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Resumo

Cromossomos B (Bs) sao elementos adicionais ao cariétipo dos genomas de
inumeros eucariotos. Nao possuem homaologos e nao se recombinam, e ndo seguem
o padrao mendeliano de segregacao, tendendo a se acumularem na linhagem
germinativa. Grande parte do DNA desses elementos (Bs) € composta por DNA
satélites (DNAsat), que sao sequéncias repetidas, organizadas em tandem
(ustapostas) e em agrupamentos (clusters). Os DNAs satélites evoluem por
mecanismo de "evolugdo em concerto", causando uma homogeneizagdo das
sequéncias. Uma das espécies na qual foi relatado a presenca de Bs € o gafanhoto
Abracris flavolineata, havendo casos de individuos com um ou mais desses
elementos. Nesta espécie os Bs foram caracterizados como sub-metacéntricos e sua
origem foi relacionada, possivelmente, ao cromossomo 1. No presente trabalho
aprofundamos o conhecimento sobre a estrutura, organizagao, padroes de evolugao
e variabilidade intragendmica de cinco distintos DNAs satélites no complemento A e
no cromossomo B da espécie. Para isso, recuperamos sequéncias dos cinco
DNAsat de ambos materiais genéticos (0B e uB) a partir da amplificagao por PCR,
clonagem e sequenciamento nucleotidico e analisamos sua variabilidade. Foram
geradas arvores de distancia comparativa entre os genomas para cada sequéncia
de DNAsat, constatando que as sequéncias advindas do uB apresentaram maior
variabilidade entre si do que aquelas dos cromossomos A, que ja estdo mais
homogeneizadas, o que reflete a evolugao independente do cromossomo B,
levando a um distanciamento em relacdo aos As. Nas arvores de distancia é
possivel observar agrupamentos bem separados de sequéncias do complemento

A e do cromossomo B.

Palavras-chave: cromossomo supranumerario, DNAs repetitivos, genoma, evolugao
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1. Introdugao
1.1 Cromossomos B

Descobertos ha mais de um século, por Wilson (1907), os cromossomos
B (Bs), acessorios ou supernumerarios sao elementos extras presentes no
cariétipo de uma grande variedade de espécies de plantas, animais e fungos.
Sao cromossomos dispensaveis a viabilidade e desenvolvimento normal dos
organismos. Esses cromossomos nao possuem homodlogos, ndo se
recombinam com os elementos do complemento A (complemento normal) e
nao obedecem ao padrao mendeliano de segregacdo. Sao transmitidos a
proxima geragcdo em uma frequéncia que excede os 50% esperados,
observados nos demais cromossomos, de acordo com o padrao Mendeliano de
segregacdo (RUBAN et al.,, 2017; HOUBEN et al.,, 2013). Em algumas
populagdes estes cromossomos, apesar de serem prescindiveis ao genoma e
ao organismo, em diversos casos podem exercer influéncia na evolugdo do
genoma, como por exemplo em gafanhotos da espécie Myrmeleotettix
maculatus, em que a presenca de Bs foi correlacionada ao aumento da
frequéncia e distribuicdo de quiasmas entre os cromossomos normais do
genoma (cromossomos A; As), que reflete no aumento das recombinagdes
genéticas (CAMACHO et al., 2000; HEWITT; JOHN, 1967; CAMACHO et al.,
1980).

A origem dos cromossomos B pode ser intraespecifica (do genoma do
proprio hospedeiro) ou através de hibridizagdo interespecifica. Em razdo da
forma de segregacédo e auséncia de recombinagdo, os Bs tém sua propria
evolucdo, que independe dos cromossomos A, podendo sofrer efeito deletério
pelo acumulo em excesso de mutagbes (efeito Catraca de Muller), ou
acumular-se em uma linhagem ao longo do tempo, e, quando em grande
namero, podem inclusive comprometer a fertilidade e crescimento do individuo
(GREEN, 1990; CAMACHO et al., 2000; BEUKEBOOM, 1994; HOUBEN et al.,
2013). Em algumas espécies, por exemplo Zea mays, pode-se observar um
numero de Bs excedendo ao de cromossomos As (2n = 20 As + 0-34 Bs)
(HOUBEN et al., 2013). A variagdo desses cromossomos pode ocorrer, ainda,
entre tecidos de um mesmo organismo, por exemplo nas gramineas Aegilops
speltoides e Aegilops mutica, espécies em que os Bs podem ocorrer nas partes
aéreas, e estarem ausentes nas raizes (MENDELSON; ZOHARY, 1972; OHTA,



1996). Em gafanhotos, a variacdo pode dar-se entre foliculos dos testiculos,
que, durante a espermatogénese, o cromossomo B pode vir a segregar ou n&o
as células filhas (NUR, 1969; KAYANO, 1971; LOPEZ-LEON, et al., 1996;
CABRERO et al., 2017).

Desde sua descoberta, esse elemento foi relatado em aproximadamente
15% das espécies de eucariotos cariotipadas (CAMACHO, 2005). Entre os
insetos ha uma ampla ocorréncia de Bs, tendo sido observados entre os mais
diversos grupos como por exemplo em Hymenoptera, as espécies Tetragonisca
latreille (BARTH et al. 2011) e Partamona helleri (BRITO et al., 1997). Na
ordem Coleoptera, em diversas superfamilias, das quais pode-se citar como
exemplo os escarabeideos Dichotomius geminatus (CABRAL-DE-MELLO et
al., 2010) e Coprophanaeus cyanesces (OLIVEIRA et al.,, 2012). Como
destaque, porém, tem-se a ordem Orthoptera, que esta entre os organismos
que tiveram maior quantidade de espécies relatadas portadoras de
cromossomos B (CAMACHO et al., 2000), geralmente n&o apresentando uma
frequéncia uniforme. Dentre as superfamilias dessa ordem sobressaem-se
Pyrgomorphoidea (32.3% das espécies contendo Bs), Grylloidea (14.9%),
Acridoidea (14.6%) e Tetrigoidea (14.3%) (PALESTIS et al., 2010).

Na espécie Abracris flavolineata, pertencente a superfamilia Acridoidea, a
presenca de cromossomos Bs foi descrita primeiramente por Cella e Ferreira
(1991). Analises posteriores, e ainda em andamento, tém como objetivo
elucidar, por exemplo, a composi¢do, evolugdo, origem e fungdo desses
elementos (MENEZES-DE-CARVALHO et al., 2015; MILANI; CABRAL-DE-
MELLO, 2014; MILANI et al.,, 2017; PALACIOS-GIMENEZ et al., 2014). O
cromossomo B da espécie é sub-metacéntrico na populacao de Rio Claro/SP, e
foram observados individuos com um ou dois destes elementos. Sua origem
pode estar relacionada ao cromossomo autossOmico (par 1), devido ao
compartilhamento de clusters de U2 snDNA entre ambos (BUENO et al., 2013;
MENEZES-DE-CARVALHO et al., 2015).

1.2 DNAs satélites
Em muitas espécies, tanto de animais quanto vegetais, os Bs tém sido
frequentemente identificados portando denso conteudo de DNAs satélites

(DNAsat), tendo sido muitas vezes estes cromossomos maiores do que 0s



encontrados no genoma que deu origem ao elemento (CAMACHO, 2000).
DNAsat sao sequéncias que podem apresentar de poucas bases até centenas
delas, que se repetem, estando organizadas em tandem (justapostas) e em
agrupamentos (clusters) de varias repeti¢cdes, localizadas, principalmente, nas
regioes pericentromérica e/ou telomérica dos Cromossomos
(CHARLESWORTH et al.,, 1994). Estdo presentes geralmente na
heterocromatina e em alguns casos na eucromatina (KUHN, 2015; RUIZ-
RUANO et al., 2016), compondo uma parte consideravel do DNA de eucariotos.
(PALOMEQUE; LORITE, 2008). Em estudos voltados para a evolugédo dos
DNAsat, dois dos parametros mais observados sdo a variacdo na sequéncia
nucleotidica e numero de coépias, podendo ter origem interespecifica ou
intraespecifica (UGARKOVIE, 2005). Alto grau de variabilidade entre esses
parametros ocorrem mesmo entre espécies filogeneticamente muito préoximas,
e até mesmo entre sub-espécies (ROSS et al., 1997). Em certos casos, a
diversidade observada entre a quantidade de copias pode ser completamente
discrepante, podendo haver espécies com inumeras repeticbes de um satélite e
outras espécies, de mesmo género, com quantidades quase insignificantes de
tais sequéncias (SLAMOVITS, et al.,, 2001). De acordo com a hipotese da
biblioteca de DNA satélite (FRY; SALSER, 1977), organismos relacionados
apresentam uma "biblioteca" de sequéncias similares de DNAsat, a partir da
qual, uma das variantes desse conjunto € estocasticamente selecionada e
passa por uma evolugdo que se da em trés etapas: (1) origem, (2)
disseminacao e (3) amplificacdo, formando DNAsat abundante, e amplamente
distribuido pelo genoma (RUIZ-RUANO et al., 2016). Mesmo que haja uma
aparente falta de conservacado entre as familias de DNAsat, dentro de cada
familia de DNAsat as sequéncias tendem a manter similaridade entre si,
através da chamada "evolugdo em concerto", um processo biolégico mediado
por eventos de recombinagcdo, mecanismos de reparo e replicacdo, conversoes
génicas e crossing-over desigual (LIAO, 1999; ELDER; TURNER, 1995;
GANLEY; KOBAYASHI, 2007). O resultado da "evolugdo em concerto" é a
homogeneizagdo das repeticobes dos DNAsat. Apesar desse mecanismo
influenciar a grande maioria dos processos de amplificagdo de DNAs satélites,
certos casos ndo obedecem essa regra, apresentando maior variabilidade entre

as sequéncias, até mesmo dentro de um mesmo individuo (HARPKE;
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PETERSON, 2006; ZHENG et al., 2008; KELLER et al., 2006). No entanto,
embora haja tais variagdes, o mecanismo de "evolugdo em concerto" prevalece
sobre a amplificacdo de DNA repetitivos, e talvez um dos exemplos mais
notaveis de conservagao seja o DNAsat que apresentou uma intensa
conservacdo entre espécies extremamente distantes, como no caso,
Drosophila melanogaster, Arabdopsis thaliana e Homo sapiens (ABAD et al.,
1992). Em relagdo a origem de DNAsat, rearranjos cromossdmicos podem
também estar envolvidos no surgimento e amplificagdo das repeticdes. Eventos
de alteragbes menores como duplicacao, mutacbes pontuais, delegbes e
conversao génica sao exemplos de rearranjos que estdo frequentemente
implicados em evolugao de satélites. A partir da analise desses eventos, é
possivel estabelecer as relagdes evolutivas entre dois satélites, definindo qual
teria surgido primeiro e a ordem dos processos que levou a formagao do
segundo (UGARKOVIC et al., 1996).

Por algum tempo nao se conhecia as fungdes dos DNAs repetitivos, uma
vez que no geral ndo séo codificadores e nao contribuiam para o fenétipo do
organismo, e que, em teoria, competiam com as sequéncias de DNA
codificadoras (OHNO, 1972; ORGEL; CRICK, 1980). Porém com o passar do
tempo comecgou-se a identificar fungdes relacionadas a essas sequéncias, por
exemplo na heterocromatina, da qual s&o os principais constituintes. A
heterocromatina tem importante papel no estabelecimento e manutencdo das
regides centromérica, telomérica e sub-telomérica, além de atuarem como
gatilho na montagem do cinetdcoro e de assegurarem que as coesinas serao
recrutadas em quantidade suficiente para que haja uma segregagao correta da
cromatides, o que as torna fundamentais para esse evento e,
consequentemente, para uma correta formacdo das células filhas
(PALOMEQUE; LORITE, 2008; PIDOUX; ALLSHIRE, 2005). Além disso, hoje
se conhece influéncia dos DNAs repetitivos na regulacdo da expressao
génica (FELICIELLO et al. 2015). Sua atuagdo como sinal epigenético para
organizacdo da heterocromatina durante a embriogénese também ja foi
mencionado, bem como sua agdo na modulagdo de respostas a estresses
exercidos pelo meio (PEZER et al., 2012).

Adicionalmente, como ja foi visto para cromossomos A, os satélites tém

importante papel em estudos voltados para a origem, evolugdo e
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diferenciagdo dos cromossomos B (VICARI et al., 2011; CABRERO et al.,
2003; ARTONI et al., 2006). Os cromossomos B de varias espécies ja foram
reportados apresentando uma alta densidade de satélites, a exemplo do
gafanhoto Locusta migratoria, cujos Bs analisados exibiram mais de 65% de
seu DNA representado por DNAsat, sendo apenas um tipo responsavel por
55% desse total (RUIZ-RUANO et al., 2018). O gafanhoto Abracris
flavolineata possui cromossomos B contendo grande quantidade de DNA
microssatélite em contraste com a baixa quantidade de DNAs satélites
localizados somente no centrdbmero e teldbmero, tornando este elemento um
intrigante objeto de estudo. (MILANI; CABRAL-DE-MELLO, 2014; MILANI et
al., 2017; MILANI et al., em preparagédo). Trabalhos contendo analises de
variabilidade intragenémica de sequéncias satélites sdo essenciais devido a
sua importancia na elucidagao de padrdes de origem e processos envolvidos
na organizagao, amplificacao e dispersdo dessas sequéncias pelo genoma.
Se tratando de cromossomos B, pesquisas envolvendo tal variabilidade

ainda sdo escassas, deixando uma lacuna nesses assuntos.

2. Objetivos

Aprofundar o conhecimento sobre a estrutura, organizagao, padrdes de
evolucdo e variabilidade intragendmica de distintos DNAs satélites no
complemento A e cromossomo B e entre estes cromossomos do gafanhoto
Abracris flavolineata.

3. Materiais e métodos
3.1. Material biolégico, extragao de DNA e obtengao do cromossomo B
Foram utilizados espécimes machos adultos (individuos 0B) de Abracris
flavolineata coletados na regido de Rio Claro/SP (Sao Paulo) no campus da
UNESP e se encontram armazenados a —-20 °C, imersos em etanol absoluto
para extracdo do DNA genémico (gDNA). Os DNAs gendmicos foram extraidos
pelo método fenol-cloroféormio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e armazenados
em freezer -20 °C. O DNA especifico do cromossomo B foi previamente isolado
pela técnica de microdissecgdo (MENEZES-DE-CARVALHO et al., 2015).
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3.2. DNAs satélites e Reagao em cadeia da Polimerase (PCR)

Os DNAs satélites selecionados para este estudo foram previamente
procurados e isolados pela analise de sequéncias repetitivas nos genomas
sequenciados de um individuo nao portador de cromossomos B e um individuo
portador de um cromossomo B (MILANI et al., em preparagao). Os genomas
foram sequenciados utilizando a plataforma lllumina Miseq paired-end (2x300)
e 0s reads obtidos do sequenciamento foram entao utilizados para montagem e
clusterizagdo baseada em graficos pelo programa RepeatExplorer (NOVAK et
al., 2013). Posteriormente, as sequéncias de DNA satélites mais abundantes
foram procuradas manualmente pelo Geneious v4.8 (DRUMMOND et al.,
2009), nas quais cinco foram selecionadas e empregadas para construgédo de
primers. Os pares de primers dos cinco DNAs satélites (MILANI et al., em
preparagdo) foram usados para amplificagdo da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando o DNA gendmico e do cromossomo B
microdissectado. Para cada satélite a PCR foi executada utilizando DNA
proveniente do cromossomo B e do complemento A. A reagdo seguiu 0s
passos corriqueiros, partindo da desnaturagcdo do DNA a 94°C por 5 min.,
seguido por 30 ciclos a 94°C por 30s, 53°C-60°C por 30s e 72°C por 5 min. Os
produtos de PCR foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 1% e
os monémeros dos respectivos DNA satélites foram purificados pelo kit
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit (Zymo Resarch Corp., The Epigenetics
Company, USA) de acordo com as recomendagdes dos fabricantes.

3.3. Clonagem, sequenciamento e analise das sequéncias

Para clonagem dos produtos de PCR purificados, foi utilizado o vetor de
clonagem pGEM-T easy vector (Promega, Madison, WI, USA) com as células
competentes DH5a Escherichia coli. Os clones positivos foram isolados
utilizando os primers universais M13 (F 5’‘CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
e R 5’AGCGGATAACAATTTCACACAGG) e sequenciados pela companhia
Macrogen Inc. (Korea). As sequéncias dos DNA satélites obtidas do

sequenciamento foram primeiramente tratadas com o programa Vecscreen
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para exclusdo dos vetores de clonagem e posteriormente analisadas com o
programa Geneious (DRUMMOND et al., 2009). Seguidamente, as sequéncias
foram agrupadas para checar o polimorfismo de DNA e reconhecimento de
haplétipos pela ferramenta DnaSP v.5.10.01 tool (LIBRADO; ROZAS, 2009).
Foram construidas arvores de distancia (neighboor joining) para cada um dos
cinco DNAs satélites pelo programa MEGAG (http://www.megasoftware.net)
para visualizar a relagdo das sequéncias obtidas do genoma nao portador de

cromossomos B e do cromossomo B microdissectado.

4. Resultados

Foram recuperadas da clonagem de cada um dos cinco DNAsat
estudados ao menos 15 sequéncias obtidas de cromossomo B microdissectado
(uB) e do DNA genémico 0B (gDNA). Apenas um dos satélites analisados
(CL204) foi recuperado uma menor quantidade devido a dificuldade de
obtencao de suas repeticdes possivelmente por apresentar um menor tamanho
em relagao aos outros (75 pb). O conetudo G+C variou de 32,9-55,3 no gDNA,
e no uB esta variagdo foi de 33,6-46,7 (Tabela 1). Quanto a diversidade
nucleotidica, notou-se, de forma geral, um maior ou igual numero para o gDNA
em relacdo ao PB-DNA, apesar de dois satélites ndo terem apresentado o
mesmo padrédo (CL24 e CL220) (Tabela 1). Da mesma forma, para os DNAsat
CL24 e CL220 notou-se um maior numero de mutacdes e sitios variaveis para

as sequéncias advindas do uB (Tabela 1).

Em relagédo ao numero de haplotipos observou-se que trés dos DNAsat
(CL1, CL24 e CL 204) apresentaram maior numero de haplétipos para o uB. O
DNAsat CL76 apresentou maior numero de haplétipos para o gDNa, embora
seja similar ao observado no uB. Por outro lado, o DNAsat CL220 foi muito

mais variavel na amostra gDNA (Tabela 1).
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Tabela 1. Polimorfismo dos DNA satélites em individuos 0B e uB-DNA de A. flavolineata.

CL1 CL24 CL76 CL204 CL220
oB pB 0B pB 0B pB 0B pB 0B uB
Numero de sequéncias 18 17 18 18 18 15 6 11 19 16
Numero de haplétipos 2 15 10 16 18 14 4 8 17 3
Numero de sitios 181 180 149 149 187 187 76 75 154 152
Numero de sitios variaveis 64 28 18 30 36 27 59 25 32 71
NUmero de mutagoes 77 32 18 34 41 29 59 28 36 89
G+C% 43,6 444 329 33,6 40,1 40,1 55,3 46,7 46,1 451
Diversidade nucleotidica () 0,07 0,04 0,02 0,04 0,03 0,03 0,39 0,15 0,05 0,25
Desvio padrao (1) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,010 0,02 0,03 0,01 0,02
Diversidade haplétipos (Hd) 0,5 0,98 0,85 0,98 1 0,99 0,8 0,93 0,98 0,69

Observando as arvores de distancia (Figuras 1-5) e relacionando com os
resultados de polimorfismo de DNA, notamos que o CL24 (Figura 2) e CL76
(Figura 3) sdo os que possuem maior numero e maior diversidade de
haplétipos dentre os cinco analisados, resultando em uma distribuicdo mais
homogénea entre sequéncias (Figuras 2, 3). Diferentemente, para CL1, CL204
e CL220, observamos grupos mais separados para as sequéncias de uB-DNA
e gDNA (Figuras 1, 4, 5). Curiosamente o CL204 (Figura 4) apresentou uma
discrepancia em relagdo ao padrao observado para as demais sequéncias,
embora este seja o unico DNAsat com menor numero de sequéncias,
possivelmente alterando este padrdo observado, sendo necessario a

recuperagao de mais sequéncias para uma analise mais robusta.
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Figura 1 - Arvore de distancia CL1

Fonte: Autoria propria. Analise da arvore de distancia (Neighbor joining tree) do DNAsat CL1
obtida de sequéncias de gDNA-0B e DNA-uB da populagao de Rio Claro/SP. As cores verde e
vermelho representam gDNA-0B e uB-DNA, respectivamente. Note a ocorréncia de clados
acentuadamente separados contendo sequéncias recuperadas do DNA-uB.
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Figura 2 - Arvore de Distancia CL24
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Fonte: Autoria propria. Analise da arvore de distancia (Neighbor joining tree) do DNAsat CL24
obtida de sequéncias de gDNA-0B e DNA-uB da populagéo de Rio Claro/SP. As cores verde e
vermelho representam gDNA-OB e uB-DNA, respectivamente. Note que, apesar da ocorréncia
de clados separados contendo sequéncias recuperadas do DNA-uB, a divergéncia entre as
sequéncias advindas dos diferentes cromossomos ainda ndo é tdo marcante como na arvore
anterior.
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Figura 3 - Arvore de distancia CL76
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Fonte: Autoria propria. Analise da arvore de distancia (Neighbor joining tree) do DNAsat CL24
obtida de sequéncias de gDNA-0B e DNA-uB da populagéo de Rio Claro/SP. As cores verde e
vermelho representam gDNA-OB e uB-DNA, respectivamente. Note que, apesar da ocorréncia
de clados separados contendo sequéncias recuperadas do DNA-uB, a divergéncia entre as
sequéncias advindas dos diferentes cromossomos ainda ndo é tdo marcante como na arvore
anterior.
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Figura 4 - Arvore de distancia CL204

Fonte: Autoria propria. Analise da arvore de distancia (Neighbor joining tree) do DNAsat CL204
obtida de sequéncias de gDNA-0B e DNA-uB da populagéo de Rio Claro/SP. As cores verde e
vermelho representam gDNA-OB e uB-DNA, respectivamente. Note que a quantidade de
sequéncias obtidas € menor em relagdo as demais sequéncias, podendo ter acarretado a
discrepancia dessa arvore em vista das outras apresentadas. Assim mesmo, é possivel
observar que ha uma separagdo acentuada entre as sequéncias do gDNA-0B e uB-DNA.
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Figura 5 - Arvore de distancia CL220
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Fonte: Autoria prépria. Analise da arvore de distancia (Neighbor joining tree) do DNAsat CL220
obtida de sequéncias de gDNA-0B e DNA-uB da populagdo de Rio Claro/SP. As cores verde e
vermelho representam gDNA-0B e uB-DNA, respectivamente. Note que, apesar da ocorréncia
de clados separados contendo sequéncias recuperadas do DNA-uB, estas encontram-se mais
agrupadas em relacdo ao CL1, CL24 e CL76 (Apéndices A, B e C, respectivamente),
apresentando um divergéncia acentuada entre sequéncias do 0B e uB

5. Discussao

Sequéncias de DNAs satélites estdo localizados majoritariamente na
heterocromatina, o que faz com que esteja sujeito a diferentes processos e
maiores taxas de mutagbes em relagdo aos genes encontrados na

eucromatina, uma vez que a heterocromatina ndo € submetida a processos de
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reparo tao rigidos (RUIZ-RUANO et al., 2016; MILANI et al., 2017; SUN et al.,
2016; DIMITRI et al., 1997), sendo este um dos fatores que poderia justificar o
alto numero de mutacdes e sitios variaveis apresentados (Tabela 1). Além da
localizagdo cromossdmica desses satélites, o fato do cromossomo B nao sofrer
recombinagdo com o complemento A, faz com que seja possivel uma rapida
acumulacdo de mutacbes em seu DNA, como observado neste estudo
(HOUBEN et al., 2013; MARQUES et al., 2013). Ademais, apesar de 0s h0SsS0s
resultados terem apresentado tal padrao apenas para os DNAsat CL24 e
CL220 (Tabela 1), os cromossomos B tém sido reportados como mais
tolerantes a eventos de mutacdo, uma vez que € um elemento acessoério e
dispensavel ao genoma (RUBAN et al., 2014; MAKUNIN et al., 2014). O CL24
apresentou maior numero de mutacdes e sitios variaveis para sequéncias
provenientes do cromossomo B, o que, somado ao fato de que a diversidade
nucleotidica e a quantidade e diversidade de haplotipos para esse satélite
também fornecem tal padrao, pode-se sugerir que se trata de um DNAsat novo
e com amplificagdo recente para esse cromossomo na espécie A. flavolineata,
nao tendo ainda sofrido o processo de homogeneizagao por tempo suficiente
(UTSUNOMIA et al., 2017).

Em relagdo a porcentagem de G+C constatada, a maioria dos DNAsat
apresentaram um menor conteudo de G+C, comumente visto neste tipo de
sequéncia repetitiva que indicam satélites de peso leve. No entanto, apesar do
fato de CL24 aparecer mais abaixo da média dos demais, a média calculada no
presente trabalho ndo foge ao relatado para a espécie (MILANI et al., 2017),
embora seja um fator que apresente alguma variacdo (KOMISSAROV et al.,
2011; STATOVIC; ZELJKO; PLOHL, 2018). Nao por acaso, o CL24 apresenta
baixa taxa de mutacdes, o que esta relacionado, dentre outros fatores, com a
porcentagem de G+C, pois ja foi relatado que sequéncias ricas em G+C sofrem
um aumento no numero de mutagdes, uma vez que a desaminacgao da citosina
€ uma mutagao que ocorre com alta frequéncia, sendo erroneamente reparada
ou, por vezes, néo sendo reparada (COULONDRE et al., 1978; COOPER et al.,
2010; OSSOWSKI et al., 2009; PFEIFER, 2006). Esse padrao € muito nitido na
tabela 1 para o cromossomo A, porém, para o cromossomo B, observa-se

satélites que, mesmo tendo maior porcentagem de G+C, apresentaram menos
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mutagées do que o CL24. Contudo, essa inferioridade € muito baixa, e as
mutagdes ndao se devem exclusivamente a este parametro, podendo entdao
justificar essa diferengca por outros mecanismos de mutabilidade que agem
sobre o DNA.

E relevante ressaltar de que o CL204 apresentou uma discrepancia em
seus resultados em relacdo ao padrdo observado para os demais. Esse é o
unico DNAsat com menor numero de sequéncias recuperadas
(aproximadamente metade do restante), o que, possivelmente, poderia
influenciar nas analises relatadas (Tabela 1 e Figura 4) e como dito
anteriormente é necessaria a recuperagao de mais sequéncias para analises
mais robustas.

A quantidade e diversidade de haplétipos dos DNAsat (Tabela 1 e Figura
1-5), fornecem uma visdo mais exata acerca do nivel de conservacdo das
sequéncias, o que proporciona uma analise evolutiva a respeito nao sé desses
DNAsat, mas também a respeito do cromossomo B, uma vez que esse tem
uma histéria evolutiva independente dos demais cromossomos do genoma
(HUANG et al., 2016; MARTIS et al., 2012). Tendo em mente que os satélites
tendem a seguir o padrao de evolugdo em concerto (LIAO, 1999; LIAO, 2008;
HURST; SMITH, 1998; ELDER; TURNER, 1995), e analisando os dados de
polimorfismo, nota-se que de modo geral, a quantidade e a diversidade de
haplétipos obtidas foram grandes, especialmente para os DNAsat do
cromossomo B. A quantidade de haplétipos foi alta, tendo atingido o maximo no
satélite CL76, em que o numero de haplétipos e de sequéncias recuperadas
foram quase os mesmos para o UB-DNA e os mesmos para 0B-gDNA,
evidenciando alta diversidade entre as sequéncias. Essas constatacdes
indicam que essas sequéncias ainda nao tiveram tempo suficiente para atingir
um estado de maior homogeneizagdo, principalmente para aquelas
recuperadas do uB-DNA, ou que estdo sofrendo maior taxa de mutagdo no
cromossomo B. Tal fato pode se dar de duas maneiras principais: (1) as
sequéncias podem ser relativamente novas para o cromossomo B, uma vez
que a homogeneidade entre satélites depende da razdo entre a taxa de
mutagdo e a taxa de homogeneizagaol/fixagdo no genoma, podendo esse

processo demandar mais tempo em certas sequéncias ou organismos
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(DOVER, 1986; UTSUNOMIA et al., 2017; UGARKOVI¢; PLOHL, 2002); (2) o
cromossomo B pode ser um elemento evolutivamente novo no genoma de A.
flavolineata, e, por isso, suas sequéncias de satélites, que também seriam
evolutivamente novas, nao tiveram tempo suficiente para a homogeneizagcao
(BUENO et al., 2013). A segunda possibilidade concorda o apresentado por
Bueno et al. (2013), que sugere para uma origem recente desse cromossomo
acessorio na espécie Abracris flavolineata (BUENO et al., 2013). Estas
possibilidades associadas a maior taxa de mutacdo no cromossomo B pode ser
a causa da maior variabilidade.

Ainda em relacdo a quantidade e diversidade de haplétipos, observamos
que os DNAsat CL24 e CL76 apresentaram os maiores numeros, e, em suas
arvores de distancia (Figuras 2, 3, respectivamente), pode-se observar que
suas sequéncias apresentam maior proximidade entre aquelas advindas do
cromossomo B e do complemento A, com certos agrupamentos contendo
sequéncias de ambas origens, indicando menor diferenciagéo evolutiva entre
copias desses satélites nos diferentes genomas. Essa forma de distribuigéo
nao ocorre nas arvores de distancia dos demais satélites, que apresentam uma
divisdo muito mais acentuada entre os grupos das sequéncias, o que indica um
distanciamento evolutivo maior entre tais copias do uB e do complemento A.

De forma geral, os satélites aqui estudados apresentaram indice de
diversidade nuclectidica relativamente alto, tanto para o cromossomo B quanto
para o complemento A se comparado com o DNAsat AflaSAT-1 de A.
flavolineata (MILANI et al, 2017) e, ainda mais se comparado com a
diversidade nucleotidica de outros tipos de DNA repetitivos da espécie, como
U2 snDNA (MENEZES-DE-CARVALHO et al., 2015). Como o gene U2 snDNA
apresenta importantes fung¢des bioldgicas para os individuos, evidentemente
ele se mostra mais conservado em relacdo aos DNAsat, que nem sempre sao
transcritos e geralmente nao apresentam fungbes essenciais para o
desenvolvimento, sendo assim, alvos de maiores taxas de mutagao.

Curiosamente, as proprias sequéncias de DNA repetitivos parecem
exercer uma importante influéncia no processo de diferenciacao do
cromossomo B, sendo que um acumulo desses elementos atua como bom
artificio para uma rapida evolugdo dos Bs (CAMACHO et al., 2000; HOUBEN,

2017; MARTIS et al.,, 2012) e, portanto, levando suas sequéncias a se
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divergirem de forma independente daquela do complemento A (JAMILENA et
al., 1995; MARTIS et al., 2012). Essa independéncia evolutiva leva ao padrao
revelado por meio da analise das arvores de distancia (Figuras 1-5), nas quais
observa-se que ha uma nitida divergéncia entre sequéncias do 0B-gDNA e do
pMB-DNA, sendo os casos mais evidentes para o CL1 (Figura 1), CL204 (Figura
4) e CL220 (Figura 5).

6. Conclusao

A andlise de sequéncias de DNAsat, num comparativo entre
cromossomos B e complemento A, revelou uma alta variabilidade para algumas
sequéncias (CL1 e CL76). Os dados apresentados na tabela 1, juntamente com
as arvores de distancia, demonstram uma divergéncia evolutiva entre as
sequéncias do genoma A e cromossomo B, indicando uma tendéncia ao
aumento progressivo da diferenciacdo entre eles. A maior falta de
homogeneizagao exibida pelos satélites CL24 e CL76 em relagdo aos demais,
sugere que sdao mais recentemente amplificadas, do ponto de vista evolutivo,
embora todas as sequéncias tenham apresentado uma variabilidade que
sugerem 0 mesmo, ainda que algumas tenham apresentado variabilidade maior
ou menor. Os dados apresentados juntamente com dados cromossémicos e de
outras sequéncias de DNA em analise, somam para o entendimento dos

padrbes de origem e evolugdo do cromossomo B em A. flavolineata.
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