORFII L1
L MCALUI parcial

NSQ ORFII L1

I RNI ORFII L1
SHI ORFII L1

RFU ORFII L1

PLE ORFII L1

PCA ORFII L1
LPER L1
PMA ORFII L1
_|—_PNU ORFII L1

Figura 29 — Dendograma que apresenta as relagdes filogenéticas entre diferentes espécies de roedores (Cricetidade e Muridae). Este

dendograma foi construido de acordo com a percentagem de similaridade entre sequéncias LINE-1.

IV. 1.3.2- Anailise citogenética das sequéncias LINE-1 de Cricetus cricetus, Peromyscus

eremicus e Praomys tullbergi

O mapeamento fisico das sequéncias LINE-1 clonadas de C. cricetus, P. eremicus ¢ P.
tullbergi, feito por hibridacao in situ fluorescente nas respectivas preparagdes cromossomicas,

demonstrou que estas sequéncias se encontram “interspersed” ao longo de todos os
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cromossomas de cada uma das espécies, nao se verificando uma localizagao preferencial destas

sequéncias no cromossoma X, em comparacao com os autossomas (c.f figura 30).

C

Figura 30 — Mapeamento fisico de sequéncias LINE-1 de C. cricetus (a), P. eremicus (b) e P. tullbergi (c) nos respectivos cromossomas. Este
mapeamento foi feito por hibridagdo in situ fluorescente utilizando como sonda as sequéncias LINE-1 de C. cricetus (CCR L1), P. eremicus
(PER L1) e P. tullbergi (PTU L1), marcadas indirectamente com digoxigenina-11-dUTP e detectadas com 5STAMRA (sinal vermelho).

Cromossomas contrastados com DAPI (sinal azul).
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Nos cromossomas de C. cricetus € P. eremicus, o resultado da hibrida¢ao das sequéncias
CCR L1 e PER L1 (respectivamente), nao demonstrou bandeamento longitudinal especifico de
determinadas regides cromossomicas. No entanto, pode observar-se uma localizag¢do
preferencial da sequéncia CCR L1 no cromossoma 10 de C. cricetus (cf. figura 30a), e da
sequéncia PER L1 no brago curto do cromossoma 1 e na regido proximal do brago longo do
cromossoma 17 de P. eremicus (figura 30b). A sequéncia PTU L1 nos cromossomas de P.
tullbergi parece apenas apresentar sinal de hibridacdo em regides eucromaticas (c.f figura 30c),
observando-se um padrdo de diferenciagdo longitudinal semelhante a um bandeamento
longitudinal cromossémico, com uma localizagao preferencial em regides ricas em AT (bandas
evidenciadas pelo DAPI). A sequéncia PTU L1 isolada neste trabalho localiza-se

prefencialmente na regido telomérica do cromossoma Y de P. tullbergi.

IV. 1.4- Analise cromossomica comparativa dos cromossomas X de Cricetus cricetus,

Peromyscus eremicus e Praomys tullbergi

Com o objectivo de caracterizar o cromossoma X das trés espécies de roedores estudadas
neste trabalho, hibridou-se uma sonda de “painting” representativa do cromossoma X de Rattus
norvegicus (RNOX), em preparagdes cromossomicas de C. cricetus, P. eremicus € P. tullbergi.
Ao utilizar esta sonda, para além de ser possivel identificar com exactiddo o cromossoma X de
cada uma das trés espécies estudadas, foi ainda possivel identificar regides conservadas entre
estes cromossomas (segmentos sinténicos). Na figura 31 é possivel observar que a sonda
RNOX revelou trés segmentos sinténicos num dos bragos do cromossoma X de C. cricetus e
oito segmentos sinténicos no cromossoma X de P. eremicus, sendo trés deles muito pequenos
(evidenciados por setas na figura 31). No brago longo do cromossoma X de P. tullbergi foram

detectados seis segmentos sinténicos.
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Figura 31 — Hibridagdo in situ fluorescente (FISH) de uma sonda de “painting” do cromossoma X de R. norvegicus em cromossomas de C.
cricetus (a), P. eremicus (b) e P. tullbergi (c). Dentro dos quadrados brancos esta evidenciado o padrdo de bandeamento GTD e o sinal de
hibridagdo com sonda de “painting”, no cromossoma X de cada uma das espécies. Os segmentos sinténicos estdo evidenciados por setas. A

sonda utilizada (RNOX) foi marcada indirectamente com digoxigenina-11-dUTP e detectada com STAMRA (sinal vermelho). Cromossomas
contrastados com DAPI (sinal azul).
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Apos andlise do sinal de hibridagao da sonda RNOX no cromossoma X de P. eremicus,
foi possivel detectar a ocorréncia de uma inversdo pericéntrica (c.f figura 32). Nesta figura ¢

possivel observar dois segmentos sinténicos a flanquear o centromero deste cromossoma,

revelados pela sonda de “painting” RNOX.

Figura 32 — Hibridago in situ fluorescente (FISH) de uma sonda de “painting” do cromossoma X de R. norvegicus (RNOX) em cromossomas
de P. eremicus e bandeamento-C sequencial. No lado direito da figura esta evidenciada a ocorréncia de uma inversao pericéntrica (INV Peric).
O centromero (CEN) corresponde a uma forte banda-C revelada por bandeamento CBP. A sonda utilizada foi marcada indirectamente com

digoxigenina-11-dUTP e foi detectada com STAMRA (sinal vermelho apresentando-se no entanto a cor falsa verde).

Na figura 33 estdo representados ideogramas do cromossoma X das trés espécies de
roedores estudadas, que resumem os padroes de bandeamento-G e bandeamento-C,
apresentando-se também os resultados de hibridacdo das sondas CCR L1, PER L1, PTU L1 e

RNOX neste cromossoma.
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GTD CBP RNOX

11k

GTD CBP RNOX
GTD CBP RNOX

Figura 33 — Ideogramas dos cromossomas X de C. cricetus (CCR), P. eremicus (PER) e P. tullbergi (PTU) apresentando diferentes padrdes de

T W T
| . EEI |
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bandeamento e hibridacdo realizados neste trabalho. O tamanho relativo entre os cromossomas X de cada uma das espécies ndo foi
considerado. As bandas-C apresentadas no cromossoma X de P. eremicus foram obtidas por bandeamento-C sequencial a bandeamento-G, no
entanto, a primeira banda-C que se encontra abaixo do centrémero, foi evidenciada por bandeamento-C sequencial a restricdo in situ pelas
endonucleases Alul+C, Pstl+C e Rsal+C. As bandas-C apresentadas no cromossoma X nas outras duas espécies foram obtidas apenas por

bandeamento-C sequencial a bandeamento-G.
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IV. 1.5- Distribuicido de sequéncias repetitivas em tandem no cromossoma X de Mus

musculus e sua correlacio com a localizacio de regioes de “breakpoints” evolutivos

As regides do genoma de Mus musculus, que estiveram implicadas em processos de
evolucdo cromossomica, t€ém vindo a ser identificadas utilizando a técnica de “Comparative
Chromosome Painting” (Froenicke et al. 2005). A comparagdo da sequéncia completa (a partir
dos projectos de sequenciacdo de genomas) de cromossomas entre diferentes espécies permite
a identificacdo de regides de “breakpoints” evolutivos, correspondendo estas ao intervalo entre
segmentos sinténicos (Murphy et al. 2005). A caracterizagdo molecular de regides de
“breakpoints” evolutivos nos genomas de Homem, outros primatas e rato, mostram que
grandes reorganizagdes cromossomicas tendem a ocorrer em, ou proéximo a, regioes ricas em
algum tipo de sequéncias repetitivas em tandem (e.g. dinucledtidos [TA]n) (Kehrer-Sawatzky
et al. 2005, Fan et al. 2002, Locke et al. 2003).

Neste trabalho foi realizada uma analise in silico sobre a distribuicdo de sequéncias
repetitivas em tandem no cromossoma X de M. musculus, cuja sequéncia completa pode ser
consultada na base de dados “NCBI Genome”, e simultaneamente a localiza¢do de regides de
“breakpoints” evolutivos, que pode ser consultada na base de dados “Ensembl Mouse
SyntenicView” (sintenia entre cromossomas de M. musculus, R. norvegicus e H. sapiens). Com
esta analise, foi possivel observar que as regides que apresentavam uma grande densidade de
sequéncias repetitivas em tandem correspondem a regides de “breakpoints” evolutivos (cf.
figura 34). Na figura 34 esta esquematizada a densidade e distribuicio de sequéncias
repetitivas em tandem ao longo do cromossoma X de M. musculus, determinadas utilizando o
software “Tandem Repeats Finder” (Benson 1999) e a sua colocalizagdo com regides de

“breakpoints” evolutivos.

91



Capl’tulo |V = Resultados e Discussio de Resultados

n° bases repetidas

S [} (=3} -~

o o (=] o

o o (=} (=}

o o o (=}
L L L

0-3
6,25-6,35
9.41-9,66

12,91-13,16
1641-16,66
19.91-20,16
g 2341-23,66
26,44-26,48
28,77-29,01
3146-31,71
34,80-35,05
37,92-38,17
41.42-41 67
44.92-4517
48 42-4867
51,63-51,88
54,67-54,92
58,17-58.42
61,67-61,92
65,17-65,42
68,67-68,92
7217-7242
75,67-75,92
79,17-79,42
82,67-82,92
86,17-86,42
89,67-89,92
93,17-9342
96,67-96,92
100,17-10042
103,67-103,92
107,17-107 42
110,22-110 47
113,72-113,97
117,22-117 47
120,72-120,87
12344-123,69
126,94-127,19
130,44-130 69
133,94-134,19
137.44-137 54

B
=
L
140,58-140,83 g
=
£
=

|
0
r ooal
000z
000e

\a AMMWWWM U‘WUW |

[kl iy

"W "

H‘

H EIZE

144,08-144 33
147 58-147 84
151,09-151,34
1584,59-154 84
158,09-158,34
161,59-161,84

16509185343
MMUX Mb

S &4 d

HSA I B N DR | DN D
(e ¢ | | o 9 | J /§ | |
a

Figura 34 — Distribuigdo de sequéncias repetitivas em tandem ao longo do cromossoma X de M. musculus (MMUX) e sua colocalizagdo com
regides de “breakpoints” evolutivos relativamente a sintenia com o cromossoma X de H. sapiens (HSA) e R. norvegicus (RNO). As barras
azuis representam regides de homologia entre o cromossoma X de M. musculus e H. sapiens. As barras verdes representam regides de
homologia entre o cromossoma X de M. musculus ¢ R. norvegicus. A distribuigdo das sequéncias repetitivas em tandem ao longo do
cromossoma X de M. musculus esta representada no lado direito da figura. A regido centromérica do cromossoma X de M. musculus esta

representada a amarelo e corresponde a um “gap” de sequénciagdo. Aos “gaps” de sequénciaco foi atribuido o valor de 0 bases repetidas.
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IV. 2 — Discussao de Resultados

IV. 2.1- Analise da heterocromatina constitutiva dos cromossomas de Cricetus cricetus,

Peromyscus eremicus e Praomys tullbergi

Embora a heterocromatina constitutiva (HC) dos cromossomas de C. cricetus e P.
eremicus tenha sido anteriormente caracterizada por procedimentos de bandeamento-C apos
bandeamento-G (Fonctsch 1973, Pathak et al. 1973, Gamperl et al. 1976, Vistorin et al. 1976,
Deaven et al. 1977, Gamperl et al. 1978, Robbins et al. 1981, Gamperl et al. 1984, Hale et al.
1991), a sua caracterizagdo detalhada e a documentacdo da sua heterogeneidade foi realizada
pela primeira vez neste trabalho. A heterogeneidade da HC dos cromossomas de P. tullbergi
foi j4 anteriormente referida por Meles et al. (2007), ao analisar os resultados do bandeamento
dos cromossomas desta espécie por fluorocromos, com afinidade para sequéncias AT (DAPI) e
GC (Cromomicina - CMA3), e bandeamento-C sequencial. Esta metodologia permitiu
identificar pelo menos 5 subclasses de HC nos autossomas e 3 subclasses no cromossoma X,
de acordo com o maior enriquecimento das sequéncias de HC em AT, GC ou AT+GC.

O presente trabalho demonstra que a restricdo in situ com bandeamento-C sequencial,
pode ser uma ferramenta alternativa para o estudo da HC dos cromossomas de roedores,
especialmente quando ndo estdo disponiveis outras técnicas como a hibridacdo in situ
fluorescente (devido ainda a indisponibilidade de sondas referentes a sequéncias repetitivas
obtidas a partir do genoma das espécies em analise). Quando os cromossomas de C. cricetus,
P. eremicus e P. tullbergi foram submetidos a restri¢ao in situ com bandeamento-C sequencial
(cf. figuras 18, 19 e 20), foi possivel observar a heterogeneidade das sequéncias de HC, como
ja foi referido. Esta heterogeneidade foi detectada a dois niveis, intra bandas e inter bandas. A
heterogeneidade intra bandas foi verificada na HC (peri)centromérica dos cromossomas 7 e 10
de C. cricetus, e na HC do brago curto do cromossoma 2 de P. eremicus, observando-se que
uma banda-C do cromossoma controlo parece dividir-se em duas bandas de menor tamanho
(cf. figuras 18 e 19 bandas assinaladas com um asterisco), apods a ac¢do de diferentes
endonucleases de restri¢ao seguida de bandeamento-C. A heterogeneidade inter bandas refere-
se a diferente natureza molecular observada entre diferentes bandas-C (subclasses), revelada
pelo diferente padriao de restricdo que apresentam quando submetidas & accdo das mesmas
endonucleases de restrigdo (REs). Neste trabalho foi possivel identificar, pelo menos 26

subclasses de HC nos autossomas de C. cricetus e P. eremicus (cf. tabela 13 e 14), e 45
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subclasses nos autossomas de P. tullbergi (cf. tabela 15). Sendo também identificadas trés
subclasses de HC no cromossoma X de C. cricetus e P. eremicus, 4 subclasses no cromossoma
X de P. tullbergi, duas subclasses no cromossoma Y de P. eremicus e 3 subclasses no
cromossoma Y de P. tullbergi (c.f tabelas 13, 14 ¢ 15).

A observacdo de bandas cripticas (cf. figuras 18, 19 e 20), bandas de heterocromatina
apenas reveladas apos ac¢do de REs, pode ser explicada pela possibilidade da actuagdo das
endonucleases poder causar modificagdes ao nivel das sequéncias de HC, o que pode favorecer
a ligacdo do corante ou contrastante (neste trabalho iodeto de propideo) a regides especificas
dos cromossomas (Gosalvez et al. 1997, Nieddu et al. 1999, Chaves et al. 2004, Adega et al.
2005). A identificacdo deste tipo de bandas ¢ de especial interesse, visto que a partir de varios
trabalhos realizados em diferentes espécies, se observou que bandas cripticas de HC
correspodem a “breakpoints” clinicos (em Sus scrofa, Adega et al. 2005) ou evolutivos (em
Tayassuidae, Adega et al. 2007). Assim, e de acordo com varios autores, as sequéncias de HC
parecem ser “hotspots” para a ocorréncia de rearranjos cromossomicos (Yunis € Yasmineh
1971, Peacock et al. 1982, Jonh 1988, Chaves et al. 2004). A maior parte das bandas cripticas
identificadas neste trabalho, nos cromossomas de P. tullbergi, localizam-se em regides de
“breakpoints” evolutivos que foram identificadas por “Comparative Chromosome Painting”
(Chaves et al. 2007 in prep), hibridando-se sondas de panting representativas de todos os

cromossomas de M. musculus e R. norvegicus em cromossomas de P. tullbergi.

IV. 2.1.1- Comparacao da quantidade, localizacio e natureza molecular de sequéncias de

heterocromatina constitutiva entre as trés espécies estudadas

A comparacao geral da quantidade, localizacdao e natureza molecular da heterocromatina
constitutiva, entre as trés espécies de roedores analisadas, evidencia diferengas significativas
entre os trés caridtipos. A utilizagdo de um painel de sete endonucleases de restricio ndo
permite apenas caracterizar detalhadamente a HC e o reconhecimento da sua heterogeneidade
molecular (cf. figuras 18, 19, 20 e tabelas 13, 14 e 15), mas também permite inferir os
diferentes percursos evolutivos envolvidos na origem destes caridtipos. Na espécie C. cricetus,
que apresenta um caridtipo quase totalmente meta/submetacéntrico, a HC parece estar
preferencialmente localizada em regides (peri)centroméricas, apresentando a maioria dos
autossomas dois blocos de HC (c.f figura 18), o que indica a ocorréncia de, pelo menos,

translocacdes Robertsonianas durante a evolugdo deste caridtipo. A espécie P. eremicus, com
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um cariotipo constituido apenas por cromossomas submetacéntricos, apresenta também
grandes quantidades de HC essencialmente localizada nas regides (peri)centroméricas, sendo
inclusivamente o braco curto da maioria cromossomas completamente heterocromatico (c.f
figura 19). A HC destes bragos revela uma grande heterogeneidade (cf. tabela 14), o que
implica uma diferente natureza molecular, o que certamente ¢ indicativo da coexisténcia de
diferentes familias de DNA satélite, ou variantes, nestes bracos dos cromossomas. Trabalhos
que envolveram a utilizagdo da técnica de “Comparative Chromosome Painting” (Dawson et
al. 1999, Yang et al. 2000, Svetlana et al. 2006, Svetlana et al. 2007), referem uma grande
variagdo nos cariotipos entre as diferentes espécies Cricetidae (nimero de cromossomas,
morfologia dos cromossomas ¢ localizacao de sequéncias de HC), o que esta de acordo com a
grande varia¢do observada nos caridtipos e nas sequéncias de HC das espécies C. cricetus e P.
eremicus. A espécie P. tullbergi, com um complemento autossémico acrocéntrico, ¢ das trés
espécies estudadas aquela cujos cromossomas exibem menos HC centromérica, quando
submetidos a bandeamento-C sequencial a bandeamento-G. Em alguns cromossomas, a
heterocromatina intersticial ¢ quase tdo abundante quanto a centromérica, contrariamente ao
observado para a maioria dos cromossomas das outras duas espécies analisadas (cf. figura 20).
Esta distribui¢do e o elevado nimero de subclasses de HC identificado nos cromossomas desta
espécie [52 subclasses (c.f tabela 16)], sugere este caridtipo como sendo o mais derivativo dos
analisados neste trabalho, tendo sido originado pela ocorréncia de um elevado niimero de
complexos rearranjos cromossomicos. Esta hipotese baseia-se sobretudo nos trabalhos de
Yunis ¢ Yasmineh (1971), Peacock ef al. (1982), John (1988) e Chaves et al. (2004), que
consideram as regides ricas em heterocromatina como “hotspots” para a ocorréncia de
rearranjos cromossomicos. A sugestdo de que o cariotipo de P. tullbergi foi originado pela
ocorréncia de um elevado numero de complexos rearranjos cromossomicos, ¢ ainda suportada
pelo trabalho de Meles et al. (2007) ao detectar sequéncias teloméricas intersticiais em varios
bracos cromossomicos desta espécie, podendo a localizacdao destas sequéncias ser o resultado
de fusdes em tandem. Para além disso esta hipdtese tem vindo a ser confirmada por
“Comparative Chromosome Painting” (Chaves et al. 2007 in prep).

De uma forma geral, a elevada heterogeneidade das sequéncias de HC identificada nos
trés genomas analisados (c.f tabelas 13, 14 e 15) sugere a coexisténcia de diferentes familias de

DNA satélite, ou variantes destas familias nestes genomas.
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IV. 2.2- Anilise das relagdes filogenéticas de Cricetidae e Muridae inferidas pela analise

de sequéncias LINE-1

As sequéncias LINE-1 (“Long Interspersed Elements-1") permitem estabelecer relagdes
filogenéticas entre espécies, ja que sdo caracteres nao homoplasicos (caracteres que nao se
assemelham por convergéncia, tendo tido antes origem num ancestral comum) (Verneau et al.
1998, Waters et al. 2007). A comparacao entre as sequéncias LINE-1 de C. cricetus (CCR L1),
P. eremicus (PER L1) e P. tullbergi (PTU L1), isoladas pela primeira vez neste trabalho, com
sequéncias LINE-1 de M. musculus, R. norvegicus (familias Muridae) e de 10 espécies
pertencentes a familia Cricetidae, disponiveis na base de dados “NCBI Nucleotide”,
demonstrou que todas as sequéncias correspondem a uma determinada regido da ORFII da
sequéncia LINE-1 das espécies index M. musculus e R. norvegicus (cf. figuras 25 e 26,
respectivamente). Sugere-se assim que esta regido da sequéncia se encontra conservada nas
varias espécies de roedores, observando-se valores de similaridade entre sequéncias acima dos
75%. A analise de “Dotplots” onde se comparam as sequéncias LINE-1 isoladas neste trabalho
e sequéncias LINE-1 de M. musculus e R. norvegicus, permite observar duplicacdes e
deleccdes na regido de alinhamento entre estas sequéncias.

O alinhamento das sequéncias LINE-1 de C. cricetus, P. eremicus, P. tullbergi, M.
musculus, R. norvegicus e de 10 espécies pertencentes a familia Cricetidae, permitiu construir
um dendograma que relaciona filogeneticamente todas as espécies analisadas (cf. figura 29),
comprovando-se uma maior proximidade filogenética entre os roedores pertencentes a mesma
familia. O alinhamento entre as trés sequéncias isoladas neste trabalho, revelou uma maior
similaridade entre as sequéncias de C. cricetus e P. eremicus, pertencentes a familia Cricetidae,
em comparacdo com a sequéncia de P. tullbergi, que pertence a famila Muridae. Esta tltima
sequéncia apresenta uma maior similaridade com as sequéncias LINE-1 de M. musculus ¢ R.
norvegicus, pertencendo as trés espécies a mesma familia e subfamilia (Murinae). Quando se
aumentou o numero de sequéncias em analise, foi possivel observar uma maior similaridade
entre sequéncia de espécies pertencentes & mesma familia, subfamilia e género (cf. figura 29).
Existe assim uma maior proximidade filogenética entre as espécies Microtus arvalis e Microtus
cabrerae (Cricetidae, Arvoricolinae, Microtus), as espécies Nectomys squamipes, Rhipidomys
nitela e Sigmodon hispidus (Cricetidae, Sigmodontinae) e as espécies Reithrodontomys
fulvescens, Peromyscus leucopus, Peromyscus californicus, Peromyscus eremicus, Peromyscus
maniculatus e Peromyscus nudipes (Cricetidae, Neotominae) (cf. figura 29). As relagdes

filogenéticas determinadas pela analise comparativa de sequéncias LINE-1 esta assim de
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acordo com a classificagdo taxondémica disponivel nas bases de dados “NCBI Taxonomy” e

“Tree of Life Web Project” (referidas no capitulo II).

IV. 2.3- Consideracoes sobre a evolucido do cromossoma X de Cricetus cricetus,

Peromyscus eremicus e Praomys tullbergi

Em 1983, Gartler e Rigss sugeriram que a propaga¢ao da inactivagdo do cromossoma X
pode ser facilitada por elementos “booster”, sequéncias envolvidas na amplificacdo e
propagacdo do sinal de inactivagdo ao longo de todo o cromossoma. Lyon (1998) propds pela
primeira vez as sequéncias LINE-1 como candidatos a estes elementos, baseando a sua
hipotese na observacdo de uma localizagdo preferencial destas sequéncias nos cromossomas X
de Homem e rato.

Ao realizar-se o mapeamento fisico das sequéncias LINE-1 de C. cricetus, P. eremicus e
P. tullbergi, por hibridagdo in situ fluorescente nos respectivos cromossomas, demonstrou-se
que estas sequéncias se encontram “interspersed” ao longo de todos os cromossomas de cada
uma das espécies, ndo se verificando uma localizacdo preferencial destas sequéncias no
cromossoma X, em comparacdo com os restantes cromossomas do complemento (c.f figura
30). Estes resultados ndao permitem assim, suportar a hipotese de Lyon (1998) porém,
resultados semelhantes aos nossos tém vindo a ser apresentados em outras espécies de roedores
(Casavant et al. 2000, Deuve et al. 2006). Duas hipoteses podem ser formuladas para justificar
os resultados obtidos. Pode ter ocorrido perda de sequéncias LINE-1 nos cromossomas X das
trés espécies no decorrer da evolugao, sendo que este acontecimento foi anteriormente sugerido
para outras espécies de roedores (Casavant et al. 2000), embora neste ultimo caso relativo a
todo o complemento cromossémico. Outro cenario possivel ¢ a existéncia de diferentes
mecanismos de inactivacdo do cromossoma X (pelo menos nestes roedores) sem que haja
participagdo de sequéncias LINE-1, e neste caso, o genoma ndo precisaria de conservar estas
sequéncias maioritariamente localizados no cromossoma X, observando-se alternativamente
uma distribui¢do indiferenciada por todo o complemento cromossémico.

A localizacdo “interspersed” das sequéncias CCR L1, PER L1 e PTU L1 nos genomas de
C. cricetus, P. eremicus ¢ P. tullbergi (cf. figura 30), respectivamente, € nos cromossomas das
duas espécies index, M. musculus e R. norvegicus (cf. figuras 21, 22 e 23), esta de acordo com
o sugerido na literatura, visto que as sequéncias LINE-1 sdo consideradas o principal
componente do conjunto de sequéncias “interspersed” no genoma de mamiferos (Deininger e

Batzer 2002).
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A analise dos resultados de hibrida¢ao da sequéncia PTU L1 nos cromossomas de P.
tullbergi, permitiu observar um padrdo de diferenciacdo longitudinal semelhante a um
bandeamento longitudinal cromossémico (c.f figura 30c), com localizacdo preferencial em
regides ricas em AT, o que foi ja anteriormente referido por Meles et al. (2007). Resultados
semelhantes, utilizando o mesmo tipo de sonda, foram observados em cromossomas de rato
(Boyle et al. 1990), roedores do género Taterillus (Muridae) (Dobigny 2002), roedores do
género Cryptomys (Bathyergidae) (Deuve et al. 2006), coelho (Waters et al. 2004) e Homem
(Korenberg e Rykowski 1988). Nos cromossomas de C. cricetus e P. eremicus, o resultado da
hibridac¢ao das sequéncias CCR L1 e PER L1 (respectivamente), ndo demonstrou bandeamento

longitudinal especifico de determinadas regides cromossomicas (c.f figura 30a e figura 30b).

A realizagdo de “Comparative Chromosome Painting” com uma sonda representativa do
cromossoma X de R. norvegicus (RNOX) em preparagdes cromossomicas das trés espécies de
roedores em estudo neste trabalho (c.f figura 31), permitiu caracterizar o cromossoma X de C.
cricetus, P. eremicus e P. tullbergi. A sonda de “painting” RNOX revelou trés segmentos
sinténicos num dos bragos do cromossoma X de C. cricetus (c.f figura 31a), oito segmentos
sinténicos no cromossoma X de P. eremicus (c.f figura 31b) e seis segmentos sinténicos no
braco longo do cromossoma X de P. tullbergi (c.f figura 31c). Esta analise revelou ainda a
ocorréncia de uma inversao pericéntrica durante a evolu¢do do cromossoma X de P. eremicus
(c.f figura 32). A hibridacdo in situ da sonda RNOX nos cromossomas X de C. cricetus e P.
eremicus, mostrou que apenas um dos bragos destes cromossomas apresenta homologia com o
cromossoma X de RNO (observou-se apenas um pequeno segmento sinténico no brago curto
do cromossoma X de P. eremicus, cf. figuras 31a, 31b, 32 e 33). Em 1969, Ohno considerava
que a ocorréncia de translocagdes entre autossomas e cromossomas sexuais, acompanhava a
evolucdo de mamiferos, existindo ja nesta altura o conhecimento da ocorréncia deste tipo de
translocagdes em roedores (e.g. na espécie Gerbillus gerbillus — Muridae). Desde entdo, varios
tém sido os trabalhos que referem a ocorréncia de translocagdes entre autossomas € o
cromossoma X em roedores (Viegas- Pequignot et al. 1982, Kasahara e Dutrillaux 1983,
wahrman et al. 1983, Ratomponirina et al. 1986, Dobigny. et al. 2002, Veyrunes et al. 2004,
Deuve et al. 2006, Veyrunes et al. 2007). Também os nossos resultados sugerem a ocorréncia
deste tipo de rearranjo durante a evolugdo do cromossoma X de C. cricetus e P. eremicus.

Em relacdo a analise do cromossoma X de P. fullbergi, o nimero de segmentos sinténicos
detectados ¢ superior aquele observado por Chaves et al. (2007 in prep), ao realizar

“Comparative Chromosome Painting” com sondas de “painting” de M. musculus e R.
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norvegicus nesta espécie. Esta discrepancia pode ser explicada pela maior condensagao dos
cromossomas X de P. tullbergi com que estes autores trabalharam.

A caracterizagdo da heterocromatina constitutiva realizada durante este trabalho revelou a
existéncia de bandas-C a flanquear alguns segmentos sinténicos discriminados pelo “paint”
RNOX no cromossoma X das trés espécies de roedores (cf. figura 33), sugerindo a participagao
destas sequéncias na ocorréncia dos rearranjos cromossOmicos que originaram estes
cromossomas. No cromossoma X de P. eremicus foi possivel observar uma banda-C criptica,
revelada apos a accdo das endonucleases Alul, Pstl e Rsal, a flanquear dois segmentos
sinténicos (c.f figura 33), o que sugere a importancia da identificagcdo deste tipo de bandas-C.
A utilizagdo de um maior niimero de endonucleases de restricdo ¢ bandeamento-C sequencial,
podera vir a identificar mais bandas-C cripticas, que podem encontrar-se a flanquear segmentos
sinténicos identificados pela sonda de “painting” RNOX, no cromossoma X das espécies de
roedores estudadas.

Para se comprovar a hipotese de que as sequéncias de heterocromatina correspondem a
regides de “breakpoints” evolutivos, foi analisada in silico, a distribuicdo cromossémica de
sequéncias repetitivas em tandem e simultaneamente a localizagao de regides de “breakpoints”
evolutivos no cromossoma X da espécie index M. musculus. Nesta analise recorreu-se as
sintenias entre cromossomas do M. musculus, R. norvegicus ¢ H. sapiens, para a identificagao
de regides de “breakpoints” evolutivos no cromossoma X de M. musculus, e de ferramentas
bioinformaticas que permitiram a avaliagdo da densidade de sequéncias repetitivas em tandem
neste cromossoma. Resultados preliminares desta andlise demonstram que as regides que
apresentam maior densidade de sequéncias repetitivas em tandem (c.f figura 34), correspondem
de facto, a regides de “breakpoints” evolutivos, o que vem comprovar o importante papel
destas sequéncias na reorganiza¢do da arquitectura dos genomas ao longo da evolug¢do. No
Homem foi ja constatada uma notavel correlacdo entre a localizagdo de regides de
“breakpoints” evolutivos e a distribuicdo de sequéncias repetitivas em tandem para todos os

autossomas (Ruiz-Herrera et al. 2006).

Em forma de resumo, demonstrou-se que as sequéncias LINE-1 de C. cricetus, P.
eremicus ¢ P. tullbergi se encontram “interspersed” ao longo de todos os cromossomas de cada
uma das espécies, ndo se verificando uma localizagdo preferencial destas sequéncias no
cromossoma X, em comparagdo com os restantes cromossomas do complemento (c.f figura
30). Estes resultados ndo permitem suportar a hipotese de Lyon (1998), que relaciona a

distribuicao preferencial destas sequéncias no cromossoma X com a propagacao do sinal de
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inactivacao neste cromossoma. Quando se compararam os cromossomas X de C. cricetus, P.
eremicus e P. tullbergi, observaram-se diferencas ao nivel da sua morfologia, e da quantidade,
localizagdo e natureza molecular da sua heterocromatina, sugerindo que se originaram através
da ocorréncia de rearranjos cromossémicos como inversdes, transposi¢cdes centroméricas,
adigoes/eliminag¢des de heterocromatina e translocacdes Robertsonianas, como é o caso do
cromossoma X de C. cricetus (c.f figura 18), que apresenta dois blocos de heterocromatina
constitutiva na regido (peri)centromérica. A identificagdo dos segmentos sinténicos entre os
cromossomas X de P. eremicus e R. norvegicus, por “Comparative Chromosome Painting”,
permitiu ainda detectar a ocorréncia de uma inversdo pericéntrica durante a evolucdo do
cromossoma X de P. eremicus. O maior nimero de subclasses de heterocromatina constitutiva
identificado no cromossoma X de P. tullbergi (c.f tabela 15), comparativamente as diferentes
espécies em analise (c.f tabela 13 e 14), sugere que o cromossoma X desta espécie ¢ 0o mais
rearranjado. No entanto, a analise dos segmentos sinténicos no cromossoma X das trés espécies
de roedores, com a sonda de “painting” RNOX, sugere o cromossoma X de P. eremicus como
sendo o mais rearranjado. Esta aparente discordancia deve-se provavelmente as diferentes
analises efectuadas, nomeadamente, identificagdo de subclasses de heterocromatina e de
segmentos sinténicos entre cromossomas de diferentes espécies, sendo indispensavel uma
investigacdo mais detalhada, de modo a clarificar efectivamente os mecanismos subjacentes a

evolucao destes cromossomas.
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Conclusoes e

Perspectivas Futuras
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

No presente trabalho caracterizou-se detalhadamente a heterocromatina constitutiva (HC)
dos cromossomas de trés espécies de roedores, C. cricetus, P. eremicus (Familia Cricetidae) e
P. tullbergi (Familia Muridae), recorrendo-se a metodologia de restricdo in situ €
bandeamento-C sequencial. Esta metodologia permitiu detectar uma elevada heterogeneidade
molecular das sequéncias de HC nos trés genomas, provando ser uma ferramenta util no estudo
destas sequéncias. A comparacdo geral da quantidade, localizagdo e natureza molecular da
heterocromatina constitutiva, entre as trés espécies de roedores analisadas, sugere a ocorréncia
de diferentes percursos evolutivos envolvidos na origem destes cariotipos. Considera-se assim
que, a localizagdo preferencial das sequéncias de HC em regides (peri)centroméricas dos
cromossomas de C. cricetus, apresentando a maioria dos cromossomas dois blocos de HC com
esta localizacao, sugere a ocorréncia de, pelo menos, translocagdes Robertsonianas durante a
evolucdo deste caridtipo. Na espécie P. eremicus, a elevada heterogeneidade das sequéncias de
HC revelada na maioria dos bragos curtos dos seus cromossomas, ¢ indicativa da coexisténcia
de diferentes familias de DNA satélite, ou variantes, nestas regides. A forma de distribuig¢do ¢ o
elevado nimero de subclasses de HC identificado nos cromossomas de P. tullbergi, sugere que
este caridtipo € o mais derivativo dos analisados neste trabalho, tendo sido originado pela
ocorréncia de um elevado niimero de complexos rearranjos cromossomicos.

A comparacdo entre as sequéncias LINE-1 de C. cricetus, P. eremicus, P. tullbergi,
(isoladas pela primeira vez neste trabalho) M. musculus, R. norvegicus ¢ de 10 espécies
pertencentes a familia Cricetidae (disponiveis na base de dados “NCBI Nucleotide”),
demonstrou que todas as sequéncias correspondem a uma determinada regido da ORFII da
sequéncia LINE-1 de M. musculus e R. norvegicus. Sugere-se assim que esta regido da
sequéncia esta conservada nas varias espécies de roedores. O alinhamento de todas as
sequéncias permitiu construir um dendograma que relaciona filogeneticamente todas as
espécies analisadas, comprovando-se uma maior proximidade filogenética entre os roedores
pertencentes a mesma familia, como seria de esperar.

O mapeamento fisico das sequéncias LINE-1 de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi,
nos respectivos cromossomas, nao evidenciou uma localizagdo preferencial destas sequéncias
no cromossoma X em relacdo aos autossomas, ndo sendo assim possivel suportar a hipdtese de
Lyon (1998), que relaciona a grande “acumulacdo” destas sequéncias no cromossoma X com a

propagacao do sinal de inactivagdo neste cromossoma.
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Quando se compararam os cromossomas X de C. cricetus, P. eremicus e P. tullbergi,
observaram-se diferencas ao nivel da sua morfologia, e na quantidade, localiza¢do e natureza
molecular da sua heterocromatina, sugerindo que se originaram através da ocorréncia de
rearranjos cromossomicos como inversdes, transposi¢des centroméricas, adigdes/eliminagdes
de heterocromatina e translocagdes Robertsonianas.

A carateriza¢ao da HC realizada durante este trabalho revelou a existéncia de bandas-C a
flanquear alguns segmentos sinténicos discriminados pelo “paint” RNOX, no cromossoma X
das trés espécies estudadas, o que parece sugerir a participagdo destas sequéncias na ocorréncia
dos rearranjos cromossomicos que originaram estes cromossomas. Resultados preliminares, da
analise in silico (realizada neste trabalho), sobre a distribuicdo cromossémica de sequéncias
repetidas em tandem e a localizag@o de regides de “breakpoints” evolutivos no cromossoma X
da espécie index M. musculus, demonstraram que as regides que apresentam maior densidade
de sequéncias repetidas em tandem correspondem a regides de “breakpoints” evolutivos, o que
vem comprovar o importante papel destas sequéncias na reorganizagao da arquitectura dos
genomas ao longo da evolugao.

Futuros trabalhos que visem o estudo e caracterizacdao de sequéncias de heterocromatina
constitutiva, nomeadamente sequéncias de DNA satélite isoladas, por exemplo por
microdissec¢do de regides centroméricas de cromossomas, € a construgdo de mapas
comparativos para diferentes espécies de roedores, irdo certamente contribuir para um melhor
entendimento dos processos evolutivos que moldaram estes genomas e das relagdes

filogenéticas entre espécies.
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