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Resumo

As sequéncias repetitivas podem atuar em importantes processos e arranjos
celulares, como na dindmica evolutiva dos cromossomos sexuais e na estruturagao
da heterocromatina centromérica, além de fornecerem informagdes sobre a
evolucdo gendbmica de espécies relacionadas. Uma das categorias mais
representativas de DNA repetitivo em um genoma sdo os DNAs satélites, que
podem ser empregados como marcadores em trabalhos citogenéticos sobre
evolucdo gendmica e complementar analises de diversidade biologica. Estudos
citogenbmicos em Anuros sdo escassos, especialmente considerando a grande
diversidade do grupo. Em Thoropa miliaris (Anura: Cycloramphidae) esses dados
sdo minimos e nada se conhece sobre a organizagdo de sequéncias repetitivas em
seu genoma. Através da técnica de bandamento C foi observada uma
superabundancia de heterocromatina centromérica dos cromossomos de T. miliaris
de uma populagao de Santa Teresa (ES) em comparagéo com outra populagao, de
Paraty (RJ), possivelmente indicando um acumulo de DNA satélite diferenciado.
Neste trabalho, foi proposta a identificacdo e caracterizacéo, pela primeira vez, de
sequéncias de DNA satélite presentes no genoma de T. miliaris da populagao de
Santa Teresa (ES), bem como localiza-las em suas metafases por mapeamento
cromossOmico. Sua distribuicdo pelos cromossomos foi comparada com a de Paraty
(RJ), em que, de forma geral, as sequéncias de DNA satélite demonstraram sinais
de acumulo menor. As extensas barreiras geograficas que separam as populagoes
e as diferengas observadas quanto a abundancia de DNA satélite centromérico
entre elas podem indicar que estdo submetidas a evolucdo independente do
complexo centromérico e que o isolamento genético esta em curso. Este trabalho
permitiu adicionar dados que podem ajudar no entendimento da organizagao

gendmica e, talvez, em futuros estudos taxondmicos da espécie.
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1. Introducgao

Apesar de sua grande complexidade, um genoma eucarioto pode ser dividido
fundamentalmente em dois tipos de sequéncias: aquelas singulares, que incluem a
maioria dos genes funcionais, e as sequéncias de DNA repetitivo, que apresentam um
numero variado e elevado de copias e que na maioria dos casos sao nao-codificantes
(MARTINS, 2007; LOPEZ-FLORES et al., 2012) .

O DNA repetitivo € composto por sequéncias de bases repetidas de centenas a
milhares de vezes, compreendendo uma grande fracdo do genoma eucarioto
(CHARLESWORTH et al., 1994; MARTINS et al., 2007; GUY-FRANCK et al., 2008;
KOPECNA et al., 2012; LOWER et al., 2018) e podendo superar 50% de sua extensao
(PLOHL et al., 2012). Dentro desta classe ha sequéncias codificantes, como o DNA
codificador das histonas e o DNA ribossémico (rDNA) (MAXSON et al. 1983;
HADJIOLOV, 1985) e aquelas que nao originam produtos funcionais, como o0s
fragmentos dispersos e moveis (representados por elementos transponiveis) e as
sequéncias repetidas em tandem, como o0s microssatélites e os satélites
(CHARLESWORTH et al., 1994; JURKA et al., 2005; MARTINS, 2007; GUY-FRANCK
et al., 2008; LOPEZ-FLORES et al., 2012; PLOHL et al., 2012).

Embora sua fungdo tenha permanecido desconhecida por muitos anos, estudos
recentes demonstram que seu papel mais efetivo € na estruturacido de areas do
cromossomo sob forma de blocos de heterocromatina constitutiva, abundante nos
telomeros e centrdbmeros, embora possa também ser encontrada distante dessas
regides (CARDONE et al.,, 1997; SHARMA & RAINA, 2005; PLOHL et al., 2012). O
dominio central do DNA satélite € essencial para manter a coesao das cromatides
irmas durante a divisdo mitdtica, bem como dar assisténcia a formacéo e funcao do
cinetocoro, garantindo a transmissao e conservagao integral do material genético
nesse processo (LICA et al., 1986 MURPHY & HARPEN, 1995). O DNA repetitivo tem
sido explorado como um marcador citogenético relevante em diversos trabalhos
cientificos que se dedicam a estudar sua organizagdo no genoma, evolugéo

cromossOmica, identificacdo de rearranjos cromossdmicos e a atividade dos



6
Cromossomos sexuais e supranumerarios em muitos eucariotos, como plantas (KATO

et al, 2004; SHARMA & RAINA, 2005), insetos (MANTOVANI et al., 1997;
CABRAL-DE-MELLO et al., 2010), peixes (NANDA et al., 1992; MARTINS et al., 2007;
PARISE-MALTEMPI, 2007; SILVA et al.,, 2013; TERENCIO et al., 2015), anfibios
(CARDONE et al., 1997; EDWARDS & MURRAY, 2005; FELICIELLO et al., 2006),
répteis (CAPRIGLIONE et al., 1989; OLMO, 2008), aves (MADSEN et al., 1994;
SOLOVEI et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2017) e mamiferos (GRADY et al., 1992;
CAZAUX et al., 2013)

Uma das categorias mais representativas de DNA repetitivo em um genoma sao
os DNAs satélites, organizados em blocos de repeticbes em tandem. Essas
sequéncias podem evoluir em concerto através de diversos mecanismos, como
crossing over desigual, mutacdes e deslizamento da DNA polimerase, levando a uma
alta homogeneidade entre as repeticbes de uma familia de DNA satélite (DOVER,
1982; SHARMA & RAINA, 2005; PLOHL et al., 2012). A dinamica evolutiva do DNA
satélite pode afetar sua posigcao e sua distribuicdo no genoma e consequentemente no
cromossomo, podendo influenciar a evolugao cromossdémica (HENIKOFF et al., 2001;
VITTORAZZI et al., 2014).

Desde a segunda metade do século XX, vém se incluindo cada vez mais o DNA
satélite como marcador em estudos de evolugdo e diversidade bioldgica, por sua
capacidade de fornecer informagdes sobre evolugdo genémica e dados que podem
ser uteis em estudos da filogenia de espécies relacionadas (BRUTLAG, 1980; JOBSE
et al., 1995; HENIKOFF et al., 2001; SHARMA & RAINA, 2005; FERREE & PRASAD,
2012; VITTORAZZI et al., 2014). Entre as espécies de eucariotos, a caracterizagao de
DNAs satélites vem revelando variagdes na distribuicdo destas sequéncias nos
genomas de individuos da mesma populagdo, o que pode vir a auxiliar no
esclarecimento sobre variabilidade genética intraespecifica e a dindmica interna
dessas sequéncias repetitivas (CARDONE et al., 1997; FELICIELLO et al., 2006).

Os anfibios anuros s&o um grupo representado por 8.104 espécies até o
momento (AmphibiaWeb, 2019). Estudos citogenéticos nesse grupo sdo escassos,
especialmente considerando sua alta diversidade (PERKINS et al.,, 2019). A

caracterizacdo de sequéncias de DNA satélite em seus genomas pode indicar
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variagbes genéticas populacionais assim como observado em outros vertebrados

(HENIKOFF et al., 2001; FERREE & PRASAD, 2012; VITTORAZZI et al., 2014).

O género Thoropa (Cope 1865) (Anura: Cycloramphidae) compreende seis
espécies validas, divididas em dois grupos: T. grupo petropolitana, com as espécies T.
petropolitana (Wandolleck 1907) e T. lutzi (Cochran 1938), que sao dificiimente
encontradas na natureza (IUCN, 2019); e T. grupo miliaris, contendo T. saxatilis
(Cocroft & Heyer 1988), T. megatympanum (Caramaschi & Sazima 1984), T. taophora
(Miranda-Ribeiro 1923) e T. miliaris (Spix 1824). Todas as espécies do género ocorrem
principalmente na Mata Atlantica, mas também em eco6tonos Cerrado-Mata Atlantica e
em campos rupestres do Cerrado (FEIO, 2002; IUCN, 2019). A diversificacdo de
Thoropa grupo miliaris pode ser explicada pelas trés hipéteses mais aceitas para a
diversificacdo genética dos anfibios: esse processo pode ter sido (i) efetivado no
Quaternario (inicio ha 2,58 Ma) por atividades neotectdnicas que edificaram barreiras
ao fluxo génico entre populagdes; (ii) gerado por refugios isolados de estabilidade
climatica e/ou (iii) induzido pelo surgimento de barreiras geograficas (rios, montanhas)
que isolaram as populagdes e causaram sua especiacdo (CARNAVAL et al., 2009;
FITZPATRICK et al., 2009; SABBAG, 2013, 2018, 2019).

Thoropa miliaris (Spix 1824) (Figura 1), conhecida como ra-das-pedras, possui a
mais ampla distribuicdo do género, ocorrendo em todos os estados do Sudeste, além
do sul da Bahia (GARCIA et al., 2010). Essa espécie endémica da Mata Atlantica &
caracterizada pela biologia peculiar de adultos e girinos ocuparem, reproduzirem-se e
desenvolverem-se em afloramentos rochosos umidos proximos a ambientes costeiros
(FEIO et al., 2006).

Figura 1: Thoropa miliaris, a ra-das-pedras (Fonte: Aline Salgado).



O conhecimento citogenético de T. miliaris € ainda muito escasso. Os dados se
limitam a montagem do seu caridtipo (2n=26) (BRUM-ZORILLA & SAEZ, 1968),
hibridacao in situ fluorescente (FISH) de rDNA 18S e impregnacgao por nitrato de prata
(Ag-RON) (Dados nao publicados de Luiza Cholak, 2017). Nenhum estudo de
caracterizacdo e mapeamento cromossOmico de sequéncias repetitivas em seu
genoma foi realizado anteriormente para a espécie.

Os estudos de citogenética envolvendo o género Thoropa fazem parte de um
projeto em andamento no laboratério de Citogenética Animal da UNESP de Rio Claro,
cujo objetivo € comparar intraespecificamente e interespecificamente a organizagao de
sequéncias repetitivas nos cromossomos das espécies de Thoropa grupo miliaris.

Como parte dos resultados obtidos nesse projeto, a técnica de bandamento C
mostrou uma superabundancia de heterocromatina centromérica dos cromossomos de
T. miliaris na populacdo de Santa Teresa (ES) comparada a populagédo de Paraty (RJ)
(Dados nao publicados de Luiza Cholak, 2019) (figura 3). Essas populagdes vivem a
um grande distanciamento geografico entre si, reforcado pelas diferencas de altitude
(655m de Santa Teresa, contra 5m da cidade litoranea de Paraty). Descri¢gdes prévias
de evolucdo independente das sequéncias repetitivas em populagcdes segregadas,
especialmente do DNA satélite formador da heterocromatina centromérica (HENIKOFF
et al., 2001; PLOHL et al., 2012; GARRIDO-RAMOS, 2017), associam-na ao processo
de isolamento reprodutivo e a evolugao das espécies. Dessa forma, o grande acumulo
de heterocromatina centromérica na populacdo de Santa Teresa (ES) pode indicar que
os genomas dos seus individuos estdo submetidos a rapida evolugdo de suas
sequéncias repetitivas, levando ao processo de isolamento genético entre as duas
populagdes. Essa suposicéo é refor¢ada pelo trabalho de Sabbag et al. (2019), que, ao
estudarem filogeneticamente Thoropa grupo miliaris, posicionaram T. miliaris em cinco
clados distintos, dentre os quais as populagbes de Santa Teresa (ES) e Paraty (RJ)

pertencem a linhagens evoluindo separadamente.
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Figura 2: Distribuicdo de Thoropa miliaris na Mata Atlantica da Bahia e da regido Sudeste, e

indicagdes dos pontos amostrais em Paraty (RJ) e Santa Teresa (ES) (Fonte: IUCN
modificado).
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Figura 3: Bandamento C nos cromossomos de Thoropa miliaris das populagdes de Santa
Teresa (ES) (a esquerda) e de Paraty (RJ) (a direita) (Fonte: Luiza Cholak).
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2. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram identificar sequéncias de DNA satélite
no genoma de Thoropa miliaris da populagdo de Santa Teresa (ES) e localiza-las nos
cromossomos de duas populacdes (Paraty/RJ e Santa Teresa/ES), para comparar e
compreender, pela primeira vez, a distribuicdo desses elementos na espécie e mais
especificamente nessas populagdes, com o intuito de tragar um padrao de acumulo

diferenciado de heterocromatina centromérica entre elas.

3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

Foram utilizadas preparagbes cromossdmicas oriundas de figado, intestino e
medula 6ssea de exemplares machos de Thoropa miliaris das populacdes de Santa
Teresa (ES) e de Paraty (RJ). Os materiais estavam previamente armazenados em
freezer no laboratério de citogenética animal da UNESP de Rio Claro e foram
autorizados pelo Comité de Etica (n° 1554, de 22/06/2016). Para esse trabalho n&o
foram necessarias novas coletas de material biolégico. Os individuos utilizados estao
depositados na Colecdo de Anfibios Célio F. B. Haddad, Universidade Estadual
Paulista, Rio Claro, Sdo Paulo (CFBH) com numero de vouchers de Santa Teresa
CFBH 43600 a CFBH 43610 e de Paraty CFBH 36377 a CFBH 36387. Foi incluido as
analises o DNA satélite PboSat03-189, isolado de Proceratophrys boiei (Anura,
Odontophrynidae) por Silva (2019), também abundante na arquitetura centromérica da
espécie, para estudar a natureza molecular e a conservacao estrutural do DNA satélite

entre os anfibios.
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3.2. Métodos

3.2.1. Sequenciamento lllumina e caracterizagdao de DNAs satélites

O sequenciamento gendmico foi realizado pela empresa Macrogen, Korea, a

partir de DNA de um exemplar macho de T. miliaris da populagcdo de Santa Teresa
(ES). O sequenciamento de 1.5x de cobertura foi realizado através da plataforma
[llumina (lllumina Inc., San Diego, CA, USA). A tecnologia empregada foi lllumina®
HiSeqTM4000 (2x101bp paired-end), sendo utilizado o sequenciamento TruSeq 3000
4000 SBS Kit v3. Os reads obtidos do sequenciamento foram unidos utilizando o
programa Fastg-join do FASTX-Toolkit com as opgdes basicas de entrada dos dados
(GORDON & HANNON, 2010; CREPALDI, 2019).
Para identificacdo das sequéncias de DNA repetitivo, 500.000 reads aleatérios do total
obtido do genoma sequenciado foram amostrados e processados pelas ferramentas da
plataforma online RepeatExplorer (www.repeatexplorer.org). O resultado gerado pelo
programa (clusters, agrupamentos de sequéncias altamente repetitivas) foi utilizado
para a quantificagdo e anotagdo subsequente através dos grafos de cada
agrupamento, selecionando aqueles de densidade caracteristica de DNAs satélites
(NOVAK et al., 2010).

Em seguida, os arquivos selecionados como candidatos para repeticbes de
satélites foram abertos no software Geneious v4.8.5 (https://www.geneious.com) e
submetidos a analises de graficos dotplot para cada uma das sequéncias, em busca da
confirmagao de sua organizacdo em tandem. O grafico dotplot € formado a partir de
comparagdes e sobreposigdes entre as sequéncias dos proprios contigs (fragmentos
repetitivos que formam os clusters), e a disposicéo caracteristica de um DNA satélite é
exibida através de linhas paralelas entre si e diagonais em relagao aos eixos do plano,
caracterizando a repeticdo em tandem dentro de cada fragmento analisado.

Confirmada a organizagdo em tandem a partir dos graficos dotplot, as
sequéncias consenso de cada cluster de DNA satélite foram manualmente
recuperadas a partir do alinhamento de mondmeros (contigs) no programa MEGA v8.0,
utilizando o algoritmo MUSCLE. Para a leitura e alinhamento no programa, os contigs

foram previamente separados e nomeados no formato FASTA. Também no MEGA
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v8.0, foram determinadas as porcentagens de conteudo de A + T das sequéncias

isoladas. As sequéncias consenso foram analisadas pelos bancos de dados online
GIRI Repbase e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), do National Center for
Biotechnology Information, para a comparagao com outros fragmentos ja depositados.

Os satélites isolados foram alinhados para a busca por homologias e para
classifica-los como os mesmos variantes, o mesmo DNA satélite ou que os reunisse
em uma mesma familia. As porcentagens de homologia entre as sequéncias consenso,
que nao ultrapassaram 60%, n&o foram suficientes para agrupa-los em nenhum caso
(RUIZ-RUANO et al., 2016).

3.2.2. Construcao de primers e validagao por PCR

As sequéncias de DNA satélite isoladas do genoma de Thoropa miliaris de
Santa Teresa (ES) foram utilizadas como matriz para o desenho manual de
oligonucleotideos iniciadores (primers) divergentes para as 10 sequéncias de DNAs
satélites mais abundantes recuperadas do genoma. Os primers foram sintetizados pela
empresa Exxtend (Sdo Paulo, Brasil). As temperaturas de anelamento dos primers
forward e reverse de cada DNA satélite isolado foram calculadas manualmente. A
validacao experimental foi testada por Reagao de Polimerase em Cadeia (PCR) em um
termociclador Applied Biosystems com um gradiente de temperatura entre 54°C e 64°C
e utilizando o DNA genbmico extraido do exemplar de T. miliaris proprietario do
genoma sequenciado. A reacdo de PCR se deu sob condi¢des gerais de iniciagao a
95°C durante 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo 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,
e extensao final a 72°C por 5 minutos. A confirmag¢ao dos produtos de amplificagao foi

atestada por eletroforese, utilizando gel de agarose 1%.

3.2.3. Marcacao de sondas e hibridagao in situ fluorescente (FISH)

Os produtos de PCR foram marcados pela técnica de nick translation em uma

reagao de 18uL contendo agua ultrapura Milli-Q®, NTB Buffer 10x (Macherey-Nagel™),
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biotina-14-dUTP (Roche) e DNA polimerase I/DNAse | (ThermoFisher®). As condi¢des

gerais da reacao de nick translation foram de 16°C durante 60 minutos iniciais,
seguidos de 10 minutos a 65°C e temperatura de manutencéo a 10°C (PINKEL et al.,
1986). As sondas marcadas foram utilizadas para o posterior mapeamento em
preparagdes de laminas com cromossomos das duas populagdes de T. miliaris, através
da técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH), baseada no protocolo descrito por
Pinkel e colaboradores (1986), com modificagbes feitas por Cabral-de-Mello e
colaboradores (2010).

Na técnica de FISH, preparagdes citolégicas de T. miliaris contendo metafases
foram submetidas a desidratacéo por série alcodlica. A hibridagao (anelamento) entre a
sonda marcada e os cromossomos de T. miliaris foi feita em banho maria a 71°C
durante 2 minutos e 30 segundos. A deteccdo da sonda foi realizada com anticorpo
conjugado ao fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen).

As laminas submetidas ao mapeamento cromossdmico pela técnica de FISH
foram observadas ao microscépio de fluorescéncia Olympus® BX51 com uma camera
digital (Olympus® DP71) acoplada. O numero dipléide (2n=26) foi confirmado, e foram
observadas, em média, 20 metafases por lamina. As metafases com melhor qualidade
de visualizagdo foram fotografadas, e a captura de imagens foi feita a partir dos

softwares DP Controller v3.2.1 e DP Manager v3.1 (Olympus®).

4. Resultados

4.1. Identificagdo de DNAs satélites no genoma

A plataforma online RepeatExplorer detectou 73,52% dos reads do genoma

analisado como sequéncias unicas - singlets - e 26,48% como sequéncias repetitivas

organizadas em clusters de sequéncias repetitivas, cujos tamanhos e propor¢des

cumulativas sao representados na figura 3.
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Figura 4: Histograma resultante da analise pelo RepeatExplorer, com as proporgées

cumulativas de sequéncias Unicas e repetitivas.

O programa analisou com profundidade os 122 clusters repetitivos mais
abundantes. Destes, 24 clusters (19,67% das sequéncias repetitivas mais abundantes)
foram reconhecidos visualmente como DNAs satélites pela analise dos grafos
resultantes, baseado na sua disposicdo densa e circular, tipica de sequéncias

repetidas em tandem (demonstrados na figura 4a).

a) b)

Figura 5: exemplos de grafos de clusters gerados por RepeatExplorer. O grafo a, de
morfologia circular e densa, é caracteristico de sequéncias altamente repetitivas, ao contrario
do grafo b, de disposicdo aproximadamente senoidal, usualmente demonstrando uma

sequéncia caracteristica de elementos transponiveis.
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Ao verifica-los quanto a sua distribuicdo em tandem no programa Geneious

4.8.5, 21 (17,21%) clusters se confirmaram DNAs satélites. O segundo e terceiro
clusters mais representativos no genoma, apesar de se disporem em grafos densos,
nao se organizam em tandem. Dessa forma, ndo foram considerados DNAs satélites.
Do conjunto identificado, os 10 DNAs satélites mais abundantes foram selecionados e

tiveram suas sequéncias consenso recuperadas a partir do alinhamento de seus

mondémeros.

100 200 200

100

—_
—_

200

CL31Contigl (385 nt)

300

Figura 6: Grafico dotplot referente ao contig 1 do cluster 31, exibindo uma configuragao tipica

de sequéncias em tandem.

Os 10 DNAs satélites selecionados possuem média percentual de A+T de
51,61% e suas representatividades gendmicas, organizadas em ordem decrescente,
variam de 4,5% a 0,057%. Somadas, as proporgdes dessas sequéncias correspondem

a cerca de 6% do genoma (Quadro 1). Os primers desenhados e sintetizados a partir

das sequéncias consenso sao apresentados no quadro 2.

Quadro 1: informacgdes gerais sobre os 10 clusters de DNA satélite mais abundantes

no genoma.



N® do cluster

Grafo de

clusterizagdo

Nome do
satélite

Sequéncia

CON3enso

A =T (%)

Proporgdo nos
reads do
gencma

analisado (%)

CL1

TmiSatd1-30

AGCAGTGTTAT
GCAGTGTTAAG
CTGTTATA

63.33

45

TmiSaii2-158

GGCCATTCTAA

GCTGAGTGTGC
CTGCCCTCGTC
AGATCGCAGCA
GATGAAAACAG
CTTAAGGCCTG
GCAAGTACCCG
CATGGGAGACT
GGCTGGGAATC
CCAGGTCCCAT
TGACTCCTCGA
TTTTACCTTGTA
ACTCGGCTTTG
TTCATTAATTAC

AAMAAACGACT

51,32

044
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TGTAAATCACC
TTACCGTCAAT

CL1D

TmiSatl3-o5

TACATACATTAC
ATTACTTATCCT
GTACTGATCCT
GAGTTACATCC
TGTATTATACTC
CAGAGCTGCAC
TCACTATTCTG
CTGGTGGTCAC
TGTG

36,94

0.29

CL12

Tmi3atld-44

AGCLCGGETATAA
CCCGGGCATCT
CCTOTATATAAT
ATATATGTAC

59.09

0.15

CL13

Tmisats-143

CGGTCCCOCG
GCGTGACTGAG
CGCBAGCLOC
COGTGATGAGC
TCCGLCCGRE
GGAAAGTCAGA
TCCCTTGCCCG
AGAAGGAGTTC
CATGAGAGCGE
ATAGAGGAAGE
CGGCTGACRE
AGGEGACEET
GECCEAGECE
GTGGAG

30,748

0.13

CL18

Tmi-08-37

ACAGTACCACTT
CTCCTGTCCTGT
ATATATSGEGT
GC

21,35

CL2D

TmiSaly-77

CATAGTGATAT

ATCCTGCAGAG
TATTACACCCC

TGACCTCTACA
GATCTGCAGAA
CATCGCTCTCC
CCCTCCTGATA

48,35

o1
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Tmi5ats-65

GETGETATGTA
TGAGAAGTETG
AGGTATGTGTG
ACACCCAAGGA
CCCTCTATAGG
GCCAAGCTTAA
AG

3147

0,063

CL25

Tmigatds-49

GCCACCACTAG
AGGGAGCTCAG
GAGCTGACTGET
ATACTGACTGC
CTGCA

0,063

CL31

Tmi2at10-71

ACTACTACATTA
TCTGTACTCAG
AGAGGTATCAC
TGTGTTATCTGT
GGETGTTACATA
GGACTGCAGGT
GAC

57,74

0.057

Quadro 2: Primers forward e reverse desenhados a partir das sequéncias consenso dos 10

clusters selecionados e confeccionados.

DMA satélite Forward Reverse
TmiSat01.30 TAAGCAGTGTTATGCAGTS TAACAGCTTAACACTGCATA
TmiSat.02-159 GGCTGGEAATCCCAGGTCCC AGAGTCTCCCATGCGGGTACTT
TmiSal.03-95 TACTTATCCTGTACTGATCC TATGTAATGTATGTACACAGT
TmiSat.04-44 AACCCGGGCATCTCCTGTAT GCATACCGGCTGTACATATATA
TmiSat.05.143 GAGGAAGGCGGCTGACGE TATCCGCTCTCATGGAACTS
TmiSal06-37 ACCACTTCTCCTGTCCTGT CTGTGCACCCGATATATACA
TmiSat07-77 GATCTGCAGAACATCGCTCT TGTAGAGGTCAGGGGTGTAA
TmiSat05.68 AGCTTAAAGGGTGGTATGTACA AGGCCCTATAGAGGGTCCTT
TmiSat.09.49 TGACTGCCTGCAGCCACT ATACAGTCAGCTCCTGAGCT

TmiSat-10-71

TACTACATTATCTGTACTCATAC

GTGTCACCTGCAGTCCTATG

18
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Esses fragmentos foram analisados individualmente pelas ferramentas online

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) e GIRI-Repbase, em busca de sequéncias
semelhantes ja depositadas nos bancos de dado. Semelhangas com um organismo
filogeneticamente distante foram encontradas: o DNA satélite TmiSat02-189 se
assemelha em 78,5% a um fragmento de DNA repetitivo homodlogo ao RNA ribossomal
5S de Ctenopharyngodon idella (carpa do limo) a partir da analise pelo RepBase,
sendo o Unico satélite que apresentou resultado relevante para esta busca. Pelo
BLAST, TmiSat02-189

emparelhamentos executados a partir de coberturas acima de 50% e e-values baixos,

apresentou também homologia significativa  (por
com alta confiabilidade) com uma familia de DNA satélite denominada PcP190 (tabela),
derivada do DNA ribossomal 5S e presente em outras familias de anuros, bem como
em vertebrados filogeneticamente distantes como peixes e répteis, sugerindo que essa
sequéncia se conservou ao longo de centenas de milhdes de anos (Vittorazzi et al.,

2011).

Tabela: Semelhangas entre TmiSat02-189, isolado de Thoropa miliaris, com sequéncias
PcP190.

DNA satélite Sequéncia similar Espécie Cobertura (Query Cover) (%) Emparelhamento (%)
TmiSat-02-189 PcP190EcoRI c12 Physalaemus cuvier G2 736
TmiSat-02-189 PcP190EcoRI c10 Physalaemus cuviert 62 733
TmiSat-02-189 PcP190EcoRI cb Physalaemus cuvien 62 73,7
TmiSat-02-189 PcP190EcoRI_c11 Physalaemus cuvien 62 73.2
TmiSat-02-189 PcP190 Ci7 FPseudis bolbodactyla 60 65.8
TmiSat-02-189 PcP190EcoRI c4 Physalaemus cuvier 62 721
TmiSat-02-189 PcP190EcoRI c13 Physalaemus cuvier G2 731
TmiSat-02-189 PcP190 C7 Pseudis minuta 54 726
TmiSat-02-189 PcP190 C7 Pseudis bolbodactyla 59 63.2
TmiSat-02-189 PcP190 C8 Pseudis limellum b4 74
TmiSat-02-189 PcP190-2-Pfus-M1-C10 Pseudis fusca 60 39
TmiSat-02-189 PcP190 1.1 Physalaemus albifrons 62 729
TmiSat-02-189 PcP190 3.3 Physalaemus natterer 52 628
TmiSat-02-189 PcP190 5.2 Physalaemus marmoratus &0 68.4
TmiSat-02-189 PcP190 C10.2 Engystomaps freibergi 60 81,9
TmiSat-02-189 Satélite SD1 Acrossocheilus paradoxus 55 63.4
TmiSat-02-189 RMA ribossomal 55 Carassius auratus 55 722

Homologias com PcP190 de outras familias de anuros (sobretudo Engystomops freibergi e o
género Physalaemus), e com fragmentos repetitivos de actinopterigios (Acrossocheilus

paradoxus e Carassus auratus).
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4.2. Hibridagao in situ fluorescente e comparacgao interpopulacional

A andlise de mapeamento cromossémico por FISH mostrou que, de forma geral,
todas as sequéncias de DNA satélite analisadas demonstraram sinais de acumulo em
todos os cromossomos na populagdo de Santa Teresa (ES) e na populagédo de Paraty
(RJ), com excecdo do TmiSat06-37. Em torno disso, cada DNA satélite apresentou

outros sitios de marcacgdes particulares nas duas populagdes.

4.2.1. Tmi02-189

O satélite TmiSat02-189, o segundo mais representativo do genoma de Thoropa

miliaris, esta presente na regido centromérica e pericentromérica do par, com acumulo

maior na populagédo de Santa Teresa em relagcéo a de Paraty (Figura 7).

Figura 7: Distribuicdo de TmiSat-02-189 pelo cariotipo das populagdes de Santa Teresa (ES)

(figura de cima) e Paraty (figura de baixo).

4.2.2. TmiSat05-143

O DNA satélite TmiSat05-143 esta presente na regidao centromérica de todos os

cromossomos na populagdo de Santa Teresa (ES), mas nado tdo destacadas quanto
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TmiSat02-189. Em alguns pares, apresenta marcagdes nas regides pericentromeérica e

intersticial, com destaque para o par portador da NOR. Em contrapartida, nos
cromossomos da populacdo de Paraty (RJ), ha uma marcagdo pontual na regiao
subtelomérica em apenas uma cromatide do bragco menor (p), nos pares 10 e 11
(Figura 8).

10.0 pm

Figura 8: Distribuicdo do DNA satélite TmiSat05-143 nas populagdes de Santa Teresa (figura

de cima) e Paraty (figura de baixo).

4.2.3. TmiSat08-68

Na populacdo de Santa Teresa (ES), essa sequéncia de DNA satélite se
concentra particularmente na regido centromérica do par 9 e regides pericentromérica
e intersticial do brago p do par 11. Marcacgbes fracas sao observadas nos outros
cromossomos, podendo algumas serem inespecificas. Na populacdo de Paraty (RJ),
os teldbmeros e a zona intersticial foram marcados, mas a distribuicdo desse satélite €

imperceptivel nos 4 menores pares (Figura 9).



22

Figura 9: Marcacao de TmiSat08-68 nas populacdes de Santa Teresa (ES) (figura de cima) e

de Paraty (figura de baixo).

4.2.4. TmiSat10-71

Esse satélite se distribui igualmente pelo centrdmero de todos os cromossomos
da populagado de Santa Teresa (ES), se estendendo pelo brago p de alguns pares, e é

visivel na regido telomérica de 4 pares no cariotipo de Paraty (RJ) (Figura 10).

Figura 10: Distribuicdo de TmiSat10-71 nos cariétipos das populagdes de Santa Teresa (ES)

(figura de cima) e de Paraty (figura de baixo).
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4.2.5. TmiSat04-44

A hibridacdo do DNA satélite TmiSat04-44 foi bem sucedida apenas na
populacdo de Santa Teresa (ES), com bandas dispersas pelos centrbmeros e
teldbmeros em todo o cariétipo e apresentando um acumulo diferenciado nos bracgos p
do par da NOR (Figura 11). Embora essa forma de distribuicdo tenha se mostrado
constante para TmiSat04-44, o padrdo gera duvidas sobre a possibilidade de serem
sinais inespecificos. Dessa forma, esse satélite merece ser melhor explorado na

préxima etapa do trabalho.

Figura 11: Distribuicao de TmiSat04-44 em Thoropa miliaris na populacdo de Santa Teresa
(ES).

4.2.6. Inclusao de PboSat03-189 (Proceratophrys boiei) nas analises

A espécie Proceratophrys boiei (Anura, Odontophrynidae) pertence a uma
familia filogeneticamente proxima a de Thoropa miliaris (Anura, Cycloramphidae)
(AmphibiaWeb, 2019). Foi isolado um DNA satélite (PboSat03-189) dessa espécie por
Silva, 2019 em nosso laboratdrio, que foi descrito como um dos mais representativos
na espécie. Esse satélite possui 0 mesmo tamanho de TmiSat02-189 (189 pares de
bases) e ambos podem ser uns dos principais componentes da heterocromatina
centromérica superabundante encontrada nas espécies. A hibridacdo de PboSat03-189

nos cromossomos de T. miliaris de Santa Teresa (ES) e Paraty (RJ) revelou que
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ambos os DNAs satélites partiiham uma conservacdo estrutural, visto que suas

posi¢cdes cromossOmicas coincidem na regido pericentromeérica do par 1 em Thoropa
miliaris (Figura 12) e, assim como TmiSat02-189, PboSat03-189 é superabundante na
populacdo de Santa Teresa (ES) em detrimento do mesmo par na populagao de Paraty
(RJ).

Figura 12: Sondas de PboSat03-189 submetidas a hibridacao in situ nas populagbes de

Santa Teresa (ES) e Paraty (RJ) (imagem de cima e de baixo, respectivamente).

5. Discussao

Thoropa miliaris possui habito especialmente rupicola. Vive em afloramentos
rochosos umidos ou com fluxo baixo de agua, distribuidos proximos ao mar em locais
com altos niveis de salinidade e, muitas vezes, se desloca para a zona intertidal para
forragear (ABE & BICUDO, 1991; FEIO et al., 2006). Por apresentarem essas
adaptacdes, a espécie é tema de estudos fisioldgicos (ABE & BICUDO, 1991),
anatbmicos (BARTH, 1956), ontogénicos (REBOUCAS et al., 2018), taxondmicos
(FEIO et al., 2006), além de ecolégicos (ROCHA et al., 2002; GIARETTA & FACURE,
2004; SIQUEIRA et al., 2006) e filogeograficos (SABBAG, 2013, 2019).
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Ainda assim, estudos envolvendo a organizag&o e composi¢gao genémica como,

por exemplo, a ocorréncia e distribuicdo de sequéncias repetitivas sdo escassas. Os
dados moleculares mais préximos sao fornecidos por Duryea e colaboradores (2008,
2015) e envolvem uma espécie congénere, Thoropa taophora, da qual foram
caracterizados nove microssatélites gerando marcadores uteis para esudar a estrutura
genética e o fluxo génico interpopulacional. Caracterizar e localizar estes elementos no
genoma de Thoropa miliaris € comparar sua organizagao entre as populagdes isoladas
de Paraty (RJ) e Santa Teresa (ES) podem fornecer informagbes importantes que
podem auxiliar em todos os estudos envolvendo o organismo e, assim, ampliar o
panorama de conhecimentos sobre a espécie.

As analises de alto rendimento em programas de bioinformatica revelaram que,
no individuo da populacdo de Santa Teresa (ES) tratado, as sequéncias repetitivas
representam um terco do genoma, e que aproximadamente 20% dos reads aleatorios
analisados sdo DNAs satélites. Esse resultado corrobora a grande representatividade
das sequéncias altamente repetitivas, esperada em muitos organismos eucariotos
(SHARMA & RAINA, 2005; PHOHL et al., 2012), e que seus tamanhos sao variaveis
(FELICIELLO et al., 2006, SANTOS et al., 2006; MACGREGOR & SESSIONS, 1986).

Foram identificadas 21 familias de DNA satélites, correspondendo a 6% dos
reads analisados no genoma. A diminuicédo percentual consideravel de DNA satélite em
relagcdo a do numero de fragmentos repetitivos em geral provavelmente se deu gragas
a exclusdo dos segundo e terceiro clusters mais abundantes computados pelo
programa, que nao apresentavam organizacdo em tandem apesar de seus grafos
caracterizarem disposicdo altamente repetitiva. Esses clusters sao sequéncias
repetitivas ndo caracterizadas. Segundo a classificagao adotada por Guy-Franck et al.
(2008), podem tratar-se de elementos transponiveis, que possuem sequéncias
repetitivas diretas verificadas em suas extremidades e sdo amplamente documentados
em anuros (MISKEY et al., 2003; SHEN et al., 2013; PHILIPSEN, 2016; ROGERS et
al., 2018).

A homologia de 78,5% entre o satélite TmiSat02-189 e um fragmento de DNA
repetitivo homoélogo ao RNA ribossomal 5S em Ctenopharyngodon idella (carpa do
limo) merece algumas consideragdes. Esse componente da maior subunidade do

ribossomo é codificado pelo rDNA 5S, que é organizado em unidades repetidas em
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tandem, compostas por uma regido codificadora conservada entre taxa distantes, e

uma sequéncia espacadora nao codificadora muito variavel, denominada NTS
(FEDOROFF, 1979; WILLIAMS, 2004; SANTOS et al., 2006). Martins e colaboradores
(2006) observaram que uma familia de DNA satélite centromérico isolada de Hoplias
malabaricus surgiu da duplicacdo de rDNA 5S. Vitorazzi e colaboradores (2011)
descrevem uma familia de DNA satélte em Physalaemus cuvieri (Anura:
Leptodactylidae), denominada PcP190, semelhante ao DNA ribossomal 5S presente
em outras familias de anuros, bem como em vertebrados filogeneticamente distantes
como peixes e répteis, sugerindo que essa sequéncia se conservou ao longo de
centenas de milhées de anos e se originou do rDNA 5S. Foi observado que
TmiSat02-189 apresenta homologia significativa com PcP190 isolado de varias
espécies de anfibios, demonstrando que TmiSat02-189 pertence a familia de DNAs
satelites PcP190.

Rodrigues e colaboradores (2012) estudaram a distribuigdo cariotipica de NTS
em duas espécies do género Engystomops, encontrando hibridagao particularmente
centromérica dessa sonda. Nesse trabalho, sitios centroméricos de rDNA 5S
codificante ndo foram detectados. Sua hipdtese é que as sequéncias associadas ao
centrbmero sdo segmentos de DNA satélite derivados de rDNA 5S. TmiSat02-189
possui 57,1% de homologia com um tipo de NTS de Engystomops petersi, indicando
uma semelhanga sequencial relevante, além de existir uma semelhanga posicional no
Cromossomo.

Foi encontrado um emparelhamento de 71% entre TmiSat02-189 e uma
sequéncia de DNA satélite PcP190 isolado por Gatto e colaboradores (2018) em
espécies dos géneros irmaos Pseudis e Lysapsus (sugerindo que essas duas
sequéncias tém origem em comum). Neste trabalho, os autores observaram que o
satélite PcP190 é enriquecido entre o centrdmero e o brago p do cromossomo portador
da regidao organizadora do nucléolo (NOR) em P. bolbodactyla, indicando um estagio
inicial de heteromorfismo entre o par morfologicamente idéntico. O acumulo
diferenciado de PcP190 poderia influenciar a diferenciagdo morfologica do par sexual
da espécie. Vittorazzi et al. (2011) também apontaram a contribuicdo de PcP190 no
processo de heteromorfismo entre os cromossomos sexuais de Physalaemus

ephippifer. A dindmica do DNA satélite durante a diferenciacdo cromossémica sexual é
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uma caracteristica comum dos eucariotos (SINGH et al., 1979; CHARLESWORTH et

al., 2005; KEJNOVSKY et al., 2009).

Como antes mencionado, o DNA satélite € o principal componente do
centrbmero na maioria dos organismos eucariotos, com organizagdo em longas
matrizes ao longo dessa arquitetura (PARDUE & GALL, 1970; PLOHL et al., 2012).
Sua funcédo estrutural na maquinaria de segregagao centromérica € altamente
conservada (DOVER, 1982). Contudo, DNAs satélites sdo os elementos que mais
rapidamente evoluem no genoma, podendo ser desde espécie-especificos até
compartilhados entre varios taxa de um filo (HENIKOFF et al., 2001; VITTORAZZI et
al., 2011; MEHROTRA & GOYAL, 2014).

Embora sejam externamente iguais, com o mesmo numero dipldide (2n=26) e
numero fundamental (NF=52), os caridtipos das populagdes isoladas de T. miliaris
apresentam variagdes na abundancia e na posicdo cromossémica de todas as
sequéncias de DNA satélite isoladas no presente trabalho. Destes, TmiSat02-189,
TmiSat05-143, TmiSat08-68, TmiSat10-71 e PboSat03-189, incluido posteriormente,
apresentaram superabundancia centromérica na populacdo de Santa Teresa (ES) em
relacdo a de Paraty (RJ), seguindo um padrao coincidente com evidéncias de evolugao
interpopulacional do DNA satélite centromérico. Dentro de uma espécie em evolugao
alopatrica, a alta taxa de variabilidade do DNA satélite centromérico contribui para a
divergéncia geral dessas sequéncias entre as populagdes isoladas (HENIKOFF et al.,
2001; FELICIELLO et al., 2014; GARRIDO-RAMOS, 2015; HARTLEY & O'NEILL,
2019).

Henikoff et al. (2001) exploraram essa questdo assumindo como modelo
espécies irmas do género Drosophila. Ao estudarem essas sequéncias associadas a
CenH3, uma variante da histona H3, componente do nucleossomo centromérico e
essencial para a formagao do cinetocoro (observada a extingdo da fungao centromérica
em sua auséncia), verificaram que as sequéncias de DNA satélite nessa regido estao
submetidas a rapida evolugao, sincronizada com a evolug¢ao da histona CenH3 para
neutralizar os efeitos deletérios desses acumulos. A rapida evolugdo do complexo
centromérico levaria a uma incompatibilidade entre CenH3 e o DNA satélite
centromérico de outra populacdo isolada, uma vez que esta ultima evolui

independentemente. E criada, dessa forma, uma barreira reprodutiva pés-zigética entre
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as populagdes. As populagdes de Santa Teresa (ES) e Paraty (RJ) sdo separadas por

extensas barreiras geograficas, e as diferengas observadas quanto a abundancia de
DNA satélite centromérico entre elas pode indicar que o isolamento genético esta em
Curso.

Compreender os tempos de divergéncia do género Thoropa pode fornecer uma
breve estimativa das consequéncias evolutivas do isolamento geografico entre as
populacdes de Santa Teresa (ES) e Paraty (RJ). Sabbag (2019) delineou a histéria
evolutiva de Thoropa grupo miliaris, que inclui T. miliaris na floresta tropical Atlantica,
utilizando marcadores moleculares de DNA mitocondrial nas estimativas. A divergéncia
de T. grupo miliaris comegou possivelmente no Mioceno (8,5 - 3,7 Ma). Nesse estudo,
Thoropa miliaris apresentou cinco clados geneticamente distintos, e dois deles
abrangem respectivamente as populagcdes de Santa Teresa (ES) (mil-2) e Paraty (RJ)
(mil-4) (SABBAG, 2019).

As diferengas significativas de abundancia de TmiSat02-189 entre Thoropa
miliaris de Santa Teresa (ES) e Paraty (RJ) sdo possivelmente os indicadores mais
explicitos da evolugao independente de DNAs satélites centroméricos a qual essas
populacgdes estdo submetidas. O DNA satélite TmiSat04-44 é disperso por todos os
cromossomos apenas na populacédo de Santa Teresa (ES), ndo aparecendo nos
cromossomos de Paraty (RJ). E possivel que essa sequéncia, pouco expressiva no
genoma de Thoropa miliaris de Santa Teresa (ES), o seja ainda menos na populagao
de Paraty (RJ) ou praticamente inexistente (baixo numero de cépias), tornando as
marcacgoes por hibridagcado imperceptiveis.

TmiSat05-143 é presente em todos os centrdbmeros do caridtipo de Santa
Teresa (ES), inclusive na zona pericentromérica e intersticial de alguns pares, com
destaque para o par da NOR. Essa distribuicdo contrasta com marcagdes pontuais
invariaveis em apenas um brago (p) na regiao subtelomérica de uma cromatide dos
pares 10 e 11, verificada em todas as metafases. A presenga de TmiSat05-143 na
regiao centromérica do caridtipo de Santa Teresa (ES) em detrimento de Paraty (RJ)
se encaixa nas mesmas consideracdes feitas a respeito de TmiSat02-189. A zona
subtelomérica é conhecida como “sitio fragil” predisposta a rearranjos cromossémicos,

formando gaps ou quebras em uma ou as duas cromatides irmas (D’ANGELO, 2009), o
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que pode ter causado a assimetria da marcacéo nos dois pares do cariotipo de Paraty

(RJ).

Na populagdo de Santa Teresa (ES), os pares 9 e 11 apresentaram
abundancia pericentromérica e intersticial de TmiSat08-68, o que nao ocorreu na
populagdo de Paraty (ES) em nenhum cromossomo, reforgando a superabundancia
dessas sequéncias na zona centromérica da populacdo de Santa Teresa. Na
populagcdo de Paraty (RJ), TmiSat08-68 é evidente nos teldmeros, evidenciando a
rigueza desse DNA satélite na formacado da heterocromatina telomérica, protetora do
cromossomo (BRANDE et al., 1995; GARRIDO-RAMOS, 2017). Embora TmiSat10-71
seja 0 menos representativo no genoma de Thoropa miliaris, também possui um
padrao de acumulagao diferenciado entre as populacdes, por ser notado de forma
geral na regido centromérica da populacdo de Santa Teresa (ES) comparado a
populacdo de Paraty (RJ), que abriga esse satélite na regidao telomérica de alguns
pares.

O satélite PboSat03-189 apresenta uma abundéancia prevista na populagcao de
Santa Teresa (ES) em relacdo a de Paraty (RJ). PboSat03-189 e TmiSat02-189 nao
possuem homologia sequencial significante (42,1%), mas sim a mesma distribuicdo
cromossOmica em Thoropa miliaris. Essa coincidéncia demonstra a conservagao
estrutural do DNA satélite na arquitetura centromérica, e acender a hipdtese de que
PboSat03-189, que apresenta 89% de semelhanca com o altamente conservado
PcP190 isolado por Vittorazzi e colaboradores (2011), seria uma sequéncia
centromérica conservada pelo menos entre anuros filogeneticamente proximos.
Contudo, mais estudos sobre a distribuicdo desse DNA satélite pelo genoma sao

necessarios para descortinar seu contexto na evolugdo cromossdmica dos anfibios.

6. Conclusoes

Foi identificado, caracterizado e localizado o conteudo altamente repetitivo no

genoma de Thoropa miliaris, com énfase na comparagao interpopulacional de DNAs
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satélites entre Santa Teresa (ES) e Paraty (RJ). Algumas sequéncias de DNA satélite

isoladas apresentaram homologia sequencial e/ou posicional com satélites altamente
conservados até mesmo entre grupos filogeneticamente distantes, e também com
rDNA 5S, que deriva variantes de DNAs satélites. O DNA satélite € o principal
componente da heterocromatina centromérica dos eucariotos, e sua alta taxa de
divergéncia entre populagbes geograficamente isoladas favorece a incompatibilidade
entre os complexos centroméricos, causando o isolamento pos-zigotico. Com o
emprego da FISH, o acumulo diferenciado de cada DNA satélite isolado na populacao
de Santa Teresa (ES) em detrimento da populagcdo de Paraty (RJ) foi melhor
explorado. O padrédo de acumulo de DNA satélite centromérico coincidiu com as
diferencas verificadas pelo bandamento C, contribuindo para a hipotese de que essas
populagdes, segregadas por uma extensa barreira geografica e submetidas a evolugao
independente do complexo centromérico, poderiam estar submetidas um processo de

isolamento genético, sendo necessarios mais estudos para corroborar essa tese.
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