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RESUMO

O Brasil ¢ um dos paises com maior diversidade de anfibios anuros, com o nimero de
espécies aumentando cada vez mais com a descoberta de novas espécies e a realizagdo de
estudos envolvendo caracteres de morfologia externa, osteologia, bioactstica, biologia
reprodutiva, ecologia, distribuicdo geografica e, progressivamente, dados de sequenciamento
de DNA mitocondrial e nuclear. Apesar disso, a citogenética ainda tem sido pouco
considerada como importante complemento aos dados de marcadores moleculares, o que
poderia auxiliar na elucidacdo de problemas de taxonomia e sistematica de muitas espécies de
anuros. O género Neotropical Leptodactylus, por exemplo, tem passado por inimeras revisoes
e alteracdes no numero e composi¢ao de familias e apresenta indicativos de modificagdes
cromossdmicas que podem ter contribuido para a variacao intra e interespecifica, mostrando
que os marcadores citogenéticos poderdo ajudar no esclarecimento de muitas dessas
alteragdes. No presente trabalho foi realizado mapeamento por hibrida¢do in situ por
fluorescéncia (FISH) de sequéncias repetitivas de snDNA U2 no caridtipo de 6 espécies de
Leptodactylus (2n = 22, exceto por Leptodactylus sp. 2, com 2n = 20) coletados no Brasil,
com o objetivo de revelar seus padrdes de distribui¢ao, dados que permanecem desconhecidos
em anfibios. A sonda de DNA usada, hibridou na regido distal do brago curto do par
metacéntrico 6 em L. fuscus (grupo Leptodactylus fuscus), L. latrans (grupo Leptodactylus
latrans), L. petersii, Leptodactylus sp. e Leptodactylus sp. 2 (grupo Leptodactylus
melanonotus). Uma mudanca nesse padrdo foi observada em L. labyrinthicus (grupo
Leptodactylus pentadactylus) de duas localidades no estado de Sao Paulo. Um espécime de
Lencdis Paulista mostrou sinais de hibridagdo na regido proximal do brago curto do par 10 e,
adicionalmente, na regido distal do brago curto do par 6, enquanto L. labyrinthicus de Rio
Claro exibiu sinais de hibridagcdo apenas nos cromossomos 10. A mesma localiza¢do das
sequéncias do gene U2 para a maioria das espécies analisadas no trabalho sugere um padrao
relativamente conservado, bem como ja observado para outros animais estudados, e uma
homeologia entre o cromossomo 6 dessas espécies de Leptodactylus, incluindo Leptodactylus
sp. 2, na qual ¢ considerado que pelo menos um evento de fusdo ocorreu durante a evolugao
do cariotipo. Os resultados mostram que o gene snDNA U2 representa um bom marcador

citogenético para o género Leptodactylus.

Palavras-chave: Citogenética molecular. Hibridagdo in situ por fluorescéncia. Cromossomo.
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1 INTRODUCAO

A Classe Amphibia esta presente no mundo todo, exceto na Antartida (DUELLMAN;
TRUEB, 1994), e ¢ composta por 7545 espécies, pertencentes as ordens Gymnophyona,
Caudata, e, majoritariamente, Anura, com 6639 representantes (FROST, 2016). O Brasil ¢ um
dos paises com maior diversidade de anfibios anuros, com 1039 espécies reconhecidas até o
momento, segundo a Lista de Anfibios Brasileiros (SEGALLA et al., 2016). A partir de 2005,
foram realizadas extensas revisdes baseadas principalmente em dados moleculares como as de
Faivovich et al. (2005), Frost et al. (2006), Grant et al. (2006), Hedges et al. (2008) e Pyron e
Wiens (2011), resultando em grandes modificagdes na taxonomia e sistemdtica de toda a
classe Amphibia, porém sem considerar dados cromossomicos na maior parte desses
trabalhos. E importante enfatizar que analises de dados de sequenciamento de DNA
associados com informagdes cariotipicas tém produzido relevantes trabalhos sobre a filogenia
de certos grupos de anuros da fauna brasileira (AGUIAR et al., 2007; LOURENCO, L., et al.,
2008; TARGUETA et al., 2010), mostrando que a citogenética pode também contribuir no
esclarecimento de questdes de taxonomia e sistematica (LOURENCO, A., et al., 2016).

Atualmente, sdo reconhecidas 74 espécies para o género Leptodactylus (FROST, 2016),
que mostram ampla distribuicdo geografica, com ocorréncia na regido Neotropical, desde o
sul dos Estados Unidos, na América do Norte, América Central, Antilhas, até a Argentina na
América do Sul (DUELLMAN; TRUEB, 1994; FROST, 2016). No Brasil, o nimero de
espécies registradas ¢ de 57 (SEGALLA et al., 2016), com tendéncia a aumentar, ja que novos
representantes tém sido descritos recentemente (FROST, 2016). As espécies de Leptodactylus
reconhecidas atualmente sdo subdivididas em quatro grupos (DE SA et al., 2014), sendo eles
o grupo Leptodactylus fuscus, grupo Leptodactylus latrans, grupo Leptodactylus melanonotus
e grupo Leptodactylus pentadactylus. Grande parte dos estudos relacionados a taxonomia e
sistematica dos Leptodactylus foi, tradicionalmente, baseada em caracteres morfologicos e
comportamentais, como utilizado de inicio por Heyer (1969) para a subdivisao das espécies
em grupos fenéticos. O género tem passado por diversas mudangas nos ultimos anos, o que
aumentou consideravelmente a necessidade de estudos envolvendo técnicas diversas, como as
de citogenética, envolvendo o maior numero possivel de marcadores cromossomicos que

possam corroborar ou esclarecer as relagdes filogenéticas entre as espécies.



* Citogenética de Leptodactylus

Os caridtipos de cerca de 40 espécies de Leptodactylus (sensu DE SA et al., 2014) sio
conhecidos at¢é o momento (revisdes em GREEN; SESSIONS, 2007; KING, 1990,
KURAMOTO, 1990, complementadas com os trabalhos de GAZONI et al., 2012 e COELHO
et al., 2015) e apresentam, de modo geral, 2n = 22 cromossomos, com exce¢do de L. cf.
podicipinus e L. silvanimbus, com 2n = 20 (GAZONI et al., 2012) e 2n = 24 (AMARO-
GHILARDI et al.,, 2006), respectivamente. Quando analisados apenas com coloragdo
convencional, como na maioria dos casos de descri¢ao cariotipica no género, sdo, geralmente,
bastante similares entre si, pois a técnica resulta apenas na descrigdo do numero e da
morfologia dos cromossomos. No entanto, as técnicas de coloracdo diferencial e de
citogenética molecular, obtidas a partir de 1990, tém produzido alguns resultados indicativos
de que variacdes cromossdmicas podem modificar, em certa extensdo, a constitui¢do
cariotipica inter e intraespecifica de espécies de Leptodactylus (AMARO-GHILARDI et al.,
2004; AMARO-GHILARDI et al., 2006; ARRUDA; MORIELLE-VERSUTE, 2008;
GAZONI et al., 2012; GAZONI, 2015; SILVA et al., 1999; SILVA et al., 2004; SILVA et al.,
2006; SUAREZ, 2010; WILEY et al., 1992).

A citogenética molecular, caracterizada pela manipulacao propriamente dita de material
genético, baseia-se, principalmente, na hibridagdo in situ por fluorescéncia — FISH. A técnica
de FISH permite a identificagdo de sondas de DNA marcadas, geralmente pela inclusdo de um
nucleotideo contendo biotina ou digoxigenina associada, que ap6s hibridagdo com o DNA
cromossdmico complementar, podem ser detectadas por moléculas contendo fluoréforos (de
forma geral avidina para sondas marcadas com biotina e anticorpo anti-digoxigenina para
sondas marcadas com digoxigenina) e visualizadas sob microscopia de fluorescéncia

(GUERRA, 2004).

*Os snRNA U

As sequéncias de DNA repetitivo compdem substancialmente o material genético dos
eucariotos, podendo estar organizadas de forma dispersa pelo genoma ou como repeticdes em
tandem, como, por exemplo, os microssatélites, minissatélites e familias multigénicas
(CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994; MAXSON et al., 1983). De acordo
com Nei e Rooney (2005), familias multigénicas sdo grupos de genes que apresentam

similaridade estrutural e funcional e descendem de um gene ancestral comum. Exemplos de
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familias multigénicas bem conhecidas e estudadas do ponto de vista molecular e
cromossomico sdao os genes codificadores de proteinas histonicas, genes de RNAs
ribossomais (rRNAs) e genes de pequenos RNAs nucleares (snRNAs). Os snRNAs estdo
sempre associados a um conjunto de proteinas especificas, sendo o complexo conhecido como
pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs), e os componentes mais comuns desses
complexos sdo os RNAs spliceossomais U.

Os snRNA U s3ao sequéncias transcritas por cinco diferentes DNAs repetitivos
altamente conservados (BARZOTTI et al., 2003), chamados de snRNAs U devido ao seu alto
teor de acido uridilico (HODNETT; BUSCH, 1968; MURAMATSU; HODNETT; BUSCH,
1966; NAKAMURA; PRESTAYKO; BUSCH, 1968), que desempenham importante fungao
no processo de splicing, onde, juntamente com uma série de proteinas, constituem partes do
spliceossomo (VALADKHAN, 2005), maquinaria utilizada para realizar o processamento do
pré-mRNA no ntcleo, possibilitando a retirada dos introns e ativando o RNA para a tradugao
da informagdo genética em proteinas. Essas sequéncias participam, também, de diferentes
processos de regulacdo celular como, por exemplo, na manutencdo dos teldomeros. Os
snDNAs U sdo considerados bons marcadores repetitivos identificaveis pela técnica de FISH,
tendo sido estudados em diversos organismos na tentativa de entender as relagdes evolutivas
entre espécies proximas, bem como na inferéncia de homeologia entre determinados
cromossomos presentes em linhagens distintas e no rastreamento da origem e evolugao de
cromossomos especificos (UTSUNOMIA et al., 2014). Até o momento, no entanto, ndo ha
relato de mapeamento destas sequéncias em anfibios. Os mais abundantes snDNAs sdo os
genes que codificam Ul e U2 (ARES et al., 1985). Os genes snRNA U2 em galinha (Gallus
gallus) e no anfibio Xenopus laevis, por exemplo, sdo repetidos em tandem, assim como em
seres humanos, mas os mesmos genes em ratos € camundongos sao encontrados dispersos ou
organizados como pares invertidos no genoma de tais organismos (DAHLBERG; LUND,
1988). Dessa forma, o surgimento da organizagdo em tandem de sequéncias do gene U2 pode
ter acontecido independentemente nas linhagens de anfibios e aves ou a linhagem dos
roedores pode ter perdido tal caracteristica (MATERA; WEINER; SCHMID, 1990).

Devido a sua grande importancia para o metabolismo celular, os genes snRNA U
constituem uma distinta classe de genes conservados evolutivamente que ja foram mapeados
citogeneticamente em diversos organismos, incluindo humanos (LUND et al., 1983),
camundongos (LUND; NESBITT, 1988), crustaceos (BARZOTTI et al., 2003), peixes
(CABRAL-DE-MELLO et al., 2012; MANCHADO et al., 2006; UBEDA-MANZANARO et
al., 2010) e algumas espécies de gafanhotos (BUENO et al., 2013; PALACIOS-GIMENEZ et
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al., 2013), indicando a conservacdo do numero e¢ da posicdo de agrupamentos com a
localizagdo restrita, em geral, a apenas um ou poucos pares cromossomicos (ANJOS, 2014).
Essa conservagdo das sequéncias de snRNA U ¢ uma caracteristica muito importante, tomada
como base para a realizagdo de diversos estudos. A andlise da sequéncia de nucleotideos de
snRNA U2 de rato, galinha e faisdo, por exemplo, mostraram que a sequéncia primaria desses
tipos de RNA tem sido altamente conservada ao longo da evolu¢do (BRANLANT et al.,
1982; REDDY et al., 1981; VAN ARSDELL; WEINER, 1984), assim como Mattaj e Zeller
(1983) apresentaram também, pois identificaram 94% de homologia entre o gene snRNA U2
em ratos e no anfibio Xenopus. Por ser uma sequéncia altamente conservada e encontrada nas
mais diversas espécies animais, o gene snRNA U2 ¢é promissor em estudos de evolucao
cromossomica.

Para o anuro Xenopus sp., sabe-se que o gene U2 ¢ organizado em pequenas sequéncias
repetitivas organizadas em tandem com aproximadamente 830 pb (MATTAJ; ZELLER,
1983), repetido de 500 a 1000 vezes no genoma, porém nao ha relato de mapeamento destas
sequéncias nos cromossomos de anfibios. Enquanto que estudos de distribuicdo gendmica
envolvendo FISH com outras sequéncias génicas repetitivas, como as de histonas e de
snRNAs envolvidos em processos de splicing alternativo tem sido utilizadas em outros
organismos, como citado anteriormente, apenas o mapeamento de sequéncias de genes
ribossomais, como de 18S, 28S e 5S, além de sequéncias teloméricas (TTAGGG), e DNA
satélite tem sido relatados nos trabalhos sobre citogenética de anfibios anuros (AMARO-
GHILARDI et al.,, 2004; AMARO-GHILARDI et al., 2006; ARRUDA; MORIELLE-
VERSUTE, 2008; GAZONI et al., 2012; SILVA et al., 1999; SILVA et al., 2004; SILVA et
al., 2006; WILEY et al., 1992).

* Splicing e o spliceossomo

O spliceossomo ¢ um grande complexo RNA-proteina utilizado para realizar o
processamento do pré-mRNA (ZAVANELLI; ARES, 1991), um processo pos-transcricional
que possibilita a retirada dos introns e torna o RNA ativo para a traducdo da informagdo
genética em proteinas, processo conhecido como splicing. Tal maquinaria molecular, a maior
conhecida atualmente, requer os snRNPs U1, U2, U4, U5 e U6 para funcionar perfeitamente
(ROESSER, 2004). Defeitos em quaisquer componentes do spliceossomo levam a uma
expressdo proteica inapropriada que pode ser altamente prejudicial ou, comumente, letal para

a célula (BURKE, 2012). Os genes snRNA U do spliceossomo sdo transcritos pela RNA
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polimerase II, exceto pelo snRNA U6, que ¢ transcrito pela enzima RNA polimerase III
(SCHUL; VAN DRIEL; DE JONG, 1998). A demanda pela transcricio dos snRNAs ¢
grande, de forma que um Unico snRNA U2 ¢ transcrito a cada 2 a 4 segundos, assim como
acontece, também, com os genes Ul (DAHLBERG; LUND, 1988).

O importante papel do splicing alternativo na expressdo génica eucariotica ¢ a remog¢ao
dos introns do pré-mRNA, que posteriormente ¢ convertido em mRNA, permitindo que a
partir de um tUnico gene sejam produzidas diferentes proteinas com diferentes fungdes
(ROESSER, 2004). Isso se deve ao fato de que alguns exons sdo encontrados em todos os
mRNAs produzidos a partir de um determinado pré-mRNA, que passa pelo processo de
splicing alternativo, gerando as formas varidveisde mRNA e, consequentemente, proteinas.
Tal processo acontece em larga escala em eucariotos superiores, aumentando a complexidade
de cada individuo por ampliar o nimero de proteinas especificas expressas a partir de um
unico gene, aumentando a diversidade proteica dos organismos (NILSEN; GRAVELEY,
2010; WILL; LUHRMANN, 2011; RITCHIE; SCHELLENBERG; MACMILLAN, 2009). O
mRNA resultante do processo de splicing contém uma sequéncia codificante pronta para ser
exportada do nucleo para o citoplasma e traduzida em proteina pelos ribossomos (BURKE,
2012).

O splicing ¢ um processo essencial para os eucariotos, sendo que pelo menos 90% dos
genes que codificam proteinas em humanos, por exemplo, passam por tal processo
(DJEBALI 2012), que ¢ praticamente inexistente em procariotos (BURKE, 2012). Em
organismos eucariotos inferiores, assim como nos fungos, os introns sdo relativamente curtos,
mas em eucariotos superiores existem introns com tamanhos variaveis, normalmente grandes.
Em Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, somente por volta de 5% dos genes passam por
splicing e seus introns contém por volta de 100 a 400 nucleotideos e em humanos, por
exemplo, os genes contém uma média de 8 introns com diferentes tamanhos entre 100 e 10
mil nucleotideos. Em geral, os introns sdo mais longos quando comparados aos exons, o que
normalmente resulta em um mRNA maduro que pode ter um tamanho muito menor do que o
gene codificante (BURKE, 2012).

Apenas no final da década de 1970 os introns foram descobertos e, desde entdo, o
entendimento dos processos envolvendo o splicing avangou e ainda avanca cada dia mais com

as novas pesquisas realizadas.
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2 OBJETIVO

Considerando que o género Leptodactylus ¢ abundante, com muitos representantes no
Brasil e que novas espécies tém sido descritas nos ultimos anos; que apenas uma pequena
parcela destas foi, at¢ o momento, cariotipada, sendo as andlises restritas, na maioria das
vezes, ao uso de coloragdo convencional; que grandes modificagdes na familia
Leptodactylidae e no género Leptodactylus ocorreram, a partir de 2006, baseadas,
principalmente, em sequenciamento de DNA mitocondrial e nuclear, porém, com pouca
énfase dada as informacgdes citogenéticas, € que existem questdes de taxonomia e sistematica
ainda nao resolvidas, como aquelas relativas a dificuldade de alocar algumas das espécies no
grupo, o presente trabalho foi desenvolvido com o intuito de buscar nova ferramenta para
obtencdo de informacdes sobre a organizagdo e localizagdo do gene snRNA U2 em anfibios,
através do mapeamento das sequéncias por hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH) no

genoma de 6 diferentes espécies de Leptodactylus.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Os espécimes de Leptodactylus utilizados no trabalho foram coletados em 4 estados do
Brasil, como mostrado na Tabela 1. As coletas foram realizadas por alunos e colaboradores da
Profa. Dra. Patricia P. P. Maltempi, sob licenca concedida pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio - SISBIO autorizacao 30202-2) e identificados pelo
Dr. Célio F.B. Haddad, do Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio
Claro, SP. Os experimentos e o manejo dos animais foram realizados em conformidade com a
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, UNESP Céampus de Rio Claro (CEUA - permissdao 027/2011). Apds a coleta do
material citologico, os animais da amostra foram fixados com formol e armazenados em
alcool 70% no laboratdrio. Posteriormente, foram depositados na Colecdo CFBH do

Departamento de Zoologia do campus.

Tabela 1: Leptodactylus coletados em estados brasileiros, localidades de coleta dos
espécimes e identificacdo dos espécimes da Cole¢do de Anfibios “Célio Fernando Baptista

Haddad” (CFBH), Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro.

Espécie Sexo Localidade Identificacao
Leptodactylus fuscus J Porto Nacional, TO CFBH39542
Leptodactylus latrans M Ubatuba, SP CFBH39555
Leptodactylus sp. J Urucara, AM CFBH39693
Leptodactylus petersii M (J)  Sao Gabriel da Cachoeira, AM CFBH39703
Leptodactylus sp. 2 F Sinop, MT CFBH36745
Leptodactylus labyrinthicus M Rio Claro, SP CFBH23257

Leptodactylus labyrinthicus F Lencois Paulista, SP CFBH39768
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3.2 Métodos

3.2.1 Obtenc¢ao de suspensoes celulares

As preparagdes cromossomicas de medula oOssea, figado e testiculos foram obtidas
durante os ultimos 5 anos, combinando-se os procedimentos descritos por Schmid (1978) e
Baldissera Jr et al. (1993) com modificagdes. Para todos os procedimentos, o tratamento
prévio dos animais foi realizado da mesma forma, que consistiu basicamente em uma inje¢ao
de colchicina na concentragdo de 1% injetada intraperitonealmente, na propor¢ao aproximada
de 0,1 mL para cada 10 g de peso do espécime, quatro horas antes da eutandsia, sem
tratamento prévio com fitohemaglutinina. Os espécimes foram sacrificados com a aplica¢do
de pomada de xilocaina (lidocaina), que foi espalhada por todo o corpo do animal,
principalmente na regido ventral (BERNARDE, 2008 apud DINIZ, 2015). Cada animal teve
parte da musculatura e figado armazenados em tubos criogénicos contendo alcool 95-100%

para extracdo de DNA.

a. Obtenciao das preparacdes cromossomicas a partir de medula dssea

Os fémures e as tibias dos animais foram retirados e as epifises foram cortadas. Com
uma seringa, foram feitas lavagens sucessivas do canal dsseo com solucdo hipotonica de
cloreto de potassio (KCl) 0,075M até a medula 6ssea ter sido totalmente retirada. Os 0ssos
foram descartados e a solugdo hipotonica contendo células foi transferida para tubos de
centrifuga, que foram incubados a 37°C durante 45 minutos. A pré-fixacdo foi feita
adicionando a suspensdo aproximadamente 6 gotas de fixador Carnoy (metanol 3:1 acido
acético) gelado, preparado no momento do uso, e agitando levemente o tubo. 5 minutos
depois, foram adicionadas mais 6 gotas de fixador, o material foi ressuspendido e o tubo foi
deixado no suporte novamente por 5 minutos. Para a fixagdo das células, foi realizada
centrifugacdo a 1000 rpm por 9 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e adicionou-se
aproximadamente 5 mL de fixador Carnoy (3 partes de metanol : 1 parte de acido acético)
preparado na hora e gelado. Foram realizadas pelo menos mais duas centrifugagdes com para
substituicdo de fixador. Apos a ultima centrifugagdo e descarte do sobrenadante, o material
citologico foi transferido para microtubos de 1,5 mL e armazenado em freezer a -20°C por

pelo menos 24 horas antes de ser usado para confec¢ao das laminas.
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b. Obtencio das preparac¢des cromossomicas a partir de figado

Com uma seringa, foram feitas injecdes sucessivas com solugdo hipotdnica de cloreto
de potassio (KCI) 0,075M, e dissociagdo com auxilio de pinga até a liberagdo de grande
quantidade de células do figado extraido de cada animal. O liquido resultante contendo as
células hepaticas foi transferido para um tubo de centrifuga, que foi incubado a 37°C durante
45 minutos. A pré-fixagdo foi feita adicionando a suspensdo aproximadamente 6 gotas de
fixador Carnoy (metanol 3:1 &cido acético) gelado, preparado no momento do uso, e agitando
levemente o tubo. 5 minutos depois, foram adicionadas mais 6 gotas de fixador, o material foi
ressuspendido e o tubo foi deixado no suporte novamente por 5 minutos. Para a fixagdo das
células, foi realizada centrifugacdo a 1000 rpm por 9 minutos. O sobrenadante foi entdo
descartado e adicionou-se aproximadamente 5 mL de fixador Carnoy (3 partes de metanol : 1
parte de acido acético) preparado na hora e gelado. Foram realizadas pelo menos mais duas
centrifugagdes com para substituicdo de fixador. Apds a ultima centrifugacido e descarte do
sobrenadante, o material citoldgico foi transferido para microtubos de 1,5 mL e armazenado

em freezer a -20°C por pelo menos 24 horas antes de ser usado para confec¢ao das laminas.

c. Obtencao de preparacgoes cromossomicas a partir de testiculos

Dos espécimes machos, foram retirados e esmagados os testiculos em placa contendo
solucdo hipotdnica de cloreto de potassio (KCI) 0,075M para evitar que o material fique seco
enquanto exposto. O contetido resultante foi transferido para um tubo de centrifuga, que foi
incubado a 37°C durante 45 minutos. A pré-fixacdo foi feita adicionando a suspensdo
aproximadamente 6 gotas de fixador Carnoy (metanol 3:1 acido acético) gelado, preparado no
momento do uso, e agitando levemente o tubo. Ap6s 5 minutos, foram adicionadas mais 6
gotas de fixador, o material fo1 ressuspendido e o tubo foi deixado no suporte novamente por
5 minutos. Para a fixagdo das células, foi realizada centrifugacdo a 1000 rpm por 9 minutos. O
sobrenadante foi entdo descartado e adicionou-se aproximadamente 5 mL de fixador Carnoy
(3 partes de metanol : 1 parte de &cido acético) preparado na hora e gelado. Foram realizadas
pelo menos mais duas centrifugacdes com para substituicdo de fixador. Apds a ultima
centrifugacdo e descarte do sobrenadante, o material citologico foi transferido para
microtubos de 1,5 mL e armazenado em freezer a -20°C por pelo menos 24 horas antes de ser

usado para confec¢do das laminas.



17

3.2.2 Preparacio de laminas

Sobre uma lamina limpa e seca, mantida horizontalmente sobre um suporte em banho-
maria a 60°C, uma ou duas gotas da suspensao celular armazenada em freezer foram gotejadas
apos o fixador ter sido renovado. As laminas secaram a temperatura ambiente e foram
envelhecidas por, pelo menos, 24 horas antes da aplicacio da técnica de FISH ou

armazenadas no freezer, quando necessario guarda-las.

3.2.3 Extracao de DNA gendmico

Para a extragdao do DNA gendmico de L. latrans utilizou-se o protocolo padrdo para a
extragio de DNA a partir de tecido animal do kit comercial NucleoSpin® Tissue, que consiste,
basicamente, em lise das membranas celulares, limpeza dos contaminantes (proteinas e outras
macromoléculas) e a precipitacdo do DNA, seguida por eluigdo em tampao (5 mM Tris/HCI,

pH 8,5) fornecido pelo kit.
3.2.4 Amplificacdo de DNA por reacio em cadeia da polimerase (PCR)
Os primers utilizados na amplificagdo do gene U2 foram desenhados por Bueno e
colaboradores (2013), sendo eles U2 Forward (5’-ATC GCT TCT CGG CCT TAT G-3’) e
U2 Reverse (5°’-TCC CGG CGG TAC TGC AAT A-3°). A amplificagdo foi realizada

conforme os reagentes e proporcoes destes, informacao detalhada na Tabela 2.

Tabela 2: Reagentes e proporcdes utilizados na PCR.

Solugdes Volume/amostra
Mix (dNTP’s, TagPol., Mg2+, tampao) 6.25 uL

H,0 MiliQ autoclavada 5.25uL

Primer Forward 0.5 uL

Primer Reverse 0.5 uL

DNA gen6mico extraido 1.0 uL

Volume final 13.5 pLL
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A reagdo de PCR seguiu as seguintes condi¢cdes programadas no aparelho

termociclador:

* Desnaturac¢ao inicial a 94°C durante 5 minutos;

* 30 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 segundos;
* Anelamento a 55°C por 30 segundos;

* Elongacao a 72°C por 5 minutos;

» Extensao final a 72°C durante 5 minutos, com temperatura de manutencao a 4°C.

Para verificar o resultado da amplificagio do DNA foi utilizada a técnica de
eletroforese, aplicando-se a mistura de 1 pL de produto de PCR e 1 puL de tampao de corrida
Blue Juice em gel de agarose 1% corado com Gel Red. Ao final da técnica, aproximadamente
30 minutos depois de iniciar o procedimento, o gel foi visualizado sob incidéncia de luz
ultravioleta para verificar a quantidade e o tamanho dos fragmentos amplificados,

comparando os resultados de cada amostra com o marcador “ladder” de peso molecular de

1Kb.

3.2.5 Hibridac¢ao in situ por fluorescéncia (FISH), segundo Martins e Galetti
(1999) com modificacoes

Os procedimentos de FISH foram realizados nas seguintes etapas:

a. Marcacdo ndo-isotopica da sonda com digoxigenina-11-dUTP através da técnica de

PCR seguindo o protocolo apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Reagentes e proporcdes utilizados na PCR de marcagdo da sonda.

Soluc¢odes Volume
H,0O MiliQ autoclavada 16 uL
Tampao (PCR Buffer - Invitrogen) 2.5 uL
MgCl, (50 mM - Invitrogen) 0.25 uL
dATP (2 mM) 0.5 uL

dCTP (2 mM) 0.5 uL



dGTP (2 mM) 0.5 uL
dTTP (2 mM) 0.35 uL
Digoxigenina-11-dUTP (1 mM - Roche) 0.3 uL
Primer Forward 1 uL
Primer Reverse 1 uL
Produto de PCR 2 ulL
Taq Polimerase (Invitrogen) 0.1 uL
Volume final 25 uLL

A reacgdo de PCR seguiu as seguintes condi¢des gerais:

* Desnaturagao inicial a 94°C durante 5 minutos;
* 30 ciclos de:

* desnaturacao a 94°C por 30 segundos;

» Anelamento a 55°C por 30 segundos;

* Elongacdo a 72°C por 5 minutos;

* Extensdo final a 72°C durante 5 minutos, com temperatura de manutengdo a 4°C.
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Depois de finalizada a reagdo de marcagdo da sonda, foi feita a verificacdo em gel de

agarose 1%, da mesma maneira descrita anteriormente no item “4.2.3. Amplificagdo de DNA

via Polymerase Chain Reaction (PCR)”.

b. Reacdo de hibridagdo, empregando-se a solucdo de hibridacdo que contém

formamida e procedimentos de desnaturacao e renaturagdo no termociclador:

A desnaturacdo dos cromossomos foi feita imergindo-se as ldminas em solucdo de

formamida 70%/2xSSC a 70°C por 1 minuto e 20 segundos até, no maximo, 1 minuto e 40

segundos. Logo apos, as 1aminas foram desidratadas em série alcoolica gelada (-20°C) a 70%,

o ¢ 100%, sucessivamente, por cinco minutos em cada uma destas concentragdes, €

deixadas para secar em estufa a 37°C. A solugdo de hibridagao foi preparada com os reagentes

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4: Reagentes e proporg¢des utilizados na montagem da solugdo de hibridagao.

Solucoes Volume/lamina
Sonda previamente marcada 6 uL
Formamida 15 uL

20xSSC 3uL

Sulfato de dextran (a 50%) 6 uL

Volume final 30 nLL

A solucdo de hibridagdo foi colocada no termociclador para desnaturacdo a 95°C por 10
minutos e, ao final, a solucdo foi retirada do aparelho e imediatamente colocada em gelo no
freezer por pelo menos 5 minutos para impedir que a sonda renaturasse, o que diminuiria a
disponibilidade de sonda a ser hibridada com o DNA dos cromossomos presentes na lamina.
As laminas foram montadas com 30 pL dessa solugdo, cobertas com laminulas limpas, e
mantidas a 37°C overnight (aproximadamente 17 horas) em camara imida com 2xSSC. No
dia seguinte, as laminulas foram retiradas e as laminas lavadas duas vezes em 2xSSC a
temperatura ambiente por 5 minutos e uma vez em 1xSSC, também em temperatura ambiente,
por 5 minutos. Apos as lavagens em 2xSSC e 1xSSC, as laminas foram colocadas em uma
cubeta com tampao PBD a temperatura ambiente por 5 minutos € o volume restante foi
colocado em banho-maria a 45°C para ser utilizado posteriormente. A preparagdo do tampao

PDB ¢ descrita na Tabela 5.

Tabela 5: Reagentes e proporcdes utilizados na preparacao do PBD.

Soluc¢odes Volume
Leite em po6 desnatado 20¢g
Agua destilada 200 mL
Triton 1000 pL
20xSSC 40 mL

c. Deteccdo e amplificacdo do sinal de hibridacdo por meio de anti-digoxigenina

rodamina (Roche):
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Em sala escura, foi preparada uma solu¢ao com 100 pL de PBD para cada lamina + 0,5
uL de anti-digoxigenina rodamina também para cada ldmina. Pipetou-se 100 pL dessa
solucdo em cada lamina, que foram cobertas com Parafilm® e deixadas a 37°C em cAmara
umida por pelo menos 1 hora. Depois, as laminas foram passadas em série de 3 vezes em

PBD a 45°C sem deixa-las secar entre uma lavagem e outra.

d. Coloragdo dos cromossomos com 15 puL da solugcdo DAPI (4°,6-diamidino-2-

fenilindol) + antifading da VECTASHIELD Mounting Medium (Vector, Burlingame, CA):

Em sala escura, sem deixar as laminas secar, foram colocados 15 pL de antifading +
DAPI sobre a regido contendo o DNA em cada lamina e cobriu-se com laminulas limpas. O
material ficou em cadmara imida na geladeira por pelo menos 15 minutos antes de iniciar as

analises.

3.2.6 Analise cromossomica

As preparagdes cromossOmicas foram analisadas sob luz ultravioleta com o uso de
filtros especificos e documentadas em microscopio de fluorescéncia BX51 da Olympus, com
camera refrigerada DP71 acoplada a um microcomputador, através do software DP
Controller. Para a montagem dos cariogramas foi usado o Corel PHOTO-PAINT X8, através
do emparelhamento dos cromossomos de acordo com a morfologia, em ordem decrescente de
tamanho, através de inspecao visual. A classificacdo morfologica foi baseada no trabalho de
Green e Sessions (2007), no qual os cromossomos metacéntricos, submetacéntricos ou

subtelocéntricos possuem dois bragos e os telocéntricos, apenas um.
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4 RESULTADOS

4.1 Amplificacdo de DNA e marcac¢ao da sonda por PCR

A amplificacdo do gene U2 de Leptodactylus latrans para posterior produgdo da sonda

resultou em fragmentos de aproximadamente 200-300 pb do gene U2 (Figura 1).

Figura 1: Gel de agarose com os produtos de amplificagdo do gene snRNA U2 de L. latrans. L:
Ladder de 1Kb.

Apos a reagdo de marcacdo da sonda de snDNA U2, o produto final obtido foi

visualizado em gel de agarose 1%, que mostrou a eficiéncia da reagdo (Figura 2).

Figura 2: Gel de agarose com os produtos da reagdo de marcagdo da sonda de snRNA U2 de L.
latrans; L: Ladder de 1Kb. Fragmentos amplificados com aproximadamente 200-300 pb.
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4.2 Hibridagao in situ por fluorescéncia (FISH)

A hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH) mostrou sinais na regido distal do braco
curto do par metacéntrico 6 (6bp) em L. fuscus (do grupo Leptodactylus fuscus), L. latrans (do
grupo Leptodactylus latrans), L. petersii, Leptodactylus sp. e Leptodactylus sp. 2 (do grupo
Leptodactylus melanonotus) (Figura 3).



Figura 3: Gene snDNA U2 mapeado em cromossomos mitoticos de A. Leptodactylus fuscus; B.
Leptodactylus sp. (aff. podicipinus); C. Leptodactylus latrans; D. Leptodactylus petersii; E.
Leptodactylus sp. 2 (aff. podicipinus).
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No caridtipo do espécime de L. labyrinthicus (do grupo Leptodactylus pentadactylus)
coletado em Lencdis Paulista, foram observados sinais de hibridacdo na regido proximal do
braco curto do par 10 (10bp) e, adicionalmente, na regido 6bp distal, enquanto o espécime de
L. labyrinthicus coletado em Rio Claro apresentou sinais de hibridagao na regido proximal em
ambos os cromossomos do par 10 (10bp) e, adicionalmente, na regido distal em apenas um

cromossomo do par 6 (6bp) (Figura 4).

Figura 4: Gene snDNA U2 mapeado em cromossomos mitdticos de A. L. labyrinthicus de
Lengois Paulista, SP; B. L. labyrinthicus de Rio Claro, SP. Inset: No detalhe nota-se intensificagdo
proposital para realgar a marcagdo em apenas um cromossomo do par 6 de L. labyrinthicus de Rio
Claro, SP. Sinais fluorescentes em outros cromossomos em A sdo inespecificos, ndo tendo sido
encontrados em outras metafases analisadas.



26

5 DISCUSSAO

A andlise comparativa dos resultados das 6 espécies indicou a presenga de um unico
agrupamento do gene snRNA U2 em um par cromossomico em L. fuscus, L. latrans, L.
petersii, Leptodactylus sp. e Leptodactylus sp. 2, sugerindo que a distribuicdo do gene snRNA
U2 unicamente na regido 6bp distal pode ser o padrio para o género Leptodactylus, uma vez
que foi encontrado na grande maioria das espécies analisadas aqui. Uma vez que a
distribuicao dessa sequéncia ¢ relativamente conservada entre a maioria das espécies aqui
estudadas, mesmo entre grupos de espécies distintos, espera-se que variagdes encontradas
futuramente em outras espécies do grupo possam estar associadas a alteragcdes cromossomicas
que possam auxiliar na identificacdo de espécies cripticas. A mesma localizacdo das
sequéncias do gene U2 na maioria das espécies analisadas sugere uma provavel homeologia
entre o cromossomo 6 dessas espécies de Leptodactylus, incluindo Leptodactylus sp. 2, na
qual ¢é considerada a ocorréncia de pelo menos um evento de fusdo durante a evolucao de seu
caridtipo (GAZONI et al., 2012), bem como padrdo de distribuicao relativamente conservado
desses pequenos DNAs repetitivos nucleares, como ja observado em outros animais estudados
(BARZOTTTI et al., 2003; BUENO et al., 2013; CABRAL-DE-MELLO et al., 2012; LUND et
al., 1983; LUND; NESBITT 1988; MANCHADO et al., 2006; PALACIOS-GIMENEZ et al.,
2013; UBEDA-MANZANARO et al., 2010).

Uma mudanga no padrdo de localizagdo do gene U2 para as espécies do gé€nero
Leptodactylus analisadas foi observada em L. labyrinthicus (no grupo Leptodactylus
pentadactylus) de duas localidades do Estado de Sao Paulo. O espécime da populagdo de
Lencdis Paulista mostrou sinais de hibridagdo na regido proximal do brago curto do par 10
(10bp) e, adicionalmente, na regido 6bp distal, enquanto o espécime de L. labyrinthicus da
populacdo de Rio Claro apresentou sinais de hibridagdo na regido proximal em ambos os
cromossomos do par 10 (10bp) e, adicionalmente, na regido distal em apenas um cromossomo
do par 6 (6bp). Para ambos os espécimes de L. labyrinthicus analisados, portanto, a principal
marcacdo para o gene U2 foi encontrada na regido 10bp proximal. A presenca de tais
sequéncias no par 10 representa um caractere sinapomorfico nas populacdes de L.
labyrinthicus analisadas. A ampliacdo do mapeamento do gene snRNA U2 também em outros
espécimes de L. labyrinthicus e outras espécies no grupo L. pentadactylus ¢ fortemente
recomendada para verificagdo da distribuicdo deste marcador em outros espécimes e
populagdes. A partir da filogenia apresentada por de Sé et al. (2014), adaptada e mostrada na

Figura 5, € possivel indicar que a presenca do gene snRNA U2 no par 6 pode representar uma
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caracteristica menos derivada dentro do género Leptodactylus, compartilhada pelos grupos L.

fuscus, L. latrans e L. melanonotus.

leptodactylus syphax
leptodactylus laticeps
leptodoctylus ventrimacula tus
leptodoctylus labrosus
leptodoctylus bufonius
leptodactylus troglodytes
leptodactylus mystacinus
leptodactylus albilabris
leptodactylus fragils
leptodactylus poeciochius
_I: leptodactylus longirostris
leptodactylus fuscus
leptodoctylus latinasus
leptodoctylus grocilis
leptodoctylus sertanejo
_E Leptodoctylus joyli
leptodactylus tapiti
p— Leptodactylus plaumanni
L leptodactylus marambaiae
e LEPtOdactylus cunicularis
leptodactylus furnarius
_I: leptodactylus camaquara
leptodoctylus didymus
I leptodoctylus mystaceus 1
leptodoctylus elenae
leptodoctylus notoaktites
leptodactylus mystaceus 2
— p— Leptodactylus mystaceus 3
|Leptodactylus fuscus| &
leptodactylus ithonaetes
leptodactylus rugosus
— leptodactylus rhodonotus
_I: Leptodactylus rhodomystax
leptodoctylus favopictus
leptodoctylus stenodema
leptodoctylus vastus
_E Leptodactylus paroensis
leptodactylus myersi
e LEptodoctylus peritoaktites
leptodactylus savagei
_|: Leptodactylus pentadactylus
leptodactylus knudseni
leptodactylus fallax
_: [Leptodactylus labyrinthicus| Il + A

Leptodactylus latrans + L melanonotus species groups

Al

Leptodactylus petersii| A

Leptodoctylus =p.| A

Leptodoctylus sp. 2| &

Leptodaoctylus latrans| &

Figura 5: Arvore filogenética adaptada de de Sa et al. (2014) indicando as espécies do género
Leptodactylus em que o gene snRNA U2 esta presente na regido 6bp distal (A) ou 10bp proximal (m).
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Embora rearranjos cromossdmicos Robertsonianos (tais como fusao/fissao) nao possam
ser descartados como responsaveis pelo distinto padrao de localizagdo do gene snRNA U2 em
L. labyrinthicus, a aparente manuten¢ao da homeologia entre os pares cromossomicos 6 ¢ 10
das demais espécies do género Leptodactylus sugere que tenha ocorrido translocagdo
reciproca ou, alternativamente, transposicao por elementos modveis (transposons) de regides
contendo sequéncias do gene U2 do par 6 para os cromossomos 10 de L. labyrinthicus, sem
alteragcdo significativa a morfologia cromossdmica, sendo que tais mecanismos ja foram
sugeridos também por outros autores para diferentes organismos (ANJOS; LORETO;
SOUZA, 2013; BERNSTEIN; MANSER; WEINER, 1985; FINNEGAN, 1989; GAZONI et
al., 2012; MATERA; WEINER; SCHMID, 1990; POLETTO et al., 2010).

Os dois padrdes de marcagdo observados para L. labyrinthicus permitem a sugestdo de
algumas hipoteses. A primeira ¢ de que em L. labyrinthicus, o gene snRNA U2 estava,
inicialmente, presente apenas na regido distal do brago curto do par 6 e, devido a eventos de
transposi¢do por elementos moéveis ou translocacdo reciproca e posterior amplificagdo do
gene, duas populacdes passaram a apresentar um padrdes diferentes. Uma populagdo teve
parte da sequéncia repetitiva dos cromossomos 6 transferida para a regido proximal do braco
curto dos cromossomos 10, de forma que ambos os cromossomos dos dois pares apresentam
marcacao para o gene U2 (Figura 6A), como observado para o individuo coletado em Lencgois

Paulista, SP.

>
>
<
10
6

Figura 6: Eventos de transposi¢do por elementos moveis (— ) ou translocagdo reciproca (2) e
posterior amplificagdo do gene que resultaram na transferéncia de apenas parte da sequéncia repetitiva
dos cromossomos 6 a regido 10bp proximal, portanto ambos os pares cromossdmicos apresentam
marcacao para o gene U2.
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A segunda hipdtese ¢ que parte dos individuos de uma populacdo que apresenta o gene
snRNA U2 apenas nos cromossomos 10 entraram em contato com individuos de uma
populagdo em que o gene U2 encontrava-se apenas no par 6 ¢ obtiveram sucesso reprodutivo
(Figura 7A), produzindo ao longo das geragdes, individuos com o gene U2 em ambos os pares
cromossomicos (Figura 7C). O intercruzamento entre individuos que apresentam marcacgdes
como apresentadas na Figura 7 B e C possibilita o aparecimento de individuos com marcagao
para o gene U2 em apenas um cromossomo do par 6 ¢ ambos os cromossomos do par 10,
como ilustrado na Figura 7D, além de outras constituigdes cariotipicas que nao sao relevantes

para a situacdo aqui apresentada.
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Figura 7: A. Intercruzamento de individuos de uma populagdo com o gene U2 apenas na regido
10bp proximal com individuos de uma populagdo com o gene U2 apenas na regido 6bp distal; B.
Populagdo apresentando marcagdo em apenas um cromossomo de cada par; C. Populacao
apresentando marca¢do em ambos os cromossomos dos pares 6 e 10; D. Populacdo com marcagao

para o gene U2 em apenas um cromossomo do par 6 e ambos os cromossomos do par 10.

A




31

A terceira hipdtese ¢ que a auséncia de sequéncias detectaveis por FISH em um dos
cromossomos do par 6 em L. labyrinthicus de Rio Claro pode ser explicada por posterior
delecio do gene snRNA U2 (Figura 8), sem alteragdo significativa na morfologia
cromossOmica, em individuos nos quais o gene U2, anteriormente, era encontrado em ambos
os cromossomos nos pares 6 e 10 por acdo de transposi¢do por elementos modveis ou

translocagdo reciproca parcial da sequéncia repetitiva.

!

Figura 8: Delecdo (=) do gene U2 na regido 6bp distal em um dos cromossomos, sem alteragao
significativa na morfologia cromossomica em individuos que, anteriormente, apresentavam marcacao
do gene U2 nos pares 6 e 10.

Nossos resultados mostraram que o gene snRNA U2 ¢ aplicavel em andlises de espécies
do género Leptodactylus e indicam a possibilidade de aplicacdo do gene U2 como marcador
também para estudos envolvendo outros géneros de anfibios anuros, bem como das demais

Ordens da Classe Amphibia.
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6 CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados demonstram a viabilidade de mapeamento do gene U2,
revelando-o como um bom marcador citogenético para espécies do género Leptodactylus e,
provavelmente, para outros grupos de anfibios anuros. A aplicagdo da técnica podera auxiliar
nos estudos que visem a melhor compreensdo sobre organizacdo gendmica e evolugdo
cariotipica de anfibios, representando um subsidio valioso no aprimoramento do
conhecimento acerca das relagdes evolutivas das espécies no referido género, incluindo os
atuais grupamentos de espécies. Na medida em que futuros dados citogenéticos poderdao
indicar espécies cripticas ou reconhecer entidades especificas em complexos de espécies, o
conhecimento da diversidade da anurofauna brasileira podera ser ampliado e, oportunamente,

util ao direcionamento de futuros planejamentos de conservacdo da biodiversidade.



33

REFERENCIAS

AGUIAR, O.; BACCI, M.; LIMA, A.P.; ROSSA-FERES, D.C.; HADDAD, C.F.B,;
RECCO-PIMENTEL, S.M. Phylogenetic relationships of Pseudis and Lysapsus (Anura, Hylidae,
Hylinae) inferred from mitochondrial and nuclear gene sequences. Cladistics, v. 23, n. 5, p. 455-
463, 2007.

AMARO-GHILARDI, R.C.; RODRIGUES, M.T.; YONENAGA-YASSUDA, Y.
Chromosomal studies after differential staining and fluorescence in situ hybridization using
telomeric probe in three Leptodactylus species (Leptodactylidae, Anura). Caryologia, v. 57, n. 1,
p. 53-65, 2004.

AMARO-GHILARDI, R.C.; SKUK, G.; DE SA, R.O.; RODRIGUES, M.T.;
YONENAGA-YASSUDA, Y. Karyotypes of eight species of Leptodactylus (Anura,
Leptodactylidae) with a description of a new karyotype for the genus. Phyllomedusa: Journal
of Herpetology, v. 5, n. 2, p. 119-133, 2006.

ANJOS, A.; LORETO, V.; SOUZA, M.J. Chromosome mapping of ribosomal genes and
histone H4 in the genus Radacridium (Romaleidae). Genetics and molecular biology, v. 36, n.
3, p- 336-340, 2013.

ANIJOS, A. Dinamica evolutiva dos clusters de pequenos RNAs nucleares (RNAsn)
nos cariotipos de espécies de gafanhotos com énfase em Acrididae. 2014. 73 f. Dissertagdo
(Mestrado em Biologia Celular e Molecular) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias, Rio Claro, 2014.

ARES, M.; MANGIN, M.; WEINER, A.M. Orientation-dependent transcriptional activator
upstream of a human U2 snRNA gene. Molecular and cellular biology, v. 5, n. 7, p. 1560-1570,
1985.

ARRUDA, M.P.; MORIELLE-VERSUTE, E. Cytogenetic and random amplified
polymorphic DNA analysis of Leptodactylus species from rural and urban environments (Anura,
Amphibia). Genetics and Molecular Research, p. 161-176, 2008.

BALDISSERA JR, F.A.; OLIVEIRA P.S.L.; KASAHARA, S. Cytogenetics of four
Brazilian Hyla species (Amphibia-Anura) and description of a case with a supernumerary
chromosome. Rev Bras Genet, 16:335-345, 1993.

BARZOTTI, R.; PELLICCIA, F.; ROCCHI, A. Identification and characterization of Ul
small nuclear RNA genes from two crustacean isopod species. Chromosome Research, v. 11, n.
4, p. 365-373, 2003.

BERNARDE, P.S.; SILVA, S.; GOMES-SILVA, D.A.P.; MELO, J.; NASCIMENTO, V.
Ecologia e métodos de amostragem de répteis squamata. In: Coletanea de textos: Manejo e
monitoramento da fauna silvestre em florestas tropicais. Rio Branco, VIII Congresso
Internacional sobre Manejo de Fauna Silvestre na Amazonia e América Latina p. 189-201,
2008.



34

BERNSTEIN, L.B.; MANSER, T.; WEINER, A.M. Human U1 small nuclear RNA genes:
extensive conservation of flanking sequences suggests cycles of gene amplification and
transposition. Molecular and cellular biology, v. 5, n. 9, p. 2159-2171, 1985.

BRANLANT, C.; KROL, A.; EBEL, J.P.; LAZAR, E.; HAENDLER, B.; JACOB, M. U2
RNA shares a structural domain with Ul, U4, and U5 RNAs. EMBO J. 1:1259-1265, 1982.

BUENO, D.; PALACIOS-GIMENEZ, O.M.; CABRAL-DE-MELLO, D.C. Chromosomal
mapping of repetitive DNAs in the grasshopper Abracris flavolineata reveal possible ancestry of
the B chromosome and H3 histone spreading. PLoS One, v. 8, n. 6, p. €66532, 2013.

BURKE, J.E. The central role of the U2/U6 snRNA interaction in spliceosome
structure and recycling. 2012. 214 f. Dissertacao (Doutorado em Bioquimica) - University of
wisconsin-Madison, Madison, W1, EUA, 2012.

CABRAL-DE-MELLO, D.C.; VALENTE, G.T.; NAKAJIMA, R.T.; MARTINS, C.
Genomic organization and comparative chromosome mapping of the Ul snRNA gene in cichlid
fish, with an emphasis in Oreochromis niloticus. Chromosome research, v. 20, n. 2, p. 279-292,
2012.

CHARLESWORTH, B.; SNIEGOWSKI, P.; STEPHAN, W. The evolutionary dynamics
of repetitive DNA in eukaryotes. Nature, v. 371, p. 215-220, 1994.

COELHO, A.C.; DE MATTOS, T.L.; VIANA, P.; TERENCIO, M.L.; SCHNEIDER,
C.H.; MENIN, M.; GROSS, M.C. Intra-generic and interspecific karyotype patterns of
Leptodactylus and Adenomera (Anura, Leptodactylidae) with inclusion of five species from
Central Amazonia. Genetica, v. 144, n. 1, p. 37-46, 2016.

COLGAN, D.J.; MCLAUCHLAN, A.; WILSON, G.D.F.; LIVINGSTON, S.P.;
EDGECOMBE, G.D.; MACARANAS, J.; CASSIS, G.; GRAY, M.R. Histone H3 and U2
snRNA DNA sequences and arthropod molecular evolution. Australian Journal of Zoology, v.
46, n. 5, p. 419-437, 1998.

DAHLBERG, J.E.; LUND, E. The genes and transcription of the major small nuclear
RNAs. In: Structure and function of major and minor small nuclear ribonucleoprotein particles.
Springer Berlin Heidelberg, p. 38-70, 1988.

DE SA, R.O.; GRANT, T.; CAMARGO, A.; HEYER, W.R.; PONSSA, M.L.; STANLEY,
E. Systematics of the neotropical genus Leptodactylus Fitzinger, 1826 (Anura: Leptodactylidae):
phylogeny, the relevance of non-molecular evidence, and species accounts. South American
Journal of Herpetology, v. 9, p. SI-S128, 2014.

DINIZ, P.C. Métodos de amostragem da herpetofauna: algumas dicas e orientagdes para
estudantes e profissionais com pouca ou nenhuma experiéncia de campo. Acervo da Iniciacio
Cientifica, n. 1, 2015.

DJEBALL S.; DAVIS, C.A.; MERKEL, A.; DOBIN, A.; LASSMANN, T.;
MORTAZAVI, A.; ...; GINGERAS, T.R. Landscape of transcription in human cells. Nature, v.
489, n. 7414, p. 101-108, 2012.



35

DUELLMAN W.E.; TRUEB, L. Biology of amphibians. Johns Hopkins University
Press, Baltimore, 789 p., 1994.

FAIVOVICH, J.; HADDAD, C.F.B.; GARCIA, P.C.A.; FROST, D.R.; CAMPBELL, J. A_;
WHEELER, W.C. Systematic review of the frog family Hylidae, with special reference to
Hylinae: phylogenetic analysis and taxonomic revision. Bulletin of the American Museum of
natural History, p. 1-240, 2005.

FINNEGAN, D.J. Eukaryotic transposable elements and genome evolution. Trends in
genetics, v. 5, p. 103-107, 1989.

FROST, D.R. Amphibian Species of the World: an Online Reference. Version 6.0 (Access:
24/08/2016). Electronic Database accessible at
http://research.amnh.org/herpetology/amphibia/index.html. American Museum of Natural
History, New York, USA, 2016.

FROST, D.R.; GRANT, T; FAIVOVICH, J.; BAIN, R.; HAAS, A.; HADDAD, C.F.B.;
DE SA, R.O.; DONNELLAN, S.C.; RAXWORTHY, C.J.; WILKINSON, M.; CHANNING, A.;
CAMPBELL, J.A.; BLOTTO, B.L.; MOLER, P.; DREWES, R.C.; NUSSBAUM, R.A_;
LYNCH, J.D.; GREEN, D.; WHEELER, W.C. The amphibian tree of life. Bulletin of the
American Museum of natural History, p. 1-291, 2006.

GAZONI, T. Diversidade cariotipica e molecular de Leptodactylus (Anura,
Leptodactylidae) e obtencao de sondas cromossomoespecificas de anfibio por citometria de
fluxo. 2015. 85 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Molecular) - Universidade Estadual
Paulista, Instituto de Biociéncias, Rio Claro, 2015.

GAZONI, T. Marcadores Citolégicos no Cariotipo de Espécies de Leptodactylus
(Amphibia, Anura, Leptodactylidae) Analisado com Técnicas de Citogenética Classica e
Molecular. 2011. 99 f. Dissertagdo (Mestrado em Biologia Celular e Molecular) - Universidade
Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Rio Claro, 2011.

GAZONI, T.; GRUBER, S.L.; SILVA, A.P.Z.; ARAUJO, O.G.S.; NARIMATSU, H.;
STRUSSMANN, C; HADDAD, C.F.B.; KASAHARA, S. Cytogenetic analyses of eight species
in the genus Leptodactylus Fitzinger, 1843 (Amphibia, Anura, Leptodactylidae), including a new
diploid number and a karyotype with multiple translocations. BMC genetics, v. 13, n. 1, p. 109,
2012.

GRANT, T.; FROST, D.R.; CALDWELL, J.P.; GAGLIARDO, R.; HADDAD, C.F.B.;
KOK, P.J.R.; MEANS, D.B.; NOONAN, B.P.; SCHARGEL, W.E.; WHEELER, W.C.
Phylogenetic systematics of dart-poison frogs and their relatives (Amphibia: Athesphatanura:
Dendrobatidae). Bulletin of the American Museum of natural History, p. 1-262, 2006.

GREEN, D.M.; SESSIONS, S.K. Karyology and cytogenetics. Amphibian Biology, v. 7,
p. 2756-2841, 2007.

GUERRA, M. FISH: Conceitos e aplicagdes na citogenética. Sociedade Brasileira de
Genética, 2004.



36

HEDGES, S.B.; DUELLMAN, W.E.; HEINICKE, M.P. New World direct-developing
frogs (Anura: Terrarana): molecular phylogeny, classification, biogeography, and conservation.
Magnolia Press, 2008.

HEYER, W.R. The adaptive ecology of the species groups of the genus Leptodactylus
(Amphibia, Leptodactylidae). Evolution, p. 421-428, 1969.

HODNETT, J.L.; BUSCH, H. Isolation and characterization of uridylic acid-rich 7 S
ribonucleic acid of rat liver nuclei. Journal of Biological Chemistry, 243(24), 6334-6342, 1968.

KING, M. Amphibia. Gebruder Borntraeger, 1990.

KURAMOTO, M. A list of chromosome numbers of anuran amphibians. Bulletin of
Fukuoka University of Education, v. 39, p. 83-127, 1990.

LOURENCO, A.C.C.; ZINA, J.; CATROLI, G.F.; KASAHARA, S.; FAIVOVICH, J.;
HADDAD, C.F.B. A new species of the Scinax catharinae group (Anura: Hylidae) from
southeastern Brazil. Zootaxa, v. 4154, n. 4, p. 415-435, 2016.

LOURENCO, L.B.; BACCI, M.; MARTINS, V.G.; RECCO-PIMENTEL, S.M.;
HADDAD, C.F.B. Molecular phylogeny and karyotype differentiation in Paratelmatobius and
Scythrophrys (Anura, Leptodactylidae). Genetica, v. 132, n. 3, p. 255-266, 2008.

LUND, E.; BOSTOCK, C.; ROBERTSON, M.; CHRISTIE, S.; MITCHEN, J. L.;
DAHLBERG, E. Ul small nuclear RNA genes are located on human chromosome 1 and are

expressed in mouse-human hybrid cells. Molecular and cellular biology, v. 3, n. 12, p. 2211-
2220, 1983.

LUND, E.; NESBITT, M.N. The embryonic and adult mouse U1l snRNA genes map to
different chromosomal loci. Somatic cell and molecular genetics, v. 14, n. 2, p. 143-148, 1988.

MANCHADO, M.; ZUASTIL E.; CROSS, I.; MERLO, A.; INFANTE, C.;
REBORDINOS, L. Molecular characterization and chromosomal mapping of the 5S rRNA gene

in Solea senegalensis: a new linkage to the U1, U2, and U5 small nuclear RNA genes. Genome,
v. 49, n. 1, p. 79-86, 2006.

MARTINS, C.; GALETTI JR, P.M. Chromosomal localization of 5S rDNA genes in
Leporinus fish (Anostomidae, Characiformes). Chromosome Research, v. 7, n. 5, p. 363-367,
1999.

MATERA, A.G.; WEINER, A.M.; SCHMID, C.W. Structure and evolution of the U2
small nuclear RNA multigene family in primates: gene amplification under natural selection?.
Molecular and cellular biology, v. 10, n. 11, p. 5876-5882, 1990.

MATTAIJ, LW.; ZELLER, R. Xenopus laevis U2 snRNA genes: tandemly repeated
transcription units sharing 5' and 3' flanking homology with other RNA polymerase 11
transcribed genes. The EMBO journal, v. 2, n. 11, p. 1883, 1983.

MAXSON, R.; COHN, R.; KEDES, L.; MOHUN, T. Expression and organization of
histone genes. Annual review of genetics, v. 17, n. 1, p. 239-277, 1983.



37

MURAMATSU, M.; HODNETT, J.L.; BUSCH, H. Base composition of fractions of
nuclear and nucleolar ribonucleic acid obtained by sedimentation and chromatography. Journal
of Biological Chemistry, 241(7), 1544-1550, 1966.

NAKAMURA, T.; PRESTAYKO, A.W.; BUSCH, H. Studies on nucleolar 4 to 6 S
ribonucleic acid of Novikoff hepatoma cells. Journal of Biological Chemistry, 243(7), 1368-
1375, 1968.

NEI, M.; ROONEY, A.P. Concerted and birth-and-death evolution of multigene families.
Annual review of genetics, v. 39, p. 121, 2005.

NILSEN, T.W.; GRAVELEY, B.R. Expansion of the eukaryotic proteome by alternative
splicing. Nature, v. 463, n. 7280, p. 457-463, 2010.

PALACIOS-GIMENEZ, O.M.; CASTILLO, E.R.; MARTI, D.A.; CABRAL-DE-MELLO,
D.C. Tracking the evolution of sex chromosome systems in Melanoplinae grasshoppers through
chromosomal mapping of repetitive DNA sequences. BMC evolutionary biology, v. 13, n. 1, p.
1,2013.

POLETTO, A.B.; FERREIRA, .A.; CABRAL-DE-MELLO, D.C.; NAKAJIMA, R.T.;
MAZZUCHELLIL, J.; RIBEIRO, H.B.; VENERE, P.C.; NIRCHIO, M.; KOCHER, T.D.;
MARTINS, C. Chromosome differentiation patterns during cichlid fish evolution. BMC
genetics, v. 11,n. 1, p. 1, 2010.

PYRON, R.A.; WIENS, J.J. A large-scale phylogeny of Amphibia including over 2800
species, and a revised classification of extant frogs, salamanders, and caecilians. Molecular
Phylogenetics and Evolution, v. 61, n. 2, p. 543-583, 2011.

REDDY, R.; D. HENNING, P. EPSTEIN, AND H. BUSCH. 1981. Primary and secondary
structure of U2 snRNA. Nucleic Acids Res. 9:5645-5658, 1981.

ROESSER, J.R. Both U2 snRNA and U12 snRNA are required for accurate splicing of
exon 5 of the rat calcitonin/CGRP gene. Rna, v. 10, n. §, p. 1243-1250, 2004.

RITCHIE, D.B.; SCHELLENBERG, M.J.; MACMILLAN, A.M. Spliceosome structure:
piece by piece. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Gene Regulatory Mechanisms, v.
1789, n. 9, p. 624-633, 2009.

SCHMID M. Chromosome banding in Amphibia. I. Constitutive heterochromatin and
nucleolus organizer regions in Bufo and Hyla. Chromosoma, 66:361-388, 1978.

SCHUL, W.; VAN DRIEL, R.; DE JONG, L. Coiled bodies and U2 snRNA genes adjacent
to coiled bodies are enriched in factors required for snRNA transcription. Molecular biology of
the cell, v. 9, n. 5, p. 1025-1036, 1998.

SEGALLA, M.V.; CARAMASCH]I, U.; CRUZ, C.A.G.; GRANT, T.; HADDAD, C.F.B.;
GARCIA, P.C.A.; BERNECK, B.V.M.; LANGONE, J. Brazilian amphibians: List of species.
Sao Paulo, Brasil (Access: 19/09/2016). Electronic Database accessible at
http://www.sbherpetologia.org.br/. Sociedade Brasileira de Herpetologia, 2016.



38

SILVA, A.P.; HADDAD, C.F.B.; KASAHARA, S. Chromosomal studies on five species
of the genus Leptodactylus Fitzinger, 1826 (Amphibia, Anura) using differential staining.
Cytobios, v. 103, n. 402, p. 25-38, 1999.

SILVA, A.P.Z.; GARCIA, P.C.; MARTINS, V.G.; BACCI, M.; KASAHARA, S.
Chromosomal and molecular analyses of Leptodactylus gracilis gracilis, L. gracilis delattini, and
L. plaumanni (Anura, Leptodactylidae): taxonomic implications. Amphibia-Reptilia, v. 25, n. 2,
p. 185, 2004.

SILVA, A.P.Z.; HADDAD, C.F.B.; GALASSI, G.G.; KASAHARA, S. Multiple nucleolus
organizer regions in Leptodactylus mystacinus (Amphibia, Anura) and comments on its
systematic position in the L. fuscus group based on cytogenetic and molecular analyses.
Genetica, v. 127, n. 1-3, p. 35-44, 2006.

SUAREZ, P. Estudos cromossémicos em anuros das familias Hylidae Rafinesque,
1815 e Leptodactylidae Werner, 1896 (Amphibia: Anura). 2010. 132 f. Tese (Doutorado em
Zoologia) - Universidade Federal do Para, Belém, 2010.

TARGUETA, C. P.; RIVERA, M.; SOUZA, M.B.; RECCO-PIMENTEL, S.M_;
LOURENCO, L.B. Cytogenetic contributions for the study of the Amazonian Engystomops
(Anura; Leiuperidae) assessed in the light of phylogenetic relationships. Molecular
phylogenetics and evolution, v. 54, n. 3, p. 709-725, 2010.

UBEDA-MANZANARO, M.; MERLO, M.A.; PALAZON, J.L.; CROSS, L;
SARASQUETE, C.; REBORDINOS, L. Chromosomal mapping of the major and minor
ribosomal genes,(GATA), and U2 snRNA gene by double-colour FISH in species of the
Batrachoididae family. Genetica, v. 138, n. 7, p. 787-794, 2010.

UTSUNOMIA, R.; SCACCHETTI, P.C.; PANSONATO-ALVES, J.C.; OLIVEIRA, C.;
FORESTI, F. Comparative chromosome mapping of U2 snRNA and 5S rRNA genes in
Gymnotus species (Gymnotiformes, Gymnotidae): evolutionary dynamics and sex chromosome
linkage in G. pantanal. Cytogenetic and genome research, v. 142, n. 4, p. 286-292, 2014.

VALADKHAN, S. snRNAs as the catalysts of pre-mRNA splicing. Current opinion in
chemical biology, v. 9, n. 6, p. 603-608, 2005.

VAN ARSDELL, S.W.; WEINER, A.M. Human genes for U2 small nuclear RNA are
tandemly repeated. Molecular and cellular biology, v. 4, n. 3, p. 492-499, 1984.

WILEY, J.E.; MEYNE, J.; LITTLE, M.L.; STOUT, J.C. Interstitial hybridization sites of
the (TTAGGQG), telomeric sequence on the chromosomes of some North American hylid frogs.
Cytogenetic and Genome Research, v. 61, n. 1, p. 55-57, 1992.

WILL, C.L.; LUHRMANN, R. Spliceosome structure and function. Cold Spring Harbor
perspectives in biology, v. 3, n. 7, p. a003707, 2011.

ZAVANELLI, M.1.; ARES, M. Efficient association of U2 snRNPs with pre-mRNA
requires an essential U2 RNA structural element. Genes & development, v. 5, n. 12b, p. 2521-
2533, 1991.



AVALIACAO DO USO DE SEQUENCIAS DE snDNA U2 COMO MARCADOR
CITOGENETICO NOS ESTUDOS DE EVOLUCAO CROMOSSOMICA DE
Leptodactylus (AMPHIBIA, ANURA, LEPTODACTYLIDAE)

NATHALIA SEPULVEDA DORIGON

Orientadora: Patricia Pasquali Parise Maltempi

Co-orientador: Thiago Gazoni

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Campus de Rio
Claro, para obten¢ao do grau de Bacharela em Ciéncias
Biologicas

Rio Claro
2016



