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RESUMO 
 

A heterocromatina de organismos eucariotos é normalmente composta por 

sequências de DNAs repetitivos. Um tipo especial destes é o DNA satélite, que 

constitui uma fração não codificadora do genoma, consistindo em longas matrizes de 

sequências repetidas em tandem, localizadas preferencialmente na heterocromatina 

das regiões cromossômicas pericentroméricas e subteloméricas. O presente 

trabalho teve como objetivo estudar a organização genômica e a localização 

cromossômica de sequências 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 cromossômico ligado à diferenciação de 

cromossomos sexuais em fêmeas de uma população da espécie. Para isso, foi 

realizada previamente uma extensiva análise no genoma tanto de macho quanto de 

fêmea sequenciado da espécie, utilizando ferramentas de bioinformática, da qual foi 

isolado um grande número de possíveis satDNAs. Para este trabalho foram 

escolhidos dois satDNAs da fêmea de P. boiei e dois do macho, sendo eles 

nomeados como: PboSat40-165, PboSat51-39, PboSat57-97 e PboSat58-155, estes 

passaram por análises de PCR e hibridação fluorescente in situ cromossômica 

(FISH) a fim da validação e mapeamento dessas. Apenas os satélites PboSat40-165 

e PboSat57-97 mostraram marcações visíveis na técnica de FISH em preparações 

tanto de macho quanto de fêmea da espécie. O satélite PboSat40-165 foi localizado 

na região subtelomérica do par cromossômico 5 e o PboSat57-97 foi localizado nas 

regiões centroméricas e pericentroméricas de todos os cromossomos. Assim, ambos 

ocupam áreas heterocromáticas, como descrito anteriormente para estas sequências 

por outros autores.  O isolamento de sequências repetitivas, sobretudo de satDNAs, 

constitui uma ferramenta importante para obter dados que contribuirão estudos 

evolutivos em anuros, podendo revelar novidades à cerca da organização genômica 

e cromossômica nesses organismos, uma vez que ainda são poucos os trabalhos 

envolvendo este tipo de estudo em anuros.  

Palavras-chave: DNA repetitivo, cromossomos sexuais, evolução cariotípica. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Proceratophrys: características gerais e taxonomia 

É o mais representativo dos gêneros da família, com um grande número de 

representantes de pequenos e médios sapos, atualmente constituído por 41 

espécies, distribuídas no leste e sul do Brasil, nordeste da Argentina e Paraguai, 

sendo encontradas em ambientes florestais e áreas abertas (PRADO & POMBAL, 

2008; FROST, 2019). Entretanto, a riqueza de espécies do gênero Proceratophrys 

provavelmente está subestimada em relação ao número de espécies, como indicado 

pela constante descoberta e descrição de novas espécies (PRADO & POMBAL, 

2008; MARTINS & GIARETTA, 2011; BRANDÃO et al., 2012; CRUZ et al., 2012; 

DIAS et al., 2013; GODINHO et al., 2013; MARTINS & GIARETTA, 2013; MÂNGIA et 

al., 2014; MÂNGIA et al., 2018). 

A taxonomia e sistemática de Proceratophrys ainda é bastante conflitante e a 

classificação foi realizada até o momento com base em aspectos de similaridade 

morfológica 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 evidências moleculares apontando para a 

natureza não 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, único grupo recuperado como monofilético 

(AMARO et al., 2009; PYRON & WIENS, 2011; TEIXEIRA et al., 2012; DIAS et al., 

2013; PYRON, 2014). 

Algumas espécies não estão 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 

características peculiares que não se enquadram em nenhum dos grupos anteriores 

(PRADO & POMBAL, 2008; NAPOLI et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2012; MÂNGIA et 

al., 2014). 
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A espécie P. boiei (Wied-Neuwied, 1825) está distribuída desde o estado de 

Santa Catarina até o sul dos estados de Minas Gerais e Espírito Santo. É endêmica 

do Brasil e ocorre apenas em áreas de Mata Atlântica e remanescentes dessa 

(PRADO & POMBAL, 2008; AMARO, et al., 2012). Dados sobre a ecologia de P. 

boiei ainda são pouco conhecidos, porém, sabe-se que esses anuros ocupam 

folhiços e rochas, apresentando comportamento semi-fossorial. Além disso, 

apresentam dimorfismo sexual, marcado por fêmeas maiores que os machos, e que 

durante o período reprodutivo associam-se em riachos no interior das bordas de 

mata (CARNAVAL, 2002; PRADO & POMBAL, 2008). 

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

1.2. Citogenética e citogenômica de Proceratophrys 

Os dados genéticos e citogenéticos de Proceratophrys ainda são escassos na 

literatura quando comparados a alguns outros grupos de anuros, e até o momento 

estão limitados apenas ao número e morfologia dos cromossomos, com base na 

coloração convencional com Giemsa que mostram que P. boiei, P. renalis e P. 

appendiculata apresentam número diploide de 2n = 22 cromossomos (KING, 1990; 

KURAMOTO, 1990; ANANIAS et al., 2007; AMARO et al., 2012). No entanto, para P. 

boiei já foram realizados mais estudos, que mostraram, a presença de cromossomos 

sexuais heteromórficos do tipo ZZ:ZW, além de diferenças na quantidade de 

heterocromatina constitutiva e posição das NORs entre populações do sul e sudeste 

do Brasil (ANANIAS et al ., 2007; AMARO et al., 2012). 
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Além disso, recentemente, Silva (2019), descreveu o cariótipo de três novas 

espécies de Proceratophrys, aumentando assim o número de espécies cariotipadas 

para seis. Essas foram P. schirchi, P. laticeps, P. melanopogon, que também 

revelaram número diploide de 2n = 22 cromossomos, regiões heterocromáticas 

predominantemente no centrômero dos cromossomos e NOR única, no par 8, com 

exceção de P. melanopogon, cuja localização da NOR está localizada no par 4.  

Neste mesmo trabalho, Silva (2019) analisou indivíduos de P. boiei de uma 

população de Mogi das Cruzes, São Paulo e encontrou resultados corroborando 

com os descritos por Ananias e colaboradores (2007) e Amaro e colaboradores 

(2012) que revelaram um padrão incomum de distribuição da heterocromatina 

constitutiva para esta espécie por meio de Bandamento C. Nesses estudos os 

autores mostraram um polimorfismo em um par de cromossomos das fêmeas que foi 

relacionado à um heteromorfismo sexual. O par de cromossomos homólogos 

envolvido nesse heteromorfismo, tem o mesmo tamanho e morfologia sob coloração 

convencional, mas são distinguidos um do outro pela presença de uma grande 

quantidade de heterocromatina em um dos cromossomo do par, enquanto seu 

homólogo apresenta bandas C apenas na região pericentromérica, o que levou os 

autores a sugerirem um sistema de diferenciação de cromossomos sexuais do tipo 

ZZ:ZW para P. boiei (ANANIAS et al., 2007; SILVA, 2019).   

Análises citogenéticas e filogenética envolvendo sequências mitocondriais e 

nucleares do genoma de P. boiei foram realizadas por Amaro e colaboradores 

(2012), em populações do sul e sudeste do Brasil, que também confirmaram o 

número diploide 2n = 22 para a espécie e relataram a presença do heteromorfismo 

cromossômico relacionado à heterocromatina constitutiva observada em um par de 

cromossomos homólogos em fêmeas de populações da região sudeste do Brasil e 

que está ausente em populações do sul do país (AMARO et al ., 2012). 
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Figura 2: Mapa retratando localidades amostradas no trabalho de Amaro et al., (2012), identificadas 
por cores para mostrar os representantes das populações Sul (vermelho), Norte 1 (verde) e Norte 2 
(azul). A seta aponta para Iperó (SP), onde os dados cariotípicos mostram a hibridização entre as 
populações do Sul e do Norte. Fonte: Amaro et al., 2012. 

Os dados apresentados sobre os cromossomos de diferentes populações de 

P. boiei (sul e sudeste) são muito interessantes, principalmente no caso dos anfíbios, 

uma vez que seus representantes geralmente apresentam pouca heterocromatina 

constitutiva em seus cariótipos e poucos deles apresentam cromossomos sexuais 

diferenciados (SCRALT et al., 2016). A grande quantidade de heterocromatina 

presente em um dos homólogos do par sexual pode ser usada como ponto de 

partida para aumentar o conhecimento sobre a origem e evolução dos cromossomos 

sexuais em anfíbios, por exemplo, estudando com mais precisão os componentes 

dessa heterocromatina que é 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 hipóteses interessantes para futuros 

estudos genéticos e citogenéticos comparativos e evolutivos neste grupo de anuros. 
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1.3. Cromossomos sexuais em anfíbios 

A presença de cromossomos sexuais heteromórficos é uma característica 

considerada rara em anuros. Schartl e colaboradores (2016) afirmam que apenas 

4% das espécies de anfíbios analisadas citogeneticamente têm cromossomos 

sexuais estruturalmente diferenciados e o heteromorfismo muitas vezes só é 

reconhecido após a utilização de técnicas de coloração diferencial, como 

bandamento C para evidenciar regiões heterocromáticas. Apesar disso, tanto 

espécies com sistemas sexuais do tipo XX/XY quanto com sistemas ZZ/ZW e até 

com sistemas múltiplos de cromossomos sexuais já foram encontradas, e essas 

espécies que apresentam esta característica, exibe um cromossomo Y ou W com 

acúmulo de heterocromatina (SCHMID et al., 2003, 2010, 2012; SCHARTL et al., 

2016; GATTO et al., 2016; GAZONI et al., 2018).  

As análises citogenéticas realizadas até o momento em anfíbios, revelaram 

que a maioria das espécies carece de cromossomos sexuais diferenciados 

morfologicamente, implicando que eles ainda não desenvolveram diferenças 

supramoleculares a ponto de se tornar evidente no nível citológico. Embora a 

maioria das espécies de anfíbios estudadas possuam cromossomos sexuais 

homomórficos, em algumas espécies de anuros, mudanças estruturais sutis que 

indicam um estágio inicial de diferenciação morfológica dos cromossomos sexuais, 

são aparentes (SCHARTL et al., 2016).  

Ainda com relação aos cromossomos ligados ao sexo, pode-se afirmar que 

eles tendem a acumular uma grande quantidade de sequências repetitivas, mas não 

se tem certeza da provável causa destas sequências amplificarem preferencialmente 

nestes cromossomos. Uma das teorias mais bem aceitas é de que o acúmulo de 

sequências repetitivas em um dos cromossomos do par sexual facilite a supressão 

da recombinação entre os homólogos, protegendo assim as mutações sexualmente 

benéficas (OHNO, 1967; BULL, 1983). Por outro lado, é igualmente plausível que 

rearranjos cromossômicos, assim como acúmulo e amplificação de sequências 

repetitivas, possam ocorrer perto de locus de determinação do sexo como resultado 

da supressão da recombinação em vez de induzi-la (EZAZ & DEAKIN, 2014). 
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Além do heteromorfismo entre cromossomos aparentemente homólogos, a 

presença de grandes blocos de heterocromatina associada a esses, é muito 

interessante, pois envolve um acúmulo de sequências repetidas que levantam 

questões ligadas a processos de expressão gênica (LIU et al., 2001; PEASTON et 

al., 2004; HAN & BOEKE, 2005; VOLFF, 2006), a origem e evolução 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 

evolução, organização do genoma e na identificação de rearranjos cromossômicos 

em diversos grupos de organismos (BIÉMONT & VIEIRA, 2006; MARTINS, 2007; 

OLIVEIRA et al., 2013). 

 
1.4. Sequências repetitivas 

  A heterocromatina é normalmente composta por sequências de DNA 

repetitivos e, na maioria dos organismos, o DNA repetitivo compreende uma fração 

considerável do genoma. Esse tipo de sequência presente nos genomas é 

classificado de acordo com suas principais características, em sequências 

codificantes e não-codificantes, sendo as sequências codificantes representadas 

pelas famílias multigênicas, que estão envolvidas na codificação de importantes 

proteínas e RNAs, e as não-codificantes, representadas por sequências que 

apresentam repetições em tandem, tais como DNAs satélites (satDNA), 

minissatélites e microssatélites, além de transposons e retrotransposons, que são 

sequências que apresentam repetições dispersas ao longo do genoma 

(CHARLESWORTH et al., 1994; JURKA et al., 2005; LÓPEZ-FLORES & GARRIDO-

RAMOS, 2012). 

Especificamente, satDNAs constituem uma fração não codificadora do 

genoma, consistindo em longas matrizes de sequências repetidas em tandem, 

localizadas preferencialmente na heterocromatina das regiões cromossômicas 

pericentroméricas e subteloméricas, embora sua presença em regiões eucromáticas 

já tenha sido relatada (LÓPEZ-FLORES & GARRIDO-RAMOS, 2012; PLOHL et al., 

2012; GARRIDO-RAMOS, 2015; RUIZ-RUANO et al., 2016; RUIZ-RUANO et al., 

2018), além de também ser encontrada em cromossomos específicos, 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 geração (NGS) junto com análises de 

alto rendimento em Bioinformática, como a utilização do software RepeatExplorer, 

tem sido utilizado para vários tipos de estudos, incluindo a identificação e 

caracterização de sequências de satDNA por leitura de clusterings baseado em 

similaridade (NOVÁK et al., 2010; MACAS et al., 2011; PAGÁN et al., 2012; 

CAMACHO et al., 2015; GARCÍA 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 sequências repetitivas, 

sobretudo de satDNA utilizando a metodologia citada acima, é um estudo inovador 

para anfíbios, constituindo uma ferramenta importante para estudos evolutivos em 

anuros, por meio da localização e organização de sequências repetitivas, podendo 

revelar mecanismos envolvidos na dinâmica molecular desses organismos. 

A partir da leitura do genoma da espécie, o RepeatExplorer separa porções 

com mesmas repetições em clusters, identificando semelhanças de leitura, e 

realizando comparações entre pares, registrando todos os pares lidos com 

sobreposições de sequência que excedem um limite específico. Essa informação é 

então usada para construir um gráfico, no qual os vértices correspondem a leituras 

de sequência. Leituras de sobreposição são conectadas com arestas e seu escore 

de similaridade é expresso como um peso de aresta, e a partir disso, é possível 

observar gráficos específicos de satDNAs constituindo grupos de nós mutuamente 

conectados, devido às freqüentes sobreposições de leituras agrupadas de suas 

múltiplas cópias (NOVÁK et al., 2013).   

Vários trabalhos recentes com o uso do RepeatExplorer para análises de alto 

rendimento e identificação de DNAs repetitivos vêm mostrando interessantes 

resultados nos mais diversos organismos. Como exemplo, análises realizadas por 

Ruiz-Ruano e colaboradores (2018) no gafanhoto Pyrgomorpha conica revelaram 87 

variantes de satDNAs agrupados em 76 famílias diferentes, representando 9,4% do 

genoma da espécie. Em outro trabalho, Palacios-Gimenez e colaboradores (2017) 

examinaram o satelitoma no grilo Eneoptera surinamensis para caracterizar a 

evolução molecular de seus cromossomos neo-sexuais e encontraram um número 
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anormalmente alto de 45 famílias 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 sequências de DNAs 

satélites através do RepeatExplorer que correspondem a cerca de 5.6% do genoma 

de uma fêmea do peixe Megaleporinus elongatus, e a partir dos dados gerados foi 

possível estudar a diversidade da composição desses satDNAs presentes nos 

cromossomos da espécie. Ainda, Silva (2019) buscou sequências repetitivas e 

estudou localização cromossômica dos satélites mais abundantes em uma 

população do sapo P. boiei de Tijucas do Sul (Paraná) e revelou uma grande 

quantidade de elementos repetitivos, sobretudo satDNAs. 

Dessa forma, a combinação de sequenciamento genômico e análises de alto 

rendimento em bioinformática vêm possibilitando novas abordagens no que diz 

respeito à identificação de DNAs satélites e outras sequências repetitivas em 

diversos organismos. Com isso a importância de estudos que busquem entender 

como estas sequências estão organizadas, nos cromossomos das diferentes 

classes, com objetivo de uma melhor compreensão dos mecanismos evolutivos que 

envolvem estas, e que podem contribuir sobretudo para o entendimento de como 

pode estar ocorrendo evolutivamente a diferenciação de cromossomos sexuais. 

2. OBJETIVOS 

O estudo teve por objetivo principal estudar a organização genômica e a 

localização cromossômica de algumas sequências de satDNAs presentes no 

genoma da espécie de sapo P. boiei.  

3. MATERIAL E MÉTODOS 

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 fêmea na primeira 

localidade e um macho e 05 fêmeas na segunda. A eutanásia dos espécimes foi 

aprovada pelo Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA – IB – UNESP – CRC), sob o 
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protocolo 4752, e as autorizações para coleta de espécimes da fauna silvestre foram 

concedidas pelo ICMBio – Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade, sob os números 59449 e 60972 (documentos concedidos a Marcelo 

J. Silva). 

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

Os indivíduos coletados foram identificados pelo Prof. Dr. Célio F. B. Haddad, 

do Departamento de Zoologia, Instituto de Biociências, UNESP, Rio Claro, SP, 

catalogados e depositados na Coleção CFBH do referido Departamento. 

As preparações cromossômicas foram obtidas de células da medula óssea, 

fígado e testículo, quando machos, injetados intraperitonealmente com solução de 

colchicina 1%, (na proporção de 0,01mL/g de massa corpórea), tendo os 

tratamentos duração de cerca de quatro horas, como descrito em Baldissera Jr. e 

colaboradores (1993). Foram analisados cromossomos de exemplares adultos de 

ambos os sexos. 

As preparações dos indivíduos de Mogi das Cruzes – SP já se encontravam 

armazenados em freezer (-20°C) no laboratório de citogenética. Já as preparações 

dos indivíduos de Camanducaia – MG, coletados por Célio B. F. Haddad foram 

realizadas no decorrer do presente trabalho. Ambas foram utilizadas para 

preparação de lâminas e experimentos de hibridação in situ por fluorescência. 
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3.2. Extração de DNA genômico de tecidos sólidos 

O DNA total foi obtido a partir de amostras de fígado utilizando o kit comercial 

“WizardGenomic DNA Purification Kit” – Promega, seguindo as determinações do 

fabricante. As amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% juntamente com 1 µL 

de Blue Juice (6X) (Invitrogen®). A avaliação da qualidade das amostras foi 

realizada através da visualização das bandas resultantes em um transiluminador de 

luz ultravioleta. 

3.3. Sequenciamento Genômico 

Um sequenciamento de genoma de baixa cobertura foi realizado previamente 

através da plataforma Illumina® (Illumina Inc., San Diego, CA, EUA) pela empresa 

Macrogen Inc. (Seul, República da Coréia) para uma fêmea e um macho de Mogi 

das Cruzes, usando Illumina ® 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 opções básicas de entrada de dados. 

3.4. Análise das sequências  

Antes da análise de clustering baseada em gráficos do RepeatExplorer, a 

qualidade "paired-ends reads" foi processada e verificada usando o FastQC 

(FastQC, versão 0.10.1, 2012). O pré-processamento das leituras foi realizado 

seguindo os parâmetros padrão na plataforma pública: 

https://repeatexplorerelixir.cerit-sc.cz/galaxy/ (NOVÁK 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 opções padrão 

recomendadas (NOVÁK et al., 2013).  

Posteriormente, foram examinados os clusters que exibiam densidade gráfica 

característico de satDNA na saída de resumo RepeatExplorer para identificar 

famílias de satDNAs (NOVÁK et al., 2010) sendo selecionados em uma primeira 

triagem. Dentro de cada cluster, os contigs com sequências em tandem foram 

selecionados usando a ferramenta de alinhamento gráfico dotplot implementada em 

Dotlet (JUNIER & PAGNI, 2000) para confirmar sua organização em tandem.  
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O monômero de consenso de cada família de satDNA foi usado para 

consultar dois bancos de dados, GenBank pela ferramenta Blast 

(http://www.ncbi.nlm.gov/Blast/) e Repbase (http://www.girinst.org/repbase/), para 

verificar similaridade com outras sequências repetitivas descritas e depositadas. As 

superfamílias (SF) foram consideradas comparando-se o consenso do monômero de 

cada satDNA de forma independente, utilizando a ferramenta Geneious v4.8.5 

(JUNIER & PAGNI, 2000), de acordo com os parâmetros estabelecidos por Ruiz-

Ruano e colaboradores (2016). 

O alinhamento sequencial das cópias dos satDNAs foi realizado usando a 

ferramenta Muscle (EDGAR, 2004) implementado no MEGA7 (TAMURA et al., 2011) 

e este também foi usado para realizar cálculo do conteúdo 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 abundância. 

3.5. Construção de oligonucleotídeos específicos e amplificação em cadeia 

As sequências consensos de cada satDNA foram usadas para projetar 

manualmente primers com direções opostas. Para verificar a presença dos satDNAs 

no genoma de P. boiei foram feitas reações em cadeia da polimerase (PCR) dos 

satDNAs escolhidos previamente. 

As PCRs foram realizadas usando 6,65 µL de H2O Mili-Q 1 µL de 10X Taq 

Reaction Buffer (Tris-HCl, [200 mM], pH 8.4, KCl [500 mM]); 0,2 µL de MgCl2, [50 

mM]; 0,5 µL de deoxynucleotide triphosphates [2mM] (dNTPs); 0,5 µL de cada 

primer [µM] (forward e reverse), 0,1 μL de Taq Platinum DNA Polymerase [1U]  

(Invitrogen, San Diego, CA, USA) e 0,5 µL de DNA total à 50–100 ng/µL, obtido por 

extração, perfazendo  volume final de 10 μL.  

As condições de PCR no termociclador incluíram desnaturação 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 extensão 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. Hibridação Fluorescente in situ (FISH) 

 Os estudos de Hibridação Fluorescente in situ foram conduzidos utilizando 

sondas de produtos amplificados por PCR. As sondas foram marcadas em uma 

reação de 20 μL contendo, 3 μL de DNA polymerase I/DNase I (ThermoFisher®); 

0,52 μL de digoxigenina-11-dUTP / biotina-14-dATP; 8,14 μL de H2O Mili-Q; 0,4 μL 

de dCTP (0,2 mM); 0,4 μL de dATP (0,2 mM); 0,4 μL de dGTP (0,2 mM); 0,14 μL de 

dTTP (0,2 mM); e 2 μL de NT Buffer (10X). As marcações 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 padrão de marcação por nick-translation, nas condições 

gerais de 16ºC durante 60 minutos, seguidos de 10 minutos a 65ºC e temperatura de 

manutenção a 10ºC, 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 modificações de Silva e 

colaboradores (2012).        

3.6.1. Tratamento das lâminas  

As preparações citológicas foram pingadas em lâminas em um banho Maria a 

60ºC e as lâminas foram deixadas com a suspensão de células em estufa a 37ºC 

por pelo menos 1 hora. O material foi desidratado em série alcoólica 70, 90 e 100% 

por 5 minutos e incubado em 100 μl de RNAse (0,4 % RNAse/2xSSC) a 37ºC por 1 

hora em câmara úmida. O material foi então lavado três vezes por 5 minutos em 

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

3.6.2. Desnaturação dos cromossomos e das sondas  

O DNA cromossômico foi desnaturado com formamida 70% em 2xSSC, a 

70ºC. Em geral, o tempo de desnaturação foi de 50 segundos. As lâminas foram 

desidratadas em série alcoólica gelada 70, 90 e 100% por 5 minutos. As sondas 

foram desnaturadas com uma solução de hibridação preparada com 3 μL da sonda 

marcada e 27 μL do tampão de hibridação (Hybuffer) por lâmina. A solução de 

hibridação foi desnaturada em termociclador a 95°C por 10 minutos e cada lâmina 

foi montada com 30 μL de solução de hibridação contendo a sonda, cobertas com 
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lamínula, e o conjunto mantido voltado para baixo overnight a 37ºC em câmara 

úmida.  

3.6.3. Lavagens e Detecção  
 

As lamínulas foram retiradas cuidadosamente e as lâminas foram lavadas em 

2xSSC a 72ºC por 10 minutos e uma vez com PBD (1g de leite em pó + 20 μL de 

20xSSC + 500 μL de Triton + 100 μL de água) a 45°C por 5 minutos. Cada lâmina foi 

incubada com 0,5 μL de antidigoxigenina rodamina/ou Alexa fluor + 100 μL PBD por 

30 minutos em câmara úmida a 37ºC. Foram feitas três lavagens por 5 minutos com 

PBD a 45ºC.  

3.6.4. Montagem das lâminas  
 

Para montagem das lâminas foram colocados aproximadamente 10 μL de 

solução de DAPI + antifading (Vectashiled) sobre cada lâmina. Essas foram cobertas 

com lamínula, e armazenadas em geladeira no escuro. Os cromossomos e os sinais 

de hibridação foram observados usando microscópio de fluorescência (Olympus 

BX61) equipado com conjuntos de filtros apropriados. As imagens em preto e branco 

foram gravadas usando uma câmera 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 cariótipos e análises cromossômicas, foram analisadas as metáfases 

de P. boiei macho e fêmea, com um número variável entre 5 e 10 metáfases 

analisadas por lâmina. 

4. RESULTADOS 

O trabalho se deu a partir das análises genômicas de um indivíduo fêmea e 

um macho de P. boiei da população de Mogi das Cruzes, na qual há a presença do 

heteromorfismo cromossômico relacionado ao sexo. As análises prévias foram 

realizadas em conjunto com o doutorando Marcelo J. Silva, e revelaram um grande 

número de sequências repetitivas, sobretudo de satDNAs. Devido à grande 

quantidade de dados obtidos, parte deles estão 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. Identificação de satDNAs e caracterização de sequências 

O sequenciamento Illumina para a fêmea de Mogi das Cruzes produziu 

19.382.286 leituras em pares, com um total de 1,957,610,886 nucleotídeos (nt), 

sendo conteúdo de G + C de 44,48% e A + T de 55,52%, Q20 é de 95,34% e Q30 é 

de 90,25%. A análise de agrupamento por meio do RepeatExplorer usou 1.000.000 

de leituras aleatórias unidas como entrada e gerou 37,776 clusters que 

correspondiam às sequências repetitivas mais abundantes em P. boiei, incluindo 

satDNAs e outros elementos repetitivos não caracterizados. O número de 

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

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

 

Para o indivíduo macho foram produzidas 14,326,566 leituras em pares, com 

um total de 1,446,983,166 nucleotídeos (nt). O conteúdo de G+C foi 43,289% e A+T 

foi 56,71% e Q20 de 98,903% e Q30 de 96,501%. A análise de agrupamento por 

meio do RepeatExplorer usou 1.000.000 de leituras aleatórias unidas como entrada 

e gerou 43,217 clusters. O número de sequências 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 análise detalhada dos 

agrupamentos que representam elementos repetitivos no output do RepeatExplorer 

para ambos os sexos. As análises da fêmea produziram 110 clusters, apresentando 

abundância no genoma variando de 0,028% a 7%, totalizando 41 % do genoma 

total. Através da análise de gráficos de pontos, foi confirmada a organização em 

tandem de 30 satDNAs. Estes foram agrupados em famílias de satDNA, de acordo 

com o decréscimo da abundância mostrada no RepeatExplorer. No macho, foram 

produzidos 144 clusters, com abundância entre 0,023% a 5,4%, também 

correspondendo a aproximadamente 41% do genoma total. Com as análises de 

gráficos, foi confirmada a presença de 23 satDNAs. 

4.2. Escolha de satDNAs para serem analisados 

Foram escolhidos dois satDNAs da fêmea 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. Características gerais dos DNAs satélites selecionados para estudo. 

 

4.3. Amplificação das sequências por PCR 

A confiabilidade de cada primer foi verificada a partir de Reação em Cadeia 

da Polimerase utilizando DNA genômico dos próprios indivíduos dos quais foram 

obtidos os genomas sequenciados. Para tal reação levou-se em conta a composição 

de cada primer quanto às suas proporções de pares de bases, a fim de encontrar 

uma temperatura de anelamento ideal para cada uma destas sequências durante a 

reação (Tabela 2).  
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Tabela 2. Sequência consenso, proporção de bases A+T, primers e FISH dos satélites estudados. 

 

4.4. Localização cromossômica dos satDNAs 
 

Os satélites PboSat40-165, PboSat51-39, PboSat57-97 amplificaram e 

mostraram padrões característicos de DNAs satélites, com bandas monoméricas 

evidentes e padrões de escada. Já o PboSat58-155 não obteve amplificação 

satisfatória a ponto de prosseguir para marcação de sonda para FISH e ficou 

estacionado nas análises in silico. 

O satélite PboSat57-97 teve sinais de hibridação na região centromérica e 

pericentromérica de todos os cromossomos de P. boiei e em ambos os sexos 

(Figura 6). Além disso, no cromossomo sexual W os sinais estão por toda a 

extensão da heterocromatina constitutiva, como observado previamente por Silva 

(2019). O satélite PboSat40-165 mostrou sinais positivos de hibridação na região 

distal dos braços curtos adjacente à região telomérica dos dois homólogos de um 

único par cromossômico, 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 padrão não- 

clusterizado, com ausência de sinais de hibridação nos cromossomos. 

 

 

 

 

 

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

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

 

4.5. Similaridades com outras sequências de DNAs repetitivos 
 

Foram feitas buscas por similaridades para os satélites PboSat40-165 e 

PboSat57-97, nos bancos de dados GenBank e Repbase e não foram encontradas 

sequências similares aos contigs encontrados para estes satDNAs pelo programa 

Repeat Explorer. Contudo foram feitos alinhamentos com as sequências 

encontradas por Silva (2019), que estão no processo de depósito 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). 

A B 

W 
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 Figura 8. Alinhamentos com as sequências 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. DISCUSSÃO  

Os métodos usados no isolamento de sequências repetitivas vêm sendo 

aprimorados cada vez mais com análises de alto rendimento de sequenciamento 

genômico, em conjunto com programas de bioinformática específicos, como o 

RepeatExplorer (NOVÁK et al., 2010). Essa metodologia inovadora possibilita 

análises refinadas acerca de sequências repetitivas, tais como satDNAs, uma vez 

que através das leituras dos dados gerados conseguem filtrar e juntar as sequências 

que se repetem e ainda estimar a porcentagem destas nos genomas das espécies 

(NOVÁK 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, informações sobre a 

organização genômica associada a aspectos cromossômicos ainda são pouco 

conhecidas, assim estudos que envolvem a caracterização com abordagem 

citogenômica e a busca por compreensão acerca das diferentes classes de DNA, 

são questões importantes uma vez que podem ajudar em trabalhos futuros com 

diferentes enfoques (SILVA, 2019).  

 

Silva (2019) sequenciou e analisou o genoma de uma fêmea de P. boiei de 

Tijucas do Sul – RJ (população sem heteromorfismo sexual) e por meio de 

ferramentas de bioinformática encontrou que 41% do genoma são de elementos 

repetitivos. Essa grande quantidade de sequências repetitivas levou o autor a 
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considerar a espécie um bom modelo para estudo desse tipo especial de sequência. 

No trabalho, foi visto que do total de sequências repetitivas, 15% corresponde a 28 

possíveis satDNAs (SILVA, 2019) e esses dados levantaram questões sobre as 

possíveis diferenças e similaridades genômicas desta com a população que 

apresenta heteromorfismo sexual, estudadas neste trabalho de conclusão de curso. 

 

No presente trabalho encontramos para as fêmeas com presença de 

heteromorfismo sexual um total de 30 possíveis satDNAs, que correspondem a 

aproximadamente 29,2% do genoma total, sendo essa porcentagem realmente alta 

em comparação ao encontrado para a população com cromossomo sexual ausente. 

Assim corroborando com as diferenças de quantidade de heterocromatina vistas em 

análises citogenéticas por Bandamento C (ANANIAS et al., 2007; AMARO et al., 

2012; SILVA, 2019).  

 

Os sinais de hibridação observados para o satélite PboSat57-97 na região 

centromérica e pericentromérica de todos os cromossomos de P. boiei da população 

de Mogi das Cruzes - SP, coincidiram com a região heterocromática revelada por 

Bandamento C anteriormente descrita por Ananias e colaboradores (2007), Amaro e 

colaboradores (2012) e Silva (2019), destacando a abundância de sequências de 

satDNAs nessas regiões cromossômicas, que podem estar desempenhando funções 

cruciais para a manutenção, organização e estrutura de genomas. A abundância 

genômica de 5.2% gerada pelo RepeatExplorer, para o satélite PboSat57-97 mostra 

que esta é a sequência de satDNA com mais repetições encontradas para P. boiei.  

Essa localização da sequência PboSat57-97 em todos os centrômeros está 

de acordo com o que foi sugerido por Plohl e colaboradores (2014) e Garrido-Ramos 

(2017) de que os monômeros de satDNA formam arranjos homogêneos, geralmente 

enriquecidos em regiões de heterocromatina constitutiva, como centrômeros e 

telômeros, e foram hipoteticamente relacionados à manutenção da função 

centromérica (PLOHL et al., 2014). Da mesma forma, Silva (2019) mapeou para P. 

boiei três DNAs satélites (PboSat01-176, PboSat02-173 e PboSat03-189) que 

tiveram localização cromossômica 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 parâmetros estabelecidos por 

Ruiz-Ruano e colaboradores (2016) pode-se considerar que esses dois satélites 

fazem parte de uma mesma superfamília.  

Uma teoria que discute a especificidade de satDNAs entre os genomas das 

espécies é a hipótese da biblioteca de satDNAs, uma vez que explica a ocorrência 

de sequências com similaridade espécie-específica alta, como resultado de 

amplificações/ deleções dentro de um conjunto de sequências compartilhadas entre 

genomas próximos (MESTROVIC et al., 1998; MESTROVIC et al., 2006; FRY et 

al.,1977). Pela dinâmica desses elementos genômicos, DNAs satélites sofrem 

mudanças rápidas, tanto em tamanho quanto na composição de suas matrizes 

(PLHOL et al., 2012). Assim, por meio de mecanismos moleculares, surgem famílias 

de satDNAs, que implicam tanto no aumento do número de cópias por amplificação 

quanto na dispersão dessas sequências por diversos locus (PLOHL et al., 2012). 

Essa biblioteca pode persistir por um longo período evolutivo se houver 

redução desses mecanismos moleculares de trocas não-reciprocas (MESTROVIC et 

al., 2006). Contudo, os satDNAs podem ser diferentemente amplificados em cada 

espécie, com uma subsequente realocação desse por outro em diferentes espécies. 

Esse modelo evolutivo pode explicar as diferentes amplificações em variantes 

monoméricas ou subfamílias de DNA satélite (GARRIDOS-RAMOS, 2015). 

SatDNAs também são comuns nas regiões teloméricas, podendo estar 

adjacentes a estes (subteloméricas) ou associados aos telômeros propriamente 

ditos, ambas variam quanto ao tamanho de seus monômeros e número de cópias 

(HENDERSON, 1995; LOUIS & VERSHININ, 2005; LÓPEZ-FLORES, I. & 

GARRIDO-RAMOS, M. A, 2012), sendo sequências muito dinâmicas (TORRES et 

al., 2011; RICHARD et al., 2013), assim reorganizações e trocas de sequência entre 

extremidades cromossômicas não-homólogas, podem resultar na formação e 

ampliação de novas famílias de satDNAs ou na diversificação dessas existentes 

(MACAS et al., 2006; TORRES et al., 2011) 

O satélite PboSat40-165 aqui estudado, está localizado no braço curto, na 

porção subtelomérica apenas do par 5, tanto de machos, quanto em fêmeas de P. 

boiei, sendo então cromossomo-específico. Essas sequências podem não ter um 
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papel essencial para com as funções teloméricas, mas podem facilitar o pareamento 

na meiose ou agir como proteção contra a dinâmica do processo de amplificação e 

deleção telomérica (HENDERSON, 1995; LÓPEZ-FLORES & GARRIDO-RAMOS, 

2012). 

Ambos os satélites mapeados nos cromossomos de P. boiei, tanto nas 

preparações de machos quanto nas de fêmeas no presente trabalho, foram 

localizados em regiões heterocromáticas centroméricas, pericentroméricas e 

subteloméricas como esperado para satDNAs conforme descrito por alguns autores 

(VITTORAZZI, 2011, 2014; GARRIDO-RAMOS, 2017).  

Os dados obtidos no presente trabalho são importantes do ponto de vista 

citogenético e genômico e abrem caminho para estudos mais aprofundados sobre o 

conteúdo de sequências repetitivas do grupo estudado, contribuindo assim para a 

melhor compreensão sobre a organização genômica e distribuição de DNAs satélites 

em anuros.  

6. CONCLUSÃO 

 De acordo com os dados obtidos neste trabalho de conclusão de curso, ficou 

claro que o sequenciamento de nova geração (NGS) em conjunto com ferramentas 

de bioinformática possibilita análises refinadas acerca de determinadas sequências 

que compõem os genomas eucarióticos, permitindo assim discussões sobre como 

estas podem estar distribuídas, tanto em número de cópias quanto em relação as 

suas localizações cromossômicas. Assim, com o uso destas ferramentas, o presente 

trabalho contribui com resultados prévios acerca da organização genômica de P. 

boiei, uma vez que identifica e localiza dois satDNAs com características 

interessantes, dados estes que contribuem para a construção do satelitoma 

completo da espécie.  
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