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RESUMO

DNAs satélites sdo sequéncias de tamanho variavel, repetidas em tandem,
associadas geralmente as regifes heterocroméaticas dos cromossomos. De acordo
com a hipoétese da biblioteca, organismos relacionados compartilham uma biblioteca
comum de DNAs satélites, resultando em familias de DNAs satélites que sao
compartilhadas entre varios tdxons de um filo. O surgimento de ferramentas de
bioinformética propiciou a identificacdo e caracterizacdo de grandes colecbes de
DNAs satélites e possibilitou sua comparacao entre diferentes espécies. No presente
trabalho, foi realizada a caracterizacdo completa in silico de DNAs satélites da espécie
de anfibio anuro Thoropa miliaris. Apdés o sequenciamento, a busca por clusters
repetitivos no genoma de T. miliaris ocorreu pela plataforma RepeatExplorer2 e a
discriminacdo de clusters que representassem potenciais DNAs satélites se deu pela
ferramenta TAREAN. As sequéncias consenso foram usadas para consulta em dois
bancos de dados (BLASTN e Repbase) com a finalidade de verificar similaridades
com outras sequéncias ja descritas. A abundancia e divergéncia para os DNAs
satélites identificados em T. miliaris foram estimadas por meio do script do
RepeatMasker, gerando um grafico landscape. Foram encontrados trinta e oito DNAs
satélites para T. miliaris, nomeados de acordo com a ordem decrescente de
abundancia. Similaridades com outras sequéncias repetitivas jA descritas foram
verificadas pela consulta no BLASTN e no Repbase, apresentando dados que
corroboram com a hipbétese da biblioteca. Dessa forma, além de apresentar o
satelitoma de T. miliaris, esta pesquisa contribui para um melhor entendimento da

evolucao de DNAs satélites em anfibios anuros.

Palavras-chave: Bioinformatica; DNA repetitivo; Evolucdo; Hipotese da Biblioteca.



ABSTRACT

Satellite DNAs are sequences of variable length, organized in tandem-repeat fashion
and generally associated with the heterochromatic regions of chromosomes.
According to the library hypothesis, related species may share a common library of
satellite DNAs. Thus, families of satellite DNAs might be shared among several taxa
of a phylum. The emergence of bioinformatics tools enabled the identification and
characterization of large collections of satellite DNAs and further facilitated their
comparison between species. In the present work, we carried out a complete in silico
characterization of satellite DNAs of the anuran species Thoropa miliaris. After
sequencing, the search for repetitive sequences in the T. miliaris genome was carried
out by the RepeatExplorer2 platform and the discrimination of clusters that represented
potential satellite DNAs was done by the tool TAREAN. The consensus sequences
were used for consultation in two databases (BLASTN and Repbase) in order to verify
similarities with other sequences already described. The abundance and divergence
for the satellite DNAs identified in T. miliaris were estimated using the RepeatMasker
script, generating a landscape graph. Thirty-eight satellite DNAs were found for T.
miliaris, which were named according to decreasing order of abundance. Similarities
with other repetitive sequences already described were verified by consulting BLASTN
and Repbase, presenting data that corroborate the library hypothesis. Therefore, in
addition to presenting the T. miliaris satellite content, this research contributes to a

better understanding of the evolution of satellite DNAs in anuran amphibians.

Keywords: Bioinformatics; Evolution; Library Hypothesis; Repetitive DNA.
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1 INTRODUCAO

O estudo pioneiro de Britten e Kohne (1968) revelou que algumas sequéncias
de nucleotideos sao frequentemente repetidas no genoma de eucariotos. Apesar
destes autores discordarem da ideia de que tais sequéncias ndo teriam um proposito
no genoma, por muito tempo elas foram consideradas como “DNA lixo”, uma vez que
a codificacdo de proteinas dificilmente é associada a elas (ORGEL; CRICK, 1980;
PARDUE; HENNIG, 1990; UGARKOVIC; PLOHL, 2002; PLOHL et al., 2008; LOPEZ-
FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; KUHN, 2015). Somente com o aumento de
genomas sequenciados, com o desenvolvimento de diversas abordagens
metodoldgicas e com a pesquisa de base acumulada nos ultimos anos € que este
pensamento comecou a mudar (LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012;
SATOVIC-VUKSIC; PLOHL, 2023).

Ja é sabido sobre o envolvimento de sequéncias repetidas em uma série de
funcdes genbmicas, que englobam desde a organizacdo e emparelhamento dos
cromossomos até questdes atreladas ao metabolismo celular e a especiacao, o que
vem sendo apoiado por alguns estudos envolvendo diferentes organismos (FRY;
SALSER, 1977; CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994; ELDER;
TURNER, 1995; SCHMIDT; HESLOP-HARRISON, 1998; CSINK; HENIKOFF, 1998;
NIJMAN; LENSTRA, 2001; UGARKOVIC; PLOHL, 2002; PALOMEQUE; LORITE,
2008; PLOHL et al., 2008; LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; KUHN, 2015;
RUIZ-RUANO et al., 2016; GUZMAN et al., 2022; SATOVIC-VUKSIC; PLOHL, 2023).
Embora anteriormente ndo tenha sido associada atividade transcricional para
sequéncias de DNA repetitivo, esta ja foi identificada em varios taxons de animais e
plantas (SCHMIDT; HESLOP-HARRISON, 1998; PALOMEQUE; LORITE, 2008;
PLOHL etal., 2008; KUHN, 2015). A titulo de exemplo tém-se as sequéncias repetidas
de DNA ribossémico (rDNA), as quais codificam os componentes estruturais dos
ribossomos (SCHMIDT; HESLOP-HARRISON, 1998). Pequenos RNAs derivados de
um tipo de sequéncia repetitiva centromérica parecem desempenhar um papel
fundamental na formagdo e funcdo dos centromeros (MACAS et al., 2010). Na
verdade, a grande abundancia de sequéncias repetidas nos centrébmeros ja indica a
importancia delas na expansao e estabilizacdo destes componentes cromossémicos
na evolucdo (PLOHL et al., 2008; GUZMAN et al., 2022).



14

As sequéncias repetidas podem ser classificadas de acordo com sua
organizacao: dispersas ou dispostas em tandem (Figura 1) (ELDER; TURNER, 1995;
LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; NOVAK; NEUMANN; MACAS, 2020;
SATOVIC-VUKSIC; PLOHL, 2023). Dentre as repeticdes dispersas destacam-se
elementos transponiveis (TE), como transposons e retrotransposons; enquanto
repeticbes em tandem incluem, por exemplo, os DNAs satélites (satDNAS)
(CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994; LOPEZ-FLORES; GARRIDO-
RAMOS, 2012; KUHN, 2015). Estes ultimos sdo comumente o principal componente
da heterocromatina, embora também possam ser encontrados nas regides
eucroméaticas dos cromossomos (CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN,
1994; PLOHL et al., 2008; MACAS et al., 2010; LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS,
2012; BUENO et al., 2021; SATOVIC-VUKSIC; PLOHL, 2023). O termo “DNA satélite”
provém da forma como este tipo de sequéncia foi isolado inicialmente, que se deu
atraveés de bandas satélites em experimentos com centrifugagdo por gradiente — algo
que foi possivel gracas a sua composicdo de bases nitrogenadas ser
significativamente distinta daquela do DNA menos repetido (FRY; SALSER, 1977,
CSINK; HENIKOFF, 1998; PLOHL et al., 2008; RUIZ-RUANO et al., 2016; SATOVIC-
VUKSIC; PLOHL, 2023).

Figura 1 - Esquema adaptado de Lopez-Flores e Garrido-Ramos (2012), que
mostra a classificacao dos diferentes tipos de sequéncias de DNA repetitivo
encontrados no genoma de eucariotos.

‘ DNA repetitivo eucariético |

a I

‘ DNA repetitivo em tandem ‘ | DNA repetitivo disperso ‘
\
| I | |
Minissatélites Genes DNA transposons Retrogenes e
Genes DNA paralogos retropseudogenes

paralogos telomérico dispersos Retrotransposons

em tandem
DNAs satélites

Os DNA satélites constituem uma consideravel parte dos genomas eucarioticos
e, consequentemente, estdo envolvidos na enorme variagdo de tamanho destes
(CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994; MACAS; MESZAROS;
NOUZOVA, 2002; PLOHL et al., 2008; MACAS et al., 2010; LOPEZ-FLORES;
GARRIDO-RAMOS, 2012). Chambers, Schell e Skinner (1978) afirmaram que DNAs
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satélites podem compreender menos de 1 % a mais de 66 % de tais genomas. Estima-
se que até 20 % do DNA nuclear de plantas, por exemplo, seja constituido de DNAs
satélites e proporcdes ainda maiores podem ser observadas no material genético de
insetos e roedores (FRY; SALSER, 1977; INGHAM et al., 1993; ELDER; TURNER,
1995; PONS et al., 1997; MACAS; MESZAROS; NOUZOVA, 2002; MACAS et al.,
2010). No entanto, Lopez-Flores e Garrido-Ramos (2012) alertam que a abundancia
total de DNAs satélites é provavelmente subestimada na maioria dos genomas. Isto
se deve a limitac6es dos métodos tradicionais usados para analisa-los e por ganharem
pouca atencdo em projetos genémicos (PLOHL et al., 2008; MACAS et al., 2010;
LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; NOVAK et al., 2013; KUHN, 2015; RUIZ-
RUANO et al., 2016).

Em relagéo a localizacdo cromossémica, os DNAs satélites sdo mais facilmente
encontrados em regifes centroméricas, pericentroméricas e subteloméricas dos
cromossomos (CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994; ELDER;
TURNER, 1995; SCHMIDT; HESLOP-HARRISON, 1998; PLOHL et al., 2008; LOPEZ-
FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012). No entanto, podem também estar alocados em
regides intersticiais de cromossomos autossomos e na heterocromatina presente em
Cromossomos Ssexuais € em Cromossomos supranumerarios (cromossomos B)
(CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994; GUTKNECHT; SPERLICH;
BACHMANN, 1995; PARISE-MALTEMPI et al., 2007; LOPEZ-FLORES; GARRIDO-
RAMOS, 2012; GATTO; BUSIN; LOURENCO, 2016; PALACIOS-GIMENEZ et al.,
2020; CABRAL-DE-MELLO et al., 2021). Bonaccorsi e Lohe (1991) afirmam que o
cromossomo Y heterocromético de Drosophila melanogaster contém uma série de
DNAs satélites, os quais correspondem a cerca de 80% do comprimento de tal
cromossomo. Abdelaziz e colaboradores (2007) verificaram a presenca de um DNA
satélite nas regibes centroméricas de todos 0s cromossomos, incluindo os
cromossomos B, de gafanhotos da espécie Eyprepocnemis plorans. Ja DNAs satélites
na regiao pericentromérica foram observados nos cromossomos de besouros das
espécies Palorus subdepressus e Palorus ratzeburgii (PLOHL et al., 1998;
PALOMEQUE; LORITE, 2008).

Diferentemente dos micro e minissatélites, os DNA satélites sdo compostos de

unidades basicas repetidas, ou mondmeros, geralmente ricas em A + T, que
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apresentam dezenas a centenas de nucleotideos e que podem estar amplificadas em
milhdes de copias (BACHMANN; SPERLICH, 1997; PONS et al., 1997; PLOHL et al.,
1998; MACAS; MESZAROS; NOUZOVA, 2002; PLOHL et al., 2008; MACAS et al.,
2010). E importante destacar que o comprimento dos mondmeros dos DNAs satélites,
a sequéncia de nucleotideos, seu grau de amplificagdo no genoma e sua distribuicéo
NnOs cromossomos podem variar mesmo entre espécies evolutivamente relacionadas
(CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994; ELDER; TURNER, 1995;
PONS et al., 1997; PLOHL et al., 1998; MACAS; MESZAROS; NOUZOVA, 2002;
PLOHL et al., 2008; LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; SATOVIC-VUKSIC;
PLOHL, 2023). Por esta razdo, Macas e colaboradores (2010) afirmam que as
repeticdes do tipo satélite estdo entre os componentes mais dinamicos dos genomas
eucarioticos, passando por rapidas alteracfes em suas sequéncias e abundancias, o
que resulta, muitas vezes, no surgimento de repeticbes especificas em géneros ou

mesmo em espécies.

Fry e Salser (1977) sugeriram que os organismos partilham uma biblioteca
comum de sequéncias do tipo satélite, propondo, assim, a hip6tese da biblioteca. De
acordo com estes autores, o aparecimento de novos DNAs satélites provém da
amplificacdo de satélites ja presentes na biblioteca. Dessa forma, em cada espécie,
certos DNAs satélites desta biblioteca podem ser amplificados, gerando alteracdes no
namero de copias e na sequéncia (FRY; SALSER, 1977; UGARKOVIC; PLOHL, 2002;
LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; DE SILVA et al., 2017; GUZMAN et al.,
2022). Por este motivo, diversos DNAs satélites podem estar presentes em uma
espécie e espécies relacionadas podem compartilhar uma cole¢cdo ou uma biblioteca
de DNAs satélites (LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; DE SILVA et al.,
2017).

Ressalta-se que os monémeros de um determinado DNA satélite sdo mais
homogeneizados dentro de uma espécie do que entre espécies devido a evolugdo em
concerto, isto €, devido a tendéncia das sequéncias repetidas evoluirem em unissono
(ZIMMER et al., 1980; DOVER, 1982; ELDER; TURNER, 1995; GARRIDO-RAMOS et
al., 1999; NIJMAN; LENSTRA, 2001; MACAS et al., 2010). A evolucdo em concerto
é resultado de um processo de duas etapas chamado de molecular drive, em que

primeiro as mutagdes sdo homogeneizadas por diversos mecanismos moleculares —
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como cruzamento desigual, conversdo génica e transposicao — e, posteriormente,
fixadas por reproducao sexual (Figura 2) (DOVER, 1982; DOVER; FLAVELL, 1984,
DOVER, 1986; ELDER; TURNER, 1995; DOVER, 2002; PALOMEQUE; LORITE,
2008; PLOHL et al., 2008; VITTORAZZI; LOURENCO; RECCO-PIMENTEL, 2014,
SATOVIC-VUKSIC; PLOHL, 2023). Por conta disso, acredita-se que se trata de um
processo estocastico, no qual as mutacdes se acumulam de forma gradual
(PALOMEQUE; LORITE, 2008; PLOHL et al., 2008; SATOVIC-VUKSIC; PLOHL,
2023). Este acumulo gradual segue a filogenia em diferentes niveis hierarquicos
(PLOHL et al., 2008; SATOVIC-VUKSIC; PLOHL, 2023). No nivel de espécie, por
exemplo, DNAs satélites centroméricos foram informativos em estudos filogenéticos
de trés espécies do grupo Drosophila obscura e em estudos de peixes da familia
Sparidae (BACHMANN; SPERLICH, 1997; GARRIDO-RAMOS et al., 1998; PLOHL et
al., 2008).

Figura 2 — Esquema adaptado de Dover (2002) para explicar o conceito de
molecular drive. Uma mutacgéao (triangulos) se espalha em uma populagéo por
reproducédo sexual aliada a varios mecanismos, como conversao génica e
transposicgéo.

Macho Fémea
Espermatozoide Ovulo
Prole
/V\A/W
v Vv
Espermatozoide Avulo

9P @O

Estas sequéncias repetidas em tandem apresentam sequéncias distintas dos

demais componentes do material genético, permitindo seu isolamento por varios
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métodos (CHAMBERS; SCHELL; SKINNER, 1978). Uma estratégia que foi muito
empregada para deteccéo e caracterizagao destas sequéncias consiste na digestao
do DNA gendmico por endonucleases de restricao, seguida por eletroforese em gel,
em que as bandas sdo selecionadas e purificadas para posterior clonagem,
sequenciamento de nucleotideos e mapeamento nos cromossomos (PARISE-
MALTEMPI et al., 2007; PLOHL et al., 2008; VICARI et al., 2010; DE SILVA et al.,
2017; RUIZ-RUANO et al., 2019; GUZMAN et al., 2022). Foi por meio deste método
que Vittorazzi e colaboradores (2011) isolaram um DNA satélite do genoma da
espécie de anuro Physalaemus cuvieri e que Gusman e colaboradores (2022)
identificaram uma familia de DNAs satélites em espécies de Bufonidae. Contudo,
salienta-se que o principal problema desta técnica € testar um conjunto
suficientemente grande de enzimas de restricdo e encontrar DNAs satélites que
tenham sequéncias correspondentes as enzimas empregadas (VICARI et al., 2010).
O advento do Sequenciamento de Nova Geracao e o surgimento de ferramentas de
bioinformética permitiram identificar e caracterizar grandes colecbes de DNAs
satélites em espécies ndo-modelos, possibilitando investigar a evolucao intra e
interespecifica destas sequéncias repetidas (MACAS et al., 2010; RUIZ-RUANO et al.,
2016; DE SILVA et al., 2017; RUIZ-RUANO et al., 2019; UTSUNOMIA et al., 2019;
NOVAK; NEUMANN; MACAS, 2020; SATOVIC-VUKSIC; PLOHL, 2023).

No que se refere as ferramentas de bioinformatica, Novak e colaboradores
(2013) desenvolveram o RepeatExplorer, um software para caracterizacdo de
elementos repetitivos que pode ser acessado via interface web. Implementado na
plataforma Galaxy e configurado em um servidor publico, o RepeatExplorer utiliza um
algoritmo de agrupamento de sequéncias baseado em imagens, ou grafos, para
facilitar a identificacdo da repeticdo sem a necessidade de bancos de dados de
referéncia (NOVAK et al., 2013). Estes grafos s&o construidos por meio da
identificacdo de similaridades entre as multiplas cOpias das sequéncias repetitivas,
registrando as sobreposi¢des, que sdo agrupadas e conectadas (NOVAK; NEUMANN;
MACAS, 2010). Atualmente, uma nova versdo do RepeatExplorer esta disponivel - o
RepeatExplorer2 - que traz como novidades a identificagdo automatizada de
repeticdes em tandem e a incorporacéo da ferramenta TAREAN (NOVAK; NEUMANN;
MACAS, 2020). O TAREAN trata-se de um analisador de repeticdes em tandem que,
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através dos grafos, identifica provaveis DNAs satélites e reconstréi suas sequéncias
consenso (NOVAK et al., 2017).

Outro software utilizado para analises de DNAs satélites é o RepeatMasker
(SMIT; HUBLEY; GREEN, 2017), o qual necessita de um servidor especifico para sua
operacionalizacéo. Visando identificar, classificar e quantificar elementos repetitivos,
o0 RepeatMasker procura por repeticbes ao alinhar as sequéncias do genoma a uma
biblioteca que contenha as sequéncias consenso de DNAs satélites conhecidos
(TARAILO-GRAOVAC; CHEN, 2009).

Essas ferramentas de bioinformatica tém sido utilizadas em estudos de DNAs
satélites em diferentes organismos, como plantas (RUIZ-RUANO et al., 2019;
SULTANA et al., 2020), insetos (RUIZ-RUANO et al., 2016, 2017, 2018; MILANI et al.,
2018; BARDELLA; MILANI; CABRAL-DE-MELLO, 2020; FERRETTI et al., 2020;
PALACIOS-GIMENEZ et al., 2020; CABRAL-DE-MELLO et al., 2021; MILANI et al.,
2021; GASPAROTTO et al., 2022; ANJOS et al., 2023; PEREIRA; CABRAL-DE-
MELLO; LOPES, 2023), peixes (DE SILVA et al., 2017; UTSUNOMIA et al., 2019;
CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020; CREPALDI et al., 2021; GOES et al., 2022,
2023) e mamiferos (SENA et al., 2020; GUTIERREZ et al., 2023). No caso de anfibios
anuros, o trabalho pioneiro de Da Silva e colaboradores (2020) identificou sequéncias
de DNAs satélites na espécie Proceratophrys boiei pelo RepeatExplorer.
Posteriormente, estas analises foram refinadas por Da Silva e colaboradores (2023),
utilizando outros métodos de bioinformatica. Destro (2022) caracterizou DNAs
satélites de trés espécies do género Proceratophrys através do RepeatExplorer2. Ja
Gatto e colaboradores (2021) fizeram uso do RepeatMasker para estudar sequéncias

repetitivas em cromossomos sexuais da espécie Pseudis tocantins.

Tendo em vista estes métodos de bioinformatica para estudos de DNAs
satélites em anfibios anuros, o presente trabalho buscou realizar uma caracterizacao
in silico de DNAs satélites de uma espécie do género Thoropa Cope, 1865 (Anura:
Cycloramphidae). Este género € composto por sete espécies: T. miliaris (Spix, 1824),
T. petropolitana (Wandolleck, 1907), T. taophora (Miranda-Ribeiro, 1923), T. lutzi
Cochran, 1938, T. megatympanum Caramaschi e Sazima, 1984, T. saxatilis Cocroft e
Heyer, 1988 e T. bryomantis Assis, Lacerda, Guimaraes, Peixoto, Luna, e Feio, 2021

(FROST, 2023). Estas espécies habitam predominantemente a Mata Atlantica, com
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excecdo de T. megatympanum que € apenas encontrada em campos rupestres
(CARAMASCHI; SAZIMA, 1984; MALAGOLI, 2018; SABBAG et al., 2018, 2022,
FROST, 2023).

A espécie estudada no presente trabalho, Thoropa miliaris (Figura 3), foi a
primeira a ser descrita para o género. E conhecida popularmente como ra-das-pedras,
pois todos os estagios de vida desta espécie ocupam afloramentos rochosos Umidos
ao nivel do mar até altitudes proximas a 2.000m (BARTH, 1956; SAZIMA, 1971;
ROCHA et al., 2002; FEIO; NAPOLI; CARAMASCHI, 2006; SIQUEIRA et al., 2006;
FITZPATRICK et al., 2009; NUNES-DE-ALMEIDA et al.,, 2016; REBOUCAS; DA
SILVA; SANUY, 2018; CHOLAK; HADDAD, PARISE-MALTEMPI, 2020; OLIVEIRA et
al., 2023), mas também ha relatos de individuos adultos desta espécie habitando a
base de bromélias (TEIXEIRA; MILI; RODDER, 2006; PERTEL; TEIXEIRA;
FERREIRA, 2010). Apresenta a mais ampla distribuicdo dentre as espécies do
género, ocorrendo do sul da Bahia ao extremo sul do estado de Sao Paulo
(GIARETTA,; FACURE, 2004; FEIO; NAPOLI; CARAMASCHI, 2006; FROST, 2023).

Figura 3 — Fotografia de um macho da espécie Thoropa miliaris da Reserva
Biologica Augusto Ruschi, localizada em Santa Tereza, Espirito Santo, Brasil. Esta
imagem é de autoria do Prof. Dr. Célio F. B. Haddad, que a cedeu gentilmente para

0 presente trabalho.

As informac6es disponiveis na literatura sobre T. miliaris referem-se a questdes
reprodutivas, comportamentais e de biologia dos girinos (LUTZ, 1948; BARTH, 1956;
COCROFT; HEYER, 1988; ROCHA et al., 2002; GIARETTA; FACURE, 2004), dados
morfologicos e morfométricos (COCROFT; HEYER, 1988; HEYER et al., 1990; FEIO;
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NAPOLI; CARAMASCHI, 2006; REBOUCAS; DA SILVA; SANUY, 2018), dieta
(SIQUEIRA et al., 2006; PERTEL; TEIXEIRA; FERREIRA, 2010; OLIVEIRA et al.,
2023), parasitas (GIOIA; LIMA, 1984; LOPES et al., 2013; BARROS-BATTEST], et al.,
2015; SA-HUNGARO et al., 2017), predacdo (PERTEL; TEIXEIRA; FERREIRA, 2010;
OLIVEIRA et al., 2022), vocalizacdo (NUNES-DE-ALMEIDA et al., 2016), analises
filogenéticas (FITZPATRICK et al.,, 2009; SABBAG, 2013; NUNES-DE-ALMEIDA,
2015; SABBAG et al., 2018, 2022) e relatos de malformacdes (MONICO; SILVA-
SOARES; KOCH, 2019).

Do ponto de vista citogenético, até recentemente conhecia-se apenas o
cariotipo sob coloragéo convencional de T. miliaris (BOGART, 1970; DENARO, 1972);
até que o estudo realizado por Cholak, Haddad e Parise-Maltempi (2020) acrescentou
dados sobre os cromossomos desta espécie por meio de analises convencionais e
moleculares de diferentes populacdes. No campo da citogenémica, Pessoa (2019) e
Cholak (2020) identificaram 21 DNAs satélites no genoma de um individuo de T.
miliaris da populacdo de Santa Teresa/ES, utilizando o RepeatExplorer, e mapearam
alguns destes DNAs satélites nos cromossomos desta populacéo e de uma populagéo

proveniente de Paraty/RJ.

Entretanto, cabe ressaltar que, além do RepeatExplorer usado por Pessoa (2019)
e por Cholak (2020), existem outras ferramentas de bioinformatica, como o
RepeatExplorer2 e o RepeatMasker, que permitem analises gendmicas mais
refinadas e robustas para caracterizar sequéncias repetitivas. Assim, neste trabalho,
foi realizada uma caracterizacao completa de DNAs satélites de T. miliaris, utilizando
esta abordagem e fornecendo dados cruciais para o entendimento da organizagao

gendmica desta espécie e de anfibios em geral.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Sequenciamento do DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido de amostras de figado de um individuo macho de
T. miliaris da populacdo de Santa Teresa/ES, utilizando Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, WI, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Foi
realizado o sequenciamento de baixa cobertura pela empresa Macrogen Inc. (Seul,
Republica da Coréia) através da plataforma lllumina (lllumina Inc., San Diego, CA,
EUA). A tecnologia de sequenciamento usada foi TruSeq 3000 4000 SBS Kit v3
lllumina® HiSeqTM 4000 (2x101bp paired-end).

2.2 Anédlises de bioinformatica

Os dados resultantes do sequenciamento de T. miliaris foram analisados na
plataforma online RepeatExplorer (https://repeatexplorerelixir.cerit-sc.cz/galaxy/). Os
pardmetros e procedimentos foram de acordo com a versdo mais recente da
plataforma, o RepeatExplorer2 (NOVAK; NEUMANN; MACAS, 2020), que realiza
analises globais de DNAs repetitivos em leituras de sequéncias ndo assembladas.

A busca por clusters repetitivos foi realizada com base nos graficos de
agrupamento de sequéncias por similaridade fornecidos pelo RepeatExplorer2, e os
clusters que apresentaram uma densidade grafica repetitiva, caracteristico de
sequéncias em tandem, foram analisados para a identificacdo das familias de DNAs
satélites. Acoplado ao RepeatExplorer2, o analisador de repeticbes em tandem,
TAREAN, foi aqui empregado para discriminar clusters que representassem
potenciais DNAs satélites de outros tipos de repeticdes em tandem, de modo a facilitar
sua identificacdo e caracterizacdo (NOVAK et al., 2017).

As sequéncias consenso geradas para cada familia de DNA satélite foram
analisadas e alinhadas para buscar homologia com aquelas descritas por Pessoa
(2019) e por Cholak (2020), utilizando a ferramenta Muscle (EDGAR, 2004) no
programa Geneious v4.8 (DRUMMOND et al., 2009). Nos casos em que néo se
encontrou homologia, os DNA satélites obtidos nos estudos anteriores foram
incorporados nas analises do presente trabalho. O monémero de consenso de cada
familia de DNA satélite foi usado para a consulta em dois bancos de dados publicos,
0 BLASTN (http://www.ncbi.nlm.gov/Blast/) e o Repbase (http: //www.girinst.org
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Irepbase/), com a finalidade de verificar similaridades com outras sequéncias
repetitivas ja descritas.

A abundancia e divergéncia (Kimura-2-parameter - K2P) para os DNAs satélites
caracterizados nos genomas de T. miliaris foram estimados através do script do
RepeatMasker (SMIT; HUBLEY; GREEN, 2017) pelo servidor Kasahara-ICG Insect
Cytogenomics Group localizado no Departamento de Biologia Geral e Aplicada,
UNESP - Rio Claro (SP). O grafico de abundéancia e divergéncia foi construido no
programa RStudio (Versdo 1.2.1335) utilizando os dados da quantificacédo resultante
do RepeatMasker ajustados em tabelas de Excel (Microsoft®). Os DNAs satélites
encontrados e quantificados foram nomeados como proposto por Ruiz-Ruano e
colaboradores (2016).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, a estratégia que tem sido amplamente empregada na deteccao de
DNAs repetitivos é pelo agrupamento (cluster) de pequenos reads oriundos do
Sequenciamento de Nova Geragcdo, com baixa cobertura, no intuito de identificar
apenas sequéncias representadas em multiplas coOpias, sem a necessidade da
montagem do genoma (SATOVIC-VUKSIC; PLOHL, 2023). Com as andlises
realizadas no RepeatExplorer2, foram obtidos 105 clusters para o0 genoma de T.
miliaris, sendo 33 deles apontados como potenciais DNAs satélites pelo TAREAN. A
Tabela 1 apresenta as informacdes obtidas pelo TAREAN, bem como os respectivos
grafos de cada um dos 33 DNAs satélites. Evidencia-se que as formas circulares dos
grafos presentes nesta tabela sdo caracteristicas de clusters de sequéncias repetidas
em tandem, como os DNAs satélites (NOVAK; NEUMANN; MACAS, 2010; SATOVIC-
VUKSIC; PLOHL, 2023).

Tabela 1 — Informacgdes obtidas pelo TAREAN. Os DNAs satélites TmiSat08-
44, TmiSat10-32, TmiSat16-30, TmiSat19-40 e TmiSat30-77 sdo aqueles
identificados nos trabalhos de Pessoa (2019) e de Cholak (2020), mas que nao
foram identificados pelo TAREAN nesta nova abordagem.
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Por meio do programa Geneious, comparou-se as sequéncias consenso dos
DNAs satélites indicados pelo TAREAN com aqueles identificados nos estudos de
Pessoa (2019) e Cholak (2020), no intuito de encontrar similaridades entre as
sequéncias. Com isso, observou-se que cinco DNAs satélites encontrados nestes dois
estudos ndo foram recuperados pelo TAREAN no presente trabalho. Assim, estes
cinco DNAs satélites foram incorporados nas andlises, totalizando 38 DNAs satélites
para T. miliaris. Na Tabela 1, verifica-se que estes cinco DNAs satélites acrescidos
nas analises deste estudo sdo: TmiSat08-44, TmiSat10-32, TmiSat16-30, TmiSat19-
40 e TmiSat30-77.
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Por meio do RepeatMasker, obteve-se a abundancia e a divergéncia para os 38
DNAs satélites no genoma de T. miliaris, possibilitando visualizar a proporgao
gendmica de cada uma destas sequéncias repetitivas nesta espécie de anuro a partir
do grafico landscape (Figura 4). Este grafico, em conjunto com a Tabela 2, permitiu
organizar e nomear - ou renomear para o caso daqueles DNAs satélites ja descritos
por Pessoa (2019) e Cholak (2020) - os DNAs satélites de T. miliaris a partir de sua
ordem decrescente de abundancia no genoma, como proposto por Ruiz-Ruano e
colaboradores (2016).

Com a Tabela 2, nota-se que o contetdo de A + T destes DNAs satélites variou
entre 28,9% e 73,3% (55,85% em média), indicando uma tendéncia de DNAs satélites
ricos em A + T. Observa-se ainda que TmiSat01-30 trata-se do DNA satélite mais
abundante no genoma de T. miliaris, compreendendo cerca de 2,35% da abundancia
gendmica. O segundo DNA satélite mais abundante corresponde apenas a 0,45% da
abundancia gen6mica e todos os outros DNAs satélites apresentam abundancias
inferiores. Ja os valores determinados pelo RepeatMasker para divergéncia variam
entre 1,24% e 17,45% (7,6% em média).

Figura 4 — Landscape repetitivo para os 38 DNAs satélites encontrados em T.
miliaris. Observe que cada DNA satélite é designado por uma cor. Neste landscape
apresenta-se a divergéncia (eixo x) em relacdo a abundancia no genoma (eixo y). As
copias agrupadas a esquerda do grafico possuem menor divergéncia, indicando que
sao de ocorréncia recente no genoma.
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Ruiz-Ruano e colaboradores (2019) afirmam que gréaficos landscapes sao
altamente informativos em relacdo a idade dos DNAs satélites, uma vez que a
evolucdo destas sequéncias repetitivas € marcada por processos de amplificacdo e
homegeneizacdo, que diminuem a divergéncia, e de mutacdes pontuais, as quais
aumentam a divergéncia. Neste sentido, picos com valores de divergéncia mais baixos
indicam uma origem mais recente, enquanto valores de divergéncia mais elevados
representam origens mais antigas (RUIZ-RUANO et al., 2019). No caso do grafico
landscape para os 38 DNAs satélites identificados em T. miliaris, a divergéncia de
todas estas sequéncias repetidas em tandem é menor que 20%, como apresentado
na Tabela 2 e na Figura 4, apontando para uma homogeneidade alta e uma
amplificacdo recente no genoma da espécie. Resultado similar foi observado por Da
Silva e colaboradores (2023) ao analisar 226 DNAs satélites recuperados na espécie
de anuro Proceratophrys boiei, os quais também apresentam baixa divergéncia e
sugerem eventos mais recentes de amplificacdo e diversificacdo no genoma desta

espécie.

Tabela 2 — Caracteristicas gerais dos 38 DNAs satélites recuperados do T.
miliaris, apresentando tamanho, composicdo A + T, abundancia e divergéncia.

DNA Satélite Tamanho (pb) A+T Abundéncia Divergéncia
TmiSat01-30 30 63,4% 2,3546% 3,00%
TmiSat02-618 618 62,8% 0,4536% 2,22%
TmiSat03-188 188 51,6% 0,4095% 4,44%
TmiSat04-95 95 59,0% 0,2024% 3,58%
TmiSat05-35 35 60,0% 0,1016% 3,58%
TmiSat06-142 142 28,9% 0,0878% 6,12%
TmiSat07-49 49 42,9% 0,0813% 9,41%
TmiSat08-44 44 59,0% 0,0697% 3,50%
TmiSat09-65 65 52,3% 0,0499% 5,48%
TmiSat10-32 32 58,1% 0,0436% 12,53%




TmiSat11-37 37 54,0% 0,0434% 6,09%
TmiSat12-484 484 67,6% 0,0386% 1,24%
TmiSat13-71 71 57,8% 0,0290% 3,69%
TmiSat14-27 27 62,9% 0,0283% 16,31%
TmiSat15-68 68 51,4% 0,0245% 3,17%
TmiSat16-30 30 53,4% 0,0238% 11,32%
TmiSat17-28 28 53,5% 0,0217% 8,83%
TmiSat18-31 31 58,1% 0,0202% 11,38%
TmiSat19-40 40 60,0% 0,0198% 14,61%
TmiSat20-35 35 60,0% 0,0148% 3,90%
TmiSat21-47 47 44,7% 0,0142% 6,97%
TmiSat22-86 86 61,6% 0,0142% 17,45%
TmiSat23-36 36 55,5% 0,0117% 12,32%
TmiSat24-81 81 50,6% 0,0117% 5,16%
TmiSat25-45 45 73,3% 0,0116% 12,01%
TmiSat26-45 45 48,9% 0,0103% 6,67%
TmiSat27-43 43 58,2% 0,0093% 6,96%
TmiSat28-36 36 63,9% 0,0074% 4,59%
TmiSat29-38 38 44,8% 0,0068% 11,24%
TmiSat30-77 77 52,0% 0,0065% 6,80%
TmiSat31-57 57 56,2% 0,0062% 7,09%
TmiSat32-30 30 50,0% 0,0052% 5,08%

32
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TmiSat33-38 38 60,5% 0,0047% 7,04%
TmiSat34-46 46 58,7% 0,0046% 3,89%
TmiSat35-23 23 60,9% 0,0034% 11,36%
TmiSat36-73 73 53,4% 0,0030% 5,82%
TmiSat37-30 30 53,4% 0,0009% 15,83%
TmiSat38-44 44 59,0% 0,0002% 8,35%

Uma vez consultados os bancos de dados publicos BLASTN e Repbase (Tabela
3), verificou-se que trés DNAs satélites tiveram similaridade com elementos
transponiveis e seis apresentaram similaridade com outros DNAs satélites ja descritos
para anfibios anuros, como, por exemplo, P. boiei (DA SILVA et al., 2020). Dentre as
similaridades encontradas, destaca-se a do TmiSat03-188 com o PcP190. Este ultimo
€ um DNA satélite isolado por Vittorazzi e colaboradores (2011) no genoma da espécie
Physalaemus cuvieri e que parece ser derivado do rDNA 5S. Posteriormente, tal DNA
satélite também foi encontrado em cinco popula¢cdes de P. cuvieri, em outras cinco
espécies do género Physalaemus e nas espécies de anuros Leptodactylus latrans e
Crossodactylus gaudichaudii (VITTORAZZI; LOURENCO; RECCO-PIMENTEL,
2014).

A sequéncia PcP190 foi localizada por mapeamento cromossémico no bracgo
longo do cromossomo W de Pseudis tocantis, sugerindo que este DNA satélite poderia
estar envolvido na evolucdo dos cromossomos sexuais desta espécie (GATTO;
BUSIN; LOURENCO, 2016). Gatto e colaboradores (2018) indicaram que o PCP190
estd presente em outras quatro espécies do género Pseudis e na espécie Lysapsus
limellum, descrevendo heteromorfismo sexual para P. bolbodactyla. Ja Gatto e
colaboradores (2019) analisaram a localizagdo cromossémica do PcP190 em trés
populacdes de Pseudis fusca, observando algumas diferencas entre elas. Da Silva e
colaboradores (2020) constataram que PboSat3-189, DNA satélite identificado em
Proceratophrys boiei, apresenta similaridade com o PcP190 e que esta localizado nas

regides centroméricas e pericentroméricas de todos os cromossomos da espécie,
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coincidindo com o Bandeamanto C. Bueno e colaboradores (2021), por sua vez,
reportaram a presenca do PcP190 na espécie de anuro Cycloramphus bolitoglossus

e reforcaram sua associacdo com o rDNA 5S.

Tabela 3 — Resultados de similaridades entre os DNAs satélites recuperados
de T. miliaris e sequéncias previamente depositadas obtidos por meio de consulta
nos bancos de dados BLASTN e Repbase.

DNA satélite Consenso BLASTN REPBASE
Tm | S ato 1 _30 AGCAGTGTTATGCAGTGTTAAGCTGTTATA - -
Tm | S atO 2 _6 l 8 ATTGTTTTTGAATTCTGGTCTTTCATTTTTAATGGTTGATGT - hAT-17_Croc

GATTTTAGGCTATGGGAACTTTCCTGCTTTCTACTTATCAC
AATAAGTGAAGCAAAGAATTGGTAAAGGAAACAGATTTGG
AGATGGTAAGGAAAGGCTGTAGGGGAGGAGGAGGCCTTT
ATTTGAACACAATAACACATGTGTTGTTGTGTTCAAAATGT
TTAATCCAGAAAATTTCCCATAGTCAGCCATCTATTTTGTG
AAATGTTTTGAGTTGTTCACGACAATGAAGGGTGATGAGG
TGTATATGTTGGTGCTCAAATTTGGAGGTAAGGTTGTGTTT
TCTGAAACGGCACCATAATTGTTTTTGAGGACTTGAGTAGA
CTGATTTGCTTGGGTAGGTCCTTGGATTTAACACATGTCTG
CTGTTACTAGGACCCCTGGATATTTCATGGTGTAGCTCCT
CTTGATGGAGGGGGAGACATGTTAGTGGTCTTTTCATGAT
AGGGTCAATTATTTATTATGTGTTTTAATTGACTAAACTCAT
TCTGATTTTATTTGGAATAAATTGTCAATCTTCTTATTTTCG
TGGTACCAGAGTATGGTGTGGTATGAAATCGACATGGGTT
TCATGCA

Chapaev-5_HM

TmiSat03-188

AGGTGATTTACAGGTCGTTTTTTGTAATTAATGAACAAAGC
CGAGTTACAAGGTAAAATCGAGGAGTCAATGGGACCTGG
GATTCCCAGCCAGTCTCCCATGCGGGTACTTGCCAGGCC
TTAAGCTGTTTTCATCTGCTGCGATCTGACGAGGGCAGGC
ACACTCAGCTTAGAATGGCCATTGACGTA

PcP190.

Tmi Sat04-95 GTACATACATTACATTACTTATCCTGTACTGATCCTGAGTT Proceratophrys boiei satellite -
ACATCCTGTATTATACTCCAGAGCTGCACTCACTATTCTGC | PboSat6-97 sequence -
TGGTGGTCACTGT 98.85% - MN475841.1

TmiSat05-35 TATAACTACTATAATACCGCCCCCTATGTACAGGA - -

TmiSat06-142

GGCCGAGGCCGTGGAGCGGTCCCCCGGCGTGACTGAGC
GCGAGCCCCCGGTGATGAGCTCCGCCCGGGGGAAAGTC
AGATCCCTTGCCCGAGAAGGAGTTCCAGGAGAGCGGATA
GAGGAGGCGGCGGACGGAGCGGACGGT

Kibi-1_GA

TmiSat07-49 TCTAGTGGTGGCTGCAGGCAGTCAGTATACAGTCAGCTCC | - -
TGAGCTCCC

Tm|S at08-44 AGCCGGTATAACCCGGGCATCTCCTGTATATAATATATATG | Proceratophrys boiei satellite -
TAC PboSat12-91 sequence —

86.33% - MN475847.1

TmlS at09-65 AGCAATGTTCTGCAGATCTGTAGAGAGGTCACTGGTGTAA - -
TAATCTGCAGAGGTAGAGGGGGTAG

Tm | S at 10_32 CCCATCATCCATATATCACACAGTGTATCAC - -

TmiSat11-37

CTCCATATATACAGGACAGGAGAAGTGGTACTGTGCA
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TmiSatl12-484

TTAAATGGCTTTAAGATGAGTTTTACATTCAACTCATGAGA
AGACATGACGAAAACAGAACCACGTTACATGCTGTTCTCT
AAAAACAAATTCCTTCAATTGGTTTATCTTTTGCTCATATTT
TAATTACTAATCTTGTTAGTGTAGTTTCTTATTAGACTTAAT
AGTTCTACTTCAGTGTTGCTTTGTTTTTTCTTCCCATTTAAA
TTTGGTAAAGAAATAGTTCTTCTTCAAAATGAAAGTCTTAG
CTGATGCTTCTTATCTGGAAGGGATGTTAAACCAGTCACA
AAAAAAATATCGGACTCAACTTTTCATAAAACATATATTTTT
GAAACTTTTGGAAAAATTTACAAACACAAAAAGGGTTACAT
GGTGTAATGCTTAGCACTCTGGACTCTGAATCCAGCGATC
CGAGTTCAAATCTCGGTGGGACCTAATTTACTTTCTCAATA
TGAAACTTCCTGTTTCTGCTTGCTTCAAATGG

Gypsy-66_MLP-|

tRNA-GIn_AT

TmiSat13—71 ACTGTGTTATCTGTGGTGTTACATAGGACTGCAGGTGACA Bufo schneideri microsatellite -
CTACTACATTATCTGTACTCAGAGAGGTATC Rsch3 sequence - 94.00% -
FJ847930.1
Proceratophrys boiei satellite
PboSat22-43 sequence -
97.67% - MN475857.1
Tm | S at 1 4_ 2 7 GACAATGGAAACAATTGACACAATGGA - -
i _ CACACATACCTCACACTTCTCATACATACCACCCTTTAAGC - -
TmiSat15-68 TTGGCCCTATAGAGGGTCCTTGGGTGT
Tmls at 16_30 CTCTACCTGTACTACATGTCCTGTACTGCT - -
Tm|S at 17_ 28 TACAGGATAATGACACTGACACTTGGGG - -
Tmls at 1 8_31 GGGCAGTGTAATATACAGGATTATACATGGG - -
Tmls at 19_ 40 GAGCTCCCCCTAGTGGTGACTGTATATAATTATATGTAGT - -
TmIS a.t20-35 TTATCTGTATATAGGTGTGAATGGTGGATCCTGTG - -
TmiSat21-47 GCAGCTCACTGGGTATGATAGAGAGGAGTCAGATCACAC - -
CGGGCATC
i - GAATGTATTCGGTGACTACATCATTCTACAACTATAGTACT - -
Tm ! Sat22 86 ACAAGTACCAGCATTACCCTCTTCTCTAGATGGAGTAATTG
CATG
Tm | S at23-36 GACATCACAACATTCCATGACCTCACAACATTCCGT - -
i _ TCTAGTAATGTCCTACTGTCTCACCCCAGTGCTGGGGTCA - -
Tmi Sat24 8 1 CATACACCCTCATTACTGTGTATAATGTCCTCCCTGCTGCT
T m | S atz 5 - 4 5 ATATCACACTGCACTGTATAATGATATATAGTATATACACT - -
GATA
Tm|S at26-45 GGTGACATCACTGAGAATGCAGCCTATCCATCACTAGAGA Proceratophrys boiei satellite -
GCAGC PboSat28-43 sequence -
97.44% - MN475863.1
Tm | S a.t27 - 4 3 GTTATATTATACAGGAGGTGACATCACCGCTCCCCAGATA - -
TAA
Tm | S a.t2 8_36 CATATATTATATAGAGTCATTACAGACAGTGACCCC - -
TmiSat29-38 GCAGGGTCCTCTCTCCTGTAGAGTGTCAGCTCTTATGG - -
Tm | S a.t30'7 7 CATAGTGATATATCCTGCAGAGTATTACACCCCTGACCTCT | - -
ACAGATCTGCAGAACATCGCTCTCCCCCTCCTGATA
Tm | S at3 1 _ 57 CCTCTGTAGTCACATGTACTATATACCATGTCTGGAGATAA - -
TATATCCACAGCCGCC
TmiSat32-30 GTCTCCTGTGTGGTGTAGTATAGAGGAGCT - -

TmiSat33-38

ACACCCCTGTATATAATGATAGGACACTGTGTATACAG
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TmiSat34-46 CAGTATACTGTACAGCAGATAATACAGGTCTGTATAGGAG
GAGAGA

TmiSat35-23 ATACCCCTCATCACCTGTATATT

TmiSat36-73 CGGGTTTTTTGCGCTTTTGCGTTGTTCCCTGTGGATTGCAT
CTGATGAAGACAGAAGATGGCTTCTTTTTCGG

TmiSat37-30 GTAGTACAGGTAGAGAGCAGTACAGGACAT

TmiSat38-44 GGGTTATACCGGCTGTACATATATATTATATACAGGAGATG | Proceratophrys boiei satellite
CCC PboSat12-91 sequence -

88.10% - MN475847.1

Dessa forma, as similaridades com outros DNAs satélites, observadas a partir da
consulta ao BLASTN, vdo de encontro com a ideia proposta pela hipbtese da
biblioteca, tendo em vista que os DNAs satélites estdo sendo compartilhados entre os
genomas de espécies de diferentes familias de anfibios anuros. Além disso, a
similaridade entre o TmiSat03-188 e o PcP190 reforca os achados de Pessoa (2019)
e Cholak (2020), que também verificaram similaridade entre estes DNAs satélites.
Cholak (2020), ao mapear TmiSat03-188 (antigo TmiSat02-189) e rDNA 5S, por meio
da técnica de hibridacé&o in situ por fluorescéncia (FISH), observou sobreposi¢ao entre
estas duas sequéncias no cromossomo 1 de duas populacdes de T. miliaris (Santa
Teresa/ES e Paraty/RJ) e em outras duas espécies do género Thoropa (T. taophora
e T. saxatilis), reforcando a hipétese de Vittorazzi e colaboradores (2011) de que o
PcP190 esta relacionado com o rDNA 58S, algo que também foi realgado por Bueno e
colaboradores (2021) em C. bolitoglossus - espécie pertencente a familia
Cycloramphidae, a mesma de Thoropa. Portanto, pode-se dizer que a analise de
DNAs satélites em um grupo de organismos pode revelar informacbes sobre a
evolucao de sequéncias repetitivas, a presenca de elementos conservados e auxiliar
na compreensao das relacbes entre as diferentes espécies (INGHAM et al., 1993;
PLOHL et al., 1998).
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4 CONCLUSAO OU CONSIDERACOES FINAIS

Além de apresentar o conteudo de DNA satélite de T. miliaris, esta pesquisa
contribui para um melhor entendimento da evolucédo destas sequéncias, atraves de
comparacoes realizadas a partir das consultas aos bancos de dados publicos. Os
resultados vao de encontro com a proposta da hipotese da biblioteca para este tipo
de sequéncia, uma vez que observou-se similaridades entre os DNA satélites
caracterizados para T. miliaris com outros satélites identificados em espécies de
diferentes familias de anfibios anuros. O presente trabalho também reforca a
importancia de integrar dados gendmicos e de bioinformatica para diferentes grupos
de anfibios anuros, tendo em vista a eficAcia em representar o contetdo e dinamica

evolutiva de DNAs satélites em organismos distintos.
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