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RESUMO

DNAs satélites (DNAsats) estão dispostos em tandem no genoma de organismo

eucariotos, organizados em monômeros de mais de 100bp e localizados em regiões

de heterocromatina constitutiva. Espécies próximas filogeneticamente, tendem a

compartilhar DNAs satélites, com diferenças no número de cópias ou na estrutura,

refletindo na dinâmica evolutiva de cada espécie ao longo do tempo. O presente

trabalho teve como objetivo geral a elaboração de testes para a hipótese da

biblioteca de DNAs satélites entre espécies divergentes da família Pipidae (Xenopus

e Pipa), tendo as espécies Xenopus tropicalis e Pipa carvalhoi como alvo de

pesquisa. Os genomas de X. tropicalis e P. carvalhoi foram analisados para

identificar DNAs satélites. As reads provenientes do genoma de P. carvalhoi e de X.

tropicalis foram analisadas no pipeline RepeatExplorer2 para identificar clusters com

características de sequências de DNAsats. Em X. tropicalis 13 contigs finais de

DNAsats foram identificados após etapas de filtragem para falsos positivos. Já para

P. carvalhoi, foram identificados 9 contigs finais. Nas análises foram obtidos 2

satélites compartilhados entre as duas espécies, mas com baixa taxa de proporção e

de identidade entre eles. Para o restante dos DNAs satélites específicos

identificados em cada espécie, variações foram observadas para porcentagem de

identidade entre repeats da mesma família, no número de cópias presentes nas

montagens do genoma e para a proporção genômica ocupada por esses DNAs

satélites. Especialmente no caso de X. tropicalis, houve variação na localização dos

DNAsats entre os cromossomos. Devido a isso, foram observados tanto em Pipa

carvalhoi quanto em Xenopus tropicalis diferentes padrões de homogeneização das

famílias de DNAsat. Análises filogenéticas e mapeamento citogenético em estudos

futuros podem ajudar a esclarecer os mecanismos de evolução que impactam a

diversidade de DNAsats entre espécies.

Palavras-chave: DNA satélite; Sequenciamento de nova geração; Anura; Pipidae;

Genoma.



ABSTRACT

Satellite DNAs (satDNAs) are arranged in tandem in the genome of eukaryotic

organisms, organized in monomers of more than 100bp and located in regions of

constitutive heterochromatin. Phylogenetically close species tend to share satellite

DNAs, with differences in copy number or structure, reflecting the evolutionary

dynamics of each species over time. The general aim of this study was to test the

hypothesis of a satellite DNA library between divergent species of the Pipidae family

(Xenopus and Pipa) and the species Xenopus tropicalis and Pipa carvalhoi as the

research targets. The genomes of X. tropicalis and P. carvalhoi were analyzed to

identify satellite DNAs. The reads from the genomes of P. carvalhoi and X. tropicalis

were analyzed in the RepeatExplorer2 pipeline to identify clusters with the

characteristics of satellite DNA sequences. In X. tropicalis, 13 final DNAsats contigs

were identified after filtering for false positives. For P. carvalhoi, 9 final contigs were

identified. In the analyses, 2 satellites shared between the two species were obtained,

but with a low proportion and identity rate between them. For the rest of the specific

satellite DNAs identified in each species, variations were observed in the percentage

of identity between repeats from the same family, in the number of copies present in

the genome assemblies and in the genomic proportion occupied by these satellite

DNAs. Especially in the case of X. tropicalis, there was variation of location of the

satDNAs amongst the chromosomes. Because of this, different patterns of

homogenization of the satDNAs families were observed in both Pipa carvalhoi and

Xenopus tropicalis. Phylogenetic analyses and cytogenetic mapping in future studies

may help to clarify the mechanisms of evolution that impact the diversity of satDNAs

between species.

Keywords: Satellite DNA; Next generation sequencing; Anura; Pipidae;

Genome.
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1. INTRODUÇÃO

DNAs repetitivos compõem uma porção considerável dos genomas de

eucariotos, sendo que mais de 40% do genoma humano é composto por sequências

repetitivas (IHGSC, 2001; López-Flores e Garrido-Ramos, 2012). Dentre os DNAs

repetitivos em eucariotos há aqueles que são classificados como dispersos pelo

genoma, como por exemplo os elementos de transposição (TEs) e algumas famílias

multigênicas como dos genes de RNA transportador, e os DNAs repetidos in tandem,

onde as unidades repetitivas estão umas justapostas as outras. Dentre os DNAs

repetitivos in tandem estão abarcadas algumas famílias multigênicas, como aquelas

de RNAs ribossomais, e os DNAs microssatélites, minissatélites e satélites

(Charlesworth et al., 1994; López-Flores e Garrido-Ramos, 2012; Plohl et al., 2012).

DNAs satélites em geral estão localizados em regiões de heterocromatina

constitutiva nos cromossomos de eucariotos, como nos centrômeros e nas regiões

teloméricas (Plohl et al., 2012). Entretanto, algumas unidades repetitivas podem

ocupar regiões eucromáticas em algumas espécies, como no besouro Tribolium

castaneum (Feliciello et al., 2015), na mosca-das-frutas Drosophila melanogaster

(Kuhn et al., 2012) e no anuro Cycloramphus bolitoglossus (Bueno et al., 2021).

Sequências eucromáticas de DNAs satélites estão relacionadas com aspectos

funcionais em diferentes genomas, pois podem modular a expressão de genes que

estão próximos dessas unidades repetitivas (Feliciello et al., 2015). Além disso,

DNAs satélites também participam ativamente do estabelecimento de regiões de

heterocromatina, bem como também participam ativamente da organização e

biologia dos centrômeros (Plohl et al., 2008; Pezer et al., 2012).

Geralmente, perfis de DNAs satélites são espécie específicos, ou então

compartilhados apenas entre espécies muito próximas filogeneticamente (Plohl et al.,

2012). São poucos os exemplos de DNAs satélites que são compartilhados entre

espécies muito divergentes, como o satélite BIV160 em moluscos bivalves (Plohl et

al., 2010). Entre anuros, os DNAs satélites são pouco estudados (Targueta et al.

2018), entretanto há muitas montagens de genomas e reads provenientes de

experimentos do sequenciamento de genomas de diversas espécies, estão

atualmente disponíveis no NCBI, dentre elas Xenopus tropicalis e Pipa carvalhoi.

Essas duas espéciesestão alocadas na família Pipidae e divergiram cerca de 190
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milhões de anos atrás, durante a separação do supercontinente Gondwana, que

levou a formação da África e da América do Sul (Canatella 2015).

O alto grau de divergência entre X. tropicalis e P. carvalhoi, aliado a

proximidade filogenética entre essas espécies (i.e. família Pipidae) caracterizam

como ótimos modelos para testar a hipótese de bibliotecas de DNAs satélites

(Ugarkovic e Plohl 2002). Tal hipótese explica que espécies viventes atuais, por

compartilharem um ancestral em comum, também poderiam compartilhar algumas

famílias de DNAs satélites, porém o número de cópias de unidades repetitivas de

cada família de DNA satélite pode variar entre as espécies que compartilham

ancestrais em comum (Ugarkovic e Plohl, 2002). Dessa forma, o presente trabalho

procurou evidências que apoiem a hipótese da biblioteca de DNAs satélites por

meio de caracterização e buscas in silico desses DNAs satélites nos genomas de X.

tropicalis e de P. carvalhoi.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

 Elaboração de testes para a hipótese da biblioteca de DNAs satélites entre
espécies divergentes da família Pipidae (Xenopus tropicalis e Pipa carvalhoi).

2.2 Objetivos específicos

 Caracterizar novos DNAsat em X. tropicalis;

 Caracterizar novos DNAsat de P. carvalhoi;

 Localizar os repeats de DNAsat no genoma montado de X. tropicalis;

 Avaliar grau de homogeneidade das sequências de DNAsat de X. tropicalis e

P. carvalhoi.

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
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3.1 DNA repetitivo

Sequências de DNA repetitivo compõem regiões de heterocromatina em

muitos genomas eucarióticos (revisão de Ugarkovic e Plohl, 2002; revisão de

Charlesworth, Sniegowski, Stephan, 1994). Embora anteriormente, os

pesquisadores considerassem o DNA repetitivo como DNA lixo (“junk DNA”) devido

ao desconhecimento de suas funções, atualmente há uma ampla gama de

informações dada a significância no genoma eucariótico, como por exemplo, a

formação de compartimentos genômicos, importantes para as etapas da divisão

celular (revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012; Ugarkovic e Plohl, 2002).

Ao longo do genoma, há sequências de DNA repetitivo que estão dispostas em

tandem e as que estão dispersas pelo genoma (revisão de Charlesworth,

Sniegowski, Stephan, 1994).

Sequências dispersas pelo genoma - elementos transponíveis (TE), são

caracterizadas como sequências que possuem a habilidade de se mover e inserir

novas cópias de si mesmas em novas localizações genômicas (revisão de

Charlesworth, Sniegowski, Stephan, 1994; revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos,

2012; revisão de Biscotti, Olmo, Heslop-Harrison, 2015). Dessa forma, a inserção

destes elementos ao longo do genoma pode causar mutações que podem levar a

mudanças fenotípicas com variação quantitativa de características. TEs também

podem causar mutações com impacto evolutivo e no desenvolvimento dos

organismos, fornecendo meios para regulação de genes ou até mesmo sendo

cooptados pelo genoma hospedeiro (revisão de Charlesworth, Sniegowski, Stephan,

1994; revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012). Por exemplo, em Leishmania

spp. retrotransposons extintos e curtos em tamanho de sequência foram cooptados

para a coordenação pós-transcricional da regulação gênica (revisão de

Charlesworth, Sniegowski, Stephan, 1994; revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos,

2012). Os TEs são divididos em 2 classes - Classe I ou retrotransposons, no qual

ocorre a reinserção de uma cópia de DNA complementar (cDNA) sintetizada a partir

de um RNA transcrito a partir do retrotransposon – e – Classe II ou transposons

de DNA, cuja transposição ocorre diretamente, sem o uso de um RNA intermediário

(revisão de Biscotti, Olmo, Heslop-Harrison, 2015; revisão de Charlesworth,

Sniegowski, Stephan, 1994). A presença e diversidade de TEs, bem como sua
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abundância são variáveis para cada espécie, visto que algumas espécies possuem

maior presença de determinada classe, e outras possuem maior abundância de

outra (revisão de Biscotti, Olmo, Heslop-Harrison, 2015; revisão de Charlesworth,

Sniegowski, Stephan, 1994).

As repetições em tandem ocorrem em diferentes escalas, cujo mecanismos

genéticos como crossing-over desigual e mutação por substituição de bases podem

afetar o seu tamanho (revisão de Charlesworth, Sniegowski, Stephan, 1994). Ao

contrário dos TEs, as repetições em tandem são divididas em três classes principais:

microssatélites, minissatélites e DNAs satélites (revisão de Charlesworth,

Sniegowski, Stephan, 1994; revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012).

Microssatélites (STRs) são sequências de arranjos curtos de 2-5bp, e devido à

natureza repetitiva, apresentam maiores taxas de mutação comparada com outros

tipos de DNA repetitivo (revisão de Charlesworth, Sniegowski, Stephan, 1994;

revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012; Gymrek, 2017). Os STRs podem

ser encontrados em locais de codificação e de não codificação de proteínas, bem

como em regiões regulatórias do genoma (revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos,

2012). Ademais, o deslizamento durante a replicação do DNA, com adição ou

deleção de pares de base, bem como o crossing over desigual, contribuem para o

número e polimorfismo nas populações (revisão de Charlesworth, Sniegowski,

Stephan, 1994; revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012). Apesar da sua

instabilidade, a taxa de mutação varia entre os diferentes STRs, e isso está

associado ao número de unidades de repetição, e ao comprimento da unidade de

repetição (revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012).

Por outro lado, os minissatélites (VNTRs) são sequências de arranjos longos

de 15bp com tamanho de arranjos variáveis (revisão de Charlesworth, Sniegowski,

Stephan, 1994; revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012). Os processos de

mutação de VNTRs, são semelhantes aos de STRs, entretanto, são diferenciados

em 2 tipos de repetições em tandem devido ao seu tamanho, distribuição e função

nos genomas (revisão de Charlesworth, Sniegowski, Stephan, 1994; revisão de

Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012). Os VNTRs podem ser encontrados em

diferentes locais do genoma, sendo regiões subteloméricas, pericentroméricas e

centroméricas (revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012). Devido a taxa de
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mutação, os VNTRs são polimórficos e por isso são comumente utilizados para

testes de paternidade e estudos forenses (revisão de Charlesworth, Sniegowski,

Stephan, 1994; revisão de Lopez-Flores, Garrido-Ramos, 2012).

Outro tipo de repetições em tandem, são os DNA satélite (DNAsat), podendo

ser similares em comprimento com VTNRs e STRs, com repetições de 150-400bp

comunidades de repetição ricas em AT e sendo variáveis. (revisão de Charlesworth,

Sniegowski, Stephan, 1994; Lima, Ruiz-Ruano, 2022).

3.2 DNAs satélites

Os DNAsat estão organizados em tandem, em unidades monoméricas com

mais de 100pb nas regiões de heterocromatina constitutiva, organizadas em

arranjos que podem ser maiores que 100 megabases (Mb), principalmente próximas

aos centrômeros e telômeros, que durante o ciclo celular permanecem condensadas

(revisão de Charlesworth, Sniegowski, Stephan, 1994; revisão de Plohl et al, 2008;

revisão de Plohl et al, 2007). Dentro do genoma, o DNAsat pode compreender cerca

de 50% do total de DNA, e isso contribui para que existam variações do tamanho do

genoma de diferentes eucariotos (revisão de Plohl et al, 2007).

Tais porções genômicas foram descobertas através de um pico no perfil de

ultracentrifugação - devido a diferença entre A+T - de CsCl, antiga técnica utilizada

para analisar a sedimentação em equilíbrio em gradientes de densidade de CsCl do

DNA, separando diferentes moléculas de DNA de acordo com as suas propriedades

físicas (Kit et al, 1961; Ruiz-Ruano et al, 2016; revisão de Plohl el at, 2007; revisão

de Lower et al, 2018). Atualmente, este método foi substituído por técnicas de

cinética de renaturação de DNA, digestão do DNA genômico com endonucleases de

restrição, eletroforese e análises bioinformáticas de coleções de sequências curtas

de DNA produzidas pelo Sequenciamento de Nova Geração (NGS) (Ruiz-Ruano et

al, 2016; revisão de Plohl, Mestrovic, Mravinac, 2012; revisão de Plohl el at, 2007;

revisão de Lower et al, 2018). Na década de 70, os DNAsats eram considerados

como uma porção genômica inútil, devido à ausência de potencial de codificação, e

a falta de evidência para função, essa teoria perdurou por um longo tempo (revisão
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de Plohl, Mestrovic, Mravinac, 2012). No entanto, novos estudos foram realizados

buscando entender o potencial funcional dos DNAsat, com a questão de que: se não

há funcionalidade por que essas frações genômicas não são perdidas ou diminuídas

através de mecanismos de diminuição da heterocromatina (revisão de Plohl,

Mestrovic, Mravinac, 2012)? Com o avanço dos estudos, os DNAsats foram

associados em processos de funcionamento e organização de cromossomos,

processos de divisão celular, regulação da expressão gênica, bem como tendo um

papel em eventos de especiação (revisão de Plohl et al, 2007; Rosic, Kohler, Erhardt,

2014; Ferree, Barbash, 2009; revisão de Rosic, Kohler, Erhardt, 2014; McNulty,

Sullivan, Sullivan, 2017; Pezer et al, 2012). Por exemplo, DNAsat centromérico alfa

satélite, em humanos, participa de interações funcionais e para isso é necessário

que ele contenha sequências motifs que serão reconhecidas por componentes

proteicos, como por exemplo, o CENP-B box, que ao se ligar a proteína CENP-B

(variante de histona centromérica) confere identidade ao centrômero e facilita a

formação do cinetocoro (revisão de Plohl et al, 2007; Yoda et al, 2008). Também os

DNAsats podem estar envolvidos com mecanismos de regulação da transcrição,

como a iniciação da metilação da histona H3, que é um pré-requisito para a

formação e manutenção da heterocromatina (revisão de Plohl et al, 2007). Estudos

em Drosophila inferem que a especificidade das sequencias de DNAsat afeta a

segregação dos cromossomos em híbridos de fêmeas de Drosophila simulans e

machos de Droshophila melanogaster relacionado ao cromossomo X (Ferree,

Barbash, 2009).

Os DNAsats têm um papel importante na evolução dos genomas, já que a

sua dinâmica evolutiva é imprescindível para a compreensão da diversidade do

genoma (Belyayev et al, 2019). As unidades repetitivas de DNAsat evoluem em

concerto (concerted evolution), ou seja, de modo não independente, no qual o

resultado é uma homogeneização das unidades repetitivas do mesmo DNAsat

dentro do genoma de uma espécie (Ugarkovic e Plohl, 2002; revisão de Dover,

1986). Dessa forma, novas variantes poderão ser geradas (por ação de mutação) e

espalhadas para outros sítios do genoma, levando a fixação dessas variantes em

uma população reprodutiva, por meio de um processo conhecido como “molecular

drive”, que dependerá de mecanismos moleculares como: (i) crossing over desigual

responsável pela mudança no número de cópias e (ii) conversão gênica (Ugarkovic
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e Plohl, 2002; revisão de Dover, 1986). Este processo resulta em uma alta

similaridade entre as unidades repetitivas em uma mesma espécie do que entre

espécies diferentes (Belyayev et al, 2019; revisão de Dover, 1986). Para a dispersão

pelo genoma, diferentes processos estão envolvidos, como crossing over desigual,

conversão gênica, inserção de DNA extracromossômico, recombinação ectópica

bem como também pela ação de mecanismos de transposição (Ugarkovic and Plohl,

2002; revisão de López-Flores e Garrido-Ramos, 2012, Plohl et al, 2010). Ademais,

outros processos como o deslizamento da DNA polimerase durante a replicação,

replicação por círculo rolante, mecanismo semelhante a conversão, podem

aumentar o número de cópias de DNAsat no genoma (Ugarkovic e Plohl, 2002).

Dentro de um genoma, há diferentes sequências de DNAsat, que se originam

a partir de uma biblioteca de DNAsat ancestral. Duas espécies espécies

aparentadas compartilham sequências de DNAsat, que eram presentes na biblioteca

ancestral, porém cada espécie pode fixar um número de cópias diferentes para cada

família de DNAsats, através de mutações, expansão e contração dos clusters de

DNAsats substituindo uma repetição dominante por outra de menor., representação

(Ugarkovic e Plohl, 2002; Plohl et al, 2008; revisão de Thakur, Packiaraj, Henikoff,

2021). De acordo com o modelo da Biblioteca de DNAsat de Fry e Salser et al

(1977), há a formação de um perfil específico de DNAsat para cada espécie

relacionada (revisão de Thakur, Packiaraj, Henikoff, 2021; Plohl et al, 2008). Estes

perfis podem ser espécie-específicos, no entanto entre espécies relacionadas

existem famílias de DNAsat compartilhadas entre gênero, família e ordem que irão,

em geral, variar no número de cópias de unidades repetitivas (Garrido-Ramos,

2017). Desse modo, a alteração do número de cópias de DNAsat pode ocasionar

grandes mudanças evolutivas em um dado genoma (Plohl, Mestrovic, Mravinac,

2012). Sendo assim, alterações nos perfis de DNAsat tem um grande impacto na

estabilidade genômica, já que tais mudanças levam a uma variabilidade genética ao

alterar os perfis de DNAsat de uma espécie (Plohl, Mestrovic, Mravinac, 2012,

Mestrovic et al, 1998).

Dentre os vertebrados, o genoma dos anfíbios contém uma maior

variabilidade de tamanho, devido à alta quantidade de DNA repetitivo (Roco et al,

2021). Por isso, são comumente utilizados como modelos de estudos de genética
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evolutiva (Zettera et al, 2020). Em Anura, os DNAsat foram estudados no gênero

Xenopus, Bufo e Rana, com a melhor caracterização de família de DNAsat do S1 de

European brown frog, cuja espécie possui estrutura e distribuição cromossômica

específica (Amor et al, 2010; revisão de Targueta et al. 2018). O DNAsat PcP190 foi

mapeado em diferentes genomas de anuros, sendo inicialmente isolado em

Physalaemus cuvieri, com origem associada ao DNAr 5S dada a similaridade com o

locus do gene RNAr 5S. PcP190 também foi identificado em diferentes espécies do

gênero Physalaemus, Leptodactylus latrans, Crossodactylus gaudichaudii e Pseudis

tocantins, reforçando a ideia de que se trata deum DNAsat antigo (Gatto et al,

2008).A presença de PcP190 em diferentes espécies de anuros vai contra o que é

comumente encontrado a respeito de DNAsat antigos, no qual é possível a

identificação do DNAsat espécie específico ou em espécies relacionadas

filogeneticamente (Gatto et al, 2018). Devido a essas características, mudanças de

perfis de DNAsat nos genomas podem ter um importante impacto na evolução das

espécies que os possuem. Adicionalmente, em função da possibilidade de os

mesmos apresentarem aspectos funcionais, bem como serem sequências altamente

dinâmicas evolutivamente, o estudo de DNAsat associados após e/ou durante a

ocorrência de eventos de especiação pode auxiliar em um melhor entendimento da

evolução dos genomas de diferentes espécies, sejam elas próxima ou

distantemente relacionadas filogeneticamente (revisão de Ugarkovic, Plohl, 2002).

3.3 Anfíbios Anuros da família Pipidae

Anfíbios anuros são considerados um grupo diverso e filogeneticamente

antigo, sendo utilizados como modelos de estudos biológicos, como é o caso da

família Pipidae, que teve origem durante o Jurássico Médio, cerca de 170Ma atrás,

atualmente contendo 41 espécies (Cannatella, 2015; Evans, 2008; Pyron e Wiens

2011; Frost, 2024).

A família Pipidae é dividida em 4 gêneros: Xenopus, Hymenochirus,

Pseudhymenochirus e Pipa, no qual apenas o último é encontrado na América do

Sul e os demais na África subsaariana (Bewick et al, 2012). A relação filogenética

dos Pipídeos não está resolvida, existindo controvérsias devido às diferenças de

relações obtidas com análises dos dados moleculares e de dados fenotípicos, uma
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vez que, as topologias das árvores obtidas com os dados fósseis, morfológicos e

molecularessão contraditórias e podem exibir diferentes graus de homoplasia que

resultam em diferentes arranjos filogenéticos (Cannatella, 2015; Mezzasalma et al,

2015). Entretanto, há um consenso em relação ao gênero, estabelecida através de

análises de dados morfológicos e moleculares, onde cada um é entendido como

monofilético, sendo Xenopus e Silurana considerado um clado, e Hymenochirus e

Pseudhymenochirus outro clado, com ambos os clados formando um grupo irmão

com o gênero Pipa. Adicionalmente, a família Pipidae corresponde a um grupo

irmão da família Rhinophrynidae (FIGURA 1) (Bewick et al, 2011; Irisarri et al, 2011).

FIGURA 1 – ÁRVORE FILOGENÉTICA PIPIDAE

FONTE: Bewick et al, 2011.

Os sapos da família Pipidae divergiram dezenas de milhões de anos atrás. A

teoria mais aceita é relacionada à deriva continental. Com a abertura do Oceano

Atlântico, separando a América do Norte da África Ocidental, cerca de 190Ma atrás,

pode ter desencadeado a divergência entre Rhinophrynidae e os Pipidae.

Posteriormente, cerca de 100Ma atrás, com a separação da América do Sul e da

África, pode ter ocorrido a divergência de Pipa dos pipídeos africanos (Bewick et al,

2011).

Membros da família Pipidae possuem adaptações para o ambiente aquático

como o corpo achatado dorso-ventralmente, membros posteriores com membranas

interdigitais e direcionados para frente e olhos localizados dorsalmente, também,
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não possuem língua (Molina, 2007). Dentre os Pipideos, a espécie Pipa carvalhoi

(FIGURA 2) tem como habitat a região Sudeste e Nordeste do Brasil, ocupando

sistemas terrestres e aquáticos (IUCN, 2024). Já Xenopus tropicalis (FIGURA 3) é

encontrado no continente Africano, na África Ocidental (IUCN, 2024). A respeito do

cariótipo da família Pipidae, tanto para Pipa carvalhoi quanto para Xenopus tropicalis

é dado como 2n=20, apesar de membros do gênero Xenopus possuirem diferentes

variações no número do cariótipo (Zattera et al, 2020).

FIGURA 2 – ESPÉCIME DE Pipa Carvalhoi.

FONTE: Arquivo pessoal de Juliane Petry de Carli Monteiro.

FIGURA 3 - ESPÉCIME DE Xenopus tropicalis.

Fonte: Elena Reljic (2023)
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Aquisição dos dados e sequenciamento

Reads do genoma de X. tropicalis foram obtidas a partir do repositório

Sequence Read Archive (SRA) (número de acesso: SRX123910). Já as reads do

genoma de P. carvalhoi foram as mesmas geradas no Laboratório de Citogenética

Evolutiva e Conservação Animal do Departamento de Genética da Universidade

Federal do Paraná, em parceria com o prof. Dr. Daniel Pacheco Bruschi.

Brevemente, o DNA genômico de P. carvalhoi foi obtido a partir de amostras de

fígado utilizando o protocolo de Medeiros et al. (2013). O genoma foi sequenciado

com uma cobertura de 46x em uma plataforma Illumina HiSeq-4000. A preparação

das biblioteca de sequenciamento foi realizada empregando TruSeq DNA Library

Prep Kit (Illumina, Inc).

4.2 Caracterização de novo de DNAs satélites

As reads dos genomas de X. tropicalis e P. carvalhoi foram inicialmente

processadas para retirada dos adaptadores e de reads de baixa qualidade usando o

software Trimmomatic (Bolger et al. 2014). Selecionando o “Performance initial

Illumina clip”, selecionando “TruSeq3 (Paired-ended, for MiSeq and HiSeq)” em

“Adapter Sequence to use”, por fim na opção de “Trimmomatic operation” com

número de bases para calcular a média de 4, qualidade média de janela de 15,

comprimento de leitura de 30, qualidade mínima necessária para manter uma base

de 3 para leading e trailing. Também, foi selecionada a opção de “Phred33” para

“Quality score end”. Após essa etapa, as reads de X. tropicalis foram usadas como

input no software RepeatExplorer2 (Novák et al. 2013). Os clusters de sequências

que apresentaram sinais clássicos de DNAsat (e.g. estrutura dos grafos circulares e

com os vértices muito próximos) foram selecionados para análises posteriores e

também para a construção de uma biblioteca customizada para realizar análises

comparativas. De posse da biblioteca customizada, a mesma foi utilizada para a

caracterização de DNAsat de P. carvalhoi. Inicialmente, as reads de P. carvalhoi

também foram processadas pelo software Trimmomatic e utilizadas então como
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input no software RepeatExplorer2, juntamente com a biblioteca customizada de

DNAsat de X. tropicalis para análise comparativa. Para a exclusão de falsos

positivos (i.e. regiões ricas em famílias multigênicas) os DNAsats caracterizados pelo

software RepeatExplorer2 tanto de P. carvalhoi quanto de X. tropicalis, foram

utilizados em buscas por blastn, com valor de bitscore estipulado em 300 para

exclusão de falsos positivos (ANEXO 1, ANEXO 2) (Altschul et al. 1990) contra

coleção de sequências nucleotídicas do National Center for Biotechnology

Information (NCBI).

4.3 Mapeamento in silico de DNAs satélites em X. tropicalis e P. carvalhoi

De posse dos DNAsat caracterizados pelo software RepeatExplorer2, os

mesmos foram mapeados in silico contra as montagens dos genomas de X.

tropicalis (número de acesso: GCA_000004195.4) e P. carvalhoi (número de acesso:

GCA_021901965.1). O mapeamento in silico foi realizado por meio do software

BLAST (Altschul et al. 1990) e os dados foram filtrados a partir da tabela de

resultados com base em gráficos de distribuição de valores Bitscore. A visualização

dos dados de mapeamento in silico de X. tropicalis (espécie que tem um genoma

montado em nível de cromossomos) foi obtida por meio do software R (R Core

Team 2023) empregando o pacote karyoploteR (Gel e Serra 2017). No caso de P.

carvalhoi, a confirmação da organização in tandem e visualização dessa

organização dos DNAsats será obtida por meio da construção de gráficos de

alinhamento dot plot usando o software Gepard (KRUMSIEK et al., 2007).

4.4 Análises de similaridade de DNAs satélites

De posse dos resultados de BLAST contra os genomas de X. tropicalis e P.

carvalhoi, os valores de porcentagem de identidade das queries em relação às

unidades repetitivas das montagens dos genomas foram utilizados para gerar

gráficos de boxplot. Com a distribuição desses valores de identidade pode-se inferir

quais famílias de DNAs satélites apresentam maior homogeneidade nos genomas

de X. tropicalis e P. carvalhoi. Os gráficos boxplot foram confeccionados no software
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R (R Core Team 2023) empregando o pacote ggplot2 (WICKHAM 2016). DNAs sat

mais homogêneos foram delimitados como aqueles que apresentaram menor

dispersão dos valores de identidade no gráfico boxplot.

5. RESULTADOS

5.1 DNAs satélites no genoma de Xenopus tropicalis

A partir da extração dos dados do repositório Sequence Read Archive (SRA)

de Xenopus tropicalis, e seleção dos dados para a análise pela Plataforma

RepeatExplorer2, detectou-se uma proporção de pouco mais de 25% das reads

pertencendo a porção repetitiva do genoma dessa espécie que foram atribuídas a

algum cluster/supercluster de sequências repetitivas (FIGURA 4). Com base na

análise do RepeatExplorer2, sendo 21 clusters de alta confiança e 42 de baixa

confiança, totalizando 53 contigs (FIGURA 5). Destes contigs, foram excluídos

aqueles que tinham similaridade com organelas e os que a sua sequência consenso

eram inferior a 50bp de comprimento, somando 46 contigs. No que diz a respeito

aos contigs identificados com genoma organelar, a filtragem levou em consideração

a identificação destes por meio da análise do RepeatExplorer, usando o banco de

dados default do pipeline (Novák et al, 2021). Buscas por BLASTn contra a coleção

de sequências nucleotídicas do NCBI não revelaram similaridades significantes com

famílias multigênicas ou genes de cópia única entre os 46 contigs anteriormente

citados.
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FIGURA 4 - PROPORÇÃO DE READS DE DNAs REPETITIVOS DE X. tropicalis.

FONTE: RepeatExplorer2.

LEGENDA: Gráfico resultante da clusterização das reads provenientes do genoma de X. tropicalis

relacionadas à elementos de DNAs repetitivos obtidos em cada supercluster. No eixo Y temos o

número de reads atribuídas para cada supercluster de DNA repetitivo e no eixo X indica a

proporção em relação ao total de reads analisadas.
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FIGURA 5 – READS DE X. tropicalis

FONTE: RepeatExplorer 2.

LEGENDA: Gráficos das reads geradas pelo RepeatExplorer 2. A. Contig 107; B. Contig 108, C.
Contig 51, D. Contig 70. Cada ponto sinalizado no gráfo é uma read, as linhas que conectam estes pontos
são chamadas de vértices. Estão conectadas as reads que possuem sobreposição, ou seja, reads que a
se alinham e, em geral, pertencem a um mesmo cluster de região repetitiva.

Buscas por BLASTn dos 46 contigs de DNAsats resultantes realizadas contra

a montagem do genoma de X. tropicalis, usadas para filtragem dos dados, de

acordo com a distribuição de valores Bitscore (ANEXO I), sendo o valor de corte

estipulada como acima de 300, resultoram em uma matriz final de 13 contigs. Estes

13 contigs apresentaram variação tanto no número de cópias quanto na distribuição

entre os 10 cromossomos de X. tropicalis. Os DNAsat foram nomeados segundo o

método utilizado por Ruiz-Ruano et al. (2016), como sigla da espécie + Sat, XtrSat,

seguido do númerodo DNAsat mais o tamanho da sua sequência consenso, sendo

um total de 42 DNAsat (TABELA 1).

TABELA 1: DISTRIBUIÇÃO CROMOSSÔMICA, NÚMEROS DE CÓPIAS E NOMENCLATURA DE
DNAs SATÉLITES CARACTERIZADOS PARA Xenopus tropicalis.
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Contig Cromossomo
Tamanho da unidade

repetitiva (bp)
Nomenclatura

proposta
Número de
cópias

107

1

1030 XtrSat01-1030 26
108 1609 XtrSat02-1609 2
136 276 XtrSat03-276 961
51 206 XtrSat04-206 144
70 544 XtrSat05-544 105

107

2

1030 XtrSat01-1030 2

108 1609 XtrSat02-1609 5
183 481 XtrSat06-481 33
27 1299 XtrSat07-1299 4
51 206 XtrSat04-206 477
85 290 XtrSat08-290 119
108

3
1609 XtrSat02-1609 26

134 1189 XtrSat09-1189 121
51 206 XtrSat04-206 248
136

4
276 XtrSat03-276 6

27 1299 XtrSat07-1299 37
51 206 XtrSat04-206 228
108

5

1609 XtrSat02-1609 67
27 1299 XtrSat07-1299 351
51 206 XtrSat04-206 223
70 544 XtrSat05-544 478
107

6

1030 XtrSat01-1030 132
108 1609 XtrSat02-1609 2
136 276 XtrSat03-276 247
173 454 XtrSat10-454 361
27 1299 XtrSat07-1299 5
51 206 XtrSat04-206 164
108

7
1609 XtrSat02-1609 3

27 1299 XtrSat07-1299 36
51 206 XtrSat04-206 628
107

8

1030 XtrSat01-1030 1
108 1609 XtrSat02-1609 76
117 702 XtrSat11-702 321
165 181 XtrSat12-181 472
27 1299 XtrSat07-1299 4
35 564 XtrSat13-564 187
51 206 XtrSat04-206 692
27

9
1299 XtrSat07-1299 431

51 206 XtrSat04-206 203
27

10
1299 XtrSat07-1299 1

35 564 XtrSat13-564 7
51 206 XtrSat04-206 176

Fonte: a autora (2024)
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A partir dos resultados das buscas por blastn dos DNAsats contra a

montagem do genoma de Xenopus tropicalis, foi possível determinar a localização

dos contigs nos cromossomos dessa espécie. Os dados foram analisados conforme

a densidade de cada unidade repetitiva em janelas de 10000 bp ao longo do

genoma de referência, demonstrando o quanto o DNAsat ocupa no genoma.

No XtrSat04-206 (contig 51), é possível observar a presença do mesmo em

apenas um cluster específico em todos os cromossomos de X. tropicalis (GRÁFICO

1). Por outro lado,o XtrSat07-1299 (contig 27) apresenta uma variação em respeito

à localização e em quantidade de repetições em determinada região dos

cromossomos. Nos cromossomo 7 e 9, é possível visualizar que ambos DNAsat

estão identificados próximos um do outro, na região de 60Mb e 40Mb

respectivamente. A maior densidade observada do XtrSat07-1299 está presente nos

cromossomos 5 e 9, o que indica que nas regiões de 120Mb e 40Mb há uma maior

concentração de unidades repetitivas respectivamente. O mesmo é valido para o

XtrSat04-206, mas nas regiões de 60Mb e 20Mb nos cromossomos 7 e 8, com uma

densidade de 692. Interessantemente, XtrSat04-206 mostrou alta similaridade com

o DNAsat centromérico de X. tropicalis, já caracterizado anteriormente (Brederson et

al., 2024) (FIGURA 6).
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GRÁFICO 1 - DISTRIBUIÇÃO DOS DNASAT XtrSat04-206 E XtrSat07-1299.

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Densidade dos DNAs satélites XtrSat04-206 (Contig 51), representado em verde e
XtrSat07-1299 (Contig 27), representado em azul, na montagem do genoma de Xenopus tropicalis ao
longo de janelas de 10 Mb. O eixo Y em cada cromossomo representa a densidade de unidades
repetitivas e o eixo X de cada cromossomorepresenta as coordenadas genômicas.
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FIGURA 6 – ALINHAMENTO DE UNIDADE MONOMÉRICA CANÔNICA DO DNA SATÉLITE
CENTROMÉRICO DE Xenopus tropicalis.

Fonte: A autora (2024).

LEGENDA: Alinhamento entre as sequências do DNA satélite centromérico de Xenopus tropicalis
descrito por Bredenson et al. (2024) e o DNA satélite XtrSat04-206 obtido no presente estudo. Os pontos
indicam 100% de similaridade entre as sequências.

Analisando os XtrSat01-1030 e XtrSat02-1609, diferentemente dos DNAsat

anteriores, é possível observar que sua densidade é menor, distribuídos com maior

grau nos cromossomos 5 e 8 para o XtrSat02-1609 e no cromossomo 6 para o

XtrSat01-1030, nas regiões próximas de 100Mb, 60Mb e 40Mb respectivamente

(GRÁFICO 2). Ademais, nos outros cromossomos é observado um valor de

densidade menor, demonstrando uma menor quantidade de unidades repetitivas.
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GRÁFICO 2 - DISTRIBUIÇÃO DOS DNASAT XtrSat01-1030 E XtrSat02-1609.

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Densidade dos DNAs satélites XtrSat01-1030 (DNA sat 107), representado em azul e
XtrSat02-1609 (DNA sat 108), representado em verde na montagem do genoma de Xenopus
tropicalis ao longo de janelas de 10 Mb. O eixo Y em cada cromossomo representa a densidade de
unidades repetitivas e o eixo X de cada cromossomo representa as coordenadas genômicas.

Para outros satélites menos abundantes, como o XtrSat03-276 e o XtrSat05-

544 (GRÁFICO 3), observa-se que ambos estão presentes no cromossomo 1, nas

regiões de 40Mb, 110Mb e 120Mb para o primeiro, e entre 20Mb e 40Mb para o

segundo. No cromossomo 4 há a presença somente do XtrSat03-276, na região

entre 70Mb e 75Mb, mas em baixo número de cópias. Por outro lado, no

cromossomo 5 há somente unidades repetitivas do XtrSat05-544, no intervalo entre

25Mb e 30Mb, em baixa repetição, e entre 80Mb e 90Mb, com alta quantidade de

repetições. No cromossomo 6, é visualizado baixas unidades de repetição de

XtrSat03-276, na região de 110Mb a 120Mb.
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GRÁFICO 3 - DISTRIBUIÇÃO DOS DNASAT XtrSat03-276 E XtrSat05-544.

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Densidade dos DNAs satélites XtrSat03-276 (Sat DNA 136), representado em verde e
XtrSat05-544 (Sat DNA 70), representado em azul, na montagem do genoma de Xenopus tropicalis
ao longo de janelas de 10 Mb. O eixo Y em cada cromossomo representa a densidade de unidades
repetitivas e o eixo X de cada cromossomo representa as coordenadas genômicas.

No cromossomo 8, há a presença de XtrSat12-181, XtrSat11-702 e XtrSat13-

564 (GRÁFICO 4), sendo identificadas unidades repetitivas na região de 120Mb e

135Mb para os dois primeiros DNAsat, e 15Mb e 25Mb para o XtrSat13-564. É

possível visualizar no cromossomo 10 a presença em baixa repetição do XtrSat13-

564 na região de 10Mb e 15Mb. É identificada no cromossomo 2 a presença do

XtrSat06-481 e do XtrSat08-290, na região entre 80Mb e 100Mb, enquanto no

cromossomo 3 há somente a presença do XtrSat09-1189 na região de 145Mb

(GRÁFICO 5). Por fim, no cromossomo 6, o XtrSat10-454 é visualizado na região de

120Mb.
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GRÁFICO 4 - DISTRIBUIÇÃO DOS DNASAT XtrSat12-181, XtrSat11-702 E XtrSat13-564

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Densidade dos DNAs satélites XtrSat12-181 (Sat DNA 165) representado em vermelho,
XtrSat11-702 (Sat DNA 117), representado em verde, e XtrSat13-564 (Sat DNA 35), representado
em azul, na montagem do genoma de Xenopus tropicalis ao longo de janelas de 10 Mb. O eixo Y em
cada cromossomo representa a densidade de unidades repetitivas e o eixo X de cada cromossomo
representa as coordenadas genômicas.
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GRÁFICO 5 - DISTRIBUIÇÃO DOS DNASAT XtrSat06-481, XtrSat08-2.290, XtrSat09-1189 E
XtrSat10-454

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Densidade dos DNAs satélites XtrSat10-454 (Sat DNA 173), representado em vermelho
XtrSat09-1189 (Sat DNA 134), representado em verde XtrSat06-481 (Sat DNA 183) e XtrSat08-290
(Sat DNA 85), representado em azul, na montagem do genoma de Xenopus tropicalis ao longo de
janelas de 10 Mb. O eixo Y em cada cromossomo representa a densidade de unidades repetitivas e o
eixo X de cada cromossomo representa as coordenadas genômicas.

A partir das buscas por BLAST, utilizando as sequências consenso dos DNAs

sats, as distribuições das porcentagens de identidade das unidades repetitivas de

cada DNAsat no genoma de X. tropicalis variaram consideravelmente (GRÁFICO 6).
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GRÁFICO 6 - ANÁLISE DE SIMILARIDADE DE DNAsat EM X. tropicalis

Fonte: a autora (2024)

Legenda: Distribuição da porcentagem de identidade observada para cada DNAsat de X. tropicalis em
gráfico de boxplot. O eixo Y representa aPorcentagem de identidade dos DNAsat e o eixo X representa as
Famílias de DNAsat.

Através do Gráfico 6 é possível visualizar que há diferenças nos graus de

identidade entre os satélites investigados. Observando o XtrSat01-1030 (Contig

107), o XtrSat02-1609 (Contig 108), o XtrSat06-481 (Contig 183), o XtrSat08-290

(Contig 85) e XtrSat09-1189 (Contig 134), há um grau de identidade maior entre as

unidades repetitivas, observado pela dispersão das porcentagens de identidades.

Por outro lado, outros DNAsats, como por exemplo, o XtrSat03-276 (Contig 136),

XtrSat04-206 (Contig 51) e XtrSat09-1189 (Contig 134), apresentaram uma maior

dispersão das porcentagens de identidade, incluindo diversas unidades repetitivas

que se apresentam como outliers.

5.2. DNAs Satélites no genoma de Pipa carvalhoi

A partir do processamento de dados na plataforma RepeatExplorer 2 de Pipa

carvalhoi foi identificado que pouco mais de 30% das reads analisadas são

relacionadas à proporção da fração repetitiva do genoma dessa espécie, sendo

atribuídas a algum cluster/supercluster de sequências repetitivas (FIGURA 7). O

pipeline RepeatExplorer2 levou a identificação de 15 satélites de alta confiança e 30

satélites de baixa confiança, totalizando 45 DNAsat (FIGURA 8). Destes, 24
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foram selecionados para posterior análise, os demais não foram contabilizados

devido à sua similaridade com organelas e que possuíam sua sequência consenso

inferior a 50bp. Utilizando a biblioteca customizada de DNAsat de X. tropicalis como

análise comparativa, foram obtidos 2 contigs de P. carvalhoi com similaridade

de 0,14% com o Contig 110 (Contig 224 de P. carvalhoi) e outro com 1,60% de

similaridade com o Contig 199 (Contig 251 de P. carvalhoi) - cujos dados não foram

contabilizados anteriormente nas análises de X. tropicalis devido ao seu baixo

bitscore nas buscas por BLAST contra o genoma dessa espécie. Entretanto, ambas

as sequências mostraram porções de alinhamento considerável entre si (FIGURA 9).

Adicionalmente, ambos os satélites estão em baixo número de cópias tanto em X.

tropicalis quanto em P. carvalhoi, já que os DNAsats dos contigs 110 e 224 tem uma

proporção no genoma de 0,031% e 0,019%, respectivamente. Já os DNAsats dos

contigs 199 e 251 apresentaram uma proporção nos genomas de 0,010% e 0,015%,

respectivamente. Entretanto, o DNAsat 224 – que apresentou similaridade com o

contig 110 de X. tropicalis - não está contabilizado nas análises posteriores devido

ao seu bitscore estar abaixo da linha de corte de 300 previamente estabelecida,

estando entre a faixa de 39,2 e 89,7 nas buscas por BLAST contra o genoma de P.

carvalhoi. Situação similar também ocorre para o DNAsat 251, que obteve

similaridade com o contig 199 de X. tropicalis, estando seu bitscore entre 41 e 104.

Nas buscas por BLASTn contra a coleção de sequências nucleotídicas do NCBI,

não foram identificadas similaridades significantes com as famílias multigênicas ou

genes de cópia única entre os 24 contigs citados.
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FIGURA 7 - PROPORÇÃO DE READS DE DNAs REPETITIVOS DE P. carvalhoi.

FONTE:RepeatExplorer2.

LEGENDA: Gráfico resultante da clusterização das reads provenientes do genoma de P. carvalhoi

relacionadas à elementos de DNAs repetitivos obtidos em cada supercluster. No eixo Y temos o

número de reads atribuídas para cada supercluster de DNA repetitivo e no eixo X indica a

proporção em relação ao total de reads analisadas.
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FIGURA 8 – READS DE P. carvalhoi

FONTE: RepeatExplorer 2.

LEGENDA: Gráficos das reads geradas pelo RepeatExplorer 2. A. Contig 7; B. Contig 221, C. Contig
239, D. Contig 253. Cada ponto sinalizado no gráfo é uma read, as linhas que conectam estes pontos
são chamadas de vértices. Estão conectadas as reads que possuem sobreposição, ou seja, reads que a
se alinham e, em geral, pertencem a um mesmo cluster de região repetitiva.

FIGURA 9 – DNAs SATÉLITES COMPARTILHADOS ENTRE X. tropicalis e P. carvalhoi.

FONTE: A autora.

LEGENDA: Alinhamento entre as sequências de DNAs satélites dos contigs 224 de P. carvalhoi e

110 de X. tropicalis (A) e dos contigs 251 de P. carvalhoi e 199 de X. tropicalis (B). Os pontos indicam
100% de similaridade entre as sequências.
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Através das buscas de BLASTn com os 24 contigs resultantes, foram

utilizadas para filtragem de dados os valores de bitscore, sendo este com a linha de

corte de 300, resultando em 9 contigs (ANEXO 2). Esses contigs resultantes

apresentam poucas variações em seu número de cópias, resultando em 287 cópias

distribuídas ao longo do genoma entre os 9 contigs (TABELA 2). Para o caso dos

satélites PcarSat01-235 e PcarSat08-247, análises de dotplot confirmam a natureza

in tandem dessas sequências no genoma de P. carvalhoi (FIGURA 10). Para outras

sequências de DNAsats não foi possível a obtenção de gráficos dotplot, seja pelo

baixo número de cópias de unidades repetitivas recuperadas após o BLAST, seja

pelas unidades repetitivas serem grandes (> 1kb), não sendo possível a

recuperação de mais de uma unidade repetitiva completa nos scaffolds da

montagem do genoma de P. carvalhoi.

TABELA 2: DISTRIBUIÇÃO CROMOSSÔMICA, NÚMEROS DE CÓPIAS E NOMENCLATURA DE
DNAs SATÉLITES CARACTERIZADOS PARA Pipa carvalhoi.

Contig
Tamanho da unidade

repetitiva (bp)
Nomenclatura

proposta
Número de
cópias

Quantidade de
scaffolds

152 235 PcarSat01-235 7 4

221 744 PcarSat02-744 44 35

237 2298 PcarSat03-2298 23 22

239 220 PcarSat04-220 3 3

253 1074 PcarSat05-1074 8 5

31 1828 PcarSat06-1828 69 66

7 2998 PcarSat07-2998 111 99

82 247 PcarSat08-247 20 13

9 198 PcarSat09-198 2 1

FONTE: A autora (2024)
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FIGURA 10 – GRÁFICOS DOTPLOT DE ALINHAMENTOS DE SCAFFOLDS DO GENOMA DE P.

Carvalhoi QUE CONTÉM SEQUÊNCIAS DE DNAS SATÉLITES.

FONTE: A autora.

LEGENDA: Autoalinhamentos dotplot de scaffolds do genoma de P. carvalhoi que possuem os
satélites PcarSat01-235 (A) e PcarSat08-247 (B) indicando a organização in tandem desses satélites.

Da mesma maneira que em X. tropicalis, nas buscas por BLAST com a

utilização das sequencias consenso de P. carvalhoi, para cada DNAsat foi

distribuído a porcentagem de identidade sendo identificado variações nas unidades

repetitivas (GRÁFICO 7).
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GRÁFICO 7 - ANÁLISE DE SIMILARIDADE DE DNASAT EM P. carvalhoi.

Fonte: a autora (2024)

Legenda: Distribuição da Porcentagem de identidade dos DNAsat de P. carvalhoi em gráfico de
boxplot. O eixo Y representa aPorcentagem de identidade dos DNAsat e o eixo X representa as
Famílias de DNAsat.

Mediante a distribuição dos dados de Porcentagem de identidade

visualizados no Gráfico 5, de maneira comparativa é visível a disparidade nos graus

de identidade de PcarSat03-2298 (Contig 237) e PcarSat09-198 (Contig 9), onde o

grau de identidade é maior no segundo devido a dispersão das porcentagens de

identidade ser menor. O mesmo pode ser dito para o PcarSat04-220 (Contig 239),

PcarSat05-1074 (Contig 253), enquanto os demais – PcarSat01-235 (Contig 152),

PcarSat02-744 (Contig 221), PcarSat06-1828 (Contig 31), PcarSat07-2998 (Contig

7), PcarSat08-247 (Contig 82) - apresentam uma maior dispersão das porcentagens

de identidade, consequentemente um menor grau de identidade.

6. DISCUSSÃO

6.1. Perfis de DNAs satélites de X. tropicalis e P. carvalhoi

Fry e Salser (1977) em seu modelo de Biblioteca de DNAsat evidenciaram

que diferentes DNAs satélites coexistem no genoma de espécies relacionadas,

entretanto, são amplificadas em diferentes proporções. Este estudo infere que a
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partir da variação no número de cópias dentro da biblioteca de DNAsat ancestral há

a formação de perfis espécie-específicos. Ou seja, alguns DNAsats irão passar por

processos de amplificação ou retração, levando a fixação de diferentes números de

cópias dos DNAsat em duas linhagens aparentadas (Ugarkóvic, Plohl, 2002; Goes

et al, 2022). Um exemplo bastante prático é o de Lima e Ruiz-Ruano (2022) no

estudo de DNAsat de 37 espécies do gênero Drosophila, em que inferem que as

famílias de DNAsat são compartilhadas entre espécies intimamente relacionadas,

suportando a hipótese de biblioteca de DNAsat. Entretanto, afirmam ainda, que há

famílias de DNAsat específicas para espécies devido aos processos de amplificação

das unidades repetitivas ou de abundância em algumas linhagens específicas.

Os resultados obtidos da pesquisa in silico das espécies alvo do projeto

demonstram que não há um grande compartilhamento de famílias de DNAsats entre

elas. Esse perfil de DNAsats espécie-específico para X. tropicalis e P. carvalhoi

pode ser explicado devido ao tempo de divergência entre essas duas espécies, de

cerca de 190 milhões de anos com a separação do supercontinente Gondwana

(Cannatella et al, 2015). Dessa forma, pode ser possível que a ação de eventos

estocásticos pode ter modulado a fixação de diferentes famílias de DNAsats nas

duas espécies devido à alta dinâmica evolutiva que DNAsats apresentam

(Ugarkóvic, Plohl, 2002; Plohl et al., 2012). Apesar de os dados demonstrarem que

há dois DNAsat compartilhados entre X. tropicalis e P. carvalhoi, as suas

proporções no genoma de ambos é baixa, bem como a porcentagem de

similaridade entre as sequências das duas espécies. Tal situação pode ser

explicada pela dinâmica evolutiva das sequências de DNAsat (revisão de

Charlesworth, Sniegowski, Stephan, 1994). Essa divergência ocorre de maneira

gradual principalmente pelo acúmulo de substituição de nucleotídeos, sendo

detectada em diferentes níveis taxonômicos (Ugarkóvic, Plohl, 2002).

Apesar de perfis espécie-específicos em X. tropicalis e P. carvalhoi de

DNAsats poderem ter uma maior influência de processos estocásticos na sua

origem e fixação, não pode ser excluída a ação de pressões seletivas no

estabelecimento de novas famílias de DNAsats (Plohl et al. 2012). Por exemplo, no

estudo de Brederson et al (2024), é evidenciado que espécies filogeneticamente

próximas possuem DNAsat centroméricos diferentes e isto é visualizado com a
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análise do DNAsat centromérico que interage com a variante de histona Cenp-a em

X. tropicalis e X.laevis. Cenp-a é reconhecida como uma variante da histona H3

específica do centrômero, onde em X. tropicalis é observado que a sequência do

satélite centromérico é diferente da que é apresentada em X. laevis. Isso sugere que

as sequências satélites dos centrômeros evoluem rapidamente, sendo que nesses

casos a seleção natural atuou para fixar diferentes tipos de DNAsats centroméricos

nessas duas espécies (Brederson et al, 2024).

Há também evidências de que TEs estão envolvidos na origem de biblioteca

de DNAsat, contribuindo diretamente para a formação do DNAsat de novo por meio

de mecanismos como duplicação, inserção adjacente a repetições existentes, e

amplificação através de eventos de recombinação (Zattera, Bruschi, 2022). Por

exemplo, no estudo de Talbot e Hennikof (2020) foi evidenciado que os TEs

contribuem para a evolução dos neocentrômeros ao influenciar a formação de novo

de centrômeros, devido a deposição de marcadores epigenéticos em uma região

cromossômica específica, que, subsequentemente, é enriquecida com sequências

repetitivas. Além de elementos de transposição, outras famílias de DNAs repetitivos,

como famílias multigênicas, também podem dar origem à novos DNAsats através de

eventos de duplicação e estes adquirirem aspectos funcionais, sendo assim

mantidos por seleção natural em espécies bastante divergentes. Um exemplo de

funcionalidade adquirida por um DNAsat vem dos estudos com a família PcP190

em anuros. Esse DNAsat possui uma região conservada, de aproximadamente

120pb, correspondente a região transcritora do DNAr 5S, inferido como sua origem

devido ao grau de similaridade (Vittorazzi et al. 2011), bem como uma região

hipervariável tanto em tamanho quanto em composição de nucleotídeos entre

espécies ou até mesmo em uma mesma espécie (Gatto et al, 2018; Targueta et al.

2018). Recentemente, foi evidenciado por meio de análise de transcriptomas que o

DNAsat PcP190 de Rhinella marina e Engystomops pustulosus (duas espécies

distantes filogeneticamente) é transcrito tanto na sua região mais conservada

quanto na região hipervariável, e, dessa forma, desempenha algum papel funcional

no genoma dessas espécies e, provavelmente, nas outras espécies de anuros da

superfamília Hyloidea em que o PcP190 está presente nos genomas (Pompeo et al.

2024).
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Apesar das evidências aqui apresentadas não indicarem uma conformidade

significativa com a hipótese de bibliotecas de DNAsats, as mesmas não dão suporte

de que ela seja totalmente inválida, já que há duas sequências de DNAsats

compartilhadas entre X. tropicalis e P. carvalhoi. Em P. carvalhoi houve limitação

quanto às análises e seleção dos dados para rodar no RepeatExplorer 2, visto que,

uma das limitações do pipeline é do número de leituras utilizadas para a análise,

devido ao espaço em disco no servidor Galaxy do software RepeatExplorer2 (Novak

et al, 2021). Por isso, pode ser possível que com uma maior amostragem de reads

seria possível identificar um maior número de DNAsats compartilhados entre P.

carvalhoi e X. tropicalis. Ainda, sabendo que há disponibilidade de dados genômicos

de outros membros dentro da família Pipidae, como para Hymenochirus boettgerii,

que forma grupo irmão com Xenopus e Pipa, seria possível analisar os perfis de

DNAsat de uma outra espécie pertencente ao grupo, buscando identificar uma maior

similaridade com as duas espécies alvos do presente trabalho (Bewick et al, 2012).

6.2. Homogeneidade X heterogeneidade dos DNAs satélites de X. tropicalis e P.
carvalhoi

Ao comparar uma família repetitiva em diferentes espécies, é observado que

as sequências são semelhantes dentro de uma mesma espécie do que entre

espécies, sugerindo que as famílias de DNA repetitivo não evoluem de forma

independente, processo conhecido como evolução em concerto (Liao, 1999). Em

um nível intraespecífico, as sequências repetitivas apresentam pouca variação, por

outro lado em um nível interespecífico, a evolução em concerto leva a uma

divergência entre os DNAs satélites em diferentes espécies (Robles et al, 2004). A

atuação da evolução em concerto juntamente com a ação do processo de

“molecular drive” levará a uma homogeneização das repetições em uma família que

se espalhará por uma população, levando à sua fixação (Dover, 1986). A

homogeneização das repetições, como por exemplo, por crossing-over desigual e

por conversão gênica, pode espalhar novas mutações adquiridas por uma unidade

repetitiva para todos os repeats de um cluster de DNAsats, seguido da fixação

dessa nova variante em uma população, sem depender de fatores externos ou

preferências por certas variantes, diferentemente de fatores estocásticos (Dover,
1982; Dover, 1986).
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Analisando os dados de X. tropicalis, através da porcentagem de identidade

entre as unidades repetitivas de cada DNAsat analisado, é possível inferir que os

satélites XtrSat01-1030, XtrSat02-1609, XtrSat06-481 e XtrSat08-290 são mais

homogêneos que os demais satélites. Da mesma forma que em P. carvalhoi os

DNAs satélites PcarSat04-220, PcarSat05-1074 e o PcarSat09-198 também são

considerados mais homogêneos que os outros DNAsat da espécie. Segundo Dover

(1986), a distribuição das clusters de sequências repetitivas em vários

cromossomos pode indicar que há níveis consideráveis de troca de informação em

cada família de repetições, ou seja, há uma menor taxa de homogeneização, já que

a frequência de recombinação homóloga é muito maior que a frequência de

recombinação ectópica. Em estudos de lagartos do gênero Varanus, a baixa

homogeneização é correlacionada com a distribuição das sequências em diferentes

cromossomos, limitando assim a troca genética entre as cópias (Prakhongcheep et

al, 2017). Em X. tropicalis ao se analisar o XtrSat04-206 com XtrSat01-1030,

observa-se que há uma diferença significativa em sua amplitude de distribuição das

porcentagens de identidade no GRÁFICO 6. Essa diferença de amplitude implica

em uma maior homogeneidade no XtrSat01-1030 do que comparado com o

XtrSat04-206. Ao se avaliar é visto que o DNAsat XtrSat01-1030 apresenta um

menor número de cópias (presença nos cromossomos 1, 2, 6 e 8) que o DNAsat

XtrSat04-206 (presença em todos os 10 cromossomos). De modo geral, em X.

tropicalis, pode ser observado que DNAs satélites que estão presentes em mais de

um cromossomo apresentam uma menor homogeneidade que aqueles que estão

presentes em vários cromossomos.

Em P. carvalhoi também foi observada uma variação na distribuição das

porcentagens de identidade entre a sequência consenso de DNAsats e as unidades

repetitivas presentes na montagem do genoma dessa espécie. Entretanto, o padrão

observado para Xenopus (i.e. satélites com maior número de cópias e presentes em

vários cromossomos sendo menos homogêneos que satélites com menores

números de cópias e localização em poucos cromossomos) não foi observado. Por

exemplo, asunidades repetitivas do satélite PcarSat09-198 são muito mais similares

entre si do que aquelas do DNAsat PcarSat03-2298 (GRÁFICO 7). Porém, há uma

diferença no número de cópias recuperadas na montagem do genoma de P.

carvalhoi, tendo sido recuperadas apenas duas cópias em um scaffold satélite
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PcarSat09-188 enquanto que o satélite PcarSat03-2298 foram recuperadas 23

cópias em 22 scaffolds diferentes. Pode ser possível que o número amostral menor

de PcarSat09-198 esteja enviesando a observação de que esse seria mais

homogêneo que PcarSat03- 2298. Entretanto, a proporção do genoma inferida

como tendo sequências do satélite PcarSat09-198 foi maior (0,53%) do que aquela

obtida para PcarSat03-2298 (0,017%). Dessa forma, pode ser inferido que

PcarSat09-198 tem um maior número de cópias, porém as mesmas são tão

homogêneas que, durante o processo de montagem do genoma de P. carvalhoi,

resultou na presença desse satélite em apenas um scaffold. É comum obter erros de

montagem de regiões repetitivas do genoma, principalmente quando a montagem é

realizada com base em bibliotecas sequenciadas com coberturas mais baixas

(revisão de MASOUDI-NEJAD et al., 2013). Diferentemente de X. tropicalis, a

montagem do genoma de P. carvalhoi não se encontra em nível cromossômico,

sendo muito fragmentada principalmente devido a baixa cobertura de

sequenciamento empregada (GAMA et al., 2022). De tal modo, utilizando estes

valores de porcentagem de identidade (BLAST) e de proporção do satélite no

genoma (RepeatExplorer2), seria possível inferir que PcarSat09-198 apresenta na

verdade um maior número de cópias que o PcarSat03- 2298 e que pode ser

possível que o primeiro poderia estar presente em mais cromossomos. Análises

futuras envolvendo o mapeamento desse DNA satélite, bemcomo outras análises

com base em uma maior amostragem das reads do genoma de P. carvalhoi

poderão esclarecer melhor essa contradição observada entre o número de cópias

desses DNAsats e os valores de identidade obtidos nas buscas por BLAST.

A evolução em concerto explica a homogeneidade das sequências repetitivas

em uma mesma espécie, entretanto, não aborda adequadamente a origem,

diversificação e manutenção das diferenças encontradas em espécies aparentadas

(revisão de Thankur, Packiaraj, Henikoff, 2021). Para tal, as análises filogenéticas

podem fornecer um caminho para superar as limitações impostas pela evolução em

concerto, rastreando processos evolutivos que influenciam estas sequências

(revisão de Thankur, Packiaraj, Henikoff, 2021; de Lima, Hanlon, Gerton, 2020).

Adicionalmente, as análises filogenéticas, juntamente com análises de diversidade

nucleotídica de cada DNAsat de X. tropicalis e de P. carvalhoi podem contribuir

ainda mais também para entender melhor os padrões de homogeneização das
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sequências, ou seja, se haveriam repeats que sejam ou não cromossomo-

específicos, assim como observado para o DNAsat centromérico humano alfa-

satélite (Willard, 1985). Juntamente com a análises filogenéticas, o mapeamento

citogenético de diferentes indivíduos da espécie auxiliaria na correlação de

mudanças evolutivas, avaliando impactos estruturais e funcionais das sequências

ao longo do genoma, bem como avaliar o potencial dessas sequências servirem

como marcadores citogenéticos a fim de serem utilizadas no reconhecimento de

homologias cromossômicas interespecíficas (revisão de Thankur, Packiaraj,

Henikoff, 2021; Targueta et al., 2018). Ademais, com o isolamento de sequências de

DNAs satélites de múltiplas outras espécies da família Pipidae, pode ser possível

esclarecer a ação dos diferentes mecanismos de evolução que impactam na

diversidade de DNAsat, auxiliando assim no entendimento dos processos de

evolução genômica (revisão de Thankur, Packiaraj, Henikoff, 2021; Plohl, 2012).

7. CONCLUSÃO

Com base nos resultados, a análise comparativa dos DNAs satélites de

Xenopus tropicalis e Pipa carvalhoi demonstrou uma baixa frequência de DNAsat

compartilhados. Isso sugere que ambos evoluem de maneira independente, sob

pressão de forças evolutivas, como por exemplo, mutação e recombinação genética.

Os diferentes graus de homogeneidade observados podem estar relacionados pelo

número de clusters cromossômicos e quantidade de cópias da sequência, onde,

pelo menos em X. tropicalis, satélites que estão identificados em poucos

cromossomos tendem a ter um grau maior de homogeneização quando comparado

com os que são identificados em mais cromossomos. Da mesma forma, pode-se

considerar a quantidade de cópias obtidas em cada DNAsat, onde um menor

número de cópias leva a uma menor variação de porcentagem de identificação,

levando a maior homogeneização.
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ANEXO 1 - DISTRIBUIÇÃO DE VALORES DE BITSCORE DAS BUSCAS
POR BLAST DAS SEQUÊNCIAS CONSENSO DE DNA SATÉLITES NA

MONTAGEM DO GENOMA DE X. tropicalis.
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ANEXO 2 - DISTRIBUIÇÃO DE VALORES DE BITSCORE DAS BUSCAS POR
BLAST DAS SEQUÊNCIAS CONSENSO DE DNA SATÉLITES NA MONTAGEM

DO GENOMA DE P. carvalhoi.
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