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RESUMO

Dentro das sequéncias de DNA dos eucariotos, podem ser encontradas copias na
totalidade do genoma ou em locais especificos, repetidas in tandem, ou seja, em
sequéncia. Um exemplo dessas sequéncias repetidas € o chamado “DNA satélite”
(DNAsat), presente em grande quantidade na maioria dos genomas de eucariotos.
Conforme os estudos acerca dessas regides de DNA avancam, identifica-se cada vez
mais seu papel genético, que aborda desde funcdes celulares a processos evolutivos.
Considerando a conservacao dessas sequéncias no genoma, € interessante utilizar
os DNAs satélite como guia para estudos comparativos de espécies animais
principalmente mais aparentadas, no qual se faz necessario o uso de ferramentas
citogenéticas para identificar diferenciacdes com resultados mais claros. E o caso, por
exemplo, do género anuro Leptodactylus, em que semelhancas fenotipicas e de
distribuicdo geografica ja fizeram com que espécies do mesmo grupo fossem
confundidas na literatura. O presente projeto abordou citogeneticamente as espécies
Leptodactylus brevipes e Leptodactylus pentadactylus, por meio extracdo de DNA,
amplificacéo de sequéncias de DNAsat por PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase)
e andlises de Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH). Dessa forma, foi possivel
analisar a presenca de ambos os DNAs satélites utilizados (LpeSat01-152 e
LpeSat02-92) nas duas espécies estudadas pela amplificacdo em PCR. Também foi
identificada a localizacdo cromossémica do DNAsat LpeSat02-92 na espécie L.
pentadactylus pela marcacdo na FISH. Esses resultados demonstram coeréncia a
hip6tese da biblioteca de DNAs satélites, uma vez que as duas espécies do mesmo
género compartilham as sequéncias a partir de uma biblioteca ancestral. Além disso,
ilustram a importancia das técnicas moleculares aplicadas para os estudos de
mapeamento cromossémico, bem como a possibilidade de caracterizar os DNAsats

como marcadores moleculares para analises citogenéticas em anfibios anuros.

Palavras-chave: Sequéncias repetitivas; Hibridizacao in situ fluorescente; Evolucéo;

Cromossomos.



ABSTRACT

Within the eukaryotic DNA sequences, copies can be found in the totality or specific
locations, repeated in tandem, i.e., in sequence. An example of these repeated
sequences is called the “satellite DNA” (satDNA), present in great quantities in most
eukaryotic genomes. As studies about these DNA regions progress, it's greater
identified its genetic role, which approaches from cellular functions to evolutive
processes. Considering the conservation of these sequences in the genome, it is
interesting to use the satellite DNA as a guide to comparative studies of animal
species, especially more related, where it becomes necessary to use cytogenetic tools
to identify differentiations with clearer results. It could be the case, for example, of the
anuran genus Leptodactylus, where similarities in phenotype and geographic
distribution made species from the same group be mistaken in literature before. The
present project approached cytogenetically the species Leptodactylus brevipes e
Leptodactylus pentadactylus, with DNA extraction, amplification of sequences of
satDNA by PCR (polymerase chain reaction) and analyses of Fluorescent In Situ
Hybridization (FISH). Therefore, it was possible to analyze the presence of both
satDNAs utilized (LpeSat01-152 e LpeSat02-92) on both species studied by PCR
amplification. It was also identified the chromosomal location of satDNA LpeSat02-92
in the L. pentadactylus species by FISH marking. These results demonstrate
coherency with the satellite DNA library hypothesis, as two species of the same genus
share the sequences from an ancestral library. It also illustrates the value of the applied
molecular techniques for chromosomal mapping studies, as well as the possibility to

use satDNAs as molecular markers for cytogenetic analysis in anurans amphibians.

Key words: Repetitive sequences; in situ Hybridization; Evolution; Chromosomes.
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1. INTRODUCAO

1.1 O género Leptodactylus (Fitzinger, 1826) (Amphibia, Anura)

O género Leptodactylus (Fitzinger, 1826) envolve um grupo de espécies de
sapos de clima neotropical, atualmente composto por 84 espécies, que alcancam
tamanhos de médio a muito grande quando comparados a maioria dos anfibios anuros
da mesma regido (De Sa et al., 2014; Frost, 2024). As espécies do género estao
distribuidas em 4 subgrupos: L. fuscus, L. latrans, L. melanonotus e L. pentadactylus
(Heyer, 1969; De Sa et al., 2014) (Figuras 1 e 2).

Por ser um clado abrangente, podem ser identificadas tanto espécies de
forrageiros ativos, quanto predadores de espera em lagos e pocas. Por esse motivo
sdo associados a uma dieta de pequenos invertebrados, mas algumas espécies
podem predar pequenos anuros e outros vertebrados. Apresentam vocalizacao
bastante complexa, relacionada principalmente a reprodugdo, como por exemplo
chamados de "avisos" para atrair ffmeas (no caso de L. mystacinus) e chamados de
territorialidade e defesa (De S4 et al., 2014). Ainda no topico de reproducéo, algumas
espécies do género Leptodactylus costumam apresentar dimorfismo sexual, com
membros anteriores hipertrofiados e, muitas vezes, a presenca de espinhos nupciais,

como acontece em L. latrans (De Sa et al., 2014).

Figura 1 - Relacdes filogenéticas de grupos de Leptodactylidae.
= Leptodactylus bokermani
Leptodactylus mamoratus
— —E Leptodactylus podicipinus 1 melanonotus Leptodactylidae
Leptodactylus chaquensis
Leptodactylus latrans latrans
Leptodactylus labyrinthicus 1 pentadactylus
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus mystacinus fuscus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus furnarius
Fonte: Provete et al. (2012).
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de De Sa et al. (2014).
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O género Leptodactylus é distribuido geograficamente nas regiées da América

do Sul, América Central e nas ilhas do Caribe (Frost, 2024) (Figura 3). O grupo tem

7

grande distribuicdo latitudinal, mas é

restrito em alcance de elevacgao,

predominantemente encontrando-se em altitudes inferiores a 2.000 metros. Apesar

disso, representantes de Leptodactylus sado ecologicamente muito diversos, ocupando

diferentes ambientes, de densas florestas Umidas amazobnicas a habitats abertos

como savana, cerrado e caatinga (De S4 et al., 2014).
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Figura 3 - Distribuicao geografica do género Leptodactylus (em cinza).
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Fonte: De Sa et al. (2014).

Devido a sua ectotermia e habito de vida transitorio entre ambiente aquatico e
terrestre, anfibios no geral sdo extremamente sensiveis a mudancas ambientais
(Feder e Burggren, 1992). Mais especificamente, o género Leptodactylus pode ser
considerado um bom exemplo de téxon utilizado para estudos de respostas de
espécies acerca de impactos causados por mudangas ambientais, baseando-se na
rede de relacbes filogenéticas que o grupo apresenta, levando em consideracao
modelos de reproducéo variados e, principalmente, sua vasta distribuicdo geografica.

O trabalho de Medina et. al (2020) utiliza desse género como objeto de estudo
para analisar o efeito das mudancas climaticas em um contexto filogenético. A partir
de seus resultados € possivel prever um possivel cenario de redistribuicdo das
espécies de Leptodactylus frente a transformacfes de temperatura e clima, onde o
autor projeta uma “diminuicdo da riqueza local de espécies (heterogeneidade bidtica)

e do potencial de distribuicdo, mas sem extingao de espécies”.
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De modo geral, a consideragédo de Leptodactylus como grupo depende de
analises de evidéncias, sejam elas baseadas em dados moleculares ou ndo. A
documentacdo sistematica desse grupo, iniciando em 1826 com os trabalhos de
Fitzinger, se baseou por muitos anos na descricdo das espécies morfologicamente,
bem como no entendimento de caracteristicas ecoldgicas, até a insercdo de estudos
moleculares mais detalhados a partir do século 21. A unido de estudos de métodos
moleculares, como a amplificacdo de fragmentos de DNA ribossomal, e métodos ndo-
moleculares, como a analise comparativa morfolégica (por exemplo de amostra de
esqueletos) e de uma série de comportamentos registrados, € uma importante

ferramenta para o estudo da totalidade do grupo em questdo (De Sa et al., 2014).

1.2 As espécies Leptodactylus pentadactylus e Leptodactylus brevipes

Dentre as espécies de Leptodactylus, as estudadas no trabalho em questéo
sdo Leptodactylus brevipes (Figura 4) e Leptodactylus pentadactylus (Figura 5). A
espécie L. brevipes (grupo L. melanonotus) é predominantemente encontrada no
estado do Mato Grosso, mas também pode ser encontrada na regido de divisa entre
o Brasil e a Bolivia (Frost, 2024). A partir de estudos de morfologia, marcadores
moleculares, vocalizacdo e citogenética, L. brevipes foi considerada uma espécie
diferente de L. petersii (Gazoni et al., 2021), apesar de outros estudos ja terem o
considerado sinbnimo a L. podicipinus (Rivero, 1961), L. wagneri (Heyer, 1970) e L.
petersii (Heyer, 1994). J4 a espécie L. pentadactylus tem sua distribuicédo localizada
sob a Bacia do Rio Amazonas, do sul da Colédmbia e sudeste da Venezuela,
alcancando o sul do Peru, norte da Bolivia e, finalmente, a regido norte Amazonica do
Brasil (Frost, 2024). O grupo, inicialmente identificado por Heyer (1972 e 1979),
apresenta alguns pontos distintivos da espécie observados por estudos como a
caracterizacado de girinos (Duellman, 1978) e vocalizacdo particular (Zimmerman,
1984).
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Figura 4 - Exemplar de Leptodactylus brevipes em Alto Garcas-MT.

Fonte: Tiago R. Carvalho, 2023

Figura 5 - Exemplar de Leptodactylus pentadactylus em Rio Branco-AC.

Fonte: Thiago R. Carvalho, 2023

O estudo acerca do cariétipo das espécies de anfibios anuros é uma importante
ferramenta para ajudar a entender a funcionalidade de seu genoma e sequéncias de
DNA especificas, além de possibilitar a observacéo da organiza¢do dos cromossomos
sexuais. Apesar da determinacdo sexual por cromossomos homomorficos ser uma

caracteristica majoritaria entre anfibios, ha estudos recentes indicam novos e
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complexos sistemas de cromossomos sexuais neste grupo (Gazoni et al., 2018). Um
exemplo disso é a particularidade morfoldégica de um anel meiético composto por 12
cromossomos sexuais arranjados em cadeia, acompanhado de 5 outros
cromossomos autossomos, identificado em analises citogenéticas de macho da
espécie L. pentadactylus, sendo uma estrutura resultado de um processo evolutivo de
translocacao (Gazoni et al., 2012).

Anteriormente, Gazoni et al. (2011) apontaram que existe um cariétipo modelo
(2n=22 e NF=44) do género Leptodactylus, compartilhado pela espécie L.
pentadactylus (Figura 6). Este caridtipo foi considerado a partir de analise meidtica,
hibridizacdo in situ fluorescente e bandas de replicacdo, sendo que, pelo mesmo
autor, foi identificado também o sistema cromossomico de determinacdo do sexo da
mesma espécie (XIX2X3X4X5X6:Y1Y2Y3Y4Y5Y6), considerado o maior ja relatado
em vertebrados (Gazoni 2015). Nesse mesmo trabalho, ao avaliar individuos de L.
brevipes, o autor considera o cariotipo da espécie, diferente do padrédo do género,
sendo este 2n=20 (Figura 7). Essa diferenca de cari6tipo é considerada também em
outro trabalho (Gazoni et al. 2021), onde h& uma revalidacao da espécie, em que L.
brevipes deixa de ser considerada espécie sindbnima de L. petersii, como apontado

anteriormente.

Figura 6 - Cromossomos de L. pentadactylus com cariotipo montado de
fémea (a) e macho (b). A barra no canto inferior direito corresponde a escala de

S5um.
ay
B0 B0 08 00 30 22 65 xx x5 sx as
1 2 X1(3) X2(4) X3(5) 3 X4(7) 4 5 X5(10) X6(11)
b X \\ )
. in \‘
:( ’ll ‘l Y
£ . : '
1 2 X1(3) X2(4) X3(5) 3 X4(7) 4 5 X5(10) X6(11)
A A :
i (1 t f
Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6

Fonte: Gazoni et al. (2018).
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Figura 7 - Cariétipo de exemplar de L. brevipes.

f 1 it ) :i L 3 !

Fonte: Gazoni et al. (2020).

1.3 Sequéncias repetitivas de DNAs satélites

Dentro das sequéncias de DNA dos eucariotos, podem ser encontradas copias
na totalidade do genoma ou em locais especificos, repetidas in tandem, ou seja, em
sequéncia. Essas porcdes do DNA podem participar de diferentes processos no
genoma, incluindo sua organizacdo propriamente, participacdo na formacdo de
teldbmeros e em processos de envelhecimento celular e possivelmente também na
especiacdo (Garrido-Ramos, 2017).

A presenga de sequéncias repetitivas no DNA, que chega a até 80% do
genoma, aparece em sua maioria em regides intergénicas, mas também em
sequéncias modificaveis ou pseudogenes (Hommelsheim, 2014). Essas regides do
genoma podem se apresentar em longas repeticbes em certas posi¢cdes, como 0S
DNA satélites (DNAsat) ou dispersos pela totalidade do genoma, como é o exemplo
de elementos transponiveis, mas em ambos 0s casos essas sequéncias tém sido mais
facilmente encontradas em regides centroméricas e subteloméricas dos
cromossomos. Ambas as categorias de sequéncias repetitivas sdo grandes
responsaveis pelas notaveis diferencas nos tamanhos dos genomas entre espécies,
mesmo que estas ndo sejam tao relativamente distantes filogeneticamente (Biscotti et
al., 2015; Garrido-Ramos, 2017).

Os DNAsat sdo organizados em familias, as quais se caracterizam pela relacéo
de sequéncias curtas ndo codificantes arranjadas em tandem altamente repetidas.
Podem estar presentes varias familias em uma mesma espécie ou serem espécie-
especificas. Portanto, utilizar os DNAsat e suas familias pode auxiliar na identificacao
de filogenia aparentada, uma vez que espécies préximas evolutivamente podem
compartilhar familias de DNAsat em diferentes graus (Garrido-Ramos, 2017).

A catalogacdo dessas regides repetitivas € uma ferramenta importante na
abordagem genética no que se refere a identificar funcdes celulares e evolutivas dos
DNAs satélites no genoma das espécies, como identificado na primeira extracdo de

DNAsat para utilizacdo em FISH em células sexuais de anfibios do género Xenopus
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(Thakur et al., 2021; Gall e Pardue, 1969). Dentro de teorias que abordam processos
evolutivos, familias de DNAsat podem ser transmitidas verticalmente entre geracoes,
demonstrar conservacao e relagdes intra e interespecificas. E possivel considerar a
teoria de que ha um carater quantitativo desse DNA, ou seja, a aparicdo de um certo
DNA satélite no genoma de uma espécie pode representar uma amplificacdo da
expressdo de uma sequéncia ja existente. Estudos recentes também indicam que
além do potencial de transmissédo entre geracdes dessas sequéncias, mutacoes e
delecbes sdo processos importantes a serem considerados no surgimento e
desenvolvimento de DNAs satélites, levando a especiacédo (Belyayev et al, 2020;
Camacho et al, 2022).

De modo geral, informacdes acerca de analises genémicas em anfibios ainda
S80 escassas pois sao poucos os trabalhos que abordam estudos de DNAs satélites,
apesar da importancia desses resultados para estudos de diversas espécies. No
entanto, recentemente, a partir de andlises citogenéticas, gendbmicas e de
bioinformética foi possivel identificar para a espécie Proceratophrys boiei um grande
numero de DNAsat, sendo o maior numero de familias (226) ja descrito para anfibios
anuros, além de possiveis relagBes evolutivas envolvendo essas sequéncias e
cromossomos sexuais (Jodo Da Silva et al., 2023). Também pela utilizacdo de DNAs
satélites marcados por meio da FISH, foi possivel detectar sua influéncia em estagios
iniciais de heteromorfismo em cromossomos sexuais de outras espécies de anfibios
anuros, como Pseudis bolbodactyla e P. tocantins (Gatto et al., 2018).

Como pontuado por diversos trabalhos, a caracterizagdo cromossomica cada
vez mais detalhada dos diferentes grupos de anuros estudados tem sido uma
ferramenta muito importante na diferenciacdo e caracterizacdo a niveis inclusive de
espécie. O género Leptodactylus tem passado nos ultimos anos por diversas
modifica¢des taxondmicas (Gazoni et al., 2021) e neste sentido, analises citogenéticas
de marcagbes moleculares de DNAs satélites podem ajudar a confirmar ou pelo
menos tragar hipéteses evolutivas de relagdes filogenéticas entre espécies, além de
acrescentar dados na literatura sobre essas sequéncias dindmicas dos genomas

eucariotos, sobretudo em anfibios anuros.
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2. OBJETIVOS

O trabalho em questédo analisou os cromossomos das espécies Leptodactylus
pentadactylus e Leptodactylus brevipes acerca da presenca e localizacao
cromossémica dos DNAs satélites LpeSat01-152 e LpeSat02-92, a partir de anélises
citogenéticas moleculares, a fim de aumentar o conhecimento do genoma e dessas
sequéncias em especifico, além de estudar o compartilhamento destas sequéncias,
gue podem estar desempenhando papéis estratégicos no genoma deste género de

sapos.

3. METODOLOGIA

3.1 Material Citogenético

As andlises citogenéticas foram realizadas com material de espécimes
previamente coletados de L. pentadactylus e L. brevipes disponiveis no laboratorio de
Citogenética Animal, da UNESP Rio Claro. Os espécimes foram coletados no
municipio de Paranaita (MT) sob permissao concedida pelo Instituto Chico Mendes
de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio-SISBIO numero de autorizagdo 30202-2)
e eutanasiados de acordo com a Comisséo de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA
— numero de permissdo 027/2011), coletas e permissfes estas concedidas para
trabalhos anteriores do grupo de pesquisa do laboratério de Citogenética Animal.
Foram analisados tecidos e preparacdes cromossdmicas de medula 6ssea, figado e
testiculos de exemplares machos e fémeas armazenados e disponiveis no Laboratorio
provenientes de estudos anteriores (Gazoni et al., 2012, 2018, 2021). As laminas
utilizadas foram preparadas com as amostras citadas, pingando de 2 a 3 gotas do
material na lamina em contato com o vapor de banho maria, e coradas inicialmente
com solugdo de Giemsa diluida (Giemsa 1ml : H20 destilada 30ml) o suficiente para

cobrir as laminas, para serem posteriormente armazenadas.

3.2 Extracédo de DNA total (QDNA)

A extracao de DNA total das amostras de tecidos disponiveis seguiu o protocolo
do kit comercial Wizard® Genomic DNA purification kit (Promega, WI, USA), com
algumas modificacdes. Foram separadas amostras de figado, medula e testiculos,

secas em papel toalha e trituradas manualmente com tesoura e pinca esterilizadas
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em éalcool 70% e chama. Os tecidos foram colocados em tubo de 1,5 ml e adicionado
600 puL de chilled nuclei solution (solucdo de lise de nucleo). O tubo foi brevemente
agitado em vortex e incubado em banho-maria a 65°C por 30 minutos para nova
agitacdo em vértex e incubado novamente por mais 30 minutos, totalizando 1 hora de
incubacéo.

Foi adicionado 200 pL de protein precipitation solution (solucao de precipitacéo
de proteina) e colocado em freezer -20°C por 5 minutos. A solucdo foi entdo
imediatamente centrifugada a 1400 rpm por 4 minutos. O sobrenadante da
centrifugacéo foi transferido para um novo tubo para acrescentar 600uL de alcool
isopropilico a temperatura ambiente, misturando a nova solucdo gentilmente com
inversdao. O tubo passou por centrifugacdo a 1400 rpm por 5 minutos e entdo foi
descartado o sobrenadante resultante e acrescentado no precipitado restante 600uL
de alcool 70% a temperatura ambiente, misturando gentilmente com inversao. O tubo
passou por nova centrifugacdo a 1400 rpm por 5 minutos para entdo o sobrenadante
ser descartado e o tubo com o precipitado resultante foi secado em estufa a 37°C por
aproximadamente 15 minutos.

Ap0s garantir que todo o alcool foi evaporado, o DNA precipitado foi reidratado
com 150uL de H20O MilliQ overnight em geladeira (4°C). Passado o periodo de
reidratacdo, acrescentou-se 1,5uL de RNAse (10mg/ml) para cada 150uL de DNA,
deixando em estufa a 37°C por 30 minutos.

Ap0s a extragdo, a qualidade das amostras extraidas foi analisada através de
eletroforese em gel, com andlise de bandas em transiluminador de luz ultravioleta. O
gel de eletroforese foi preparado a partir de 0,5g de agarose e 50 ml de TAE 1x diluidos
em 20 segundos em microondas. Foi adicionado 0,5uL de gel RED, despejando a
solucédo em molde e aguardando o endurecimento do gel até a consisténcia ideal. O
gel endurecido foi posicionado na cuba de eletroforese, preenchida com TAE 1x até o
limite indicado. No primeiro poc¢o do gel foi adicionado 1pL de 1 Kb Plus DNA ladder
(ThermoFisher®) como referéncia e nos demais, sempre 1uL de amostra de DNA
juntamente com 1uL de Blue Juice (6x) para sinalizacdo em luz ultravioleta. Os
eletrodos foram posicionados em suas respectivas entradas e o equipamento foi

configurado no padrao de 80V, 120 mA, 150W por 40 minutos.
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3.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para as reacdes de amplificacdo das sequéncias, foram utilizados os DNAs
satélites LpeSat01-152 e LpeSat02-92, isolados de L. pentadactylus (Tabela 1) para
a elaboracdo dos primers utilizados disponiveis em laboratério (Tabela 2). As
amplificacBes foram realizadas seguindo protocolo ja estabelecido: em um microtubo
de PCR foram adicionados 33,5uL de H20 MiliQ, 1uL da amostra de DNA, 5uL de
solucédo tampéao Taq Buffer, 4uL de Cloreto de Magnésio (50mM), 1uL de Primer F,
1uL de Primer R, 1pL de dNTPs mix e 0,5uL Taq Polimerase (adicionada por ultimo
para manter sua qualidade em baixas temperaturas), totalizando 47uL. O tubo foi
levado ao Termociclador Modelo Veriti 96-Well, com programacao pré-selecionada
(Tabela 3). Para determinar a temperatura de anelamento, especifica para cada
primer, foi feito um teste de temperaturas em rampa, selecionando a mesma
configuracdo do processo, porém nas temperaturas de 52°C, 54°C, 56°C, 58°C, 60°C
e 62°C. Houve aparicao de banda esperada em gel de agarose entre as temperaturas
de 56 a 60°C, sendo esta ultima a de maior clareza, considerada entdo a temperatura
ideal neste experimento. Para garantir a presenca e verificagcdo da qualidade dos
produtos de PCR amplificados, foi realizada andlise de eletroforese em gel de agarose
1% + GelRed a cada amplificacdo. As amostras foram eluidas em Blue Juice (6x) para
visualizacao da corrida em gel, utilizando marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
ladder (ThermoFisher®) como referéncia para determinar o tamanho das bandas

formadas, e ao final, o gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta.

Tabela 1 - Informacdes dos DNA satélite LpeSat01-152 e LpeSat02-92.

Identificagéo do Proporgéo A-T Tamanho do Consenso/
Satélite Monémero Monémero

LpeSat01-152 54,6 % 152 pb CTTGCATGCCCG
AGATAATCGCTA
GAGTAATGTCAT
GTTCACTCAATG

GAGAAAATCACAT

TTCGCGTAGTTCA

AGCTACCAACTTC
TCCGACTAGGGT
TTGATGGGGTGC
CACGAGTTATACT

TACTGGTGAAGTT
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TCCCTTTCATGGC
AC

LpeSat02-92

42,3% 92 pb

TTAAACCAGGGG
TGTGCGTTATTGC
CACGTTAATGGC
GCGCTCGCCTTC
GCAAAGGCGATG
GGGTCACTGGGC
ACTAAACGTCGC
CCTGCAT

Fonte: Crepaldi et al. - dados n&o publicados

Tabela 2 - Oligonucleotideos (primers) utilizados em reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) para amplificacdo de DNAs satélites LpeSat01-152 e LpeSat02-92

Satélite Sentido de Reacao Sequéncia Alvo
LpeSat01-152 Iniciador 5’ (forward) CCCGAGATAATCGCTA
GAGT
Iniciador 3’ (reverse) CATGCAAGGTGCCATG
AAAG
LpeSat02-92 Iniciador 5’ (forward) ACTAAACGTCGCCCTG
CATTGG
Iniciador 3’ (reverse) GCCCAGTGACCCCATC
GCCT

Fonte: Tagliaferro et al. - dados nao publicados

Tabela 3 - Configuracdo utilizada no termociclador para PCR. A temperatura de
anelamento (*) pode variar a depender da necessidade da amostra.

Estagio Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacéo Inicial 94 5
Desnaturagéo 94 30”
Ciclo (30x)
Anelamento 60* 30”
Extensao 72 1'20”
Extenséo Final 72 5’
Hold 4 -

Fonte: Autoria propria.
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3.4 Hibridizac&o Fluorescente in situ (FISH)

A FISH foi realizada a partir dos produtos obtidos na PCR, de acordo com o
protocolo descrito por Pinkel et al. (1986) e modificado por Cabral-de-Mello e Marec
(2021). A PCR de marcacgao “Nick translation” para confecgao da sonda consiste em
uma solucdo de 8,14 pL de &gua Milli Q + 2 pL de NT Buffer (10x) + 0,4 uL dCTP
(0,2 mm) +0,4 uL dGTP (0,2 mm) + 0,4 puL dATP (0,2 mm) + 0,4 uL dTTP (0,2 mm)
+ 0,52 pL digoxigenina + 3 uL DNAse + 3 pL de produto de PCR de amplificacéo,
totalizando solucéo suficiente para 4 tubos, onde cada tubo é utilizado para 2 laminas
analisadas. A solugdo passa por termociclador em programa padréo.

O primeiro dia do processo de FISH inicia-se com um pré-tratamento das
laminas utilizadas, primeiramente fixadas em solu¢do Carnoy (metanol : acido acético
glacial - 3:1) por 20 minutos, seguida de uma desidratacdo alcodlica em série nas
concentragdes de 70%, 90% e 100%, por 5 minutos cada. As laminas séo entao
incubadas a 37°C até secarem completamente (o que leva em torno de 20 minutos) e
lavadas 1 vez em solucédo de cloreto de sédio 2xSSC por 5 minutos. A solucéo de
2XSSC é obtida a partir da diluicdo de 50 ml de uma solug¢do de 20xSSC em 450 ml
de 4gua destilada. Ja a solucéo de 20xSSC € obtida a partir da diluicdo de 175,3 g de
cloreto de sédio (NaCl) e 88,2 g de citrato de s6dio em 800 ml de agua destilada, sob
agitacdo constante até a diluicdo aparente completa, para finalizar com mais 200 m|
de 4gua destilada. A FISH entdo segue para incubacdo em cubeta de Coplin com
solucao de formaldeido ( 8 ml de formaldeido + 8 ml de PBD [ 0,008 g de leite em pé
desnatado + 1600 pL de 20xSSC + 80 pL de Triton]) por 10 minutos em temperatura
ambiente.

ApoOs o tratamento, as laminas séo lavadas 2 vezes em 2xSSC, por 5 minutos
cada, em temperatura ambiente. Seguem entéo para desidratacéo alcodlica em série
nas concentracdes de 70%, 90% e 100%, por 5 minutos cada, e deixadas na estufa
por 30 minutos. O proximo passo da FISH é a hibridizacdo, onde a solugdo de sonda
( 3 pL de sonda + 3 L de sulfato dextrano 50% + 1,5 yL de 20xSSC + 7,5 yL de
formamida 100% - valores por cada lamina) é desnaturada em termociclador a 95°C
por 10 minutos e colocada imediatamente em contato com gelo por 5 minutos. Apos
o resfriamento, coloca-se cerca de 15 pL da sonda sobre a lamina, cobrindo com
laminula. E entfo feita a transferéncia das laminas para um placa de petri em banho
maria a 75°C. O tempo de desnaturacdo € variavel entre espécies, entdo foram feitos

alguns testes de tempos diferentes ( de 3, 3:30, 4, 4:30 e 4:40 minutos) para que o
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tempo ideal fosse identificado como 3:30 minutos. As laminas sao entao transferidas
para cAmara imida com 2xSSC em estufa a 37°C em processo overnight.

O segundo dia da FISH inicia com uma sequéncia de banhos pos-hibridizacéo,
mergulhando as laminas primeiramente em solucdo 2xSSC a temperatura ambiente
por 5 minutos, retirando com cuidado as laminulas. A lavagem das laminas segue com
incubacgéo a 42°C: 2 vezes em 2xSSC por 5 minutos cada; 2 vezes em 0,1xSSC por
5 minutos cada; 1 vez em 2xSSC por 5 minutos; agitando levemente as cubetas entre
as lavagens. As laminas séo entao transferidas para cubeta com 2xSSC a temperatura
ambiente por 10 minutos e, por fim, para cubeta com PBD a temperatura ambiente
brevemente até o préximo passo, de deteccdo. Na deteccdo, é necessario aplicar em
cada lamina 100 pL de solucdo de deteccdo (100 pL de PBD + 0,5 pL de
antidigoxigenina) e cobrir com laminula, deixando-as incubadas em camara umida
por 1 hora em estufa a 37°C.

A fotossensibilidade da antidigoxigenina faz necessaria a aplicacédo da solucao
de deteccédo na auséncia de luz. Passada a incubacao, a laminula pode ser removida
e as laminas, lavadas 3 vezes em PBD a 45°C por 5 minutos cada. A finalizacdo da
hibridizacao in situ, que também é feita na auséncia de luz, consiste na montagem da
l[amina com 10 pL de Vectashield/DAPI, cobrindo com laminula, e armazenando as
laminas finalizadas cobertas da luz, em geladeira.

Os cromossomos submetidos a técnica de FISH foram examinados sob luz
ultravioleta e com uso de filtros especificos, utilizando o microscépio BX51 da
Olympus. A captura digital das imagens € por camera DP71 acoplada a um
computador, através do software DP controller. As imagens dos cromossomos
corados com DAPI e a de marcagédo com a digoxigenina foram sobrepostas no proprio
DP controller. Ajustes de brilho, contraste e a montagem de pranchas foram realizados
pela plataforma Canva.

4. RESULTADOS

4.1 Extragcao de DNA.

Apbés a extracdo de DNA total das espécies estudadas para realizacdo das
PCRs citadas, foi possivel obter dados de quantificacdo da amostra da espécie L.
pentadactylus a partir de resultados do espectrofotbmetro Nanodrop. A amostra

correspondeu a uma concentracdao de 607,7 ng/uL, indicando alta concentracédo de
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DNA total na extracdo. O gel de eletroforese com as amostras também indica alta
concentracdo de DNA extraido devido a presenca de bandas claras e de tamanho (bp)
esperado de acordo com o medidor correspondente ao ladder utilizado (1 Kb Plus
DNA ladder ThermoFisher®).

4.2 Reacdes de PCR de DNAs satélite

Foram realizados experimentos de amplificacdo por reacdo de polimerizacao
em cadeia dos DNAs satélites (LpeSat01-152 e LpeSat02-92) utilizando os primers
descritos previamente, de acordo com o protocolo descrito no item 3.3. As bandas
obtidas foram comparadas em seu tamanho com o ladder correspondente (1 Kb Plus
DNA ladder ThermoFisher®) para serem confirmadas. As amostras obtidas a partir da
reacao foram utilizadas como sondas na hibridizagéo in situ.

Para a PCR de amplificagdo com a sequéncia do primer LpeSat02-92 resultar
em banda visivel, foi necesséario adaptar o protocolo original de configuracdo do
equipamento termociclador para uma temperatura ideal a amostra. Para isso, a PCR
foi replicada em 5 microtubos eppendorf de 0,2 mL, cada um sofrendo
simultaneamente uma temperatura de anelamento diferente no ciclo: 52°C, 54°C,
56°C, 58°C e 60°C. O intervalo escolhido para este teste levou em conta temperaturas
de anelamento conhecidas de experimentos anteriores. Analisando o resultado da
reacdo em gel de eletroforese, baseado na presenca e clareza de visualizacdo da
banda formada, a temperatura étima de anelamento do primer LpeSat02-92 para as
amostras utilizadas foi de 60°C, temperatura entdo padronizada para as duas
espécies no decorrer do trabalho para este primer. O mesmo ocorreu com o primer
LpeSat01-152, onde também foi necessario adaptar as configuragcdes padrdes de uso
do termociclador com um teste de rampa de temperatura de anelamento, com 6
microtubos de réplicas técnicas para a mesma amostra em temperaturas de 50°C,
52°C, 54°C, 56°C, 58°C e 62°C, considerando a mesma logica utilizada anteriormente.
A temperatura de anelamento identificada como ideal neste caso foi de 62°C para a

espécie L. brevipes, e 54°C para a espécie L. pentadactylus para o primer em questao.
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4.3 Hibridizacao fluorescente in situ (FISH) e imagens de microscopia UV

Apobs o processo de marcacao e hibridizacéo realizados nas amostras, foi feita
a observacdo em microscopia em luz UV e obtidas imagens. Apesar de terem sido
realizados experimentos objetivando amplificacdo e marcacdo das amostras com o
satélite LpeSat01-152, ndo existem registros visuais (imagens de gel de eletroforese
ou de microscopia por fluorescéncia) devido a perda de material causado pelo
incéndio do dia 31 de agosto de 2022, que afetou o laboratério de Citogenética Animal,
localizado no Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro. Com o incidente, além
das atividades do grupo terem levado tempo para serem retomadas, materiais de
laminas preparadas e amostras de estoque de DNA foram permanentemente
perdidos, impossibilitando a continuidade do presente projeto.

Porém, foi possivel recuperar imagens de material de testiculo (Figuras 8 e 9),
objetivando marcar cromossomos sexuais, e figado (Figura 10) da espécie L.
pentadactylus, e material de medula da espécie L. brevipes (Figura 11), todos
correspondentes a sequéncia LpeSat02-92. Nestes, observa-se sinais nos
cromossomos indicando a presenca da sequéncia LpeSat02-92 em todas as amostras
correspondentes a espécie L. pentadactylus.

Figura 8 - Meiose de testiculo de espécie L. pentadactylus. As setas indicam a
marcacao do satélite LpeSat02-92 em cromossomos que formam a cadeia.
LpeSat02-92 DAPI + LpeSat02-92

50.0 ym

LpeSat02-92 DAPI + LpeSat02-92

Fonte: Autoria propria.
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Figura 9 - Meiose de testiculo de espécie L. pentadactylus. As setas indicam a
marcacao do satélite LpeSat02-92 em cromossomos que formam a cadeia. Os
cromossomos sexuais da espécie neste caso ndo organizam-se em formato anelar
(n=11).

LpeSat02-92 DAPI + LpeSat02-92

Fonte: Autoria propria.

Figura 10 - Metafases mitoticas da espécie L. pentadactylus. Note a marcacao da
sonda do satélite LpeSat02-92, nos cromossomos (setas).
LpeSat02-92 DAPI + LpeSat02-92

Fonte: Autoria propria.

Apesar de serem submetidas ao mesmo protocolo de hibridizacdo das
amostras de L. pentadactylus e terem demonstrado amplificacdo positiva nos
resultados de PCR, os cromossomos provenientes de medula da espécie L. brevipes

ndo apresentaram marcacao para a sequéncia LpeSat02-92 (Figura 11).
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Figura 11 - Imagens de metéafases mitéticas de material de medula da espécie L.
brevipes. Note a auséncia de sinais n0S Cromossomos.

LpeSat02-92 DAPI + LpeSat02-92

LpeSat02-92 DAPI + LpeSat02-92

Fonte: Autoria propria.

5. DISCUSSAO

O presente projeto objetivou realizar um trabalho de comparagéo de presenca
e posicdo de DNAs satélites no genoma de duas espécies de anuros do género
Leptodactylus a partir de andlises moleculares com as regides descritas LpeSat01-
152 e LpeSat02-92. Assim como ja descrito na literatura, foi possivel reconhecer uma
organizacdo em formato anelar dos cromossomos sexuais na espécie L.
pentadactylus, possivel resultado de diversas translocagfes raras no processo de
segregacao meiodtica, para a formacgdo de gametas (Gazoni et al., 2012; Noronha et
al., 2020). Esse formato ndo necessariamente se mantém em todos 0s materiais
extraidos de gbnadas, como observado.

A cariotipagem desse grupo nédo é padrao e pode variar entre espécies, como
de 2n=22 (para L. labyrinthicus e L. pentadactylus), 2n=24 (L. silvanimbus) e 2n=20

(L. brevipes) (Gazoni et al., 2020; Garrido-Ramos, 2017). Essa variacdo ja foi
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explorada por Amaro-Ghilardi (2006), sugerindo algumas hipoteses: a primeira em que
o cariétipo ancestral seria 2n=22 e que um evento de fissdo cromossémica e
subsequente inversao pericéntrica teria resultado em um novo par de cromossomos,
sendo assim 2n=24; ou que o caribtipo ancestral teria 2n=24 e que teria derivado o
cariotipo 2n=22 a partir de uma inversdo pericéntrica seguida de uma fuséo entre
cromossomos. Apesar do trabalho citado ter sido publicado anteriormente aos estudos
gue sugerem o cariétipo 2n=20 para L. brevipes (Gazoni et al., 2020), ainda levando
em conta as diversas ploidias ja conhecidas no grupo, seria considerado que 2n=24
seria a ploidia ancestral para Leptodactylus (apesar de estar reconhecida apenas em
uma espécie - L. silvanimbus), e os demais representantes seriam resultado de uma
deriva.

Para os resultados de hibridizacéo realizada com LpeSat02-92, foi identificada
marcacgao apenas em amostras de L. pentadactylus, apesar da amplificacao ter sido
positiva em ambas as espécies. Outra caracteristica ja identificada para o
comportamento e localizacdo de DNAs satélites como um todo é sua presenca na
porcdo centromérica da heterocromatina (Garrido-Ramos, 2017), observado em
alguns dos cromossomos marcados em L. pentadactylus deste trabalho, apesar de
nao integralmente. Como citado anteriormente, o incéndio ocorrido em agosto de 2022
no prédio do Instituto de Biociéncias da UNESP impossibilitou a recuperacédo dos
resultados em imagem de experimentos de hibridizacdo e marcacdo com o primer
LpeSat01-152. Apesar disso, as anotac¢des recuperadas contendo as informacdes dos
experimentos realizados até entdo relatam que foi possivel identificar presenca de
banda de DNA em gel de eletroforese contendo primer LpeSat01-152 em amostras
das duas espécies. Antes das atividades praticas serem interrompidas pelo incidente
citado, houve uma tentativa de realizar a marcacéo com LpeSat01-152 para a espécie
L. brevipes, mas nao foi possivel identificar o anelamento. Seriam necessarias mais
tentativas de marcacédo com adaptagdes de protocolo, principalmente no tempo de
desnaturacao durante a hibridizacéo.

A presenca de banda de DNA em gel de eletroforese na amplificacdo do primer
LpeSat01-152 em L. pentadactylus e L. brevipes € um sinal de compartilhamento de
sequéncia entre espécies diferentes, como sugerido pela hipotese da biblioteca de
DNAs satélites. Esta consiste em explicar a evolugdo dos DNAs satélites no genoma
a partir de uma “biblioteca” de sequéncias conservadas comuns. A amplificacédo

dindmica dessas sequéncias satélites em comum seria uma explicacdo para a
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variacao entre espécies: o processo de especiagado surge de mudangas quantitativas
de DNAs satélites advindos da biblioteca, construindo um perfil comparativo entre
espécies a partir dessas sequéncias.

Além disso, é proposto que é essencial na evolucdo de uma sequéncia satélite
gue a mesma adquira funcdo bioldgica para que seja mantida na biblioteca entre
grandes periodos evolutivos e, portanto, ainda entre espécies (Fry e Salser, 1977;
Mestrovic et al., 1998). Ou seja, entende-se que o sucesso na amplificacdo do satélite
no DNA das duas espécies neste trabalho advém do compartilhamento dessas
sequéncias na biblioteca originalmente e que, provavelmente, essas por¢cdes do DNA
seguem em cada espécie uma trajetoria evolutiva diferente.

A técnica de FISH utilizada no presente trabalho para observar a posi¢cdo das
regides de interesse nos cromossomos € utilizada em outros estudos de DNA satélite
em anuros. Para Vittorazzi e colaboradores (2014), a FISH possibilitou a marcacgéo do
DNA satélite PcP190 em representantes das familias Hylodidae e Leptodactylidae,
esta Ultima onde o género Leptodactylus se encontra. A deteccédo desse DNA satélite,
derivado de DNA ribossomal 5s de espécies ancestrais, nos genomas de duas
familias indica a distribuicao e, principalmente, conservacao dessas sequéncias nos
anfibios estudados. Além disso, seu dinamismo diferencial nos cromossomos de uma
das espécies em questao (Physalaemus ephippifer) contribui para a diferenciacao nos
processos de determinacdo de seus cromossomos sexuais, tépico de especial
atencdo em estudos de anuros. Também € possivel encontrar trabalhos em que a
FISH é empregada em diferentes componentes genémicos para Leptodactylus, como
para a identificacéo de sequéncias teloméricas em estudos comparativos de espécies
do género, incluindo L. pentadactylus (Amaro-Ghilardi, 2004 e 2006). Este caso - onde
foi confirmada a presenca da sequéncia de interesse em trés espécies de
Leptodactylus - € também um exemplo de como estudos moleculares de regides
repetitivas especificas do genoma (como DNAs satélites ou, nesse, sequéncias
teloméricas intersticiais - TTAGGG) podem tracar uma hipotese evolutiva entre
espécies de um mesmo género ao elucidar fendbmenos moleculares de rearranjo
cromossomico.

O aprofundamento acerca do genoma de anfibios ainda carece de estudos de
mapeamento cromossémico de sequéncias satélites. Em trabalhos para a espécie
Proceratophrys boiei foi utilizada a mesma abordagem molecular de mapeamento de

sequéncias, havendo marcacdo de DNAs satélites predominantemente em regides
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peri e centroméricas dos cromossomos. Apesar disso, € possivel reconhecer que
existe uma certa limitacdo em obter resultados claros pela marcagéo da FISH, mesmo
em sequéncias de satélites abundantes no genoma (Jodo Da Silva et al., 2023; Da
Silva et al., 2024). Sugere-se que mais trabalhos sejam realizados nessa area a fim
de adaptar os protocolos e especificar 0s experimentos para obter mais acuracia nas
marcacgOes desejadas.

6. CONCLUSAO

Os dados obtidos no trabalho em questdo contribuem para o refinamento de
técnicas de biologia molecular acerca de amostras de espécies do género de anuros
Leptodactylus, bem como apresenta informacdes de genoma e cariétipo das espécies
Leptodactylus brevipes e Leptodactylus pentadactylus, importantes para estudos de
citogenética. A organizacao de cromossomos sexuais da espécie L. pentadactylus em
formato anelar foi identificada, assim como descrito na literatura. Em ambas as
espécies estudadas foi possivel amplificar por PCR os dois DNAs satélites utilizados
no projeto, podendo indicar similaridade em seu conteiddo gendémico, assim
respaldada pela hipotese da biblioteca de DNAs satélites. Apesar disso, a marcacao
com DNA satélite LpeSat02-92 pela técnica de Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH)
foi obtida em amostras de tecido de figado e testiculo apenas da espécie L.
pentadactylus. Nao foi possivel realizar FISH para o DNA satélite referente a
LpeSat01-152 em nenhuma das espécies utilizadas no trabalho. Para aprofundar o
conhecimento acerca de relagdes evolutivas entre as espécies citadas, ou outras do
mesmo grupo, seria necessario adaptar ainda mais a técnica para que o0 mapeamento
de regides de interesse seja efetivo e os estudos de satelitoma, mais completos. A
FISH se mostra uma técnica de grande importancia quando é preciso discutir sobre a
organizagdo cromossOmica de organismos, com grande utilidade na comparacao
entre espécies de anfibios. Além disso, observa-se que os DNAs satélites funcionam
como importantes ferramentas moleculares para obter dados a respeito de estudos

evolutivos em anuros.
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