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RESUMO 

 
Os elementos transponíveis (TEs) se apresentam como um dos maiores componentes 
dos genomas eucariotos, exercendo papéis importantes na regulação da expressão 
gênica, participando de rearranjos cromossômicos através do seu processo de 
mobilidade, além de serem possíveis origens para novas sequências repetitivas em 
tandem. Logo, compreender a dinâmica e a influência destes elementos na geração de 
sequências repetitivas é crucial para a compreensão do papel desempenhado por eles na 
evolução genômica. O objetivo da presente tese consistiu em entender o processo de 
surgimento, manutenção e evolução de sequências de DNAs repetitivos organizados 
“em tandem” no genoma de P. carvalhoi e X. tropicalis, com foco nos elementos de 
transposon de DNA hAT. Em um primeiro momento, foi realizada uma revisão de 
literatura acerca dos casos já documentados de elementos transponíveis como ponto de 
origem de novas sequências em tandem, buscando compreender melhor esta relação, 
através da avaliação da importância do ciclo de vida dos TEs, bem como sua estrutura 
molecular e a distribuição cromossômica de suas cópias. Posteriormente, utilizando 
abordagens bioinformáticas, o foco das análises se deu no elemento hAT encontrado 
randomicamente no genoma de Pipa carvalhoi, isolado, clonado e mapeado 
cromossomicamente com o uso de primers heterólogos para Rex-3. A comparação com 
dados de Xenopus tropicalis, espécie irmã do objeto de estudo, revelou importantes 
percepções sobre a estabilidade genômica e fragmentação desses elementos. Analisando 
a sequência do clone obtido em P. carvalhoi, em análises de similaridade com 
sequências de X. tropicalis foi possível verificar a presença do elemento genômico 
hAT_10 em Pipa carvalhoi, destacando ainda presença de repetições próximas às 
regiões de ORFs do elemento como possíveis de regiões de satélites dentro de ambas as 
espécies. A ausência de ORFs intactas nos elementos de hAT, destacam que estes 
elementos podem não estar ativos dentro destes genomas. Em última instância, discute- 
se se o local de inserção dos elementos transponíveis nos genomas pode ser uma forma 
de mitigar conflitos genéticos com o “hospedeiro”. Estas descobertas destacam a 
presença de sequências repetitivas inseridas dentro da estrutura dos elementos 
transponíveis de hAT, um fenômeno documentado pela primeira vez no genoma de 
Pipa carvalhoi. Além disso, este é o primeiro registro deste elemento específico na 
espécie, proporcionando uma contribuição significativa para a compreensão da 
dinâmica dos elementos transponíveis dentro do gênero de Pipa como um todo. 

Palavras-chave: Elementos transponíveis, DNA satélites, elementos hAT, Xenopus 
tropicalis, Pipa carvalhoi. 



ABSTRACT 

Transposable elements (TEs) stand out as one of the largest components of eukaryotic 
genomes, playing crucial roles in gene expression regulation, participating in 
chromosomal rearrangements through their mobility process, and serving as potential 
sources for new tandemly repeated sequences. Therefore, understanding the dynamics 
and influence of these elements in generating repetitive sequences is crucial for 
comprehending their role in genomic evolution. The objective of this thesis was to 
understand the emergence, maintenance, and evolution of tandemly organized repetitive 
DNA sequences in the genomes of P. carvalhoi and X. tropicalis, with a focus on DNA 
transposon elements of the hAT family. Initially, a literature review explored 
documented cases of transposable elements serving as the origin of new tandem 
sequences, aiming to better understand this relationship, evaluating the importance of 
TE life cycles, molecular structure, and chromosomal distribution. Subsequently, using 
bioinformatic approaches, the analysis focused on the hAT element randomly found in 
the genome of Pipa carvalhoi, isolated, cloned, and chromosomally mapped using 
heterologous primers for Rex-3. Comparison with Xenopus tropicalis data, a sister 
species, revealed insights into the genomic stability and fragmentation of these 
elements. Analyzing the sequence of the clone obtained in P. carvalhoi, similarity 
analyses with X. tropicalis sequences confirmed the presence of the genomic hAT_10 
element in Pipa carvalhoi, highlighting the presence of repeats near the element's ORF 
regions as potential satellite regions in both species. The absence of intact ORFs in hAT 
elements suggests that these elements may not be active within these genomes. 
Ultimately, the discussion revolves around whether the insertion site of transposable 
elements in genomes might be a way to mitigate genetic conflicts with the host. These 
findings reveal the presence of repetitive sequences inserted within the structure of hAT 
transposable elements; a phenomenon documented for the first time in the genome of 
Pipa carvalhoi. Additionally, this marks the first record of this specific element in the 
species, offering a significant contribution to understanding the dynamics of 
transposable elements within the Pipa genus. 

Keywords: Transposable elements, satDNA, hAT elements, Xenopus tropicalis, Pipa 
carvalhoi. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1 Reescrevendo o genoma: elementos transponíveis e a origem de novas 

sequências repetitivas 

No âmbito das sequências de DNA repetitivo, os elementos transponíveis (TE) 

representam uma parcela substancial do conteúdo genômico total dos eucariotos, 

desempenhando um papel fundamental nos variados processos biológicos dos genomas 

em que estão incorporados (Hayward, Gilbert, 2022), incluindo impacto na arquitetura 

genômica, na regulação gênica e na variabilidade das espécies. 

Esses componentes são categorizados em duas classes de acordo com o sistema 

proposto por Wicker (2007): os retrotransposons (Classe I) e os transposons de DNA 

(Classe II), onde os elementos pertencentes à Classe I realizam sua transposição pelo 

genoma utilizando o mecanismo "copia e cola", o qual exige a participação de uma 

molécula intermediária de RNA. Em contrapartida, os transposons de DNA executam 

sua mobilidade sem essa intermediação, adotando o mecanismo "recorta e cola". Os 

elementos englobados dentro da classe I, ainda podem ser subdivididos do ponto de 

vista estrutural em elementos que apresentam longas repetições terminais (long terminal 

repeat - LTRs) e os que não possuem essas repetições, nomeados de não-LTR (Wicker 

et al., 2007; Kapitonov e Jurka, 2008). 

Devido à relevância da mobilidade, os elementos móveis são ainda separados em 

autônomos, quando todos os domínios necessários para efetuar uma transposição estão 

presentes e conservados; e não-autônomos quando possuem uma região codificante 

degenerada, dependendo de outros elementos para se moverem no genoma (Wicker, 

2007). 

Os TEs podem afetar os genomas através dos eventos de mobilização, com 

impactos mais locais variando de acordo com a extensão e localização do sítio de 

inserção ou pós-inserção, influenciando de maneira importante a estrutura do genoma e 

a dinâmica dos cromossomos (McClintock, 1950; Kazazian et al., 1988; Deininger and 

Batzer 1999; Johnson et al. 2013; Klein e O’Neil, 2018).  
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Um dos importantes impactos se refere à interferência na expressão gênica, 

podendo induzir aumento ou diminuição da expressão de genes adjacentes, com 

inserções ocorrendo em locais como íntrons, éxons e regiões promotoras (Gill et al., 

2021). Em Drosophila, por exemplo, foram identificados mais de quatrocentos TEs 

associados à variação de expressão gênica em genes próximos, apresentando tanto 

regulação positiva quanto negativa (Rech et al., 2022). 

Além disso, essas repetições podem desempenhar um papel importante na 

estrutura cromossômica contribuindo para o alongamento e manutenção dos telômeros 

(Kordyukova et al., 2018), que são essenciais para a estabilidade e replicação 

cromossômica; bem como influenciando a estrutura e a função dos centrômeros, 

responsáveis pela segregação cromossômica adequada durante a divisão celular (Gržan 

et al., 2020; Talbert e Henikoff, 2020; Amorim et al., 2021). Esses papéis estruturais 

dos TEs contribuem para o tamanho e a organização do genoma, impactando a 

arquitetura geral dos genomas, facilitando a inovação e a diversificação genética. 

Os genomas eucariotos, por exemplo, variam notoriamente em relação ao seu 

tamanho, e uma das causas dessa variação está ligada à quantidade de elementos 

transponíveis (Elliot e Gregory, 2015). Em estudos com tamanhos de genoma em 

Caudata realizados em seis espécies de salamandras, foi observado que entre 25% e 

47% dos genomas eram compostos por sequências repetitivas, predominando a presença 

de retrotransposons – LTR (Metcalfe e Cesane, 2013). 

Do ponto de vista estrutural, existem evidências de rearranjos cromossômicos 

como inserções, deleções, inversões e duplicações mediados por elementos 

transponíveis, em praticamente todas as linhagens de vertebrados, podendo estar 

envolvidos até mesmo em processos de especiação (Bohne et al., 2008). Estes eventos 

podem ocorrer de maneira indireta, por meio da recombinação homóloga, ou 

diretamente, quando a quebra da dupla-fita causada pelo processo de transposição é 

corrigida de maneira errônea pelo sistema de reparo do DNA, utilizando sequências 

homólogas ectópicas como modelo para tal (Gray, 2000; Hedges e Deininger, 2007). 
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Para melhor compreender o papel e a dinâmica dos elementos transponíveis, é 

essencial conhecer o seu ciclo de vida característico, indo de sua inserção até a chamada 

“eliminação”. Em um primeiro momento ocorre a fase de invasão do TE, quando este 

sofre uma duplicação e se insere em um novo lócus cromossômico, seguido por um 

aumento em seu número de cópias (fase de amplificação), e maturação, onde os 

mecanismos de defesa do hospedeiro entram em ação para silenciá-los e/ou inativá-los 

(Paço et al., 2019; Zattera e Bruschi, 2023). 

Uma etapa especialmente intrigante dentro desse ciclo é sua última etapa: o 

estágio de "degeneração" ou “morte”. Após a atuação dos mecanismos de 

silenciamento, promovido por mecanismos de regulação presentes no genoma 

hospedeiro, há a possibilidade de inativação dessas sequências, resultado da 

degeneração das regiões contendo os domínios conservados por meio do acúmulo de 

mutações deletérias, interferindo em seu potencial de mobilização (Brookfield, 2005; 

Sigman et al., 2016). Quando estes elementos são inativados o TE pode seguir diversos 

caminhos como: se manter inativo, sofrer processos de domesticação molecular ou, até 

mesmo, dar origem a novas sequências repetitivas como miniature inverted-repeat 

transposable elements (MITEs), DNA satélites e outras sequências organizadas em 

tandem (Paço et al., 2019; Zattera e Bruschi, 2022). 

MITEs são elementos transponíveis curtos e não-autônomos, apresentando entre 

100 e 800 pares de base (pb), derivados de transposons de DNA (Xin et al., 2019; 

Castanera et al., 2021). Tais elementos apresentam predileção por inserção em regiões 

ricas em genes (Venkatesh e Nandini, 2020), e apresentam um par de repetições 

terminais invertidas (TIR) conservadas (≥ 10 pb), que desempenham o papel de locais 

de ligação para a transposase, juntamente com um par de duplicações curtas nos sítios- 

alvo (TSDs) em média de 2 a 10 pb, situados na extremidade exterior de cada TIR 

(Feschotte et al., 2002; Ye et al., 2016; Venkatesh e Nandini, 2020). 

As sequências repetidas em tandem, por sua vez, estão extensivamente presentes 

em organismos procariotos e eucariotos, organizadas em uma orientação conhecida 
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como “cabeça-cauda”, onde a sequência é repetida uma após a outra, em uma espécie de 

arranjo linear (Legendre et al., 2007; Zhao et al., 2014). Dentro dessas sequências, são 

encontrados os DNA satélites, classificados de acordo com o tamanho do seu motivo 

repetitivo em pares de base como microssatélites [1 a 10 pb], minisatellites [10 a 100 

pb], e satélites [repetições maiores de 100 pb] (Thakur et al., 2021; Zhu et al., 2021). 

Existe uma relação bastante complexa entre TE e DNA satélites (satDNA) que 

pode ter efeitos cruciais na estrutura e evolução genômica (Belyayev et al., 2020). 

Elementos de transposição já foram reportados dando origem à satDNA em diversos 

grupos como em roedores do gênero Ctenomys (Rossi et al., 1993), em plantas da 

espécie Arabidopsis thaliana (Kapitov e Jurka, 2000), em galinhas (Shang et al., 2010), 

em milho (Sharma et al., 2013), entre outros. 

Quando consideramos o grupo de anuros, casos como este já foram reportados 

em Xenopus leavis (Pasero et al., 1993; Hikosaka et al., 2004), onde elementos do tipo 

MITE e SINE deram origem aos DNA satélites Xstir e Satellite 1, respectivamente, e na 

espécie de Xenopus tropicalis, com o elemento MITE de TC1-mariner dando origem ao 

satDNA miDNA4 (Scalvenzi e Pollet, 2014). 

DNAs satélite (satDNAs), que têm origem em elementos transponíveis (TEs), 

frequentemente resultam da amplificação em arranjos em tandem de partes estruturais 

desses elementos móveis ainda que, alternativamente, essas sequências possam surgir a 

partir de elementos completos (como retrotransposons) envolvendo uma combinação de 

elementos móveis diversos que sofreram truncamento (Mestrovic et al., 2015). 

Pesquisas conduzidas por McGurk e Barbash (2018) em Drosophila 

melanogaster revelaram padrões distintos na origem de repetições em tandem a partir 

de elementos transponíveis. Conforme indicado pelos autores, os retrotransposons-LTR 

apresentam uma maior ocorrência de recombinação ectópica entre suas repetições 

terminais, ao passo que os retrotransposons não-LTR e os transposons de DNA 

demonstraram maior probabilidade de originar outras repetições por meio de múltiplas 

inserções no mesmo lócus. 
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Em seu processo de mobilidade, os TEs frequentemente causam quebras na 

dupla fita de DNA [double-strand break - DSB] e muitos dos eventos de instabilidade 

no genoma envolvendo estes elementos, são resultados de processos de reparo errôneos 

destas quebras (Hedges e Deininger, 2007). Existem diversos mecanismos envolvidos 

no reparo, sendo, em grande maioria, dependentes da homologia para que a informação 

contida na sequência seja mantida. 

A união de extremidade não-homóloga (non-homologous end joining - NHEJ) e 

a recombinação homóloga não-alélica (non-allelic homologous recombination - NAHR) 

parecem ser mecanismos comuns para o reparo das quebras de dupla fita, sendo que 

eventos como deleções e/ou duplicações podem ocorrer entre os TEs (Davis and Chen 

2013; Gu et al. 2008; Robberecht et al 2013; Kim et al., 2019). 

A mobilização culmina na formação de “sítios alvo de duplicação” (target site 

duplication - TSD) no ponto de inserção do elemento (Lavie et al., 2004), que podem 

promover a homologia necessária para que o mecanismo de NHEJ possa restaurar esta 

quebra e o posterior deslizamento da polimerase pode ocasionar a expansão do número 

de cópias do elemento (Gilbert et al., 2015; Zattera e Bruschi, 2022). 

Com o exposto acima, é possível observar inúmeras evidências do envolvimento 

de elementos transponíveis (TEs) na remodelação do genoma, atuando como base para 

o aparecimento de elementos repetitivos adicionais, participando como reguladores da 

expressão genética ou sendo cooptados para novas funções dentro do genoma. Isto 

destaca a adaptabilidade destes elementos dentro dos genomas de organismos 

eucarióticos, bem como a importância de sua compreensão nos genomas onde estão 

inseridos. 

1.2 Explorando as sequências genéticas móveis: elementos hAT em anuros 

Seguindo a classificação de Wicker et al. (2007), os elementos de classe II 

podem são subdivididos em duas subclasses, diferenciadas principalmente pelo número 

de fitas de DNA que são clivadas durante o mecanismo de transposição. A subclasse I é 

caracterizada pelo mecanismo envolvendo a clivagem de ambas as fitas de DNA, sendo 



23 
 

composta por duas ordens: a TIR (Terminal inverted repeat), representada por nove 

superfamílias (PiggyBac, Tc-1-Mariner, Transib, CACTA, hAT, Merlin, Mutator, P e 

PIF-Harbinger) e a ordem Crypton, que apresenta apenas a uma superfamília que dá 

nome à esta ordem (Wicker et al., 2007). A subclasse II apresenta as ordens Helitron e 

Maverick, que abrangem superfamílias que também dão nomes às suas respectivas 

ordens e que são caracterizadas pela clivagem envolvendo apenas uma das fitas de 

DNA em seu processo de transposição (Wicker et al., 2007). Estando presente dentro da 

subclasse I, a superfamília de hAT recebe este nome devido à três transposons de DNA, 

o (i) hobo; (ii) Ativador (Ac); e (iii) Tam3 (Rubin et al., 2001), e os elementos presentes 

em hAT apresentam algumas particularidades relacionadas à sua estrutura. Tais 

elementos apresentam tamanho menor que 4kb, exceto elemento Gulliver relatado em 

Chlamydomonas reinhardtii (Ferris, 1989), TSDs (target site duplication) com oito 

nucleotídeos, além de uma repetição terminal invertida curta (TIR) com um tamanho 

variável entre 5-27 pb (Wicker et al., 2007). 

Considerando que a origem destes elementos pode ser datada de antes da 

separação entre plantas, fungos e animais, elementos da superfamília de hAT 

apresentam uma ampla distribuição entre os eucariotos (Wicker et al., 2007). E tais 

transposons já foram reportados em diferentes espécies de anfíbios. 

Em Xenopus tropicalis, referência em estudos genômicos de anfíbios já foi 

relatada forte presença de transposons de DNA, principalmente das superfamílias Tc- 

Mariner, Harbinger, PiggyBac e T2/Kolobok e hAT (Hellsten et al., 2010; Chalopin et 

al., 2015; Sun et al., 2015). Ainda nos estudos conduzidos por Sun et al. (2015) através 

do sequenciamento completo do genoma de Nanorana parkeri, também foi constatado a 

presença do elemento hAT-Ac na espécie. No rascunho da montagem de genoma da 

espécie Rhinella marina foi possível encontrar grande presença de transposons de DNA, 

sendo o elemento hAT-Ac o mais abundante dentro desta classe (Edwards et al., 2018). 

Porém, ainda que estes elementos tenham sido reportados dentro das espécies de 

anfíbios, o grupo ainda carece de uma análise mais aprofundada acerca destes 
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transposons, bem como o papel que tais sequências podem desempenhar dentro das 

regiões repetitivas dos genomas onde estão inseridos. 

1.3 Citogenética dos anfíbios pipídeos: estudos cromossômicos na família 

Pipidae 

A classe Amphibia apresenta uma notável diversidade, abrigando atualmente um 

total de 8.674 espécies, que são divididas em três ordens: Caudata (822 sp.), 

Gymnophiona (221 sp.) e Anura, sendo essa a mais numerosa, com um total de 7.631 

espécies representantes (Frost, 2023). 

No grupo dos anuros, merece destaque a família Pipidae, composta por duas 

subfamílias: Dactylethrinae (34 sp.), que engloba os gêneros Hymenochirus (4 sp.), 

Pseudhymenochirus (1 sp.) e Xenopus (29 sp.); e Pipinae, que tem como seu único 

representante o gênero Pipa (7 sp.) (Frost, 2023). 

Pipidae apresenta uma ampla distribuição, abrangendo tanto a África quanto a 

América, além de ser reconhecida como uma das linhagens mais antigas entre os 

anuros, constituindo um grupo monofilético (Cannatella; Trueb, 1988; Irisarri et al., 

2011; Frost, 2023). Acredita-se que sua diversificação teve início a partir de um 

ancestral comum, em um evento vicariante durante a separação da Pangeia, onde o 

isolamento subsequente desencadeou a diversificação da linhagem que deu origem ao 

gênero Pipa, o único gênero não africano dentro dessa família (Trueb et al., 2005; 

Irisarri et al., 2011). 

Dentro deste grupo taxonômico, o gênero Xenopus se destaca como um modelo 

biológico amplamente reconhecido e utilizado em diversas áreas de pesquisa (Lillo et 

al., 2011, e Uno et al., 2013). Este grupo apresenta como característica marcante, a 

presença de poliploidia, onde um organismo possui mais de dois conjuntos completos 

de cromossomos, um processo que provavelmente aconteceu devido a um evento de 

alopoliploidização (Schmid et al., 2015). Por exemplo, Xenopus laevis e X. borealis são 

espécies alopoliploides derivadas de um ancestral com 2n = 18 cujo genoma inteiro foi 
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duplicado aproximadamente há aproximadamente 18 milhões de anos, apresentando 

como resultado em um genoma tetraploide de 36 cromossomos (Session et al., 2016). 

Por outro lado, a espécie de Xenopus tropicalis destaca-se como uma espécie 

diplóide (2n=20) (Tymowska et al., 1973; Mezzasalma et al., 2015), além de ser a 

pioneira entre os anuros a ter seu genoma completamente sequenciado (Hellsten et al., 

2010), em um projeto realizado pelo Joint Genome Institute (JGI) no ano de 2001. 

Dentro do gênero Pipa, estão presentes as espécies P. pipa, P. carvalhoi, P. 

parva, P. myersi, P. snethlageae, P. arrabali e P. aspera, sendo estas encontradas nas 

regiões norte da América do Sul e Panamá (Frost, 2023). Os membros deste gênero são 

exclusivamente aquáticos, e possuem corpos achatados dorso-ventralmente bem como 

membros traseiros adaptados para a natação (Pough et al., 2001; Fernandes et al., 2011). 

Do ponto de vista citogenético, os cariótipos conhecidos e descritos para este 

grupo, permitem observar uma discrepância de números diplóides, onde P. parva 

apresenta 2n=30 (Morescalchi, 1968), P. carvalhoi possui 2n=20 (Mezassalma et al., 

2015; Zattera et al., 2019) e P. pipa possui 2n=22 cromossomos (Wickbom, 1950; 

Morescalchi, 1968). 

Estudos conduzidos por Mezzasalma et al (2015), buscaram compreender qual 

seria a condição plesiomórfica dentro de Pipidae. Utilizando cariótipo de Rhinophrynus 

dorsalis, táxon irmão de Pipidae com 2n=22, os autores inferiram os possíveis 

rearranjos envolvidos na transição de seu cariótipo (2n = 22) para os de 2n = 20 

encontrados em P. carvalhoi e X. tropicalis, destacando que o ancestral de Pipidae teria 

2n=20, sendo esta a via mais parcimoniosa dentro da filogenia, exigindo menos 

rearranjos ou passos evolutivos para a transição do cariótipo.  

Considerando exclusivamente o gênero Pipa, este também parece representar o 

caminho mais parcimonioso dentro da filogenia. Isso porque, para as espécies do gênero 

evoluírem de um ancestral com 2n=30 para o cariótipo observado em P. carvalhoi, 

seriam necessários mais eventos evolutivos, como numerosas fusões, por exemplo 

(Mezzasalma et al., 2015; Zattera et al., 2019). 
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Em estudos comparativos entre as espécies P. carvalhoi e X. tropicalis 

utilizando sequências altamente conservadas como histona H3, foi possível verificar 

homologias entre as duas espécies, com clusters de histona estando presente nos 

cromossomos 5 e 6 em P. carvalhoi, X. tropicalis e X. laevis, e nos pares 8 e 9 somente 

nos cromossomos de P. carvalhoi e X. tropicalis (Zattera et al., 2020). 

Entretanto, ao considerar os repetitivos de DNA mais variáveis, como 

sequências de microssatélites, foram observados padrões semelhantes entre as espécies, 

como (CAG)10, (CGC)10 e (GATA)10, mapeados nas regiões terminal/subterminal dos 

cromossomos; mas também foram identificadas divergências nos microssatélites de 

(CA)15 e (GA)15, presentes nas regiões terminais e subterminais em X. tropicalis, e nas 

regiões centroméricas e pericentroméricas de P. carvalhoi (Zattera et al., 2020). 

Uma vez estabelecida a proximidade filogenética e citogenética entre os gêneros 

de Pipa e Xenopus, sugerimos a adoção de Pipa como grupo central em nossas 

investigações, buscando aproveitar os conhecimentos gerados acerca do gênero 

Xenopus, a fim de elucidar a dinâmica dos elementos repetitivos de DNA no 

genoma do gênero Pipa. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1. OBJETIVO GERAL 

 
Explorar o processo de surgimento, manutenção e evolução de sequências de DNAs 

repetitivos organizados “in tandem” a partir de elementos genéticos móveis e avaliar no 

genoma de P. carvalhoi e X. tropicalis a relação entre elementos de transposição da 

família hAT e novos DNAs satélites 

2.1.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 

 Buscar evidências de processo de surgimento de DNAs satélites a partir das 

sequências de transposons da família hAT;

 Avaliar o grau de repetibilidade das sequências-alvo nos genomas de P. 

carvalhoi e X. tropicalis;

 Analisar e caracterizar a organização molecular das sequências repetitivas 

encontradas neste estudo;

 Percorrer estratégias metodológicas que permitam caracterizar elementos 

genéticos móveis portadores de matrizes de elementos repetitivos internos;

 Avaliar criticamente o papel das inserções de elementos de transposição em 

sítios genômicos preferenciais, confrontando dados da literatura.
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3. RESULTADOS 

 
Os resultados obtidos foram organizados na forma de três capítulos, conforme descrito a 

seguir: 

Capítulo 1: “Transposable Elements as a Source of Novel Repetitive DNA in the 

Eukaryote Genome” – Artigo científico publicado na revista Cells (DOI: 

10.3390/cells11213373) que explora dados da literatura para avaliar casos de 

surgimento de novos elementos repetitivos a partir de elementos genéticos móveis em 

genomas de organismos eucariotos. São exploradas questões como a estrutura 

molecular do elemento, sua organização cromossômica, o papel do “ciclo de vida” dos 

TEs neste surgimento e os mecanismos genéticos que podem estar envolvidos. Este 

artigo apresenta a sistematização dos dados de interconversão entre elementos 

repetitivos nos genomas e destaca a perspectiva de novas questões que ainda devem ser 

mais exploradas em estudos de evolução genômica. 

 
Capítulo 2: Elementos de transposição como reservatórios de unidades repetitivas 

durante o surgimento de um novo DNA satélite: O caso do elemento hAT no 

genoma de P. carvalhoi e X. tropicalis”. Neste capítulo apresentamos dados 

experimentais e de análises de bioinformática para a caracterização de elementos 

repetitivos originados de transposons da família hAT no genoma de P. carvalhoi e X. 

tropicalis, enfrentando os desafios metodológicos de avaliar matrizes de unidades 

monoméricas presentes na estrutura molecular de TEs. 

Capítulo 3: “Do the insertion preferences of transposable elements represent a 

strategy for the mitigation of genetic conflicts with the host?” – Manuscrito 

submetido para publicação na revista Evolution que discute as implicações da 

preferência de inserção de TEs no genoma hospedeiro para seu sucesso na invasão de 

um novo genoma. O manuscrito foi descrito como forma de posicionar os achados de 
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simulações computacionais de Munasinghe et al., (2023) frente aos dados experimentais 

disponíveis na literatura. O trabalho foi submetido na sessão “Digest” do periódico 

Evolution, destinada a “digerir”, simplificando artigos com grande relevância na área 

demonstrando sua aplicabilidade no conhecimento atual disponível na literatura. 
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Abstract: The impact of transposable elements (TEs) on the evolution of the eukaryote genome
has been observed in a number of biological processes, such as the recruitment of the host’s gene
expression network or the rearrangement of genome structure. However, TEs may also provide a
substrate for the emergence of novel repetitive elements, which contribute to the generation of new
genomic components during the course of the evolutionary process. In this review, we examine
published descriptions of TEs that give rise to tandem sequences in an attempt to comprehend
the relationship between TEs and the emergence of de novo satellite DNA families in eukaryotic
organisms. We evaluated the intragenomic behavior of the TEs, the role of their molecular structure,
and the chromosomal distribution of the paralogous copies that generate arrays of repeats as a
substrate for the emergence of new repetitive elements in the genome. We highlight the involvement
and importance of TEs in the eukaryote genome and its remodeling processes.

Keywords: satellite DNA; centromeric region; TE life cycle; tandem repeats

1. Introduction

The duplication and mobilization cycles of transposable elements (TEs) are evolution-
ary processes that enrich the paralogous copies that constitute the repetitive DNA content
of the eukaryote genome. This repetitive DNA can be subdivided into two categories:
tandem repeat sequences, which represent copies organized in juxtaposition to one another
(e.g., DNA satellites, minisatellites, and microsatellites), or dispersed sequences, which
include the transposable elements themselves [1,2].

In most cases, transposable elements and tandem repeats are studied independently,
but evidence has been found that TEs may be involved in the origin of a library of tandem
repeats that is typically dispersed throughout the eukaryote genome, where it plays a
fundamental evolutionary role [3,4]. The sequences of homologies of satDNAs and trans-
posons or retrotransposons that have been identified in many species indicate the existence
of an intimate evolutionary relationship between the TEs and the emergence of tandem
repeat sequences, which implies that the TEs are involved in the reshaping of the genomic
architecture [3,5].

The conversion of one type of repetitive element into another has been reported in all
the principal branches of the eukaryote tree of life [6–8]. Here, we review case studies of
the emergence of repetitive DNA, focusing on the new satellite DNA (satDNA) families
derived from TEs with the aim of understanding (i) the intragenomic behavior of the
TEs, (ii) the role of their molecular structure, and (iii) the chromosomal distribution of
the paralogous copies. We discuss the genetic mechanisms that produce the TE copies
and contribute to the molecular co-option of these elements during the evolution of the
genome and chromosomes, most of which are revealed by the interplay and turnover of
the different repetitive classes in the genome.

Cells 2022, 11, 3373. https://doi.org/10.3390/cells11213373 https://www.mdpi.com/journal/cells
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There are two major categories of transposable elements: classes I and II. Class I
elements, which are also known as retrotransposons, are dependent on the RNA for their
transposition in the genome, while class II elements (DNA transposons) do not depend on
any retrotranscription mechanism for their mobility [9].

The recruitment of copies of the TEs as a substrate for the evolutionary emergence of
new tandem repeats and satDNA families is directly dependent on the behavior of these
elements in the host genome. The intra-genomic behavior of the TEs in the host genome
follows a four-phase life cycle (Figure 1), starting with (i) the birth or invasion phase, when
the TEs are inserted into a new locus, followed by (ii) amplification, (iii) maturation, and
finally, (iv) death or degeneration [10–12].

Figure 1. Life cycle of a transposable element, using LTR transposons with their respective Open
Reading Frames (ORFs) as an example. T0—simple copy of the element in the genome; T1—Invasion:

the chromosomal locus acquires at least one repeat unit; T2—Amplification: an increase in the
number of copies present in the genome, either by burst events (in the case of class I elements) or
the repair or homologous recombination of double-stranded DNA (class II); T3—Maturation: the
elements are inactivated or silenced through epigenetic silencing, piRNAs, DNA methylation or other
mechanisms, such as mutations; T4—Death or degeneration: the elements may be either eliminated
from the genome, undergo molecular domestication, begin to exercise new functions or give rise
to new repetitive sequences, such as tandem repeats. LTR = Long Terminal Repeat; ORF = Open
Reading Frame. (Source: the authors / created in Biorender.com, accessed on 5 September 2022).

The birth or invasion phase (Figure 1—T1) occurs when a new chromosomal locus
acquires at least one copy of a TE. In most cases, the TE is transmitted vertically through the
evolutionary lineage by splitting from the ancestral species, while invasion occurs through
new transposition events, either by the recombination of sequences already present in the
genome or events of horizontal transfer [13,14].

As a new repeat unit of a class I element (retrotransposon) is established in the genome,
the number of copies begins to increase rapidly (amplification phase; T3 in Figure 1). These
paralogous copies, generated by retrotransposition, are distributed randomly throughout
the genome [15,16]. Genomes of all characterized higher eukaryotes possess examples of
transposable element (TE) bursts [17]. Burst events can cause a local accumulation of TEs
in the chromosomes, generating extensive clusters of TEs [18–21].

Events of this type are more frequent in germ cells due to the temporary relaxation of
the epigenetic control of the TEs during the early development of the germline. This opens
a temporal window that may allow these elements to escape from their constraints and
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propagate in the host genome [22,23]. Amplification occurs primarily in male germ cells
due to the continuous spermatogenesis occurring throughout the life span of the animal,
whereas female germlines are arrested in meiosis and do not undergo the temporary
relaxation of epigenetic control observed in the male germline [24,25].

By contrast, the repair mechanism of double-strand (subclass I) or single-strand breaks
(subclass II; see [9]) that occur following mobilization events is a central genetic process
that results in the addition of a number of copies of the DNA transposons, given that
the chromosomal gap generated by the excision of a transposon sequence is repaired
by a homologous recombination mechanism, which results in the reintroduction of the
transposon at the donor site [26]. If the mobilization event occurs during the S phase, the
homologous recombination can use a sister chromatid as a template for the repair of the
chromosome gap, which also restores the excised element and results in an increase in the
number of copies of the class II elements [26,27].

The maturation phase (T4 in Figure 1) is the most prolonged stage of the process, and
is the most subject to the action of mechanisms of molecular evolution. The host genome
can evolve defenses to stop the spread of the TEs by temporary epigenetic inactivation,
irrespective of the mobilization mechanism involved in the insertion of the new TE [28].
During this phase, the silencing of transposition activity and the relaxation of selection
pressures on the paralogous copies contribute to the accumulation of random mutations in
the molecular structure of the TE sequences [29,30].

One of these pathways is through the silencing of the RNA by small RNA molecules—
endogenous siRNAs (endo-siRNAs) or PIWI-associated RNAs (piRNAs)—which guide
the process by modulating chromatin states or targeting the degradation of the RNA [31].
The piRNA pathway suppresses transposon activity in the metazoan germline, whereas
the endo-siRNAs repress TE activity in the somatic tissue [31,32].

The transposition of the TEs may also be suppressed by DNA methylation, in which a
methyl group is added covalently to the C’5 position of the cytosine (5-methylcytosine) [31,33].
This methylation is associated with repression of the TE, as first observed in the retrotrans-
poson Activator (Ac), Suppressor-mutator (Spm), and Mutator (Mu) of maize [34–36]. This
epigenetic suppression by DNA methylation is thought to contribute not only to the si-
lencing of transcription, but also to the formation of the heterochromatic regions of the
genome [37,38]. Epigenetic histone modifications, such as acetylation, phosphorylation,
and methylation, may also be involved in the repression of the TEs [39]. In the genus
Arabidopsis, for example, the histone methylation of H3K9me2 and H3K27me1 appears
to contribute to the transcriptional silencing of some TEs [40], while histone deacetylase
triggers the transcriptional activity of the different TEs [41]. The long-time prevalence of
TEs under epigenetic control results in the progressive accumulation of mutations (substi-
tutions or indels), which leads, in turn, to the degeneration of the sequence and a loss of
identity, which either reduces or eliminates its capacity for amplification in the genome
(Figure 1—T3). Recombination is often suppressed in the heterochromatic regions [42,43],
which appears to be one of the reasons why these portions of the chromosome are prone to
the accumulation of TEs, maintained by unequal crossing-over or genetic drift [44,45].

Stochastic mutations that interfere with the mobilization capacity of the silenced TE
sequences are either fixed or lost primarily through genetic drift, which may represent
the degeneration or death phase of the respective locus (Figure 1—T4). In this case, the
heterochromatin is often the “final resting place” of dysfunctional TEs, due to the low
frequency of recombination in these regions [44,45], leading to the formation of a “TE
cemetery” [45,46], where the TEs may play an important role in the structure of the het-
erochromatin itself [47]. Given the high level of degeneration of the TE sequences, the
recognition of genomes by searching for homologies often recovers contigs that are not
very similar to the active copies. This hampers the understanding of their evolutionary
history in the host genome.

The insertion and accumulation of some TEs in the vicinity of genes, for example, or
their degenerate copies, represent an opportunity for molecular evolution or domestica-



Cells 2022, 11, 3373 4 of 17

tion [48–50]. Numerous studies have revealed protein motifs or repetitive regions of TEs be-
ing recruited for new genomic functions, providing an important source of novel sequences
for the evolution of the genome [51–53]. New regulatory sequences and new protein-coding
or even non-coding RNAs may play a beneficial role in the host genome [11,54,55], and may
also be involved in a number of different processes of the regulation of gene expression.
These processes include the regulation of transcription by the domesticated LTR retrotrans-
posons and the action of the Amniota SINE1 element, which enhances the genes encoding
the fibroblast growth factor of the inhibitor of an apoptosis protein family [56,57].

Given this, the ability of the TEs to provide a substrate for evolutionary innovations has
attracted considerable interest over the years, and has been the focus of numerous studies
of eukaryote species, which have found evidence of their involvement in the evolution of
the genome through their reorganization.

2. Transposons as a Source of Repetitive Units for the Emergence of Tandem Repeats

A number of studies have provided examples of TE sequences that give rise to new
repetitive classes, such as microsatellites, minisatellites, and satellite DNA [3,5,11,54,58].
Transposable elements represent an important substrate for genomic remodeling, and the
emergence of new repetitive sequences, which generate a library of short repeat arrays that
will subsequently be dispersed through the genome, to eventually become novel tandem
repeats [59] (Figure 1—T4).

Transposable elements may contain sites predisposed for the formation of microsatel-
lite DNA, which favors the dispersal of these repetitive units in the genome [5,58,60]. In
the human genome, for example, approximately 23% of all tandem arrays (satellite, mini-
and microsatellite sequences) are derived from TEs [61].

2.1. Classes and Mobility of the TEs

Studies of a range of different organisms have revealed a subtle prevalence of class
I elements as a source of repetitions in the genome. Retrotransposons of the SINE (Short
Interspersed Nuclear Element) superfamily, in particular the Alu elements, are a compelling
example of this process. The non-autonomous SINEs, which range in size from 100 to
600 base pairs (bps), are widely distributed in the eukaryotes, where they play an important
role in the organization of the genome, given their involvement in cell survival during
many different types of physiological stress, for example [62]. The Alu elements, which are
primate-specific, are considered to be the most widespread of the transposable elements,
representing approximately 11% of the human genome [63–65]. These elements are consid-
ered to be the origin of the pλg3 satDNA and (GAA)n-type repeats, which are both found
in the human genome [66–68], and the A-rich microsatellites in the primates [69]. Approx-
imately 7276 minisatellites in the human genome have been derived from transposable
elements, and 2663 are associated with Alu elements [61].

Non-autonomous TEs prevail as a source of the sequences for the formation of novel
repetitive elements (Table 1), and the MITE (Miniature Transposable Elements with inverted
repetitions) elements may be an especially interesting group for the understanding of this
process. The MITE-type elements are non-autonomous, class II elements of approximately
400 bps, which are characterized by inverted repetitions flanking a variable region [9,70,71].
The MITE repeats are known to give rise to (GTCY)n repeats in lepidopterans [72], Xstir
satDNA in Xenopus leavis [73], miDNA4 in Xenopus tropicalis [74], D1100 satDNA in rye [75],
a number of different types of satellite DNA in Messor ants [76], and HindIII satDNA in
bivalves [77].
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Table 1. Recorded cases of transposable elements giving rise to satellite, mini- and microsatellite
DNA (satDNA), according to their mobility and the regions of the transposable elements that have
given rise to the tandem repeat sequences. ORF (Open Reading Frame); TR (Tandem Repeat);
UTR (Untranslated Region); LTR (Long Terminal Repeat), TIR (Terminal Inverted Repeats), IR

(Inverted Repeat).

Species
Type of

Transposable
Element (TE)

Superfamily Class Mobility
Region of

the TE
New

Sequence
Reference

Pan paniscus
and Hylobates

lar
Alu elements SINE Alu

Family Class I non-
autonomous

3′ oligo(dA)
tail and
A-rich
middle
region

A-rich
primates’ mi-
crosatellites

[69]

Homo sapiens Alu | LTR –
retrotransposons

SINE Alu
Family Class I non-

autonomous

TR may
occur in any
region of the

TE

7276
Minisatellites [61]

Homo sapiens Alu SINE Alu
Family Class I non-

autonomous -
pλg3, pMSl,
pMS43, and

pMS228
[66]

Homo sapiens Alu SINE Alu
Family Class I non-

autonomous
Near to 3′

-UTR.
Three

minisatellites [68]

Homo sapiens Alu SINE Alu
Family Class I non-

autonomous
3′ oligo(dA)

tail. (GAA)n [67]

Mouse
genome SINE B1 SINE

Superfamily Class I non-
autonomous

GAGGCA
dimmer

within the
SINE

(GGCAGA)n [78]

Mouse
genome MaLR

Retrotransposon-
like

superfamily
Class I non-

autonomous LTR Ms6-hm e
Hm-2 [79]

Ctenomys sp. retroviral
genome - Class I - LTR RPCS

satDNA [80]

Phodopus
roborovskii

LINE-1
elements LINE Class I autonomous ORF2 PROsat [81]

Dolphin LINE-1 LINE Class I autonomous -3’ UTR
Common
Cetacean
Satellite

[82]

Phoca vitulina
concolour LINE-1 LINE Class I autonomous ORF2 Pvc 20 [83]

Genus Messor Mariner-like
(Mboumar) Tc1/mariner Class II autonomous

Mariner is
found inside
the satDNA

satDNA [84]

Gallus gallus CR1 CR1 family
of LINEs Class I autonomous

-3′ UTR and
a partial
coding

region of
ORF 2

HinfI (SCR1) [7]

Helicoverpa
zea

HzSINE1
MITE-like

SINE
Superfamily Class II non-

autonomous 5′-IR (GTCY)n [72]
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Table 1. Cont.

Species
Type of

Transposable
Element (TE)

Superfamily Class Mobility
Region of

the TE
New

Sequence
Reference

Drosophila
virilis,

Drosophila
americana,

and
Drosophila
biarmipes.

DINEs Helitron Class II non-
autonomous

Central
tandem
repeats
(CTRs)

satDNA
arrays [8]

Drosophila
guanche SGM-IS

SGM
Transposon

Family
Class II non-

autonomous - SGM
satDNA [85]

Drosophila
virilis group pDv element

pDv
transposable

element
family

Class II - Terminal
repeat

pvB370
BamHI sat

DNA
[86]

Drosophila
melanogaster TART | HeT-A

TART
subfamilies
of the HeT

DNA family

Class I
Class I

Autonomous
non-

autonomous
-3’ UTR 18HT

satDNA [87]

Drosophila
virilis Tetris Foldback

elements Class II non-
autonomous TIR

satDNA-
arrays

(TIR-220)
[88]

Hydromantes
imperialis and

H. ambrosii

SINE-like
elements

SINE
Superfamily Class I non-

autonomous

tRNA-
related
region

Hy/Pol III [89]

Monopterus
albus

LTR-
Retrotranspos

onGypsy

LTR-
Retrotransposon-

like
Class I autonomous LTR satDNA

MALREP [90]

Xenopus leavis Xmix MITE - Class II non-
autonomous TIR Xstir satDNA [73]

Xenopus leavis SINE-like SINE
Superfamily Class I non-

autonomous

tRNA-
related
region

Satellite 1 [91]

Xenopus
tropicalis

MITE of
TC1-mariner Tc1–Mariner Class II non-

autonomous

stDNA
located

within the
MITE

element

miDNA4 [74]

Ostrea edulis CvA Pearl Class II non-
autonomous - HindIII [77]

Venerupis
decussata MITE (Pearl) Pearl Class II non-

autonomous - BIV160 [92]

Arabidopsis
thaliana Atenspm En/Spm-like Class II autonomous -5’ UTR ENSAT1 [93]

Pisum
sativum

Ty3/gypsy-
like
ogre

Gypsy Class I autonomous -3′ UTR PisTR-A
satDNA [59]

Glycine max Gmr9/GmOgre Ty3-gypsy Class I autonomous

Between the
3’UTR and
Repetitive

LTR

Gmr9-
associate

minisatellite
[94]
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Table 1. Cont.

Species
Type of

Transposable
Element (TE)

Superfamily Class Mobility
Region of

the TE
New

Sequence
Reference

Solanum bul-
bocastanum Sore 1 SORE-1

family Class I autonomous LTR Sobo satDNa [6]

Solanum
tuberosus

Ty3/gypsy-
like

LTR-
Retrotransposon-

like
Class I autonomous LTR

St3-58;
St3-238; St18;

St3-294
[95]

Zea mays CRM1 and
CRM4

Centromeric
Retrotrans-
posons of

Maize (CRM)

Class I autonomous UTR regions
and LTR

CRM1TR e
CRM4TR
satDNA

[96]

Hordeum
vulgare BARE-1

BARE-1 retro-
transposon

family
Class I non-

autonomous LTR SSR [97]

Aegilops
speltoides Cereba Ty3-gypsy Class I autonomous ORF to gag CAA

microsatellite [98]

Secale cereale Crwydryn
Tnr1 MITE

Crwydryn
Tnr1/Stowaway

family

Class I
Class II

non-
autonomous

non-
autonomous

ORF to gag
-

E3900
satDNA
D1100

satDNA

[75]

Lathyrus
sativus

Ogre LTR-
retrotransposons

LTR-
Retrotransposon-

like
Class I autonomous Close to the

ORF to gag
nine

satDNAs. [99]

Chenopodium
album

aggregate

CACTA-Like
Jozin

CACTA
superfamily Class II non-

autonomous Tnp2 TPase CficCl-61-40
satDNA [4]

The MITE sequences experience burst events, which may lead to a dramatic increase
in the number of copies, resulting in the rapid accumulation of arranged units with highly
similar sequences in the chromosomes [100–102], as seen in the amphibian Xenopus tropi-
calis [74]. In the genome of X. tropicalis, the presence of a miDNA4-MITE that contains a
satellite DNA motif, demonstrates the synergic interplay between the MITE structure and
genomic context, which contributes to the emergence of the repetitive arrays of the new
satDNA. In this model, the birth of the satellite monomer within a MITE is followed by the
amplification of tandem repeats, with the higher recombination rates of the tandem arrays
of paralogous copies leading to the rapid homogenization of the repetitive arrays and, over
time, the generation of satDNA following the putative concerted evolution model [74].

Helitron elements (subclass II of the DNA transposons) also represent a source of the
spread of satDNA-like arrays in the genome. The transposition of these Class II elements
occurs through semi-replicative transposition, in which only one strand of the transposon is
transferred between genomic sites without duplicating the target site (TSD) upon insertion,
a process known as Rolling Circle Transposition, or RCT [2,9,103,104]. Analysis of the
RCT mechanism has revealed cases in which the rolling-circle transposases are unable to
recognize the termination sites located at the extremity of each TE, which results in the
transposition of fragments of the genomic DNA located in the immediate vicinity of the
sequence. This makes the TEs prone to the capture and propagation of a range of different
genomic sequences [2,105].

As satDNA may be formed by the tandem amplification of a whole TE, or only a part
of it, where fractions of short satDNA-like arrays would be expected to be found dispersed
throughout the genome as an intermediate stage of the emergence of satDNA from the
TEs, which are normally distributed in euchromatic regions [2,8,74,106]. In Crassostrea gigas,
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for example, the genome assembly presents 13 clusters of satDNA-like tandem repeats,
which represent the central repeats of 11 non-autonomous elements belonging to the
Helentron superfamily of DNA transposons known as the CgHINE [2]. The genome-wide
distribution of this element in this species indicates that Helentrons are able to propagate
tandem repeats.

2.2. Are Certain Portions of a TE More Prone to the Generation of Tandem Repeat Sequences?

Although the entire sequence of a transposable element has the potential to act as the
substrate for the generation of new repetitive elements [61], we observed a prevalence of the
repetitive portions of these elements as the source of the monomeric units of tandem repeats.
The greater similarities between the monomeric units and the Terminal Inverted Repeats
(TIRs), Long Terminal Repeats (LTRs), and other non-coding regions of the transposable
elements highlights the importance of these naturally repetitive segments for the emergence
of new classes of repetitive DNA (Table 1; Figure 2).

Figure 2. Schematic diagram of the different regions of transposable elements that may provide
the starting point of origin for new micro-, mini- or satellite DNA. LTR (Long Terminal Repeat);
GAG (GAG domain); POL (Reverse Transcriptase); ENV (Envelope Protein); UTR (Untranslated
Region); ORF (Open Reading Frame); TIR (Terminal Inverted Repeats). (Source: the authors/created
in Biorender.com, accessed on 5 September 2022).

The untranslated 5′ and 3′ (5′UTR and 3′UTR) extremities also serve as a source
of satellite DNA. The evidence available for the pea, Pisum sativum, indicates that the
satDNA PisTR-A originated through the amplification and homogenization of tandem
repeats present in the hypervariable 3′UTR of the Ty3/gypsy-like Ogre elements [59]. The
3′ terminal may also play a key role in this process, as observed in Drosophila melanogaster,
in which the emergence of new satDNA corresponded to the 3′ non-coding region of
the transposable element HeT-A [87], and in the cetaceans, the DNA of the common
satellite monomer is similar to the 3’-terminal portion of the mammalian L1 (LINE-1)
retrotransposon [82] (Figure 2).
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Open Reading Frames (ORFs) of TEs have also been found to be related to the satDNA
in Gallus gallus, with similarities in the sequences being observed among the regions of
the satDNA HinfI and the CR1 retrotransposon, which contains the partial ORF II of the
CR1 element [7] (Figure 2). In the rodent Phodopus roborovskii, the ORF II of a LINE-1
retrotransposon is 88% similar to a small region of the PROsat present in the genome [81].
In rye, Secale cereale, the E900 satDNA contains a fragment of a retrotransposon which
encodes a partial reading frame for the GAG-like protein of an LTR retrotransposon [75].
The GAG-like gene was also related to the CAA microsatellite in wheat, Aegilops speltoides,
and presented similarities with the upstream region of the Ty3/gypsy-like retroelement [98]
(Figure 2). Overall, then, the sum of the evidence indicates that any part of a transposable
element may provide a substrate for the generation of new sequences, and there does not
appear to be any conclusive evidence that specific portions of these elements are involved
preferentially in the generation of satellites or other types of tandem repeat.

3. Is the Centromeric Region a Hotspot of the Emergence of de novo satDNA Derived
from TEs?

Centromeric regions are favorable to the emergence and establishment of new families
of satellite DNA and are ideal models for studying the TEs as an evolutionary substrate
in chromosomal evolution [107,108]. Centromeres are gene-poor, and the majority of the
transcriptional activity observed in this region involves non-coding RNAs that interact in
the organization of the kinetochores [109].

Meiotic recombination is avoided in centromeric regions, which appears to be an
evolutionary strategy to avoid chromosome aneuploidy, given that crossovers in the vicin-
ity of the centromere make chromosomes more prone to mis-segregation [109,110]. The
centromeres are thus a cold spot for crossovers, making this chromosomal region prone to
the emergence of de novo satDNA from TEs. The mobile genetic elements inserted in these
regions cannot be deleted easily by crossovers, and thus accumulate in the centromeric and
pericentromeric regions [111].

Plant and animal centromeres are rich in TEs, and these sequences may sometimes be
highly specific and/or involved directly in the architecture of this chromosomal region. Two
species of beetle, Dichotomius schiffleri and Tribolium castaneum, have unusually extended
centromeres, which appear to be related to the prevalence of DsGypsy6, LINE-1, and
Helitron-like sequences in these structures [112,113]. In Poaceae species, the centromere is
enriched with a specific retrotransposon family known as the centromeric retrotransposon
(CR), which has highly conserved motifs, that are also found in their B chromosomes, when
present (see [114]). The CR elements and centromere connection may contribute to the
maintenance of the centromere/kinetochore complex, given that these sequences interact
with the kinetochore protein CENH3 [115].

Recent studies of neo-centromeres have established a new perspective for the un-
derstanding of the role of TEs in the emergence of new satDNA families. Talbot and
Hennikof [111] proposed a model which indicates an active role of the TEs in the evo-
lutionary emergence of neo-centromeres. De novo centromeres appear to arise from the
deposition of epigenetic markers in a particular region of the chromosome, followed by the
enrichment of repetitive sequences at this new site [116]. The transposons appear to play
an important role in the maintenance of the size of the region and the increase in the repeat
content of the neo-centromeres that do not have many tandem repeats during this initial
period [117].

Large numbers of CENP-A are detected flanking centromeres, but low levels of CENP-
A may spread to the non-canonical centromere regions, predisposing them to acquire a
potential centromeric function [118,119], and the insertion of TEs in an ectopic CENP-A site
may create favorable conditions for the evolution of new a centromeric complex [118].

New cycles of transposition activity increase the density of TEs and may result in in-
sertions of copies adjacent to the original, resulting in tandem duplications (tandem dimers,
trimers, or more repetitions), as observed in the Rice8 satDNA in centromere of rice [120],
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for example. Retrotransposons comprise approximately 70% of the functional centromeres
of D. melanogaster, and are composed of complex DNA rich in non-LTR retroelements
inserted within large blocks of tandem repeats [121]. Some plant centromeres are composed
of long arrays of satDNA interspersed with Gypsy LTR-retrotransposons [122–125], which
highlights the interplay of the different classes of repetitive DNA in the establishment and
maintenance of the centromere region.

Satellite DNA repeats derived from TEs in the centromere region have been identified
in a number of different species [3,61,121,126]. The centromeres of Zea mays are a good
example because it is composed of CRM1TR and CRM4TR satDNA, two tandem arrays
that were derived from an LTR-retrotransposon in at least two separate events [96]. The
repeat arrays of satellites in the centromeres of chromosomes 1, 2, 3, 5, 7, and 8 of the
potato, Solanum tuberosus, were also amplified from retrotransposon sequences [95]. In
the chicken karyotype, several centromere-specific types of satDNA are highly similar to
retrotransposons [127]. In the centromeres of Prunus species, a highly conserved monomer
unit of 166 bps has been identified from assembled genomes and sequencing reads, with
varying signal intensities in fluorescence in situ hybridization (FISH) experiments, which
indicates that the centromeric regions of this genus are enriched with this sequence [128].

The centromeric region of the Y chromosome of Drosophila melanogaster is composed
of 18HT satDNA, a satellite DNA derived from HeT-A and TART non-LTR retrotrans-
posons [87], the same elements that were co-opted to the telomeric function in Drosophila. In
the Drosophila obscura species group (Drosophila subobscura, D. guanche, and D. madeirensis), a
DNA transposon (SGM elements) was the substrate for the emergence of a species-specific
SGM satDNA that makes up the centromeric heterochromatin in D. guanche, in which the
SGM element appears to be inactive [85].

The subtelomeric heterochromatin also appears to be prone to the emergence of
tandem copies of transposable elements. Drosophila melanogaster, for example, has three
telomere-specialized retrotransposons (HeT-A, TART, and TAHRE) that have been co-opted
functionally to the organization of the chromatin and the maintenance of the telomere, and
resemble telomere extensions containing telomerase [129,130]. The subtelomeric region
of the D. melanogaster chromosomes presents a complex combination of potentially active
elements and truncated TEs arranged in a long array [129]. In Drosophila biarmipes, by
contrast, Helitron transposons may play an important role in the structure of the telomere,
and while full-length Helitrons can be observed in the telomeres, fragments are interspersed
within the abundant satellite sequences [129]. The richness of the repetitive arrays derived
from the TEs in the subtelomeric heterochromatin of Drosophila represents a promising
model for the study of the emergence of satellite DNA from TE elements and another
potential chromosomal hotspot for the formation of de novo satDNA from TEs.

4. Mechanisms of the Production of Repeats from TEs

Unequal crossovers are an important mechanism of the expansion of tandem arrays
and the homogenization of the satDNA by concerted evolution [131], although the absence
of canonical meiotic crossovers in the centromeric region would require a mechanism
that is independent of the emergence and evolution of the satDNA in this region. The
transposition process may cause a Double Strand Break (DBS) of the DNA, which the
DNA repair mechanism will attempt to fix, through alternative pathways, such as Non-
Homologous End Joining (NHEJ), Non-Allelic Homologous Recombination (NAHR), or by
Homologous Recombination (HR).

The NHEJ may contribute to the expansion of tandem arrays as a result of a single
transposition event. Microhomology-mediated NHEJ has the potential to give rise to
a wide range of chromosome events including duplications of sequences if it happens
between sister chromatids [132] This mechanism also plays an important role in finalizing
some TE-related instability events [133] and has been found with a dominant role in gene
duplications [134]. TSD sequences are identical; therefore, it provides microhomology
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making it possible for NHEJ to restore the genome back to its original state before the
insertion of a transportable element [135].

For example, Target Site Duplications (TSD) may be brought together by the NHEJ
mechanism following a “cut and paste” transposition event (Figure 3), which rejoins the
broken ends without the use of extensive homology [136,137]. As each TSD normally has
fewer than 10 bps, these dimers of low complexity can arise easily through polymerase
slippage and the subsequent expansion of the number of copies (Figure 3).

Figure 3. Schematic diagram showing how the Non-Homologous End-Joining (NHEJ) and Non-
Allelic Homologous Recombination (NAHR) DNA repair mechanisms contribute to the expansion of
tandem repeats from a Transposable Element. TSD (Target Site Duplication); TIR (Terminal Inverted
Repeats); ORF (Open Reading Frame). (Source: Authors/created in Biorender.com, accessed on 5
September 2022).

Studies on TSD and TE insertions were performed in D. melanogaster [1], where it was
hypothesized that TEs organized in tandem could be generated through multiple insertions
at the same chromosomal site, which also presents a TSD. The authors concluded, analyzing
reads of the element known as P-element, that the junctions of the tandem repeats had the
same size as the TSD of the said element, and the consensus motif was found similar to the
TSD from other P-element insertions.

On the other hand, NAHR may also result in recurrent genome rearrangements, such
as inversions, translocations, deletions, or duplications, in sequences that are not in intra-
or inter-chromatid allelic positions, i.e., they are paralogous [138,139]. This mechanism
provides valuable insights into the expansion of repeat arrays to the emergence of new
satDNA, given that it depends on the position of the paralogous TE copies that will used
as the template for the repair of the chromatid that has suffered the DBS, which may
result in tandem duplications of the repetitive segments of the TE (Figure 3). Given this,
intra- or inter-chromatid NAHR may contribute to the expansion of the initial repeat
arrays in a manner similar to that of the unequal crossovers performed in the concerted
evolution model.

One other especially interesting pathway of double-strand DNA repair is the use of a
strand from a sister chromatid through Homologous Recombination (HR). Given either the
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existence of the repetitive elements that make up the molecular structure of the TEs (such
as LTRs and ITRs) or the greater similarities of the TSD regions, the repair of DBSs using
intrachromosomal HR mechanisms has the potential to generate tandem duplications in
these regions [140] which may cause repeat arrays of the TE to accumulate in this region, if
the Holliday junctions are processed to yield a crossover.

Similar results may also be obtained when a DBS is repaired by ectopic recombination,
in which the paralogous copies used as the template are from non-homologous chromo-
somes [141]. In this case, the resolution of the Holliday junctions in the crossover events
between dispersed repeats [142] will also result in the tandem duplications of the repetitive
portions of the TEs in the region of the DBS. The outcome of these mechanisms of DBS
repair is the formation of repeat arrays in the region of the DNA damage, which will be
a source of other mechanisms of sequence expansion, such as polymerase slippage, that
contribute to an increase in the number of monomers, leading to the emergence of satDNA
from TE segments.

Finally, the intrinsic mechanisms involved in the transposition events are prone to
the production of repeats derived from TEs. For example, the genesis of the Bari1 (Tc1-
mariner superfamily) repeat clusters in D. melanogaster was provoked by anomalous rolling
circle mechanisms and the subsequent reintegration within the Stalker LTR-retrotransposon,
which generated an 80-repeat organized in heterochromatic clusters [143].

5. Conclusions

Repetitive DNA sequences have long been studied because of their structural role
and impact on the genome of a range of different organisms. Here, however, we highlight
the importance of also focusing on the relationships among the different elements. The
possible presence of pre-existing transposable elements that serve as a substrate for the
emergence of new families of repetitive sequences reinforces the potential importance of
these elements in genome and karyotype remodeling during the evolutionary process.
Given this, a better comprehension of the evolutionary relationships of these elements may
be extremely valuable for a better understanding of the evolution of the eukaryote genome.
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ELEMENTOS DE TRANSPOSIÇÃO COMO RESERVATÓRIOS DE 

UNIDADES REPETITIVAS DURANTE O SURGIMENTO DE UM NOVO DNA 

SATÉLITE: O CASO DOS ELEMENTOS hAT NO GENOMA DE P. carvalhoi E 

DE X. tropicalis 
 
 

3.2.1 CONTEXTUALIZAÇÃO 
 

A descrição dos TEs no genoma de anfíbios ainda está restrita ao estudo do 

conteúdo de TEs (=composição e fração dos elementos em relação ao genoma 

completo) inferidos por meio da anotação dos genomas recém montados durante seus 

depósito em bancos de dados públicos, com poucos trabalhos aprofundando-se na 

caracterização molecular (Sinzelle et al., 2005; Roger et al., 2014; Gazolla et al., 2022), 

ou na sua evolução de um determinado grupo (Gama et al., 2022, Zuo et al., 2023) e em 

seu mapeamento nos cariótipos (Nascimento et al., 2015). Baseados no fluxograma 

metodológico aplicados tradicionalmente em outros grupos taxonômicos de vertebrados 

e invertebrados (Casavant et al., 2000; Valente et al., 2011; Nascimento et al., 2015; 

Noronha et al., 2016), o isolamento de TEs nos genomas tem se baseado no uso de 

primers heterólogos como forma inicial de se obter as sequências de TEs. Essa premissa 

tem sentido devido à grande conservação encontrada nos motivos genéticos das enzimas 

envolvidas na mobilização desses elementos (por exemplo, gene da transposase, 

transcriptase reversa) mesmo em linhagens com alto grau de divergência evolutiva. 

O relato do estudo de caso descrito a seguir teve início em achados encontrados 

inesperadamente utilizando esse mesmo fluxograma metodológico no genoma de P. 

carvalhoi. Assim, neste capítulo exploramos esses achados em P. carvalhoi e 

expandimos para Xenopus tropicalis, uma espécie filogeneticamente relacionada e 

modelo para estudos de genômica comparativa. 

 

3.2.1.1 - Caso: Cópias derivadas do elemento hAT no genoma de P. 

carvalhoi 
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Estudando o conteúdo de DNA repetitivo no genoma de Pipa carvalhoi por 

meio de isolamento de sequências repetitivas via reação da polimerase em cadeia (PCR, 

em inglês) e mapeamento cromossômico por meio de experimentos de FISH de 

sequências repetitivas (gene da Histona H3, por exemplo), Zattera (2019) realizou uma 

série de tentativas de amplificação de sequências de TEs utilizando primers heterólogos. 

A sequência que exploramos neste capítulo foi isolada utilizando primers 

heterólogos originalmente desenvolvidos para amplificar o retrotransposon Rex3 do 

peixe Xiphophorus maculatus (Volff et al., 2000; Volff et al. 1999; Volff et al., 2001). 

Este conjunto de primers já teve seu uso  de forma heteróloga para uma gama de 

espécies de peixes (Ozouf-Costaz et al., 2004; Teixeira et al., 2009; Silva et al., 2013; 

Costa et al., 2016; Prizon et al., 2018; Traldi et al., 2019). 

Interessantemente, o trabalho de Nascimento et al. (2015) obteve sucesso no 

isolamento de outro retroelemento, o Rex 1, nos genomas de anfíbios de espécies do 

gênero Physalaemus utilizando o conjunto de primers também descrito por Volff et al. 

(2001). Os achados destes autores nos instigaram a verificar o potencial de amplificação 

deste e de outros retroelementos previamente isolados de peixes, como Rex 1, Rex 3, 

Rex 5 e Rex 6. Apesar de todas estas subfamílias de retrotransposons receberem 

denominações semelhantes [Rex1 (Retroelement of Xiphophurus 1), Rex3 

(Retroelement of Xiphophurus 3), Rex5 (Retroelement of Xiphophurus 5) e Rex6 

(Retroelement of Xiphophurus 6) (Volff et al., 2001, Volff et al., 2000, Volff et al., 

1999)], eles não se tratam de um grupo parálogo (Carducci et al., 2018; Gama et al., 

2022), mas sim, clados distintos dentre a árvore evolutiva dos retroelementos da ordem 

LINE. 

Obtivemos sucesso na amplificação de sequências a partir do uso do conjunto de 

primers para amplificação do retroelemento da superfamília Rex 3. A seguir 

descrevemos as metodologias aplicadas e os desdobramentos destes achados. 
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3.2.1.2 Metodologias iniciais de isolamento das sequências 
 

Amostras biológicas e obtenção de suspensões celulares 
 

Os espécimes de Pipa carvalhoi utilizados neste estudo foram coletados no 

município de Buíque, estado de Pernambuco, Brasil, sob autorização do 

SISBIO/Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (protocolo 55481- 

1). Após análise, os espécimes foram depositados no Museu de História Natural da 

Universidade Federal de Alagoas (MHN-UFAL). 

Para a obtenção de metáfases mitóticas, suspensões celulares do intestino foram 

tratadas com colchicina a 2% (na proporção de 0,02mL/g do animal), preparadas 

seguindo o protocolo de King e Rofe (1976) e Schmid (1978). 

 
Isolamento e clonagem 

 

Amostras de DNA genômico foram isoladas dos tecidos hepático e muscular de 

P. carvalhoi utilizando o método de extração de DNA TNES conforme descrito por 

Bruschi et al (2012). A amplificação por PCR foi realizada utilizando os primers REX3- 

F (5'-CGGTGAYAAAGGGCAGCCCTG-3') e REX3-R (5'- 

TGGCAGACNGGGGTGGTGGTG-3'), seguindo Volff et al (1999). 

Um gradiente de temperatura variando de 54°C a 60°C foi utilizado para 

determinar a temperatura ótima de anelamento. O programa de amplificação consistiu 

em uma etapa inicial de desnaturação a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C 

por 1 minuto, anelamento a 58°C - 60°C por 1 minuto, extensão a 72°C por 1 minuto e 

30 segundos e etapa final de extensão a 72°C por 5 minutos. 

O produto amplificado da PCR foi submetido à eletroforese em gel de agarose 

(1,0%), e a banda obtida foi extraída do gel utilizando o EasyPure Quick Gel Extraction 

Kit (PROMEGA) seguindo o protocolo do fabricante. O fragmento de DNA purificado 

foi ligado ao vetor pJET 1.2/blunt e transformado na bactéria Escherichia coli da cepa 

TOP10 usando o CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) de acordo com as 
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instruções do fabricante. O DNA plasmidial dos clones selecionados foi extraído pelo 

método de mini-prep de Sambrook et al (1989), e os clones foram submetidos ao 

sequenciamento de Sanger. 

 

Hibridação in situ fluorescente (FISH) 
 

O clone Pcarvalhoi_clone17 foi randomicamente utilizado para gerar a sonda, 

marcada por PCR com 11-digoxigenina-dUTP. Para reduzir a hibridização inespecífica, 

a sonda foi precipitada juntamente com 1ng/mL de DNA de esperma de salmão como 

DNA competidor, e o tempo de hibridização das lâminas foi de 72 horas. O protocolo 

de FISH seguiu o método de Traut et al (2001), e as preparações cromossômicas foram 

examinadas utilizando-se um microscópio confocal Nikon, com posterior montagem das 

metáfases com o uso do Adobe Photoshop. 

 
Análise de sequência 

 

Para o sequenciamento bidirecional dos clones foi aplicado o método de Sanger 

com o kit Big Dye Terminator, e as sequências resultantes foram editadas manualmente 

através do programa BioEdit para posterior análise. As reads de P. carvalhoi foram 

utilizadas como query para realizar o BLAST local (tBLASTn), contra o genoma de 

Pipa carvalhoi, a fim de recuperar os contigs com a sequência do elemento isolado. 

Estes contigs foram recuperados do genoma completo usando códigos Python, escritos 

para filtrar os resultados e acessar as sequências de interesse conforme descritos em 

Gama et al (2022). 

As sequências editadas foram comparadas quanto à identidade e similaridade 

com sequências e genes de outros organismos usando o software Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST), disponível no site do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 

Os contigs isolados do genoma de P. carvalhoi foram analisados utilizando o 

banco de dados REPBASE (disponível em: https://www.girinst.org/repbase/). As buscas 
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por domínios conservados de proteínas foram realizadas por meio da ferramenta de 

busca online de CD-search (disponível em: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). A confirmação da presença de 

TIRs foi realizada através do BLAST online, onde as cópias foram analisadas 

individualmente usando Blastn, com a opção "align two or more sequences" e "optimize 

for somewhat similar sequences (Blastn)". 

 

3.2.2. RESULTADOS INICIAIS E ESTRATÉGIAS PARA SUA 

COMPREENSÃO 

Os fragmentos obtidos das amostras de P. carvalhoi apresentaram duas bandas 

distintas, uma com 250 pb e outra com 300 pb, na temperatura de anelamento de 58°C. 

Aproximadamente 50 clones foram obtidos da banda mais leve (~250pb), dos quais 15 

foram enviados para sequenciamento. Paralelamente, realizamos o mapeamento 

cromossômico de um desses clones (Pcarvalhoi_clone 17) por ensaios de FISH. 

Os experimentos de FISH usando a sonda derivada do fragmento 

Pcarvalhoi_clone17 revelaram sinais de hibridização clusterizados nos dois homólogos 

dos cromossomos dos pares 1,2, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 do cariótipo de P. carvalhoi. A maioria 

dos sinais foi observado nas regiões pericentroméricas dos pares homólogo 2 e 4, 

exibindo marcações em seus braços curtos, juntamente com marcações leves, porém 

específicas, nos pares 5, 6 e 7. Além disso, os sinais de hibridização foram identificados 

em 1q, 8q e como um bloco subterminal correspondente ao local NOR no homólogo do 

par 9q (Figura 1). 
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Figura 1: Cromossomos metafásicos de P. carvalhoi submetidos à FISH com sonda isolada a partir dos 
primers de Rex 3. Fonte: Autor (2023). 

 
 

Utilizando a sequência Pcarvalhoi_clone17 como query em buscas no genoma 

sequenciado de P. carvalhoi, realizamos buscas intragenômicas a fim de verificar a 

densidade de cópias com alta similaridade com a sequência de nosso clone, a fim de ter 

maior representatividade da sequência isolada, já que a grande maioria do 

sequenciamento dos clones não obteve resultados satisfatórios. Os contigs foram 

selecionados com base nos parâmetros de melhor confiança (E-value) e bit-score, e a 

análise considerou a porcentagem de similaridade das cópias com o clone. 

Vários contigs com altos escores foram encontrados, mostrando entre 91-94% de 

identidade com a sequência isolada do clone. Com a seleção dos melhores contigs 

recuperados, conduzimos uma análise de Máxima Verossimilianção (ML= Maximum 

Likelihood) para estimar uma árvore de sequências para esta matriz. O perfil recuperado 

para nossa árvore, não enraizada, demonstra o alto grau de conservação entre as 

sequências recuperadas no genoma, conforme observado na Figura 2. 
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Figura 2: Dendrograma das sequências de hAT inferida pelo critério de ML (Maximum Likelihood) a 
partir das cópias com maior nível de similaridade com a sequência Pcarvalhoi_clone17 recuperadas do 
genoma de P. carvalhoi. 

 
 

Nossas análises iniciais de bioinformática nos surpreenderam ao encontrar 

similaridade da sequência Pcarvalhoi_clone17 com cópias do transposon da 

superfamília hAT, um elemento de classe II (transposon de DNA) presente no genoma 

de Xenopus tropicalis. O elemento em questão, se encontra depositado no REPBASE 

sob denominação hAT-XT, com uma série de depósitos de famílias numeradas 

sequencialmente, como elementos das famílias hAT-10_XT, hAT-9_XT e hAT- 

9A_XT. Nossos dados recuperaram similaridade entre as cópias isoladas do genoma de 

P. carvalhoi em relação aos elementos hAT-10_XT, hAT-9_XT e hAT-9A_XT 

variando de 65,19% a 72,73% (Tabela 1). A identidade entre os contigs e as sequências 

isoladas dos elementos de X. tropicalis, segundo o BLAST, variou entre 68,25% e 

94,44% (Tabela 1). 

Tabela 1: Análise comparativa da identidade do clone isolado do genoma de P. carvalhoi 
(Pcarvalhoi_clone17) em relação aos contigs recuperados do genoma da referida espécie (colunas 1 e 2) e 
sua comparação quanto à similaridade (%) do melhor hit recuperado no REPBASE (colunas 4 e 5). 
Valores de identidade (%) foram recuperados de comparações realizadas no BLAST. A análise de 
presença e tamanho (pb) de repetições invertidas terminais (TIRs) também é fornecida. XT: Xenopus 
tropicalis; (-): ausência de TIRs. 
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Contigs Identidade 
(%) 

Mismatches Repbase Similaridade 
(%) 

Identidade 
(%) 

Potenciais 
TIRs (?) 

pipa1000496 94.37 8 hAT_10 XT 65,26 81,82 19 pb 
pipa959156 93.16 11 hAT_9 XT 71,49 71,05 19 pb 
pipa579944 93.16 11 hAT_9 

A_XT 
66,81 68,14 19-17 pb 

pipa3863976 93.04 11 hAT_9 
A_XT 

0,6685 86,96 19 pb 

pipa2073077 92.64 8 hAT_9 XT 0,6519 68,25 - 
pipa2034876 92.31 13 hAT_10 XT 0,7273 73,33 - 
pipa1672127 92.31 13 hAT_9 

A_XT 
0,6831 75,61 - 

pipa1370773 92.37 11 hAT_9 XT 0,7048 94,44 - 
pipa2100846 91.88 14 hAT_10 XT 0,6883 81,58 - 
pipa2091853 91.88 14 hAT_10 XT 0,6757 81,58 - 
pipa1651950 91.88 14 hAT_9 

A_XT 
0,6864 75,51 - 

pipa1438316 91.88 14 hAT_9 
A_XT 

0,6681 81,4 - 

 
 

Analisando a estrutura molecular das cópias recuperadas nos melhores contigs 

isolados e da sequência do clone, não foram encontrados domínios conservados em 

nenhum dos contigs analisados, mesmo que pequenas ORFs altamente degeneradas 

tenham sido identificadas. No entanto, repetições terminais invertidas (TIRs) e um sítio 

alvo de duplicação (TSD) foram identificados em quatro contigs (pipa100049, 

pipa959156, pipa579944 e pipa3863976) e na sequência clonada (Figura 3). Tanto no 

clone quanto nestes contigs, observou-se uma sequência de 19 pb (5' 

TCCTGTCCAAGTTGCTGGT 3') compatível com TIR, conforme tamanho e 

características já relatados para esses elementos estruturais na superfamília hAT 

(Wicker 2007). 

Não foi possível identificar os TIRs nos demais contigs. Duas hipóteses foram 

levantadas: (i) que possivelmente devido a estas cópias estarem localizados no final dos 

contigs (pipa2073077, pipa1672127, pipa2091853, pipa1651950); ou (ii) por serem 

cópias muito pequenas do elemento (pipa2034876, pipa1370773, pipa2100846), e 

acabam mascarando a presença destes elementos estruturais de hAT. Dois contigs 

(pipa100049, pipa959156) e a sequência clonada apresentaram TSDs, correspondendo a 

8 pb na região a montante (5'GCACCGTA 3') da TIR na porção 5', e 8 pb na porção 3' 
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(5' GCACGGTC 3') da TIR. Ambas as cópias apresentaram dois polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs) nas TSDs da porção 3' do fragmento [(CG); (AC)], apesar de 

serem cópias distintas, como evidenciado pela pequena variação nucleotídica entre elas 

(Figura 3). 

 

Figura 3: Estrutura molecular predita para as cópias onde foram recuperadas potenciais TIRs 
 

Assim, ausência de ORFs conservadas e presença de potenciais TIRs nos 

levantaram uma hipótese de que a sequência do clone isolado poderia se tratar de um 

MITE (do inglês, miniature inverted-repeat transposable elements). Essas sequências 

repetitivas que ocorrem em uma ampla gama de organismos, incluindo plantas, animais 

e fungos (Ye et al., 2016), são versões curtas (variando entre 100 a 800 pb) truncadas e 

não-autônomas de elementos transponíveis autônomos pertencentes ao tipo classe II de 

TEs (Venkatesh e Nandini, 2020). Por serem sequências que não apresentam o domínio 

da transposase, estas dependem de outras proteínas codificadas por elementos 

transponíveis autônomos para sua mobilização para novas posições no genoma (Wicker, 

2007). Ainda, é interessante notar que MITEs estão frequentemente localizados em 

regiões eucromáticas e que são, portanto, ricas em genes (Han et al., 2013; Chen et al., 

2013). 
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As sequências MITE apresentam outra característica interessante, conhecida 

como os eventos de burst. Devido ao seu pequeno tamanho, essas repetições conseguem 

escapar dos mecanismos de silenciamento do genoma (Chen et al., 2019), permitindo 

sua amplificação acúmulo em regiões cromossômicas específica (burst events), 

potencialmente facilitando o surgimento e o estabelecimento de um novo DNA satélite 

(Han et al., 2010; Deprá et al., 2012; Scalvenzi e Pollet, 2014). Isso poderia explicar a 

organização clusterizada nas regiões pericentroméricas dos cromossomos de P. 

carvalhoi. 

Em anfíbios, dois casos são interessantes de serem observados dentro deste 

contexto e nos levaram a buscar avaliar melhor esta hipótese, já que ambos foram 

reportados para espécies de Xenopus, grupo-irmão de P. carvalhoi. Em Xenopus laevis, 

a sequência repetitiva em tandem Xstir originou-se por meio da duplicação da repetição 

interna do elemento transponível Xmix MITE (Hikosaka, 2004), ao passo que em 

Xenopus tropicalis o satDNA miDNA4 foi gerado a partir da amplificação de repetições 

tandem do MITE TC1-mariner, com rápida homogeneização das matrizes repetitivas e, 

ao longo do tempo, a geração do satDNA (Scalvenzi & Pollet, 2014). 

Desta forma, construímos estratégias de análises bioinformáticas que pudessem 

nos dar evidências para a avaliação destas hipóteses. A seguir, exploramos melhor essas 

questões: 

 

1. Se a sequência Pcarvalhoi_clone17 se trata de um MITE de um elemento hAT, 

ainda é possível encontrar cópias íntegras do elemento original no genoma de P. 

carvalhoi? 

Para avaliar esta questão, conduzimos uma busca para estabelecer qual das 

famílias de hAT-XT estariam presentes no genoma de P. carvalhoi e qual a cópia com 

melhor identidade e maior integridade. Desta forma, foi conduzida uma análise de 

tblastn das ORFs associadas aos elementos hAT_9 e hAT_10 de Xenopus tropicalis em 

relação ao genoma de P. carvalhoi. 
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Para a realização deste teste, foram reconstruídas cópias destes elementos a 

partir de fragmentos específicos das ORFs de Xenopus tropicalis, além de regiões 

flanqueadoras de 10 kb para cada lado. As sequências obtidas mostraram-se menores 

que o ideal, apresentando cerca de 13-14kb dentro da espécie P. carvalhoi e é 

interessante notar que a maioria dos matches foram localizados em contigs menores de 

5 kb, como indicado na Figura 4. Considerando que a parte codificadora de proteínas 

(ORF) do hAT_10 possui 3.4 kb, os dados demonstram que a sequência que 

encontramos é significativamente menor do que a ORF esperada para esse elemento. 

 

Figura 4. Histograma com os resultados do blast da open read frame (ORF) de hAT_10 no genoma de 
Pipa carvalhoi. É possível observar que a maior densidade de matches estão em contigs menores de 5kb, 
marcados como blocos em preto em nosso esquema. 

 
A mesma metodologia de extração e ampliação das sequências foi utilizada para 

comparação através do blast das ORFs de hAT_9 e hAT_10 depositados no REPBASE 

com as cópias que podem ser encontradas na versão completa do genoma Xenopus 

tropicalis. As cópias obtidas foram consideravelmente maiores do que as obtidas em P. 

carvalhoi, apresentando cerca de 20 kb, evidenciando cópias menos fragmentadas e 

sofrendo menores efeitos da montagem do genoma. Porém, a alta fragmentação do 

elemento fica evidente com a predição das ORFs, uma vez que a maior densidade delas 

apresenta menos de 2 kb (Figura 5). 
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Figura 5. Histograma com os resultados do blast do open read frame (ORF) de hAT_10 no genoma de 
Xenopus tropicalis. É possível observar que a maior densidade dos matches estão em contigs com menos 
de 2kb. 

 

Os resultados dessas análises indicam que a sequência Pcarvalhoi_clone17 

apresenta uma maior similaridade com o elemento hAT_10, com uma quantidade 

significativamente maior de correspondências quando comparado ao hAT_9. Apesar 

destes esforços das buscas, ainda restava a dúvida se realmente existiam sequências 

íntegras deste elemento no genoma de P. carvalhoi, uma vez que a versão de 

montagem do genoma de P. carvalhoi utilizada nestas análises ainda está bastante 

fragmentada. Por isso, tentamos a estratégia de uma montagem “de novo” dos TEs com 

base nas reads brutas do genoma. 

Para esta estratégia, utilizamos a ferramenta DNAPipeTE, na qual tem 

incorporada em seu pipeline a ferramenta Trinity, ideal para este tipo de abordagem. 

Assim, a caracterização do conteúdo completo de TEs que compõem o genoma de P. 

carvalhoi foi obtida a partir dos dados de Illumina raw short-reads utilizando do 

DNApipeTE v.1.4c (Goubert et al., 2015). Essa pipeline foi desenvolvida para 

encontrar, classificar e quantificar TEs e outros elementos repetitivos em dados de 

NGS de baixa cobertura (<1X) sem a necessidade de um genoma montado. O 

DNApipeTE foi utilizado nos dados brutos do genoma de P. carvalhoi, sequenciado na 

plataforma Illumina HiSeq-400, 46x de cobertura. Os dados brutos das 
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reads foram trimados utilizando Trimmomatic (Bolger et al., 2014) e estão disponíveis 

em http://200.236.3.9 3/xeno/velvet/contigs_k105.fa. 

Os resultados indicaram que 10% do genoma era formado por transposons de 

DNA (Figura 6). Em termos de proporção de contigs montados, os matches com o 

hAT_10 de Xenopus tropicalis representavam apenas 370 dos 95 mil contigs de TEs 

montados (Figura 6). Contigs similares ao hAT_9 ocorreram com uma frequência 

significativamente menor (apenas 34 contigs), indicando que o hAT_9 deve ser 

escasso no genoma de Pipa carvalhoi. Essa abordagem confirmou nossas análises por 

blast, porém, também não conseguimos recuperar cópias íntegras de hAT-10 no 

genoma de P. carvalhoi. 

Figura 6. Gráfico obtido pela ferramenta DNAPipeTE com o conteúdo de elementos transponíveis no 
genoma de Pipa carvalhoi. Os resultados demonstram que cerca de 10% do genoma é composto por 
transposons de DNA, classe que inclui o elemento hAT. 

 
 

De fato, nossas buscas não encontraram cópias íntegras deste elemento no 

genoma de P. carvalhoi, porém, vale destacar que, a família hAT-10XT depositada no 

REPBASE se trata de uma única sequência consenso, e assim, restava a dúvida se este 

elemento se tratava de uma cópia íntegra do genoma de X. tropicalis. 
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1. Como seriam as cópias íntegras de hAT_10 no genoma de P. carvalhoi e X. 

tropicalis? Estratégias para obtenção de uma cópia consenso e compreensão da 

estrutura molecular do elemento hAT. 

 
 

Quando isolamos a cópia completa do elemento hAT_10 de X. tropicalis e o 

maior contig do genoma de P. carvalhoi (contig pipa481784), algo nos surpreendeu na 

estrutura molecular atípica destas cópias: em ambos os elementos foi possível observar 

a presença de um tipo de repetições internas repetidas “in tandem” dentro da estrutura 

destes elementos. Curiosamente, as unidades monoméricas têm tamanhos e sequências 

distintas entre os dois elementos, mas se repetem em sua forma de organização (Figura 

7). 

 
 

Figura 7: Análise da distribuição dos fragmentos encontrados através do blast do elemento hAT_10 no 
genoma de (A) Xenopus tropicalis (cópia consenso REPBASE) e (B) Pipa carvalhoi (contig 
pipa481784). A área pontilhada (vermelho) representa unidades repetitivas observadas dentro do 
elemento. Retângulo representa posição que a sequência Pcarvalhoi_clone17 alinha na respectiva cópia. 

 

Em hAT-10 de X. tropicalis, a primeira repetição representa uma unidade 

monomérica constituída por 90pb, variando no número de repetições (de 6 a 8 

repetições in tandem) dependendo da cópia analisada e a segunda repetição, de 99 pb, 

que se repete de 12 a 20 vezes. Já na cópia de Pipa carvalhoi (contig pipa481784), 

trata-se uma unidade monomérica de 46 pb, estando presente em 18 repetições 

sequenciais no contig analisado. A segunda unidade monomérica não foi possível de ser 

estabelecida em virtude do alto grau de fragmentação para esta região. 
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O clone isolado está em uma região mais central do elemento, e apesar de não 

ter recuperado ORFs conservadas, foi possível observar seu alinhamento na região mais 

interna do elemento, na região das ORFs dessas cópias. 

Não existem até o momento relatos para organizações moleculares semelhantes 

a estas em elementos da superfamília hAT. Na verdade, a presença de unidades 

monoméricas internas na estrutura do TE praticamente não foram relatadas na literatura. 

Para nosso melhor conhecimento, recentemente Zeljko et al. (2020) reportaram a 

presença de unidades monoméricas semelhantes à DNA satélite em elementos 

Helentron de Crassostrea gigas. Neste caso, ao analisar as sequências flanqueadoras de 

13 clusters de satDNA, foi observado que as matrizes mais abundantes estavam 

integradas como repetições centrais de elementos não-autônomos Cg_HINE 

(Helentons). Essas repetições em tandem localizadas centralmente foram, também, 

encontradas na forma de satDNAs clássicos, dando força à hipótese destes TEs no 

surgimento e expansão destes satélites. 

Desta forma, compreender se esta organização de repetições internas do 

elmento hAT de Pipa carvalhoi estaria sempre associada ao elemento completo ou com 

suas ORFs das cópias incompletas passou a ser determinante para compreendermos se a 

unidade monomérica é parte do elemento e estaria gerando um novo DNA satélite ou se 

este elemento estaria apenas espalhando cópias de um DNA satélite já presente neste 

genoma. Ademais, precisávamos entender se as repetições internas presentes na cópia 

consenso de hAT_10XT em X. tropicalis faria realmente a parte do elemento ou seria 

apenas um artefato de montagem. Assim, para resolver essas questões, foi necessário o 

estabelecimento de diferentes estratégias de testes que pudessem fornecer evidências 

para a compreensão desta estrutura. Todos os testes são descritos a seguir e foram 

conduzidos para os genomas de P. carvalhoi  e X. tropicalis. 
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Teste 1: Comparação da distribuição de cópias dos hATs nos genomas de Pipa 

carvalhoi e Xenopus tropicalis 

Ao realizar a análise de cópias e cobertura do consenso do hAt_10 contra o 

genoma de Xenopus tropicalis, foi possível verificar a presença de cerca de 11 mil 

cópias fragmentadas (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Análise de cópias e cobertura do consenso do hAt_10 contra o genoma de Xenopus tropicalis, 
evidenciando a fragmentação e divergência das cópias em relação ao consenso do elemento transponível. 

 
Porém, também foi possível observar que grande parte desses fragmentos, 

representa a região de repetições diretas presentes no consenso e a distribuição dos 

fragmentos também se apresentou de maneira desigual havendo maior número de 

cópias dos satélites presentes na região de 10kb, parte compõe a região de repetições 

diretas do hAT_10 (Figura 9). 
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Figura 9. Análise da distribuição dos fragmentos encontrados através do blast do elemento de hAT_10 no 
genoma de Xenopus tropicalis, onde é possível perceber um grande número de cópias repetitivas na 
região entre 4000-6000 pares de base, bem como na porção de 10.000 pares de base. 

 
Quando consideramos a mesma análise do contig pipa481784 contra o genoma 

de P. carvalhoi, foi possível perceber que grande parte das cópias deste elemento estão 

fragmentadas, com exceção de uma, que abrange toda a região de ORF de hAT. Há, 

ainda, a ausência de cobertura de cópias em uma região próxima de 4.1kb, podendo 

indicar o fim do elemento (Figura 10) e, justamente nesta região se encontra o intervalo 

entre o grupo de satélites e o conjunto de repetições diretas e invertidas presentes no 

final do contig. Além disso, o número de fragmentos dos satélites da região 4kb é muito 

similar a cobertura da região do domínio proteico do hAT (Figura 11). Essa região 

genômica é bastante desafiadora, uma vez que, se as repetições monoméricas internas 

estão organizadas em tandem, as falhas de montagem destes contigs tem um efeito 

ainda maior sob essas regiões. 
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Figura 10. Análise de cópias e cobertura do consenso do hAT_10 contra o genoma de Pipa carvalhoi, 
onde é possível observar que a maior parte das cópias deste elemento estão fragmentadas, mas uma delas, 
evidenciada pela linha em vermelho, abrange toda a região da ORF do hAT. A ausência de cobertura na 
região por volta de 4,1 kb parece indicar o fim da cópia do elemento de transposição no contig 
pipa481784. 

 

 
Figura 11. Análise da distribuição dos fragmentos encontrados através do blast do elemento de hAT_10 
no genoma de Pipa carvalhoi. É possível observar que a cobertura das repetições do início do contig é 
bem menor quando comparada a região de 4kb do elemento. 

 
Diante da fragmentação das sequências obtidas e considerando que esta análise 

foi realizada com base em uma única cópia do clone, a abordagem foi direcionada para 

a construção de uma sequência consenso do elemento hAT_10. Essa construção teve 

como base a estrutura do contig pipa481784. 
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Teste 2: Construção de uma sequência consenso com base em contig pipa481784 
 

Devido à alta fragmentação do genoma de P. carvalhoi, foram utilizadas 

ferramentas como RepeatMasker, RepeatModeler e scripts auxiliares, para a 

construção deste consenso. É importante destacar que para estas análises foi 

pressuposto que o elemento real de hAT tenha a mesma estrutura do contig 

pipa481784. Essa premissa foi assumida arbitrariamente para que pudéssemos dar 

sequências em nossas reconstruções. 

O consenso obtido proporcionou uma ideia detalhada da estrutura do elemento 

hAT_10, aumentando a resolução na região de repetições no início da sequência. Além 

disso, revelou a presença de mais repetições na região de 4 kb em comparação à 

análise realizada apenas com a cópia de pipa481784. Entretanto, a região após 4,2 kb 

passou a apresentar um reduzido número de correspondências, indicando 

potencialmente que ela não faz parte do elemento transponível ou temos um problema 

de representatividade de sequências nesta região do alinhamento que deve ser 

explorado melhor nos testes seguintes (Figura 12). 

 
Figura 12. Análise de cópias e cobertura do consenso do hAT_10 contra o genoma de Pipa carvalhoi. 
No consenso fica evidenciada a resolução da região de repetições do início da sequência, além da 
presença de mais repetições na região de 4kb. 
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O consenso revelou a presença de dois potenciais "MITEs" dentro da sequência, 

identificados por sequências de repetição terminal inversa (TIR) flanqueando uma 

região não codificante (Figura 13). Uma das sequências apresenta 316 pares de bases e 

está localizado nas regiões 1633-1651 a 1948-1930, enquanto o segundo apresenta um 

tamanho de 1302 pares de base, presente nas regiões 1541-1556 a 2842-2827. 

 

Figura 13. Análise da distribuição dos fragmentos encontrados através do blast do elemento de hAT_10 
no genoma de Pipa carvalhoi. A presença de potenciais MITEs está evidenciada pelas setas verdes, 
presentes na região da ORF do elemento de hAT_10. 

 
A análise da ORF do consenso confirmou que se tratava do elemento hAT_10, 

embora este consenso ainda não tenha apresentado uma ORF íntegra, uma vez que o 

domínio Dimer não está presente (Figura 14), o que nos levou a uma tentativa de 

reconstrução do elemento através dos domínios conservados deste transposon. 

 
 

 
Figura 14. Desenho esquemático da análise da ORF do elemento de hAT através da ferramenta 
ORFfinder, destacando que a sequência se trata de um hAT_10 incompleto, uma vez que domínio Dimer 
ainda não está na ORF, ainda que o domínio de dedo de zinco (Zf-BED) esteja dentro da ORF. 
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Teste 3: Reconstrução do consenso a partir do domínio conservado de hAT presente 

no contig pipa481784. 

Ao contrário do teste 2, onde se utilizou toda a sequência pipa481784, aqui o 

foco foi na região codificante do hAT e parte do domínio Dimer, que se apresentou 

fora da ORF na análise anterior. Utilizou-se a região codificante do hAT como input 

para um blastn, onde foram selecionados HSPs (high scoring pairs) com até 25% de 

divergência, e cobertura em relação à query de pelo menos 30%, resultando em 97 

cópias. Estas cópias, sem região flanqueadora, foram alinhadas com o Refiner para 

obter uma ORF íntegra que contivesse os dois domínios do hAT (Figura 15). 

O consenso resultante dessa abordagem foi comparado com a cópia pipa481784, 

mostrando uma identidade de 90%. Porém, para que a obtenção da ORF estivesse 

completa, se fez necessário a extração da região flanqueadora, exigindo uma etapa de 

extensão do tamanho do consenso obtido e estudo das porções franqueadoras. 
 

 

Figura 15. Desenho esquemático da análise da ORF do elemento de hAT através da ferramenta 
ORFfinder, destacando que a sequência se trata de um hAT_10, destacando a obtenção da ORF 
completa. 

 
Teste 4: Extensão do consenso obtido para definição das regiões flanqueadoras do 
TE 

 
 

Este teste buscou estender o consenso obtido no teste 3 para definir as bordas do 

elemento hAT_10. Se para o teste 3 foi pressuposto que a estrutura do TE se parecia 

com a estrutura do contig de P. carvalhoi¸ o presente teste utilizou de outra 
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abordagem, uma vez que pelo menos uma das bordas do contig de P. carvalhoi 

pareciam não fazer parte do consenso. Para isso, foram realizados alinhamentos 

transitivos par-a-par, manualmente inspecionados, das 97 cópias obtidas no teste 3 para 

reconstrução do alinhamento múltiplo. A matriz de Kimura 2-Parâmetros (K2P) foi 

ajustada para este alinhamento, buscando encontrar a ORF mais intacta possível. O 

consenso obtido com este teste foi consideravelmente maior (3294 pares de base) 

quando comparada à do teste 3 (2616 pares de base), estando muito mais próxima do 

valor da ORF de hAt_10 de X. tropicalis (Figura 16). 

 

 
 

Figura 16. Desenho esquemático da análise da ORF consenso do elemento de hAT através da ferramenta 
ORFfinder. Com esta montagem, a ORF consenso apresentou um tamanho aproximado de 3,2 kb, sendo 
próxima ao tamanho da ORF original de Xenopus tropicalis. 

 
A região repetitiva que estava presente na região 4 kb de pipa481784 

realmente faz parte do elemento, porém, a região inicial e final no contig pipa481784 

não gerou um bom suporte no alinhamento, apresentando a ocorrência de muitas bases 

discordantes nessas regiões impossibilitando a extensão do consenso. Dentro das 

análises ainda foram identificadas as regiões que se assemelham a MITEs dentro da 

ORF (Figura 17), caracterizadas por sequências de repetição terminal inversa (TIR) 

flanqueando uma região não codificante. 
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Figura 17. Análise da distribuição dos fragmentos encontrados através do blast do elemento de hAT_10 
no genoma de Pipa carvalhoi. É possível observar que, com a sequência consenso de hAT, as repetições 
encontradas na região da ORF do elemento, bem como na região de 4kb, permanecem sendo mapeadas 
no genoma da espécie. 

 
Teste 5: Uma investigação sobre os supostos MITEs encontrado 

 

Visando ampliar a sequência consenso obtida anteriormente para verificar 

melhor os possíveis MITEs, a sequência consenso foi estendida a partir de cópias mais 

fragmentadas e divergentes que se alinhavam nas bordas do consenso prévio, com 

posterior refinamento para que o melhor modelo possível fosse gerado. A região central 

apresenta uma reconstrução mais segura quando comparada aos primeiros e últimos 500 

nucleotídeos, devido à alta fragmentação presente nesta região. Essa fragmentação pode 

ser tanto degeneração do elemento transponível como fragmentação na montagem 

genômica. 

Focando nas análises dos potenciais MITEs, primeiro foi analisado o MITE 1, 

com tamanho de aproximadamente 1302 nt, localizado nas regiões 1898-1913 a 3199. 

Foi possível perceber que o número de cópias que se alinham exclusivamente com estes 

potenciais elementos foi limitado, com os hits se estendendo para as regiões 

flanqueadoras em 5’. Embora seja interessante destacar que o que pode indicar uma 

associação frequente dessas regiões com o restante do elemento de hAT (Figura 18). 
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Figura 18. Análise de cópias e cobertura do possível MITE 1. As primeiras e as últimas 100 bases são da 
região flanqueadora do potencial MITE. As linhas em vermelho representam os fragmentos que 
alinharam com esta região. 

 
 

O segundo MITE apresentava tamanho de 316 nucleotídeos e se localizava na 

região 1990-2008 a 2305-2287. Para esta repetição observa-se que, embora existam 

fragmentos consideráveis alinhados com a região flanqueadora, a maioria das cópias 

contínua para as regiões flanqueadoras 3' e 5', sugerindo uma forte ligação contínua 

com o restante do hAT, em vez de uma unidade de replicação independente (Figura 19). 

Estas análises indicam que, por não se tratar de unidades de replicação 

independentes, as sequências observadas dentro do elemento de hAT não se tratam 

de MITEs, como se acreditava anteriormente. 
 
 

 
Figura 19: Análise de cópias e cobertura do possível MITE 2. As primeiras e as últimas 50 bases são da 
região flanqueadora do potencial MITE. As linhas em vermelho representam os fragmentos que 
alinharam com esta região. 
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Impressões e hipóteses levantadas a partir destas reconstruções: 
 

(i) Os elementos hAT-10 não se encontram íntegros no genoma de P. carvalhoi e nem 

em X. tropicalis. 

 
O fato de não encontrarmos essas cópias íntegras pode nos sugerir que esses 

elementos podem estar se degenerando e como resultado desta degeneração, deixando 

as cópias dos elementos repetitivos internos nos genomas. Essas sequências então, no 

ciclo de vida deste transposon, poderiam estar atuando como substrato para emergência 

de um novo DNA satélite (Zattera and Bruschi, 2022). O alto grau de conservação entre 

as cópias destas unidades monoméricas poderia indicar que possa estar ocorrendo 

mecanismos de homogeneização intragenômica, compatíveis com o modelo de 

evolução em concerto (Concerted evolution process, para revisão ver Elder e Turner, 

1995). 

 
(ii) A sequência Pcarvalhoi_clone17 não se trata de MITE no genoma de P. carvalhoi, 

mas está organizada de maneira repetitiva? 
 

Não encontramos evidências de que a sequência Pcarvalhoi_clone17 se trate de 

um MITE no genoma de P. carvalhoi, porém, observamos uma organização repetitiva 

no genoma por meio de experimentos de FISH. Nossa hipótese é a de que, uma vez que 

a sequência Pcarvalhoi_clone17 compõe parte interna das ORFs de hAT-10, o acúmulo 

de transposons degenerados em uma dada região cromossômica poderia favorecer a 

detecção desta sequência nos experimentos de FISH. De fato, quando inspecionamos 

mais contigs do genoma de P. carvalhoi, com menor E-value, conseguimos recuperar 

contigs com mais de um alinhamento com a região do clone, porém bastante 

degenerado. A inspeção destes demais contigs podem demonstrar essa organização 

agrupada das cópias degeneradas de hAT-10 em sítios cromossômicos próximos. 

 
(iii) As unidades repetitivas fazem parte do elemento hAT-10 no genoma de P. 

carvalhoi e em X. tropicalis; 
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Sempre que encontramos as cópias das unidades repetitivas monoméricas, elas 

estavam associadas às ORFs do elemento hAT-10, sem observar cópias genômicas 

isoladas em outras porções genômicas. Isso nos leva a crer que a degeneração deste 

elemento transposon possa estar realmente gerando um novo DNA satélite. Neste nosso 

modelo, a homogeneização das cópias de unidades monoméricas internas por meio de 

crossing-over desigual ou conversão gênica poderiam estar favorecendo a aproximação 

das cópias desta unidade repetitiva em uma organização agrupada. Este modelo 

precisará de testes específicos para sua futura validação, porém, este caso parece se 

tratar de algo distinto do que se verificou por Zeljko et al. (2020). Esses autores 

reportaram a presença de unidades monoméricas semelhantes à DNA satélite em 

elementos Helentron de Crassostrea gigas. No entanto, neste caso, os autores também 

encontraram essas sequências satDNAs em outras regiões genômicas, sem associação 

com o TE, dando força à hipótese de que, neste caso, o TEs estão envolvidos na 

expansão destes satélites. 

 
(iv) A estrutura molecular composta por unidades repetitivas internas trata-se de uma 

característica estrutural dos elementos da superfamília hAT no genoma de Anuros? 

Seria o elemento hAT_10 de anfíbios um reservatório para novos DNAs satélites? 

 
Com esses resultados aparentemente inéditos, realizamos uma última análise 

destinada a compreender se esta estrutura molecular composta por unidades 

monoméricas internas nesses TEs (DNA satélite-like) se trata de uma característica 

desta família no genoma de anfíbios. Para isso, utilizamos os consensos gerados para X. 

tropicalis e P. carvalhoi como query em buscas por homologia (blastn) no genoma de 

espécies de anuros que apresentam seu genoma sequenciado, montado e disponível para 

acesso. 

Cópias homólogas ao transposon hAT_10 foram identificadas em mais doze 

espécies de anuros (Tabela 2). Um dos resultados que chamam a atenção se refere à 
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espécie de Gastrophryne carolinensis, onde mais de 40 mil cópias deste consenso foram 

identificadas. 

 
Tabela 2. Tabela com resultados das análises de blastn com base no consenso final de hAT_10 gerado e 
os genomas de anuros já sequenciados, com foto no número de cópias desta repetição encontrados em 
cada genoma. 
 

Espécie Genoma Número de Cópias 
Pyxicephalus adspersus     GCA_04786255.1_Pads_1.0  1398 

Bufo gargarizans   GCA_014858855.1_ASM1485885v1 28976 
Engystomops pustulosus   GCA_019512145.l_UCB_Epus_1.0 6149 

Pipa parva            GCA_019650415.1_UCB_Ppar_l.0   89 
Pipa carvalhoi        GCA_021901965.1-W530 9 

Phyllomedusa bahiana     GCA_025379985.1_CIBIO_Pbah_1.0 1335 
Gastrophryne carolinensis   GCA_027917425.1_aGascar1.pri 43349 

Hyla sarda          GCA_029499605.1_aHylSar1.hap1 21214 
Rhinella marina  GCA_900303285.1-RM170330 754 

Bufo bufo  GCA_905171765.1-aBufBuf1.1  32866 
Leptodactylus  fallax GCA_947044405.1_aLepFal1.1 5960 

Staurois parvus GCA_95U30385.l_Staurois_parvus_ger 1388 
 
 

Quanto às regiões de satélites localizadas após a ORF do elemento de hAT_10, foi 

possível verificar a presença dessas repetições em diferentes espécies através de uso de 

blast por linha de comando. Alguns dados são interessantes de serem destacados como a 

espécie de Pyxicephalus adspersus (Tabela 3), onde a região de cobertura em relação ao 

consenso (91%) com 4448 pb, se encontra entre as posições 756 – 5018, sendo uma 

região semelhante à de satélite observada em Pipa carvalhoi. Ainda, foi possível 

observar que em Bufo gargarizans tal região acontece entre as posições 756 – 5048, e 

em Phyllomedusa bahiana entre 756 e 5415. 

 
Esses resultados ressaltam que as repetições de satélites dentro deste elemento 

são comuns em diferentes espécies de anfíbios, incluindo aquelas filogeneticamente 

distantes. Esses dados são bastante promissores, visto o potencial desses elementos 

atuarem como reservatórios de monômeros para o surgimento de novas famílias de 

DNA satélite. 
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Tabela 3. Resultados obtidos pelo blastn comparando a sequência consenso obtida de hAT_10 de Pipa 
carvalhoi com os genomas de anuros já sequenciados, buscando evidenciar as regiões de ínicio e fim das 
repetições, destacando a cobertura em relação à query. 

 

 
 
 
 

3.2.3. DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos em nossas tentativas de reconstrução destes elementos 

repetitivos apontam para um possível papel de reservatório de unidades monoméricas 

repetitivas dentro da estrutura molecular dos elementos hAT_10 das espécies 

análisadas. Este achado inesperado e inédito aponta para o papel de TEs na remodelação 

dos genomas via interconversão de classes distintas de elementos repetitivos, servindo 

como um importante substrato molecular para a evolução genômica. A lista de produtos 

genômicos funcionais evolutivos emergentes a partir TEs é extensa e claramente 

subestimada (Trizzino et al., 2018). Além disso, novos elementos genômicos não 

funcionais também emergem dos TEs, como DNAs satélites e outros elementos 

repetitivos, que compõem a arquitetura cromossômica e participam do remodelamento 
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cariotípico durante a divergência evolutiva das linhagens (Paço et al., 2019; Zattera e 

Bruschi, 2022). 

Por exemplo, hoje sabe-se que TEs são a fonte primária de inovações evolutivas 

em redes de regulação gênica (Lynch et al., 2011; Jacques et al., 2013; Sundaram et al., 

2014; Quesneville, 2020), surgimento de novos genes (Long et al., 2003; Bennetzen, 

2005; Kaessmann, 2010; Quesneville, 2020) ou em mecanismos complexos como a 

pluripotência celular (Macfarlan et al., 2012; Wang et al., 2020; Ma et al., 2022). 

Os TEs exibem segmentos naturalmente repetitivos em sua estrutura, como 

Repetições Terminais Invertidas (TIRs), Repetições Terminais Longas (LTRs), e outras 

regiões não codificantes, que favorecem a ocorrência das interações inter e 

intracromossômicas. Eventos como (i) uma reação de transposição alternativa (Gray 

2000), (ii) recombinação não-homóloga, (iii) crossing-over desigual ou (iv) reparo 

ectópico do DNA na interfase (Balachandran et al., 2022), podem gerar uma biblioteca 

de matrizes de repetição curtas derivadas de TEs que se transformam em novas 

unidades de monômeros que podem dar origem a novos DNAs repetitivos derivados de 

TEs (para revisão, ver Zattera e Bruschi, 2022). 

Nomeada após a descrição de três famílias de transposons de DNA (hobo, 

Activator e Tam3), a superfamília hAT é uma das nove superfamílias da subclasse I de 

transposons de DNA (Handler & Gomez, 1997; Rubin et al, 2001; Wicker et al., 2007), 

e entre os organismos de anura com genoma sequenciado, elementos hAT já foram 

relatados em Nanorana parkeri (Sun et al., 2015), Rhinella marina (Edwards et al 

2018), no qual o elemento hAT-Ac foi o mais abundante entre os transposons de DNA 

encontrados, e Xenopus tropicalis (Sun et al., 2015). Refinar as análises sobre a 

estrutura molecular desses elementos hAT são muito promissoras nos genomas de 

anfíbios, uma vez que, conforme nossos dados parecem indicar, esses elementos têm o 

potencial de causar interconversão de elementos repetitivos, contribuindo no surgimento 

de novos DNAs satélites nos genomas, por exemplo. 
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Considerando os resultados obtidos, essas repetições satélites estão presentes em 

espécies de anura mesmo filogeneticamente distantes, evidenciando a importância de 

estudos que complementem essa lacuna, assim como demais análises que possam 

comprovar e entender melhor a estrutura das repetições encontradas em Pipa carvalhoi 

e Xenopus tropicalis. 

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

Visando ampliar os resultados obtidos e melhor compreender aqueles que já 

foram alcançados, será necessário compreender melhor o papel das sequências de hAT 

nos genomas de anuros. Para isso, considerando as espécies que apresentam seu genoma 

sequenciado, será analisada a qualidade destes genomas e a possibilidade da montagem 

de sequências consenso de hAT_10 para cada destas espécies, através de curadoria 

manual. Através da montagem destes consensos, será possível identificar a presença ou 

ausência deste elemento, bem como se há a presença das repetições de satélite e as 

regiões cromossômicas onde elas ocorrem. 

Ainda, o mapeamento cromossômico através de FISH destas sequências deverá 

ser realizado na espécie de Xenopus tropicalis para demonstrar as regiões 

cromossômicas onde o elemento de hAT_10 é encontrado dentro da espécie. 

Com estes resultados será possível compreender melhor a dinâmica deste 

elemento transponível em Anura, bem como a possível dispersão de sequências de 

satDNA que os elementos de hAT podem estar favorecendo dentro destes genomas. 
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3.3. CAPÍTULO 3: 
 

DO THE INSERTION PREFERENCES OF TRANSPOSABLE ELEMENTS 
REPRESENT A STRATEGY FOR THE MITIGATION OF GENETIC 

CONFLICTS WITH THE HOST? 
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Abstract: Transposable elements can exhibit a predilection for specific insertion 

regions. The article by Munasinghe et al. (2023) discusses insertions in positions 

considered "neutral" in the genome, emphasizing the relevance of the host restriction 

mechanisms, revealing that insertion in specific regions may be a strategy to mitigate 

genetic conflicts with the host. 

 
3.3.1 Main text 

 

A key question in the evolution of the genome is why so many families of 

Transposable Elements (TEs), which have the potential to replicate rapidly and multiply 

in the host genome, tend to be found in relatively small or moderate numbers of copies 

in the genomes they have invaded. At a population level, Charlesworth (summarized in 

Charlesworth, 1994) proposed that the rate of transposition is counterbalanced by 

excision rates, together with selection against deleterious insertions or chromosomal 

rearrangements, which leads to an equilibrium in the number of copies found in the host 

genome. This equilibrium would be what allows the TEs to both persist in the host 

genome and spread throughout the reproductive population. 

Over the three decades since Charlesworth’s proposal, advances in the 

understanding of the biology of TEs, including the identification of preferential 
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insertion sites and intragenomic regulation mechanisms, have provided important 

insights into the mechanisms that determine the insertion and fixation of these elements 

in the genome. Using stochastic simulations, Munasinghe et al. (2023) verified how the 

preference for a specific genomic region can determine the impact the success of a 

novel TE invasion. Munasinghe et al. (2023) designed a diploid, hemaphroditic 

population that reproduces sexually compose by five chromosomes with uniform 

recombination rate to test the transposition impact of a unique TE family. The Authors 

designed evolutionary scenarios considered TEs with preference for either neutral or 

deleterius insertions combined with scenarios with or whithout host repression limiting 

the transposition rate. 

The results of these simulations reinforced the conclusion that the success of the 

insertion depends on a certain level of cooperative interaction between the TE and the 

host genome. To begin with, the propensity of the TEs to insert themselves in regions 

that do not impact the host’s adaptive potential would guarantee a balance between their 

potential for amplification and any deleterious effects arising from the presence of the 

TE in the genome. Even so, this evolutionary strategy may not be sufficient to guarantee 

the successful invasion of the host genome, according to the results of Munasinghe et 

al.’s (2023) simulation. 

Even when the TEs are inserted in neutral regions, their transposition must be 

controlled subsequently silencing mechanisms to prevent them reaching the threshold at 

which deleterious effects may arise, leading to the extinction of both the host and the 

TEs. In this case, the response of the host to the transposition will be fundamental to the 

survival of both. 

While the host will evolve to suppress the TEs, the latter will attempt to 

guarantee their cycle of replication during the invasion. However, this interaction may 

not represent an arms race in the sense of the “Red Queen” model (Van Valen, 1973), 

used traditionally to explain TE-host interactions, but rather by “good neighborhood” 

cooperative practices. In this case, the preference for neutral insertions would be an 
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evolutionary strategy adopted by some eukaryotic TE families to mitigate the genetic 

conflicts with their host. The initial replicative cycles in the euchromatin may thus 

represent an opportunity to maximize the number of copies generated before the host is 

able to recognize and silence the TEs (Zhang et al., 2020). This strategy would reduce 

the pressure on the host genome, with a temporary ceasefire in the arms race that allows 

for the generation of copies and guarantees that both the TE and the host survive and 

spread copies throughout the host population. 

Overall, then, the results of Munasinghe et al. (2023) have provided important 

insights for the understanding of the processes that may have guided the evolution of 

insertion preferences as an integral component of the invasion and consolidation 

mechanisms of the TEs in the host population. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O presente estudo buscou elucidar as questões ao redor de elementos transponíveis 

como origem para sequências de DNA satélite dentro do genoma de anfíbios. No primeiro 

capítulo, foi realizada uma revisão de literatura aprofundada sobre casos previamente 

documentados de elementos transponíveis dando origens a outras sequências repetidas em 

tandem, levantando os principais mecanismos envolvimentos nestes processos,  bem como 

regiões do TE propensas para essa origem.  

No segundo capítulo, o elemento transponível de hAT foi reportado pela primeira 

vez no genoma de Pipa carvalhoi, com mapeamento cromossômico e análises de 

bioinformática. Ainda, foi possível perceber a presença de repetições de satélite dentro 

deste elemento, fato também documentado pela primeira vez dentro da família Pipidae, 

nas espécies de Pipa carvalhoi e Xenopus tropicalis, levantando questionamentos acerca 

do papel destes elementos transponíveis no espalhamento de outras sequências repetitivas. 

Em um terceiro momento, houve uma breve discussão à cerca da inserção 

preferencial dos elementos transponíveis em determinadas regiões, a fim de evitar 

conflitos com o hospedeiro onde este elemento se encontra inserido.  

Os resultados obtidos até o presente momento contribuem para o entendimento da 

dinâmica genômica em anfíbios, ao passo que abrem caminho para investigações 

adicionais sobre o papel dos elementos transponíveis na geração de sequências de 

repetidas em tandem, como DNA satélites. 
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