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RESUMO

Dados citogenéticos de Proceratophrys ainda sdo escassos na literatura quando
comparados a alguns outros grupos de anuros, e sao restritos atualmente as espécies
P. boiei, P. appendiculata e P. renalis, que possuem um numero diploide de 2n = 22
cromossomos e Regido Organizadora de Nucléolo (RON) localizada no par 8, além
de um padrdo incomum de distribuicAo da heterocromatina constitutiva nos
cromossomos de P. boiei, que apresentam grandes blocos heterocrométicos, além de
um sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ:ZW. A maioria dos genomas
eucarioticos sdo compostos por grandes por¢cdes de sequéncias de DNAs repetitivos
que estdo localizadas principalmente na heterocromatina altamente compactada, e
em muitos casos, € um dos componentes mais abundantes dos cromossomos
sexuais. Nesse sentido, o grupo dos Proceratophrys torna-se interessante alvo para
andlises citogenéticas juntamente com a aplicagdo de ferramentas moleculares e
gendmicas, as quais podem contribuir no entendimento da evolugéo e diversidade de
DNAs repetitivos, e com isso explorar discussdes em relagédo a diferenciacado de
cromossomos sexuais. Portanto, o0 objetivo deste estudo foi analisar
citogeneticamente a espécie P. boiei, sob o ponto de vista classico e genémico, em
busca de sequéncias repetitivas, avaliar a presenca dessas sequéncias e buscar
entender a sua organizacdo no genoma dessa espécie. Ainda, o trabalho teve como
objetivo descrever citogeneticamente outras espécies de Proceratophrys,
aumentando a amostra de cariétipos descritos na literatura. Para isso, foram utilizadas
técnicas convencionais e diferenciais de citogenética, sequenciamento genémico de
P. boiei para busca de elementos repetitivos, através de analises de alto rendimento
no software RepeatExplorer e outros programas de bioinformatica, seguido de
analises moleculares por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
Hibridacdo Fluorescente in situ (FISH). Por meio do sequenciamento foi possivel
estimar o tamanho do genoma de P. boiei em 1,6 Gpb, e com as andlises, foi visto
que 41% do genoma corresponde a sequéncias repetitivas, incluindo satDNAs, rDNA,
elementos transponiveis e outros elementos repetitivos ndo caracterizados. Para esse
trabalho, foram escolhidos trés elementos repetitivos para serem explorados e
localizados cromossomicamente em P. boiei, e a selecéo foi feita levando-se em conta
a maior abundéancia genémica. Foi possivel constatar que essas sequéncias se tratam
de DNAs satélites (satDNA) que foram nomeadas de PboSatl-176, PboSat2-173 e
PboSat3-189. Os satDNAs PboSatl-176 e PboSat2-189 mapeados em P. boiei
possuem localizacdo cromossdmica centromérica e pericentromeérica, sugerindo o
possivel envolvimento destas repeticfes para a funcdo centromérica. Estédo presentes
também no cromossomo sexual W, ocupando toda a area heterocromatica, revelando
a contribuicdo desta classe de DNA repetitivo para a quantidade e complexidade da
heterocromatina constitutiva em P. boiei, podendo estar relacionados a diferenciacao
dos cromossomos sexuais nesta espécie. JA o satélite PboSat3-189 também teve
localizacdo centromérica, porém com um numero de copias bem menor em alguns
pares de cromossomos, sugerindo que eventos de amplificacdo/delecédo de
sequéncias altamente dindmicos estdo ocorrendo aleatoriamente no genoma de P.



boiei. No trabalho, também foi descrito pela primeira vez os cariétipos de P. schirchi,
P. laticeps e P. melanopogon, que apresentam um numero diploide de 2n = 22, além
de detectar a presenca de RONs no par de cromossomos 8 e no par 4 em P.
melanopogon e revelar regides de heterocromatina constitutiva no centrémero da
maioria dos cromossomos destas espécies.

Palavras-chaves: Sequenciamento genbémico, Citogenética, DNA satélite,
RepeatExplorer e FISH.



ABSTRACT

Cytogenetic data from Proceratophrys are still scarce in the literature when compared
to some other groups of anurans, and are currently restricted to the species P. boiei,
P. appendiculata and P. renalis, which have a diploid number of 2n = 22 chromosomes
and the Nuclear Organizing Region (NOR) located in pair 8, in addition to an unusual
pattern of distribution of constitutive heterochromatin in the P. boiei chromosomes,
which present large heterochromatic blocks, as well as a system of ZZ:ZW sex
chromosomes. Most eukaryotic genomes are composed of large portions of repetitive
DNA sequences that are located primarily in highly compacted heterochromatin, and
in many cases, is one of the most abundant components of sex chromosomes. In this
sense, the Proceratophrys group becomes an interesting target for cytogenetic
analysis along with the application of molecular and genomic tools, which may
contribute to the understanding of the evolution and diversity of repetitive DNAs, and
thereby explore discussions regarding the differentiation of sex chromosomes.
Therefore, the objective of this study was to analyze the P. boiei species, from a
classical and genomic point of view, in a search for repetitive sequences, evaluating
the presence of these sequences and seeking to understand their organization in the
genome of this species. In addition, the objective of this work was to describe
cytogenetically other species of Proceratophrys, increasing the karyotype sample
described in the literature. For this, we used conventional and differential cytogenetic
techniques, genomic sequencing of P. boiei to search for repetitive elements, through
high-throughput analyzes in the software RepeatExplorer and other bioinformatics
programs, followed by molecular analyzes through Polymerase Chain Reaction (PCR)
and Fluorescence in situ Hybridization (FISH). Through sequencing it was possible to
estimate the size of the genome of P. boiei at 1.6Gpb, and with the analyzes, it was
seen that 41% of the genome corresponds to repetitive sequences, including satDNAS,
rDNA, transposable elements and other uncharacterized repeating elements. For this
work, three repetitive elements were chosen to be explored and located
chromosomally in P. boiei. This selection was made considering the greater genomic
abundance, among other characteristics of similarity between them. After detailed
analysis, it was possible to confirm that these sequences were satellite DNAs (satDNA)
that were named PboSat1-176, PboSat2-173 and PboSat3-189. The PboSat1-176 and
PboSat2-189 satDNAs mapped in P. boiei have centromeric and pericentromeric
chromosomal location, suggesting the possible involvement of these replicates for the
centromeric function. They are also present on the sexual chromosome W, occupying
the entire heterochromatic area, revealing the contribution of this class of repetitive
DNA to the quantity and complexity of the constitutive heterochromatin in P. boiei,
which may be related to the sex chromosome differentiation in this species. The
PboSat3-189 satellite was also centromeric in location but with a much smaller number
of copies in some pairs of chromosomes, suggesting that highly dynamic sequence
amplification / deletion events may be happening randomly in the P. boiei genome. In
the work, the karyotypes of P. schirchi, P. laticeps and P. melanopogon, which present
a diploid number of 2n = 22, were also described for the first time, as well as to detect



the presence of RONs in chromosome pair 8 and in pair 4 in P. melanopogon and

reveal regions of constitutive heterochromatin in the centromere of most of the
chromosomes of these species.

Key words: Genomic sequencing, Cytogenetics, Satellite DNA, RepeatExplorer and
FISH.
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1. INTRODUCAO

1.1. O género Proceratophrys

Considerando os dados compilados por Frost (2019), o levantamento atual do
namero estimado de representantes para a ordem Anura é de 7.036 espécies, as
quais estdo distribuidas por todos os continentes (exceto Antartida e latitudes
extremas ao norte, bem como na maioria das ilhas oceéanicas), e no Brasil ha a
ocorréncia de 1.080 destas espécies (SEGALLA et al., 2016).

O género Proceratophrys pertence a familia Odontophrynidae, que juntamente
com Macrogenioglottus e Odontophrynus totalizam 54 espécies (PYRON & WIENS,
2011; FROST, 2018). Foi proposto por Miranda-Ribeiro em 1920 e tem como espécie
tipo P. biggibosa, proveniente do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. E 0 mais
representativo dos géneros da familia e compreende 41 espécies distribuidas no leste
e Sul do Brasil, nordeste da Argentina e Paraguai, possivelmente estendendo-se para
a Bolivia adjacente a fronteira brasileira, sendo encontradas em ambientes florestados
e areas abertas (PRADO & POMBAL, 2008; FROST, 2018).

A riqgueza de espécies do género Proceratophrys provavelmente é
subestimada, em relacdo ao numero de espécies, conforme indicado pela constante
descoberta e descricdo de novas espécies, sendo que somente nos Ultimos sete anos,
doze novas espécies foram descritas (PRADO & POMBAL, 2008; AVILA et al., 2011;
MARTINS & GIARETTA, 2011; NAPOLI et al., 2011; CRUZ et al., 2012; BRANDAO et
al., 2012; DIAS et al., 2013; GODINHO et al., 2013; MARTINS & GIARETTA, 2013;
MANGIA et al., 2014; MANGIA et al., 2018).

A classificacdo taxonémica para Proceratophrys tem sido realizada com base
em similaridade morfolégica externa, e suas espécies sdo comumente classificadas
em grupos fenéticos ou complexos de espécies (GIARETTA et al., 2000; KWET &
FAIVOVICH, 2001; PRADO & POMBAL, 2008), mesmo com evidéncias moleculares
apontando para o ndo monofiletismo destes grupos (PRADO & POMBAL, 2008;
AMARO et al., 2009; PYRON & WIENS 2011, TEIXEIRA et al., 2012).

O complexo P. boiei possui representantes caracterizados por apresentar um

unico e longo apéndice palpebral e sem apéndice rostral triangular. Inclui as espécies
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P. boiei (Wied-Neuwied, 1824), P. paviotii Cruz, Prado & Izecksohn, 2005 e P. renalis
(Miranda-Ribeiro, 1920).

As espécies do complexo P. appendiculata também possuem apéndices
palpebrais Unicos e longos, porém, diferente do grupo P. boiei, possuem o apéndice
rostral triangular. Fazem parte deste complexo as espécies P. appendiculata (Gunther,
1873), P. laticeps lzecksohn & Peixoto, 1981, P. melanopogon (Miranda-Ribeiro,
1926), P. moehringi Weygoldt & Peixoto, 1985, P. phyllostomus Izecksohn, Cruz &
Peixoto, 1998, P. sanctaritae Cruz & Napoli, 2010, P. subguttata Izecksohn, Cruz &
Peixoto, 1998, P. tupinamba Prado & Pombal, 2008, P. vielliardi Martins & Giaretta,
2011, P. belzebul Dias, Amaro, Carvahlo-e-Silva, e Rodrigues, 2013, P. gladius
Méngia, Santana, Cruz, e Feio, 2014, P. itamari Mangia, Santana, Cruz, e Feio, 2014
e P. izecksohni Dias, Amaro, Carvahlo-e-Silva, e Rodrigues, 2013.

Os representantes do complexo P. bigibbosa séo caracterizados pela falta de
apéndices palpebrais e a presenca de protuberancias pos oculares. Fazem parte
desse grupo as espécies P. avelinoi Mercadal de Barrio & Barrio, 1993, P. bigibbosa
(Peters, 1872), P. brauni Kwet & Faivovich, 2001, P. palustris Giaretta & Sazima, 1993
e P. rondonae Prado & Pombal 2008.

Por fim, o complexo P. cristiceps agrupa espécies que ndo possuem O0S
apéndices palpebrais e o0s apéndices rostrais proeminentes ou elevacdes
postoculares, com P. cristiceps (Muller 1883), P. cururu Eterovick e Sazima 1998, P.
goyana (Miranda-Ribeiro 1937), P. concavitympanum Giaretta, Bernarde & Kokubum,
2000, P. moratoi (Jim e Caramaschi 1980), P. strussmannae Avila, Kawashita-Ribeiro
e Morais 2011, P. huntingtoni Avila, Pansonato e Strussmann 2012, P. carranca
Godinho, Moura, Lacerda e Feio 2013, P. rotundipalpebra Martins e Giaretta 2013, P.
bagnoi Brandao, Caramaschi, Vaz-Silva e Campos 2013, P. branti Brandao,
Caramaschi, Vaz-Silva e Campos 2013, P. dibernardoi Brandao, Caramaschi, Vaz-
Silva e Campos 2013, P. caramaschii Cruz, Nunes e Juncé 2012, P. aridus Cruz,
Nunes e Juncé 2012 e P. ararype Mangia, Koroiva, Nunes, Roberto, Avila, Sant’Anna,
Santana, e Garda, 2018. A espécie P. schirchi (Miranda-Ribeiro, 1937) encontra-se

isolada, ndo fazendo parte de qualquer agrupamento do género.
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A espécie Proceratophrys boiei (Wied-Neuwied, 1825) (Fig. 1) € representada
por sapos neotropicais, endémicos da Mata Atlantica, sendo encontrada em areas de
até 1.200 metros de altitude. Esta distribuida ao longo do leste do Brasil, associada a
Mata Atlantica e areas de transicdo com Cerrado, do sul do estado do Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana ao sul de Santa Catarina. A espécie é
comumente encontrada na serapilheira dentro de florestas, préximo a corregos
pequenos, estreitos e de fluxo lento permanente (HADDAD & SAZIMA, 1992; CONTE
& MACHADO, 2005; ANANIAS et al., 2007; ZINA et al., 2007; PRADO & POMBAL,
2008; SERAFIM et al., 2008).

Os individuos apresentam um comportamento semi-fossorial e dimorfismo
sexual, marcado por fémeas maiores que os machos (CARNAVAL, 2002). O periodo
reprodutivo varia entre os meses de setembro a janeiro, com um pico de abundancia
de machos vocalizando no final da estacdo chuvosa, e a maior parte da atividade de
vocalizacdo ocorrendo no inicio da noite (POMBAL, 1997; BERTOLUCI, 1998).

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

1.2. Aspectos filogenéticos e citogenéticos de Proceratophrys

Dados genéticos e citogenéticos de Proceratophrys ainda sdo escassos na
literatura quando comparado a alguns outros grupos de anuros, e até 0 momento Sao

limitados apenas a descricdo do numero e a morfologia cromossémica, baseados em
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coloracdo convencional em Giemsa e diferencial por meio de Bandamento C e
impregnacdo com nitrato de prata, ainda sem analises citogendmicas e moleculares

para o género.

Os dados cariotipicos sao restritos as espécies P. boiei, P. appendiculata e P.
renalis, que possuem um numero diploide de 2n = 22 cromossomos e Regido
Organizadora de Nucléolo (RON) localizada no par 8, além de um padrdo incomum
de distribuicdo da heterocromatina constitutiva nos cromossomos de P. boiei, que
apresentam grandes blocos heterocromaticos (ANANIAS et al., 2007; AMARO et al.,
2012), diferente de outros anuros, que normalmente apresentam pequena quantidade

de heterocromatina detectada pelo bandamento C.

O cario6tipo e o padrao de distribuicdo da heterocromatina constitutiva de P.
boiei de diferentes localidades foi descrito por Ananias e colaboradores (2007) (Figs.
2 e 3). Esses autores encontraram diferencas cromossdmicas entre as amostras dos
estados de Séo Paulo e da Bahia, suficientes para considerar a existéncia de um
complexo de espécies sob o nome de P. boiei. Logo depois, Prado & Pombal (2008)
realizaram uma ampla revisdo taxondmica das espécies de Proceratophrys com
apéndices palpebrais e, encontraram diferencas craniais entre as populacfes de P.
boiei do nordeste e sudeste do Brasil, suficientes para considera-las espécies
distintas. Com isso, 0 nome P. renalis foi revalidado para as espécies do Nordeste do
Brasil (PRADO & POMBAL, 2008).
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Figura 2. A e C: cromossomos de Proceratophrys boiei corados com Giemsa e Box B, D e F:
cromossomos portadores da RON. A, macho (Mogi das Cruzes), C, fémea (Sdo Paulo), E, fémea
(Bahia). Observe a constricdo secundéaria do par 8, que coincide com o sitio Ag-RON no estado
homomorfico (B e D) e homomorfico / heteromérfico (F). Fonte: Ananias et al. (2007).
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Figura 3. Cari6tipos com bandas C positivas de Proceratophrys boiei. A, macho de Mogi das Cruzes; B, fémea
de S&o Paulo; C, fémea da Bahia. O par cromossdmico 1 de fémeas de amostras de Sdo Paulo corresponde
a cromossomos sexuais. Observar a grande quantidade de heterocromatina nos caritipos das amostras
populacionais do sudeste do Brasil (Mogi das Cruzes e Santa Branca, SP) e um padrdo incomum de bandas
C positiva no cariétipo da amostra populacional do Nordeste do Brasil (Mata de Sao Jodo, Bahia). Fonte:
Ananias et al. (2007).
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Analises moleculares realizadas por Amaro e colaboradores (2012) utilizando
sequéncias mitocondriais e nucleares, mostraram resultados interessantes. No
trabalho, os autores sugeriram independentes trajetérias evolutivas para P. boiei na
regido sul e sudeste do Brasil, além de descreverem a extensao geografica de sua
ocorréncia e confirmarem o numero diploide de 2n =22 cromossomos para a especie.
Além disso, os autores realizaram analises citogenéticas, nas quais foi possivel
verificar um padrdo incomum na quantidade e distribuicdo da heterocromatina
constitutiva e diferencas com relacéo a posicdo da RON em P. boiei das populacdes

do Sul e Sudeste do Brasil.

A principio, havia dois filogrupos de espécies para P. boiei: um grupo Sul e um
grupo Norte. Por meio de dados moleculares, Amaro e colaboradores (2012)
recuperaram dois subgrupos dentro do filogrupo Norte, passando a ser dividido em
Norte 1 e Norte 2 (Fig. 4), resultado este que concorda com os dados cromossémicos

obtidos no mesmo estudo (Fig. 5).

Figura 4. Mapa retratando localidades amostradas no trabalho de Amaro et al. (2012), que foram codificadas
por cores para mostrar os representantes dos filogrupos Sul (vermelho), Norte 1 (verde) e Norte 2 (azul). A
seta aponta para Iperd (SP), onde os dados cariotipicos mostram a hibridizacdo entre os filogrupos do Sul e
do Norte. Fonte: Amaro et al. (2012).
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Figura 5. (a) Carittipos e metafases convencionais de coloragdo em Giemsa de P. boiei; (b) distribuicao
cromossbmica da sequéncia telomérica (TTAGGG)n apés FISH, mostrando exclusivamente o padrédo
telomérico; (c) pares 4 e 8 mostrando constricdes secundérias em coloracdo convencional e localizagcdo Ag-
RON; (d) metafase do individuo hibrido de Iper6 (SP). (e) cariétipo de macho (M) do filogrupo Norte 2:
Cariétipos de machos (M) e fémeas (F) do filogrupo Norte 1; (f) cariétipo de fémea do filogrupo Norte 2; (g)
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do filogrupo sul. Fonte: Amaro et al. (2012).
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Os individuos da espécie P. boiei foram entdo alocados conforme a regiao
geografica onde sédo encontrados, sendo divididos em: Clado Sul, correspondendo a
regido sul do Brasil e sul do estado de S&ao Paulo, Clado Norte 1, correspondendo ao
centro e norte de S&o Paulo e sul de Minas Gerais e Clado Norte 2, envolvendo o
centro e norte de Minas Gerais, Rio de Janeiro e sul do Espirito Santo; todos

correspondentes a areas de Mata Atlantica e remanescentes (AMARO et al., 2012).

Os dados citogenéticos obtidos por Amaro e colaboradores (2012) para P. boiei
sdo bastante interessantes, e abriram caminho para estudos envolvendo o0s
cromossomos desta espécie, principalmente devido a grande quantidade de
heterocromatina constitutiva e presenca de um heteromorfismo cromossémico de

banda C, relacionado a diferenciacdo de cromossomos sexuais.

Outro fato interessante presente nesta espécie esta relacionado a localizacao
da RON, cujos resultados de Amaro e colaboradores (2012) indicaram uma area de
hibridizacdo no sul de Sdo Paulo. Nos individuos do Clado Norte 1 e 2 a RON foi
localizada no par 8, j& no Clado Sul, a RON foi localizada no par 4 e em uma analise
de um macho na zona hibrida, o individuo estudado apresentou dois pares de

cromossomos com a RON, uma no par 4 e outra no par 8 (AMARO et al., 2012).

Diante de todo o exposto, o grupo dos Proceratophrys torna-se interessante
alvo para analises citogenéticas juntamente com a aplicacdo de ferramentas
moleculares e gendmicas, as quais poderéo contribuir no entendimento da evolugéao
e diversidade de DNAs repetitivos, e com isso explorar discussbes em relacdo a
diferenciacdo de cromossomos sexuais. Além disso, os dados resultantes poderéo
contribuir com discussdes acerca das relacdes citogenéticas e filogenéticas entre

diferentes populac@es de espécies de Proceratophrys.

1.3. DNAs repetitivos

7

A maioria dos genomas eucaridticos é composta por grandes porcoes de
sequéncias de DNAs repetitivos. Em grande parte dos organismos, essas sequéncias
compreendem uma fragdo consideravel do genoma, podendo representar até 80% do
genoma de plantas e anfibios (LEWIN, 2014) e 50% ou mais do genoma humano (THE
GENOME INTERNATIONAL SEQUENCING CONSORTIUM, 2001).
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Essas sequéncias sdo classificadas de acordo com suas principais
caracteristicas, em sequéncias codificantes e nao-codificantes, sendo as sequéncias
codificantes representadas pelas familias multigénicas, que estdo envolvidas na
codificacdo de importantes proteinas, como por exemplo as proteinas histdnicas,
assim como DNAs ribossomais (DNAr) e RNAs; e as nédo-codificantes, tais como
DNAs satélite (satDNA), representados por sequéncias que apresentam repeticoes
em tandem, além de transposons e retrotransposons, que Sdo sequéncias que
apresentam repeticdes dispersas ao longo do genoma (CHARLESWORTH et al.,
1994; LOPEZ-FLORES & GARRIDO-RAMOS, 2012).

Os DNAs satélites sdo sequéncias repetitivas que estdo arranjadas em tandem
nos genomas dos eucariotos. Constituem uma das fragbes mais abundantes dos
genomas, consistindo em longas matrizes de sequéncias repetidas, localizadas
preferencialmente na heterocromatina constitutiva das regidées cromossémicas
centroméricas, pericentroméricas e subteloméricas, embora sua presenca em regiées
eucrométicas também ja tenha sido relatada. Além disso, € comum estarem presentes
em Cromossomos sexuais e em cromossomos supranumerarios (LOPEZ-FLORES &
GARRIDO-RAMOS, 2012; PLOHL et al.,, 2012; GARRIDO-RAMOS, 2015; RUIZ-
RUANO et al., 2016; PALACIOS-GIMENEZ et al., 2017; MILANI et al., 2017, 2018;
UTSONOMIA et al, 2017; GATTO et al., 2018; RUIZ-RUANO et al., 2018).

DNAs repetitivos geralmente sado envolvidos em processos de replicacdo e
expansao de sequéncias através de multiplos mecanismos, tais como crossing over
desigual, conversao génica, duplicacdo de genoma inteiro, duplicacbes segmentares
e transposicao (RICHARD et al., 2008; MATSUNAGA, 2009; KEJNOVSKY et al.,
2009). Dessa forma, o tamanho e a abundéancia das repeticdes dos DNASs repetitivos
variam muito dentro e entre as espécies, e por esse motivo, essas sequéncias sado
consideradas como sendo a principal causa de variagao do tamanho dos genomas
eucariontes, contribuindo assim com a evolugéo dos genomas (CHARLESWORTH et
al., 1994; GREGORY, 2005).

Muitos séo os estudos envolvendo DNAS repetitivos, genomas € cromossomos,
e que vém mostrando que grande parte dessas sequéncias pode ser utilizada como
marcador citogenético em estudos de evolucado cariotipica, estudos da organizacao

do genoma e na identificacdo de rearranjos cromossomicos em diversos grupos de
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organismos, como por exemplo, peixes (PISCOR et al., 2013, 2017; PONZIO et al.,
2018), grilos (PALACIOS-GIMENEZ et al., 2015, 2017), gafanhotos (MILANI et al.,
2017, 2018) e também em anfibios (GAZONI et al., 2012, 2018).

Apesar de décadas de pesquisa intensiva, 0 conhecimento sobre o significado
funcional dos DNAs satélites é limitado, e um debate avaliando a funcionalidade
dessas sequéncias ainda continua (PLOHL et al., 2012). Apds a sua descoberta, no
inicio da década de 1970, essa classe de DNA repetitivo foi considerada como “DNA
lixo” por ndo conter regides codificadoras (PLOHL et al., 2012). Entretanto, diversos
estudos tém mostrado que os DNAs satélites exercem importantes papeis biolégicos,
dentre eles a participacdo na organizacdo dos centrbmeros e a modulacdo da
expressao génica (FELICIELLO, et al., 2005; PEZER et al., 2011; PLOHL et al., 2012;
PLOHL et al., 2014; FUKAGAWA & EARNSHAW, 2014).

Nos ultimos anos houve um crescente numero de trabalhos que abordam a
estrutura, localizacdo e variabilidade dos satDNAs e é possivel observar que as
familias de satDNAs encontradas podem distinguir entre si de acordo com a
composicdo nucleotidica, tamanho da unidade de repeticdo, complexidade da
sequéncia e localizacdo cromossdmica (PLOHL et al., 2008; PLOHL et al., 2012;
LARRACUENTE, 2014; VITTORAZZI et al., 2014; PALACIOS-GIMENEZ et al., 2017,
2018; MILANI et al., 2017, 2018; UTSONOMIA et al., 2017; GATTO et al., 2018; RUIZ-
RUANO et al., 2018).

Por se tratar de elementos altamente dindmicos, DNAs satélites apresentam
uma alta identidade intraespecifica e baixa identidade interespecifica, significando que
as repeticdes ndo estdo evoluindo de forma independente uma da outra entre 0s
genomas. A homogeneidade intraespecifica das sequéncias de DNA satélite se da
pela evolucéo ndo-independente dos mondmeros, denominada “Concerted evolution”,
em que as mutac¢des se acumulam ndo s6 em uma unidade monomérica, mas sao
espalhadas entre unidades repetitivas de um DNA satélite ou sédo eliminadas
(GARRIDO-RAMOS, 2017).

Concomitantemente, as mutacbes sdo fixadas dentro de um grupo de
organismos ligados reprodutivamente, por meio de um processo chamado de

molecular drive, que consiste em homogeneizacao e fixagdo de sequéncias (DOVER,
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1982, 2002, UGARKOVIC & PLOHL, 2002; PLOHL et al., 2012; GARRIDO-RAMOS,
2017), dependendo de uma variedade de mecanismos de trocas nao reciprocas de
sequéncias de satDNAs, como por exemplo, crossing-over desigual, conversdo génica
e replicacdo e reinsercdo de DNAs extracromossdmicos entre os sitios portadores
dessas sequéncias repetitivas (DOVER, 1982; PLOHL et al., 2012).

Por causa da diferenca na taxa de homogeneizacdo, mondémeros adjacentes
apresentam um maior grau de similaridade de sequéncia do que aqueles que se
encontram em matrizes cromossébmicas (WILLARD & WAYE, 1987,
SCHINDELHAUER & SCHWARZ, 2002; HALL et al., 2005; ROIZES, 2006). Sendo
assim, de acordo com o0 modelo de evolugdo em concerto para sequéncias repetitivas,
as mutacdes se acumulam e se espalham dentro dos DNAs satélites gradualmente, e
neste caso 0os DNAs satélites podem ser usados como marcadores filogeneticamente
informativos (PLOHL et al., 2012; PLOHL et al., 2014; GARRIDO-RAMOS, 2017) (Fig.
6).
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Figura 6. Representacdo esquematica de conceitos evolutivos de DNA satélite. a. “Concerted Evolution”: DNA
satélite é alterado devido ao acumulo gradual de divergéncia de sequéncia. b Conceito de biblioteca de DNA
satélite. A variacao nos perfis do satélite é obtida por alteragcdes no nimero de cépias. Fonte: Garrido-Ramos,
2017.
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A variacdo de abundancia de familias de DNAs satélites entre espécies
proximamente relacionadas filogeneticamente pode ser explicada pelo modelo de
bibliotecas de DNAs satélites. Tal modelo explica que espécies relacionadas
compartiiham uma colecdo de sequéncias de DNAs satélites que era presente no
ancestral comum, entretanto a abundancia das diferentes familias nos genomas de
cada espécie pode ter um perfil espécie-especifico, que € consequéncia das
flutuagdes no numero de cdpias das sequéncias nessa biblioteca (UGARKOVIC &
PLOHL, 2002). Como consequéncia dessas flutuagbes, em muitos casos ha familias
de DNAs satélites que sdo espécie-especificas, ou seja, que s6 ocorrem em uma
espécie de um grupo (KUHN et al., 2007; ACOSTA et al., 2010; TSOUMANI et al.,
2013).

Estudos envolvendo isolamento, caracterizagdo e mapeamento de satDNAs
em anuros ainda sdo poucos. Ha trabalhos, por exemplo, envolvendo o género Rana,
em que dois DNAs satélites foram isolados e localizados nos cromossomos de Rana
italica e Rana graeca, no qual os autores puderam propor que se tratam de espécies
distintas, ap6s conhecerem a localizacdo cromossémica dessas sequéncias, além de
testar padroes de homogeneizacéao intraespecifica de sequéncias (CARDONE et al.,
1997; PICARIELLO et al., 2002; FELICIELLO et al., 2005, 2006).

Em outro trabalho, uma familia de DNA satélite denominada PcP190 foi
caracterizada no género Physalaemus (Physalaemus cuvieri) por Vitttorazzi e
colaboradores (2011). Esse satélite teve sua origem atribuida a uma derivacdo do
DNAr 5S devido a similaridade de 60% apresentada entre a regido do gene dessa
familia multigénica e a sequéncia do DNA satélite. Logo depois, foi investigada a
presenca do DNA satélite PcP190 em outras espécies de Physalaemus, além de
outras populagbes de P. cuvieri (VITTORAZZI et al., 2014) e também em
Leptodactylus latrans (Leptodactylidae), Crossodactylus gaudichaudii (Hylodidae) e
Pseudis tocantins (Hylidae) (VITTORAZZI et al., 2014; GATTO et al., 2016), no qual
foi possivel detectar a presenca desse DNA satélite, mostrando que pode se tratar de
um DNA satélite antigo, surgido ha pelo menos 80 milhdes de anos (GATTO et al.,
2016). Além disso, foi demonstrado um acumulo diferencial do DNA satélite PcP190
no cromossomo sexual W de Physalaemus ephippifer, podendo estar contribuindo
para o processo de diferenciacdo dos cromossomos sexuais Z e W na espécie
(VITTORAZZI et al., 2014).
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Entre as espécies da familia Hylidae, a ra Pseudis tocantins € a Unica que
apresenta cromossomos sexuais Z e W heteromoérficos conhecidos, e ainda com
relacdo ao mapeamento do DNA satélite PcP190, Gatto e colaboradores (2016, 2018)
demonstraram que o cromossomo sexual W dessa espécie € também enriquecido
com a familia de DNA satélite PcP190. Diante disso, 0s autores sugeriram gque esta
familia de DNA satélite descrita para anfibios, € ainda mais antiga do que
anteriormente considerado, devido a presenca em familias de anuros relativamente
distintas (GATTO et al., 2016).

Atualmente, Analises de Alto Rendimento (High-Thorughput Analysis), junto
com avancos na Bioinformatica, tem sido extensivamente usadas para varias
aplicacoes, sobretudo para a identificacao e caracterizacdo de sequéncias repetitivas,
especialmente de satDNA, por leitura de clustering baseado em similaridade utilizando
o software online RepeatExplorer (RUIZ-RUANO et al., 2016; NOVAK et al., 2010;
NOVAK et al., 2013; CAMACHO et al., 2015; GARCIA et al., 2015; RUIZ-RUANO et
al., 2016; UTSUNOMIA et al., 2017; RUIZ-RUANO et al., 2018; PALACIOS-GIMENEZ,
et al., 2018).

Vérios trabalhos recentes com o uso do software RepeatExplorer para analises
de alto rendimento e identicacdo de DNAs repetitivos vém mostrando interessantes
resultados nos mais diversos organismos. Ainda ndo ha dados na literatura relatando
esse tipo de estudos para espécies de anfibios, mas podemos citar como exemplo as
andlises realizadas por Utsonomia e colaboradores (2017), que isolaram uma familia
de satDNAs em espécies de peixes pertencentes a géneros diferentes dentro da
familia Characidae, proporcionando a oportunidade de testar os padrbes evolutivos
no grupo, tanto em relacao a hipétese de evolucdo em concerto como em relacdo a

hip6tese de biblioteca de DNAs satélites.

Outro exemplo, é o trabalho de Palacios-Gimenez e colaboradores (2017) que
examinaram o satelitoma do grilo Eneoptera surinamensis para caracterizar a
evolucdo molecular de seus cromossomos neo-sexuais e encontraram um numero
anormalmente alto de 45 familias de satDNAs, representando cerca de 14% do
genoma e mostrando diferentes estruturas modulares e alta diversidade de matrizes.

Ainda, Ruiz-Ruano et al. (2018) analisaram o satelitoma no gafanhoto Pyrgomorpha
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conica e revelaram 87 variantes de satDNAs agrupados em 76 familias diferentes,

representando 9,4% do genoma da espécie.

1.4. Cromossomos sexuais em anfibios

Cromossomos sexuais sdo motivos de estudos e investigacfes desde muito
tempo, e apesar disso, o0 conhecimento sobre a origem e evolucdo desses
cromossomos é limitado, principalmente no que se refere a cromossomos de
determinados grupos de anfibios, ja que a maioria das espécies tém cromossomos
sexuais homomorficos. Na grande maioria deles, o sexo € determinado
genotipicamente através de heterogametia masculina ou feminina, porém, os genes

ligados a essa determinacgédo ainda ndo foram identificados.

Acredita-se que 0S cromossomos sexuais tenham origem autossémica e que,
apos a aquisicdo de um locus de determinacédo sexual, a supressao da recombinacao
meidtica entre X e Y ou entre os cromossomos Z e W, seja um dos primeiros eventos
na evolucao e diferenciacdo desse tipo especial de cromossomos (MULLER, 1964;
OHNO, 1967; ELLEGREN, 2011; SCHARTL et al., 2016).

Na diferenciacdo dos cromossomos Y e W e do X e Z, eventos como por
exemplo, inversées, acumulo de heterocromatina, delecdo da heterocromatina,
supressdo da recombinacdo meibtica, fusdes entre cromossomos sexuais e
autossdmicos, entre outros, acontecem. Todos esses mecanismos atuam de uma
maneira muito dindmica diminuindo a recombinacdo homodloga, sem uma regra
evolutiva geral (SCHARTL et al.,, 2016). Dessa forma, progressivamente, 0s
cromossomos do sexo heterogamético (Y e W) perdem genes e ficam expostos a
forcas seletivas, constituindo assim a regido mais variavel dos genomas dos animais
(BULL, 1983; CHARLESWORTH et al., 2005; GRAVES, 2008).

7

A presenga de cromossomos sexuais heteromorficos é uma caracteristica
considerada rara em anuros, e o heteromorfismo muitas vezes sé é reconhecido ap6s
a utilizacéo de técnicas de coloracao diferencial, como bandamento C, para evidenciar
regides heterocromaticas. De todas as espécies de anuros ja cariotipadas, apenas
aproximadamente 5% delas possuem cromossomos sexuais com algum grau de
heteromorfismo (SCHMID et al., 2010). Apesar disso, tanto espécies com sistemas

sexuais do tipo XX/XY quanto com sistemas ZZ/ZW e até com sistemas multiplos de
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cromossomos sexuais ja foram encontradas, e esse nimero consideravel de espécies
gue apresentam essa caracteristica exibe um cromossomo Y ou W com acumulo de
heterocromatina (SCHMID et al., 2003, 2012; SCHARTL et al., 2016; GATTO et al.,
2016; GAZONI et al., 2018).

A heterogametia feminina € sugerida como o estado ancestral da determinacao
do sexo em anfibios, e que a heterogametia masculina tenha evoluido subsequente e
independentemente varias vezes em diferentes linhagens (SCHARTL et al., 2016). Foi
proposto entdo que os sistemas de cromossomos sexuais de anfibios podem passar
por transicdes ndo apenas nas interespécies, mas também no nivel de intraespécies.
Essa hipotese é baseada em estudos muito detalhados na espécie de ra Glandirana
rugosa (anteriormente Rana rugosa), conhecida como a ra japonesa enrugada, que
exibe cromossomos sexuais dos tipos ZW e XY, bem como cromossomos sexuais
indiferenciados em diferentes populacées (MIURA, 2007). Dados de mapeamento
geneético sugerem que esses Cromossomos sexuais existentes em diferentes
populacbes sdao homedlogos, indicando uma origem comum entre eles (SCHARTL et
al., 2016).

A espécie Pseudis tocantins, por exemplo, possui um sistema de cromossomos
sexuais ZZ | ZW, sendo o cromossomo W submetacéntrico e maior que o Z
metacéntrico, principalmente por causa da amplificacdo da heterocromatina no braco
longo do cromossomo (Wq) (BUSIN et al., 2008). Em um trabalho de mapeamento de
DNA satélite nesse cromossomo sexual, descobriu-se que essa grande banda
heterocromatica no cromossomo W é enriquecida com o DNA satélite PcP190 citado
acima, enquanto o cromossomo Z possui uma banda C positiva menor adjacente ao
centrdmero no braco longo que néo € detectado pelas sondas PcP190 (GATTO et al.,
2016, 2018).

Além disso, como exemplo de cromossomos sexuais multiplos, em Pristimantis
riveroi (anteriormente Eleutherodactylus riveroi) um sistema de cromossomo sexual
X1IX1X2X2: X1X2Y evoluiu atraves de fuséo centralizada envolvendo o Y original e
um grande autossomo (SCHMID et al., 2003). No entanto, é interessante notar que
em alguns casos, o cromossomo W pode ser total ou parcialmente heterocromatico,
como acontece em P. boiei, onde é evidente o grande acumulo de heterocromatina

nesse cromossomo (ANANIAS et al.,, 2007). Aléem disso, ha um padréo totalmente
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reverso visto em Physalaemus ephippifer, com o cromossomo W maior que o Z, mas
gue néo é heterocroméatico (NASCIMENTO et al., 2010).

Ainda, recentemente, Gazoni e colaboradores (2018) a partir de analises
citogenéticas classicas e moleculares, encontraram 12 cromossomos sexuais na ra
amazonica denominada Leptodactylus pentadactylus (Leptodactylinae) de Paranaita,
Mato Grosso, Brasil. No trabalho, foi possivel ver que esses cromossomos sexuais
se organizam em uma surpreendente cadeia meidtica em forma de anel estavel
composta por seis cromossomos X e seis Y, nas células de todos os machos
analisados. Dessa forma, os autores puderam constatar que o numero de
Cromossomos sexuais € maior do que o niumero de autossomos encontrados, e esses
dados representam o maior nimero de cromossomos sexuais multiplos organizados

em cadeias ja encontrado entre as espécies de vertebrados (GAZONI et al., 2018).

O conhecimento e a caracterizacdo dos cromossomos sexuais heteromorficos
em anuros ainda sao raros, porém, nos casos onde foi possivel descrevé-los, é
evidente que ha uma grande diversidade de sistemas de determinacéo sexual entre
as espécies, além de graus de diferenciacdo de cromossomos sexuais diferentes, em
gue eventos de amplificacdo de heterocromatina e rearranjos cromossdmicos
parecem ter importantes papéis na diferenciacdo dos cromossomos sexuais de
anuros. Com isso, como a heterocromatina é geralmente composta por sequéncias
de DNA repetitivos na maioria dos organismos, podendo haver uma forte relagdo com
a diferenciacdo de cromossomos sexuais em anfibios, com um estudo mais
aprofundado do conteldo repetitivo dessas regides podera ser possivel contribuir para
o entendimento da evolucdo cromossdmica, principalmente no que se refere aos

cromossomos sexuais em anfibios.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi analisar citogeneticamente representantes
de Proceratophrys sob o ponto de vista classico e genémico, em busca de sequéncias
repetitivas, avaliar a presenca dessas sequéncias e buscar entender a sua

organizacdo no genoma da espécie.

Além disso, tendo em vista as diferencas citogenéticas encontradas entre
populacbes de P. boiei, o trabalho teve como foco também a busca de dados que
pudessem esclarecer algo sobre estas diferencas do ponto de vista taxonémico e do
ponto de vista evolutivo, por meio da diferenciacdo de cromossomos sexuais na
espécie. Dessa maneira, a identificacdo e o mapeamento de DNAS repetitivos poderia
representar uma interessante estratégia para a obtencdo de marcadores citogenéticos

para o entendimento da evolucdo desses cromossomos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material

Os espécimes de Proceratophrys boiei 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), Tijucas do Sul — PR (25°49'24.8"S 49°04'33.8"W), em Camanducaia —
MG (22°45'28.3"S 46°07'56.1"W) e em Morretes — PR (25°33'00.9"S 48°56'01.7"W).

(Fig. 7).

SAO PAULO *
Camanducaia - MG

*

Mogi das Cruzes - SP

* Morretes- PR

Tijucas do Sul - PR

SANTA
CATARINA

Figura 7. Locais aproximados de coleta dos individuos. Fonte: Google Maps.
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Tabela 1. Locais de coleta dos individuos com a quantidade de espécimes coletados em cada regiéo.

LOCALIDADE LOCALIZACAO MACHO FEMEA
Camanducaia - MG 22°45'28.3"S 46°07'56.1"0 01 05
Mogi das Cruzes — SP 23°29'31.8"S 46°14'51.1"0 09 01
Tijucas do Sul - PR 25°49'24.8"S 49°04'33.8"0 - 01
Morretes - PR 25°33'00.9"S 48°56'01.7"0 05 02

Fonte: O autor (2019)

Os animais foram levados vivos para o Laboratério de Citogenética Animal,
localizado no Departamento de Biologia, Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, campus de Rio Claro, onde foram feitas as preparacdes citogenéticas
e a retirada de amostras de tecido para extracdo de DNA. Os individuos coletados
foram identificados pelo Prof. Dr. Célio F. B. Haddad, do Departamento de Zoologia,
Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, SP, catalogados e depositados na
Colecédo CFBH do referido Departamento. A eutanasia dos espécimes foi aprovada
pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA — IB — UNESP — CRC), sob o protocolo
004752, e as autorizacOes para coleta de espécimes da fauna silvestre foram
concedidas pelo ICMBIo — Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade,
sob os numeros 59449 e 60972.

3.2. Preparacdes citogenéticas

As preparacdes cromossOmicas foram obtidas diretamente de medula 6ssea,
figado, intestino e testiculo, para animais machos, com tratamento prévio dos animais
com colchicina a 1%, injetada intraperitonealmente na propor¢cdo aproximada de
0,1mL/10g de peso, cerca de quatro horas antes do sacrificio, seguindo-se os
procedimentos rotineiros adotados no laboratorio de citogenética de acordo com
Baldissera et al. (1993).

3.3. Extracdo de DNA gendmico de tecidos solidos

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

transiluminador de luz ultravioleta.

3.4. Sequenciamento Gendmico e analises bioinformaticas

O sequenciamento gendmico foi realizado pela empresa Macrogen (Seoul,
Korea). Foram enviados aproximadamente 0,05¢g de tecido (figado) fixado em etanol
absoluto de uma fémea de P. boiei proveniente de Tijucas do Sul, PR e uma fémea e

um macho provenientes de Mogi das Cruzes, SP.

O material foi sequenciado através da plataforma lllumina (lllumina Inc., San
Diego, CA, USA). O sequenciamento empregado foi lllumina® HiSeq™ 4000 (2 x 101
bp paired-end), sendo sequenciado utilizando TruSeq 3000 4000 SBS Kit v3. Os reads
obtidos do sequenciamento foram unidos utilizando o programa Fastg-join do FASTX-
toolkit (GORDON & HANNON, 2010) com as opc¢des basicas de entrada dos dados.

Os dados do genoma sequenciado foram utilizados para a busca de sequéncias
repetitivas e localizacdo de DNAs satélites por meio da clusterizacdo das sequéncias,
utilizando o software RepeatExplorer (NOVAK et al., 2013), para subsequente anélise
de densidade dos gréficos resultantes e identificacdo de possiveis DNAs satélites no
genoma. Cada cluster gerado pelo RepeatExplorer foi individualmente analisado a
partir dos graficos apresentados no output do programa. ApGs essa primeira triagem,
foi realizada através do software Geneious v4.8, a visualizacao de gréaficos de Dotplot
(JUNIER, T. & PAGNI, 2000) para estes clusters e seus respectivos contigs, em busca
da confirmacdo de sua organizacdo em tandem e para revisdo manual de seus

mondmeros.

Os monbmeros de DNAs satélites isolados foram alinhados
independentemente, utilizando a ferramenta Muscle (EDGAR, 2004) no programa
MEGA v6.06 (TAMURA et al., 2011) para a geracao da sequéncia consenso de cada
um. A sequéncia consenso para cada cluster analisado foi gerada a partir da insercao
do alinhamento dos contigs no software Geneious v4.8. No MEGA v6.06 também
foram analisadas as quantidades em porcentagem de A + T para cada consenso. A

identificacdo dos tipos de repetitivos isolados foi complementada por buscas de
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possiveis sequéncias similares publicadas em bancos de dados como BLAST

(http://www.ncbi.nim.gov/Blast/) e Repbase (http://www.girinst.org/repbase/).

3.5. Construcéo de primers especificos e amplificacdo em cadeia

As sequéncias consenso dos DNAs satélites isolados do genoma foram
utilizados para o desenho manual de primers divergentes. Os primers obtidos foram
utilizados em uma amplificacdo por PCR para avaliacdo da confiabilidade dos
mesmos. Para isso foi utilizado DNA gendmico total e os produtos de amplificacéo que
mostraram um padrdo de escada foram utilizados para a geracdo de sondas,
marcadas especificamente por moléculas fluorescentes, para o posterior mapeamento

cromossémico destes satélites por FISH.

3.6. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a reacdo de PCR acima citada foram utilizados os seguintes volumes:
para um volume final de 10 pl cada, foi utilizado 0,5 yl do DNA extraido (50-100 ng/pl),
0,5 pl de dNTPs 5 mM, 0,1 pl de Platinum® Tagq DNA Polymerase (5 U/ul)

(ThermoFisher®) e 0,5 pl de primer forward e 0,5 pl de primer reverse de cada satélite.

A amplificacdo ocorreu em um termociclador com o programa utilizado de 5
minutos a 94°C e 30 ciclos: 30 segundos a 94°C; 30 segundos em um gradiente de
temperatura entre 48°C e 62°C, para a escolha da temperatura 6tima de amplificacédo
de cada um dos oligonucleotideos; 1 minuto e 20 segundos a 72°C; e extensao final
de 5 minutos também a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados através de
eletroforese com géis de agarose 1%, corados com GelRed®. As amostras foram
eluidas em 1 yl de tampao de corrida Blue Juice (6x) e com 1 yl de marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA ladder (ThermoFisher®). Os géis foram visualizados em um

transiluminador de luz ultravioleta.

Os satélites amplificados tiveram suas bandas no gel de agarose purificados
atraves do tratamento com a enzima ExoSAP-IT (GE Healthcare) utilizando-se 10 uL
de produto de PCR, 1 yL ExoSAP e 3 uL H20 milli-Q autoclavada. A reacéo foi levada
ao termociclador em um ciclo de 1 hora a 37°C seguido por um ciclo de 15 minutos a
80°C. Os produtos purificados foram enviados para o seqguenciamento na empresa

Macrogen (Korea). As sequéncias resultantes foram comparadas com as sequéncias
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consenso encontradas da triagem dos satélites a titulo de confirmacéo da composicao

de pares de base dos mesmos.

3.7. Hibridagao Fluorescente in situ (FISH)

A técnica de Hibridizac&do Fluorescente in situ foi conduzida utilizando sondas
produzidas a partir de produtos de PCR. As sondas foram marcadas em uma reacao
de 20 pl contendo DNA polymerase I/DNase | (ThermoFisher®) e digoxigenina-11-
dUTP (Roche), seguindo protocolo padrao de marcacgéo por nick-translation com as
condi¢cBes gerais de 16°C durante 60 minutos, seguidos de 10 minutos a 65°C e
temperatura de manutencéo a 10°C, seguindo o protocolo de Pinkel e colaboradores
(1986). Os ensaios de FISH também foram realizados de acordo com a técnica
descrita por Pinkel e colaboradores (1986) com modificacdes de Silva e colaboradores
(2012).

3.7.1. Tratamento das laminas

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

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

3.7.2. Desnaturacédo dos cromossomos e das sondas

O DNA cromossomico foi desnaturado com formamida 70% em 2xSSC, a 70°C.
Em geral, o tempo de desnaturacdo foi de 50 segundos. As laminas foram
desidratadas em série alcodlica (-20°C) 70, 90 e 100% por 5 minutos. As sondas foram
desnaturadas com uma solugao de hibridagao preparada com 3 ul da sonda marcada
e 27 pl do tampao de hibridagao (Hybuffer) por lamina em um microtubo de 100 ul. A
solucéo de hibridacéo foi desnaturada em termociclador a 95°C por 10 minutos e cada
lamina foi montada com 30 pl de solugao de hibridagao contendo a sonda, cobertas

com laminula, ficando overnight a 37°C em camara umida.
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3.7.3. Lavagens e Deteccao

As laminulas foram retiradas cuidadosamente e lavadas em 2xSSC a 72°C por
10 minutos e uma vez com PBD (1g de leite em p6 + 20 ul de 20xSSC + 500 ul de
Triton + 100 ul de agua) a 45°C por 5 minutos. Cada lamina foi incubada com 0,5 pl
de Antidigoxigenina rodamina + 100 ul PBD por 30 minutos em camara umida a 37°C.

Foram feitas trés lavagens por 5 minutos com PBD a 45°C.

3.7.4. Montagem das laminas

Para montagem das laminas foram colocados aproximadamente 10 pl de
solugdo de DAPI + antifading (Vectashield) sobre cada lamina. As laminas foram
cobertas com laminula, e armazenadas em geladeira no escuro. A observacao das
laminas foi realizada em um microscépio Olympus BX51 acoplado a um modelo de
camera digital Olympus D71 e as imagens foram capturadas pelo software DP

controller.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos durante a realizagdo do mestrado foram organizados em
dois capitulos, que ainda estdo em processo de escrita e aperfeicoamento, que em
seguida serdo enviados para publicacdo em revistas cientificas da area. Foram
também anexados graficos, tabelas e imagens resultantes das andlises realizadas
durante todo o mestrado, que podem néo fazer parte dos artigos, mas sao importantes

para o entendimento do leitor desta dissertacao.
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4.1. Capitulo 1: DNAs satélites centroméricos em Proceratophrys boiei (Anura,
Odontophrynidae): uma abordagem molecular, genémica e comparativa.

M. J. Silval, T. Gazonil, H. Narimatsu?, P. Pereiral, C. F. B. Haddad? e P. P. Parise-

Maltempit

'Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, UNESP — Universidade
Estadual Paulista, Campus de Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil

’Departamento de Zoologia e Centro de Aquicultura (CAUNESP), Instituto de
Biociéncias, UNESP — Universidade Estadual Paulista, Campus de Rio Claro, Sado

Paulo, Brasil

INTRODUCAO

O género de sapos Proceratophrys pertence a familia Odontophrynidae e
compreende atualmente 41 espécies (FROST, 2018). Pertencente a esse grupo, a
espécie Proceratophrys boiei (Wied-Neuwied, 1825) é representada por sapos
neotropicais, endémicos da Mata Atlantica brasileira e esté distribuida ao longo do
leste do Brasil, do sul dos estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Parana ao sul de Santa Catarina (HADDAD & SAZIMA, 1992; CONTE & MACHADO,
2005; ZINA et al., 2007; PRADO & POMBAL, 2008; SERAFIM et al., 2008).

Os dados citogenéticos para P. boiei (2n = 22) sao bastante interessantes,
sobretudo para estudos genéticos e citogenéticos comparativos. Isto se deve
principalmente a presenca do heteromorfismo cromossdmico relacionado a
heterocromatina constitutiva observado em um par de cromossomos homaologos em
fémeas de populac¢des da regido sudeste do Brasil e que esta ausente em populagdes
do Sul do Pais (AMARO et al., 2012). Esse heteromorfismo esta relacionado a um
processo de diferenciacdo de cromossomos sexuais, no qual 0s cromossomos tém o
mesmo tamanho e morfologia sob coloracao convencional, mas podem ser facilmente
distinguidos um do outro apés a técnica de Bandamento C, sendo o cromossomo Z
com bandas C apenas na regido pericentromérica e o cromossomo W quase
completamente heterocromatico (ANANIAS et al., 2007; AMARO et al., 2012).
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Estes dados apresentados sobre os cromossomos de diferentes populacdes de
P. boiei se mostram bastante interessantes, principalmente em se tratando do grupo
dos anfibios, ja que seus representantes normalmente possuem pouca
heterocromatina constitutiva em seus cariétipos e que dentre as espécies ja
cariotipadas, poucas delas apresentam cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados. A grande quantidade de heterocromatina presente em um dos
homélogos do par sexual pode ser utilizada como um ponto de partida para 0 aumento
do conhecimento a respeito da origem e evolugdo dos cromossomos sexuais em
anfibios, por exemplo, estudando com mais precisdo 0s componentes desta

heterocromatina que € na maior parte constituida por DNA repetitivo.

A maioria dos genomas eucariéticos € composta por grandes porcdes de
heterocromatina que geralmente € constituida por sequéncias de DNAs repetitivos.
Essas sequéncias sao classificadas em codificantes e nao-codificantes, sendo as
sequéncias codificantes representadas pelas familias multigénicas, que estdo
envolvidas na codificacdo de importantes proteinas, DNAs ribossomais (DNAr) e
RNAs; e as nao-codificantes, tais como DNAs satélite (satDNA), representados por
sequéncias que apresentam repeticbes em tandem, além de transposons e
retrotransposons, que sao sequéncias que apresentam repeticdes dispersas ao longo
do genoma (CHARLESWORTH et al., 1994; JURKA et al., 2005; LOPEZ-FLORES &
GARRIDO-RAMOS, 2012).

DNA satélite (satDNA) consiste em uma classe de sequéncias repetitivas
altamente abundantes nos genomas eucariéticos. Por se tratar de sequéncias
repetidas em tandem, satDNAs compreendem longas matrizes localizadas junto a
uma heterocromatina altamente compactada geralmente nos centrébmeros e
teldbmeros dos cromossomos, embora também tenham sido relatadas em regifes
eucromaticas (CHARLESWORTH, 1994; LOPEZ-FLORES & GARRIDO-RAMOS,
2012; GARRIDO-RAMOS, 2017). Além disso, ha satDNAs que sdo especificos de
determinados cromossomos, como por exemplo cromossomos sexuais ou
cromossomos B (MESTRINER et al., 2000; ZIEGLER et al., 2003; RUIZ-RUANO et
al., 2016; PALACIOS-GIMENEZ et al., 2017; VITTORAZZI et al., 2014; GATTO et al.,
2018).

Sequéncias de DNA repetitivo, como os DNAs satélites, evoluem em concerto

(concerted evolution), de forma ndo independente, ou seja, clusters das unidades
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repetitivas ndo se diferenciam isoladamente. De acordo com o modelo de concerted
Evolution, mudancas nas unidades repetitivas de uma dada sequéncia podem se
espalhar para todos os clusters que contém sequéncias da mesma familia podendo
essas mudancas serem fixadas em uma dada populagéo por meio de um processo
chamado de molecular drive (DOVER 1982, 2002; UGARKOVIC & PLOHL 2002;
PLOHL et al. 2012; GARRIDO-RAMOS, 2017). O processo de molecular drive
depende de uma variedade de mecanismos de trocas nao reciprocas, Como crossing-
over desigual e conversdo génica, entre os sitios portadores dessas sequéncias
repetitivas (DOVER, 1982; PLOHL et al. 2012, GARRIDO-RAMOS, 2017).

Apesar de décadas de pesquisa intensiva, 0 conhecimento sobre o significado
funcional dos DNAs satélites é limitado, e um debate de décadas avaliando a
funcionalidade dessas sequéncias ainda continua. Apos a sua descoberta, no inicio
da década de 1970, essa classe de DNA repetitivo foi considerada como “DNA lixo”
por ndo conter regides codificadoras. Entretanto, diversos estudos tém mostrado que
0os DNAs satélites exercem importantes papeis bioldgicos, dentre eles a participacdo
na organizacdo dos centrobmeros e a modulacdo da expressdo génica (PEZER et al.,
2011; PLOHL et al., 2012; PLOHL et al., 2014; FUKAGAWA & EARNSHAW, 2014;
FELICIELLO, et al., 2015).

No presente estudo, foram realizadas pela primeira vez, analises de alto
rendimento do conteddo de satDNA no genoma de Proceratophrys boiei através de
dados de Sequenciamento gendmico lllumina, a fim de obter informacdes abrangentes
sobre o conteudo de sequéncias repetitivas, por meio da integracdo de dados

gendmicos e cromossOdmicos.

MATERIAL E METODOS

Amostragem Animal, Preparacfes cromossOmicas e Sequenciamento de DNA

GenOmico

Um total de 11 animais adultos de P. boiei foram coletados em 23°29'31.8"S
46°14'51.1"0 Mogi das Cruzes, Sdo Paulo (Brasil) e 25°49'24.8"S 49°04'33.8"0
Tijucas do Sul, Parana (Brasil). A eutanasia dos espécimes foi aprovada pelo Comité
de Etica no Uso Animal (CEUA — IB — UNESP — CRC), sob o protocolo 004752, e as

autorizacbes para coleta de espécimes da fauna silvestre foram concedidas pelo
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ICMBIo — Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade, sob os numeros
59449 e 60972.

As preparacdes cromossomicas foram obtidas de células da medula 6ssea,
figado e testiculo, quando do sexo masculino, de animais injetados
intraperitonealmente com solucéo de colchicina 1%, (na propor¢céo de 0,01mL/g de
massa corporea), tendo os tratamentos duracdo de cerca de quatro horas, como
descrito em Baldissera Jr. et al. (1993). O DNA total foi obtido a partir de amostras de
figado ou musculo, utilizando o Kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit” —

Promega, seguindo as determinac¢@es do fabricante.

O sequenciamento genémico foi realizado através da plataforma Illumina
(Hlumina Inc., San Diego, CA, USA) pela empresa Macrogen Inc. (Seoul, Republic of
Korea) para um individuo fémea de Tijucas do Sul, PR, utilizando o método Illlumina®
HiSegq™ 4000 (2 x 101 bp paired-end) e TruSeq 3000 4000 SBS Kit v3. Os reads
obtidos do sequenciamento foram unidos utilizando o programa Fastg-join do FASTX-
toolkit (GORDON & HANNON, 2010) com as opc¢des basicas de entrada dos dados.

Procura de SatDNAs pelo Método de Clustering Baseado em Gréfico

Antes da andlise de clustering baseada em graficos do RepeatExplorer, foi
processada e verificada a qualidade “paired-ends reads” usando FastQC (FastQC,
Version 0.10.1, 2012). O pré-processamento das leituras foi realizado seguindo os

parametros padrdo usando a plataforma publica: https:/repeatexplorerelixir.cerit-

sc.cz/galaxy/. As leituras foram processadas com uma “quality trimming tool”, “FASTQ
interlacer” em paired end reads, conversor “FASTQ to FASTA” e “RepeatExplorer
clustering”, todos com opcdes recomendadas padrdo (NOVAK et al., 2013). Além
disso, foi realizado uma andlise extra na ferramenta TAREAN “Tandem Repeat
Analyzer” do RepeatExplorer, para uma busca mais refinada de sequéncias

repetitivas.

Por meio de observacao visual, os clusters que apresentaram alta densidade
grafica, com formato circular, indicando proximidade com as familias de satDNAs
(NOVAK et al., 2010) foram selecionados em uma primeira triagem. Dentro de cada

cluster foram selecionados os contigs com sequéncias em tandem por meio da
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ferramenta dotplot, usando o software Geneious (Geneious, Version 4.8.5 (JUNIER,
T. & PAGNI, 2000).

O mondmero de consenso de cada familia de satDNA foi utilizado para a
consulta em dois bancos de dados, o BLAST (http://www.ncbi.nlm.gov/Blast/) e o
Repbase (http://www.girinst.org/repbase /), para verificar a similaridade com outras

sequéncias repetitivas descritas e depositadas.

As superfamilias (SF) foram consideradas comparando o consenso do
mondmero de cada satDNA independentemente, usando a ferramenta Geneious
v4.8.5, de acordo com o0s parametros estabelecidos por Ruiz-Ruano e colaboradores
(2016).

Amplificacdo de SatDNAs através de PCR, Sondas e Hibridizagc&o In Situ por

Fluorescéncia

Foram usadas as sequéncias consensos de cada familia de satDNA para
projetar primers divergentes manualmente. Os produtos de PCR para cada familia de
satDNA foram marcados por Nick translation utilizando digoxigenina-11-dUTP (Roche,
Mannheim, Alemanha). A FISH foi realizada de acordo com Pinkel et al. (1986) com
modificacdes de Silva et al. (2012), utilizando preparacdes cromossdémicas mitoticas.
As sondas marcadas com digoxigenina-11-dUTP foram detectadas utilizando anti-

digoxigenina-rodamina (Roche).

As bandas monoméricas foram isoladas e purificadas utilizando o kit de
purificacdo de DNA Zymoclean Gel (Zymo Research Corp., The Epigenetics
Company, CA, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante e depois
utilizadas como molde para a reamplificacao utilizando as mesmas condi¢cdes de PCR
anteriormente testadas. Os mondmeros foram sequenciados utilizando o servi¢co da

Macrogen Inc. para confirmar a amplificacdo da sequéncia desejada.

Os resultados da FISH foram observados usando um microscépio Olympus
BX51 equipado com uma lampada fluorescente e os filtros adequados. As imagens
foram obtidas usando uma camera digital com refrigeracdo DP71 em escala de cinza
e, em seguida, pseudo-coloridas em azul para cromossomos e vermelho para sinais

de hibridizacdo, mescladas e otimizadas para brilho e contraste usando o Adobe
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Photoshop CS6. Para a montagem dos caridtipos e analises cromossdmicas foram
analisadas metafases de machos e fémeas de P. boiei com um nimero variavel entre

5 a 10 metéfases analisadas por lamina.
RESULTADOS

O sequenciamento lllumina para a amostra de P. boiei de Tijucas do Sul, PR
produziu 16,342,588 paired-end reads, com um total de 1,650,601,388 nucleotideos
(nt), dado o tamanho estimado gendmico de 1,6 Gbp. O conteudo de GC é de 42,84%
e de AT é de 57,16%, 0 Q20 é de 94,13% e 0 Q30 é de 87,63%.

Para esse trabalho foram selecionados trés satélites para serem explorados, e
foram nomeados de PboSatl-176, PboSat2-173 e PboSat3-189, de acordo com
decréscimo de abundancia genémica. A selecdo e o agrupamento dessas trés
sequéncias nesse trabalho foram realizados levando-se em conta a localizac&o

cromossdmica semelhante das trés.

A hibridac&o in situ revelou marcac¢des dos satélites PboSatl1-176 e PboSat2-
173 nos centrdmeros de todos os cromossomos das populacdes de P. boiei de Mogi
das Cruzes, SP e Tijucas do Sul, PR. Destaca-se aqui o fato de que na populacéo de
Mogi das Cruzes, onde o heteromorfismo do par sexual estd presente, além das
marcacgdes centroméricas em todos 0s cromossomos, 0s satDNAs estédo presentes

em quase todo o cromossomo W, correspondendo a area de banda C positiva (Fig.1).

Ja o satélite PboSat3-189 se mostrou presente nos centrébmeros de todos os
pares cromossOmicos de maneira muito semelhante aos satélites PboSatl-176 e
PboSat2-173, porém, nos pares cromossodmicos 3, 5, 8 e 10 de machos, e nos pares
5,6,7,8,9, 10 e 11 de fémeas, os sinais de hibridacdo foram mais fracos do que nos
outros pares, nao correspondendo a toda a area de heterocromatica apresentada pelo
bandamento C, e além disso, no cromossomo sexual W o satélite ndo correspondeu

a toda a area heterocromatica como aconteceu com o0s outros satélites (Fig. 2).

A andlise de similaridade de sequéncias revelou que dois desses satDNAS,
PboSatl1-176 e PboSat3-189, estdo organizadas em duas familias semelhantes de
satDNAs, que foram agrupadas formando uma superfamilia (Superfamilia SF1), com
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53,1% de similaridade. Entre os satélites PboSatl-176 e PboSat2-173, 48,8% de
similaridade e entre PboSat2-173 e PboSat3-189, 44,3% de similaridade (Fig. 3).

Para a procura por satDNAs, foi utilizado uma analise detalhada dos
agrupamentos que representam elementos repetitivos na saida de resumo do
RepeatExplorer, que produziu 218 clusters, apresentando uma abundancia no
genoma variando de 0,010% a 4,5% em questdo de representatividade,
correspondendo no total a 41% do genoma, incluindo satDNAs, rDNA, elementos
transponiveis e outros elementos repetitivos ndo caracterizados (Fig. 4). Além disso,
foi realizada também uma rodada do genoma na ferramenta TAREAN “Tandem
Repeat Analyzer” do RepeatExplorer da qual foram obtidos 195 clusters, com
abundéancia gendmica variando de 0,0099 a 8%, sendo oito deles considerados como
altamente confiaveis de serem DNAs satélites, de acordo com a andlise realizada.

Foi desenhado primers para amplificacdo por PCR para 28 elementos
repetitivos, que foram considerados como possiveis satDNAs. Juntos, os 28 satDNAs
encontrados para P. boiei compreenderam aproximadamente 15% do genoma da
fémea desta espécie proveniente de Tijucas do Sul, PR, com sequéncias mostrando
um conteudo de A+T variando de 47,8% a 72,7% e unidades monoméricas repetitivas
variando de 31 a 304 pb (Tab. 1). Dos 28 satDNAs encontrados, 15 tiveram sucesso

na amplificacdo usando o DNA gendmico de P. boiei.

A busca por similaridade com outras sequéncias repetitivas mostrou que o
PboSat3-189 possui similaridade com 42 outras sequéncias do satDNA PcP190
depositadas no BLAST. As similaridades sdo com sequéncias isoladas de espécies
dos géneros Physalaemus, Pseudis e Pleurodema, com identidade de sequéncia
variando entre 84% e 90% (Fig. 5, Tab. 4). Os satDNAs PboSatl1-176 e PboSat2-173

nao revelaram semelhanca com quaisquer outras sequéncias repetitivas depositadas.
DISCUSSAO

A aplicacdo de ferramentas de bioinformatica e abordagens citogenéticas
moleculares para determinar o conteudo de satDNA em genomas permite um rapido
e mais acurado isolamento de sequéncias repetitivas dos genomas do que os métodos
utilizados até recentemente, como por exemplo aqueles envolvendo digestdo com

enzimas de restricdo. Neste trabalho, foi apresentado pela primeira vez a organizacao
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dos DNAs satélites presentes no genoma da espécie de sapo Proceratophrys boiei e
fornecido o primeiro mapeamento fisico desses elementos repetitivos no genoma da
espécie. Isto representa um enorme salto no conhecimento sobre a organizacdo
gendmica de anfibios em geral e mais especificamente sobre o contetido de satDNAs
presentes em Proceratophrys, um género de anuros ainda sub-explorado

citogeneticamente, sobretudo em relacdo ao seu conteudo gendémico.

Espécies de anuros tém sido usadas como modelo em uma variedade de tipos
de estudos, principalmente taxonomia e ecologia, genética e citogenética. No entanto,
informacBes sobre a organizacdo genbmica associada a aspectos cromossémicos
ainda séo pouco conhecidas. Assim, a compreensao e caracterizacdo de um quadro
mais completo sobre a organizacdo cromossdmica e a gendmica de classes distintas
de DNA, sobretudo de elementos repetitivos, sdo questdes importantes que poderiam
ajudar em futuros estudos com diferentes abordagens. Em nossas analises, ficou bem
evidente que P. boiei possui um genoma com uma grande quantidade de elementos
repetitivos (41% de 1.6 Gpb de tamanho gendmico estimado), representando,
portanto, grande parte do genoma. Dessa forma, fica claro a importancia da
necessidade de se ter um conhecimento da composicao, localizacao e distribuicdo

cromossOmica dessas sequéncias que incluem os satDNAs.

Pouco ainda se sabe sobre a organizacao e localizacdo cromossdmica dessas
matrizes de sequéncias, que preferencialmente estdo localizadas na heterocromatina
constitutiva das regides cromossdmicas centromeéricas, pericentroméricas e
subteloméricas (LOPEZ-FLORES & GARRIDO-RAMOS, 2012; PLOHL et al., 2012;
GARRIDO-RAMOS, 2015). Ha casos de isolamento de DNAs satélites por restricao
enzimatica, nos quais essas sequéncias foram localizadas tanto na regido
centromérica e pericentromérica (VITORRAZZI et al., 2011, 2014), como em

cromossomos sexuais heteromorficos (GATTO et al., 2016, 2018).

A hibridacao in situ mostrou no presente trabalho que os satélites PboSat1-176
e PboSat2-173, com proporcdo gendmica de 8% e 4,5% respectivamente, séo
coincidentes com a heterocromatina C positiva revelada por Bandamento C revelados
por Ananias et al. (2007) e Amaro et al. (2012) em todos os cromossomos de P. boiei,
tanto machos quanto fémeas, revelando a contribuicdo desta classe de DNA repetitivo

para a quantidade e complexidade da heterocromatina constitutiva em P. boiei. A
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localizacdo desses DNAs satélites em todos os centrdmeros de P. boiei sugere o
possivel envolvimento destas repeticdes com a funcdo dos centrémeros em P. boiei.
Esses dados estdo de acordo com o que j& foi descrito por Plohl et al. (2014), que
sugere que os mondmeros de satDNA formam arranjos homogéneos, geralmente
enriqguecidos em regides de heterocromatina constitutiva, como centrdbmeros e
telomeros, e foram hipoteticamente relacionados a manutencdo da funcéo
centromérica (PLOHL et al., 2014).

Diferentemente, os resultados apresentados para o satélite PboSat3-189 com
proporcao genémica de 0,7%, que também esta localizado em regides centromérica
e pericentromérica, porém, com um numero menor de repeticbes em alguns
cromossomos, sugerindo que eventos de amplificacdo/delecdo de sequéncias
altamente dinamicos estao acontecendo aleatoriamente no genoma de P. boiei. Casos
parecidos em que as repeticbes de determinados satDNAs estdo presentes em uma
menor quantidade, ou mesmo ausentes em alguns pares cromossdmicos ja foram
descritos para diferentes animais e plantas (PIRAS et al., 2010; SHANG et al., 2010;
LOCKE et al., 2011; VITTORAZZI et al., 2011; GONG et al., 2012), sugerindo que 0
baixo niumero de coOpias dessas repeticdes nesses cromossomos, pode ndo estar

sendo evidenciada pela hibridacao in situ.

Em um caso interessante de isolamento e caracterizacdo de DNA satélite,
utilizando a metodologia de restricdo enzimatica de DNA genémico, Vittorazzi e
colaboradores (2011) conseguiram isolar uma sequéncia de 190pb do genoma da
espécie de sapo Physalaemus cuvieri, nomeando-a de PcP190, que foi localizada nos
centrébmeros de alguns cromossomos da espécie, além de estar presente em outras
espécies distantemente relacionadas. Com a investigacdo da presenca do DNA
satélite PcP190 em outras espécies de Physalaemus e também em Leptodactylus
latrans (Leptodactylidae), Crossodactylus gaudichaudii (Hylodidae), Pseudis tocantins
(Hylidae) (VITTORAZZI et al., 2014; GATTO et al., 2016), que séo relativamente
distantes filogeneticamente, foi possivel mostrar que pode se tratar de um DNA
satélite antigo, surgido ha pelo menos 80 milhdes de anos (GATTO et al., 2016).

Por meio da consulta a bancos de dados de depdsito de sequéncias, o
mondmero do satélite PboSat3-189 mostrou similaridade de aproximadamente 89%

com as sequéncias do satélite PcP190 depositadas no GenBank do NCBI em trés
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diferentes familias de anuros. Diante disso, € possivel sugerir que esta familia de DNA
satélite descrita para anfibios, € muito mais antiga do que se parece, devido a
presenca em familias de anuros relativamente distintas. Dessa forma, considerando a
comparacao entre as sequéncias do DNA satélite PcP190 isolados de espécies dos
géneros Physalaemus, Pseudis e Pleurodema, a sequéncia consenso do satélite
PboSat3-189 isolada de Proceratophrys no presente trabalho, algumas caracteristicas
desses satDNAs nestes géneros séo dignas de destaque: (i) a predominancia de
familias de satDNAs ricos em A+T; (ii) as tendéncias dessas matrizes para ocupar
uma localizacdo cromossémica mais restrita (heterocromatina constitutiva), e (iii)
também a possibilidade de que a predominancia de satDNASs ricos em A+T possa ser

uma caracteristica comum nos genomas de anuros.

DNAs satélites diferem em sequéncia de nucleotideo, complexidade de
sequéncia, comprimento de unidade de repeticdo e abundéancia, com apenas duas
caracteristicas compartilhadas: capacidade de construir longas matrizes de repeticées
dispostas frente a frente em tandem e capacidade de formar regides heterocrométicas
(PLOHL et al., 2012). Em Odontophrynidae, esta € a primeira vez em que DNAs
satélites sdo revelados no genoma de um de seus géneros, e 0s satDNAs
centroméricos mapeados em P. boiei sdo relativamente conservados em tamanho,
que foi de 173 a 189 pb nas sequéncias consensos obtidos. Este parece ser um
tamanho comum para sequéncias de DNA satélite centroméricas, uma vez que ja
foram descritos também para diferentes organismos, por exemplo, o DNA satélite a
de primatas (CHOO et al., 1991), o satélite ATOC180 de Drosophila (BACHMANN et
al., 1993), o satélite ATCON de Arabidopsis (HESLOP-HARRISON et al., 1999) e o
satélite PcP190 de Physalaemus (VITTORAZI et al., 2011, 2014).

SatDNAs ndo codificam proteinas, mas sua transcricdo tem sido relatada em
muitos organismos, incluindo vertebrados, invertebrados e plantas, onde eles
participaram da formacdo da heterocromatina (VOLPE et al., 2002), centrébmeros
(ROSIC et al., 2014) e na regulacdo génica (FELICIELLO et al., 2015). Além disso,
recentemente, Palacios-Gimenez et al. (2018) usaram sequéncias de DNA e RNA de
Gryllus assimilis para abordar o conteldo e os padrfes transcricionais dos satDNAs
encontrados nesta espécie de grilo. No trabalho os autores discutiram hipéteses para
a conservacao e transcricao de satDNAs em Gryllus, o que pode resultar de seu papel

na diferenciagéo sexual no nivel da cromatina, na formagéo da heterocromatina e na
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funcdo centromérica. Da mesma forma, devido a grande quantidade de satDNAs
encontrados no genoma de P. boiei, e grande quantidade de repeticdes centroméricas
nos cromossomos, é provavel que estes satDNAs estejam desempenhando papéis
fundamentais para a manutencdo gendmica, mas que estudos mais profundos séo

necessarios para confirmar essa organizacao e funcionalidade.

Embora ainda sejam dados iniciais, com este trabalho € possivel avancar um
pouco no conhecimento sobre a composicdo da heterocromatina centromérica em
anfibios. E possivel destacar que na heterocromatina centromérica estdo presentes
varias sequéncias de DNAs repetitivos, ou variantes de sequéncias. As sequéncias
nucleotidicas dos satDNAs aqui estudados apresentaram algum grau de similaridade
entre si, conforme alinhamento realizado, porém mesmo mostrando alguma
homologia, podem ser consideradas, no caso das sequéncias aqui analisadas, como
sequéncias distintas, de acordo com a classificacdo de DNA satélite proposta por
Ruiz-Ruano et al. (2018).

Esta diversidade de satDNAs associadas a regido dos centrdmeros pode ser
visualizada também nos cromossomos que mostraram sinais, apos a técnica de FISH,
com diferentes distribuicdes. A localizacdo dos satélites PboSatl-176 e PboSat2-173
coincidiram a regido cromossémica associados a heterocromatina centromérica e
pericentromérica. Porém, diferentemente, o satélite PboSat3-189, que foi classificado
fazendo parte de uma superfamilia com o PboSatl-176, teve uma localizacdo
cromossOmica um pouco diferente, ndo aparecendo em mesma quantidade nos
cromossomos. Este resultado pode surgir do fato de que diferentes taxas evolutivas
podem ter afetado essas familias de DNAs satélites. No presente trabalho ainda néo
foram analisadas todas as sequéncias de satDNAs isoladas. Assim, h&a a possibilidade
de haver outras sequéncias associadas aos centrdmeros e que apoOs analisadas
podera nos dar uma representacdo mais completa da diversidade total de sequéncias

de satDNAs associadas ao centrbmero presentes no genoma de P. boiei.

Nossas perspectivas de descoberta levantam que o alto nimero de sequéncias
repetitivas, sobretudo de satDNAs no genoma de P. boiei devem ter relevancia na
organizacdo e na regulacdo do genoma, 0 que preparara o cendrio para analises
funcionais mais profundas do genoma de Proceratophrys. Embora mais pesquisas

nessa area sejam necessarias, nosso estudo fornece um passo importante para
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entender a biologia dos satDNAs em Odontophrynidae, destacando também a
importancia dos sapos como organismos modelo classicos para estudos citogenéticos
evolutivos. Levando em conta a grande variedade de satDNAs encontrados no
genoma de P. boiei, € possivel haver até mesmo satDNAs exclusivos em elementos
cromossOémicos especificos, como no cromossomo sexual W, o que conferiria
diferentes localizacbes cromossOmicas de satDNAs, podendo-se sugerir uma

dindmica diferencial para expanséo e dispersao de clusters de repeti¢des distintas.

Varios outros satDNAs foram isolados do genoma de P. boiei que serdo
explorados em projetos posteriores. O futuro mapeamento completo do satelitoma
desta espécie podera fornecer dados suficientes para propor hipéteses evolutivas
sobre a organizacao do genoma desta espécie, mas que podem ser ampliadas para
anfibios como um todo, bem como hipéteses sobre a diferenciacdo de cromossomos

sexuais neste grupo de vertebrados.
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ANEXOS (Capitulo 1)

&W

PboSat1-176 PboSat1-176 PboSat1-176

PboSat2-173 PboSat2-173 PboSat2-173

Figura 1. Mapeamento cromoss6mico dos satDNAs em P. boiei. Em A, B e C, PboSat1-
176 em individuo macho (Sdo Paulo), fémea (S&o Paulo) e fémea (Parana),
respectivamente. Em D, E e F, PboSat2-173 em individuo macho (S&o Paulo), fémea
(Séo Paulo) e fémea (Parana), respectivamente.

Figura 2. Mapeamento cromossomico do satDNA PboSat3A-189 em P. boiei. Em A,
individuo macho e em B, fémea.
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Tabela 1. DNAs satélites encontrados no genoma de P. boiei de Tijucas do Sul, PR

com suas principais caracteristicas.

SatDNA Tamanho  Abundancia Consenso A+T %
Familia de (%)
mondmero
(pb)
PboSat1-176 176 8,000 GAAAAACAGTCACTTGCCTACCCATTCAT 54
TAREAN TCCTATGGAAGAAGCAACTTGAGATATGG
Clusterl ATGTCAATTTCTCTGTGCAGGAATGTCAG
GCGAATGAAAACTCAATGCTGCCAGGCTT
GTTTCCATGACCCTTTAGCCACACCAAGT
CGGAGGAGTTGGTCACTCTTCAGGTTTGG
GA
PboSat2-173 173 4,500 CCACAACTGGATGCTTCTTCCATAGGAA 54,4
RepeatExplorer TGAATGGGCAGGCAAGTGACTGGATTTT
Cluster 1 TCTCCCAAACCTGAAGAGTGACAAACTC
CTCCGACTTGGTGTGGCTAAAGGGTCAT
GGAAACAAGCCTGGCAGCATTGAGTTTT
CATTTTCATCACATTCCTGCACAGAGATT
TTCA
PboSat3-189 189 0,710 CTAGATTTCAGTGGTCTTTATAAAAAGAG 51,3
TAREAN ATTACACGAGAAAGCTACCTTTGAGAAGA
Cluster 12 AAAGGATCAACAGAACAAGGGATTCCCAG
CCAGTCTCCCATGCTGGTACTTGCCTTGC
CTCAAGCTGCGTAGCGGCTGCGATCTGAC
GAGTGCAGGGACCTTCAGCTTAGAATGGC
CGTTGACGAGTTCAG
PboSat4-68 68 0,705 ATTAACCTATAGGAATCTGAACCA 50
RepeatExplorer AGGATTCCCAGCCCCATGCTGGT
Cluster 14 ACTTGCCTTGCAAGGTACGCG
PboSat5-35 35 0,525 TACATAGGGGCAGTATTATAGTA 68,6
RepeatExplorer GTTATATTCTTG
Cluster 23
PboSat6-97 97 0,249 TGACTGCACCAGCAGAATAGTGA 58,3
RepeatExplorer GTGCAGCTCTGGAGTATAATACA
Cluster 39 GGATGTAACTCAGGATCAGTACA
GGATAAGTAATGTAATGTATGTAC
ACAG
PboSat7-39 39 0,128 AGTATCACACATGATAGGATTAG 56,4
RepeatExplorer ATACGCAGCTGCAGAC
Cluster 58
PboSat8-67 67 0,102 AACATCCTCCCTGCCTGCAGCCA 47,8
RepeatExplorer CCACTAGAGGGAGCTCAGGAGC
Cluster 66 TGACTGTATAGAGTTACATGAT
PboSat9-178 178 0,100 GCCACTCCCGGGTTGGTGTTTTTC 52,2
TAREAN CTTGACCCCGGGTAGGCATTAATT
Cluster 55 TTTAAACCCCATAAAATGTGCTTTT
TTCGCCACCTCCGGGTTGGTGTTT
ATCCTTGACCCCCGATCGGGTGTT
AATTTTCCACTCCCGAAAATTTCAT
TTTTTCACCACCCCCGGGGTGGCG
TTTTTTTT
PboSat10-71 71 0,095 CCCATCGGGGGTCAAGGAAAAAC 52,1
RepeatExplorer ACCAACCCGGGGGTGGCGAAAAA
Cluster 67 AGCACATTTTTCGGGATAAAATTAA
PboSat11-39 39 0,091 AATCTGTATGTAGTGAGCTCCCC 51,2
RepeatExplorer CTAGTGGTGGCTGTAT
Cluster 70
PboSat12-91 91 0,091 ATGCTGGTATAACCTGGGTATAT 69,3
RepeatExplorer ACTGTATATAATTATATATGTACA
Cluster 69 GCTGGTATAAGTTATACATCTTC
TTGTATATAGTGATATGGAGC
PboSat13-38 38 0,089 TATTATATAAGTGGACCAAGTAG 65,8
RepeatExplorer AAATGTACAGTACCG
Cluster 71
PboSat14-304 304 0,089 GAATTCTAACTACACCATCACCA 56,6

TAREAN

CCCTACTATTCTCAGGCTCTACC
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Cluster 62

CCTTTTTACTCCAACTCTGTGTGT
CTGATCGTGTATATTACACAACAG
CTTCACATCATATTATCAGTACGT
AAGGCACTGCTCCACCTTGTGGG
CAATTTCTGCTACTACACCTTCCT
ATCTATATAATACTCATCTTACTGG
TTACATATGCATACCTTAGCACAAG
TGGGAAACTTCCCATGAGCTCTATA
TGCAAATAAGGGCATTGCAAAGCC
CTTGCCTTGCTCCTCTCTGCTTGGA
ATCCCTCCTCTGACT

PboSat15-95 95 0,077 GCATATGTAACCAGTAAGATGAG 60
RepeatExplorer TATTATATAGATAGGAAGGTGTAG
Cluster 78 TAGCAGAAATTGCCCACAAGGTG
GAGCAGTGCCTTACGTACTGATAAT
PboSat16-31 31 0,075 GTACAGGGATAATAAACACAGTGA 61,3
RepeatExplorer TGTCACA
Cluster 79
PboSat17-93 93 0,039 TGTGTTCATTCCACTATAAGCTACA 62,3
RepeatExplorer GATATATCCTGTTCATTCCATGTCT
Cluster 109 AGGATGCACAGGGAATTCAGTATA
CACCTGTATATGTGGAATA
PboSat18-67 67 0,021 GCTATATACACCATAAACACATACAT 72,7
TAREAN GTGTACAGTGTAAATTTATATAGTAT
Cluster 123 ATGCGTACATTTAT
PboSat19-44 44 0,020 AGCTGAGCTCTGTGATATATAGGG 59,1
RepeatExplorer TTATATGATAGAGGGAGAGA
Cluster 145
PboSat20-43 43 0,020 TTCTCAGTGATGTCACTGCTCTCTA 53,5
RepeatExplorer GTGAATGGATAGGCTGCA
Cluster 147
PboSat21-47 47 0,018 GAGCTCAGGAGATTACTGCATACT 53,2
RepeatExplorer GTATATACAGCCACCACTAGAGG
Cluster 157
PboSat22-43 43 0,017 ACAGATAATGTAGTAGATGTCACCT 58,2
RepeatExplorer GCAGTCCTATGTAACACC
Cluster 158
PboSat23-35 35 0,016 ACACAGGAGAGCTGACAGATCCT 51,4
RepeatExplorer CTATACTACACC
Cluster 167
PboSat24-234 234 0,015 TTTAGTGATTTCGTCATTTTTCAAGT 63,2
TAREAN CGTCAAGTGGATGTTTCTCATTTTCC
Cluster 151 ATGATTTTCAGTTTTCTTGCCATATTC
CACGTCCTACAGTGGACATTTCTAAA
TTTTCCACCTTTTTCAGTTTTCCTCGC
CATATTTCACGTCCTAAAGTGTGTATTT
CTCATTTTCCGTGATTTTCAGTTTTCTC
GCCATATTCCAGGTCCTTCAGTGTGCA
TTTCTCATTTTTCACGTTT
PboSat25-73 73 0,011 GAGCTCAGGAGATTACTGCATACT 53,2
RepeatExplorer GTATATACAGCCACCACTAGAGG
Cluster 198
PboSat26-44 44 0,011 CATTACCTGGTAGTGTCTCTATAAG 51,5
RepeatExplorer AAGCCTCCTACTCTGCACT
Cluster 208
PboSat27-93 93 0,0370 CTGTTCATTCCATGTCTAGGATGCACA 63,4
TAREAN GGGAATTCAGTATACACCTGTATATGT
Cluster 96 GTAATATGTGTTCATTCCACTATAAG
CTACAGATATATC
PboSat28-43 43 0,0210 CTCTAGTGAATGGATAGGCTGCATTCTC 53,5
TAREAN AGTGATGTCACTGCT
Cluster 125

Fonte: O autor (2019)



Tabela 2. Gréficos de agrupamentos de sequéncias gerados pelo RepeatExplorer

para os DNAs satélites encontrados no genoma de P. boiei.
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Fonte: O autor (2019)

Tabela 3. Lista de primers desenhados para os DNAs satélites

Nome do Primer  Sequéncia (5’ - 3’)

PboSatl-176F GTCAGGCGAATGAAAACTC
PboSat1-176R ATTCCTGCACAGAGAAATTG
PboSat2-173F CCTCCGACTTGGTGTGGC

PboSat2-173R

AGTTTGTCACTCTTCAGGTTTG

PboSat3-189F

CATGCTGGTACTTGCCTTGCC

PboSat3-189R GAGACTGGCTGGGAATCCC
PboSat4-68F GAATCTGAACCAAGGATTCC
PboSat4-68R CTATAGGTTAATCGCGTACC
PboSat5-35F TTATAGTAGTTATATTCTTGT
PboSat5-35R TACTGCCCCTATGTACAA
PboSat6-97F ATGTACACAGTGACTGCA
PboSat6-97R ACATTACATTACTTATCCTGTA
PboSat7-39F GATAGGATTAGATACGCAGC
PboSat7-39R ATGTGTGATACTGTCTGCAG
PboSat8-67F GCAGCCACCACTAGAGGG
PboSat8-67R AGGCAGGGAGGATGTTATCA

PboSat9-178F ACTCCCGAAAATTTCATTTTTTC

PboSat9-178R GGAAAATTAACACCCGATCG

PboSat10-71F AATTAACCCATCGGGGGT

PboSat10-71R TTATCCCGAAAAATGTGCTTT
PboSat11-39F TGTAGTGAGCTCCCCCTAGT

PboSat11-39R TACAGATTATACAGCCACCACT
PboSat12-91F TATGGAGCATGCTGGTATAA

PboSat12-91R TCACTATATACAAGAAGATGTA
PboSat13-38F ATAAGTGGACCAAGTAGAAA

PboSat13-38R ATAATACGGTACTGTACATTT
PboSat14-68F CCTTGTGGGCAATTTCTGCTA

PboSat14-68R TGGAGCAGTGCCTTACGTAC
PboSat15-95F ATAATGCATATGTAACCAGTAA

PboSat15-95R CAGTACGTAAGGCACTGC
PboSat16-31F CACAGTGATGTCACAGTAC

PboSat16-31R TTTATTATCCCTGTACTGTGA
PboSat17-93F GTTCATTCCATGTCTAGGAT
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PboSat17-93R TGGATATATCTGTAGCTTATAG
PboSat18-67F TAAACACATACATGTGTACA
PboSat18-67R TGGTGTATATAGCCATAAAT
PboSat19-44F AAGCTGAGCTCTGTGATATA
PboSat19-44R CTCTCCCTCTATCATATAAC
PboSat20-43F TGATGTCACTGCTCTCTAGT
PboSat20-43R CTGAGAATGCAGCCTATCC
PboSat21-47F CACCACTAGAGGGAGCTCA
PboSat21-47R GCTGTATATACAGTATGCAGTA
PboSat22-43F TAATGTAGTAGATGTCACCT
PboSat22-43R TCTGTGGTGTTACATAGGA
PboSat23-35F CCTCTATACTACACCACACA
PboSat23-35R ATCTGTCAGCTCTCCTGTG

PboSat24-234F TCACGTCCTAAAGTGTGTAT

PboSat24-234R AATATGGCGAGGAAAACTGA

PboSat25-73F TGATGTAATGTCTCTGGAGG
PboSat25-73R TATATGTGACTGATATCAGCC
PboSat26-44F CTGGTAGTGTCTCTATAAGA
PboSat26-44R GTAATGAGTGCAGAGTAGG
PboSat27-93F ACAGATATATCCTGTTCATTC
PboSat27-93R AGCTTATAGTGGAATGAAC
PboSat28-43F CTCTAGTGAATGGATAGGCT
PboSat28-43R AGCAGTGACATCACTGAGAA

Fonte: O autor (2019)
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Figura 4. Histograma com os clusters repetitivos encontrados pelo RepeatExplorer no genoma de P. boiei.
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Figura 5. Resultado da busca por sequéncias similares no BLAST para o satélite PboSat3A-189.



Tabela 4. Relacao das 42 sequéncias similares para o satélite PboSat3A-189 no BLAST do NCBI.

Espécie Identidade Acesso
Physalaemus cuvieri clone PcP190EcoRI_c12 satellite sequence 89% JF281115.1
Physalaemus cuvieri clone PcP190EcoRI_c6 satellite sequence 89% JF281109.1
Physalaemus cuvieri clone PcP190EcoRI_c10 satellite sequence 90% JF281113.1
Physalaemus cuvieri clone PcP190EcoRI_c11 satellite sequence 88% JF281114.1
Pseudis tocantins clone C1-4 satellite PcP190 sequence 89% KX170887.1
Physalaemus cuvieri clone PcP190EcoRI_c13 satellite sequence 87% JF281116.1
Physalaemus cuvieri clone PcP190EcoRI_c17 satellite sequence 86% JF281120.1
Physalaemus cuvieri clone PcP190EcoRI_c16 satellite sequence 86% JF281119.1
Physalaemus cuvieri clone PcP190EcoRI_c4 satellite sequence 86% JF281117.1
Pseudis minuta voucher ZUEC:11583 clone C7 satellite PcP190 sequence 87% MH370440.1
Pseudis limellum voucher MNRJ:34072 clone C8 satellite PcP190 sequence 87% MH370453.1
Physalaemus marmoratus clone 5.1 satellite PcP190 sequence 89% KM361701.1
Pseudis tocantins clone C11-3/1a satellite PcP190 sequence 84% KX170931.1
Pleurodema diplolister clone 10.2 satellite PcP190 sequence 88% KM361713.1
Pleurodema diplolister clone 6.1 satellite PcP190 sequence 88% KM361711.1
Pleurodema diplolister clone 4.2 satellite PcP190 sequence 88% KM361709.1
Pleurodema diplolister clone 2.1 satellite PcP190 sequence 88% KM361707.1
Physalaemus albifrons clone c9 satellite PcP190 sequence 88% KM361698.1
Physalaemus albifrons clone 4.1 satellite PcP190 sequence 88% KM361696.1
Physalaemus cuvieri clone PcP190EcoRI_c14 satellite sequence 82% JF281124.1
Physalaemus marmoratus clone 8.2 satellite PcP190 sequence 88% KM361705.1
Physalaemus marmoratus clone 8.1 satellite PcP190 sequence 88% KM361704.1
Physalaemus cuvieri clone MG3.2 satellite PcP190 sequence 89% KM361674.1
Pleurodema diplolister clone 10.1 satellite PcP190 sequence 87% KM361712.1
Pleurodema diplolister clone 4.1 satellite PcP190 sequence 87% KM361708.1
Physalaemus ephippifer clone 10.1 satellite PcP190 sequence 87% KM361700.1
Physalaemus albifrons clone 1.1 satellite PcP190 sequence 87% KM361694.1
Physalaemus albonotatus clone 3.2 satellite PcP190 sequence 87% KM361692.1
Physalaemus centralis clone 5.1 satellite PcP190 sequence 87% KM361688.1
Physalaemus centralis clone 2.1 satellite PcP190 sequence 87% KM361686.1
Physalaemus centralis clone 1.2 satellite PcP190 sequence 87% KM361684.1
Physalaemus cuvieri clone PB6.2 satellite PcP190 sequence 87% KM361683.1
Physalaemus cuvieri clone PB1.1 satellite PcP190 sequence 87% KM361681.1
Physalaemus cuvieri clone RS1.1 satellite PcP190 sequence 87% KM361675.1
Physalaemus marmoratus clone 5.2 satellite PcP190 sequence 87% KM361702.1
Physalaemus cuvieri clone TO6.1 satellite PcP190 sequence 88% KM361679.1
Physalaemus cuvieri clone TO6.2 satellite PcP190 sequence 86% KM361680.1
Physalaemus cuvieri clone TO5.2 satellite PcP190 sequence 86% KM361678.1
Pleurodema diplolister clone 4.3 satellite PcP190 sequence 87% KM361710.1
Physalaemus cuvieri clone MG3.1 satellite PcP190 sequence 87% KM361673.1
Physalaemus albonotatus clone 9.1 satellite PcP190 sequence 86% KM361689.1
Physalaemus albonotatus clone 2 satellite PcP190 sequence 84% KM361690.1

Fonte: O autor (2019)
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4.2. Capitulo 2: Estudo citogenético de quatro espécies de Proceratophrys (Anura,
Odontophrynidae): andlises convencionais e moleculares.
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'Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, UNESP — Universidade
Estadual Paulista, Campus de Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil

’Departamento de Zoologia e Centro de Aquicultura (CAUNESP), Instituto de
Biociéncias, UNESP — Universidade Estadual Paulista, Campus de Rio Claro, S&do

Paulo, Brasil

INTRODUCAO

O género Proceratophrys pertence a familia Odontophrynidae, que juntamente
com Macrogenioglottus e Odontophrynus totalizam 54 espécies (PYRON & WIENS,
2011; FROST, 2018). Foi proposto por Miranda-Ribeiro em 1920 e tem como espécie
tipo P. biggibosa, proveniente do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. E 0 mais
representativo dos géneros da familia em quantidade de representantes,
compreendendo atualmente 41 espécies, distribuidas no leste e Sul do Brasil,
nordeste da Argentina e Paraguai, sendo encontradas em ambientes florestados e
areas abertas (PRADO & POMBAL, 2008; FROST, 2018).

A riqueza de espécies do género Proceratophrys no entanto provavelmente é
subestimada, em relacdo ao numero de espécies, conforme indicado pela constante
descoberta e descricdo de novas espécies, sendo que somente nos Ultimos sete anos,
doze novas espécies foram descritas (PRADO & POMBAL, 2008; AVILA et al., 2011;
MARTINS & GIARETTA 2011; NAPOLI et al., 2011; CRUZ et al., 2012; BRANDAO et
al., 2013; DIAS et al., 2013; GODINHO et al., 2013; MARTINS & GIARETTA, 2013;
MANGIA et al., 2014; MANGIA et al., 2018).

A classificacdo taxondmica para Proceratophrys tem sido realizada com base
em similaridade morfoldgica externa, e suas espécies sdo comumente agrupadas em
grupos ou complexos de espécies (IZECKSOHN et al., 1999; GIARETTA et al., 2000;
KWET & FAIVOVICH, 2001; PRADO & POMBAL, 2008), mesmo com evidéncias
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moleculares apontando para o ndo monofiletismo deste grupo (PRADO & POMBAL,
2008; AMARO et al., 2009; PYRON & WIENS 2011, TEIXEIRA et al., 2012).

O complexo P. boiei possui representantes caracterizados por apresentar um
anico e longo apéndice palpebral e sem apéndice rostral triangular. Inclui as espécies
P. boiei (Wied-Neuwied, 1824), P. paviotii Cruz, Prado & Izecksohn, 2005 e P. renalis
(Miranda-Ribeiro, 1920).

As espécies do complexo P. appendiculata também possuem apéndices
palpebrais Unicos e longos, porém, diferente do grupo P. boiei, possuem o apéndice
rostral triangular. Fazem parte deste complexo as espécies P. appendiculata (Gunther,
1873), P. laticeps lzecksohn & Peixoto, 1981, P. melanopogon (Miranda-Ribeiro,
1926), P. moehringi Weygoldt & Peixoto, 1985, P. phyllostomus Izecksohn, Cruz &
Peixoto, 1998, P. sanctaritae Cruz & Napoli, 2010, P. subguttata Izecksohn, Cruz &
Peixoto, 1998, P. tupinamba Prado & Pombal, 2008, P. vielliardi Martins & Giaretta,
2011, P. belzebul Dias, Amaro, Carvahlo-e-Silva, e Rodrigues, 2013, P. gladius
Méngia, Santana, Cruz, e Feio, 2014, P. itamari Mangia, Santana, Cruz, e Feio, 2014
e P. izecksohni Dias, Amaro, Carvahlo-e-Silva, e Rodrigues, 2013.

Os representantes do complexo P. bigibbosa séo caracterizados pela falta de
apéndices palpebrais e a presenca de protuberancias p6s oculares. Fazem parte
desse grupo as espécies P. avelinoi Mercadal de Barrio & Barrio, 1993, P. bigibbosa
(Peters, 1872), P. brauni Kwet & Faivovich, 2001, P. palustris Giaretta & Sazima, 1993
e P. rondonae Prado & Pombal 2008.

Por fim, o complexo P. cristiceps agrupa espécies que ndo possuem O0S
apéndices palpebrais e o0s apéndices rostrais proeminentes ou elevacdes
postoculares, com P. cristiceps (Muller 1883), P. cururu Eterovick e Sazima 1998, P.
goyana (Miranda-Ribeiro 1937), P. concavitympanum Giaretta, Bernarde & Kokubum,
2000, P. moratoi (Jim e Caramaschi 1980), P. strussmannae Avila, Kawashita-Ribeiro
e Morais 2011, P. huntingtoni Avila, Pansonato e Strussmann 2012, P. carranca
Godinho, Moura, Lacerda e Feio 2013, P. rotundipalpebra Martins e Giaretta 2013, P.
bagnoi Brandao, Caramaschi, Vaz-Silva e Campos 2013, P. branti Brandao,
Caramaschi, Vaz-Silva e Campos 2013, P. dibernardoi Brandao, Caramaschi, Vaz-

Silva e Campos 2013, P. caramaschii Cruz, Nunes e Juncé 2012, P. aridus Cruz,
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Nunes e Juncé 2012 e P. ararype Mangia, Koroiva, Nunes, Roberto, Avila, Sant’Anna,
Santana, e Garda, 2018. A espécie P. schirchi (Miranda-Ribeiro, 1937) encontra-se

isolada, n&do fazendo parte de qualquer agrupamento do género.

A espécie Proceratophrys boiei (Wied-Neuwied, 1825) é representada por
sapos neotropicais, endémicos da Mata Atlantica, sendo encontrada em areas de até
1.200 m de altitude. Esta distribuida ao longo do leste do Brasil, associada a Mata
Atlantica e éreas de transicdo com Cerrado, do sul do estado do Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Parana ao sul de Santa Catarina. A espécie € comumente
encontrada na serapilheira dentro de florestas, préximo a coOrregos pequenos,
estreitos e de fluxo lento permanente (HADDAD & SAZIMA, 1992; CONTE &
MACHADO, 2005; ANANIAS et al., 2007; ZINA et al., 2007; PRADO & POMBAL, 2008;
SERAFIM et al., 2008).

A espécie P. melanopogon (Miranda-Ribeiro, 1926), ocorre na Serra do Mar e
na Serra da Mantigueira nos estados de Séao Paulo, no Rio de Janeiro, e no extremo
sudeste de Minas Gerais, no sudeste do Brasil. J& Proceratophrys schirchi (Miranda-
Ribeiro, 1937), é nativa do Brasil e ocorre do leste ao sul do pais, nos estados da
Bahia, Espirito Santo, extremo nordeste de Minas Gerais e Rio de Janeiro. Ja
Proceratophrys laticeps Izecksohn e Peixoto, 1981, tem uma distribuicdo no leste do

Brasil, variando da parte central do estado da Bahia e sul do estado do Espirito Santo.

Dados genéticos e citogenéticos de Proceratophrys ainda sdo escassos na
literatura quando comparado a alguns outros grupos de anuros, e até o momento sdo
limitados apenas a descricdo do numero e a morfologia cromossémica, baseados em
coloracdo convencional com Giemsa, Bandamento C e impregnacdo com nitrato de
prata (ANANIAS et al., 2007; AMARO et al., 2012), ainda sem analises citogenémicas

e moleculares para o género.

Os dados cariotipicos sao restritos as especies P. boiei, P. appendiculata e P.
renalis, que possuem um numero diploide de 2n = 22 cromossomos e Regido
Organizadora de Nucléolo (RON) localizada no par 8, além de um padrdo incomum
de distribuicdo da heterocromatina constitutiva nos cromossomos de P. boiei, que
apresentam grandes blocos heterocrométicos, ao contrario de outros anuros
(ANANIAS et al., 2007; AMARO et al., 2012).
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Dessa forma, levando-se em consideracdo a falta de estudos citogenéticos
convencionais e moleculares em anuros, sobretudo no género Proceratophrys, e as
constantes e recentes descricbes de novas espécies para 0 género, no presente
estudo foram comparados os cromossomos de P. schirchi, P. boiei, P. melanopogon
e P. laticeps, a fim de obter um melhor conhecimento sobre as caracteristicas
cromossOmicas e contribuir para a compreensao da evolucdo cromossdmica deste

género.
MATERIAL E METODOS
Amostras

Neste estudo, foram analisadas amostras de Proceratophrys schirchi, P. boiei,
P. melanopogon e P. laticeps. Os espécimes de P. schirchi e P. laticeps foram
coletados em area florestada do municipio de Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil
(19°55'54.5"S 40°35'22.8"0). Ja P. boiei e P. melanopogon foram coletados no
municipio de Mogi das Cruzes, Sdo Paulo, Brasil (23°29'31.8"S 46°14'51.1"0). Todos
os individuos foram coletados na natureza sob licencas de coletas emitidas pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade (ICMBio) sob os numeros
59449/2017 e 60972/2017.

Preparacdes citogenéticas

A eutanadsia dos espécimes foi realizada por anestesia profunda sob
consentimento e aprovacao do comité de ética em uso animal - CEUA (permisséo
004752/2017), Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, SP, Brasil. Todos os
animais foram depositados na colecéo de anfibios Célio F. B. Haddad (CFBH) alojado

no Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, SP, Brasil.

Os cromossomos metafasicos foram obtidos a partir de células do epitélio
intestinal como descrito por Schmid (1978), medula 6ssea e figado, como descrito em
Baldissera JR et al. (1993) e corados com solucdo de Giemsa a 10%. As melhores
metafases foram selecionadas e fotografadas para cariotipagem. As regifes
organizadoras de nucléolo (Ag-RONSs) foram localizadas por impregnacéao pelo nitrato
de prata (HOWELL & BLACK, 1980) e a heterocromatina constitutiva foi detectada

pela técnica de Bandamento C de acordo com Sumner (1972).
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Extracdo de DNA genémico e obtencao de sondas

O DNA total de P. boiei foi obtido a partir de amostras de figado, utilizando o
Kit comercial “WizardGenomic DNA Purification Kit” — Promega, seguindo as
determinacdes do fabricante. As amostras obtidas, coradas com 1 pL de Blue Juice
(6X) (Invitrogen®), foram aplicadas em gel de agarose 1% e a avaliacao da qualidade
das amostras foram realizadas através da visualizagdo das bandas em um

transiluminador de luz ultravioleta.

A sonda de 18S rDNA foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction)
amplificada do DNA genbmico de P. boiei, utilizando os seguintes primers:
Pboi_C18S_F: AATTCCAGCTCCAATAGCGT e Pboi_C18S_R:
CCGCGGGCCTGATTTGAA. A amplificacdo ocorreu em um termociclador com o
programa utilizado de 5 minutos a 94°C e 30 ciclos: 45 segundos a 94°C; 45 segundos

a 60°C; 1 minuto e 30 segundos a 68°C; e extensao final de 5 minutos também a 68°C.
Hibridacdo Fluorescente in situ (FISH)

Para a técnica de FISH foi utilizada a sonda de 18S rDNA marcada com
digoxigenina-11-dUTP (Roche), de acordo com o método de Pinkel et al. (1986) com

modificacdes descritas em Silva et al. (2012).

Laminas preparadas com cromossomos metafasicos foram incubadas com
RNase (20 ng / uL) por 1 hora a 37°C e desidratadas usando uma série de alcool
(70%, 90% e 100%). O DNA cromossomico foi desnaturado durante 50 segundos em
formamida a 70% em 2xSSC a 70°C e desidratado imediatamente utilizando uma série
de alcool gelada (70%, 90% e 100%). A solucdo de hibridacdo (24 microlitros de
hybuffer e 6 microlitros de sonda de rDNA) foi incubada durante 10 min a 95°C em um

termociclador e aplicada a cada lamina com o material cromossomico.

Apos a hibridagéo durante a noite a 37°C, as laminas foram lavadas por 10
minutos em 2xSSC a 72°C. Sinais de hibridacdo foram detectados usando
antidigoxigenina-rodamina (Roche) e lavadas uma vez com PBD (1 g de leite em p6
+ 20 mL de 20xSSC + 500 ul de Triton + 100 mL de agua destilada) a 45°C por 5

minutos. Cada lamina foi incubada com 0,5 ul de Antidigoxigenina rodamina + 100 pl
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PBD por 30 minutos em camara umida a 37°C. Foram feitas trés lavagens por 5

minutos com PBD a 45°C.

Os cromossomos foram contrastados usando Vectashield Mounting Medium e
DAPI (4 ', 6 diamidino-2-phenylindole), antes da visualizagdo com um microscopio
Olympus BX51 acoplado a uma camera digital (modelo Olympus D71). As imagens

foram capturadas usando o programa DP Controller.
RESULTADOS

O numero diploide encontrado para as espécies Proceratophrys schirchi, P.
laticeps, P. melanopogon e P. boiei foi de 2n = 22, sem cromossomos sexuais
identificados, exceto em P. boiei, onde como era esperado, o heteromorfismo
cromossdmico de heterocromatina foi observado no par 1 de individuos fémeas (Fig.
1B e 3B). O caridtipo dos espécimes analisados de P. schirchi e P. laticeps,
consistiram em 10 pares de cromossomos metacéntricos (1, 6, 7, 8, 9, 10 e 11),
submetacéntricos (2, 3 e 5) e um par subtelocéntrico (4), e em ambas as espécies,
uma constricdo secundaria foi encontrada no braco curto do par 8, proximais,
adjacentes ao centromero, coincidente com a RON (Fig. 2A e D). Blocos de
heterocromatina foram detectados na regido centromérica e pericentromérica dos
cromossomos de P. schirchi e P. laticeps, sem evidéncias de heteromorfismo

cromossomico relacionado ao sexo (Fig. 3C e E).

O cari6tipo de P. melanopogon, assim como as outras espécies aqui
estudadas, consistiu em 10 pares de cromossomos metacéntricos (1, 6, 7, 8,9, 10 e
11), submetacéntricos (2, 3 e 5) e um par subtelocéntrico (4) (Fig. 1). Diferente das
outras duas espécies, em P. melanopogon, uma constricdo secundaria foi encontrada
no braco curto do par 4 (Fig. 1C), onde também esté localizada a RON (Fig. 2C). Os
blocos de heterocromatina foram limitados a regido centromérica dos cromossomos
(Fig. 3D).

O caridtipo de P. boiei da populacdo estudada aqui, também consistiu em 10
pares de cromossomos metacéntricos (1, 6, 7, 8, 9, 10 e 11), submetacéntricos (2, 3
e 5) e um par subtelocéntrico (4) (Fig. 1B). A NOR foi localizada no brago curto do par
8 em posicéao intersticial (Fig. 2B) e foi possivel observar uma grande quantidade de

heterocromatina constitutiva na regido centromérica e pericentromérica de todos os
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cromossomos, além da presenca de um bloco de heterocromatina em apenas um dos
homologos do par 1 em fémeas, descrito como sendo um heteromorfismo

cromossomico relacionado ao sexo (Fig. 3A e B).

A técnica de hibridag&o fluorescente in situ com sonda de rDNA 18S revelou
hibridacao nos sitios correspondentes aos das Ag-RON em P. schirchi e P. boiei. Em
P. melanopogon e P. laticeps foram realizadas diferentes variacdes de FISH, mas

ainda sem resultados positivos para esta sonda (Fig. 2).
DISCUSSAO

Neste trabalho, foram fornecidos os primeiros dados cariotipicos de P. schirchi,
P. laticeps e P. melanopogon e ainda foi confirmado o cariétipo de P. boiei,
corroborando com dados ja descritos na literatura para amostras de outras
localidades. Considerando os dados avaliados, todas as espécies do estudo
apresentaram 22 cromossomos, como esperado para as espécies de Proceratophrys
ja descritas, bem como a maioria das espécies em Odontophrynidae, além de outras
familias de anuros (AMARO-GHILARDI & YONENAGA-YASSUDA, 2002; SILVA et
al., 2003; ANANIAS et al.,, 2007; GAZONI et al., 2012). Diferengas no numero
cromossdmico podem ser evidentes em anfibios, como por exemplo no género
Leptodactylus, em que algumas espécies apresentam um numero diploide de 2n = 22,
outras de 2n = 20 e até de 2n = 24 (GAZONI et al., 2012).

Os dados cariotipicos para o género Proceratophrys séo restritos apenas para
as espécies P. boiei, P. appendiculata e P. renalis, em que um nimero diploide de 2n
= 22 e RON localizada no par 8 foram descritas para estas espécies, além de um
padrao incomum de distribuicdo da heterocromatina constitutiva em P. boiei, em que
grandes blocos heterocrométicos foram encontrados. Os dados apresentados no
presente trabalho para P. schirchi, P. melanopogon e P. laticeps sdo similares,
destacando um certo grau de conservadorismo do nimero diploide no grupo (BECAK
et al., 1970; SILVA et al., 2003; ANANIAS et al., 2007).

Como exemplo de variacdo cariotipica em anuros, P. boiei apresenta uma
caracteristica interessante, em que analises interpopulacionais com espécimes do
sudeste e nordeste do Brasil revelaram um padrdo heterocromatico incomum no

genoma (ANANIAS et al., 2007). Nas amostras populacionais mais ao sul (Estado de
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Séao Paulo), os autores relataram a presenca de grandes blocos de heterocromatina
nas regioes centromeéricas de todos 0s cromossomos, enquanto as amostras mais
setentrionais (Estado da Bahia) apresentaram uma pequena quantidade de

heterocromatina constitutiva.

Além disso, as fémeas de Sao Paulo apresentaram, no par cromossémico 1,
um cromossomo homoélogo com um grande bloco heterocromatico, enquanto que 0s
machos apresentavam heterocromatina restrita a regido centromérica. Este arranjo
heterocromatico incomum levou Ananias e colaboradores (2007) a supor que P. boiei
possui um sistema de determinacgéo sexual tipo ZZ / ZW, sendo o primeiro registro de
cromossomos sexuais ZZ / ZW dentro de Odontophrynidae (ANANIAS et al., 2007). O
mesmo heteromorfismo cromoss6mico foi detectado em outras duas localidades
dentro da faixa geogréfica do estado de Sao Paulo, em que o sistema de
cromossomos sexuais do tipo ZZ: ZW parece estar generalizado em P. boiei (AMARO
et al.,2012). Essa composicdo cariotipica para P. boiei foi corroborada no presente
trabalho, em que o conjunto cromossémico de amostras da localidade de Mogi das

Cruzes apresentou o heteromorfismo relacionado ao sexo em fémeas de P. boiei.

Dessa forma, questdes envolvendo diferencas citogenéticas em populacoes,
como encontrados para P. boiei, fortalecem a possivel existéncia de complexos de
espécies sob um nome especifico, refletindo a necessidade de estudos mais
aprofundados que ajudariam a resolver essas questdes taxonémicas. Os cariétipos
encontrados para as espécies de Proceratophrys no presente trabalho, indicam uma
estreita relacédo entre as trés espécies do grupo ja descritas na literatura, estando de

acordo com Prado & Pombal (2008), ao junta-los a grupos de espécies naturais.

Como ha uma grande similaridade na constituicao cariotipica entre as espécies
de Proceratophrys analisadas neste trabalho, a Ag-RON pode ser um importante
marcador espécie-especifico. Em nossa amostra, as espécies P. boiei, P. schirchi e
P. laticeps apresentaram uma RON localizada no brago curto do par 8, como relatado
em algumas populagdes de espécies no género (ANANIAS et al., 2007; AMARO et
al., 2012). A posicdo da RON no par 8 em anfibios é frequente, porém, a posicéo
desse marcador nem sempre é coincidente, podendo aparecer seja nos bracos curtos,
seja nos bracos longos, em posicéo terminal, distal, intersticial ou proximal, além de

outros pares cromossdmicos, como ocorreu em P. melanopogon no presente trabalho,
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onde a RON apareceu no par 4, e nesse caso € possivel sugerir que rearranjos

cromossOmicos ocorreram nesta espécie.

Nas espécies amostradas, foram observadas RONs em apenas um par
cromossémico, o que é usual em anfibios anuros (SCHMID et al., 1990; GREEN &
SESSIONS, 2007; SCHMID et al., 2010). O uso combinado de impregnacao por nitrato
de prata e FISH usando sonda de rDNA 18S confirmou que as constricdes
secundérias encontradas em P. boiei e em P. schirchi eram RONs ativas, por meio da
hibridagdo da sonda exatamente no local da RON. A ocorréncia de RONs mudltiplas,
no entanto, é relativamente comum em alguns grupos de anuros, como por exemplo
em P. boiei de uma populacéo de Iperd, Sdo Paulo, em que RONs foram identificadas
nos cromossomos dos pares 4 e 8 (AMARO et al., 2012). E em outros géneros como
€ 0 caso de Leptodactylus mystacinus, em que marcac¢des nos cromossomos dos

pares 4 e 8 foram encontrados (SILVA et al., 2006).

Apesar do numero diploide conservado em Proceratophrys, uma diferenca nas
formulas cromossdmicas foi observada em P. melanopogon. Foi observada uma
constricdo secundaria atipica localizada em posicao intersticial no braco curto do par
4, o que difere de P. schirchi e P. laticeps, nos quais a localizacdo da constricdo
secundaria se deu no par 8. Coincidentemente, a NOR foi localizada junto a constricédo
secundaria encontrada nessas espécies analisadas. Do mesmo modo, Ananias et al.
(2007) encontraram NORs heteromorficas em dois exemplares de P. boiei de Mata de
Séo Jodo — BA, estando localizadas no par cromossémico 8, fato este que reforga
essa localizacao e posicdo de NORs em P. schirchi e P. laticeps, porém diferente em
P. melanopogon como encontrado no presente trabalho, mesmo sendo espécie
proximamente relacionadas. Essa informag¢do € muito interessante uma vez que a
identificacdo da morfologia, nimero e posi¢cao da regido organizadora do nucléolo
pode contribuir significantemente para estudos de relacionamentos filogenéticos e
evolugcdo dos cromossomos, sendo um importante marcador em estudos

citotaxonbmicos.

As espécies de Proceratophrys da presente amostra exibem bandas C,
predominante