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RESUMO

7

A heterocromatina de organismos eucariotos é normalmente composta por
sequéncias de DNAs repetitivos. Um tipo especial destes é o DNA satélite, que
constitui uma fracdo nao codificadora do genoma, consistindo em longas matrizes de
sequéncias repetidas em tandem, localizadas preferencialmente na heterocromatina
das regides cromossémicas pericentroméricas e subteloméricas. O presente
trabalho teve como objetivo estudar a organizacdo gendmica e a localizagéo
cromossomica de sequéncias de satDNAs presentes no genoma da espécie de sapo
Proceratophrys boiei (Wied-Neuwied, 1825), que se mostra bastante interessante do
ponto de vista genético e citogenético, uma vez que em estudos anteriores foi
identificado um heteromorfismo cromossémico ligado a diferenciacdo de
cromossomos sexuais em fémeas de uma populacdo da espécie. Para isso, foi
realizada previamente uma extensiva analise no genoma tanto de macho quanto de
fémea sequenciado da espécie, utilizando ferramentas de bioinformatica, da qual foi
isolado um grande numero de possiveis satDNAs. Para este trabalho foram
escolhidos dois satDNAs da fémea de P. boiei e dois do macho, sendo eles
nomeados como: PboSat40-165, PboSat51-39, PboSat57-97 e PboSat58-155, estes
passaram por analises de PCR e hibridacdo fluorescente in situ cromossdémica
(FISH) a fim da validagdo e mapeamento dessas. Apenas os satélites PboSat40-165
e PboSat57-97 mostraram marcacdes visiveis na técnica de FISH em preparacdes
tanto de macho quanto de fémea da espécie. O satélite PboSat40-165 foi localizado
na regido subtelomérica do par cromossémico 5 e o PboSat57-97 foi localizado nas
regibes centroméricas e pericentroméricas de todos os cromossomos. Assim, ambos
ocupam areas heterocromaticas, como descrito anteriormente para estas sequéncias
por outros autores. O isolamento de sequéncias repetitivas, sobretudo de satDNAS,
constitui uma ferramenta importante para obter dados que contribuirdo estudos
evolutivos em anuros, podendo revelar novidades a cerca da organizagdo genémica
e cromossdmica nesses organismos, uma vez que ainda sdo poucos os trabalhos

envolvendo este tipo de estudo em anuros.

Palavras-chave: DNA repetitivo, cromossomos sexuais, evolucao cariotipica.
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1. INTRODUCAO

1.1. Proceratophrys: caracteristicas gerais e taxonomia

E o mais representativo dos géneros da familia, com um grande nimero de
representantes de pequenos e meédios sapos, atualmente constituido por 41
espécies, distribuidas no leste e sul do Brasil, nordeste da Argentina e Paraguai,
sendo encontradas em ambientes florestais e areas abertas (PRADO & POMBAL,
2008; FROST, 2019). Entretanto, a riqueza de espécies do género Proceratophrys
provavelmente esta subestimada em relacdo ao numero de espécies, como indicado
pela constante descoberta e descricdo de novas espécies (PRADO & POMBAL,
2008; MARTINS & GIARETTA, 2011; BRANDAO et al., 2012; CRUZ et al., 2012;
DIAS et al., 2013; GODINHO et al., 2013; MARTINS & GIARETTA, 2013; MANGIA et
al., 2014; MANGIA et al., 2018).

A taxonomia e sistematica de Proceratophrys ainda é bastante conflitante e a
classificagdo foi realizada até o momento com base em aspectos de similaridade
morfolégica externa de adultos, com espécies agrupadas em quatro grupos fenéticos
ou complexos de espécies: P. boiei, P. appendiculata, P. bigibbosa e P. cristiceps
(IZECKSOHN et al., 1999; GIARETTA et al.,, 2000 ; KWET & FAIVOVICH, 2001;
PRADO & POMBAL, 2008), mesmo com evidéncias moleculares apontando para a
natureza nao monofilética dos grupos (PRADO & POMBAL, 2008; AMARO et al.,
2009; PYRON & WIENS, 2011; TEIXEIRA et al., 2012; DIAS et al., 2013; PYRON,
2014), exceto para o grupo P. bigibbosa, unico grupo recuperado como monofilético
(AMARO et al., 2009; PYRON & WIENS, 2011; TEIXEIRA et al., 2012; DIAS et al.,
2013; PYRON, 2014).

Algumas espécies ndo estdo associadas a nenhum desses grupos (FROST,
2019), como por exemplo, P. rondonae Prado e Pombal, 2008, P. minuta Napoli,
Cruz, Abreu e Del Grande, 2011, P. redacta Teixeira, Amaro, Recoder, Vechio e
Rodrigues, 2012, e P. schirchi (Miranda-Ribeiro, 1937), por apresentarem
caracteristicas peculiares que ndo se enquadram em nenhum dos grupos anteriores
(PRADO & POMBAL, 2008; NAPOLI et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2012; MANGIA et
al., 2014).



A espécie P. boiei (Wied-Neuwied, 1825) esta distribuida desde o estado de
Santa Catarina até o sul dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo. E endémica
do Brasil e ocorre apenas em areas de Mata Atlantica e remanescentes dessa
(PRADO & POMBAL, 2008; AMARO, et al., 2012). Dados sobre a ecologia de P.
boiei ainda sdo pouco conhecidos, porém, sabe-se que esses anuros ocupam
folhicos e rochas, apresentando comportamento semi-fossorial. Além disso,
apresentam dimorfismo sexual, marcado por fémeas maiores que 0s machos, e que
durante o periodo reprodutivo associam-se em riachos no interior das bordas de
mata (CARNAVAL, 2002; PRADO & POMBAL, 2008).

Figura 1. Individuo de Proceratophrys boiei. Foto: Célio F. B. Haddad.

1.2. Citogenética e citogenémica de Proceratophrys

Os dados genéticos e citogenéticos de Proceratophrys ainda sdo escassos na
literatura quando comparados a alguns outros grupos de anuros, e até o0 momento
estdo limitados apenas ao numero e morfologia dos cromossomos, com base na
coloracdo convencional com Giemsa que mostram que P. boiei, P. renalis e P.
appendiculata apresentam numero diploide de 2n = 22 cromossomos (KING, 1990;
KURAMOTO, 1990; ANANIAS et al., 2007; AMARO et al., 2012). No entanto, para P.
boiei j& foram realizados mais estudos, que mostraram, a presenca de cromossomos
sexuais heteromorficos do tipo ZZ:ZW, além de diferencas na quantidade de
heterocromatina constitutiva e posicdo das NORs entre populacdes do sul e sudeste
do Brasil (ANANIAS et al ., 2007; AMARO et al., 2012).



Além disso, recentemente, Silva (2019), descreveu o cari6tipo de trés novas
espécies de Proceratophrys, aumentando assim o nimero de espécies cariotipadas
para seis. Essas foram P. schirchi, P. laticeps, P. melanopogon, que também
revelaram numero diploide de 2n = 22 cromossomos, regides heterocromaticas
predominantemente no centrémero dos cromossomos e NOR Unica, no par 8, com

excecdo de P. melanopogon, cuja localizacdo da NOR esté localizada no par 4.

Neste mesmo trabalho, Silva (2019) analisou individuos de P. boiei de uma
populacdo de Mogi das Cruzes, Sao Paulo e encontrou resultados corroborando
com os descritos por Ananias e colaboradores (2007) e Amaro e colaboradores
(2012) que revelaram um padrdo incomum de distribuicdo da heterocromatina
constitutiva para esta espécie por meio de Bandamento C. Nesses estudos 0s
autores mostraram um polimorfismo em um par de cromossomos das fémeas que foi
relacionado a um heteromorfismo sexual. O par de cromossomos homologos
envolvido nesse heteromorfismo, tem o mesmo tamanho e morfologia sob coloracdo
convencional, mas séo distinguidos um do outro pela presenca de uma grande
guantidade de heterocromatina em um dos cromossomo do par, enquanto seu
homdlogo apresenta bandas C apenas na regido pericentromérica, o que levou os
autores a sugerirem um sistema de diferenciacdo de cromossomos sexuais do tipo
ZZ:Z\W para P. boiei (ANANIAS et al., 2007; SILVA, 2019).

Andlises citogenéticas e filogenética envolvendo sequéncias mitocondriais e
nucleares do genoma de P. boiei foram realizadas por Amaro e colaboradores
(2012), em populagbes do sul e sudeste do Brasil, que também confirmaram o
namero diploide 2n = 22 para a espécie e relataram a presenca do heteromorfismo
cromossOmico relacionado a heterocromatina constitutiva observada em um par de
cromossomos homologos em fémeas de populaces da regido sudeste do Brasil e

gue esta ausente em populacdes do sul do pais (AMARO et al ., 2012).



Figura 2: Mapa retratando localidades amostradas no trabalho de Amaro et al., (2012), identificadas
por cores para mostrar os representantes das populac¢des Sul (vermelho), Norte 1 (verde) e Norte 2
(azul). A seta aponta para Iperdé (SP), onde os dados cariotipicos mostram a hibridizacdo entre as
populacfes do Sul e do Norte. Fonte: Amaro et al., 2012.

Os dados apresentados sobre os cromossomos de diferentes populagdes de
P. boiei (sul e sudeste) sdo muito interessantes, principalmente no caso dos anfibios,
uma vez que seus representantes geralmente apresentam pouca heterocromatina
constitutiva em seus cariétipos e poucos deles apresentam cromossomos sexuais
diferenciados (SCRALT et al., 2016). A grande quantidade de heterocromatina
presente em um dos homodlogos do par sexual pode ser usada como ponto de
partida para aumentar o conhecimento sobre a origem e evolugdo dos cromossomos
sexuais em anfibios, por exemplo, estudando com mais precisdo 0s componentes
dessa heterocromatina que € composta principalmente de DNA repetitivo
(GARRIDO-RAMOS, 2017; PLOHL et al, 2014). Dessa forma, os dados
citogenéticos obtidos por Ananias e colaboradores (2007), Amaro e colaboradores
(2012) e Silva (2019) para P. boiei levantaram hipo6teses interessantes para futuros

estudos genéticos e citogenéticos comparativos e evolutivos neste grupo de anuros.



1.3. Cromossomos sexuais em anfibios

A presenca de cromossomos sexuais heteromérficos é uma caracteristica
considerada rara em anuros. Schartl e colaboradores (2016) afirmam que apenas
4% das espécies de anfibios analisadas citogeneticamente tém cromossomos
sexuais estruturalmente diferenciados e o heteromorfismo muitas vezes s6 é
reconhecido apds a utilizacdo de técnicas de coloracdo diferencial, como
bandamento C para evidenciar regides heterocrométicas. Apesar disso, tanto
espécies com sistemas sexuais do tipo XX/XY gquanto com sistemas ZZ/ZW e até
com sistemas multiplos de cromossomos sexuais ja foram encontradas, e essas
espécies que apresentam esta caracteristica, exibe um cromossomo Y ou W com
acumulo de heterocromatina (SCHMID et al., 2003, 2010, 2012; SCHARTL et al.,
2016; GATTO et al., 2016; GAZONI et al., 2018).

As analises citogenéticas realizadas até o momento em anfibios, revelaram
gue a maioria das espécies carece de cromossomos sexuais diferenciados
morfologicamente, implicando que eles ainda ndo desenvolveram diferencas
supramoleculares a ponto de se tornar evidente no nivel citolégico. Embora a
maioria das espécies de anfibios estudadas possuam cromossomos sexuais
homomorficos, em algumas espécies de anuros, mudancas estruturais sutis que
indicam um estagio inicial de diferenciacdo morfoldégica dos cromossomos sexuais,
sao aparentes (SCHARTL et al., 2016).

Ainda com relagdo aos cromossomos ligados ao sexo, pode-se afirmar que
eles tendem a acumular uma grande quantidade de sequéncias repetitivas, mas nao
se tem certeza da provavel causa destas sequéncias amplificarem preferencialmente
nestes cromossomos. Uma das teorias mais bem aceitas € de que o acumulo de
sequéncias repetitivas em um dos cromossomos do par sexual facilite a supresséo
da recombinacdo entre os homélogos, protegendo assim as mutagdes sexualmente
benéficas (OHNO, 1967; BULL, 1983). Por outro lado, € igualmente plausivel que
rearranjos cromossémicos, assim como acumulo e amplificacdo de sequéncias
repetitivas, possam ocorrer perto de locus de determinagdo do sexo como resultado
da supresséo da recombinacdo em vez de induzi-la (EZAZ & DEAKIN, 2014).
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Além do heteromorfismo entre cromossomos aparentemente homologos, a
presenca de grandes blocos de heterocromatina associada a esses, € muito
interessante, pois envolve um acumulo de sequéncias repetidas que levantam
guestdes ligadas a processos de expressao génica (LIU et al., 2001; PEASTON et
al., 2004; HAN & BOEKE, 2005; VOLFF, 2006), a origem e evolugcdo de
cromossomos sexuais (LYON, 2000; BACHTROG, 2005; STEINEMANN;
STEINEMANN, 2005; PARISE-MALTEMPI et al., 2007; CIOFFI et al., 2010), além de
serem ainda utilizados como marcadores citogenéticos importantes em estudos de
evolugao, organizagdo do genoma e na identificagdo de rearranjos cromossOmMIcos
em diversos grupos de organismos (BIEMONT & VIEIRA, 2006; MARTINS, 2007;
OLIVEIRA et al., 2013).

1.4. Sequéncias repetitivas

A heterocromatina € normalmente composta por sequéncias de DNA
repetitivos e, na maioria dos organismos, o DNA repetitivo compreende uma fragao
consideravel do genoma. Esse tipo de sequéncia presente nos genomas €
classificado de acordo com suas principais caracteristicas, em sequéncias
codificantes e nao-codificantes, sendo as sequéncias codificantes representadas
pelas familias multigénicas, que estdo envolvidas na codificacdo de importantes
proteinas e RNAs, e as ndo-codificantes, representadas por sequéncias que
apresentam repeticbes em tandem, tais como DNAs satélites (satDNA),
minissatélites e microssatélites, além de transposons e retrotransposons, que S&o
sequéncias que apresentam repeticdbes dispersas ao longo do genoma
(CHARLESWORTH et al., 1994; JURKA et al., 2005; LOPEZ-FLORES & GARRIDO-
RAMOS, 2012).

Especificamente, satDNAs constituem uma fracdo ndo codificadora do
genoma, consistindo em longas matrizes de sequéncias repetidas em tandem,
localizadas preferencialmente na heterocromatina das regides cromossOmicas
pericentroméricas e subteloméricas, embora sua presenca em regides eucromaticas
ja tenha sido relatada (LOPEZ-FLORES & GARRIDO-RAMOS, 2012; PLOHL et al.,
2012; GARRIDO-RAMOS, 2015; RUIZ-RUANO et al., 2016; RUIZ-RUANO et al.,

2018), aléem de também ser encontrada em cromossomos especificos, como
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cromossomos sexuais (GARRIDO-RAMOS, 2017; PALACIOS-GIMENEZ et al.,
2017; GATTO et al., 2018; CREPALDI, 2019).

Atualmente, o sequenciamento de nova geracdo (NGS) junto com analises de
alto rendimento em Bioinformética, como a utilizacdo do software RepeatExplorer,
tem sido utilizado para varios tipos de estudos, incluindo a identificacdo e
caracterizacdo de sequéncias de satDNA por leitura de clusterings baseado em
similaridade (NOVAK et al., 2010; MACAS et al., 2011; PAGAN et al., 2012;
CAMACHO et al., 2015; GARCIA et al.,, 2015; RUIZ-RUANO et al., 2016;
UTSUNOMIA et al.,, 2017, 2018; RUIZ-RUANO et al.,, 2018, GARRIDO-RAMOS,
2017; SILVA, 2019; CREPALDI, 2019). O isolamento de sequéncias repetitivas,
sobretudo de satDNA utilizando a metodologia citada acima, € um estudo inovador
para anfibios, constituindo uma ferramenta importante para estudos evolutivos em
anuros, por meio da localizagdo e organizagdo de sequéncias repetitivas, podendo

revelar mecanismos envolvidos na dindmica molecular desses organismos.

A partir da leitura do genoma da espécie, 0 RepeatExplorer separa porcdes
com mesmas repeticbes em clusters, identificando semelhancas de leitura, e
realizando comparacbes entre pares, registrando todos os pares lidos com
sobreposicdes de sequéncia que excedem um limite especifico. Essa informacéo é
entdo usada para construir um grafico, no qual os vértices correspondem a leituras
de sequéncia. Leituras de sobreposicdo sdo conectadas com arestas e seu escore
de similaridade é expresso como um peso de aresta, e a partir disso, € possivel
observar gréficos especificos de satDNAs constituindo grupos de nés mutuamente
conectados, devido as freglentes sobreposicOes de leituras agrupadas de suas
multiplas copias (NOVAK et al., 2013).

Varios trabalhos recentes com o uso do RepeatExplorer para analises de alto
rendimento e identificagdo de DNAs repetitivos vém mostrando interessantes
resultados nos mais diversos organismos. Como exemplo, analises realizadas por
Ruiz-Ruano e colaboradores (2018) no gafanhoto Pyrgomorpha conica revelaram 87
variantes de satDNAs agrupados em 76 familias diferentes, representando 9,4% do
genoma da espécie. Em outro trabalho, Palacios-Gimenez e colaboradores (2017)
examinaram o0 satelitoma no grilo Eneoptera surinamensis para caracterizar a

evolucdo molecular de seus cromossomos neo-sexuais e encontraram um ndamero
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anormalmente alto de 45 familias de satDNAs, representando cerca de 14% do

genoma e mostrando diferentes estruturas modulares e alta diversidade de matrizes.

Da mesma forma, Crepaldi (2019) encontrou, 69 sequéncias de DNAs
satélites através do RepeatExplorer que correspondem a cerca de 5.6% do genoma
de uma fémea do peixe Megaleporinus elongatus, e a partir dos dados gerados foi
possivel estudar a diversidade da composicdo desses satDNAs presentes nos
cromossomos da espécie. Ainda, Silva (2019) buscou sequéncias repetitivas e
estudou localizacdo cromossdmica dos satélites mais abundantes em uma
populacdo do sapo P. boiei de Tijucas do Sul (Parand) e revelou uma grande

guantidade de elementos repetitivos, sobretudo satDNAs.

Dessa forma, a combinacdo de sequenciamento gendémico e andlises de alto
rendimento em bioinformatica vém possibilitando novas abordagens no que diz
respeito a identificacdo de DNAs satélites e outras sequéncias repetitivas em
diversos organismos. Com isso a importancia de estudos que busquem entender
como estas sequéncias estdo organizadas, nos cromossomos das diferentes
classes, com objetivo de uma melhor compreensao dos mecanismos evolutivos que
envolvem estas, e que podem contribuir sobretudo para o entendimento de como

pode estar ocorrendo evolutivamente a diferenciagédo de cromossomos sexuais.

2. OBJETIVOS

O estudo teve por objetivo principal estudar a organizacdo gendmica e a
localizacdo cromossdmica de algumas sequéncias de satDNAs presentes no

genoma da espécie de sapo P. boiei.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material

Os espécimes de Proceratophrys boiei utilizados neste trabalho foram
coletados na natureza, através de busca ativa noturna nas cidades brasileiras de
Mogi das Cruzes — SP (23°29'31.8"S 46°14'51.1"W) e em Camanducaia — MG
(22°45'28.3"S 46°07'56.1"W). Foram coletados 09 machos e uma fémea na primeira
localidade e um macho e 05 fémeas na segunda. A eutanasia dos espécimes foi

aprovada pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA — IB — UNESP — CRC), sob o
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protocolo 4752, e as autorizagdes para coleta de espécimes da fauna silvestre foram
concedidas pelo ICMBio - Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade, sob os numeros 59449 e 60972 (documentos concedidos a Marcelo
J. Silva).

SAO PAULO *
Camanducaia - MG

*

Mogi das Cruzes - SP

Figura 3. Locais aproximados de coleta dos individuos. Fonte: Google Maps, adaptado.

Os individuos coletados foram identificados pelo Prof. Dr. Célio F. B. Haddad,
do Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, SP,
catalogados e depositados na Cole¢cao CFBH do referido Departamento.

As preparacdes cromossOmicas foram obtidas de células da medula 6ssea,
figado e testiculo, quando machos, injetados intraperitonealmente com solucao de
colchicina 1%, (na propor¢do de 0,0lmL/g de massa corporea), tendo o0s
tratamentos duragcdo de cerca de quatro horas, como descrito em Baldissera Jr. e
colaboradores (1993). Foram analisados cromossomos de exemplares adultos de

ambos 0s sexos.

As preparacdes dos individuos de Mogi das Cruzes — SP j& se encontravam
armazenados em freezer (-20°C) no laboratério de citogenética. Ja as preparacdes
dos individuos de Camanducaia — MG, coletados por Célio B. F. Haddad foram
realizadas no decorrer do presente trabalho. Ambas foram utilizadas para
preparacao de laminas e experimentos de hibridagao in situ por fluorescéncia.
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3.2. Extracdo de DNA gendmico de tecidos sélidos

O DNA total foi obtido a partir de amostras de figado utilizando o kit comercial
“WizardGenomic DNA Purification Kit” — Promega, seguindo as determinacdes do
fabricante. As amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% juntamente com 1 pL
de Blue Juice (6X) (Invitrogen®). A avaliacdo da qualidade das amostras foi
realizada através da visualizacdo das bandas resultantes em um transiluminador de

luz ultravioleta.

3.3. Sequenciamento Gendmico

Um sequenciamento de genoma de baixa cobertura foi realizado previamente
através da plataforma lllumina® (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA) pela empresa
Macrogen Inc. (Seul, Republica da Coréia) para uma fémea e um macho de Mogi
das Cruzes, usando lllumina ® HiSeq ™ 4000 (2 x 101 bp paired-end) e TruSeq
3000 4000 SBS Kit v3. As leituras obtidas a partir do sequenciamento foram unidas
usando o programa FASTQ-join do FASTX-toolkit (GORDON & HANNON, 2010)
com as opc¢des basicas de entrada de dados.

3.4. Analise das sequéncias

Antes da analise de clustering baseada em gréaficos do RepeatExplorer, a
gualidade "paired-ends reads" foi processada e verificada usando o FastQC
(FastQC, versdo 0.10.1, 2012). O pré-processamento das leituras foi realizado
seguindo 0s parametros padrao na plataforma publica:
https://repeatexplorerelixir.cerit-sc.cz/galaxy/ (NOVAK et al., 2013). As leituras foram
processadas com uma "quality trimming tool", "FASTQ interlacer" in paired end
reads, "FASTQ to FASTA" e "RepeatExplorer clustering", todos com op¢des padrao
recomendadas (NOVAK et al., 2013).

Posteriormente, foram examinados os clusters que exibiam densidade gréafica
caracteristico de satDNA na saida de resumo RepeatExplorer para identificar
familias de satDNAs (NOVAK et al., 2010) sendo selecionados em uma primeira
triagem. Dentro de cada cluster, os contigs com sequéncias em tandem foram
selecionados usando a ferramenta de alinhamento grafico dotplot implementada em

Dotlet (JUNIER & PAGNI, 2000) para confirmar sua organizacdo em tandem.
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O mondmero de consenso de cada familia de satDNA foi usado para
consultar dois bancos de dados, GenBank pela ferramenta Blast
(http://www.ncbi.nim.gov/Blast/) e Repbase (http://www.girinst.org/repbase/), para
verificar similaridade com outras sequéncias repetitivas descritas e depositadas. As
superfamilias (SF) foram consideradas comparando-se o consenso do monémero de
cada satDNA de forma independente, utilizando a ferramenta Geneious v4.8.5
(JUNIER & PAGNI, 2000), de acordo com os parametros estabelecidos por Ruiz-
Ruano e colaboradores (2016).

O alinhamento sequencial das copias dos satDNAs foi realizado usando a
ferramenta Muscle (EDGAR, 2004) implementado no MEGA7 (TAMURA et al., 2011)
e este também foi usado para realizar calculo do conteudo de A + T. Para a
nomenclatura de cada satDNA Seguindo o critério sugerido por Ruiz-Ruano e
colaboradores (2016), cada satDNA foi nomeado de acordo, em ordem decrescente

de abundancia.

3.5. Construcéo de oligonucleotideos especificos e amplificacdo em cadeia

As sequéncias consensos de cada satDNA foram usadas para projetar
manualmente primers com direcbes opostas. Para verificar a presenca dos satDNAs
no genoma de P. boiei foram feitas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) dos

satDNAs escolhidos previamente.

As PCRs foram realizadas usando 6,65 pL de H20 Mili-Q 1 pL de 10X Taq
Reaction Buffer (Tris-HCI, [200 mM], pH 8.4, KCI [500 mM]); 0,2 uL de MgClz, [50
mM]; 0,5 puL de deoxynucleotide triphosphates [2mM] (dNTPs); 0,5 pL de cada
primer [uM] (forward e reverse), 0,1 uL de Taqg Platinum DNA Polymerase [1U]
(Invitrogen, San Diego, CA, USA) e 0,5 uL de DNA total a 50-100 ng/uL, obtido por

extracao, perfazendo volume final de 10 pL.

As condi¢cbes de PCR no termociclador incluiram desnaturacdo a 94°C nos 5
minutos iniciais, 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, anelamento do primer a 50-60° C
por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e 20 segundos com uma extenséo final a 72°C

por 5 min. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 1%.
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3.6. Hibridacao Fluorescente in situ (FISH)

Os estudos de Hibridacdo Fluorescente in situ foram conduzidos utilizando
sondas de produtos amplificados por PCR. As sondas foram marcadas em uma
reacdo de 20 pL contendo, 3 pL de DNA polymerase I/DNase | (ThermoFisher®);
0,52 uL de digoxigenina-11-dUTP / biotina-14-dATP; 8,14 uL de H20 Mili-Q; 0,4 uL
de dCTP (0,2 mM); 0,4 pyL de dATP (0,2 mM); 0,4 uL de dGTP (0,2 mM); 0,14 uL de
dTTP (0,2 mM); e 2 yL de NT Buffer (10X). As marcagbes com digoxigenina-11-
dUTP foram detectadas usando antidigoxigenina-rodamina (Roche®) e as sondas
marcadas com biotina-14-dATP foram detectadas usando estreptavidina conjugada

com Alexa Fluor 488 (Invitrogen).

Seguindo protocolo padrdao de marcacao por nick-translation, nas condi¢cbes
gerais de 16°C durante 60 minutos, seguidos de 10 minutos a 65°C e temperatura de
manutencdo a 10°C, de acordo com o protocolo de Pinkel e colaboradores (1986).
Os experimentos de FISH também foram realizados de acordo com a técnica
descrita por Pinkel e colaboradores (1986) com modificacbes de Silva e
colaboradores (2012).

3.6.1. Tratamento das laminas

As preparag0es citologicas foram pingadas em laminas em um banho Maria a
60°C e as laminas foram deixadas com a suspensdo de células em estufa a 37°C
por pelo menos 1 hora. O material foi desidratado em série alcodlica 70, 90 e 100%
por 5 minutos e incubado em 100 pl de RNAse (0,4 % RNAse/2xSSC) a 37°C por 1
hora em camara umida. O material foi entdo lavado trés vezes por 5 minutos em

2xSSC e desidratado em série alcodlica 70, 90 e 100% por 5 minutos.

3.6.2. Desnaturacao dos cromossomos e das sondas

O DNA cromossomico foi desnaturado com formamida 70% em 2xSSC, a
70°C. Em geral, o tempo de desnaturacao foi de 50 segundos. As laminas foram
desidratadas em série alcodlica gelada 70, 90 e 100% por 5 minutos. As sondas
foram desnaturadas com uma solugao de hibridacdo preparada com 3 pyL da sonda
marcada e 27 pyL do tampdo de hibridacdo (Hybuffer) por lamina. A solucdo de
hibridacdo foi desnaturada em termociclador a 95°C por 10 minutos e cada lamina
foi montada com 30 yL de solucédo de hibridacdo contendo a sonda, cobertas com
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laminula, e o conjunto mantido voltado para baixo overnight a 37°C em céamara

amida.
3.6.3. Lavagens e Deteccéo

As laminulas foram retiradas cuidadosamente e as laminas foram lavadas em
2XSSC a 72°C por 10 minutos e uma vez com PBD (1g de leite em p6 + 20 yL de
20xSSC + 500 pL de Triton + 100 uL de 4gua) a 45°C por 5 minutos. Cada lamina foi
incubada com 0,5 pL de antidigoxigenina rodamina/ou Alexa fluor + 100 uL PBD por
30 minutos em camara Umida a 37°C. Foram feitas trés lavagens por 5 minutos com
PBD a 45°C.

3.6.4. Montagem das laminas

Para montagem das laminas foram colocados aproximadamente 10 pyL de
solucdo de DAPI + antifading (Vectashiled) sobre cada lamina. Essas foram cobertas
com laminula, e armazenadas em geladeira no escuro. Os cromossomos € 0s sinais
de hibridacdo foram observados usando microscopio de fluorescéncia (Olympus
BX61) equipado com conjuntos de filtros apropriados. As imagens em preto e branco
foram gravadas usando uma camera digital resfriada DP71. As imagens pseudo-
coloridas em azul (cromossomos) e vermelho ou verde (sinais), mescladas e
otimizadas para brilho e contraste usando o Adobe Photoshop CS6. Para a
montagem dos cariétipos e andlises cromossOmicas, foram analisadas as metafases
de P. boiei macho e fémea, com um numero variavel entre 5 e 10 metafases

analisadas por lamina.

4. RESULTADOS

O trabalho se deu a partir das analises genémicas de um individuo fémea e
um macho de P. boiei da populacdo de Mogi das Cruzes, na qual ha a presenca do
heteromorfismo cromossémico relacionado ao sexo. As analises prévias foram
realizadas em conjunto com o doutorando Marcelo J. Silva, e revelaram um grande
namero de sequéncias repetitivas, sobretudo de satDNAs. Devido a grande
guantidade de dados obtidos, parte deles estdo sendo analisados pelo Marcelo J.
Silva e outros foram selecionadas para serem exploradas neste trabalho, de acordo

com os objetivos propostos.
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4.1. Identificacdo de satDNAs e caracteriza¢do de sequéncias

O sequenciamento lllumina para a fémea de Mogi das Cruzes produziu
19.382.286 leituras em pares, com um total de 1,957,610,886 nucleotideos (nt),
sendo contetido de G + C de 44,48% e A + T de 55,52%, Q20 é de 95,34% e Q30 é
de 90,25%. A analise de agrupamento por meio do RepeatExplorer usou 1.000.000
de leituras aleatérias unidas como entrada e gerou 37,776 clusters que
correspondiam as sequéncias repetitivas mais abundantes em P. boiei, incluindo
satDNAs e outros elementos repetitivos nado caracterizados. O numero de

sequéncias de singletons foi 33,855. As leituras totais foram 71,631 (Figura 4).

71631 read total

number of reads [reads]

30 40
number of reads 4]

Figura 4. Histograma com os clusters repetitivos encontrados pelo RepeatExplorer no
genoma de fémea de P. boiei.

Para o individuo macho foram produzidas 14,326,566 leituras em pares, com
um total de 1,446,983,166 nucleotideos (nt). O contetdo de G+C foi 43,289% e A+T
foi 56,71% e Q20 de 98,903% e Q30 de 96,501%. A analise de agrupamento por
meio do RepeatExplorer usou 1.000.000 de leituras aleat6rias unidas como entrada
e gerou 43,217 clusters. O numero de sequéncias de singletons foi 43,287 e de

leituras totais foi 86,504 (Figura 5).
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Figura 5. Histograma com os clusters repetitivos encontrados pelo RepeatExplorer no genoma
de macho de P. boiei.

Para a pesquisa de satDNAs, foi utilizada uma andlise detalhada dos
agrupamentos que representam elementos repetitivos no output do RepeatExplorer
para ambos 0s sexos. As analises da fémea produziram 110 clusters, apresentando
abundéancia no genoma variando de 0,028% a 7%, totalizando 41 % do genoma
total. Através da analise de gréaficos de pontos, foi confirmada a organizacdo em
tandem de 30 satDNAs. Estes foram agrupados em familias de satDNA, de acordo
com o decréscimo da abundancia mostrada no RepeatExplorer. No macho, foram
produzidos 144 clusters, com abundancia entre 0,023% a 5,4%, também
correspondendo a aproximadamente 41% do genoma total. Com as andlises de

gréficos, foi confirmada a presenca de 23 satDNAs.

4.2. Escolha de satDNAs para serem analisados

Foram escolhidos dois satDNAs da fémea de P. boiei e dois do macho para
serem estudados neste trabalho, sendo eles nomeados como: PboSat40-165,
PboSat51-39, PboSat57-97 e PboSat58-155 (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos DNAs satélites selecionados para estudo.

SATELITE CLUSTER TAMANHO ABUNDANCIA GRAFICO REPEAT

EXPLORER
Cluster 71
PboSat§1-39 (Genoma 39 pb 0,042%
(PBF MC 23) fémea)
PboSat40-165  Cluster 22 *a%
(PBF MC 12) (Genoma 165 pb 0,140%
fémea)
Cluster 2
Pbo3at57-97 (Genoma 97 pb 5.2%
(PBM 2) macho)
Cluster 3
PboSat58-155 (Genoma 155 pb 4.2%
(PBM3) macho)

4.3. Amplificac&o das sequéncias por PCR

A confiabilidade de cada primer foi verificada a partir de Reacdo em Cadeia
da Polimerase utilizando DNA genémico dos proprios individuos dos quais foram
obtidos os genomas sequenciados. Para tal reacao levou-se em conta a composi¢ao
de cada primer quanto as suas propor¢cdes de pares de bases, a fim de encontrar
uma temperatura de anelamento ideal para cada uma destas sequéncias durante a
reacao (Tabela 2).
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Tabela 2. Sequéncia consenso, propor¢cao de bases A+T, primers e FISH dos satélites estudados.

SATELITE CONSENSO A+T PRIMERS FISH
F:
TATACAGGATAAG
CAGTGTCCATATATAC 58 90 AGAAGTGGT
PboSat51.39  AGGATAAGAGAAGTG 270 . N&o clusterizado.
(PBF MC 23) GTACTGTG TATGGACACTG
CACAGTACC
Temp..54°C
F:
TGGCAGTACCCGGGAAGGCGTG GGGGGGAAGTCTG
TACCCATGGGCGATTAAGTGTCG GCAGTAC
GCTGCCGCCTTTAAGAGCCAGAG 2 Exclusivo do par 5.
PboSatd0-165  GACGAATCGGCCGCCCCCGCAGT 37,6 % CGGTGTECATCE
(PBF MC 12) CAGTCCTACGCAGGGGCATGCAT CGCTeTCT
TACCTCTCAGATGTCGGCATAGG
AGCGCGATGGACACCGGGGGGE Temp 66°C
AAGTC
F:
CACAAGTGATATTTTACTCGCAAA CA%%:%ES?AG Regido
PboSats7.97 CCTGAAGAGTGCAACTCCTCCGA oo g Centromérica.
(PBM 2) CTTGGTGTGGTAAAGGGTCATGG . R Em todos 0s
AAACAAGCCTGGCAGCATTGAGT TTTCCATGACCET Cromossomos de
TTTC TTACCAC macho & fémea.
Temp. 56°C
F:
GTTTCAGCACCTTCCTGAAAAAAG CAAGCCTGGCAGC
TGATTTTCAGCCACAACTGGATGC ATTGAGT
PbOFS,gag-ﬁﬁ TCTTCTTCGTCTTCCATAGGAATG 0 R N&o amplificou.
( ) AATGGGGAGGCAAGTGAGTGGAT 93,6 % TTTCOATGACCCTT
TTTTCTCCCAAACCTGAAGAGTGG TACCAC
TGGCAAACTCCTCCGACTTGG
TGTGGCTAAAGGGTC Temp.: 57°C

4.4. Localizacdo cromossdmica dos satDNAs

Os satélites PboSat40-165, PboSat51-39, PboSat57-97 amplificaram e
mostraram padrdes caracteristicos de DNAs satélites, com bandas monoméricas
evidentes e padrbes de escada. Ja o PboSat58-155 ndo obteve amplificacdo
satisfatoria a ponto de prosseguir para marcacdo de sonda para FISH e ficou

estacionado nas analises in silico.

O satélite PboSat57-97 teve sinais de hibridacdo na regido centromérica e
pericentromérica de todos os cromossomos de P. boiei e em ambos 0s sexos
(Figura 6). Além disso, no cromossomo sexual W os sinais estdo por toda a
extensdo da heterocromatina constitutiva, como observado previamente por Silva
(2019). O satélite PboSat40-165 mostrou sinais positivos de hibridacdo na regido
distal dos bracos curtos adjacente a regido telomérica dos dois homologos de um

Unico par cromossdmico, correspondendo ao par 5 (Figura 7). O PboSat51-39, foi
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amplificado no genoma de P. boiei, porém na FISH mostrou um padrdo nao-

clusterizado, com auséncia de sinais de hibridacdo nos cromossomos.

Figura 6. PboSat57-97 mapeado nos cromossomos de P. boiei. Sobreposicdo (DAPI + marcacao).
Em A: fémea, seta evidenciando o cromossomo sexual W; B: macho.

Figura 7. PboSat40-165 mapeado nos cromossomos de P. boiei. Sobreposicdo (DAPI + marcacao).
Em A: fémea; B: macho. Setas evidenciando o PboSat40-165.

4.5. Similaridades com outras sequéncias de DNAs repetitivos

Foram feitas buscas por similaridades para os satélites PboSat40-165 e
PboSat57-97, nos bancos de dados GenBank e Repbase e ndo foram encontradas
sequéncias similares aos contigs encontrados para estes satDNAs pelo programa
Repeat Explorer. Contudo foram feitos alinhamentos com as sequéncias
encontradas por Silva (2019), que estdo no processo de depdsito no GenBank, e
assim, o resultado mostrou que o PboSat57-97 possui 71.7% de similaridade com o
PboSat2-173, 35.4% com o PboSat1-176 e 21.3% com o PboSat3-189 (Figura 8).
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Figura 8. Alinhamentos com as sequéncias encontradas em P. boiei por Silva (2019). A: PboSat57-
97 e PboSat2-173 (similaridade de 71.7%); B: PboSat57-97 e PboSat1-176 (similaridade de 35.4%) e
C: PboSat57-97 e PboSat3-189 (similaridade de 21.3%).

5. DISCUSSAO

Os métodos usados no isolamento de sequéncias repetitivas vém sendo
aprimorados cada vez mais com analises de alto rendimento de sequenciamento
gendmico, em conjunto com programas de bioinformatica especificos, como o
RepeatExplorer (NOVAK et al., 2010). Essa metodologia inovadora possibilita
andlises refinadas acerca de sequéncias repetitivas, tais como satDNAs, uma vez
gue através das leituras dos dados gerados conseguem filtrar e juntar as sequéncias
gue se repetem e ainda estimar a porcentagem destas nos genomas das espécies
(NOVAK et al., 2010; RUIZ-RUANO et al., 2016; GARRIDO-RAMOS, 2017).

A quantidade de satDNAs pode variar significantemente entre as espécies, as
vezes excedendo 50% de seu genoma total (ELDER & TURNER, 1995; SCHMIDT &
HESPLOP-HARRISON,1998). Para espécies de anuros, informacfes sobre a
organizacdo gendmica associada a aspectos cromossdémicos ainda S&o pouco
conhecidas, assim estudos que envolvem a caracterizagdo com abordagem
citogenbmica e a busca por compreensdo acerca das diferentes classes de DNA,
sdo guestdes importantes uma vez que podem ajudar em trabalhos futuros com
diferentes enfoques (SILVA, 2019).

Silva (2019) sequenciou e analisou o0 genoma de uma fémea de P. boiei de
Tijucas do Sul — RJ (populacdo sem heteromorfismo sexual) e por meio de
ferramentas de bioinformatica encontrou que 41% do genoma sdo de elementos
repetitivos. Essa grande quantidade de sequéncias repetitivas levou o autor a
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considerar a espécie um bom modelo para estudo desse tipo especial de sequéncia.
No trabalho, foi visto que do total de sequéncias repetitivas, 15% corresponde a 28
possiveis satDNAs (SILVA, 2019) e esses dados levantaram questbes sobre as
possiveis diferencas e similaridades genbmicas desta com a populacdo que
apresenta heteromorfismo sexual, estudadas neste trabalho de concluséo de curso.

No presente trabalho encontramos para as fémeas com presenca de
heteromorfismo sexual um total de 30 possiveis satDNAs, que correspondem a
aproximadamente 29,2% do genoma total, sendo essa porcentagem realmente alta
em comparacdo ao encontrado para a populagdo com cromossomo sexual ausente.
Assim corroborando com as diferencas de quantidade de heterocromatina vistas em
andlises citogenéticas por Bandamento C (ANANIAS et al., 2007; AMARO et al.,
2012; SILVA, 2019).

Os sinais de hibridacdo observados para o satélite PboSat57-97 na regido
centromeérica e pericentromeérica de todos os cromossomos de P. boiei da populacéo
de Mogi das Cruzes - SP, coincidiram com a regido heterocromética revelada por
Bandamento C anteriormente descrita por Ananias e colaboradores (2007), Amaro e
colaboradores (2012) e Silva (2019), destacando a abundancia de sequéncias de
satDNAs nessas regides cromossomicas, que podem estar desempenhando fungdes
cruciais para a manutencdo, organizacao e estrutura de genomas. A abundancia
gendmica de 5.2% gerada pelo RepeatExplorer, para o satélite PboSat57-97 mostra

gue esta é a sequéncia de satDNA com mais repeticdes encontradas para P. boiei.

Essa localizacdo da sequéncia PboSat57-97 em todos os centrdmeros esta
de acordo com o que foi sugerido por Plohl e colaboradores (2014) e Garrido-Ramos
(2017) de que os monGmeros de satDNA formam arranjos homogéneos, geralmente
enriguecidos em regibes de heterocromatina constitutiva, como centrdbmeros e
telomeros, e foram hipoteticamente relacionados a manutencdo da funcéo
centromérica (PLOHL et al., 2014). Da mesma forma, Silva (2019) mapeou para P.
boiei trés DNAs satélites (PboSat01-176, PboSat02-173 e PboSat03-189) que
tiveram localizagdo cromossomica semelhante com o PboSat57-97, todos
centroméricos. A partir disso, foram feitos alinhamentos em busca de similaridade

com o satélite PboSat57-97. Como o alinhamento resultou em 71.7% de similaridade
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entre PboSat2-173 e PboSat57-97, e de acordo com parametros estabelecidos por
Ruiz-Ruano e colaboradores (2016) pode-se considerar que esses dois satélites

fazem parte de uma mesma superfamilia.

Uma teoria que discute a especificidade de satDNAs entre os genomas das
espécies € a hipdtese da biblioteca de satDNAs, uma vez que explica a ocorréncia
de sequéncias com similaridade espécie-especifica alta, como resultado de
amplificacbes/ delecdes dentro de um conjunto de sequéncias compartilhadas entre
genomas préximos (MESTROVIC et al.,, 1998; MESTROVIC et al., 2006; FRY et
al.,1977). Pela dindmica desses elementos gen6micos, DNAs satélites sofrem
mudancas rapidas, tanto em tamanho quanto na composicdo de suas matrizes
(PLHOL et al., 2012). Assim, por meio de mecanismos moleculares, surgem familias
de satDNAs, que implicam tanto no aumento do niumero de copias por amplificacao
guanto na dispersao dessas sequéncias por diversos locus (PLOHL et al., 2012).

Essa biblioteca pode persistir por um longo periodo evolutivo se houver
reducdo desses mecanismos moleculares de trocas nao-reciprocas (MESTROVIC et
al., 2006). Contudo, os satDNAs podem ser diferentemente amplificados em cada
espécie, com uma subsequente realocacdo desse por outro em diferentes espécies.
Esse modelo evolutivo pode explicar as diferentes amplificacbes em variantes
monomeéricas ou subfamilias de DNA satélite (GARRIDOS-RAMOS, 2015).

SatDNAs também sdo comuns nas regides teloméricas, podendo estar
adjacentes a estes (subteloméricas) ou associados aos teldbmeros propriamente
ditos, ambas variam quanto ao tamanho de seus monémeros e numero de copias
(HENDERSON, 1995; LOUIS & VERSHININ, 2005; LOPEZ-FLORES, I|. &
GARRIDO-RAMOS, M. A, 2012), sendo sequéncias muito dinamicas (TORRES et
al., 2011; RICHARD et al., 2013), assim reorganizacdes e trocas de sequéncia entre
extremidades cromossdmicas ndo-homélogas, podem resultar na formacdo e
ampliacdo de novas familias de satDNAs ou na diversificacdo dessas existentes
(MACAS et al., 2006; TORRES et al., 2011)

O satélite PboSat40-165 aqui estudado, esta localizado no braco curto, na
porcao subtelomérica apenas do par 5, tanto de machos, quanto em fémeas de P.

boiei, sendo entdo cromossomo-especifico. Essas sequéncias podem nado ter um

26



papel essencial para com as func¢des teloméricas, mas podem facilitar o pareamento
na meiose ou agir como protecdo contra a dinamica do processo de amplificacdo e
delecdo telomérica (HENDERSON, 1995; LOPEZ-FLORES & GARRIDO-RAMOS,
2012).

Ambos o0s satélites mapeados nos cromossomos de P. boiei, tanto nas
preparacfes de machos quanto nas de fémeas no presente trabalho, foram
localizados em regifes heterocromaticas centromeéricas, pericentroméricas e
subteloméricas como esperado para satbDNAs conforme descrito por alguns autores
(VITTORAZZI, 2011, 2014; GARRIDO-RAMOS, 2017).

Os dados obtidos no presente trabalho sdo importantes do ponto de vista
citogenético e gendmico e abrem caminho para estudos mais aprofundados sobre o
contetdo de sequéncias repetitivas do grupo estudado, contribuindo assim para a
melhor compreenséo sobre a organizacdo genémica e distribuicdo de DNAs satélites

em anuros.

6. CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos neste trabalho de conclusédo de curso, ficou
claro que o sequenciamento de nova geracdo (NGS) em conjunto com ferramentas
de bioinformatica possibilita analises refinadas acerca de determinadas sequéncias
gue compdem 0s genomas eucaribticos, permitindo assim discussdes sobre como
estas podem estar distribuidas, tanto em numero de cépias quanto em relacdo as
suas localiza¢cdes cromossdmicas. Assim, com o uso destas ferramentas, o presente
trabalho contribui com resultados prévios acerca da organizacdo gendmica de P.
boiei, uma vez que identifica e localiza dois satDNAs com caracteristicas
interessantes, dados estes que contribuem para a construgdo do satelitoma

completo da espécie.
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