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Resumo

Para compreender a organizagdo cromossdmica de elementos repetitivos na
familia Phyllostomidae o mapeamento fisico de genes ribossomais/sequéncias
teloméricas e do retrotransposon MAZE/L1-like foi realizado em 12 e 13 espécies,
respectivamente. O namero de clusters para o gene 45S variou de um a trés, com
exclusiva localizagdo autossdmica exceto em Carollia perspicillata (cromossomo
X). Para o gene 5S um unico par de sitios autossémicos foi observado em todas
as espécies. A FISH com sequéncia telomérica hibridizou os telébmeros de todas
as espécies, exceto em C. perspicillata e foram observados sitios teloméricos
intersticiais (ITS) na regido pericentromérica da maioria das espécies.
Adicionalmente, o elemento MAZE/L1-like mostrou-se presente na regido
centromérica (regides heterocrométicas) dos cromossomos de todas as espécies,
exceto em Chrotopterus auritus, e algumas espécies apresentaram o0
enriguecimento desse elemento no brago longo do cromossomo X e outras
apresentaram sinais de hibridizacdo na regido proximal dos bragos
cromossomicos do X. Esses resultados indicam que distintas forcas evolutivas
atuam no genoma de Phyllostomidae, bem como podemos especular que a
presenca do elemento MAZE/L1-like em regides heterocrométicas centroméricas
seja pela baixa presséo seletiva que atua nestas regidées gendmicas e pelo seu
envolvimento com fung¢des centroméricas. Além disso, a localizagdo de elementos
repetitivos em regifes centroméricas fornece um bom marcador molecular com
aplicacdes em estudos de evolugéo e rearranjos cromossOmicos.

Palavras-chave: DNA repetitivo; heterocromatina; retrotransposons; DNA
ribossomal; sequéncias teloméricas; Phyllostomidae.



Abstract

To understand the chromosomal organization of repetitive elements in the
Phyllostomidae family the physical mapping of ribosomal genes/telomeric
sequences and MAZE/L1-like retrotransposon was performed in 12 and 13
species, respectively. The number of clusters for the 45S gene ranged from one to
three, with location autosomal exclusive except in C. perspicillata (X
chromosome). To 5S gene 5S a single site was observed in all species with
location autosomal exclusive. The FISH with telomeric sequence hybridized
telomeres of all species, except in C. perspicillata and were observed interstitial
telomeric sites (ITS) in the pericentromeric region of most species. Additionally,
the element MAZE/L1-like was present on centromeric regions (heterochromatic
regions) of the chromosomes of all species, except in Chrotopterus auritus, and
some species showed enrichment of this element on the long arm of X
chromosome and showed other signs hybridization in the proximal region of the X
chromosome arms. These results indicate that different evolutionary forces act on
the genome of Phyllostomidae and we can speculate that the presence of element
MAZE/L1-like in centromeric heterochromatic regions is due low selective
pressure acting on these genomic regions and their involvement with centromeric
functions. Furthermore, the location of repetitive elements in the centromeric
region provides a good marker for applications in molecular evolution studies and
chromosomal rearrangements.

Key words: repetitive DNA; heterochromatin; retrotransposable; ribosomal DNA,;
telomeric sequences; Phyllostomidae.
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1. Introducéo

Os morcegos compreendem um dos mais antigos grupos de mamiferos e
apresentam caracteristicas morfofisioldégicas peculiares que possibilitam o voo
verdadeiro. Na maioria das espécies, a ecolocalizagdo permite explorar uma
variedade de nichos ecoldgicos permitindo aos morcegos ocupar abrigos menos
expostos a predacdo e a competicdo, e aproveitar de forma mais eficiente os
recursos naturais oferecidos pelo meio ambiente. Consequentemente, esses
organismos apresentam uma ampla distribuicdo geografica fazendo deles um
grupo bem sucedido que esta representado nas regides temperadas e tropicais de
todos os continentes e em muitas areas, com uma grande diversidade de
espécies e ampla variedade de habitos alimentares.

Do ponto de vista biolégico e citogenético os representantes da familia
Phyllostomidae sdo os mais estudados dentro da ordem Chiroptera. Representam
uma familia extremamente diversificada em termos de morfologia e estratégia
alimentar, o que determina consideravel contorvérsia aos estudos sistematicos e
filogenéticos de alguns géneros e espécies.

Nos ultimos anos o estudo citogenético molecular vem sendo realizado em
diferentes organismos, com a utilizacdo de sondas especificas para localizagcdo
de sequéncias cromossdmicas, através da técnica de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH). Esta técnica tem fornecido novos elementos para os estudos
de evolucao cariotipica e genbmica de diferentes espécies pelas suas inUmeras
aplicacbes como: construcdo de mapas fisicos de cromossomos, andlise de
estruturas e rearranjos cromossomicos e estudo de estrutura, funcéo e evolugéo

de cromossomos e genomas.
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Em morcegos a técnica de FISH tem sido utilizada principalmente para a
localizacdo de diferentes tipos de sequéncias de DNA repetitivo, incluindo DNA
ribossomal (45S e 5S) e DNA satélite. Tais marcadores cromossdmicos aliados
aos estudos taxonémicos tém contribuido para uma melhor compreensdo dos
mecanismos de evolucédo envolvidos durante a diversificacdo e historia evolutiva
das espécies. Analises moleculares realizadas tanto em nivel de familia como em
niveis taxonémicos inferiores tém permitido a obtencdo de informacdes
importantes que na maioria das vezes ndo séo identificadas ou reconhecidas
pelos estudos morfoldgicos nos quais se baseavam a maior parte da classificacédo
das espécies.

Para melhor entender a organizagcdo cromossémica estrutural e os
mecanismos evolutivos ocorridos ao longo da evolu¢cdo de morcegos da familia
Phyllostomidae, a caracterizacdo da organizacdo cromossdmica de sequéncias
de DNAs repetitivos foi realizada através do mapeamento fisico dessas
sequéncias em representantes das espécies Artibeus cinereus, A.lituratus, A.
obscuros, A. planirostris, Carollia perspicillata, Chrotopterus auritus, Diaemus
youngii, Diphylla ecaudata, Glossophaga soricina, Lonchorhina aurita,
Phyllostomus discolor, P. elongatus, Platyrrhinus lineatus, Sturnira lillium e

Trachops cirrhosus.
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2. Revisao da Literatura

2.1 ConsideragOes gerais sobre morcegos

A ordem Chiroptera € composta dos Unicos mamiferos capazes de
executar um voo verdadeiro, gracas a determinadas estruturas especializadas. O
nome Chiroptera provém do grego “Cheir” (mé&o) e “ptero” (asa), indicando que a
asa de um morcego é uma mao altamente modificada com membros anteriores
alongados, que possuem uma membrana elastica (patagio) sustentada pelos
dedos e ossos ligando-se aos membros posteriores e aos lados do corpo
(Peracchi et al., 2011).

A habilidade de voar, juntamente com a ecolocaliza¢ao e habitos noturnos
possibilitam esses animais a explorarem uma grande variedade de nichos
ecoldgicos, levando ao desenvolvimento de muitas especializa¢cdes morfoldgicas
e habitos alimentares como resposta as adaptacdes a estes nichos. A ocupacédo
em diferentes nichos tornam esses animais fundamentais para a manutencao das
relacdes troficas nos ecossistemas (Simmons, 2005).

Os habitos alimentares dos morcegos sdo bastante variados e sua
diversidade de dietas ndo encontra semelhangca em nenhum outro grupo de
mamiferos, utilizando como alimento: insetos e pequenos artropodes, frutos,
sementes, folhas, flores, podlen, néctar, pequenos vertebrados e sangue,
predominando o habito insetivoro nos Yangochiroptera. As espécies frugivoras,
nectarivoras, carnivoras e hematofagas sao localizadas nas regides tropicais e
subtropicais, enquanto as insetivoras sdo encontradas em quase todas as regides
do globo, normalmente se refugiando em cavernas, minas, fendas de rochas e

casca de arvores, cavidades no tronco e nos galhos das arvores, bem como em
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folhagens e construgdes humanas. Podem se reunir em grandes ou pequenos
grupos e coabitar com outras espécies formando colbénias (Perachi et al., 2011).

De acordo com a classificacao atual a ordem Chiroptera esta dividida em
duas subordens: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera. A subordem
Yinpterochiroptera esta representada por seis familias: Rhinolophidae,
Hipposideridae, @ Hinopomatidae, Craseonycteridae, @ Megadermatidae e
Pteropodidae, enquanto a Yangochiroptera compreende 14 familias das quais
nove destas tém ocorréncia nas Américas estando todas representadas no Brasil
(Tabela 1) (Perachi et al., 2011; Paglia et al., 2012).

Os morcegos séo considerados o segundo maior grupo de mamiferos em
abundancia representando aproximadamente 21% de todas as espécies com
ampla distribuicdo mundial (IUCN, 2013) e compreende cerca de 1150 espécies
agrupadas em 202 géneros e 20 familias (Gardner, 2008).

No Brasil foi descrita cerca de 170 espécies pertencentes a nove familias
de Yangochiroptera (Tabela 1), que habitam todo o territério nacional, ocorrendo
na Amazobnia, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, Nordeste, Pampas gauchos e
em areas urbanas (Paglia et al., 2012). Com base nesses nameros, o Brasil tem
aproximadamente 15% das espécies de morcegos do mundo sendo assim o
segundo maior em diversidade de espécies (Alberico et al., 2000).

As caracteristicas bioldgicas especiais desses animais, bem como sua
alta diversidade, juntamente com seu papel na economia, ecologia e saude
publica tornam esse grupo um importante objeto de estudos. Diversos trabalhos
com diferentes enfoques, tais como biologia, fisiologia, citogenética, morfometria,
sistematica e taxonomia vém sendo realizados had décadas com o intuito de

contribuir para o melhor conhecimento desses mamiferos (Souza e Araugjo, 1990;
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Passos et al., 2003; Barros et al., 2009; Jarrin et al., 2010; Sotero-Caio et al.,
2011; Lemos-Pinto et al., 2012; Wu et al., 2012; Czenze et al., 2013; Jones, 2013;

Sun et al., 2013).

Tabela 1: Numero de géneros e espécies por familias da subordem

Yangochiroptera dentro da ordem Chiroptera descritas no Brasil

Familias N° de géneros N° de espécies
Emballonuridae 7 15
Furipteridae 1 1
Molossidae 7 26
Mormoopidae 1 4
Natalidae 1 1
Noctilionidae 1 2
Phyllostomidae 40 90
Thyropteridae 1 4
Vespertilionidae 5 24
Total 64 167

Fonte: Paglia et al. (2012).

2. 2 Familia Phyllostomidae
2.2.1 Aspectos gerais

Os morcegos da familia Phyllostomidae sdo conhecidos como “leaf-
nosed bats” por terem um apéndice nasal (folha nasal) em forma de ponta de
lanca (exceto os representantes da subfamilia Desmodontinae que tem a folha
nasal em forma de ferradura) (Baker et al., 2003; Reis et al., 2007).
Phyllostomidae representa uma das familias mais diversificadas possuindo o
maior numero de géneros (57) e espécies (160) entre os Chiroptera Neotropicais,
agrupados em 11 subfamilias: Carollinae, Desmodontinae, Glossophaginae,

Glyphonycterinae, Lonchophyllinae, Lonchorhininae, Macrotinae, Micronycterinae,
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Phyllostominae, Rhinophyllinae e Stenodermatinae (Baker et al., 2003; Bernard et
al., 2011; Paglia et al., 2012).

A familia Phyllostomidae € endémica do continente americano e
caracteriza-se como um grupo de habito alimentar bem variado entre os
Chiroptera, podendo explorar frutos, néctar, polen, folhas, insetos, pequenos
vertebrados e sangue. Esta variedade de habitos alimentares tem sido importante
para que a familia possa habitar varios nichos ecoldgicos, mas ao mesmo tempo
dificulta a reconstrucdo da historia filogenética do grupo ha mais de um século
sem um consenso definitivo (Simmons, 2000; Weterrer et al., 2000; Baker et al.,
2003). Esses morcegos habitam todo o territério nacional, ocorrendo na
Amazobnia, Cerrado, Caatinga, Floresta Atlantica, Pantanal e em areas urbanas

(Paglia et al., 2012).

2.2.2 Aspectos citogenéticos e evolutivos

A evolucdo cromossdmica da familia Phyllostomidae sempre foi um
assunto bastante discutido uma vez que varios estudos citogenéticos realizados
em seus representantes tém revelado uma variabilidade no nimero diploide (2n) e
namero fundamental (NF = niumero de bracos autossémicos). Essa variabilidade
vai de 2n=14 em Vampyressa melissa (Stenodermatinae) até 2n=46 em Macrotus
waterhousii (Macrotinae) e NF=20 em Tonatia bidens até NF=68 em Micronycteris
megalotis, sendo os numeros mais frequentes 2n=30/32 e NF=56/60 (Baker,
1970), representando mais de 50% dos cari6tipos encontrados nos
representantes da familia Phyllostomidae.

Embora ocorra uma alta frequéncia de cariétipos com 2n=32 e NF=60

entre as diferentes espécies de Phyllostomidae, Baker (2006) propde que o
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cariétipo ancestral para a familia corresponde a 2n=46 e NF=60, similar ao
observado em Mracotus waterhousii, indicando que a evolucao cariotipica entre
os filostomideos pode ter levado a uma reducao dos numeros diploides através de
eventos de fuséo céntrica.

Andlises citogenéticas realizadas por Baker e Bickham (1980) em varias
espécies de morcegos indicam que a evolucao cariotipica de algumas familias da
ordem Chiroptera (Phyllostomidae, Mormoopidae, Mystacinidae e
Vespertilionidae) n&o ocorreram de maneira uniforme, com algumas apresentando
mudancas rapidas, enquanto outras, uma lenta taxa de evolucdo cromossdmica.
De acordo com Varella-Garcia et al. (1989) esta ndo uniformidade na evolugao

cromossOmica € uma caracteristica de toda a ordem Chiroptera.

2.2.3. Heterocromatina em morcegos: énfase para a familia Phyllostomidae
A analise dos DNAs repetitivos em morcegos vem sendo realizada através
de diferentes técnicas citogenéticas, principalmente relacionadas a distribuicdo e
gualificacdo da heterocromatina constitutiva. Dentre estas técnicas as mais
aplicadas em estudos em representantes da ordem Chiroptera sdo o
bandeamento C e em menor frequéncia o uso de fluorocromos base-especificos
(CMAs e DAPI). Em geral a heterocromatina em morcegos encontra-se
preferencialmente localizada nas regides pericentroméricas de todos o0s
cromossomos, podendo em algumas espécies serem observados blocos
adicionais em regides intersticiais e/ou terminais de alguns cromossomos
(Varella-Garcia et al., 1989; Varella-Garcia e Taddei, 1989; Souza e Aradujo,

1990).
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Na familia Phyllostomidae o padrédo mais comum € a presenca de HC na
regido pericentromérica de todos os cromossomos, contudo tem sido observado
um padrao de distribuicdo de HC nas regifes distais e/ou intersticiais de algumas
espécies como: Carollia perspicillata, Choeroniscus minor, Glossophaga soricina,
Artibeus lituratus, A. planirostris, A. jamaicensis, A. obscurus, A. cinereus,
Diaemus youngi, Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata, Anoura caudifer,
Uroderma magnirostrum, U. bilobatum, Sturnira lillium e Platyrrhinus lineatus
(Varella-Garcia et al., 1989; Souza e Araujo, 1990; Baker et al., 1992; Santos e
Souza, 1998a,b; Volleth et al., 1999; Neves et al., 2001; Santos et al., 2001; Silva
et al., 2005).

Nos cromossomos sexuais geralmente esta fracdo genbmica encontra-se
restrita a regido pericentromérica. Contudo, em alguns representantes da ordem
Chiroptera com sistema sexual simples, em geral, 0 cromossomo Y apresenta-se
guase totalmente heterocromatico. Do mesmo modo, aqueles que tém sistema
sexual multiplo XY1Y2 exibem o Y1 (Y original) heterocromético, diferindo apenas
pela presenca de blocos caracteristicos do Yz (homodlogo livre do autossomo
translocado ao Xp). Por outro lado, as espécies que apresentam sistema sexual
do tipo neo-XY, destacam-se pela presenca simultdnea de dois padrdes distintos
de HC nos bracos curto e longo do Y. Na subfamilia Stenodermatinae, varias
espécies apresentam blocos pericentroméricos de HC no cromossomo X,
adicionalmente o braco longo deste cromossomo mostra um padrao diferencial de
sua cromatina (Souza e Araujo, 1990; Morielle-Versute et al., 1992; Santos e

Souza, 1998 a,b; Rodrigues et al., 2000; Santos et al., 2001).
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2.3 DNAs repetitivos
2.3.1 Caracteristicas gerais dos DNAs repetitivos e organizacdo dos
genomas

Diversos estudos relacionados ao tamanho de genomas em eucariotas tém
revelado grande variacdo de quantidade de DNA entre as diferentes espécies dos
mais diversos grupos. Esta variacdo ocorre independentemente da complexidade
do organismo e néo apresenta relacdo com a quantidade de genes apresentados
pelos organismos nem com o nivel de ploidia (Gregory, 2005).

A ampla variacdo de quantidade de DNA nos genomas animais tem sido
atribuida a diferentes quantidades de DNAs repetitivos nos diversos genomas,
sendo a presenca destes elementos uma caracteristica ubiqua em eucariotas. As
sequéncias repetitivas de DNA compreendem uma grande porcdo do genoma da
maioria dos organismos e S&o caracterizadas por ampla variabilidade,
constituindo distintas familias, podendo representar grande parte da quantidade
de DNA das células, em alguns casos excedendo mais de 80% da quantidade de
DNA da espécie. Os estudos genéticos e citogenéticos-moleculares tém
demonstrado que as sequéncias de DNAS repetitivos podem ser muito Uteis como
ferramentas para definir a estrutura e revelar a organizacdo e evolucdo do
genoma das espécies, uma vez que tais sequéncias podem ser facilmente
isoladas e encontram-se distribuidas em diversas regides do genoma, gerando
sinais de facil visualizacdo apo6s hibridizacdo de sondas especificas nos
cromossomos (Martins et al., 2011).

Embora por muito tempo os DNAs repetitivos tenham sido classicamente
considerados como “junk DNAs” (DNA lixo) pela auséncia de func¢des bioldgicas

bem definidas relacionadas a sua atividade e expressao (Doolittle e Sapienza,
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1980; Orgel e Crick, 1980), varios estudos sugerem o envolvimento dessas
sequéncias na organizacao estrutural e funcional do genoma, como por exemplo,
no processo de replicagcdo do DNA (Li et al. 2002), na expresséao génica (Liu et al.,
2001) e na recombinacéo (Biet et al., 1999). Tais sequéncias repetitivas parecem
também estar envolvidas em rearranjos cromossémicos como inversoes,
duplicacdes, delecbes e translocacdes reciprocas, sendo significativamente
responsaveis pelas variacdes cariotipicas observadas em muitos grupos (Kidwell,
2002).

Além disso, alguns estudos tém demonstrado expressdo e envolvimento
dos elementos repetitivos na formacdo da heterocromatina e em processos de
regulacdo génica. Possivelmente o papel mais significativo das sequéncias
repetitivas esteja relacionado aos segmentos presentes nas regides
centroméricas, teloméricas e intersticiais dos bracos cromossémicos,
desempenhando fungdes cruciais na manutencdo e propagacdo do material
genético nuclear, uma vez que sdo regides onde frequentemente a
heterocromatina é encontrada (Shapiro e Sternberg, 2005; Biémont e Vieira,
2006; Feschotte e Pritham, 2007).

De acordo com as suas caracteristicas principais, o0s DNAs repetitivos sédo
classificados em sequéncias codificantes e nao-codificantes. As sequéncias
codificantes compreendem as familias multigénicas compostas por DNAs
codificadores como os genes de RNAs ribossomais e genes de proteinas
histbnicas. Por sua vez, as sequéncias ndo-codificantes compreendem dois tipos:
a) Sequéncias repetidas in tandem (lado a lado), classificadas em trés subgrupos

de acordo com o tamanho do seu fragmento: (1) DNA satélite, (2) minissatélites e
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(3) microssatélites; b) Sequéncias dispersas no genoma que compreendem 0s

elementos transponiveis (Figura 1) (Martins et al., 2011).

Elementos
repetitivos
I
1 ]
Codificantes Nao-codificantes
I
Familias
multigénicas
I
RNA Proteinas In tandem Dispersas
Ribossomais Histonas
1
Elementos
transponiveis
DNA satélite Microsatélite minisatélite

Figura 1. Esquema da organizacdo dos DNAs repetitivos nos Eucariotos (Adaptado de
Martins et al., 2011).

As familias multigénicas sdo um grupo de sequéncias de DNA (genes) com
similaridade estrutural e funcional, descendentes de um gene ancestral comum.
Dentre estas sequéncias sdo exemplos conhecidos os genes de RNAs
ribossomais (RNAr) e genes codificadores de proteinas histbnicas (Nei e Rooney,
2005).

As sequéncias de DNA ribossomal (DNAr) sao constituidas de sequéncias
de nucleotideos muito conservadas evolutivamente e podem ser encontradas em

todos os eucariotas organizadas em dois distintos grupos arranjados in tandem. O
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arranjo maior (DNAr 45S) é formado pelos genes que transcrevem os RNAs
ribossomais 18S, 5.8S e 28S, sendo estas sequéncias separadas por
espacadores intergénicos transcritos internos (ITS-Internal Transcribed Spacer) e
cada cluster de DNAr 45S separado por espacadores transcritos externos (ETS-
External Transcribed Spacer) e por espacadores intergénicos (IGS) (Figura 2),
encontrando-se em areas cromossomicas especificas correspondentes as regides

organizadoras de nucléolos (RONSs) (Eickbush e Eickbush, 2007).

Unidade do DNAr -l S~

- e - s
- -

ETS ITS1 ITS2 T

N N SN s [ N 755 N Sy Bt

1GS

Figura 2. Organizacdo dos genes que codificam o RNAr 45S (DNAr) em Eucariota. Os
genes estdo organizados em unidades repetidas in tandem como
esquematizado na parte superior. Uma unidade tipica ampliada é mostrada em
detalhe. As posi¢cles dos trés genes de RNAr (18S, 5.8S, 28S) estdo em azul e
as regibes processadas estdo em branco (ETS = Espacadores Transcritos
Externo; ITS = Espacadores Transcritos Internos). Entre as unidades de
transcricao estdo os Espacadores Intergénicos = IGS (Martins et al., 2011).

O outro arranjo é formado pelas sequéncias dos genes que transcrevem o
RNAr 5S e nao esta envolvido na formacdo das RONs. Estes genes sdo bastante
conservados e espacados por sequéncias nao transcritas (NTS-Non Transcribed
Spacer) que sdo extremamente variaveis em tamanho e composi¢céo nucleotidica
(Figura 3) (Eickbush e Eickbush, 2007; Martins et al., 2011). Ambas as classes
de DNAr estdo presentes em coOpias multiplas organizadas in tandem (Levsky e

Singer, 2003; Raska et al., 2004).
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Figura 3. Organizacéo dos genes de RNAr 5S no genoma de Eucariota. Os genes estédo
organizados em unidades repetidas in tandem como esquematizado na parte
superior. Uma unidade tipica ampliada é mostrada em detalhe. NTS =
Espacador Nao Transcrito (Martins et al., 2011).

Em eucariotas inferiores o gene 5S pode ser agrupado em simples ou
multiplos sitios dentro do genoma e pode ser encontrado interespacado com
outros genes multicépias, incluindo o DNAr 45S. Os genes de DNAr 45S em
mamiferos sdo geralmente encontrados em mais de um par cromossdmico,
diferentemente do que ocorre com 0s genes de DNAr 5S que, em geral, sédo
observados em apenas um par cromossémico (Raska et al., 2004; Weider et al.,
2005; Mcstay e Grummt, 2008).

Em morcegos alguns estudos séo concentrados na descricdo do numero e
localizacdo dos sitios de DNA ribossomal (DNAr), principalmente DNAr 45S,
através do mapeamento desses genes por meio da técnica de FISH em algumas
espécies (Baker et al., 1992; Santos et al., 2001, 2002; Leite-Silva et al., 2003;
Gomes et al., 2010), que tem permitido confirmar a localizacdo de sitios de genes
de RNAr 45S independentemente de sua atividade (Santos et al., 2002).

Baker et al. (1992) analisaram comparativamente o nimero de sitios de
DNAr 45S em 50 espécies de morcegos (compreendendo sete familias e 38
géneros). E observaram que o numero de sitios de DNAr por complemento

cromossOmico variou de um a quatro pares. Aléem da pequena quantidade de
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sitios ribossomais observados em morcegos, também se verificou pouca variacao
entre as espécies analisadas.

O mapeamento fisico do DNAr 45S através da FISH tem sido uma forma
complementar e/ou alternativa da impregnacdo com AgNOg3, uma vez que esta
técnica evidencia os sitios génicos independentes da sua ativagdo. Santos et al.
(2002) ao analisarem 13 espécies de filostomideos pertencentes aos géneros
Artibeus, Glossophaga, Phyllostomus, Phyllosderma, Platyrrhinus, Tonatia e
Trachops, utilizando a impregnagdo com AgNOs para detectar os sitios que se
encontravam ativos e a FISH com sonda de DNAr 18S para confirmar a
localizacdo desses sitios. Esses autores descreveram que nove das espécies
apresentaram apenas um par cromossdmico com RON ativa, enquanto as
espécies do género Artibeus apresentaram mdultiplas RONs ativas, variando de
dois a trés pares, confirmando o nimero e a posicdo das RONs em todas as
espécies. Por outro lado, A. cinereus apresentou sinais de hibridizacdo em um par
cromossOmico adicional, indicando a ocorréncia de RON silenciosa nessa
espécie.

Em representantes da familia Molossidae, Leite-Silva et al. (2003)
identificaram os genes ribossomais no par 5 de Molossus ater, M. molossus e nos
pares 5, 9 e 10 de Molossops planirostris e ao compararem com o0s resultados
obtidos com a impregnagcédo com AgNOs, confirmaram que todas as RONs dessas
espécies sao transcricionalmente ativas.

No trabalho de Gomes et al. (2010), uma populacdo de Rhinophylla
fischerae da Amazobnia foi analisada pela citogenética classica e molecular
através de FISH com sonda telomérica e de genes ribossomais 28S e 18S,

comparando com dados previamente descritos na literatura. Os genes
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ribossomais estavam presentes na regidao proximal dos bracos longos dos
cromossomos 16 e 18 confirmando os dados da impregnacdo com AgNOs.

Por outro lado, o mapeamento cromossémico de genes 5S em morcegos
ainda é bastante escasso, com um Unico registro na literatura correspondente a
espécie Rhinolophus hipposideros (Rhinolophidae). Para essa espécie foi descrita
a presenca de nove pares de cromossomos acrocéntricos portadores de sitios de
DNAr 5S, incluindo o par 14 portador da constricdo secundaria (Puerma et al.,
2008).

Dentre os DNAs nao codificadores presentes no genoma dos eucariotas,
destacam-se pela sua abundancia os DNAs satélite (DNAsat), minisatélites,
microsatélites e elementos transponiveis. As sequéncias de DNA satélite se
apresentam altamente repetidas com ampla variabilidade organizadas in tandem
com diferentes niameros de copias nos genomas das distintas espécies, podendo
variar entre 1.000 e mais de 100.000 cépias. Estas sequéncias encontram-se
localizadas principalmente nas regibes centroméricas e terminais dos
cromossomos e constituem o principal componente da heterocromatina (Martins
et al., 2011).

O numero de copias de DNAs satélites e sua propor¢cdo em relacdo ao
DNA genbmico total de uma espécie sdo bastante variaveis. Em mamiferos essa
proporc¢ao pode variar entre cinco e 30% do genoma total (Walsh, 2001). Em geral
estes elementos sdo bastante diversificados entre diferentes espécies, incluindo
espécies relacionadas, resultante dos mecanismos de mutacdo e evolucdo em
concerto (Charlesworth et al., 1994; Martins et al., 2011).

O DNAsat encontrado nas regifes terminais é bastante simples, formado

por pequenos monbémeros repetidos in tandem sendo muito conservado, até
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mesmo entre diferentes organismos, com o comprimento das repeticdes de suas
sequéncias sendo variavel entre cromossomos e entre espécies. A sequéncia
telomérica (TTAGGG/CCCTAA)n é compartilhada por todos os vertebrados
(Sumner, 2003; Aubert e Lansdorp, 2008).

As sequéncias teloméricas (TTAGGG)n tém sido mapeadas em alguns
representantes da ordem Chiroptera. Ono e Yoshida (1997) analisaram diferencas
na distribuicdo cromossomica dessas sequéncias em Eptesicus parvus nilssonii e
Vespertilio superans representantes da familia Vespertilionidae e evidenciaram as
marcacdes nas extremidades dos cromossomos em ambas as espécies e sitios
teloméricos intersticiais em regiées centroméricas em todos 0s sete cromossomos
acrocéntricos de V. superans. Por outro lado, E. parvus nilssonii ndo apresentou
nenhum sinal intersticial.

A técnica de FISH com sonda (TTAGGG)n tem permitido detectar dois
padrées desta sequéncia: 1) Padrdo unicamente terminal como observado nas
espécies Macrotus waterhousii, M. californicus, Monophyllus redmani, Molossus
molossus e Pteronotus macleayii; 2) Padrdo em sitios ndo terminais (ITS) em
regides centroméricas de Artibeus jamaicensis, Carollia perspicillata, Eumops
glaucinus, E. perotis e em algumas espécies do género Chiroderma (Meyne et al.,
1990; Finato et al., 2000).

As espécies Eumops glaucinus, Carollia prespicillata e Platyrrhinus lineatus
tiveram seus cariétipos analisados para verificar a habilidade da enzima Alu | em
decompor e/ou remover as sequéncias de DNA satélite das regides de
heterocromatina, e também identificar a ocorréncia de modificagcdes no padrédo da
FISH utilizando sonda telomérica (TTAGGG)n apls a digestdao enzimatica. As

sequéncias teloméricas foram visualizadas na extremidade dos cromossomos das
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trés espécies, entretanto C. perspicillata apresentou sinais fracos ou ausentes na
maioria dos cromossomos, este fato pode ser devido a um nimero reduzido de
cépias teloméricas (Faria e Morielle-Versute, 2002).

Além disso, Carollia perspicillata e E. glaucinus exibiram sinais
pericentroméricos em dois bracos cromossdmicos, enquanto sinais intersticiais e
terminais quando associados a regides de heterocromatina e RONs foram
observados também em E. glaucinus e P. lineatus. Os cromossomos das trés
espécies quando tratados com Alu | e depois hibridizados com sonda (TTAGGG)n
revelaram uma significativa diminuicdo do sinal, indicando que esta enzima foi
capaz de clivar ou/e remover parte do DNA satélite. Os resultados sugerem que a
sequéncia telomérica se apresentou como um componente da heterocromatina e
gue as regides de banda C positivas (intersticial, terminal e centromérica)
apresentaram uma diferente composicao, reforcando a heterogeneidade do DNA
satélite (Faria e Morielle-Versute, 2002).

Faria et al. (2009), através da FISH com sondas teloméricas (TTAGGG)n
de humanos, estabeleceram a localizacdo dessas sequéncias em Cromossomos
de algumas espécies de morcegos da familia Molossidae (Cynomops abrasus,
Eumops auripendulus, Molossus rufus, Molossops temminckii e Nyctinomops) e
da familia Phyllostomidae (Phyllostomus discolor). Marcagfes foram observadas
na extremidade de quase todos os cromossomos das espécies de C. abrasus, M.
rufus, M. temminckii, N. laticaudatus e P. discolor. Em E. auripendulus, a maioria
dos teldbmeros ndo mostrou qualquer sinal de hibridizacdo. Nas espécies C.
abrasus, M. temminckii, N. laticaudatus e P. discolor foi detectada relagdo entre
as sequéncias teloméricas e RONs, e entre as sequéncias teloméricas e a

heterocromatina constitutiva. Este trabalho reforca a heterogeneidade do DNA
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satélite e indica que, em algumas espécies de morcegos, as sequéncias
teloméricas sdo um componente da heterocromatina e do DNA ribossomal.

Algumas espécies de vertebrados apresentam as sequéncias teloméricas
em regifes ndo terminais, conhecidas como sitios teloméricos intersticiais (ITS).
Na maioria dos casos, os ITS coincidem com regibes de heterocromatina
constitutiva (HC) (Meyne et al., 1990; Mceachern et al., 2000; Pagnozzi et al.,
2000; Ruiz-Herrera et al., 2008). Em morcegos a presenca de ITS tem sido
descrita em algumas espécies como em Artibeus jamaisencis, Eumops glaucinus,
E. perotis, Platyrrhinus lineatus, Carollia perspicillata e em algumas espécies do
género Chiroderma (Meyne et al. 1990; Faria e Morielle-Versute, 2002; Faria et
al., 2009). Isso pode ser explicado pelo fato dessas sequéncias serem um
componente do DNAsat de algumas espécies de mamiferos, e em outros casos
sao fortes evidéncias da ocorréncia de rearranjos cromossémicos.

Os minisatélites ou sequéncias com numero variavel de unidades de
repeticbes (repeats) conhecidos como VNTR (Variable Numbers of Tandem
Repeats) apresentam variacdo de tamanho de 10-100 pares de base. Estas
sequéncias encontram-se dispersas por todo o0 genoma e agrupadas nos
teldbmeros. Sao encontrados nos mais distintos grupos de eucariotas, desde
leveduras, plantas e animais, sendo uma classe de DNA repetitivo comum nos
genomas eucariotas (Martins et al., 2011). Tais marcadores sdo empregados em
estudos de mapeamento genémico e de genética de populacbes e evolucao
(Harris e Wright, 1995).

Por outro lado, os microssatélites sdo conhecidos como as menores
sequéncias repetidas in tandem nos eucariotas as quais apresentam de 1-6

nucleotideos por unidade de repeticdo. Sao sequéncias altamente polimorficas
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devido a alta taxa de mutacdo nessas regides e por apresentarem variacbes no
namero de repeticdes, sendo encontrados em muitos genomas, particularmente
em eucariotas (Ellegren, 2000). Essas sequéncias podem ocorrer em regifes
codificantes (regides eucromaticas) do genoma, (Schlbtterer, 2000), mas
localizam-se em uma maior proporcdo nas regides nao-codificantes, em geral

associadas as regides de HC (Toth et al., 2000).

2.3.2 Elementos transponiveis e seu papel na evolugdo do genoma

Dentre os DNAs nao codificadores presentes no genoma dos eucariotas,
0os elementos transponiveis (ETs) sdo diferenciados das outras sequéncias
repetitivas pela sua capacidade de transposicdo/movimentacdo para distintas
regibes do genoma. Com o0 avanco dos projetos de sequenciamento foi
confirmado que grande parte dos diversos elementos repetitivos € originada dos
elementos transponiveis (Bohne et al., 2008).

Os ETs sédo divididos em dois grupos bésicos, os transposons e
retrotransposons de acordo com 0 seu mecanismo de transposicao por meio da
enzima transposase (Figura 4). Os transposons se movimentam nos genomas a
partir de moléculas de DNA, enquanto 0s retrotransposons se transpdem
utiizando RNAs via transcricdo reversa (Charlesworth et al.,1994). Os
mecanismos para a sua insercao estao relacionados com os meios usados por
eles para se inserirem em um novo local dentro do genoma. O meio de insercao
pode ser do tipo conservador ou replicativo. No primeiro caso o ET é removido de
um local para outro e inserido, enquanto que no segundo o ET é repetido antes de
ser transportado para um local novo, aumentando o nimero de inser¢cdes no

genoma (Martins et al., 2011).
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Retrotransposons DNA transposons

LTR retrotransposons Cut-and-Paste DNA transposons
DNA Catalytic
TsD RT EN recognition domain
Transposase .
LTR LTR DR ITR ITR DR
Gypsy R Tel-Mariner
Non-LTR retrotransposons Rolling-circle DNA transposons
TSD EN RT C ASTAAR fn) 5D
ORF1 TiE - ORFs (hellicase, Rep, S5B) - TC
§' UTR 3’ UTR 5 =
L1 element, Fenelope Helitrons

Figura 4. Estrutura geral dos principais elementos transponiveis (Adaptado de Martins

etal., 2011).

Diversas familias destes elementos foram identificadas nos genomas,
podendo ocorrer em espécies nao relacionadas ou presentes apenas em grupos
especificos (Biémont e Vieira, 2006; Feschotte e Pritham, 2007; Wicker et al.,
2007). O movimento de excisdo e insercdo desses elementos e a adicdo de
cépias em outro local do genoma podem causar mutacdes resultando ou ndo em
mudancas fenotipicas, que quando favoraveis contribuem para o aumento da
diversidade das espécies (Charlesworth, 2001).

A identificacdo e caracterizacdo dos elementos transponiveis tém sido
muito importantes para o estudo gendmico, uma vez que esses desempenham
um papel estrutural e organizacional nos cromossomos, podendo induzir a
formacdo de rearranjos cromossdmicos ou atuando na prevencdo de perdas
teloméricas (Charlesworth, 2001), e possivelmente representam o componente
predominante do genoma dos eucariotas (Feschotte, 2004). Cerca de 40% do

genoma humano, 50% do genoma dos primatas, 40% do genoma de rato e
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camundongo e 34% do genoma de cachorro sdo constituidos por esses
elementos (Bohne et al., 2008).

Embora ambas as classes de elementos transponiveis estejam presentes
em grande parte do genoma de bactérias, plantas e invertebrados, ha muito
tempo se acreditava que esses elementos fossem inativos nos genomas de
mamiferos (Lander et al., 2001; Waterston et al., 2002). Contudo, existem relatos
confirmando a presenca destes elementos no genoma de alguns mamiferos como
humano (Lander et al., 2001) e morcegos (Pritham e Feschotte, 2007; Ray et al.,
2007, 2008; Thomas et al., 2011). Além disso, também tem sido descrita sua
presenca em outros vertebrados, particularmente em peixes (Martins et al., 2004,
Mazzuchelli e Martins, 2009).

No genoma de espécies de morcegos existem poucos relatos da presenca
desses elementos (Pritham e Feschotte, 2007; Ray et al., 2007, 2008; Thomas et
al., 2011). Alguns trabalhos demonstraram a presenca de sequencias Helitrons
que sao distintas de outras classes de ETs pela sua estrutura e atividade
enzimatica (Kapitonov e Jurka 2001). Embora Helitrons tenham sido identificados
no genoma de plantas, fungos, invertebrados e peixes (Kapitonov e Jurka 2001,
2003; Lal et al., 2003; Poulter et al., 2003), estes elementos ainda nao tinham sido
descritos em mamiferos. Contudo, a primeira ocorréncia de tais elementos no
genoma de mamiferos foi no morcego Myotis lucifugus onde essa sequéncia foi
identificada e caracterizada (Pritham e Feschotte, 2007; Ray et al., 2007, 2008).
Recentemente, Thomas et al. (2010) analisaram 83 espécies de morcegos de
diferentes familias e identificaram a presenca de Helitrons apenas nos 35
vespertilionideos analisados, demostrando que tais elementos parecem estar

restritos ao genoma de morcegos da subfamilia Vespertilionidae.
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2.3.3 Retrotransposons

Os retrotransposons sdo considerados o0s principais responsaveis pelo
aumento ou diminuicdo do tamanho dos genomas dos organismos (Feshotte e
Prithman, 2007), podendo ser divididos em duas categorias dependendo da sua

estrutura nucleotidica (Figura 5):

* Retrotransposons non-LTR (Non long terminal repeat):

Chamados de Retrotransposons ou retroposons, esta subclasse néao
possue repeticdes terminais longas (non-LTR) e é dividida em duas superfamilias
(Figura 5). A primeira, inclue os elementos que nao codificam as proteinas
necessarias para a transcricdo reversa e tem como principal componente 0s
elementos dispersos curtos chamados SINEs (Short Interspersed Nucleotide
Elements). Na segunda classe estdo os LINEs (Long Interspersed Nucleotide
Elements), elementos que codificam as proteinas necessarias para a transcricao
reversa (Feshotte e Prithman, 2007).

Os SINEs formam uma classe de DNAs repetitivos diferenciados de outros
com base em sua estrutura e modo de dispersdo no genoma. Como esses
elementos ndo apresentam os genes para a producdo dos elementos necessarios
para a sua propria retrotransposicao foi proposto que estes elementos utilizam a
maquinaria de transposicdo de elementos do tipo LINE (Smit, 1996). Sao
encontrados nos genomas de eucariotos tao distintos como plantas e mamiferos
(Ohshima et al., 1993). O mais abundante SINE em humanos é chamado de Alu,
assim porque contém um sitio alvo para a enzima de restricdo Alu. Tem sido

estimado que haja em torno de 1.000.000 cépias da familia Alu no genoma
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humano, também sendo descrito no genoma de outros mamiferos em grande
guantidade (Biémont e Vieira, 2006).

Os elementos LINEs da mesma maneira também s&o encontrados em uma
variedade de organismos incluindo protistas, plantas, insetos, moluscos e
vertebrados. No genoma humano essas sequéncias correspondem a cerca de
21% do genoma. O elemento L1 € um dos LINEs mais conhecidos do genoma
humano, que por sua vez, esta presente em aproximadamente cerca de 850.000

cépias que equivale a cerca de 15% do genoma (Lander et al., 2001).

* Retrotransposons LTR (Long terminal repeats):

Séao elementos estruturalmente similares aos retrovirus. Possuem longas
repeticbes nucleotidicas nas extremidades 5’ e 3'. De uma maneira geral, estas
repeticoes terminais flanqueiam uma regido central conhecida por ORFs (Open
Reading Frame). A ORF denominada gag, produz uma poliproteina integrante do
capsideo dos retrovirus. A outra ORF constitui-se do gene pol que codifica as
enzimas necessarias a transposicao do elemento: protease, transcriptase reversa,
RNAseH e integrase. A Ultima ORF estd presente em algumas familias desta
classe, podendo ou ndo produzir uma proteina funcional, ela corresponde ao gene
env, que codifica a proteina do envelope viral nos retrovirus. As LTRs sédo
necessarias para a transcricdo e incorporacao do elemento no outro local (Béhne

et al., 2008).

2.3.4 Transposons
Conhecidos como a segunda classe dos elementos repetidos dispersos de

DNA, sdo divididos em subclasses ou familias de acordo com a similaridade entre
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as suas sequéncias, encontrando-se dispersos pelo genoma de procariotos e
eucariotos (Feshotte e Prithman, 2007). Dentro do genoma ha uma variacdo no
namero de coépias de 10 a milhares dependendo da familia do elemento
transponivel e da espécie em que ele se encontra (Tafalla et al., 2006). Em
diferentes eucariotos varios elementos da mesma familia sdo encontrados,
sugerindo que estes divergiram cedo durante a evolugdo do genoma, antes
mesmo da divergéncia ocorrida entre a linhagem eucarionte (Feschotte, 2004).

O mecanismo de transposicdo pode variar de um elemento para o outro,
mas o0 mecanismo mais frequente € o “copy and paste” onde ha duplicacdo do
elemento obtendo cépia/cdpias que se inserem em locais novos. A sequéncia
inicial se mantém no local original, e, portanto a transposi¢cdo é acompanhada por
um aumento no numero de cépias do transposon. Outra maneira € a transposicao
nao-replicativa onde n&o ocorre duplicacdo do transposon. Neste caso, 0
elemento transponivel se desloca diretamente de um local para outro mantendo
suas caracteristicas, mas, este tipo de movimento ndo favorece um aumento no
namero de coépias do transposon ja que ele é perdido do local original (Martins et
al., 2011).

Alguns tranposons utilizam apenas um tipo de transposicdo enquanto
outros utilizam varias formas distintas. Os elementos IS1 e 1S903, por exemplo,
usam tanto a forma replicativa como a nao-replicativa. O local de insercdo do
transposon é determinada pela transposase, podendo este local ser designado ao
acaso ou levar em consideracao algumas caracteristicas como, por exemplo, uma
sequéncia complementar (Lewin, 2004).

Os transposons sdo classificados em trés subclasses: I. Os que se

movimentam pelo mecanismo de “copy and paste", que Sao 0s transposons
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propriamente dito, onde sdo reconhecidas dez familias para tais elementos:
Tcl/mariner, haT, elemento P, MuDR/Fokdback, Cacta, PiggyBac, Pif/Harbinger,
Merlin, Transib e Banshee. Il. Os que se movimentam pelo movimento de circulo
rolante, os quais sdo chamados de Helitrons (Figura 4). Estes elementos nédo
possuem repeticdes terminais invertidas, todavia, sdo constituidos por curtos
motifs terminais conservados e coOpias autbnomas as quais codificam uma
proteina chamada de helicase. Ill. Os Mavericks, também conhecidos como
Polintrons cujo mecanismo de transposi¢ao € pouco conhecido. Em sua estrutura
estao presentes longas repeticoes terminais (Feshotte e Prithman, 2007).

Todas essas subclasses e familias sdo encontradas nos eucariotos e
procariotos, indicando que os transposons de DNA divergiram muito cedo na
evolucdo dos organismos (Feshotte e Prithman, 2007). Durante o seu movimento
de transposicao esses elementos podem causar mutacOes afetando a expressao
ou alterando a estrutura de genes, e portanto pode levar a uma perda da funcéo
deste no organismo (Kapitonov e Jurka, 2007). Embora as maiorias dessas
mutacdes sejam prejudiciais, algumas vezes os transposons podem contribuir
para originar diversidade alélica para a criacdo de novos genes (Feshotte e
Prithman, 2007), sendo a principal funcdo dos elementos méveis de DNA o papel
estrutural e funcional desempenhado por estes na evolucdo gendmica dos

organismos (Bohne et al., 2008).
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Sequéncias repetitivas de DNA tém se mostrado marcadores
cromossOmicos informativos em estudos citogenéticos comparativos, analises de
estrutura e evolucdo de genomas e na identificacdo de rearranjos cromossémicos.
Estas sequéncias sdo bastante Uteis em mapeamentos citogenéticos devido a sua
organizacdo in tandem ou enriguecimento das mesmas em algumas regides
cromossOmicas, permitindo a visualizacdo de blocos ao longo dos cromossomos
(Martins et al., 2011).

Em Phyllostomidae o mapeamento de sequéncias repetitivas de DNA
apresenta-se como uma ferramenta Gtil no entendimento da diversidade
cariotipica observada no grupo, podendo ser esclarecedora dos processos que
tem conduzido a evolucdo de seus cariétipos e genomas como um todo. Dessa
forma, o uso de elementos repetitivos de DNA tem se mostrado esclarecedor para
o entendimento da estrutura de diferentes regibes cromossdmicas, tais como
centrbmeros e telémeros. Além disso, o mapeamento fisico cromossémico do
genoma tem contribuido no entendimento da estrutura e evolucdo dos genomas

eucariotos, principalmente em relacdo aos DNAs repetitivos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a organizacdo cromossomica de sequéncias de DNAs
repetitivos em espécies pertencentes a quatro subfamilias da familia

Phyllostomidae através do mapeamento fisico cromossémico.

3.2 Objetivos especificos

1. Isolar e mapear as sequéncias nucleotidicas das familias multigénicas de RNAs
ribossomais (RNAr 18S e 5S) nos cromossomos de 12 espécies de
Phyllostomidae analisando a inter-relacdo das mesmas;

2. Realizar o mapeamento fisico da sequéncia telomérica (TTAGGG)n nos
cromossomos de 12 representantes de Phyllostomidae;

3. Mapear a sequéncia MAZE/L1-like nos cromossomos de 13 espécies de
Phyllostomidae;

4. Relacionar os dados do mapeamento cromossémico das sequéncias repetitivas
(18S, 5S e telomérica) com dados de bandeamento C previamente descritos

para as espécies analisadas.
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Abstract Chromosomal organization and the evolution
of genome architecture can be investigated by physical
mapping of the genes for 45S and 5S ribosomal DNAs
(rDNAs) and by the analysis of telomeric sequences. We
studied 12 species of bats belonging to four subfamilies of
the family Phyllostomidae in order to correlate patterns of
distribution of heterochromatin and the multigene families
for rDNA. The number of clusters for 45S gene ranged
from one to three pairs, with exclusively location in auto-
somes, except for Carollia perspicillata that had in X
chromosome. The 5S gene all the species studied had only
one site located on an autosomal pair. In no species the 45S
and 5S genes collocated. The fluorescence in situ hybrid-
ization (FISH) probe for telomeric sequences revealed
fluorescence on all telomeres in all species, except in
Carollia perspicillata. Non-telomeric sites in the pericen-
tromeric region of the chromosomes were observed in most
species, ranged from one to 12 pairs. Most interstitial
telomeric sequences were coincident with heterochromatic
regions. The results obtained in the present work indicate
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that different evolutionary mechanisms are acting in
Phyllostomidae genome architecture, as well as the
occurrence of Robertsonian fusion during the chromosomal
evolution of bats without a loss of telomeric sequences.
These data contribute to understanding the organization of
multigene families and telomeric sequences on bat genome
as well as the chromosomal evolutionary history of Phyl-
lostomidae bats.

Keywords Chromosomal evolution - Fluorescence in situ
hybridization - Multigene family - 5S -
Phyllostomidae - Telomeric sequences

Background

Repetitive DNA elements constitute a large portion of the
eukaryote genomes, comprising multigene families, trans-
posable elements and satellite, minisatellite and microsat-
ellite (Charlesworth et al. 1994). Due to their easy
detection, the clustered organization of the rRNA genes
and telomeric sequences has been extensively used in many
groups of species to understand karyotype evolution, gen-
ome organization and other evolutionary relationships. In
higher eukaryotes ribosomal DNA (rDNA) is usually
arrayed in clusters located on one or several chromosomes.
The major ribosomal cluster (45S rDNA) transcribes 28S,
5.8S and 18S rDNAs being separated by variable intergenic
spacers and an external transcribed spacer (ETS), whereas
the 5S rDNA cluster consists of highly conserved tran-
scribed sequences of 120 bp separated by a variable non-
transcribed spacer (Eickbush and Eickbush 2007).

The telomeric tandemly repeated TTAGGG sequence is
widely conserved among vertebrates and commonly found
at telomeres (Meyne et al. 1990; Gomes et al. 2010). This
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repeated sequence has been detected not only in telomeres,
but also in interstitial and centromeric chromosomal
regions, named interstitial telomeric sequences (ITS) in
almost all vertebrate species, being the ITS detected by
in situ hybridizations coincident with positive C-banding
(Meyne et al. 1990; Metcalfe et al. 2004, 2007; Faria et al.
2009).

Phyllostomidae represents a diverse taxonomic family,
being the third largest family among Chiroptera with 57
genera and 160 species (Simmons 2005). The group is
endemic in the Americas and is characterized by variety of
feeding habits (Reis et al. 2011), which enable the indi-
vidual species to inhabit a wide diversity ecological niches,
but at the same time complicates the reconstruction of their
phylogenetic history (Weterrer et al. 2000). The evolu-
tionary relationships among members of this family infer-
red from morphological, cytogenetics and molecular data
have been in conflict, being subject of several studies for
more than a decade (Weterrer et al. 2000; Jones 2002;
Baker et al. 2003; D’avalos et al. 2012).

Aiming to contribute to a better understanding about
chromosomal evolution in Phyllostomidae bats, we studied
the heterochromatin distribution and mapped through fluo-
rescence in situ hybridization (FISH) the multigene families
for rDNA and telomeric motif in 12 species belonging to four
Phyllostomidae subfamilies. Comparative data are discussed
in the light of the patterns of rDNA diversification and
occurrence of ITS in the chromosomes of phyllostomid bats.
The data contribute to the understanding of repetitive DNA

organization and chromosomal diversification in bats, being
the first time the 5S rDNA has been mapped in representa-
tives of Phyllostomidae.

Materials and methods

Cytogenetic analysis were carried out in 12 bat species
(Table 1) collected at different sites across the Pernambuco
State, Brazil: Camaragibe (07856°03%°S; 35801°45%0W),
Caruaru (08816°53°°S; 35858°25°°W), Recife (08803°14°°S;
3485295190W), Rio Formoso (08839950°0S; 3580993200w),
Saloa (08857°05%°S; 36843°22°0W), Toritama (07859°56°°S;
36803°08°°W) and S3o Lourenco da Mata (08800°13°°S;
35801°17%°W). Voucher specimens were deposited at the
mammal collection at the Department of Zoology, Federal
University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Mitotic chromosomes were obtained from bone mar-
row cells according to conventional procedures. Consti-
tutive heterochromatin (CH) was identified by C-banding
(Sumner, 1972) and information related to heterochro-
matin distribution of additional species was retrieved
from previously published data (Santos and Souza 1998;
Barros et al. 2009; Lemos-Pinto et al. 2012) for purposes
of comparative analyses. The FISH procedures using a
probe containing the 45S rDNA sequence of Xenopus
laevis was carried out according to Santos et al. (2002)
with variation on denaturation times for different species
(5-6 min).

Table 1 Chromosomal features and location of repetitive DNAs mapped for studied species

Subfamily Specimens 2n FN Sex system rDNA location Telomeric motif
Species M F 45S 5S Terminals ITS (number of pairs)
Carolinae

Carollia perspicillata 2 2 20/21 36 XY.Y, X 3 Absent 8
Glossophaginae

Glossophaga soricina 1 2 32 60 XY 15 15 All Absent
Phyllostominae

Lonchorhina aurita 1 1 32 60 XY ND 14 All Absent

Phyllostomus discolor 1 1 32 58 XY 15 13 All Absent

P. elongatus 1 2 32 58 XY 15 9 All 1

Trachops cirrhosus 1 0 30 56 XY 11 13 All 12
Stenodermatinae

Artibeus cinereus 1 2 30 56 Neo-XY 9, 10,13 St All 4

A. lituratus 2 1 30/31 56 XY.Y, 56,7 St All 5

A obscurus 2 1 30/31 56 XY1Y, ND St All 5

A. planirostris 3 2 30/31 56 XY1Y, 56,7 St All 5

Platyrrihinus lineatus 2 3 30 60 Neo-XY 7 St All 10

Sturnira lilium 2 3 30 56 Neo-XY 7 St All 7

M = male; F = female; 2n = diploid number; FN = fundamental number; St= Subtelocentric; ND = no data
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Genomic DNA from individuals of Artibeus planirostris
was extracted according to Sambrook and Russel (2001)
from liver stored in 100 % ethanol, and used to the
amplification of the probe for the 5S rDNA through poly-
merase chain reaction (PCR). The primers Sca5SF (5°AAC
GAC CAT ACC ACG CTG AA), and Sca5SR (5°AAG
CGG TCC CCC ATC TAA GT) designated for 5S rDNA
(Cabral-de-Mello et al. 2011) were used. Telomeric DNA
probe was obtained by PCR using hexamers of TTAGGG
and its complementary sequence CCCTAA as primers, in
the absence of a template according ljdo et al. (1991), with
randomly incorporated digoxigenin-11-dUTP (Roche,
Mannheim, Germany).

The probe for 45S rDNA was labeled by nick translation
using biotin-14-dATP (Invitrogen, San Diego, CA, USA)
and the 5S rDNA was labeled with digoxigenin-11-dUTP
(Roche, Mannheim, Germany). Probes labeled with biotin-
14-dATP were detected by avidin-FITC (fluorescein iso-
thiocyanate) conjugate (Sigma, St Louis, MO, USA) and
probes labeled with digoxigenin-11-dUTP were detected
by anti-digoxigenin-rhodamine (Roche, Mannheim, Ger-
many). Chromosomes were counterstained with DAPI
(4°,6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma, St Louis, MO,
USA) and mounted with Vectashield (Vector, Burlingame,
CA, USA) or Vectashield Mounting Medium with propi-
dium lodide (Vector, Burlingame, CA, USA). The images
were captured wusing an Olympus BX61 microscope
equipped with adequate filters and linked to an Olympus
DP71 digital camera. The brightness and contrast of the
images were optimized using Adobe Photoshop CS2.

Results

The diploid and fundamental number and sex mechanism
system of all species were reanalyzed and showed the same
chromosomal organization as previously reported (Table 1).
The heterochromatin distribution patterns were classified in
two distinct groups, (1) species presenting heterochromatin
restrict to the pericentromeric regions (non spread pattern)
and (2) species with terminal and/or interstitial additional
heterochromatic blocks and entire heterochromatic arms
(high and moderate spread pattern) (Table 2).

The most common pattern for 45S rDNA clusters was
the presence of two sites (one chromosome pair) per dip-
loid genome observed in 58.33 % of the species (seven
species), although the number of clusters for this repeated
gene ranged from two (one pair) to six (three pairs) (Fig. 1;
Table 1). These clusters were preferentially located in
autosomes, except for the species Carollia perspicillata
that presented in the X chromosome (Fig. 1; Table 1). All
species presented a single chromosome pair bearing the 5S
rDNA site. These sequences were located in one autosomal

pair, on the same chromosome as the 45S rDNA site, in
Artibeus cinereus, A. lituratus, A. planirostris, Glossoph-
aga soricina, Platyrrihinus lineatus and Sturnira lillium
(Fig. 1la—e), in the remaining species the sites of 45S and
5S rDNA were not coincident (Figs. 1f—j, 2h-I). In no
species the 45S and 5S genes collocated.

FISH for telomeric sequence (TTAGGG) revealed a
hybridization pattern in terminal regions of all chromo-
somes in all species (Fig. 3a—e, f, h-I), except in C.
perspicillata which showed absence of fluorescent signals
at the chromosome termini (Fig. 3g). In addition the
occurrence of ITS with variable fluorescence intensity was
observed at the pericentromeric region of the chromosomes
in most species, ranging from one to 12 chromosomal pairs
(Fig. 3a—-g, k, I). However, the species Glossophoga sori-
cina (Fig. 3h), Lonchorhina aurita (Fig. 3i) and Phyllo-
stomus discolor did not presented ITS (Fig. 3j). Some of
these ITS were coincident with C-positive regions. The
chromosomal features of studied species and the specific
location of repetitive sequences mapped are summarized in
the Table 1 and the C-positive blocks are summarized in
the Table 2.

Discussion
Ribosomal DNA and heterochromatin organization

Regarding the 45S rDNA, two main patterns of distribution
were observed in the species here analyzed: (1) a single
chromosome pair harboring these genes, as observed in C.
perspicillata, G. soricina, L. aurita, P. lineatus, P. discolor,
P. elongatus, S. lilium and T. cirrhosus; (2) three sites such
as observed in three Artibeus species. In the later, the
increased number of rDNA sites might be a result of the
movement of the copies followed by amplification
(increase) in the number of sites. This propagation can be
associated with the presence, for example, of transposable
elements that have an appropriate mechanism for moving
the rDNA (Zhang et al. 2008). Although the presence of
multiple sites observed in Artibeus species have been also
reported in other Phyllostomidae species, particularly in the
genera Chiroderma and Uroderma (Morielle and Varella-
Garcia 1988; Baker et al. 1992; Neves et al. 2001; Santos
et al. 2002; Ribeiro et al. 2003; Silva et al. 2005), in the
species Lonchophylla thomasi (Ribeiro et al. 2003), in the
genus Choeroniscus (Neves et al. 2001), as well as in
Macrotus waterhousii which has the proposed primitive
karyotype for the family (Patton and Baker 1978; Baker et al.
1992), the multiple rDNA sites have been considered as rare
condition, when compared with the most frequent number
(modal condition) that is two, representing the occurrence of
one cluster located in a single pair of autosomes.
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Table 2 C-banding data from the analyzed Phyllostomidae species

Subfamily/ Pericentromeric  Terminal Interstitial Y X References
species
Carolinae
Carollia 2p, 3p, 5p, Xp 1 Y, almost totally Pericentromeric (Santos and
perspicillata heterochromatic, Y, and Xp Souza
pericentromeric 1998)
Glossophaginae
Glossophaga Xq - Yq Pericentromeric This paper
soricina and Xq
Phyllostominae
Lonchorhina - - Almost totally Pericentromeric Barros et al.
aurita heterochromatic (2009)
Phyllostomus - - Almost totally Pericentromeric Santos and
discolor heterochromatic Souza
(1998)
P. elongatus - - - Pericentromeric this paper
Trachops - - Almost totally Pericentromeric Barros et al.
cirrhosus heterochromatic (2009)
Stenodermatinae
Artibeus - 9q, 10q, 139  Almost totally Pericentromeric This paper
cinereus heterochromatic
A. lituratus 5p, 6p, 7p 6q Almost totally Pericentromeric Lemos-Pinto
heterochromatic and Xq et al.(2012)
A. obscurus 5p, 6p, 7p, 9p 1*,2q, 59,69  Almost totally Pericentromeric Lemos-Pinto
heterochromatic and Xq et al.(2012)
A. planirostris 5p, 6p, 7p, 9p 1q, 29, 59, 6q  Pericentromeric Pericentromeric Lemos-Pinto
and distal and Xq et al.(2012)
Platyrrhinus 5p, 6p, 7p, 9p, 1*,2q, 39,50, Yq Pericentromeric This paper
lineatus Xp, Yq 69, 7q, 8q and Xp
Sturnira lilium 2 5p, 6p, 7p, - Almost totally Pericentromeric This paper
9p, Xq heterochromatic and Xq

? =all autosomes; - = absence of HC; * = in both arms; p = shortarm; q = long arm

Besides the common pattern of only one chromosomal
pair harboring major rDNA clusters, an unusual location
pattern of the major rDNA was observed in C. perspicillata
and C. castanea, from the subfamily Carollinae. In these
species, the rDNA sites are located on the X chromosome,
which has been formed from a sex-autosome translocation
(Tucker 1986; Pieczarka et al. 2005; Noronha et al. 2009).
Interestingly, the rDNA cluster seems to be separating the
X portion from the autosomal component on this chro-
mosome (Fig. 1f), which can lead to a hypothesis regarding
the role of these sequences in the process of X-inactivation
in females, and consequently as facilitators of the X-
autosome translocation itself.

A comparative analysis of C-banding (Table 2) and 45S
rDNA data indicates that there is no correlation between
number of heterochromatic blocks and number/location of
rDNA sites. There might, however exist a phylogenetic
component to the number and location of these chromo-
some markers across the phyllostomid phylogenetic tree.
For instance, within the subfamily Stenodermatinae, there

is some conservation of constitutive heterochromatin sites
with additional variation between species. A large number
of individuals of each species should be examined to rule
out intraspecific variation in number and location of sites.

Contrary to the variability for major rDNA, conservation
was observed for the 5S rRNA, concerning the number of
clusters in all analyzed species. The presence of 5S rDNA
in a single chromosome pair, observed in 13 bats from
different phylogenetic positions in the phyllostomid tree, is
the most commonly observed condition in mammals
(Matsuda et al. 1994; Lomholt et al. 2002; Matsubara et al.
2004; Gornung et al. 2008). In the order Chiroptera,
however, knowledge about the chromosomal distribution
of 5S rDNA is scarce, being restricted to Rhinolophus
hipposideros species, belonging to the family Rhinolophi-
dae (Puerma et al. 2008). In this species, the number of 5S
rDNA site is significantly larger, being located in nine pairs
of acrocentric autosomes.

In four species of Phyllostomidae bats here analyzed, C.
perspicillata, P. discolor, P. elongatus and T. cirrhosus, we
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Fig. 1 Fluorescence in situ hybridization with 45S rDNA probe in
mitotic metaphases. a Artibeus cinereus, b A. lituratus, ¢ A.
planirostris, d Platyhrrinus lineatus, ¢ Sturnira lillium, f Carollia
perspicillata, ¢ Glossophaga soricina, h Phyllostomus discolor, i P.

did not observe an association between the two markers 5S
and 45S rDNA, which were located in different chromo-
some pairs. This condition has also been observed in other
species of mammals and vertebrates (Matsubara et al.
2004; Schneider et al. 2012) and is predominant in higher
Eukaryotes where the 5S and 45S genes have often been
shown to be in separate areas of the genome (Drouin and
Moniz de Sa 1995). The differential location of these two
classes of rDNA would be important to avoid undesirable
translocations of 5S rDNA into the arrangement of 45S
rDNA, and vice versa. Therefore, this condition allows an
even greater conservatism of these regions, which is
important for maintaining the cell.

In contrast, the three species of the genus Artibeus, G.
soricina, S. lillium and P. lineatus, might bear the 5S rDNA
and 45S rDNA sites on the same autosome pair, however
with no colocalization of these sites. This condition has not
been observed in mammals, however there are reports on

elongatus and j Trachops cirrhosus. The arrowheads indicate the
chromosomes carrying the 45S rDNA sites. Bar 5 Im. In g the 45S

sites is shown in green, whereas pink sites correspond to detected 5S
rDNAsites. (Color figure online)

fish in that the sites 5S and 45S rDNA are located on the
same chromosome (Pendas et al. 1994; Moran et al. 1996).
The significance of this is not known, but shows that such
sites can assume a syntenic organization on the same
chromosome. At this point, it is still premature to propose
how the ribosomal DNA sequences have contributed to the
evolution of genome architecture in bats or if phyllosto-
mids have different patterns of repetitive sequence distri-
bution when compared to other bat families. Further
mapping of the different classes of rDNA in bats will prove
valuable to the understanding of the distribution and
functional pattern of these sequences on bat genomes.

The telomeric sequences
The non-telomeric sequences observed in pericentromeric and

centromeric regions in most of the species here analyzed have
also been described in several vertebrates (Meyne et al. 1990;
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Fig. 2 Fluorescence in situ hybridization with 55 rDNA probe on
mitotic metaphases. a Artibeus cinereus, b A. lituratus, ¢ A. obscurus,
d A. planirostris, e Platyhrrinus lineatus, f Sturnira lillium, g Carollia

Metcalfe et al. 2004, 2007; Sanchez et al. 2009; Schneider et al.
2012). According to Meyne et al. (1990), which describes ITS
in 100 vertebrate species, the presence ITS (TTAGGG)n might
be related to the evolutionary status of a given taxa. Moreover,
ITS might be relics of chromosomal rearrangements, such as
fusions or inversions occurring in the course of genome evo-
lution (Nanda and Schmid 1994). Thus, species with plesio-
morphic chromosomal characters (for example, ancestral
karyotype for a given taxon, or groups presenting chromosome
conservatism) usually display telomere-only patterns, whereas

perspicillata,h Glossophagasoricina,i Lonchorhinaaurita, j Phyllo-
stomus discolor, k P. elongatusand] Trachops cirrhosus. The arrow
indicate the chromosome carrying the 5S rDNA sites. Bar 51m

species with derived karyotypes may have telomeric plus non-
telomeric sites. We asked if this trend might correspond to the
patterns observed for phyllostomid bats as well as if there is any
correlation between the time of divergence of a specific group
and the number of ITS.

The results of our analysis seem to partially agree with
the statement that most basal karyotypes have mainly
telomere located telomeric repeats. They also partially
agree with the hypothesis that groups with chromosome
stasis seem to have less ITS. For example, both species
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Fig. 3 Fluorescence in situ hybridization with telomeric sequence
probe (TTAGGG)n in mitotic metaphases. a Artibeus cinereus, b A.
lituratus, ¢ A. obscurus, d A. planirostris, e Platyhrrinus lineatus,

considered to have basal karyotypes (two species of the
genus Macrotus) for the family lack ITS on their chro-
mosomes (Baker and Bickham 1980; Meyne et al. 1990).
The same is true for G. soricina, which is proposed to have
the ancestral karyotype for the subfamily Glossophaginae
and is part of a clade characterized by no intergeneric
chromosome rearrangements for the last 16 million years
(Baker and Bass 1979; Haiduk and Baker 1982; Baker et al.
2012). Additionally, the genus Carollia, has many rear-
rangements, as compared to the phyllostomid ancestral

f Sturnira lillium, g Carollia perspicillata, h Glossophaga soricina,
i Lonchorhina aurita, j Phyllostomus discolor, k P. elongatus and
1 Trachops cirrhosus. Bar 5 Im

karyotype, and the largest number of ITS described for the
family. Conversely, groups such as the Stenodermatinae,
characterized by extreme chromosome conservatism have
karyotypes with considerable ITS numbers (4-10 chro-
mosome pairs). Similarly, we cannot explain the signifi-
cantly high number of ITS on Trachops karyotype. Recent
radiation would be the only explanation for the high
number of ITS detected in Stenodermatinae, but this
parameter would not be sufficient to explain the variation
on the family as a whole.
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Since there is information on the correspondence of
Carollia chromosomes with those of other Phyllostomidae
bats (Pieczarka et al. 2005, 2013), we have chosen the
karyotype of this species to be analyzed in detail, regarding
potential correspondence between rearrangements and ITS
presence. Firstly, as a matter of clarification, the absence of
hybridization signals at ends of the chromosomes of C.
perspicillata can be interpreted as being due to a reduced
number of copies of the telomeric repeat, or to technical
feature of the capture system. Second, the intense ITS
fluorescent signals in this species are coincident with CH
and also with fusion rearrangements that were observed
after chromosome painting from Phyllostomus hastatus in
C. brevicauda, The hybridization evidenced that only the
chromosome paint 11, 13 and 14 of Phyllostomus corre-
spond to a single chromosome of Carollia 7, 8 and 9,
respectively, with other chromosomes in Carollia consist-
ing of more than one chromosomes of Phyllostomus.

Our data show that the regions with intense centromeric
and pericentromeric fluorescents signals correspond to C-
heterochromatin bands (Fig. 3; Table 2), which agrees
with data from literature showing that in most cases, these
ITS are at the margins or within regions of CH (Meyne
et al. 1990; Ono and Yoshida 1997; Finato et al. 2000;
Pagnozzi et al. 2000, 2002; Multani et al. 2001; Faria et al.
2002; Santani et al. 2002; Sanchez et al. 2009), although
there is no consistent correlation between the amount and
chromosomal localization of CH and the presence of non-
telomeric sites of (TTAGGG)n sequences.

Since ITS sequences have been identified as a compo-
nent of satellite DNA, co-localization of these sequences
and C-bands most likely reflects the presence of both as a
component of satellite DNA. The sequences (TTAGGG)n
have been described as satellite DNA in some species of
vertebrates species (Pagnozzi et al. 2000, 2002; Metcalfe
et al. 2004). Considering other possibilities to explain the
association between CH and telomeric sequences, the
results of the present work indicates that, in some species
of bats, the telomeric sequence is a component of the
heterochromatin. As discussed by Metcalfe et al. (2004),
the ITS sequences may only be identifiable as remnant
telomeres in those complements where telomeric sequence
is not a major component of CH at non-telomeric sites.
Finally, the high number species presenting ITS observed
in this work, suggests that the telomeric sequences might
be usually retained after Robertsonian fusion events in
phyllostomid bats.

Conclusion

Our results indicate that different evolutionary mechanisms
are acting in Phyllostomidae genome architecture. The

occurrence of Rb fusion seems also to have acted during
the chromosomal evolution of bats without loss of telo-
meric DNA sequences and suggest the different nature and
distribution of the ITS in the pericentromeric regions of
biarmed autosomes in the species here analyzed. Contrary
to the variability for major rDNA a high conservation was
observed for the 5S rRNA, concerning the number of
clusters in all analyzed species. Our results suggest that this
condition can represent the ancient organization for these
sequences on the family; however, it is necessary to expand
the number of species mapped to this gene in order to
propose the correct ancestral condition for Phyllostomidae.
These data contribute to understanding the organization of
multigene families and telomeric sequences on bat genome
as well as the chromosomal evolutionary history of Phyl-
lostomidae bats.
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Abstract

Repeated DNA sequences have been useful in cytogenetic mapping due to its organization
in tandem, allowing visualization of blocks along the chromosomes. In this study to
contribute to the knowledge of bats genomes we identified and characterized by means of
nucleotide sequencing and physical chromosome mapping one class of repetitive DNA in
the genome of the 13 Phyllostomidae species corresponds to a retrotransposable element that
was named MAZE/L1-like. This repetitive sequence shows a high similarity to the
retrotransposable element non-LTR L1 type described in representatives of the family
Pteropodidae (Yinpterochiroptera) and in several vertebrates. The repetitive element
identified in this study was located preferentially in the centromeric regions of the
chromosomes, except in Chrotopterus auritus who revelead absent centromeric marks. For
the four species from other mammalian orders (marsupial, primate, rodent and sirenian) used
for reference, our probe not hybridized in any species indicating a restricted distribution of
the MAZE/L1-like element to bats, particularly Phyllostomidae. There was a preferential
localization in heterochromatic regions suggesting that heterochromatin can function as
refuge to TEs. However, our probe not hybridized in the terminal and interstitial regions
corresponding to heterochromatin rich regions in any species. Therefore, we can speculate
that our results indicate a differential composition of the heterochromatin associated with
MAZE/L1-like element. Ours results indicate a strong conservation of repeated elements in
the heterochromatic region preferably in the centromeric region, providing a good molecular
centromeric marker with application in study of evolution and chromosomal rearrangements.

Key words: genome evolution, heterochromatin, retrotransposable, TE, L1, Chiroptera
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Introduction

Repetitive DNAs make up a large portion of eukaryotic genomes being generally
classified into two main classes, (i) tandem repeats, such as long tandem arrays termed
satellite DNA, and (ii) dispersed elements, such as transposable elements (TESs)
(Charlesworth et al. 1994; Jurka et al. 2005; Wicker et al. 2007). Although the repetitive
DNAs have been considered without function and called “junk DNA”, its currently known
that these repetitive sequences can be involved with chromosome and genome evolution by
causing mutations (inversions, deletions or insertion, breakage and amplifications) within a
gene or regulatory sequence (Lim and Simmons, 1994; Kidwell and Lisch, 2001), and these
sequences are also closely associated to heterochromatic regions which support the structural
role of these repeats in genome evolution (Dimitri and Junakovic, 1999).

The TEs represent a major fraction of eukaryotic genomes (Bohne et al. 2008), and
comprises DNA segments capable of integrating into new locations in the genome and also
mobilize non-autonomous sequences (Volff et al. 2003; Jurka et al. 2005). These elements
are typically categorized, based on their mode of transposition, as class | elements
represented by the “copy-and-paste” retrotransposons and class Il that include the *“cut-and-
paste” DNA transposons (Craig, 2002; Feschotte and Pritham 2007; Wicker et al. 2007).
TEs and satellite DNAs are some of the most important components of the genome and can
be transferred horizontally between species (Daniels et al. 1990; Robertson and Lampe 1995)
that contribute to genetic variations within and between species (Biémont, 2008). TEs are
particularly commmon in heterochromatic regions of the genome a location where TEs
might do less damage to their host (Dimitri and Junakovic, 1999). Therefore, natural
selection has acted against the negative effects of TEs (Bartolomé et al. 2002; Dawe, 2003).

Retrotransposons are the most widespread and enriched class of eukaryotic

transposable elements and their mobilization involve reverse transcription of an RNA
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intermediate. Retrotransposons can be classified into: long terminal repeat (LTR), long
interspersed nuclear elements (LINEs) and short interspersed nuclear elements (SINES)
(Ding et al. 2006; Rangwala and Kazazian, 2010). The LINES (L1) elements constitute a
dominant family of autonomously replicating retrotransposons in mammals (Furano, 2000),
and belong to the class of retrotransposons that lack the long terminal repeats characteristic
of the retroviral-like retrotransposons (Ding et al. 2006). LINE-1 has been shown to be
responsible for many genetic disorders as such nucleotide deletions, gene disruption,
duplications and chromosomal instability through heterologous recombination (Kazazian
and Goodier, 2002). However, it is also involved in important genomic functions: regulation
of gene expression (Yang et al. 1998; Han et al. 2004) and possibly X-inactivation in females
(Lyon, 1998; Hansen, 2003).

Because of their abundance, property to move themselves inside the genomes,
irreversible and independent nature of their insertions, promoting changes in their insertion
sites neighboring regions, the TEs are powerful genetic variability sources and provide very
useful markers for phylogeny reconstruction (Shedlock and Okada 2000; Kidwell and Lisch,
2001). The evolutionary history and genomic impact of mammalian retrotransposons have
been the subject of intensive investigation (Szak et al. 2002; Xing et al. 2003; Price et al.
2004; Khan et al. 2006).

In contrast, until now few studies focus on the analysis of structure and evolution of
these repetitive DNASs type Il in bats. This gap can largely be explained by greater frequency
in studies of transposons (Ray et al. 2007, 2008; Thomas et al. 2010) compared with studies
evolving retrotransposons (Gogolevsky et al. 2009) in Chiroptera, probably due the
relatively recent discovery of activity of such elements on genome of bats. Interestingly, the
occurrence of DNA-type retrotransposon was observed in megabats (Yinpterochiroptera)

but neither in Yangochiroptera (Gogolevsky et al. 2009).
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Phyllostomidae represents the third largest family among Neotropical Chiroptera
with 57 genera and 160 species, being a diverse taxonomic family (Baker et al. 2003;
Simmons, 2005; Peracchi et al. 2006). In Brazil, 120 species belonging to 40 genera are
described (Reis et al. 2011). For more than a decade, evolutionary relationships among
members of the New World bat family Phyllostomidae inferred from morphological and
molecular data have been in conflict, being subject of several studies (Wetterer et al. 2000;
Jones et al. 2002; Baker et al. 2003; Davalos et al. 2012).

Here, we investigated the presence of retrotransposable element MAZE/L1-Like in
13 bats species belonging to five subfamilies of Phyllostomidae. For reference, it was used
four species from other mammalian orders (marsupial, primate, rodent and sirenian) and we
report the restricted distribution of this element to Phyllostomidae bats. The repetitive
sequence similar to the retrotransposable element non-LTR L1 type was casually obtained
in the attempt to isolate 18S rDNA sequences in Artibeus planirostris being named

MAZE/L1-like.

Material and Methods

Animals, DNA samples and classical cytogenetics

Cytogenetic studies were carried out in 13 bats species (Table 1) captured at different
sites across the Pernambuco State, Brazil: Camaragibe (07°56'03"S; 35°01'45"W), Caruaru
(08°16'53"S; 35°58'25"W), Recife (08°03'14"S; 34°52'51"W), Rio Formoso (08°39'50"S;
35°09'32"W), Saloa (08°57'05'S; 36°4322"W), Toritama (07°59'56"S; 36°03'08"W) and Sao
Lourenco da Mata (08°00'13"S; 35°01'17"W). Voucher specimens are deposited in the
Mammalian collection at the Department of Zoology, Federal University of Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brazil.

Mitotic chromosomes, from bats species and one species of Marsupial and Rodent,

were obtained from bone marrow cells according to conventional procedures. Addicionaly,
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it was used for reference Sirenian and human mitotic chromosomes obtained by cell culture
standard procedures from phytohemagglutinin-stimulated peripheral lymphocytes.

The mitotic chromosomes of all species were submitted to Giemsa 5% staining and
all the 13 bats species were submitted to C-banding according to Sumner (1972). Genomic
DNA was extracted from three individuals of Artibeus planirostris according to standard
phenol—chloroform procedures (Sambrook and Russel, 2001) from liver stored in ethanol

100%.

Isolation and sequencing of repetitive sequences

Repetitive DNA sequences were occasionally isolated from the genome of Artibeus
planirostris by Polymerase Chain Reaction (PCR) using the primers originally designed to
amplify the 18S rDNA sequence in fish 18SF (5’-CCG CTT TGG TGACTC TTG AT) and
18SR (5’- CCG AGG ACC TCA CTA AAC CA). PCR products (size ~900bp) were ligated
into the plasmid pGEM-T (Promega, Madison, WI, USA), and the recombinant constructs
were used to transform DH5a Escherichia coli- competent cells. Positive clones were
sequenced using an ABI Prism 3100 automated DNA sequencer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) with a Dynamic Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems), as per the manufacturers’ instructions, and revealed a region containing 526 bp
with similarity to the retrotransposable element non-LTR L1 type described in
representatives of the family Pteropodidae (Yinpterochiroptera). The repetitive DNA

isolated was named MAZE/L1-like and the sequences were deposited in the NCBI database.

Fluorescence in situ hybridization (FISH)
The FISH was performed using the pool of plasmid containing the retrotransposable

element isolated. The sequence was labeled by nick translation with biotin 14-dATP
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(BioNickTM Labeling System) (Invitrogen), and FISH procedures followed the protocol
proposed by Pinkel et al. (1986), with modifications. Mitotic chromosome were denatured
in 70% formamide/0.6X SSC (ph 7.0) for 33-36 seconds at 62 °C, the hybridization mixtures
(containing 100 ng of denatured probe, 10% dextran sulfate, 2X SSC and 50% formamide
in a final volume of 30 ul) were dropped on the slides and the hybridization was performed
overnight (18 hours) at 37 °C in moist chamber. Post-hybridization washes were carried out
at 72 °C in 2X SSC for five minutes. Detection of the probe was carried out with avidin-
FITC (fluorescein isothiocyanate) conjugate (Sigma, St Louis, MO, USA). The chromosome
preparations were counterstained with Propidium lodide (0.2%) and mounted with
Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA). Images were captured with the Olympus DP71
digital camera coupled to a BX61 Olympus microscope and were optimized for brightness

and contrast using Adobe Photoshop CS2.

Results
Classical cytogenetic analysis and mapping of repetitive sequences

All species studied showed the same chromosomal organization as previously
reported in some works (Souza and Araujo, 1990; Varella-Garcia et al. 1989; Santos and
Souza, 1998a,b; Santos et al. 2001, 2002; Barros et al. 2009; Lemos-Pinto et al. 2012; Calixto
et al. 2013) (Table 1). The C-banding revealed heterochromatin mainly in the
pericentromeric region, with some additional heterochromatic blocks in the interstitial
and/or terminal regions, or almost entire heterochromatic arms (Fig. 1 and 2).

The in situ hybridization (Fig. 3) in A. planirostris and in other 12 Phyllostomidae
bats from five subfamilies revealed the enrichment of MAZE/L1-like in the centromeric
region of the autosomes of the all species, except in Chrotopterus auritus who revelead

absence centromeric marks. Concerning the X chromosome, in A. planirostris, A. lituratus,
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A. obscurus, A. cinereus, Glossophaga soricina, Lonchorhina aurita, Phyllostomus
elongatus, Platyrrhinus lineatus and Sturnira lillium this sequence hybridized along the
extension of the long arm of X chromosome, and in Carollia perspicillata it was restrict to
the centromere. For Diphylla ecaudata, Dyaemus youngi and Chrotopterus auritus,
hybridization signals were observed in the proximal region (extending to the interstitial
region) of two chromosomal arms of the X. Interestingly, in Chrotopterus auritus the
MAZE/L1-like element was enriched in proximal region of the chromosomes, without
centromeric marks. For the four species from other mammalian orders (marsupial, primate,

rodent and sirenian) used for reference, our probe not hybridized in any species.

Discussion

In Chiroptera there are now few studies concerning the analysis of structure and
evolution of repetitive DNAs type I, the L1 elements, a class of highly repeated sequences
scattered throughout mammalian genomes. These elements are the most abundant nonLTR
retrotransposons, comprising about 17% and 20% of human and mouse genomes,
respectively and constitute the dominant family of autonomously replicating
retrotransposons in mammals (Furano, 2000; Han et al. 2004). L1 elements have expanded
for occupy an enormous fraction of our genome and may be more than just “‘junk DNA’’,
and they have been amplifying and evolving since before the marsupials-eutherian split (Han
et al. 2004).

The repetitive element MAZE/L1-like identified in this study was located
preferentially in the centromeric regions of the chromosomes (coincident with
heterochromatic regions), except in Chrotopterus auritus who revelead MAZE/L1-like
element in proximal region of the chromosomes without centromeric marks, indicates a

possible structural role as component of the centromeric constitutive heterochromatin in
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Phyllostomidae bats. This organization pattern is apparently widespread among multicellular
eukaryotes and suggests the involvement of repetitive DNAs in centromeric functions
(Dawe, 2003). In animals and plants, centromeres are rich regions of highly repetitive
satellite DNAs, being vital for the correct sorting of chromosomes during cell division
(Henikoff et al. 2001).

The preferential localization of repetitive DNA in heterochromatic regions, such as
transposable elements (TEs), mainly in the centromeric region of chromosomes, has often
been observed in the genome of many eukaryotic groups, for example in dipterans
(Pimpinelli et al. 1995; Pardue et al. 1996), plants (Pearce et al. 1996; Brandes et al. 1997;
Dimitri and Junakovic 1999), fishes (Dimitri and Junakovic, 1999; Da Silva et al. 2002;
Mazzuchelli and Martins, 2009), reptiles (Yamada et al. 2005) and rodents (YYamada et al.
2006). The TEs can also be found scattered in the chromosomes and sometimes in
euchromatic regions (Volff et al. 2003).

This preferential localization suggests that heterochromatin can function as refuge to
TEs, since its accumulation in heterochromatic areas has been assumed by involvement of
selective pressure against the integration of these elements in euchromatic regions (rich in
genes) based on the power that the TEs have to cause mutations (inversions, deletions or
insertion through transposition events) within a gene or regulatory sequence. Therefore,
natural selection has acted against the negative effects of TEs (Bartolomé et al. 2002; Dawe,
2003).

However, our probe not hybridized in the terminal and interstitial regions,
corresponding to heterochromatin rich regions in any species. Therefore, we can speculate
that our results indicate a differential composition of the heterochromatin associated with
MAZE/L1-like element, since one accumulation in heterochromatin does not seem to be

related to intrinsic properties of the element family in question. Thus, the same elements
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may be abundant in one species and not in the closely related or sibling species, suggesting
that this trait is determined by some sort of interaction between each TE family and the host
genome (Dimitri e Junakovic, 1999).

Concerning the X chromosome, in Artibeus species, in Glossophaga soricina,
Lonchorhina aurita, Phyllostomus elongatus, Platyrrhinus lineatus and Sturnira lillium the
MAZE/L1-like element hybridized along the extension of the long arm of X chromosome.
However, in Artibeus species and S. lillium (Fig. 1), this region corresponding to dispersed
euchromatin with different structural properties from telomeric and pericentromeric
euchromatin,corroborating other studies that showed that in representatives from
Stenodermatinae subfamily, in general, the long arm of X chromosome exhibit a differential
pattern of the chromatin revealed by C-banding (Souza and Aradjo, 1990; Morielle-Versute
et al. 1992; Santos and Souza, 1998 a,b; Rodrigues et al. 2000; Santos et al. 2001; Lemos-
Pinto et al. 2012; Calixto et al. 2013).

Interestingly, although some reports show the accumulation of retrotransposons in
the Y chromosome of some organisms, as seen in Drosophila miranda (Steinemann and
Steinemann, 1992, 1998; Bachtrog, 2003), the fish Xiphophorus maculatus (\Volff et al.
1999) and human (Nanda et al. 2000), in our study we don’t find the presence of MAZE/L1-
like retrotransposon in greater quantity on the Y chromosome of the species studied.

The hybridization signals observed in the proximal region (extending to the
interstitial region) of two arms of X chromosomel in Diphylla ecaudata, Dyaemus youngi
and Chrotopterus auritus, as well as the differential pattern in C. auritus with the MAZE/L1-
like element enriched only on proximal region of the chromosomes, without centromeric
marks, reinforces the idea that the same elements may be abundant in one species and not in
the closely related, in according of the interaction between the TE and the host genome

(Dimitri e Junakovic, 1999). Furthermore, for reference, it was used four species from other
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mammalian orders (marsupial, primate, rodent and sirenian) and our probe not hybridized in
any species, indicate a restricted distribution of the MAZE/L1-like element to bats,
particularly Phyllostomidae.

Due their characteristics the TEs provide very useful markers for phylogeny
reconstruction (Shedlock and Okada 2000; Kidwell and Lisch, 2001), the evolutionary
history and genomic impact of mammalian retrotransposons has been the subject of intensive
investigation (Szak et al. 2002; Xing et al. 2003; Price et al. 2004; Khan et al. 2006), with
few studies focused in the analysis of structure and evolution of these repetitive DNAS type
| in bats. Gogolevsky et al. (2009) described the occurrence of a DNA type retrotransposon
in megabats (Yinpterochiroptera) but neither in Yangochiroptera. Interestingly, our study
showed the presence of retrotransposon DNA in Yangochiroptera representatives.

In contrast, there is a greater frequency in studies of transposons compared with
studies evolving retrotransposons on the Chiroptera order, probably due the relatively recent
discovery of activity of such elements on genome of bats (Ray et al. 2007, 2008; Thomas et
al. 2010). DNA transposons have been considered transpositionally inactive in mammals
genomes, based in human, mouse, rat, opossum and platypus sequencing projects revealed
a general loss of Class Il DNA transposon activity, suggesting a general mammalian-wide
extinction of these elements (Mikkelsen et al. 2007; Warren et al. 2008).Additionally, recent
analysis of a vespertilionid bat provided evidence that Class Il elements were extremely
active in the recent evolutionary past of at least one mammalian lineage (Pritham and
Feschotte 2007; Ray et al. 2007, 2008). However, the occurrence of DNA transposon in bats
appears to be restricted to the species from Vespertilionidae family (Ray et al. 2007, 2008;
Thomas et al. 2010; Pagén et al. 2012).

The presence of the element retrotransposon MAZE/L1-like the species studied in

this work can be result of horizontal transfer. TEs identified in the genome of
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Vespertilionidae bat have already been shown to have undergone horizontal transmission
between distantly related animals including other mammals, reptiles, amphibians, fish,
nematodes, insects as well as viruses that infect insects (Thomas et al. 2010; Pace et al. 2008;
Novick et al. 2010; Gilbert et al. 2010; Pagéan et al., 2010). The horizontal transfer,
movement of genetic material between reproductively isolated species, is known to be an
important process in genome evolution.

In multicellular eukaryotes, it has occurred frequently in plants (Bergthorsson et al.,
2003; Won and Renner, 2003; Roulin et al. 2009) and animals as in amphibian (Pace et al.
2008), bats (Ray et al. 2007; Pace et al. 2008; Thomas et al. 2011), crustacean (Casse et al.
2006), dipteran (Loreto et al. 2008; Bartolomé et al. 2009), fish (Diao et al. 2006; De Boer
et al. 2007), opossum (Gilbert et al. 2009), reptiles and rodentia (Pace et al. 2008). Most
documented cases of horizontal transfer in animals involve the transfer of TEs, usually
between closely related species.

The results of our work, and other work already reported, indicate a strong
conservation of repeated elements in the heterochromatic region of chromosomes. This
suggests that these components have to play key roles in heterochromatin, such as
maintaining the structure centromere. Furthermore, the presence of repeated elements
preferably in the centromeric chromosomes regions provides a good centromere molecular

marker with application in the study of evolution and chromosomal rearrangements.
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Legends

Tabela 1 — Chromosomal features of the studied species.

Figure 1 — Idiogram with C-banding pattern. (a) Artibeus lituratus, (b) A. planirostris, (c)
A. obscurus, (d) A. cinereus, (e) Sturnira lilium. Note the differential staining of the long
arm of the X chromosome.

Figure 2 — Idiogram with C-banding pattern. (a) Phyllostomus elongatus, (b) Platyrrhinus
lineatus, (c) Lonchorhina aurita, (d) Carollia perspicillata, (€) Glossophaga soricina, (f)
Chrotopterus auritus, (g) Diaemus yongii, (h) Diphylla ecaudata.

Figure 3 — Element repetitive centromeric MAZE/L1-like in Phyllostomidae bats. (a)
Artibeus lituratus, (b) A. cinereus, (c) Sturnira lilium, (d) A. obscurus, (e) Platyrrhinus
lineatus, (f) Carollia perspicillata, (g) A. planirostris, (h) Glossophaga soricina, (i)
Phyllostomus elongatus, (j) Diphylla ecaudata, (k) Lonchorhina aurita, (I) Diaemus yongii,
(m) Chrotopterus auritus. Arrowheads indicate the chromosome X. Bar = Sum.
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Order Specimens 2n FN Sex system
Species _

M F
Chiroptera (Subfamily Desmodontinae)
Diphylla ecaudata 0 1 32 60 XY
Diaemus yongii 0 1 32 60 XY
Chiroptera (Subfamily Glossophaginae)
Glossophaga soricina 1 2 32 60 XY
Chiroptera (Subfamily Phyllostominae)
P. elongatus 1 2 32 58 XY
Lonchorhina aurita 1 1 32 60 XY
Chrotopterus auritus 0 1 28 52 XY
Chiroptera (Subfamily Carollinae)
Carollia perspicillata 2 2 20/21 36 XY1Y2
Chiroptera (Subfamily Stenodermatinae)
Sturnira lilium 2 3 30 56 Neo-XY
A. lituratus 2 1 30/31 56 XY1Y2
A obscurus 2 1 30/31 56 XY1Y2
A. planirostris 3 2 30/31 56 XY1Y2
Artibeus cinereus 1 2 30 56 Neo-XY
Platyrrihinus lineatus 2 3 30 60 Neo-XY
Marsupial
Didelphis albiventris 1 0 22 20 XY
Primate
Homo sapiens 1 1 46 XY
Rodent
Rattus novergicus 1 1 42 64 XY
Sirenian
Trichechus manatus 1 0 48 90 XY

M = male; F = female; 2n = diploid number; FN = fundamental number

Tabela 1
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6. Discussao geral

Considerando o DNAr 45S, as espécies analisadas apresentaram dois
padrdes principais de distribuicéo (i) 66,67% das espécies com dois sitios e (ii)
33,33% das espécies com seis sitios. A ocorréncia do ultimo padrédo pode ser
devido a amplificacdo desta sequéncia, sugerindo que a dispersdo dos genes
de DNAr 45S pode estar associada a presenca de elementos transponiveis que
tém mecanismos de transposi¢do adequados para mover o DNAr de um local
para outro no genoma (Zhang et al., 2008).

Aparentemente a condi¢cdo plesiomorfica para este gene na familia
Phyllostomidae é a ocorréncia de dois sitios localizados em um par autossémico,
dado corroborado pelo numero de espécies com esta caracteristica (condi¢do
modal). No entanto, a presenca de sitios multiplos observados em espécies do
género Artibeus também foi descrita em outras espécies da subfamilia
Stenodermatinae, particularmente nos géneros Chiroderma e Uroderma (Baker
et al., 1992;. Neves et al., 2001; Santos et al., 2002; Ribeiro et al., 2003; Silva et
al., 2005), bem como em representantes da subfamilia Glossophaginae, como
visto em espécies do género Choeroniscus (Baker et al., 1992; Neves et al.,
2001) e em Lonchophylla thomasi (Ribeiro et al., 2003), bem como em Macrotus
waterhousii que € considerado o cariotipo ancestral para Phyllostomidae (Patton
e Baker, 1978; Baker et al.,1992).

Além do padrdo comum de apenas um par cromossémico portador do
sitio DNAr 45S observado em muitas espécies do grupo, também é observado o
reposicionamento deste sitio em cromossomos sexuais em espécies de
Phyllostomidae: C. perspicillata e C. Castanea, ambas pertencentes a subfamilia

Carollinae (Goodpasture e Bloom, 1975; Hsu et al., 1975; Morielle e Varella-
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Garcia, 1989; Souza e Araujo, 1990; Santos e Souza, 1998b), aparentemente
resultantes de rearranjos cromossémicos, como translocacdo e fusao
(Goodpasture e Bloom, 1975; Tucker, 1986). Embora a ocorréncia de tais sitios
em Cromossomos sexuais seja incomum, estudos mostram esse padrdao em
outros mamiferos como Canis familiaris, Monodelphis domestica e Tragulus
Javanicus (Hsu et al., 1975; Svartman e Vianna-Morgante, 2003; Kim et al.,
2004).

A analise comparativa do bandeamento C com dados de DNAr indica que
em espécies com alta e moderada dispersdo da heterochromatina (blocos
pericentroméricos, intersticiais, terminais e bracos quase totalmente
heterocrométicos) o DNAr sofreu espalhamento como observado em trés
autossomos em A. cinereus, A. lituratus, A. obscurus e A. planirostris, restrito a
um autossomo em G. soricina, P. discolor, P. elonagtus, P. lineatus, S. lilium e
T. cirrhosus, e ao cromossomo X em C. perspicillata.

Observamos uma relacdo quanto a dispersdo da heterochromatina e do
DNAr 45S, onde espécies com heterocromatina dispersa em regides telomérica
e/ou intersticial foram caracterizadas pela ndo conservacao do DNAr 45S quanto
ao namero de sitios, formando dois grupos: (i) trés espécies com seis sitios de
DNAr 45S e (ii) seis espécies com dois sitios. Além disso, apenas uma espécie
apresentou heterochromatina exclusivamente na regido pericentromérica, sendo
caracterizada pela presenca de apenas um dois de DNAr 45S.

Em nossa andlise comparativa ndo observamos uma associacéo entre as
sequéncias de DNAr 45S e 5S, indicando que possivelmente distintas forcas
evolutivas estdo agindo nesses dois componentes gendmicos em

by

Phyllostomidae levando a dispersao do DNAr 45S juntamente com a
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heterocromatina. Em contraste uma conservacdo quanto ao numero de clusters
de DNAr 5S foi observada em todas as espécies analisadas.

Em vertebrados existem poucos estudos de mapeamento das
sequéncias de 5S, a qual foi mapeada em anfibios (Rodrigues et al., 2000),
répteis (Srikulnath et al., 2011), e principalmente em peixe (Pinhal et al., 2011,
He et al., 2012; Merlo et al., 2012; Nakajima et al., 2012). Em mamiferos estes
estudos foram concentrados principalmente em Primata (Lomholt et al., 1995),
Rodentia (Matsubara et al., 2004; Matsuda et al., 1994) e Soricomorpha
(Gornung et al., 2008). Em Chiroptera, o conhecimento sobre o distribuicdo
cromossOmica desse gene € restrita a uma Unica espécie: Rhinolophus
hipposideros (familia Rhinolophidae) (Puerma et al., 2008), com esses sitios
localizados em nove pares autossdmicos.

A presenca de DNAr 5S em um par cromossdmico observada em 12
morcegos Phyllostomidae deste trabalho, é o padrdo mais observado em
mamiferos (Matsuda et al., 1994; Lomholt et al., 1995; Matsubara et al., 2004;
Gornung et al., 2008), embora em alguns casos podem ocorrer em mais de um
cromossomo como foi visto em camundongo (Lomholt et al., 2002) e carnivoros
(Christensen et al., 1998), e mais de um sitio no mesmo par cromossdmico como
em Macaca fasciculares em que foram descritos trés sitios localizados no mesmo
par cromosdmico (Lomholt et al.,, 1996). Nossos resultados sugerem que a
localizacdo cromoss6mica do DNAr 5S em apenas um par cromossdmico
representa a condicdo ancestral para essas sequéncias na familia
Phyllostomidae. No entanto, é necessario aumentar 0 numero de espécies
mapeadas para este gene, a fim de propor a condicdo ancestral correta para a

familia.
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Nao oi obseravada uma associacdo entre os dois marcadores
ribossomais em C. perspicillata, P. discolor, P. elongatus e T. cirrhosus, nos
guais foram localizados em diferentes pares cromossémicos, sugerindo um
caminho evolutivo separado para estas duas familias multigénicas em
Phyllostomidae. Esta condicdo também foi observada em outras espécies de
mamiferos e de vertebrados (Martins e Galleti, 2001; Matsubara et al., 2004;
Schneider et al., 2012).

Esta caracteristica possivelmente é devido aos diferentes processos de
transcricdo de ambos os cistrons, uma vez que 0s genes 45S sdo transcritos
pela RNA polimerase |, enquanto 5S genes sao transcritos pela RNA polimerase
[ll (Martins, 2007). Este arranjo é predominante em eucariotos superiores, onde
0S genes 5S e 45S estdo em geral em areas separadas do genoma (Drouin e
Moniz de S&, 1995). Martins e Galetti-Junior (1999) descreveram a localizacdo
dos sitios de DNAr 45S e 5S em diferentes cromossomos em espécies de peixes,
0 gque parece constituir um bom estado para manter a harmonia desses sitios de
multiplas coépias, que é importante para evitar translocacfes indesejaveis de
DNAr 5S no arranjo de DNAr 45S, ou vice-versa. Portanto, esta condicdo permite
um conservadorismo ainda maior destas regides, sendo importante para a
manutencdo da célula. Assim, nestes casos 0s clusters 45S e 5S estéo
localizados em diferentes pares cromossdmicos, seguindo caminhos evolutivos
nao relacionados.

Em contraste, nas trés espécies do género Artibeus, e provavelmente em

G. soricina, S. lillium e P. lineatus, o sitio de DNAr 5S esta localizado no mesmo

par autossémico portador do DNAr 45S, no entanto sem co-localizacdo destes
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sitios, mostrando que os sitios de DNAr 45S e 5S podem assumir uma
organizacao sinténica no mesmo cromossomo.

Os ITS observados em regifes pericentroméricas e centroméricas na
maioria das espécies aqui analisadas sdo muito frequentes em roedores (Rattus
rattus), anfibios (Hyla versicolor e H. chrysoscelis), répteis (Sceloporus olivaceus
e Cophosaurus taxanus) e aves (Gallus gallus domesticus e Vireo bellii) (Meyne
et al., 1990) e em outros vertebrados (Metcalfe et al., 2004, 2007; Sanches et al.,
2009; Schneider et al., 2012). Segundo Meyne et al. (1990), que descreveram
ITS em 100 espécies de vertebrados, a presenca de sequéncias (TTAGGG)n em
regides ndo terminais pode estar relacionada com o status evolutivo da espécie.
Além disso, podem ser indicios de rearranjos cromossémicos como fusao ou
inversao ocorridos ao longo da evolucdo do genoma (Nanda e Schmidt, 1994).

Espécies com caracteristicas plesiomoérficas geralmente tém apenas
sequéncias teloméricas nas regifes terminais dos cromossomos, enguanto
espécies com caracteres apomorficas tém sitios teloméricos altamente
diferenciados e ITS (sitios teloméricos instersticiais) devido rearranjos
cromossOmicos ocorridos durante a evolugdo cariotipica (Meyne et al., 1990).

Os resultados do nosso trabalho apoiam a ideia de que o cariétipo de C.
perspicillata sofreu muitos rearranjos em comparacdo com cariétipos
considerados mais ancestrais (Meyne et al., 1990), e também indicam que outros
mecanismos cromossémicos além de associacfes teloméricas estédo envolvidas,
sugerindo que a auséncia de sinais de hibridizacdo nas extremidades dos
cromossomos pode ser devido a um namero reduzido da repeticdo de copias da

sequéncia telomérica, resultante da grande associacao telomérica sofrida pelos
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cromossomos. Estes ITS podem ser remanescentes de eventos de fusédo
teldmero-a-telébmeros entre cromossomos acrocéntricos ancestrais.

Além disso, ndo se sabe se as sequéncias teloméricas originais sdo
retidas nesses sitios intersticiais. Em alguns vertebrados quando fusdes
Robertsonianas (Rb) ocorreram, sequéncias intersticiais (TTAGGG)n ndo foram
mantidas nos locais de fusdo (Garagna et al., 1995; Nanda et al.,, 1995;
Vermeesch et al., 1996). No entanto, varios exemplos de ITS foram identificados
em regibes cromossomicas resultantes de Rb bem como fusdes in tandem e
inversdes (Lee et al., 1993; Vermeesch et al., 1996; Fagundes et al., 1997).

Os ITS observados em todas as espécies analisadas neste trabalho,
exceto em cromossomos de G. soricina, L. aurita e P.discolor, reforcam a ideia
de ocorréncia de fusdo Rb nos cromossomos de morcegos filostomideos e
indicam que as sequéncias teloméricas foram retidas durante os eventos de
fusdo. Além disso, os nossos dados mostram que as regides com intensos sinais
fluorescentes  centroméricos/pericentroméricos  correspondem a  HC,
corroborando com dados da literatura que mostram que, na maioria dos casos,
estes ITS estdo nas margens ou nas regides de HC (Meyne et al., 1990; Ono e
Yoshida, 1997; Finato et al., 2000; Pagnozzi et al., 2000, 2002; Multani et al.,
2001; Faria et al., 2002; Santani et al., 2002; Sanches et al., 2009), apesar de
nao ter uma correlacdo consistente entre a quantidade e localizacéo
cromossOmica de HC, e a presenca de sitios ndo-teloméricos (TTAGGG)n.

Uma vez que os ITS foram identificados como sendo um componente do
DNAsat, a co-localizacdo destas sequéncias e da HC reflete a presenca de
ambos como um componente do DNAsat. As sequéncias (TTAGGG)n foram

descritas como DNA satélite em algumas espécies de vertebrados, como visto
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em espécies de peixes e marsupiais (Pagnozzi et al., 2000, 2002; Metcalfe et al.,
2004).

Em relacdo ao elemento repetitivo MAZE/L1-like identificado neste
estudo, sua localizacdo preferencial nas regibes centroméricas dos
cromossomos (local coincidentes com as regides de heterocromatina), exceto
em Chrotopterus auritus que apresentou auséncia de marcagdo centromérica,
indica um possivel papel estrutural como componente da heterocromatina
constitutiva centromérica em morcegos da familia Phyllostomidae. Este padréo
de organizacdo € comum entre 0s eucariontes multicelulares e sugere o
envolvimento de DNAs repetitivos em funcdes centroméricas (Dawe, 2003).

Esta localizacdo preferencial em areas heterocromaticas sugere que a
heterocromatina pode funcionar como reflgio para ETs, uma vez que seu
acumulo em &reas heterocroméaticas esta relacionado pelo envolvimento de
pressédo seletiva contra a insercdo desses elementos em regides eucromaticas
(rica em genes) com base no poder que os ETs tém de causar mutacdes
(inversdes, delecdes ou insercdes através de eventos de transposicdo) dentro
de um gene ou sequéncia reguladora. Portanto, a selecao natural age contra os
efeitos negativos causados pelos ETs (Bartolomé et al., 2002; Dawe, 2003).

No entanto, nossa sonda nao hibridizou nas regides terminais e
intersticiais correspondentes a regides ricas em heterocromatina em algumas
espécies. Portanto, podemos especular que nossos resultados indicam uma
composicao diferencial da heterochromatina associada ao elemento MAZE/L1-
like, uma vez que o acumulo de heterocromatina ndo pode ser relacionado com
as propriedades intrinsecas das familias do elemento em questdo. Assim, 0s

mesmos elementos podem ser abundantes em uma espécie e ndo em espécies
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estreitamente relacionadas ou espécies-irmas, sugerindo que esta caracteristica
€ determinada por algum tipo de interacéo entre cada familia de ET e o genoma
do hospedeiro (Dimitri e Junakovic, 1999).

Em relacdo ao cromossomo X, nas espécies do género Artibeus, em
Glossophaga soricina, Lonchorhina aurita, Phyllostomus elongatus, Platyrrhinus
lineatus e Sturnira lillium a sequéncia do elemento MAZE/L1-like hibridizou na
extensdo do braco longo do cromossomo X. Nas espécies do género Artibeus e
em S. lillium esta regido corresponde a uma eucromatina dispersa com diferentes
propriedades estruturais da eucromatina telomérica e pericentromérica nestas
espécies, corroborando com outros estudos que mostram que em
representantes da subfamilia Stenodermatinae, em geral, o braco longo do
cromossomo X apresenta um padrdo diferencial da eucromatina revelado por
bandeamento C (Souza e Araujo, 1990; Morielle-Versute et al., 1992; Santos e
Souza, 1998 a,b; Rodrigues et al., 2000; Santos et al., 2001; Lemos-Pinto et al.,
2012).

Curiosamente, embora alguns relatos mostrem o0 acumulo de
retrotransposons no cromossomo Y de alguns organismos, como Vvisto em
Drosophila miranda (Steinemann e Steinemann, 1992, 1998; Bachtrog, 2003),
no peixe Xiphophorus maculatus (Volff et al., 1999) e em humano (Nanda et al.,
2000), no nosso trabalho nao verificamos a presenca do retrotransposon
MAZE/L1-like em maior quantidade no cromossomo Y das espécies estudas.

Além disso, os sinais de hibridizacdo observados na regido proximal (que
se estende para a regiao intersticial) dos dois bragos cromossémicos do X de
Diphylla ecaudata, Dyaemus youngi e Chrotopterus auritus, bem como o padréo

diferencial observado em C. auritus com o elemento MAZE/L1-like enriquecido
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apenas na regido proximal dos cromossomos, sem marcagao centromérica,
reforca a ideia de que os mesmos elementos podem ser abundantes em uma
espécie, e ndo em espécies estreitamente relacionadas, e que depende da
interacdo entre a ET e o genoma do hospedeiro (Dimitri e Junakovic, 1999).
Adicionalmente, nas quatro espécies de outras ordens de mamiferos
(marsupiais, primata, roedor e sirénio), usadas como referéncia, a auséncia de
hibridizacdo nas espécies, indica uma distribuicdo restrita do elemento
MAZE/L1-like em morcegos, particularmente da familia Phyllostomidae.

As caracteristicas dos ETs fazem deles bons marcadores para a
reconstrucao de filogenias (Shedlock e Okada 2000; Kidwell e Lisch, 2001),
assim a histéria evolutiva e o impacto da presenca de retrotransposons no
genoma de mamiferos tem sido alvo de intensa investigagéo (Szak et al., 2002;
Xing et al., 2003; Price et al., 2004; Khan et al., 2006), com poucos estudos
focados na analise da estrutura e evolucdo destes DNAs repetitivos tipo | em
morcegos. Gogolevsky et al. (2009) descreveram a ocorréncia de um tipo de
DNA de retrotranspons em morcegos Yinpterochiroptera, mas que estava
ausente nos representantes de Yangochiroptera. Curiosamente, 0 nosso estudo
mostrou a presenca de DNA retrotransposon em representantes de
Yangochiroptera.

Contrariamente, existe uma maior frequéncia em estudos de transposons
em comparac¢ao com estudos evolvendo retrotransposons na ordem Chiroptera,
provavelmente devido a recente descoberta da atividade de tais elementos no
genoma de morcegos (Ray et al., 2007, 2008; Thomas et al., 2010). DNA
transposons tém sido considerados transcricionalmente inativos em genomas de

mamiferos, baseados em projetos de sequenciamento em humano, rato,
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marsupial e ornitorrinco que revelaram perda da atividade de DNA transposon
(Classe 1), sugerindo a extingdo desses elementos no genoma de mamiferos
(Mikkelsen et al., 2007; Warren et al., 2008).

Além disso, uma andlise recente em uma espécie de morcego da familia
vespertilionidae forneceu evidéncias de que elementos da classe Il foram
extremamente ativos num passado evolutivo recente de pelo menos uma
linhagem de mamiferos (Pritham e Feschotte 2007; Ray et al., 2007, 2008). No
entanto, a ocorréncia de DNA transposon em morcegos parece estar restrita as
espécies da familia Vespertilionidae (Ray et al., 2007, 2008; Thomas et al., 2010;
Pagéan et al., 2012).

A presenca do elemento retrotransposon MAZE/L1-like nas espécies
estudas neste trabalho pode ser resultado de transferéncia horizontal. De acordo
com a literatura, o ETs identificados no genoma de morcegos Vespertilionidae
sofreram transferéncia horizontal entre animais distantemente relacionadas,
incluindo outros mamiferos, répteis, anfibios, peixes, insetos, nematddeos, bem
como virus que infectam insetos (Thomas et al., 2010; Pace et al., 2008; Novick
et al., 2010; Gilbert et al., 2010; Pagéan et al., 2010). A transferéncia horizontal,
gue é o movimento do material genético entre espécies isoladas
reprodutivamente, € conhecido por ser um processo importante na evolucdo do
genoma.

A transferéncia horizontal de ETs tem sido observada varios eucariontes
multicelulares como plantas (Bergthorsson et al., 2003; Won e Renner, 2003;
Roulin et al., 2009) e mais recentemente em animais como anfibios (Pace et al.,
2008), morcegos (Ray et al., 2007, Pace et al.,, 2008; Thomas et al., 2011),

crustaceos (Casse et al., 2006), dipteros (Loreto et al., 2008; Bartolomé et al.,
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2009), peixe (Diao et al., 2006; De Boer et al., 2007), timbu (Gilbert et al., 2009),
répteis e Rodentia (Pace et al., 2008). A maioria dos relatos de transferéncia
horizontal em animais envolve a transferéncia de ETs, geralmente entre
espécies estreitamente relacionadas.

Os resultados deste trabalho em conjunto com outros trabalhos ja
descritos, indicam uma forte conservagcao de elementos repetitivos na regiao
heterocromética dos cromossomos, sugerindo que esses componentes
desempenham papéis fundamentais na heterocromatina, como a manutencao
da estrutura do centrdbmero. Além disso, a presenca de elementos repetitivos
preferencialmente na regido centromérica dos cromossomos, fornece um bom
marcador molecular centromérico com aplicacdo no estudo da evolucdo e
rearranjos.

A caracterizacdo da organizacdo cromossdmica de sequéncias de DNA
repetitivos é de extrema importancia para uma completa compreensdo da
relacdo entre sua estrutura e funcdo no cromossomo. Dessa forma, os dados
deste trabalho contribuem para a caracterizacdo da organizacdo das familias
multigénicas, sequéncias teloméricas e elementos transponiveis no genoma de
morcegos, bem como na compreensao dos mecanismos evolutivos ocorridos ao

longo da evolucdo cromossémica de morcegos da familia Phyllostomidae.
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7. Conclusdes gerais

1. Ando associagao entre os dois marcadores ribossomais sugere um caminho
evolutivo separado para estas duas familias multigénicas em
Phyllostomidae, indicando que diferentes forcas evolutivas estdo agindo no
genoma dessa familia, levando a dispersdo dos DNAr 45S, juntamente com

a heterocromatina;

2. A presenca de apenas um par de sitios de DNAr 5S em todas as espécies
analisadas sugere que esta represente a condicdo plesiomorfica para essas

sequéncias na familia Phyllostomidae;

3. Durante a evolucdo cromossdémica de morcegos Phyllostomidae houve a

ocorréncia de fusdes Rb sem perda de sequéncias de DNA telomérico;

4. O elemento MAZE/L1-like apresenta uma composicao diferencial associado

a heterochromatina;

5. A auséncia de hibridizacdo nos cromossomos de outras espécies de
mamiferos sugere uma distribuicdo do elemento MAZE/L1-like restrita em

morcegos, particularmente da familia Phyllostomidae;

6. A localizacdo preferencial do retrotransposon MAZE/L1l-like em areas
heterocromaticas sugere que tamém em morcegos a heterocromatina pode
funcionar como refugio para ETs, devido a pressao seletiva contra a insercao

desses elementos em regides eucromaticas (rica em genes).
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9. Anexos
9.1 Protocolos

9.1.2 Cultivo de linfocitos

1. Adicionar 0,5 ml de sangue total do individuo em frascos de cultura
contendo 4ml do meio RPMI 1690 (GIBCO) suplementado com 1ml de
soro bovino fetal (CULTILAB) e 0,2ml de fitohemaglutinina (GIBCO);

2. Incubar em estufa a 37°C, por 72 horas;

3. Apds 70 horas adicionar 0,1 ml de colchicina 0,0016% (SIGMA);

4. ApOs 2 horas (ao completar 72 horas de cultivo), centrifugar o material por
6 minutos a 1800rpm;

5. Desprezar o sobrenadante e adicionar 8 ml de KCl previamente aquecido
a 37°C, para a realizacao de choque hipotonico;

6. Manter os tubos em banho-maria a 37°C por 20 minutos;

7. Centrifugar o material;

8. Fixar o material com metanol/acido acético, na propor¢éo 3:1.
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9.1.2 Preparacdao direta de medula 6ssea

8.

9.

Aplicar uma injecdo subcutanea de fermento glicosado e aguardar um
periodo de 12 horas;

Aplicar uma inkecéo subcutanea de colchicina e aguardar um periodo
de 40 minutos;

Sacrificar os animais;

Retirar umeros e fémures;

Lavar em uma solucéao de Hank’s;

Centrifugar o material por 6 minutos a 1800rpm;

Desprezar o sobrenadante e adicionar 8 ml de KCI previamente
aguecido a 37°C, para a realizacéo do choque hipotonico;

Manter os tubos em banho-maria a 37°C por 20 minutos;

Centrifugar o material;

10.Fixar o material com metanol/acido acético, na proporcéo 3:1.
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9.1.3 Bandeamento C (Baseado em Sumner, 1980)

1. Mergulhar alamina em uma solucéo de acido cloridrico (HCI) 0,2N por
30 minutos a temperatura ambiente.

2. Lavar com agua destilada.

3. Mergulhar a lamina em solucao de hidroxido de bario (BaOH) 5% a
60°C por 30 segundos a 1 minuto.

4. Lavar em banhos rapidos de HCI 0,2N e agua destilada.

5. Mergulhar em solucdo de 2xSSC a 60°C por 45 minutos.

6. Lavar com agua destilada.

7. Corar com uma solucéo de Giemsa a 2% por 10 minutos. Acompanhar
ao microscopio. Caso a coloracdo nao figue adequada, submeter a
lamina novamente ao corante, por mais 5 a 10 minutos.

8. Lavar com agua destilada, secar, mergulhar no xilol e montar com

balsamo do Canada.
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9.1.4 Extracdo de DNA gendmico de tecidos solidos (Baseado em
Sambrook and Russel 2001)

1. Macerar o tecido (asa, coracao ou figado) obtido dentro de um
eppendoorf de 1,5mL com auxilio de uma tesoura;
2. Adicional 430 pyL de tampéao de digestao (ver tabela abaixo)

Reagente C1 V1 C2 V2

NacCl 5M 10,0 uL 0,1M 500,0 pL
Tris-HCI pH 8 1M 5,0 uL 0,01M 500,0 pL
EDTA pH 8 0,5M 25,0 uL 0,025M 500,0 pL
SDS 10% 25,0 pL 0,5% 500,0 pL
Proteinase K 10mg/mL 5,0 uL 0,1mg/mL 500,0 pL
H204 q.S.p. - 430,0 pL - 500,0 pL

3. Incubar em banho Maria a 50 °C por cerca de 1 hora e 30 min
(homogeneizar periodicamente);

4. Adicionar 500,0 pL de Fenol:Cloroférmio (1:1) e agitar com movimentos
rotatérios durante 15 min até homogeneizar os componentes;

5. Centrifugar a 15.000 RPM durante 15 min;

6. Transferir a camada superior para outro eppendorf de 1,5 mL;

7. Adicionar 0,2x o volume de NaCl 1M e 2x o volume de Etanol 100%
gelado, agitar suavemente para precipitar o DNA;

8. Centrifugar a 15.000 RPM durante 15 min;

9. Descartar o sobrenadante e acrescentar 375,0 pL de Etanol 70%
(lavagem), sem agitar;

10. Centrifugar a 15.000 RPM durante 15 min;

11.Descartar o sobrenadante e secar o pellet em estufa 37 °C;

12.Ressuspender com agua mili-Q durante algumas horas.
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9.1.5 ReaglOes de PCR DNAr 5S

1. Preparo do mix de reacado

Reagente Quantidade
Tampéao Tag 10x 2,5 uL
Taq polymerase (5U/pL)"nvitrogen, 11615-010 - 25 |
MgCl2 (50mM) 0,75 uL
dNTP (8 uM) 0,8-1,0puL
DNA (150,0 — 200,0 mg/uL) 1,0 uL
Pimer F (10,0 uM) 1,0 uL
Primer R (10,0 uM) 1,0 pL
H20 mili-Q (g.s.p. 25,0 pL) g.s.p. 25,0 uL
2. Ciclos paraa PCR
Etapa Temperatura Tempo
1 95°C 5 min
2 95°C 40 seg
3* XeC 40 seg 30x
4 72°C 1 min
72°C 5 min
6 4°C For
ever

* Ciclo de anelamento do primer: X = 54 (reagcdo DNAr 5S).
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9.1.6 Marcacao dos fragmentos de DNA para uso como sonda

Marcacdao através dareacdo de Nick translation

e Kit BioNick™ Labeling System (Invitrogen, Cat. no. 18247-015), Biotina

Mix para 2-4 laminas

200-250 ng de DNA,;

1,0 pL de dNTP mix;
- 1,0 yL de mix de enzima;

- H20 qg.s.p. 9,0 pL.

1. Misturar os componentes e incubar a 16 °C durante 30 min;

2. Interromper a reacao adicionando 1,0 pL de stop buffer;

3. Adicionar 1/10 do volume (1,0 yL) de Acetato de Sédio 3M e dobrar o
volume de Etanol (22,0 pL) 100% gelado;

4. Misturar gentilmente invertendo o tubo e incubar em freezer —-80 °C
durante 30 min;

5. Centrifugar a 15.000 RPM durante 15 min a 4 °C;

6. Descartar o sobrenadante e adicionar Etanol 70% gelado;

7. Centrifugar a 15.000 RPM durante 5 min a 4 °C;

8. Descartar o sobrenadante e secar o pellet em estufa a 37 °C;

9. Resuspender em 6,0 puL de agua milli-Q autoclavada.
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9.1.7 Marcacdao através da reacédo de PCR

Utilizar o plasmidio com inserto do gene de RNAr 5S para a reacao de

PCR. A reacao é semelhante a uma reacao de identificacdo de inserto.

Mix de reacao

Reagente Quantidade

Tampéao Tag 10x 2,5uL

Taq polymerase (5U/uL)"nvirogen, 11615 25 1|
010

MgClz (50mM) 0,75 uL
dNTP (8 mM)* 0,8-1,0puL
DNA (1.000 ng/uL) 0,3 pL

Pimer F (10,0 uM) 1,25 pL
Primer R (10,0 uM) 1,25 pL

H20 mili-Q (g.s.p. 25,0 pL) g.s.p. 25,0 pL

* Utilizar os dNTPs em separado (2 mM): Adicionar igual volume de dCTP, dGTP,
dTTP. Para o dTTP deve ser usado 70% do volume usado para os outros dNTPs
e 30% do Digoxigenin-11-dUTP (Roche, cat. no. 11573152910). Checar
inicialmente a concentracao dos reagentes.
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9.1.8 Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH)

1 — Pré-tratamento das laminas
0 Fixar as Laminas em Carnoy por 15 minutos;
o Desidratar em série alcodlica: 5 min em etanol 70% e 5 min em
etanol 100%;
e Incubar as laminas a 60°C por 30min;
e Deixar esfriar por 5-10min;
e Marcar a lamina com lapis de diamante;
e RNase:
0 Incubar as laminas com 50 pL de solugdo de RNase por 1h a
37°C em camara umida pré-aquecida;
Solucéo estoque de RNase (4°C): 20 mg/mL de RNase
(Invitrogen)
Solucao de RNase para uso: 100 pg/mL em 2 x SSC (diluicdo
1:200)
e Lavar aslaminas 3 x 5 min em 2 x SSC.
e Pepsina:
0 Incubar as laminas com 50 pL de solugao de pepsina por 20 min
a 37°C em camara umida pré-aquecida;
Solucéo estoque de pepsina (20°C): 1 mg/mL em H20 miliQ
Solugao de pepsina para uso: 10 ug/mL em 0,01 N HCI (diluicdo
1:100)
e Lavar as laminas 2x 5 min em 2 x SSC;
e Colocar as laminas no PBD + formaldeido por 10min;
e Lavar aslaminas 2 x 5 min em 2 x SSC;
e Série alcodlica: 5 min em etanol 70% e 5 min em etanol 100%;
e Colocar as laminas na estufa a 37°C até secar (aprox. 10-15 min);

e Preparar o mix de sonda.

108



2 — Hibridizacéao

e Preparar a mistura de hibridizacao (76% de estringéncia):

Quantidade/Reagente Concentracéo inicial Concentracao final
6 uL sonda 200-250ng
15 uL formamida 100% 50%
6 uL sulfato de dextran 50% 10%
3 uL 20XSSC 20XSSC 2XSSC

OBS: A quantidade final do mix podera variar dependendo da quantidade de sonda utilizada.

e Dar um vortex na mistura de hibridizacao por no minimo 10 s;

e Aquecer a mistura de hibridizacao a 95°C por 10 min e transferir para o

gelo por pelo menos 5 min;

e Dar um spin e colocar a mistura de hibridizacdo na lamina, cobrir com

laminula de vidro;

e Desnaturar as laminas a 75°C por tempo variavel (o tempo de

desnaturacao varia de acordo com a espécie);

0 Incubar em camara umida pré-aquecida a 37°C de 18 a 72 h

3 — Banhos pés-hibridizacéo

e Retirar as laminas da camara Umida e retirar cuidadosamente a

laminula;

Incubar as laminas em 2 x SSC TA, por 5 min;

Lavagem convencional (72% de Estringéncia):

e Incubar 2 vezes em 2x SSC, 42 °C, por 5 min;

e Incubar 2 vezes em 0,1x SSC, 42 °C, por 5 min;

e Incubar em 2x SSC, 42 °C, por 5 min;

e Transferir para 2x SSC, TA, por 10 min;

e Transferir para o PBD a 45°C até preparar o anticorpo.
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4 — Deteccdao (para sondas marcadas indiretamente)

Anticorpos primarios:

0,5 yL de rodamina ou 0,30 uL de FITC
100uL de PBD

Soma por lamina: 100 uL

e Aplicar o mix na lamina e cobrir com laminula ou parafilme e incubar a
37 °C em camara umida por 45min (FITC) e 30min (rodamina);

e Remover o parafilme e lave 3 vezes em PBD por 2 min cada.

* Amplificacdo do sinal com Anti-avidina

1,0 yL de anti-avidina
30 uL de PBD

Soma por lamina: 30 uL

e Aplicar na lamina e cobrir com laminula ou parafilme e incubar a 37 °C
por 10min;

e Remover o parafilme e lave 2 vezes em PBD por 2 min cada;

e Aplicar 20 pL de DAPI e cobrir com parafilme e deixar por 15 min;

e Remover parafilme, aplicar de, cobrir com laminula e selar com esmalte.

e Quando utilizar lodeto de propideo com Vectashield, aplicar 8 a 10 pL,
cobrir com laminula e selar com esmalte.

110



9.2 InstrucGes para autores

Periddico: Genetica

Welcome to the
Online Manuscript Submission,
Review and Tracking System
for the journal

Genetica

Instructions for Authors

Manuscript submission
Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published
before; that it is not under consideration for publication anywhere else; that its publication
has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities —
tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out. The publisher
will not be held legally responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for
both the print and online format and to include evidence that such permission has been
granted when submitting their papers. Any material received without such evidence will
be assumed to originate from the authors.

Online Submission
Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially
reduces the editorial processing and reviewing times and shortens overall publication

times. Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your
manuscript files following the instructions given on the screen.
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Title Page
The title page should include:

e The name(s) of the author(s)

e Aconcise and informative title

o The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

e The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author
Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any
undefined abbreviations or unspecified references.

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text

Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

e LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.
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Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of
a reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They
should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical
data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.
Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section
before the reference list. The names of funding organizations should be written in full.

References

Citation
Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

« Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

e This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

e This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and
Smith 1998; Medvec et al. 1999).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have
been published or accepted for publication. Personal communications and unpublished
works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a
substitute for a reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each
work.

e Journal article
Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-
008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in
long author lists will also be accepted:
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Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl
J Med 965:325-329

e Atrticle by DOI

Slitka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

e Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
o Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of
modern genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

e Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

o Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of
Title Word Abbreviations, see

e WWW.issn.org/2-22661-LTWA-online.php

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting
of in-text citations and reference list.

« EndNote style (zip, 3 kB)

Tables

o All tables are to be numbered using Arabic numerals.

o Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

o For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of
the table.

o Identify any previously published material by giving the original source in the
form of a reference at the end of the table caption.

o Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath
the table body.
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Artwork and Illustrations Guidelines

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your
artwork — photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be
produced to the highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work
will directly reflect the quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission

o Supply all figures electronically.

« Indicate what graphics program was used to create the artwork.

o For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MS Office files are also acceptable.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

« Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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« Definition: Black and white graphic with no shading.

o Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within
the figures are legible at final size.

e All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

e Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
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Halftone Art

« Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

« If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

o Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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o Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
o Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

e Color art is free of charge for online publication.
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If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to make
a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors
are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
about 2-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-
pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue
the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,
"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary
Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure
file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form
of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.
For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide
and not higher than 234 mm.
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o For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide
and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In
such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures,
please make sure that

o All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

o Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(color-blind users would then be able to distinguish the visual elements)

e Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed
or is more convenient in electronic form.

Submission
o Supply all supplementary material in standard file formats.
o Please include in each file the following information: article title, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.
e Toaccommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may

require very long download times and that some users may experience other
problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
e Always use MPEG-1 (.mpg) format.
Text and Presentations
e Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-

term viability.
e A collection of figures may also be combined in a PDF file.
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Spreadsheets
e Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.

o If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets
should be submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats

e Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
e ltis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

o If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of
the material as a citation, similar to that of figures and tables.

o Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource
47,

« Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

o For each supplementary material, please supply a concise caption describing the
content of the file.

Processing of supplementary files

« Electronic supplementary material will be published as received from the author
without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

e The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

« Video files do not contain anything that flashes more than three times per second
(so that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

119



Does Springer provide English language support?

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for
spelling and formal style. This may not be sufficient if English is not your native language
and substantial editing would be required. In that case, you may want to have your
manuscript edited by a native speaker prior to submission. A clear and concise language
will help editors and reviewers concentrate on the scientific content of your paper and
thus smooth the peer review process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in all areas
Springer publishes in.

Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for
publication.

Please contact the editing service directly to make arrangements for editing and payment.
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After acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement
online and indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of
figures in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed
and you will receive the proofs.
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Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the
journal and access to that article is granted to customers who have purchased a
subscription), Springer provides an alternative publishing option: Springer Open Choice.
A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based
article, but in addition is made available publicly through Springer’s online platform
SpringerLink.

e Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with
the author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the
Creative Commons Attribution License.

Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version,
authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content,
e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without the
approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum,
which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the
official first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the
paper can also be cited by issue and page numbers.
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Style and Presentation
The title page should show the paper title, names and addresses of all authors, a short running
title, and fax and telephone numbers and the e—mail address for the corresponding author.

Abstract
Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined
abbreviations or unspecified references.

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes. Key words should be
chosen carefully, they are essential to electronic search tools.

The text of the paper should be arranged in the following sequence:
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgements and References.

Informative legends should be provided for all illustrations and should be grouped together at the
end of the paper, along with all tables. Subheadings may be inserted in the main text, but should
not be numbered or lettered. It is the responsibility of the authors to ensure that manuscripts are
written in clear, grammatical, idiomatic English. Spelling should conform to Webster's
International Dictionary or the Concise Oxford English Dictionary and data should be presented
simply and concisely.

Scientific style
Please always use internationally accepted signs and symbols for units, SI units.

Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the generic name
should be given at first mention.
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(http://www.genenames.org) must be used.

Abbreviations

All abbreviations not obvious to the general reader should be defined the first time they
are used. A complete alphabetically arranged list of all abbreviations used, including the
definitions, should be included in the manuscript.

INTEGRITY OF RESEARCH AND REPORTING
Ethical standards
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with the current laws of the country in which they were performed. Please include this note in a
separate section before the reference list.

124



Conflict of interest

The Conflict of Interest statement should list each author separately by name. Authors must
indicate whether or not they have a financial relationship with the organization that sponsored
the research. This note should be added in a separate section before the reference list.

If no conflict exists, authors should state: This author (hame) declares that they have no conflict
of interest.

For studies with human subjects include the following:

All procedures followed were in accordance with the ethical standards of the responsible
committee on human experimentation (institutional and national) and with the Helsinki
Declaration of 1975, as revised in 2000 (5). Informed consent was obtained from all patients for
being included in the study.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the Helsinki Declaration,
the authors must explain the rationale for their approach, and demonstrate that the institutional
review body explicitly approved the doubtful aspects of the study. If any identifying information
about patients is included in the article, the following sentence should also be included:
Additional informed consent was obtained from all patients for which identifying information is
included in this article.

For studies with animals include the following sentence:
All institutional and national guidelines for the care and use of laboratory animals were
followed.

For articles that do not contain studies with human or animal subjects performed by any of
the authors:

While it is not absolutely necessary, we recommend to include the following sentence, just to
make sure that readers are aware that there are no ethical issues with human or animal subjects:
This article does not contain any studies with human or animal subjects performed by the any of
the authors.

Acknowledgments
Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the
reference list. The names of funding organizations should be written in full.

References

References should be cited in the text using the Harvard (name—date) system. Where there are
three or more authors, only the first author's name should appear, followed by et al. Where
several references are cited at the same point in the text, these should be arranged in
chronological order. The reference list should be typed with double spacing and arranged in
alphabetical order. References should include: names and initials of all authors (unless there are
more than six authors, when only the first three authors should be given, followed by et al.); year
of publication; full title of the article; source using abbreviations for journals as shown in Index
Medicus; volume number; and first and last page numbers. Abstracts should be identified as
such. For citations from books, the chapter title should be followed by the names and initials of

125



all editors, the title of the book, edition, place of publication, publisher and first and last page
numbers.

Examples:
Thomas HM, Harper JA, Morgan WG (2001) Gross chromosome rearrangements are occurring
in an accession of the grass Lolium rigidum. Chromosome Res 9: 585—590.

Ohno S (2001) The one—to—four rule and paralogues of sex determining genes. In: Scherer G,
Schmid M, eds. Genes and Mechanisms in Vertebrate Sex Determination. Birkhauser Verlag, pp
1-10.

Engel E, Antonarakis SE (2002) Genomic Imprinting and Uniparental Disomy in Medicine. New
York: Wiley—Liss.

Only accepted papers should be referenced; all other material should be referred to in the text as
'In preparation’, 'personal communication' 'unpublished observations' and should not be included
in the reference list.

Citing Internet References

World Wide Web: All references should include the same information that would be provided
for a printed source (or as much of that information as possible). The Web information is then
placed at the end of the reference. It is important to use "Retrieved from" and the date because
documents on the Web may change in content, move, or be removed from a site altogether. To
cite a Web site in text (but not a specific document), it is sufficient to give the address (e.g.,
http://www.apa.org) there and no reference entry is needed. However, when citing a particular
web page a citation in the text (e.g. Gaten 2000) and an entry in the reference list will be
required.

For example:
Gaten E. (2000) Internet references. Retrieved from
http://lwww.le.ac.uk/biology/teach/mod300/ecitations.html 19/9/2000

E—mail: E-mail communications from individuals should be cited as personal communications.
The format in the text (personal communications are not cited in the reference list) is as follows:
(E. Gaten personal communication, March 28, 2001).

It is possible to send an e—mail note disguised as someone else. Authors — not journal editors or
copy editors — are responsible for the accuracy of all references, which includes verifying the
source of e—mail communications before citing them as personal communications in
manuscripts.

One of the most comprehensive guides to citing internet references is provided by the
American Psychological Association: http://www.apastyle.org/elecref.html

126



Tables and Illustrations

All tables and illustrations should be referred to in the text, with appropriate locations indicated
in the text margin. Tables should present new information and not duplicate data included in the
text. Every table should have a descriptive title and, if numerical measurements are given, the
units should be included in the column heading. Line drawings should be supplied in a form
suitable for high—quality reproduction. Axes should be labelled clearly; other lettering should be
kept to a minimum. Avoid the use of fine tints, especially as background to text.

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically. For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones,
please use TIFF format. MS Office files are also acceptable. VVector graphics containing fonts
must have the fonts embedded in the files. Name your figure files with "Fig" and the figure
number, e.g., Figl.eps. Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel) TIFF.

Photographs and photomicrographs should be cropped as close as possible to the area of interest
and should be submitted as high resolution (>300dpi) as electronic files together with the
manuscript. All photomicrographs must be accompanied by a scale bar with the equivalent
measurement stated in the figure legend.

Colour figures
There are no charges for the publication of colour illustrations, either in the online or in the
printed version of Chromosome Research.

Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This feature
can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is more
convenient in electronic form.

Submission
I.  Supply all supplementary material in standard file formats.
ii.  Please include in each file the following information: article title, journal name, author
names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.
ilii.  Toaccommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require
very long download times and that some users may experience other problems during
downloading.

Audio, Video, and Animations
Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations
Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets
I.  Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

127



ii.  If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should
be submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats
Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex
can also be supplied.

Collecting Multiple Files
It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.
Numbering
I.  If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.
Ii.  Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the

n o <

animation (Online Resource 3)", ... additional data are given in Online Resource 4”.

9% ¢¢

iii.  Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions
For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the
file.

Processing of supplementary files
Electronic supplementary material will be published as received from the author without any
conversion, editing, or reformatting.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary
files, please make sure that:
i.  The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
ii.  Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that
users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

Permission and Copyright

It is the responsibility of the author to obtain written permission for a quotation from
unpublished material, or for all quotations in excess of 250 words in one extract or 500 words in
total from any work still in copyright, and for the reprinting of figures or tables from unpublished
or copyrighted material. Copyright in articles published in this journal is the property of Springer
to the extent transferable. Authors are themselves responsible for obtaining permission to
reproduce copyright material from other sources. There are no page charges or administration
charges for papers published in this journal.

AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application
at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate
whether you wish to order OpenChoice, or offprints.

128



Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and you
will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and
access to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer
provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. Springer Open Choice articles
receive all the benefits of a regular subscription-based article, but in addition are made available
publicly through Springer’s online platform SpringerLink. http://springer.com/openchoice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher
exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection
and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative
Commons Attribution License.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness
and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results,
corrected values, title and authorship, are not allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which will
be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first
publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited
by issue and page numbers.

Additional Information

Peter Butler

Chromosome Research

Springer Science & Business Media
P.O. Box 17

3300 AA Dordrecht

The Netherlands

E-mail: peter.butler@springer.com
http://www.springer.com/journal/10577

129


http://springer.com/openchoice

2 Springer
http://www.springer.com/journal/10577

Chromosome Research

Chromatin, Chromosomes and Genomes
Editor-in-Chief. C.L. Rieder

IS5 0967 -2849 (print version)

155N 1572-6849 (electronic wversion)
Journal no. 10577

130



7/3/2014

Curriculo Lattes

@ Curriculo Lattes

Merilane da Silva Calixto

Endereco para acessar este CV:http:/ /lattes.cnpq.br/0422895147542128

Ultima atualizagdo do curriculo em 06/03/2014

Resumo informado pelo autor

Bacharel em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade de Pernambuco (2004), Mestre em Genética pela Universidade Federal de Pernambuco (2008) e Doutora em Genética
pela Universidade Federal de Pernambuco (2013). Tem experiéncia na area de Citogenetica Animal, com énfase em Citogenética de Chiroptera, atuando principalmente no
mapeamento de sequéncias de DNA repetitivo. Tem experiéncia em Citogenética Humana na area de Dosimetria bioldgica (Radiagdo Néutron-Gamma) e Mutagénese
(potencial efeito genotdxico do farmaco formocresol). Atualmente estd fazendo Poés-doutorado na area de Citogenética humana e Genética molecular humana pela

Universidade de Pernambuco.

(Texto informado pelo autor)

Dados pessoais

Nome
Filiagcao
Nascimento

Carteira de
Identidade

CPF

Merilane da Silva Calixto

Everaldo Ramos Calixto e Marinalva da Silva Calixto

04/10/1982 - Recife/PE - Brasil

5670026 SDS - PE - 21/06/2011

041.502.764-04

Formacdo académica/titulacdo

2013

2009 -2013

2006 -2008

2001 -2004

Pés-Doutorado .
Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
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Orientador: Neide Santos
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Sociedade Brasileira de Genética, SBG, Ribeirao Preto, Brasil
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2007 -2007 Disciplina Citogenética Molecular Vegetal.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2007 -2007 Ciclo de palesras em Genética e Biologia molecular.
Sociedade Brasileira de Genética, SBG, Ribeirao Preto, Brasil

2006 -2006 Genética forense.
Sociedade Brasileira de Genética, SBG, Ribeirao Preto, Brasil

2005 -2005 Citogenética humana no diagnéstico do cancer.
Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil

2005 -2005 Difus&o cultural em cancer de boca.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2005 -2005 Disciplina de Citogenética.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Recife, Brasil

2004 -2004 DNA forense e Diagnostico molecular.
Universidade Catolica de Pernambuco, UNICAP, Recife, Brasil

2004 -2004 Minicurso de Citogenética animal.
Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil

2003 -2003 DST - Inimigo intimo.
Faculdade Franssinetti do Recife, FAFIRE, Brasil

2003 -2003 Minicurso de Bonsai.
Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil

2003 -2003 Marcadores genéticos e epidemiologia molecular.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2003 -2003 Extensao universitaria em Técnicas em Biologia molecular.
Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil

2003 -2003 Emergéncia e Escape.
Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil

2002 -2002 Discover America (livro 1).
Wizard - Inglés com lideranga, WIZARD, Brasil

2002 - 2002 Biologia molecular na investigagé@o de paternidade.
Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil

Atuacdo profissional

1. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo
institucional

2013 -2013 Vinculo: Aulas ministradas , Enquadramento funcional: Ministrante de aulas , Carga horaria: 15, Regime:

Parcial
2012 -2012 Vinculo: Aulas ministradas , Enquadramento funcional: Ministrante de aulas , Carga horaria: 10, Regime:
Parcial
2011 -2011 Vinculo: Aulas ministradas , Enquadramento funcional: Ministrante de aulas , Carga horéria: 8, Regime:
Parcial
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09/2007 -10/2007 Graduagao, Ciéncias Biologicas

Disciplinas ministradas:
Aulas tedricas e préticas (carga horéria: 12hs) , Citogenética Geral

03/2003 - 02/2008 Pesquisa e Desenvolvimento, Centro de Ciéncias Biologicas, Departamento de Genética

Linhas de pesquisa:
Citogenética Animal e Humana

03/2003 -11/2004 Estagio, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Genética

Estégio:
Estégio voluntario em Citogenética de Chiroptera

2. Universidade de Pernambuco - UPE

Vinculo
institucional

2013 -2013 Vinculo: Aulas ministradas , Enquadramento funcional: Ministrante de aulas , Carga horaria: 3, Regime:
Parcial

Atividades
02/2002 - 02/2003 Outra atividade técnico-cientifica, Instituto de Ciéncias Bioloégicas UPE
Especificagdo:

Monitoria de Anatomia

3. Faculdade de Odontologia de Pernambuco - FOP

Vinculo
institucional

2011 -2013 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Colaborador
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4. Comisséao Nacional de Energia Nuclear - CNEN

Vinculo
institucional

2008 -2010

Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Colaborador , Carga horaria: 12, Regime: Parcial

5. Colégio Alpha - COLEGIO ALPHA

Vinculo
institucional

2007 -2009

Vinculo: Professora , Enquadramento funcional: Professora de Biologia , Carga horaria: 60, Regime: Integral

Linhas de pesquisa

1.

Citogenética Animal e Humana

Objetivos:Na Citogenética Animal o objetivo € caracterizar citogeneticamente espécies pertencentes a
familia Phyllostomidae a partir de técnicas citogenéticas classicas (coloragao convencional, bandeamento
C, impregnagéo com nitrato de prata e fluorocromos base-especificos), alémde técnicas de citogenética
molecular (FISH) para realizar o mapeamento cromossémico de DNAs repetitivos (genes ribossomais 18S e
58, de histonas H3 e H4 e sequéncia telomérica), fazendo uso destes marcadores cromossomicos para um
melhor entendimento sobre a evolugéo cromossémica dos representantes de morcegos da familia
Phyllostomidae. Na Citogenética Humana o objetivo é investigar a interagéo dos néutrons com sistemas
biolégicos e realizar a implementagéo da dosimetria bioldgica para néutrons no Laboratério de Dosimetria
Biolégica (LDB) do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE/CNEN) afim de utiliza-la
em futura prestagao de servigos em dosimetria bioldgica de néutrons. Na Mutagénese o objetivo é avaliar o
potencial efeito genotdxico do farmaco formocresol em sangue periférico humano.

Areas de atuacdo

1.
2.

Projetos

Projetos de
pesquisa

2013 - Atual

2012 - Atual

2011 -2013

2010 - 2011

Genética

Genética Animal
Citogenética Animal
Citogenética de Chiroptera

Citogenética Humana

Polimorfismos Genéticos relacionados a Leishmaniose como fatores de risco para as Fendas Labiopalatais.

Descrigao: Verificar a prevaléncia de fissuras labiopalatais ndo associadas a sindromes com a prevaléncia
de Leishmaniose em um mesmo Municipio e mesmo periodo periodo histérico para confirmar a associagéo
de polimorfismos genéticos provocados pela Leishmaniose como fatores de risco para as fissuras
labiopalatais..

Situag&o: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (1); Mestrado profissionalizante (1); Doutorado (2);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Neide Santos; Aronita Rosenblatt (Responsavel); Arnoldo
Vasconcelos de Alencar Filho

Anélise cromosso6mica convencional e molecular em morcegos das familias Phyllostomidae e
Emballonuridae do Estado de Pernambuco.

Descrig&o: Este projeto visa descrever a macro-estrutura cromossoémica, incluindo nimero diploide,
mecanismo de determinagcdo sexual em diferentes espécies de morcegos; Analisar o padrao de localizagao
da heterocromatina constitutiva através do bandeamento C e coloragdo com fluorocromos base
especificos (CMA3 e DAPI);Determinar a localizagéo das RONs através da impregnagdo com AgNO3;lsolar
e mapear as sequéncias nucleotidicas das familias multigénicas de RNAs ribossomais (RNAr 5S e 18S) em
diferentes espécies de morcegos das familias Phyllostomidae e Emballonuridae..

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (1); Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Neide Santos (Responsavel); Vilma Loreto

AVALIAGAO IN VIVO DO PODER MUTAGENICO DO FORMOCRESOL EM PULPOTOMIAS DE DENTES
DECIDUOSGAO AO TEMPO DE EXPOSIGAO PULPAR

Situagédo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (1); Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Neide Santos; Ana Catarina Gaioso Lucas Leite; Aronita Rosenblatt
(Responsavel); Arnoldo Vasconcelos de Alencar Filho

Verificacdo da taxa de alteragdes cromossémicas em sangue humano irradiado em campo misto néutron-
gama com diferentes doses absorvidas.

Descricao: Este trabalho tem como objetivo dar continuidade ao estudo da relagéo entre as freqliéncias de
alteragdes cromossomicas instaveis e a irradiagéo por campo misto néutron-gama, submetendo-se
amostras a mais duas diferentes doses (0,50 Gy e 0,81 Gy).

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (1); Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Neide Santos; Eudice Correia Vilela; Fabiana Farias de Lima
(Responsavel); Priscilla Luna Gois de Souza; José Odinilson de Caldas Brandao; Mariana Esposito
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico-CNPq
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2009 -2010 Verificagdo da taxa de alteragdes cromossdmicas em sangue humano irradiado em campo misto néutron-
gama comdiferentes doses absorvidas.

Descri¢ao: Com o crescimento continuo da industria de energia nuclear e a introdug&o de fontes de
néutrons na radioterapia, os problemas de protegéo radioldgica associados tendem a aumentar. A
dosimetria fisica de néutrons é reconhecida como um campo dificil, e uma vez que a sensibilidade da
dosimetria citogenética aumenta com o LET, fica claro que a técnica bioldgica pode exercer uma importante
contribuicdo na protegéo radioldgica. Todavia, pouco se tém discutido sobre os mecanismos fisicos,
associados aos néutrons de baixa e alta energia, responsaveis por causar danos as células somaticas e
germinativas (saudaveis ou tumorais). Logo, € de suma importancia realizar uma investigagéo aprofundada
sobre esse aspecto, tornando assim possivel realizar uma avaliagdo mais precisa dos regimes
terapéuticos envolvendo néutrons. Dentre as alteragdes cromossomicas (AC) utilizadas na dosimetria
citogenética destacamr-se as alteragdes assimétricas ou instaveis (dicéntricos, cromossomos emanel e
fragmentos acéntricos), capazes de fornecer uma estimativa real da dose absorvida, que duram por curto
periodo de tempo e as alteragdes simétricas ou estaveis (translocagdes reciprocas, ndo-reciprocas e
insergdes) que persistem por muitos anos. Em trabalho anterior, no qual uma amostra de sangue periférico
foi irradiada por uma fonte (241AmBe) de campo misto néutron-gama com uma dose especifica de 0,96 Gy,
observou-se umaumento das alteragdes cromossomicas instaveis quando comparada ao controle,
sugerindo a possibilidade de haver uma relagéo entre a dose absorvida e a freqliéncia dessas alteragdes
citogenéticas. Todavia, ha necessidade de maiores esclarecimentos quanto ao comportamento dessas
alteragdes quando a amostra é submetida a diferentes doses. Este trabalho se propde a avaliar a variagdo
das frequiéncias de alteragées cromossomicas instaveis quando submetidas a diferentes doses
absorvidas (0,41 e 0,66 Gy) em campo misto néutron-gama.

Situag&o: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (1); Doutorado (2);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Neide Santos; Eudice Correia Vilela; Fabiana Farias de Lima
(Responsavel); Priscilla Luna Goéis de Souza; José Odinilson de Caldas Branddo

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico-CNPq

2009 -2013 Mapeamento cromossomico de genes ribossomais 18S e 5S e de histonas H3 e H4 em espécies de
morcegos da familia Phyllostomidae do Estado de Pernambuco.

Descrigao: Andlise citogenética molecular comparativa em espécies de morcegos da familia Phyllostomidae
através da FISH, para contribuir com o mapeamento cromossémico de genes ribossomais 18S e 5S, e dos
genes de histonas H3 e H4 nesses organismos, na tentativa de entender melhor a organizagao
cromossomica estrutural e os mecanismos evolutivos dessa familia taxonomicamente diversa.

Situag&o: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (2); Doutorado (1);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Neide Santos; Maria José de Souza Lopes (Responsavel)
Financiador(es): Fundagédo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco-FACEPE

2008 - 2009 Estabelecimento da taxa de alteragdes cromossomicas em sangue humano periférico irradiado em campo
misto néutron-gama.

Descrigao: O acompanhamento de alteragdes cromossémicas em linfécitos do sangue periférico tem sido
utilizado para determinar a dose de radiagéo absorvida emindividuos expostos acidental ou
ocupacionalmente a radiagéo gama. No entanto ndo ha muitos estudos baseado nos efeitos do campo misto
néutron-gama. A radiobiologia de neutros tem grande importancia porque em usinas nucleares a nivel
mundial ha varias centenas de milhares de individuos monitorados como potencialmente recebendo doses
de néutrons. Neste trabalho, observou-se as freqiiéncias de alteragdes cromossomicas instaveis
induzidas por um campo misto néutron-gama. O sangue, obtido a partir de um doador saudavel, foi exposto
a duas fontes de campo misto néutron-gama de 241AmBe (20 Ci), no Laboratério de Calibragao de
Neéutrons (LCN - CRCN/ NE - PE - Brasil). Os cromossomos foram observados em metéfase, seguido do
bloqueio de colcemid e 1000 metafases vidveis foram analisadas quanto a presenga de dicéntricos por dois
experientes analistas. Os resultados sugerem que existe a possibilidade de uma relagéo diretamente
proporcional entre dose absorvida de radiagdo campo misto néutron-gama e a freqliéncia de alteragdes
cromossdmicas instaveis analisadas neste trabalho.

Situagédo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (2); Mestrado académico (1); Mestrado profissionalizante (1); Doutorado
(2);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Neide Santos; Eudice Correia Vilela; Fabiana Farias de Lima
(Responsavel); Priscilla Luna Gois de Souza; José Odinilson de Caldas Brandao; Joelan Angelo de Lucena
Santos; Carlos Henrique Fulgéncio Pereira Vale

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico-CNPq

2007 -2009 Curva dose-resposta para sangue exposto a campo misto néutron-gama pelo método citogenético
convencional

Descrigao: Ha uma crescente preocupagdo quanto a tripulantes de companhias aéreas (cerca de um
milhdo em todo 0 mundo) ser expostos a doses mensuraveis de néutrons. Historicamente, ensaios de
biodosimetria citogenética tém sido baseados em quantificar alteragées cromossémicas assimétricas
(dicentricos, anéis cromossomicos e fragmentos acéntricos) em mitose-estimulada de linfocitos T em sua
primeira mitose apds a exposicéo as radiagées. O aumento dos niveis de danos no cromossomo de
linfécitos do sangue periférico sdo umindicador sensivel de exposi¢do a radiagéo, e s&o rotineiramente
exploradas para avaliar a dose absorvida de radiagdo apés exposigéo acidental ou ocupacional. Uma vez
que acidentes radiolégicos ndo sdo comuns, nem todas as nagdes acham ser economicamente justificavel
manter um servigo de biodosimetria. No entanto, o acesso confidvel a capacidade da dosimetria bioldgica &
completamente critico em caso de acidente. Neste documento, a curva dose-resposta foi medido pela a
indugdo de alteragbes cromossomicas em linfdcitos do sangue periférico apds exposigéo cronica in vitro
de campo misto néutron-gama. O sangue foi obtido a partir de um doador saudavel e foi exposto a um
campo misto néutrons-gama a partir de fontes 241AmBe (20 Ci), no Laboratério de Calibragédo de Néutrons
(LCN - CRCN/ NE - PE - Brasil). As doses absorvidas foram avaliados em0,2 Gy, 1,0 Gy e 2,5 Gy. Os
cromossomos dicénticos foram observados em metafase, seguido do bloqueio de colcemid e 1000
metafases viaveis foramanalisadas quanto a presenca de dicentricos apos corados por Giemsa 5%.
Nossos resultados preliminares mostraram uma dependéncia linear entre a dose de radiagédo absorvida e
frequéncias de cromossomos dicéntricos. A curva dose-resposta descrita no presente documento
contribuira para a construgao da curva de calibragéo, que sera utilizado em nosso laboratério de dosimetria
biolégica.

Situag&o: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (1); Mestrado académico (1); Mestrado profissionalizante (1); Doutorado
(1)

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Neide Santos; Eudice Correia Vilela (Responsavel); Fabiana Farias de
Lima; Priscilla Luna Goéis de Souza; José Odinilson de Caldas Brandao; Joelan Angelo de Lucena Santos
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico-CNPq

2006 - 2008 Analise Citogenética Comparativa entre Glossophaga soricina, Platyrrhinus lineatus e Sturnira lilium
(Phyllostomidae, Chiroptera).

Descrigao: Realizar uma andlise citogenética comparativa entre trés espécies da familia Phyllostomidae
através de marcadores citogenéticos diferenciais para um melhor enrtendimento sobre a evolugao
cromossomica da familia Phyllostomidae.

Situagéo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Maria José de Souza (Responsavel); Neide Santos
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2003 -2004

Outros tipos
de projetos

2007 -2010

Producao

Curriculo Lattes
Numero de produgdes C,T & A: 2/

Caracterizagdo Cromossomica em Platyrrhinus lineatus (Phyllostomidae, Chiroptera).

Descrigdo: Realizar andlise citogenética em Platyrrhinus lineatus (Phyllostomidae, Chiroptera) através de
diferentes técnicas citogenéticas.

Situag&o: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (1);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Maria José de Souza; Neide Santos (Responsavel)
Financiador(es): Universidade Federal de Pernambuco-UFPE

Numero de producdes C,T & A: 1/

Implementag&o da Dosimetria Bioldgica para Néutrons no Centro Regional de Ciéncias Nucleares do
Nordeste — CRCN-NE/CNEN

Descrigcao: Este projeto visa implementar a dosimetria bioldgica para néutrons no Laboratério de Dosimetria
Biolégica (LDB) do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE/CNEN) a ser utilizada
para ensaios futuros nas investigagdes relativas a interagdo dos néutrons com sistemas bioldgicos e a
prestacéo de servico em dosimetria biolégica de néutrons.

Situag&o: Em andamento Natureza: Outros tipos de projetos

Alunos envolvidos: Graduagéo (2); Mestrado académico (1);

Integrantes: Merilane da Silva Calixto; Neide Santos; Eudice Correia Vilela; Fabiana Farias de Lima
(Responsavel); Simey de Souza Ledo Pereira Magnata; Priscilla Luna Géis de Souza

Produgao bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1.

= CALIXTO, MERILANE DA SILVA- ANDRADE, ZAQUIEL SANTOS, CABRAL-DE-MELLO, DIOGO
CAVALCANTI, Santos, Neide, MARTINS, CESAR, LORETO, VILMA, SOUZA, MARIA JOSE

Patterns of rDNA and telomeric sequences diversification: contribution to repetitive DNA organization in
Phyllostomidae bats. Genetica ('s-Gravenhage). EEGN v.141, p.NOS 10-12 - , 2013.

'[s_} de Lemos Pinto, Marcela, DA SILVA CALIXTO, MERILANE de Souza, Maria José, de Aratijo,
Ana Paloma Tavares, Langguth, Alfredo, Santos, Neide

Cytotaxonomy of the subgenus Artibeus (Phyllostomidae, Chiroptera) by characterization of species-
specific markers. Comparative Cytogenetics (Print). v.6, p.17 -, 2012.

f:} Leite, ACGL, Rosenblatt, A, CALIXTO, MS, Silva, CM, Santos, Neide

Genotoxic Effect of Formocresol Pulp Therapy of Deciduous Teeth.. Mutation Research. Genetic Toxicology
and Environmental Mutagenesis. , v.747,p.93 - 97, 2012.

"‘:‘; Brandao, JOC, Souza, PLG, CALIXTO, MS, Santos, JAL, SANTOS, N, Lima, F. F.r VILELA,E C.
Biological dosimetry for mixed gamma-neutron field.. Scientia Plena. , v.7, p.1 - 5, 2011.

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

Brandao, JOC, Souza, PLG, CALIXTO, MS, SANTOS, N, VILELA, E. C,, Lima, F. F.
Analysis of Unstable Chromosome Alterations Frequency Induced by Neutron-Gama Mixed Field Radiation
In: International Nuclear Atlantic Conference — INAC 2009, 2009, Rio de Janeiro.

Trabalhos completos. , 2009.

Brandao, JOC, Souza, PLG, CALIXTO, MS, Santos, JAL, SANTOS, N, Lima, F. F., VILELA, E. C.
Dose-Response Curve for Blood Exposed to Gamma-Neutron Mixed Field by Conventional Cytogenetic
Method. In: International Nuclear Atlantic Conference — INAC 2009, 2009, Rio de Janeiro.

Trabalhos completos. , 2009.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

CALIXTO, MS, Andrade, IS, Diogo, Loreto, V, Souza, MJ
Mapeamento cromossémico dos genes ribossomais 18S e 5S em morcegos Phyllostomidae (Chiroptera). In:
XIX Encontro de Genética do Nordeste, 2012, Petrolina/Juazeiro.

XIX Encontro de Genética do Nordeste. , 2012.

CALIXTO, MS, Andrade, IS, Diogo, SANTOS, N, Souza, MJ
Mapeamento fisico de sequéncias de DNAs repetitivos em Phyllostomus elongatus (Phylostomidae,
Chiroptera). In: XIX Encontro de Genética do Nordeste, 2012, Petrolina/Juazeiro.

XIX Encontro de Genética do Nordeste. , 2012.

i‘:f' CALIXTO, MS, Cabral-de-Mello, DC, Andrade, IS, Loreto, V, Martins, C, SANTOS, N, Souza, MJ

A centromeric repetitive L1-Like DNA is conserved among Phyllostomidae bats species (Chiroptera). In: 2a
Reunido Brasileira de Citogenética, 2011, Aguas de Lindéia.
Resumos., 2011.

CALIXTO, MS, Oliveira, KG, Andrade, IS, Cabral-de-Mello, DC, Loreto, V, Martins, C, SANTOS, N, Souza, MJ
Chromosomal mapping of rDNA genes in Carollia perspicillata (Phyllostomidae, Chiroptera) In: 57° Congresso
Brasileiro de Genética, 2011, Aguas de Linddia.

Resumos., 2011.

Andrade, IS, CALIXTO, MS, Oliveira, KG, Cabral-de-Mello, DC, Souza, LGR, SANTOS, N, Loreto, V, Martins,

C, Souza, MJ

Chromosomal mapping of rDNA genesand telomeric repeat in Artibeus lituratus an A. planirostris bats

(Chiroptera: Phyllostomidae). In: 57° Congresso Brasileiro de Genética, 2011, Aguas de Lindoia’.
Resumos., 2011.

Silva, RCS, Machado, CBS, CALIXTO, MS
Anélise Filogenética de morcegos do género Artibeus baseada em sequéncais de DNA mitocondrial
citocromo B. In: XXV Il Congresso Brasileiro de Zoologia, 2010, Belém.

Resumos., 2010.

Souza, PLG, Brandao, JOC, CALIXTO, MS, Silva, JR, Santos, JAL, SANTOS, N, VILELA, E. C., Lima, F. F.

Taxa De Alteragdes Cromossdmicas Devido A Irradiagdo Em Campo Misto Néutron-Gama: Resultados

Preliminares. In: VIl Congresso da Sociedade Brasileira de Biociéncias Nucleares, 2010, Recife.
Resumos., 2010.
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Souza, PLG, Brandao, JOC, CALIXTO, MS, SANTOS, N, VILELA, E. C,, Lima, F. F.
Analysis of Unstable Chromosome Alterations Frequency Induced by Neutron-Gama Mixed Field Radiation
In: International Nuclear Atlantic Conference — INAC 2009, Rio de Janeiro.

Resumos., 2009.

Brandao, JOC, Souza, PLG, CALIXTO, MS, SANTOS, N, VILELA, E. C., Lima, F. F.
Dose-Response Curve for Blood Exposed to Gamma-Neutron Mixed Field by Conventional Cytogenetic
Method. In: International Nuclear Atlantic Conference — INAC 2009, 2009, Rio de Janeiro.

Resumos. , 2009.

Apresentacao de trabalho e palestra

1.

CALIXTO, MS, Andrade, IS, Diogo, Loreto, V, SOUZA, M. J.
Mapeamento cromossémico dos genes ribossomais 18S e 58 em morcegos Phyllostomidae
(Chiroptera)., 2012. (Outra,Apresentagdo de Trabalho)

CALIXTO, MS, Andrade, IS, Diogo, SANTOS, N, SOUZA, M. J.
Mapeamento fisico de sequéncias de DNAs repetitivos em Phyllostomus elongatus
(Phylostomidae, Chiroptera)., 2012. (Outra,Apresentagdo de Trabalho)

CALIXTO, MS, Andrade, IS, Diogo, Santos, Neide, Loreto, V, Martins, C, Souza, MJ
Physical mapping of repetitive sequences in three spcies of Phyllostomidae bats
(CHIROPTRA), 2012. (Simposio,Apresentagao de Trabalho)

CALIXTO, MS, Andrade, IS, Cabral-de-Mello, DC, Santos, Neide, Loreto, V, Martins, C, Souza, MJ
Physical mapping of repetitive sequences in three spcies of Phyllostomidae bats
(CHIROPTRA), 2012. (Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

CALIXTO, MS, Cabral-de-Mello, DC, Andrade, IS, Loreto, V, Martins, C, SANTOS, N, Souza, MJ
A centromeric repetitive L1-Like DNA is conserved among Phyllostomidae bats species
(Chiroptera)., 2011. (Outra,Apresentagdo de Trabalho)

CALIXTO, MS, Cabral-de-Mello, DC, Andrade, IS, Loreto, V, Martins, C, SANTOS, N, Souza, MJ
A centromeric repetitive L1-Like DNA is conserved among Phyllostomidae bats species
(Chiroptera)., 2011. (Outra,Apresentagéo de Trabalho)

Andrade, IS, CALIXTO, MS, Oliveira, KG, Cabral-de-Mello, DC, Souza, LGR, SANTOS, N, Souza, MJ, Loreto,
\

Chromosomal mapping of rDNA genesand telomeric repeat in Artibeus lituratus an A.
planirostris bats (Chiroptera: Phyllostomidae)., 2011. (Outra,Apresentagéo de Trabalho)

Silva, RCS, Machado, CBS, CALIXTO, MS
Anadlise Filogenética de morcegos do género Artibeus baseada em sequéncais de DNA
mitocondrial citocromo B., 2010. (Congresso,Apresentagéo de Trabalho)

Souza, PLG, Brandao, JOC, CALIXTO, MS, Silva, JR, Santos, JAL, SANTOS, N, VILELA, E. C., Lima, F. F.
Taxa De Alteragées Cromosséomicas Devido A Irradiagdo Em Campo Misto Néutron-Gama:
Resultados Preliminares., 2010. (Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

Souza, PLG, Brandao, JOC, CALIXTO, MS, SANTOS, N, VILELA, E. C, Lima, F. F.
Analysis of Unstable Chromosome Alterations Frequency Induced by Neutron-Gama Mixed
Field Radiation, 2009. (Conferéncia ou palestra,Apresentacéo de Trabalho)

Orientagdes e Supervisdes

Orientagoes e supervisoes

Orientacdes e supervisdes concluidas

Trabalhos de conclusdo de curso de graduagao

1.

Eventos

Eventos

Ayda Cristina F. Oliveira. Morcegos do Estado de Pernambuco, Brasil (Mammalia, Chiroptera):
riqueza de espécies e distribuigcao.. 2011. Curso (Ciéncias Biolégicas) - Universidade Federal de
Pernambuco

w

Kalyne Guimaraes de Oliveria. Mapeamento cromossomico de genes ribossomais 18S e da
histona H3 em Carollia perspicillata.. 2009. Curso (Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal de
Pernambuco

Participacao em eventos

Conferencista no(a) Il Ciclo de palestras em Genética, 2013. (Seminario)
Mapeamento cromossémico de DNA repetitivos em espécies de morcegos da familia Phyllostomidae..

Il Jornada de Pés-graduagao em Genética, 2012. (Outra)
Conservacao da sequéncia centromérica MAZE/L1-Like entre espécies de morcegos Phyllostomidae
(Chiroptera)..

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) XIX Encontro de Genética do Nordeste, 2012. (Encontro)
Mapeamento cromossoémico dos genes ribossomais 18S e 5S em morcegos Phyllostomidae (Chiroptera)..

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) XIX Encontro de Genética do Nordeste, 2012. (Encontro)
Mapeamento fisico de sequéncias de DNAs repetitivos em Phyllostomus elongatus (Phylostomidae,
Chiroptera)..

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) 58° Congresso Brasileiro de Genética, 2012. (Congresso)
Physical mapping of repetitive sequences in three spcies of Phyllostomidae bats (CHROPTRA).

Apresentagao de Poster / Painel no(a) | Simpésio Brasileiro de Identificagdo Molecular de
espécies, 2012. (Simposio)
Physical mapping of repetitive sequences in three spcies of Phyllostomidae bats (CHROPTRA).

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) 2a Reunido Brasileira de Citogenética, 2011. (Outra)
A centromeric repetitive L1-Like DNA is conserved among Phyllostomidae bats species (Chiroptera)..
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8. Apresentagéo Oral no(a) 2° Reunido Brasileira de Citogenética, 2011. (Outra)
A centromeric repetitive L1-Like DNA is conserved among Phyllostomidae bats species (Chiroptera)..

9. Apresentagéo de Poster / Painel no(a) 57° Congresso Brasileiro de Genética, 2011. (Congresso)
CHROMOSOMAL MAPPING OF RDNA GENES AND TELOMERIC REPEAT IN Artibeus lituratus and A.
planirostris bats (Chiroptera: Phyllostomidae).

10. Apresentagado de Poster / Painel no(a) 57° Congresso Brasileiro de Genética, 2011. (Congresso)
Chromosomal mapping of rDNA genes in Carollia perspicillata (Phyllostomidae, Chiroptera).

11. Apresentagéo de Poster / Painel no(a) 2a Reunido Brasileira de Citogenética, 2011. (Outra)
Chromosomal mapping of rDNA genesand telomeric repeat in Artibeus lituratus an A. planirostris bats
(Chiroptera: Phyllostomidae)..

12. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) | Jornada de Pés-graduagdo em Genética, 2011. (Outra)
Mapeamento cromossémico dos genes ribossomais 18S e 5S em espécies de morcegos (Phyllostomidae,
Chiroptera)..

13. I Simpésio de Inovagéo en Ciéncias Biolégicas, 2009. (Simpdsio)

Organizagao de evento

1. Loreto, V, CALIXTO, MS, Regueira-Neto, MS, Cipriano, LSN
1l Curso de Praticas em Citogenética Animal, 2013. (Outro, Organizag&o de evento)

2. Balbino, VQ, Santos, Neide, CALIXTO, MS, Regueira-Neto, MS
Il Jornada de Pés-graduagdo em Genética, 2013. (Outro, Organizagédo de evento)

3. CALIXTO, MS, Loreto, V
Il Curso de Inverno: Praticas em Citogenética Animal, 2012. (Outro, Organizagéo de evento)

4. Balbino, VQ, Bispo, AVS, CALIXTO, MS, Regueira-Neto, MS
Il Jornada de Pés-graduacao em Genética, 2012. (Outro, Organizagéo de evento)

5. Loreto, V, CALIXTO, MS
Curso de Inverno: Praticas em Citogenética Animal, 2011. (Outro, Organizagdo de evento)

Bancas

Bancas

Participacao em banca de trabalhos de conclusao

Curso de aperfeicoamento/especializacao

1. CALIXTO, MS, Beltrdo, ACM, SANTOS, N, Guerra, DQ
Participagdo em banca de Milton da Silva Junior. Morcegos do Vale do Catimbau, Buique,
Pernambuco, Brasil: Uma Sintede Bibliografica., 2009
(Desenvolvimento Sustentavel e Meio Ambiente) Universidade de Pernambuco

2. CALIXTO, MS, Beltrao, ACM, Moura, RC, Guerra, DQ
Participagéo embanca de Alfred César Freire Dantas. Morcegos insetivoros da Reserava Biolégica
de Saltinho, Rio Formoso/Tamandaré, Pernambuco, Brasil: Uma Sintese Bibliografica., 2009
(Desenvolvimento Sustentavel e Meio Ambiente) Universidade de Pernambuco

Graduagéao

1. SANTOS, N, CALIXTO, MS, Santos, LO, Bispo, AVS
Participagdo em banca de Camila Barbosa Muniz. Avaliagdo da mutagenecidade do formocresol em
linfécitos de sangue periférico do teste de metafase: andlise citogenética in vitro., 2014
(Ciéncias Biolégicas) Universidade Federal de Pernambuco

2. Santos, JAL, Santos, Neide, CALIXTO, MS
Participagdo em banca de Paula Bruno Monteiro. Validag@o da curva de calibracido dose-resposta
para campo misto néutron-gama do Laboratério de Dosimetria Biolégica do CRCN-NE/CNEN.,
2013
(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco

3. CALIXTO, MS, Amaral, BAS, Mélo, MEB
Participagdo embanca de Criatiane Vasconcelos Chaves. Investigagdo genotéxica do farmaco
antiparasitario Praziquantel utilizado no tratamento da Esquitossomose., 2012
(Ciéncias Biolégicas) Universidade Federal de Pernambuco

4. Rocha, MF, CALIXTO, MS, Souza, MJ, Bispo, AVS
Participagdo embanca de Allison Kleiton dos Anjos. Dinamica evolutiva de genes ribossomais e
histona H4 no genéro Radacridium (Romaleidae), 2011
(Ciéncias Biolégicas) Universidade Federal de Pernambuco

5. Moura, RC, CALIXTO, MS, Barros, HDR, Souza, MJ
Participagéo em banca de Izaquiel Santos de Andrade. Mapeamento cromossdmico dos genes
ribossomais DNAr 45S, 5S e sitios teloméricos nos morcegos Artibeus lituratus e Artibeus
planirostris (Chiroptera, Phyllostomidade)., 2011
(Ciéncias Bioldgicas) Universidade Federal de Pernambuco

6. SANTOS, N, CALIXTO, MS
Participagdo em banca de Mariana Esposito Mendes. Verificagao da taxa de alteragoes
cromossdmicas em sangue humano com diferentes doses absorvidas em feixe gama., 2011
(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco

7. CALIXTO, MS, Garcia, PS, SANTOS, N
Participagdo em banca de Suelen Fernanda Gomes Lourenco. Associagdo entre os polimorfismos do
cromossomo 9 e alteragdes fenotipicas em pacientes com suspeita de Sindrome de Turner.,
2010
(Ciéncias Bioldgicas) Universidade Federal de Pernambuco

8. SANTOS, N, CORNELIO, M. T. M. N., Burégio, PF, CALIXTO, MS
Participagdo embanca de Luana Oliveira dos Santos. Sequéncias do Cromossomo Y na Sindrome de
Turner e o Risco de Gonadoblastoma., 2010
(Ciéncias Bioldgicas) Universidade Federal de Pernambuco

9. SANTOS, N, CALIXTO, MS
Participagdo em banca de Priscilla Lunba Gois de Souza. Verificagao da taxa de alteragoes
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cromossomicas em sangue periférico em campo misto néutron-gama., 2010
(Biomedicina) Universidade Federal de Pernambuco

Participacdo em banca de comissoes julgadoras

Outra

1. Feira Cientifico Cultural da UFPE e Colégio de Aplicagao 2013: "Experimentagdo: Vamos fazer
ciéncia", 2014
Universidade Federal de Pernambuco

2. Universidade/Sociedade em dialogo: Tradigdo e Inovagao na Extensao Universitaria, 2013
Universidade Federal de Pernambuco

3. Xl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo da UFRPE (JEPEX 2013), 2013
Universidade Federal Rural de Pernambuco

4. Xll Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao da UFRPE (JEPEX 2012), 2012
Universidade Federal Rural de Pernambuco

5. Feira Cientifico-Cltural "Ciéncia Recife 011 - O jovem como agente de transformagéo”, 2011
Colégio de Aplicagéo - UFPE

6. XVII Congresso de Iniciagao Cientifica da UFPE, 2009
Universidade Federal de Pernambuco
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