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RESUMO

O género Pipa é exclusivamente neotropical e atualmente agrupa sete espécies. A auséncia de uma
filogenia robusta é uma das grandes lacunas para os estudos evolutivos no género. Métodos classicos
da citogenética fornecem dados caridtipicos, além disso, DNAs repetitivos tem se mostrado
promissores em estudos relacionados a evolugdo cromossdmica. Dentre os satDNA isolados em
anfibios, 0 PcP190 se destaca por estar distribuido em diferentes espécies de anuros. Considerando que,
apenas algumas espécies de Pipa foram cariotipadas, justifica-se o0 uso de técnicas de citogenética no
estudo da evolucdo cariotipica do grupo. Além disso, a busca da sequéncia satDNA PcP190 utilizando
bioinformatica € uma 6tima ferramenta para identificar essas sequéncias nos genomas disponiveis. Para
a descricdo cariotipica, foram utilizados métodos de coloragdo convencional, bandamento C e deteccdo
da RON. Para deteccdo das sequéncias microssatélites em P. pipa, sete sondas de microsatelites e
repeticdes teloméricas foram utilizadas no método de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH). Foi
redescrito o caridtipo de P. parva com 2n=30, todos com morfologia telocéntrica e com blocos de
heterocromatina localizados nas regides centroméricas dos cromossomos, a RON foi detectada na
regido subterminal do par 2. Foi descrito pela primeira vez o cariétipo de P. arrabali com 2n=20
cromossomos. Pipa arrabali e P. carvalhoi (Zattera et al.,2019), compartilham mesmo ndmero
cromossémico e morfologia dos pares, sendo diferenciados pela posicdo da RON, localizada na regido
pericentromérica do 9q em P. arrabali e em P. carvalhoi na regido subterminal desse mesmo braco, o
que pode ter sido resultado de uma inversdo paracéntrica. O mapeamento das repeticdes em P. pipa
revelou sinais na regido centromérica dos primeiros quatro pares dos cromossomos do cariotipo. A
organizacdo de algumas classes de DNAS repetitivos em P. pipa indica o potencial desse marcador no
estudo da evolugdo cromossémica do género. Quanto ao mapeamento do satDNA PcP190 nos genomas
dos anuros ja sequenciados, foram utilizados dados de Sequence Read Archive (SRAS) e selecionadas
sequéncias do PcP190 disponiveis na literatura. A regido mais conservada foi utilizada como query nas
buscas. 24 espécies de anuros foram mapeadas e para avaliar a distribuicdo do PcP190, reconstruimos
um cladograma entre as espécies com genomas amostrados e espécies relatadas com esta sequéncia.
Reportamos a presenca de copias de PcP190 em duas espécies da familia Hylidae, e pela primeiravez,
nas familias Bufonidae e Dendrobatidae. Inferirmos que estas sequéncias surgiram por duplicacdo em
um ancestral comum e a manutencdo tem sido baseada em Concerted evolution e birth-and death. Uma
regido de 122 pb de PcP190 de diferentes espécies apresentou alta similaridade, hipotetizamos que isto
pode ser devido a uma alta presséo seletiva, resultante de uma possivel funcdo genémica desta regido.
A variacdo do numero de reads mapeados pode ser devido ao fato de espécies filogeneticamente
relacionadas compartilharem uma biblioteca de DNAS repetitivos, onde a expansao de satDNA ocorre
de maneira independente ap6s seu processo de divergéncia. Nossos dados fornecem um modelo para
verificar a presenca de diferentes sequéncias nos genomas.

Palavras-chave: Pipa, sequéncias repetitivas, citogenética, pipeline , PcP190



ABSTRACT

The genus Pipa is exclusively neotropical and currently groups seven species. The absence of a robust
phylogeny is one of the major gaps for evolutionary studies in the genre. Classic methods of cytogenetics
provide Kkaryotypic data, in addition, repetitive DNA has shown promise in studies related to
chromosomal evolution. Among the satDNA isolated from amphibians, PcP190 stands out for being
distributed in different anuran species. Considering that only some species of Pipa were karyotyped, the
use of cytogenetic techniques in the study of the group's karyotype evolution is justified. In addition, the
search for the PDP190 satDNA sequence using bioinformatics is a great tool to identify these sequences
in the available genomes. For the karyotype description, conventional staining, C banding and NOR
detection methods were used. To detect microsatellite sequences in P. pipa, seven microsatellite probes
and telomeric repetitions were used in the fluorescent in situ hybridization (FISH) method. The P. parva
karyotype was redescribed with 2n = 30, all with telocentric morphology and with heterochromatin
blocks located in the centromeric regions of the chromosomes, NOR was detected in the subterminal
region of pair 2. The P. arrabali karyotype was described for the first time. with 2n

= 20 chromosomes. P.arrabali and P. carvalhoi (Zattera et al., 2019), share the same chromosomal
number and morphology of the pairs, being differentiated by the position of NOR, located in the 9q
pericentromeric region in P. arrabali and in P. carvalhoi in the subterminal region of that same arm,
which may have been the result of a paracentric inversion. The mapping of the repeats in P. pipa revealed
signs in the centromeric region of the first four pairs of the karyotype chromosomes. The organization
of some classes of repetitive DNA in P. pipa, indicates the potential of this marker in the study of the
chromosomal evolution of the genus. As for the mapping of the satDNA PcP190 in the genomes of the
anurans already sequenced, data from the Sequence Read Archive (SRAS) were used and PcP190
sequences were available in the literature. The most conserved region was used as a query in searches.
24 anuran species were mapped and to assess the distribution of PcP190, we reconstructed a cladogram
between species with sampled genomes and species reported with this sequence. We report the presence
of copies of PcP190 in two species of the family Hylidae, and for the first time, in the families Bufonidae
and Dendrobatidae. We infer that these sequences appeared by duplication in a common ancestor and
the maintenance has been based on Concerted evolution and birth-and death. A 122 bp region of PcP190
from different species showed high similarity, we hypothesize that this may be due to a high selective
pressure, resulting from a possible genomic function of this region. The variation in the number of reads
mapped may be due to the fact that phylogenetically related species share a library of repetitive DNAs,
where the expansion of satDNA occurs independently after its divergence process. Our data provide a
model to verify the presence of different sequences in the genomes.

Keywords: Pipa, repetitive sequences, cytogenetics, PcP190
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1- INTRODUCAO GERAL

O género Pipa (Pipidae) € um grupo monofilético constituido por sete espécies (Frost, 2020). A
auséncia de uma filogenia robusta para avaliar os relacionamentos intragenéricos em Pipa é uma das
grandes lacunas para os estudos evolutivos no género. Métodos classicos da citogenética fornecem
dados na discriminacdo inicial dos cariétipos. Os estudos citogenéticos no género Pipa se iniciaram
com a descri¢do do numero cromossémico de P. pipa Wikbom (1950), permanecendo décadas seguintes
restritos a novas contagens cromossémicas e descri¢fes cariotipicas simples em P. parva. (Morescalchi,
1968; Morescalchi, 1970).

Recentemente, o trabalho de Zattera et al., 2019, apresentou importantes dados cariotipicos de
P. carvalhoi, como o numero dipldide 2n=20, assim como a composi¢cdo da heterocromatina e a
identificacdo da regido organizadora de nucléolo (RON). Além disso, no trabalho de Zattera et al.
(2020, submetido) foi utilizado sequéncias repetitivas micossatélites- (CA)15, (GA)15, (GATA)S,
(CGC)10, (GAA)10, (CAG)10 e (GACA)4 -como marcadores, adicionando importantes informacGes
para o estudo do género.

Com o desenvolvimento da hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) e sua utilizagdo como
técnica para mapear sequéncias repetitivas no cariotipo, o FISH tem se mostrado uma ferramenta
bastante promissora em estudos relacionados a evolucao cromossémica (Schmid & Steinlein; Liu et al.,
2017; Ferro et al., 2018).

Estdo incluidos na classe de sequéncias repetitivas, familias multigénicas, minissatélites,
microssatélites, e os DNAs satélites (satDNA), estas sequéncias se encontram de maneirasignificativa
no genoma dos organismos e podem ser organizadas in tandem ou dispersas no genoma (Garrido-
Ramos, 2016, Garrido-Ramos, 2017), porém, sua localizacdo e distribuicdo precisam ser melhor
compreendidas em grande parte dos organismos (Ruiz-Ruano et al., 2015).

Nos anfibios, 0 genoma é em grande parte constituido por sequéncias repetitivas (Liedke et al.,
2018), entretanto, esta fracdo repetitiva de DNA vem sendo ainda pouco estudada, com poucas destas
sequéncias caracterizadas em detalhes até 0 momento. Uma destas sequéncias é o DNA satélite PcP190,
uma sequéncia de 190 pb isolada da espécie Physalemus curvieri (leptodactylidae) (Vittorazzi et al.,
2011), e pode ser um bom candidato para estudos in silico, pois esta presente em diferentes grupos de
anuros (Vittorazzi et al., 2011, 2014, 2016; Gatto et al, 2016, 2018; Targueta et al., 2018; Silva et al.,
2020), o que indica que estas sequéncias repetitivas podem estar distribuidas em diferentes grupos,
exercendo alguma funcéo.

Considerando que, apenas algumas espécies do género Pipa foram até 0 momento cariotipadas,

justifica-se o uso de técnicas de citogenética classica e moleculares no estudo da evolucéo cariotipica
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do género. Além disso, a busca da sequéncia satDNA PcP190 utilizando bioinformaética, € uma 6tima
ferramenta para identificar e caracterizar estas sequéncias, alem de fornecer um modelo para verificar

a presenca de diferentes sequéncias nos genomas disponiveis.

2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Género Pipa

Os anfibios atuais ainda sdo os Unicos vertebrados viventes que apresentam transicdo de fases de
vida entre os ambientes aquético e terrestre (Hickman et al., 2004). Neste grupo sdo encontradas trés
linhagens distintas, a ordem Caudata com 9 familias, Gymnophiona com 10 familias e a terceira
linhagem, a ordem Anura, a mais diversa em nimero de espécies, com 54 familias reconhecidas (Frost,
2020).

Dentro dos anuros, a familia Pipidae constitui um grupo de anfibios que apresentam caracteristicas
proprias: é a unica familia exclusivamente aquatica, diferenciando-se de outras por possuir adaptactes
morfoldgicas associadas ao modo de vida aquatico, como a retencdo de linha lateral no adulto e
membranas interdigitais. Os espécimes sdo caracterizados por apresentarem um corpo achatado dorsal-
ventralmente e 0os membros traseiros adaptados a natacdo (Cannatella & Trueb 1988; Trueb &
Manssemin, 2000).

O trabalho de Irissari et al., (2011) fornece um forte suporte ao monofiletismo da familia Pipidae.
Os representantes dessa familia sdo encontrados na Africa e na América, compreendendo quatro
géneros: Pipa (Laurenti, 1768) com 7 espécies, Hymenochirus (Boulenger, 1896) com quatro espécies,
Pseudhymenochirus (Chabanaud, 1920) com uma espécie e Xenopus (Wagler, 1827) com 29 espécies
(Frost, 2020). Alguns autores ainda dividem o género Xenopus em dois, utilizando como critério a
analise filogenética e o nimero diploide ancestral, reconhecendo as espécies portadoras 2n=20 e seus
multiplos, sob a denominag&o Silurana enquanto espécies derivadas de um ancestral de 2n=18, e seus

multiplos, sob 0 a denominagdo Xenopus.

A familia Pipidae tem sido frequentemente citada como evidéncia de uma conexdo passada entre
América do Sul e a Africa. Esta hipotese é baseada em um evento vicariante decorrente da separacao
dos continentes africano e americano (Trueb et al., 2005), em que o ancestral para o género Pipa foi
difundido pela América do Sul, enquanto os demais representantes permaneceram no continente
africano (Hymenochirus, Pseudhymenochirus e Xenopus) (Trueb & Cannatella, 1986; Cannatella &
Trueb, 1988).

14



O género Pipa € o unico género da familia presente no continente americano (Cannatella & Trueb,
1988). Este grupo atualmente possui sete espécies (Frost, 2019): Pipa carvalhoi (Miranda-Ribeiro,
1937), Pipa arrabali (Izecksohn, 1976), Pipa aspera (Muller, 1924), Pipa myersi (Trueb, 1984), Pipa
parva (Ruthven & Gaige, 1923), Pipa pipa (Linnaeus, 1758) e Pipa snethlageae (Muller, 1914) (Trueb
& Canatella, 1986 — Figura 1). Dentre algumas caracteristicas que diferenciam esse género dos demais
pipideos, podemos citar sua reproducdo, em que os ovos/larvas sdo carregados nas costas da fémea
durante o desenvolvimento (Trueb & Cannatella, 1986; Canedo, 2006). As espécies do género sdo
distribuidas desde o Panam4, nordeste da Colémbia, Equador, Venezuela, Guiana, Suriname até o
Brasil (Trueb & Canatella, 1986; Frost 2020).

Figura 1. Cladograma das relagdes filogenéticas entre as espécies do género Pipa baseado em caracteres morfoldgicos.
Figura extraida de Trueb & Cannattela (1986).

As espécies do género também podem ser divididas em dois grandes grupos, considerando
caracteres morfologicos, sendo um denominado “macropipas” e constituido pelas espécies P. pipa e P.
snethlageae, e o segundo denominado de “micropipas”, formado por todas as demais espécies do
género (Trueb & Massemin, 2000). Essa nomenclatura é genérica, poréem, é reportada por diferentes
autores e sera utilizada aqui neste trabalho. Considerando apenas essa abordagem morfolégica, o
relacionamento entre as espécies incluidas no grupo das micropipas ainda ndo estdo bem resolvidas
(Trueb & Canatella, 1986; Trueb & Massemin, 2000).
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2.2. Citogenetica comparativa

Métodos classicos de anélise fornecem dados para a discriminacdo inicial dos cariétipos (Sobti
et al., 2002; Green & Sessions, 2012). Dentre estes, podemos citar a coloracdo convencional, que
fornece informacgOes relevantes para se determinar o ndmero cromossémico e inferir o numero
fundamental (NF) do cari6tipo analisado de acordo com o nimero de bragos cromossémicos, além de
identificar o tamanho e morfologia cromossdmica dos cariotipos, sendo possivel classificar os
cromossomos em metacéntricos, submetacéntricos, subtelocénctricos ou telocéntricos, gerando
informagdes para diferenciacdo de espécies (Green & Sessions, 2007; 2012).

Ja o bandeamento C auxilia na identificacdo de regiGes de heterocromatina constitutiva.
Entendemos como heterocromatina constitutiva aquelas regides de cromatina que permanecem
condensadas em todas as células do organismo, enriquecida por sequéncias de DNAS repetitivos e
reduzida atividade génica (Green & Sessions, 2012). A analise do padréo de distribuicdo dos blocos de
heterocromatina em um cariétipo pode ser empregada na detec¢do e caracterizacdo de alteracGes
cromossOmicas estruturais, como delecoes, inversdes e translocacdes ( Hizumi et al.,1989, Gill et al.,
1991).

A regido organizadora de nucléolo (RON) é constituida de sequéncias de DNA dispostas in
tandem, que codificam para os RNAs ribossomais 5S,5.8S, 18S e 28S (Schwarzacher &Wachtler,
1983). A RON tem grande importancia no estudo da evolu¢do dos cromossomos, pois suas posicdes
nos cromossomos sao relativamente conservadas em grupos de espécies relacionadas, tornado-a um
importante marcador cromossémico (Pikaard, 2000). A localizacdo das RONSs nos cariétipos pode ser
um dado importante para a compreensdo das relagdes filogenéticas em diversos grupos (Nguyen etal.,
2008; Britton-Davidian et al., 2012; Tate et al., 2015).

O estudo dos anuros tem-se expandido consideravelmente nos ultimos anos, principalmente
apos a incorporacdo de novas técnicas, como o uso da metodologia de analise filogenética utilizando
citogenética comparativa (De Mattos et al., 2014; Soares de Oliveira et al., 2016). A citogenética
comparativa tem contribuido de maneira significativa para a compreensdo dos mecanismos envolvidos
na evolugdo cromossémica em Anura (Gruber et al., 2012; Suérez et al., 2013; Ferro et al., 2018) e
também na descricdo de novas espécies (Cuevas, 2008; Siqueira et al., 2008; Siqueira et al., 2009),
ampliando nossos conhecimentos sobre a biodiversidade em anuros (Baldissera et al., 1993; Busin et
al., 2000; Siqueira et al., 2008).

Um exemplo de uma analise citogenética comparativa sendo utilizada para inferir a evolucéo

cromossémicas de um grupo é o trabalho de Mezzasalma et al., (2015). Nesse trabalho os autores
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sugerem hipoteses para a evolucao cromossémica na familia Pipidae. Esses autores mapearam os dados
cromossémicos das espécies, nas arvores filogenéticas propostas por Irisarri et al., (2011) e Pyron &
Wiens (2011), e utilizaram como grupo externo a espécie Rhinophrynus dorsalis, familia monotipica
Rhinophrynidae e portadora de um cariotipo de 2n=22. Assim, uma das hipoteses para contar a historia
evolutiva de Pipidae seria que, 0 nimero 2n=22 teria sido rearranjado por meio de inversdes e fusdo
cromossOmica, resultando no caridtipo 2n=20, que constitui o namero dipléide primitivo dos pipideos,
condicdo observada nas espécies Hymenochirus boettgeri (Mezzasalma et al., 2015),
Pseudhymenochirus merlini (Chibanaud, 1920; Mezzasalma et al., 2015), Xenopus tropicalis (Gray,
1984) e em P. carvalhoi (Pfeuffer- Friederich, 1980; Zattera et al., 2019).

Dentro do género Pipa, P. pipa com 2n=22 (Wickbom 1950) e P. parva com 2n=30 (Morescalchi,
1968), apresentam cariotipos bastante peculiares e diferentes dos demais pipideos. Porém, a descricdo
cariotipica dessas espécies carece de maiores informacdes, o que torna dificil a construcao de hipdteses
robustas sobre a evolucédo cariotipica no género. Logo, torna-se importante o emprego de técnicas de
citogenética no estudo da evolugdo cariotipica em Pipa, que podem fornecer dados Uteis para o

entendimento de tal variacdo cromossémica numerica.

2.3.0 uso de sequéncias repetitivas

DNAs repetitivos sdo sequéncias de DNA de tamanhos variados, a maioria dos organismos
possui em seu genoma multiplas cépias delas (Kidwell, 2002; Gonzalez et al., 2012). Estas sequéncias
podem estar organizadas sequencialmente em uma por¢éo cromossdmica -in tandem- (como 0s genes
ribossomais), ou dispersas no genoma (elementos de transposi¢do), podendo ou ndo ter atividade
transcricional. Dentre as sequéncias organizadas in tandem estdo as sequéncias de DNAs satélites
(satDNA), minissatélites, microssatélites e as familias multigénicas (Charlesworth et al., 1994; Sobti et
al., 2002).

Durante muito tempo esses DNA repetitivos foram considerados DNA “lixo”, por nao terem
fungéo conhecida (Palazzo & Gregory, 2014; Doolittle, 2012). Entretanto, atualmente adimite-se que
sequéncias repetitivas tenham uma funcdo estrutural, e que sejam de grande importancia para a
evolucdo do genoma de diversos organismos (Biémont &Vieira, 2006; Biscotti et al., 2015; Janssen et
al., 2018). Essa sugestao é suportada pelo fato de que varios tipos de copias de DNA repetitivo estdo
intimamente associados com regides heterocromaticas, sendo o seu principal componente, encontrado
em regides pericentroméricas e subteloméricas dos cromossomos, podendo também ser encontrados
ocupando loci intersticiais de cromossomos (Garcia-Ramos, 2017; Janssen et al., 2018; Uno et al.,
2019).
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Os DNAs repetitivos compreendem uma grande parcela do genoma dos eucariotos e tém se
mostrado promissores em estudos relacionados a evolugdo cromossémica (Bilinski, 2017; Strom et al.,
2019). Aalta diversidade de sequéncias de DNAs de carater repetitivo pode facilitar ou estar envolvidas
nas adjacéncias de rearranjos cromossémicos, contribuindo na diversificagdo dos caridtipos (Zhang et
al., 2015; Getlekha et al., 2016; De Souza & Sousa et al., 2017).

O método de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) tem sido utilizado para mapear essas
sequéncias de DNAs repetitivos nos cariétipos, utilizando essas sequéncias como sondas de DNA. Tal
mapeamento € informativo na elaboracdo de mapas citogenéticos (Murakami et al., 2007; Uno 2008;
Shearer et al., 2014), na recuperacdo de homelogias cromossomicas (Duan et al., 2015; Iwata-Otsubo
et al., 2016; Said et al., 2018) e inferéncias de rearranjos envolvidos na diversificacdo cariotipica
(Santos et al., 2015; Coelho et al., 2016; Barbosa et al., 2017).

ComparacGes sobre a presenca e localizacdo dessas sequéncias entre espécies relacionadas
podem fornecer informagdes sobre sua origem, amplificacdo/reducdo e evolucdo dentro do genoma
(Biscotti et al., 2015; Session et al., 2016). S& também uma boa ferramenta em estudos
citotaxonémicos, pois de acordo com a natureza evolutiva e de sua participacdo na evolugdo dos
genomas, diferentes sequéncias repetitivas tém sido alvo em estudos de citogenética em diversos grupos
(He et al., 2015; O’Meally et al., 2010; Zadesenets et al., 2012; Petraccioli et al.,2015; Cerutti et al
2016; Almeida et al., 2017; Kretschmer et al., 2018).

Dentre estas sequéncias, destacam-se 0s microssatélites, que sdo formados geralmente por
unidades de repeticdo compostas por dois a seis nucleotideos (Mayer et al., 2010), organizados em
tandem e quando organizados em grandes arranjos também podem ser detectados nos cromossomos
por FISH (Ezaz & Deakin, 2014). Assim, os microssatélites podem ser utilizados como um marcador
citogenético, sendo em alguns casos importantes na distingdo de pares cromossémicos de dificil
definicdo, podem detectar rearranjos cromossdmicos em espécies (Ventura et al., 2006; Pereira et al.,
2012; Peixoto et al., 2015) e permitem diferenciacao entre caridtipos indistinguiveis quando foi apenas
utilizados métodos de citogenetica classica (Peixoto et al., 2015; Peixoto et al., 2016).

DNAs repetitivos também tem funcdo estrutural nos genomas, como 0s principais componentes
dos centrémeros e dos teldmeros dos cromossomos em eucariotos. As repeticdes teloméricas, que
constituem as porgdes terminais dos cromossomos, sdo fundamentais na estabilidade cromossémica
(Blackburn, 1991; Schmid & Steinlein, 2016). Véarias espécies de vertebrados apresentam blocos
presentes em regides interstiticias, centroméricas e pericentroméricas dos cromossomos (Bolzan &
Bianchi, 2006; Amaro-Ghilardi, et al, 2008; Lin & Yan, 2008) e podem representar resquicios de
eventos antigos de fusGes cromossdmicas. Logo, a utilizacdo de sondas telémericas se torna importante

para 0 mapeamento fisico de possiveis rearranjos cromossémicos (Chew et al., 2002; Nanda et al.,
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2008; Suda et al., 2011; Teixeira et a.l, 2009; Schmid & Steilein, 2018; Bolzén, 2017).

Sequéncias distintas de DNA satélite (satDNA), constituidos de unidades monomérica maiores
e mais complexas também sdo potenciais sondas cromossdmicas e seu mapeamento tém gerado
informacdes importantes sobre papel na diversificagcdo cariotipica em plantas (Samoluk et al., 2017;
Gonzélez et al., 2018), peixes (Vicari et al., 2010;Megyeri et al., 2017), gafanhotos (Cabrero et al.,
2003; Palacios-gimenez et al., 2018; Ruiz-Ruano, 2018), anfibios (Picariello et al., 2002; Feliciello et
al., 2006), entre outros grupos. A presenca de pelo menos uma familia de DNA satélite nos centrémeros
de varios eucariotos, por exemplo, indica que estas sequéncias podem desempenhar um papel
importante na biologia dos centrémeros (Sharma & Raina, 2005; Tran et al., 2015; Avila Robledilloet
al., 2018), na diferenciacdo de cromossomos sexuais heteromorficos (Nanda et al., 1992; Gatto et al.,
2018) e em cromossomos Bs (Jesus et al., 2003; Milani et al., 2017; Ramos et al., 2017).

2.3.1. DNA satélite PcP190

O PcP190 é uma familia de DNA satélite com mon6émeros de 190pb isolados inicialmente do
DNA gendmico de Physalaemus cuvieri (Anura, Leptodactylidae), de Palmeiras, Estado da Bahia,
Brasil (Physalaemus cuvieri Palmeiras — PcP) (Vittorazzi et al., 2011). Essa sequéncia foi isolada ao
acaso quando os autores buscavam por sequéncias de DNA satélite por meio da metodologia de
isolamento com enzimas de restricdo. Curiosamente, apos isolados, 0s clones recuperados apresentaram

grande similaridade nucleotidica com gene ribossomal 5S (5S rDNA).

Investindo no estudo dessa sequéncia, Vittorazzi et al. (2011) sugeriu que possivelmente este
satDNA foi derivado dos genes 5S rDNA. Tal sugestdo para a origem dessa familia de satDNA é
baseada na alta similaridade do PcP190 comuma regi&o de 120 pb do gene de rDNA 5S. Esses 120 pb
sdo praticamente idénticos nos dois tipos de rRNA 5S (tipos I e Il) (Vittorazzi et al., 2011). Por outro
lado, os 60-91 pb restantes das unidades repetitivas de PcP190 constituem uma regido hipervariavel
entre as sequéncias de PcP190, que ndo sdo semelhantes a nenhuma sequéncia do rDNA 5S. Sendo
assim, a hipotese é que o segmento hipervariavel seja relativo ao espacador ndo transcrito (NTS) do
gene de rDNA 5S (Vittorazzi et al 2011; Vittorazzi et al., 2014; Gatto et al., 2016).

A ocorréncia do DNA satélite PcP190 ja foi descrita nos genomas de especies do género
Physalaemus (Vittorazzi et al., 2011; Vittorazzi et al., 2014; Vittorazzi et al., 2016), em Leptodactylus
latrans (Leptodactylidae) (Vittorazzi et al., 2014), em espécies do género Engystomops
(Leptodactylidae) (Targueta et al., 2018), em Crossodactylus gaudichaudii (Hylodidae) (Vittorazzi et
al., 2014), em espécies do género Pseudis (Hylidae) (Gatto et al., 2016; 2018) e em Proceratophrys

boiei (Odontophrynidae) (Silva et al., 2020). Dentro do nosso grupo de pesquisa, identificamos a
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presenca desse satDNA em representantes da familia Cycloramphidae (Bueno et al., submetido),
estendendo assim o nimero de familias de anuros que carregam cépias do satDNA PcP190.
Sequéncias de DNA satélite estdo presentes na maioria dos organismos eucarioticos e
geralmente sdo especificos de espécies ou presente em espécies estreitamente relacionadas. Alguns
satDNA antigos estdo presentes em varios taxons filogenéticamente distantes apds terem sido herdados
verticalmente (Mravinac & Plohl, 2002; Ruiz-Ruano et al., 2016; Samoluk et al., 2017). Isso faz com
que, mesmo admitindo-se que em cada espécie esses satDNA evoluam independentemente,

similaridade de sequéncias possam ter sido retidas desde a separacdo dessas linhagens .

Isso pode ser explicado pelo modelo de biblioteca de DNA repetitivos (Fry & salser, 1975),
onde os padrGes de DNA repetitivos apresentados em cada espécie sdo resultados da flutuacdo do
numero de copias que estas apresentam das sequéncias presentes nesta biblioteca, sendo que a extensdo
desta flutuacdo também pode ser bem distinta em diversos grupos de organismos, representando uma
fonte permanente de sequéncias que podem ser amplificadas de uma forma independente em cada
espécie para um DNA satélite dominante. (Pons et al., 2004; Plohl et al., 2012, Garrido- Ramos, 2017).

As diferencas na organizacdo cromossdmica envolvendo o satDNA PcP190 demonstram que
essa sequéncia € altamente dindmica, permitindo distin¢do de pares homologos de dificil classificacao,
como o par cromossomico 3 de Physalaemus (Vittorazzi et al., 2014). Interessantemente, nos
cromossomos de Physalaemus ephippifer, seu acumulo diferencial nos cromossomos sexuais
heteromorficos Z e W da espécie parece sugerir que esse satDNA pode ter contribuido para o processo
de diferenciacdo dos pares homoélogos durante o surgimento desse sistema (Vittorazzi et al., 2014).
Resultado semelhante foi observado no sistema sexual ZZ/ZW, observado em Pseudis tocantins e de
P. bolbodactyla (Gatto et al., 2016; Gatto et al., 2018). Em espécies do género Engystomops a
distribuicdo cromossdmica do satDNA PcP190 suporta hip6teses de homeologias cromossdmicas
presumidas pela morfologia e por dados de bandeamento (Targueta et al., 2018), sendo Util no

entendimento da evolugdo cromossémica do grupo.

2.4. A busca de novos marcadores na “era genéomica”

Por muito tempo as sequéncias repetitivas, incluindo os satDNA, foram deixadas de fora dos
grandes projetos de genoma devido as dificuldades na montagem de contigs contendo sequéncias
repetidas (Novak et al., 2010, Novak et al., 2013; Lepesant et al., 2012). Uma alternativa para a
recuperacdo destas sequéncias seria 0 isolamento e analise de repeticbes de satDNAs obtidos por
métodos de PCR e clonagem, porém, existem muitos mondmeros que escapam a clonagem quando

isoladas, além disso, ha dificuldades adicionais quando por exemplo, uma familia de satDNA é mal
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representada em um genoma, com pequenas quantidades desta sequéncia (Macas et al., 2007;
Shirasawa et al., 2016).

Obstaculos também surgem quando se lida com espécies que possuem genomas grandes e
complexos, devido ao alto contetido de sequéncias repetitivas, a maioria dos clones contém uma baixa
densidade de sequéncias unicas e um alto quantidade de diferentes tipos de sequéncias repetitivas,
dificultando sua caracterizacdo por meio dessa metodologia (Steuernagel et al., 2009; Schmutzer et al.,
2014).

Nesse contexto, a analise de sequéncias repetitivas encontrou um aliado no sequenciamento de
alto rendimento de genomas usando Sequenciamento de Nova Geracdo (Next Generation Sequence -
NGS) (Nowak, 2014; Criscione et al., 2014; Mariano et al., 2015).

O NGS é uma tecnologia que oferece inimeras possibilidades de aplicacdes, podendo ser usado
para construir um novo genoma de um organismo desconhecido, avaliar a variacdo genética de um
organismo contra um genoma de referéncia existente, analisar globalmente a transcricdo de um
organismo ou célula a partir do DNA complementar e permite também estudar o epigenoma e
mecanismos regulatérios de um organismo ( Metzker, 2010; Goldstein et al., 2013; Shen et al., 2015;
Park & Kim; 2016; Rehm, 2017).

Um dos motivos gque possibilitou esta grande variedade de aplicacdes é a diminuicdo dos custos
de sequenciamento (van Nimwegen et al., 2016), que atualmente sdo comuns em universidades e
laboratorios particulares. O uso de NGS permitiu a realizacdo de projetos de larga escala, antes muito
trabalhosos, como estudos de frequéncia populacional de variagcdes genéticas (Reuter et al., 2015; Lek
etal., 2016).

Ferramentas de bioinforméatica tem sido desenvolvidas para melhor utilizacdo de dados
gendmicos, o que permite a identificacdo de sequéncias repetitivas de DNA em espécies mesmo sem
um genoma de referéncia (You et al., 2011; Romero et al., 2016; . Ruiz-Ruano et al., 2016; Montero-
Mendieta et al., 2017). Estas ferramentas seguem uma abordagem baseada em similaridade que permite
a deteccdo de sequéncias repetitivas, que sdo identificados como grupos de sequéncias frequentemente
sobrepostas em comparagdes de leitura. Assim, estas leituras de sequéncia podem ser reunidos para
gerar contigs que representam as sequéncias repetitivas (Macas et al., 2007; Lepesant et al., 2012;
Weiss-Schneeweiss, 2015).

NGS e a andlise in silico permitiu uma alta produtividade das informagdes contidas nas leituras
do NGS e transformaram o estudo do DNA repetitivo (Holt et al., 2011; Piednoel et al., 2012;
Torkamaneh et al., 2016; Xiang & Li 2016). A combinacdo da analise in silico favorece uma analise

gendmica global detalhada sobre o contetdo repetitivo de genomas e nos da a oportunidade de descobrir
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sequéncias repetitivas cujo isolamento era dificil por outros métodos (Buckler et al., 2016; Pita et al.,
2017; Vitales et al., 2019).

3- OBJETIVOS

3. A- Objetivo Geral

Caracterizar citogeneticamente as espécies do género Pipa (P. pipa, P. parva e P. arrabali),
utilizando marcadores classicos e moleculares para inferir sobre a evolucao cariotipica das espécies e

identificar a ocorréncia do DNA satélite PcP190 nos genomas de anuros disponiveis.

3.B- Obijetivos Especificos:

e Caracterizar citogeneticamente de P. pipa, P. parva e P. arrabali por meio de determinagéo dos
cariotipos, padrao heterocromaético e de distribuicdo das RONs no genoma;

e Mapear cromossomicamente os sitios de DNAS repetitivos nos cromossomos de P. pipa, em busca

de homeologias cariotipicas.

e Identificar, utilizando uma abordagem in silico a ocorréncia do DNA satélite PcP190 no genomade
anuros em buscas de respostas sobre sua origem e evolugdo dentro dessa classe.
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Resumo: O género Pipa corresponde a anfibios anuros pertencentes a familia Pipidae. O género Pipa agrupa sete
espécies: Pipa carvalhoi, Pipa arrabali, Pipa aspera, Pipa myersi, Pipa snethlageae, Pipa parva e Pipa pipa
Dessas espécies sdo conhecidos somente os caridtipos de P. carvalhoi (2n=20), de P. pipa (2n=22) e P. parva
(2n=30). Esses poucos dados citogenéticos revelam um complexo cenério de variagdo cromossémica numérica no
género Pipa. Nesse trabalho descrevemos pela primeira vez o cari6tipo de P. arrabali e redescrevemos o0s
caridtipos de P. pipa e P. parva adicionando novos marcadores cromossdmicos em busca de contribui¢Bes para o
entendimento da evolugao cromossdmica do género. Foram coletados representantes de P. pipa, P. arrabali e P.
parva e as preparagdes cromossdmicas submetidas a coloragdo convencional com Giemsa, bandamento C e
impregnacéo pela Prata (RON). Experimentos de hibridacéo in situ fluorescente (FISH) foram empregados para o
mapeamento de repeticdes teloméricas e sete repeticdes microssatélites [CA(15), GA(15), GAA(10), CAG(10),
CGC(10), GACA(4), GATA(10)]. Os dados corroboraram 2n=30 cromossomos em P. parva, com cariétipo formado
exclusivamente por cromossomos telocéntricos, sendo a RON detectada na regido subterminal do par 2 e o padréo
de bandamento C revelado por blocos de heterocromatina essencialmente centroméricos. Pipa pipa apresentou
2n=22 cromossomos, com RON detectada na regido pericentromérica do brago curto do par 3. Experimentos de
FISH utilizando sequéncias teloméricas detectaram sinais exclusivamente na regido subterminal dos cromossomos
e clusters de repeticGes microssatélites foram detectadas na regido intersticial e regifes centroméricas dos
cromossomos dos quatro maiores pares do cariétipo. Nos descrevemos pela primeira vez o cariétipo de P. arrabali,
constituido por 2n=20 cromossomos, com RON localizada na regi&o pericentromérica do brago longo do par 9.
Quando comparamos P. arrabali e P. carvalhoi descrito em Zattera et al., (2019), essas espécies compartilham de
mesmo nuimero cromossdmico e morfologia dos pares, no entanto, os cariétipos das espécies sdo diferenciados
pela posicdo da RON, localizada na regido pericentromérica do 9q em P. arrabali enquanto em P. carvalhoi esta
na regido subterminal desse mesmo braco cromossdmico, o que pode ter sido resultado de uma inversdo
paracéntrica. Reconhecemos homologia na morfologia dos primeiros quatro pares de P. pipa e P. arrabali e P.
carvalhoi, que parecem ter retido a condicdo plesiomorfica para Pipidae. O mapeamento das diferentes repeticfes
microssatélite em P. pipa revelou sinais de hibridagdo, principalmente das repeti¢cdes GA(15) consistentes com 0s
dados encontrados para P. carvalhoi e X. tropicalis (Zattera et al.,2020 submetido) . Onde as repeti¢Ges detectadas
diferem dos padrdes encontrados os P. carvalhoi e em Xenopus tropicalis. Estes dados mostram um perfil espécie-
especifico na organizacdo dessas repeticdes no cariotipo das espécies, o que pode indicar o potencial desse marcador
no estudo da evolugdo cromossdmica do género e da familia Pipidae.

Palavras- chave: Pipa, cariétipo, sequéncias repetitivas; evolu¢ao cromossdémica.
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Introducéo

O género Pipa Laurenti, 1768 corresponde a anfibios anuros pertencentes a familia
Pipidae. Essa familia reune também os géneros (Frost, 2020): Xenopus (Wagler, 1827),
Hymenochirus (Boulenger, 1896) e Pseudhymenochirus (Chanabaud, 1920). Dentro da familia,
0 género Pipa distingue-se dos demais, dentre varias outras caracteristicas, pelo fato das fémeas
transportarem os ovos e/ou os girinos em desenvolvimento em seu dorso (Trueb & Cannatella,
1986). Atualmente, o género agrupa sete espécies (Frost, 2020): Pipa carvalhoi (Miranda-
Ribeiro, 1937), Pipa arrabali (Izecksohn, 1976), Pipa aspera (Muller, 1924), Pipa myersi
(Trueb, 1984), Pipa snethlageae (Muller, 1914), Pipa parva Ruthven & Gaige, 1923 e Pipa
pipa (Linnaeus, 1758). O género Pipa é exclusivamente neotropical (Cannatella & Trueb, 1988)
e possui suas espécies distribuidas desde o Panama Oriental e Trinidad a regido tropical da
América do Sul, incluindo nordeste da Colémbia, Equador, Venezuela, Guiana, Suriname,
Brasil, Peru e Bolivia (Trueb &, Cannatella, 1986; Frost 2020).

O mapeamento de dados cromossdmicos das espécies da familia Pipidae (Mezzasalma
et al, 2015) em filogenias moleculares (lIrisarri et al., 2011; Pyron & Wiens, 2011), sugerem que
2n=20 cromossomos seria 0 numero diploide primitivo de pipideos, condi¢do observada em
Hymenochirus boettgeri (Mezzasalma et al., 2015), Pseudhymenochirus merlini (Chibanaud,
1920), Xenopus tropicalis (=Silurana tropicalis) (Gray, 1984) e em P. carvalhoi (Pfeuffer-
Friederich, 1980; Zattera et al., 2019). Atualmente sdo conhecidos somente os cariotipos de P.
carvalhoi, com 2n=20 (Zattera et al., 2019), de P.pipa com o numero 2n=22 (Wickbom, 1950)
e P.parva, que curiosamente apresenta 2n=30 cromossomos (Morescalchi, 1968). Esses poucos
dados citogenéticos reportam um complexo cenério de evolu¢do cromossémica para o género
Pipa, deixando muitas questdes ainda em aberto. A maioria das hipdteses filogenéticas para
Pipidae inclui apenas duas ou trés espécies de Pipa (Irisarri et al., 2011; Pyron & Wiens, 2011),
fato esse que deixa lacunas em suas relagOes intragenericas. Assim, devido a falta de uma
filogenia robusta para o género, entender as origens dessa variagdo cromossdémica numérica
(2n=20, 22 e 30 cromossomos) requer mais detalhes na descrigdo dos cariotipos, incluindo
marcadores que possam diferenciar melhor os cromossomaos.

Diferencas na posicao de centromero, localizag&o das regides organizadoras de nucléolos
(NORs) e o padréo de distribuigdo da heterocromatina constitutiva, constituem caracteristicas
cariotipicas classicas importantes no entendimento da histéria evolutiva de grupos relacionados
(Barros et al., 2003; Green & Sessions, 2012). Hibridac&o in situ fluorescente (FISH) permite
adicionar marcadores cromossémicos com maior poder de resolucdo, o que favorece o

reconhecimento homeologias cromossomicas, permitindo determinar a origem de rearranjos,
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construcdo de mapas génicos e até mesmo estabelecer relac6es filogenéticas (Gan et al., 2013;
Suarez et al., 2013; Matsuda et al., 2015; Liu et al., 2019). Estudo de relacdes filogenéticas com
base em evidéncias cromossémicas vem contribuindo para a compreensdo da taxonomia
sistematica e evolutiva dos mais diversos grupos (Sichova et al., 2013; Carvalho et al., 2014; de
Matos et al., 2014; Schmid & Steinlein, 2016; Ferro et al., 2018), sendo uma abordagem
importante para fornecer respostas sobre o género Pipa. Nesse trabalho, redescrevemos o
cariotipo de P. pipa e P. parva adicionando marcadores cromossémicos, e descrevemos pela
primeira vez o cariétipo de P. arrabali em busca de contribui¢bes para o entendimento da

evolugdo cromossomica do género.

Material e Métodos
Amostras

Foram coletados animais de quatro localidades, sendo representantes de duas populac6es
de P. pipa (dois machos e uma fémea provenientes do Povoado Sdo Miguel das Correias,
Maranhao e trés fémeas provenientes do municipio de Manoel Urbano, Acre). Um macho de P.
arrabali foi coletado no municipio de Paranaita, Mato Grosso e um individuo juvenil de P. parva
proveniente da localidade de Mérida, Venezuela.

Os espécimes foram fixados em formol a 10%, transferidos para alcool 70% GL e
depositados na Colecdo de Anfibios “Célio Fernando Baptista Haddad” (CFBH), da UNESP
campus Rio Claro e no Museu de Historia Natural “Prof. Dr. Addo José Cardoso” (ZUEC) da
Unicamp, ambos localizados em no estado de S&o Paulo, Brasil.

PreparacGes cromossémicas

Os animais coletados foram submetidos a tratamento com solugdo de colchicina a 2%
(0,02mL/g de peso do animal, injetada intraperitonealmente) por aproximadamente 4h e,
posteriormente, anestesiados profundamente utilizando aplicacdo cuténea de Lidocaina 5% de
acordo com os protocolos e recomendag0es do Herpetological Animal Care and Use Committee
(HACC) of the American Society of Ichthyologists and Herpetologists (disponivel em:
http//www.asih.org/publications). As preparacdes cromossomicas foram realizadas a partir do
epitélio do intestino e dos testiculos seguindo o metodo descrito por King & Rofe (1976) e
Schmid (1978).

Os cromossomos metafasicos foram submetidos a coloragdo convencional com Giemsa
10% em tampéo fosfato pH 6,8 para determinacao dos cariotipos. O padrédo heterocromatico foi

evidenciado por meio de bandamento C segundo Sumner (1972) e o numero e localizagdo das
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RONSs foram detectados pela técnica de impregnacéo pela prata (Ag-NOR), segundo Howell &
Black (1980). Os cromossomos foram classificados quanto a sua morfologia de acordo com 0s

valores propostos por Green & Sessions (1992).

Sondas das repeticdes microssatélites e sequéncias teloméricas (TTAGGG)n

Repeticbes microssatélites foram mapeadas nos caridtiposs usando sondas de
oligonucleotideos (CA)15, (GA)15, (GAA)10, (CAG)10, (CGC)10, (GACA)4, (GATA)10,
marcados diretamente com fluorocromo Cy5 (Sigma Aldrich) na extremidade 5' durante a
sintese do DNA. As repeticbes teloméricas (TTAGGG)n foram produzidas por amplificacdo
por PCR usando os iniciadores teloméricos F (5 'TTAGGG 3') e R (5' CCCTAA 3'), com o
produto desta amplificagdo sendo marcada diretamente pela incorporagdo 11-digoxigenina-
dUTP, seguindo o protocolo descrito de Guerra (2012).

Experimentos por Hibridizag&o in situ fluorescente (FISH)

Os experimentos de FISH foram baseados no protocolo proposto por Kubat et al. (2008).
Para repeticbes teloméricas, as hibridizacbes foram realizadas de acordo com o protocolo de
Traut et al. (2001), com as seguintes modificacdes: as laminas foram lavadas em HCI 0,2 N por
2 minutos, seguida por duas lavagens no PBST por 3 minutos, com 0 estrutura da cromatina
sendo estabilizada em PBS 1% / 150 mM 1X formaldeido, por 10 minutos, e depois lavadas
novamente em PBST por 3 minutos e desidratadas em alcool por séries crescentes (a 70%, 80%
e 96%) por 3 minutos. As amostras foram desnaturadas em formamida deionizada a 70% /
2xSSC por 3 minutos e depois desidratadas novamente em uma série crescente de alcool (a
70%, 80% e 96%).

Para hibridacdo, cada lamina recebeu uma concentracdo final de 50ng/uL da sonda.
Ap0s 24 horas de hibridacdo em cdmara umida a 37 °C, as ldminas foram lavadas 2X SSC a
42° C e em PBST por 5 minutos e depois desidratadas novamente em uma serie crescente de
alcool (a 70%, 80% e 96%) por 3 minutos. As laminas foram entdo incubadas em Buffer NFDM
por 15 minutos e o sinal foi detectado usando o anticorpo antidigoxigenina no tampao NFDM
por 1 hora em uma camara Umida e escura, em temperatura ambiente. As ldminas foram entéo
lavadas novamente, trés vezes, em 0,5% / 4xSSC com Tween por 5 minutos, desidratadas na
série alcodlica e contrastadas com DAPI.

As imagens de metéfases hibridizadas foram capturadas em Microscépio de
Fluorescéncia Olympus BX-60 e editadas com o auxilio do software Adobe Photoshop CS4

para montagem dos cariotipos.
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Resultados

Confirmamos o nimero diploide 2n=30 cromossomos em P. parva, conforme descrito
por Morescalchi (1968). Todos os cromossomos de P. parva sdo de morfologia telocéntrica
(Figura 1). A RON foi detectada na regido subterminal dos homologos do par 2 (Figura 1A, em

destaque).

O padréo de bandeamento C revelou blocos de heterocromatina essencialmente

centromericos em todos os cromossomos do cariétipo de P. parva (Figura 1B).
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Figura 1. Cariétipo de Pipa parva. (A) Cromossomos metafasicos submetidos & coloracdo convencional com
Giemsa, em destaque, o par cromossdmico portador das RON. (B) cromossomos metafasicos submetidos ao
bandamento C.

O cariotipo de P. pipa € composto de 2n=22 cromossomos, constituido de dois pares de
cromossomos metacéntricos (pares 1 e 3), um par submetacéntrico (par 2), um par
subtelocéntrico (par 4) e os sete pares restantes todos de morfologia telocéntrica (pares 5, 6, 7, 8
9, 10 e 11) (Figura 2). A RON foi detectada na regido pericentromérica do braco longo dos
homologos do par 3 (Figura 2, no destaque). Apesar de inUmeras tentativas, ndo foi possivel

determinar com precisdo o padréo heterocromatico dessa espécie.

27



K' o U J
" 4 ¢ Al Ab A®
1 2 3 4 5 6
n“ Ot. ” An he { “ ;‘ }
7 8 9 10 11 <
Ag-NOR

Figura 2. Cromossomos metafasicos de Pipa pipa submetidos a colorac¢do convencional com Giemsa e, no destaque, 0
par cromossémico portador da RON.

Experimentos de hibridacdo in situ utilizando sondas das sequéncias (TTAGGG)n
revelaram sinais de hibridacdo detectados em todos 0s cromossomos do cariétipo de P. pipa

(Figura 3), localizados exclusivamente na regido subterminal dos cromossomaos.

(TTAGGG)n

Figura 3. Cromossomos metafasicos submetidos a experimentos de FISH com sonda de repeticao telomérica
(TTAGGG)n.

A sonda de repeticdo microssatélite (GATA)8 (Figura 4A), apresentou uma marcagao
pontual na porcao intersticial no braco curto dos homologos do par 3. Sinais de hibridagdo com
as sondas de repeticdio microssatélites (CA)15, (CAG)10, e (GA)15 (Figura 2A-D,
respectivamente) revelaram marcacGes predominantemente nas regides centroméricas dos
quatro primeiros pares de cromossomos. Adicionalmente, sinal de hibridagéo da sonda (CAG)10
foi detectado na regido centromérica dos homdlogos do par 6 (Figura 4C). Nao foram detectados

sinais de hibridacdo nos experimentos utilizando as sondas de repeti¢des de trinucleotideos

(GAA)10, (CGC)10 e do tetranucleotideo (GACA)4.
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(GATA)s

Figura 4. Cromossomos metafésicos submetidos a experimentosde FISH com sondas de repeti¢cbes microssatélites
(GATA)s, a seta no par 3 indica um sinal intersticial (A); (CA)15 (B); (CAG)10 a seta no par 6 indica um sinal intersticial

(C); e (GA)15(D). Em (C), metéfase parcial.

O cariétipo de P. arrabali apresenta cariétipo composto por 2n=20 cromossomos,
constituido de trés pares de cromossomos metacéntricos (pares 1, 3 e 8), dois pares
submetacéntricos (pares 2 e 7), trés pares subtelocéntricos (pares 4, 5 e 6) e dois pares
telocéntricos (pares 9 e 10) (Figura 5). A RON esta localizada na regido pericentromérica do

braco longo dos homdlogos do par 9 (Figura 5, em destaque).
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Figura 5. Cromossomos metafésicos de Pipa arrabali submetidos & colorag¢do convencional com Giemsa e deteccéo
das RONs pelo método de Impregnacéo pela Prata. Em destaque, par cromossdmico portador das RON.

Discussao

Dados citogenéticos do género Pipa sdo limitados a descri¢cdo do nimero e amorfologia
cromossémica. Além disso, diferencas quanto a classificacdo da morfologia dos cromossomos
dificulta a comparacao entre os cariétipos das espécies do género (Wickbom, 1950; Morescalchi,
1968; Morescalchi et al., 1970). Sendo assim, reanalizamos os cariétipos de duas espécies de
Pipa (P. pipa e P. parva) a fim de dar maior resolu¢do para 0s cromossomos, padronizar a
classificacdo dos mesmos e também descrevemos um novo caridtipo para o género (P. arrabali).
Nossos dados corroboram o nimero cromossémico de P. pipa (2n=22) e P. parva (2n=30) com
dados ja descritos na literatura (Wickbom, 1950, Morescalchi, 1968). Uma primeira razdo que
torna os estudos citogenéticos com o género Pipa escasso é a dificuldade em levantar amostras
dessas espécies, pois sdo animais essencialmente aquaticos de dificil localizacdo. Algumas das
espécies tem com raros registros de ocorréncia, como por exemplo, as espécies P. myersi e P.
aspera das quais ndo se tem registro ha pelo menos 20 anos. Pipa aspera esta distribuida no
Suriname e na Guiana Francesa (Trueb & Manssemin, 2000) com pouquissimas ocorréncias
relatadas, ja P. myersi possui distribuicdo em localidades do leste do Panaméa e no nordeste da
Colémbia (Trueb, 1984) onde, sua falta de ocorréncia pode ser devido a fragmentacao de habitats

naturais da espécie.

A condigdo plesiomorfica proposta para a familia Pipidae é 2n=20 cromossomos,
condicdo presente tanto o cariétipo de P. arrabali (presente estudo) quanto de P. carvalhoi
(Zattera et al., 2019). Estas duas especies possuem cromossomos com morfologia muito
semelhante para todos os pares do complemento. Além disso, o par cromossémico portador da

RON em P. carvalhoi (par 9) corresponde ao mesmo par de telocéntricos detectado em P.
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arrabali, porém, a localizagdo da RON difere entre as duas espécies. Enquanto em P. arrabali a
RON esta localizada na regido pericentromérica do 9q¢, em P. carvalhoi a RON foi detectada na
regidao subterminal desse mesmo bragco cromossémico (Zattera et al., 2019), o que pode ter sido
resultado de uma inversdo paracéntrica, resultando em manutencdo da morfologia desse
cromossomo nas duas espécies. Pipa arrabali e P. carvalhoi sdo ambas pertencentes ao grupo
das micropipas (Trueb & Canatella, 1985; Trueb & Canatella, 1986), sendo bastante similares
morfologicamente. Sugere-se que micropipas devem ter sido resultantes de processos de
miniaturizacdo historica ocorrido na base de seu ultimo ancestral comum, evidenciado pelo
monofiletismo recuperado para essas espécies com base em dados morfoldgicos (Aradjo 2019,
PhD thesis). E provavel que P. carvalhoi e P. arrabali tenham sofrido um evento historico
vicariante que resultou na diversificacdo de P. carvalhoi, espécie que atualmente possui
distribuicdo isolada ao longo as planicies da costa leste do Brasil, enquanto P. arrabali é
encontrada ao longo da Guiana, Suriname, leste da VVenezuela, norte e centro do Brasil (Trueb &
Canattella, 1986).

No caridtipo de P. pipa foi observado que os quatro primeiros pares sao relativamente
maiores que 0S outros sete pares restantes. Estes primeiros quatro pares possuem a mesma
morfologia que os de P. carvalhoi (Zattera et al., 2019) e P. arrabali, logo, podemos sugerir a
homeologia com base na morfologia desses pares cromossdmicos entre P. carvalhoi, P. pipa e
P. arrabali. Estes pares parecem ter retido a condicdo plesiomorfica, com morfologia semelhante
ao caridtipo ancestral sugerido para Pipidae (Mezzasalma et al., 2015), como também observado
no caridtipo de P. merlini, X. tropicalis e H. boettggeri. Assumindo a proposta de cariotipo
primitivo para Pipideos de Mezassalma et al. (2015), verificamos que o caridtipo de P. pipa
difere dos demais principalmente quanto os sete pares cromossémicos restantes, todos de
morfologia telocéntrica. Uma das possibilidades para explicar tais variacdes seria a ocorréncia
de fissBes céntricas, resultando em cromossomos com morfologia telocéntrica e no aumento no
nimero cromossémico do caridtipo primitivo 2=20 para 2n=22. Sinais de sequéncias teloméricas
intersticiais (ITSs) poderiam ser uma evidéncia a favor dessa nossa hipotese, no entanto, o
mapeamento in situ da sonda (TTAGGG)n revelaram apenas sinais nas posi¢oes terminais de
todos os cromossomos. A auséncia de ITSs ndo e suficiente para invalidar essa hipotese, uma
vez que sinais de reposicionamento de teldméros, quando muito antigos, podem ser apagados
dos genomas por homogenizacao das sequéncias (Bolzan, 2017). O fato do género ndo possuir

uma filogenia robusta também ndo nos permite direcionar 0s eventos de rearranjos que
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possivelmente ocorreram e levaram a uma diversificacdo cromossdémica a partir do cariotipo

ancestral 2n=20.

O mapeamento das diferentes repeticdes de microssatélites no cariotipo de P. pipa
evidenciou que esses motivos repetitivos estdo organizados em clusters localizados
preferencialmente nas regiGes centroméricas dos quatro primeiros cromossomos do cari6tipo,
principlamente as repeticdes CA(15), GA(15) e CAG(10). Geralmente essas sequéncias se
acumulam perto de regides caracterizadas por baixos niveis de recombinacdo, como regifes
heterocromaticas encontradas em regides subterminais e centroméricas (Stephan & Walsh, 2013;
Cioffi et al., 2012). Ao compararmos os sinais microssatélite em P. pipa e compararmos com 0s
sinais mapeados em Pipa carvalhoi e Xenopus tropicalis, caracterizados no trabalho de Zattera
et al. (2020, submetido), padrdes distintos de distribuicdo dos sinais de hibridacdo dos
oligonucleotideos CA(15) e GA(15) foram evidentes entre as trés espécies; no cariotipo de P.
carvalhoi ha sinais em ambas as regides centroméricas e pericentroméricas para todos os pares
cromossdmicos, enquanto em X. tropicalis essas repetigdes foram encontradas principalmente
nas regides subterminais de todos os pares. Essas marcagdes contrastantam com o0s sinais
pontuais detectados na regido centromérica somente dos quatro primeiros pares do cariétipo de
P. pipa. Os motivos (CAG)10 e (GATA)8 em P. carvalhoi e X. tropicalis estdo localizados na
regido subterminal de todos os pares, com marcac@es intersticiais pontuais, jaem P. pipa, além
da regido centromérica dos quatro primeiros pares, a repeticao CAG(10) também apresentou um
sinal no par seis e (GATA)8 apresentou distribuicdo na regido intersticial do braco curto par 3.
Assim como em X. tropicalis, 0s sinais para os microssatélites (GAA)10 e (GACA)4 ndo foram
detectados em P. pipa, embora ndo seja possivel descartar completamente a auséncia total desses
motivos no genoma de P. pipa e de X. Tropicalis. A localizacdo e comparacdo desses motivos
microssatélites indicam que a divergéncia observada nas espécies ocorreu de forma independente
por mecanismos de amplificacdo e delecdo de familias de DNA repetitivo que,

consequentemente, leva a formacéao de novos perfis cromossdmicos de repetitivos.

Estes resultados revelam diferencas especificas para P. pipa, contribuindo para a
compreensdo na organizacdo do DNA repetitivo no cariétipo desta espécie. Infelizmente, devido
a baixa qualidade das preparacdes cromossdmicas de P. arrabali e P. parva, ndo foi possivel até
0 momento detectar a distribuicdo desses marcadores em seus cariétipos e futuros trabalhos

investirdo nesses experimentos.
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Microssatélites sdo componentes hipervariaveis nos genomas (Kidwell, 2002). Essas
repeticOes sdo geralmente associadas a regiGes heterocromaticas dos genomas e muitas delas sao
encontradas nas regifes centroméricas e subterminais dos cromossomos (Cioffi & Bertollo,
2012), tais como observadas nesses cariotipos. A composicdo do DNA repetitivo que compde
essas regifes pode variar entre espécies intimamente relacionadas (Plohl et al., 2010). Essa
caracteristica variavel pode eventualmente ser extremamente Util na diferenciacao dos caridtipos
e por isso, parece ser um marcador promissor no estudo de anfibios. Recentemente, Peixoto et
al., (2016) revelaram que, embora o cariétipo de Ololygon tripui, pertencente a familia Hylidae,
sejam conservados na maioria dos caracteres citogenéticos do género (2n = 24 e FN = 48,
localizacdo da NOR), o padrdo de organizacdo de microssatélites no caridtipo de O. tripui difere
das espécies O. arduoa, O. belloni e O. cosenzai (Peixoto et al., 2015), onde O. tripuiapresenta
marcagdes Unicas que provavelmente resultantes de uma evolucdo independente destas
sequéncias no genoma, reforcando o potencial desses marcadores na citogenética comparativa

de anuros.

Conclusoes

Neste estudo, a utilizacdo de técnicas citogenéticas diversificadas permitiu a descricdo de
um novo cariétipo para o género Pipa (P. arrabali). Além disso, os dados fornecem informacoes
importantes como a localizagcdo da RON em P. parva, P. pipa e P. arrabali, sendo uma novidade
para estas espécies. A localizacdo da RON nos homélogos do par 9 de Pipa arrabali ao comparar
com 0 a RON detectada em P. carvalhoi (Zattera et al., 2019) representou um marcador
importante para o0 estudo entre estas espécies, evidenciando a ocorréncia de uma possivel

inversdo paracéntrica durante a diversificacdo desses cariotipos.

A aplicacdo de sondas repetitivas de DNA por microssatélites indicou que este marcador
pode ser Util em andlises evolutivas dentro do género Pipa, pois possibilitou diferenciar o
cariotipo de P. pipa, através de um padrdo de sinais destas sequéncias, permitindo a analise e
comparacdo entre as espécies e contribuindo para o melhor conhecimento da sua organizagdo

cromossdmica e dos processos envolvidos na diversificagdo cariotipica deste género.
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Resumo: DNAs satélites (satDNAS) compreendem longos arranjos de sequéncias repetitivas organizadas in
tandem. Devido ao alto potencial de variacdo nas sequéncias, perfis de satDNAs espécies-especificos podem surgir
independentemente dentro de um conjunto de sequéncias compartilhadas por um grupo de espécies. Dentre as
familias de DNA satélites ja isolados em espécies de anfibios, o satDNA PcP190 se destaca por aparente
distribuicdo em diferentes ramos da arvore evolutiva dos anuros. Nesse trabalho, desenvolvemos uma estratégia
de amostragem de dados gendmicos brutos para avaliar a ocorréncia do DNA satélite PcP190 nos genomas de 23
espécies de anuros disponiveis na plataforma publica de acesso de dados Sequence Read Archive (SRAS). Foram
utilizadas as sequéncias do satDNA PcP190 para o mapeamento das reads nas espécies de anuros com genomas
disponiveis e utilizadas para a construgdo de uma sequéncia consenso para as buscas gendmicas. Somente a regiao
mais conservada destas sequéncias foi selecionada como query. O mapeamento de reads foi realizado pelo
aplicativo BWA (Burrows-Wheeler Aligner) e para conversdo e manipulacdo das sequéncias foi utilizado o
programa Samtools. A visualizacdo dos dados foi realizada através do software Tablet. Para mapear dados de
presenca/auséncia de reads, reconstruimos um cladograma na plataforma TimeTree, entre as espécies com
genomas amostrados e espécies previamente relatadas com presenca do PcP190. Nossos dados reportam pela
primeira vez a presenca de copias de sequéncias da familia PcP190 em quatro espécies, duas espécies da familia
Hylidae, uma de Bufonidae e outra de Dendrobatidae. O surgimento e manutencdo desta sequéncia tem sido
baseada em dois mecanismos evolutivos: Concerted evolution e birth-and death. O alinhamento das sequéncias de
satDNA PcP190, oriunda de diferentes espécies, apresentou uma regido de 122pb com alta similaridade e, mesmo
dentro do genoma de uma mesma espécie, reads foram mapeados utilizando queries de diferentes espécies,
reforcando a conservacéo entre essas sequéncias. Embora as familias de satDNA normalmente apresentem uma
natureza com perfil espécie-especifica, casos de satDNAs antigos e presentes em taxons filogenéticos distantes
podem exibir grande similaridade ou isto pode ocorrer devido a uma alta pressdo seletiva sobre essas sequéncias
como resultado de uma possivel funcdo gendmica. Outro achado foi a variagdo do nimero de reads mapeados no
genoma de duas espécies filogeneticamente relacionadas. Esses dados podem ser explicados pelo fato de espécies
filogeneticamente relacionadas compartilharem uma biblioteca de DNAs repetitivos. Segundo esta hipétese, a
expansdo de diferentes familias de satDNA ocorre de maneira independente em diferentes linhagens apés seu
processo de divergéncia, onde os padrdes de DNA repetitivos apresentados em cada espécie sdo resultados da
flutuacdo do nimero de cOpias que estas apresentam das sequéncias presentes nesta biblioteca. Estes dados
fornecem um interessante direcionamento quanto a busca deste DNA satélite em espécies filogeneticamente
préximas, e representam uma excelente estratégia inicial de screening por sequéncias em genomas sequenciados
antes da realizacdo de ensaios in situ, além de fornecer um modelo de busca e caracterizacdo de diferentes
sequéncias nos genomas disponiveis.

Palavras- chave:, satDNA, PcP190, Anura, citogendmica
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Introducéo

O termo DNA satélite (satDNA) € aplicado a qualquer conjunto de sequéncias com
centenas a milhares de unidades repetitivas localizadas na heterocromatina constitutiva, sendo
definidas classicamente como repeti¢des in tandem, ou seja, de forma consecutiva e geralmente
com mondmeros de cerca de 150-180 pb variando até 300-360 pb (Garcia- Ramos, 2017). Os
satDNA sdo os principais componentes da heterocromatina, encontrados em porgoes
centroméricas, pericentroméricas e subtelomericas dos cromossomos, alem disso, podem ser
encontrados também ocupando loci intersticiais dos cromossomos (Plohl et al., 2014; Garrido-
Ramos, 2015).

O principal processo de evolucao dessas sequéncias ocorre de forma conjunta (evolugédo
em concerto — Concerted Evolution), embora a homogeneizacao possa ser incompleta ou ocorra
lentamente (Dover, 1986; Nei & Rooney, 2005; Hemleben et al., 2007), fato que faz dessas
unidades repetitivas virtualmente iguais em um mesmo arranjo.

As familias de satDNA podem apresentar perfis cromossomo especificos ou espécie-
especificos (Nagaki et al., 2003), enquanto outras podem estar presentes de forma mais
abrangente em um grupo de espécies (Macas et al., 2002) ou géneros relacionados (Rosato et
al., 2012). Logo, devido ao alto potencial de variacéo nas sequéncias, perfis de satDNAs podem
surgir por meio da amplificacdo ou contracdo independente de um determinado mondémero
dentro de um conjunto de sequéncias compartilhadas por um grupo de espécies. Esta hipotese
é denominada de biblioteca de DNASs satélites (Satellite DNA library) (Fry & Salser, 1977,
Mestrovic et al., 2008; Garcia- Ramos, 2017) e parece explicar bem a dinamica evolutiva dessas
sequéncias nos genomas.

Dentre as familias de DNA satélites ja isolados em espécies de anfibios, o satDNA
PcP190 aparentemente esta distribuido em diferentes ramos da arvore evolutiva dos anuros
(Vittorazzi et al., 2014; Gatto et al., 2016; Targueta et al., 2018). Esta familia de DNA satélite
foi descrita pela primeira vez no trabalho de Vittorazzi et al. (2011), onde as sequéncias foram
obtidas a partir do DNA genémico de Physalaemus cuvieri (Leptodactylidae), de Palmeiras,
Estado da Bahia, Brasil, do qual surgiu a origem do seu nome. O PcP190 é uma sequéncia de
190 pb provavelmente derivada do gene rDNA 5S, sugestdo respaldada devido a alta
similaridade entre a regido transcritora dos rDNA 5S tipos | e Il em anuros e das sequéncias de
PcP190 e tambeém pela sobreposi¢do cromossdmica de motivos rDNA 5S e PcP190 (Vittorazzi
etal., 2011).

A ocorréncia do DNA sateélite PcP190 ja foi descrita nos genomas de espécies do género
Physalaemus (Vittorazzi et al., 2011; Vittorazzi et al., 2014; Vittorazzi et al., 2016), em
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Leptodactylus latrans (Leptodactylidae) (Vittorazzi et al., 2014), em espécies do género
Engystomops (Leptodactylidae) (Targueta et al., 2018), em Crossodactylus gaudichaudii
(Hylodidae) (Vittorazzi et al., 2014), em espécies do género Pseudis (Hylidae) (Gatto et al.,
2016; 2018) e em Proceratophrys boiei (Odontophrynidae) (Silva et al., 2020). Dentro do nosso
grupo de pesquisa, identificamos a presenca desse satDNA em representantes da familia
Cycloramphidae (Bueno et al., in prepar.), estendendo assim o nimero de familias de anuros
que carregam copias do satDNA PcP190 em seus genomas e mostrando que essas sequéncias
sdo amplamente distribuidas e conservadas nesses anuros por pelo menos 76 milhdes de anos
(Feng et al., 2017).

As diferencas na organizacdo cromossdmica envolvendo o satDNA PcP190 demonstram
gue essas sequéncias sao altamente dinamicas, pois sua localizacdo cromossémica contribuiu na
diferenciacdo de cariotipos de sete espécies de Physalaemus, além de distinguir cariétipos de
pelo menos trés populacGes de P. cuvieri (Vittorazzi et al., 2014, 2016). Além disso, permitiu
a distincdo de pares homologos, como o par cromossémico 3 de Physalaemus (Vittorazzi et al.,
2014). Nos cromossomos de P. ephippifer, seu acimulo diferencial nos cromossomos sexuais
heteromorficos Z e W da espécie, parece sugerir que esse satDNApossa ter contribuido para o
processo de diferenciacdo dos pares homologos durante o surgimento desse sistema (Vittorazzi
et al., 2014). Resultado semelhante foi observado no sistema sexual ZZ/ZW de Pseudis
tocantins e de P. bolbodactyla (Gatto et al., 2016; Gatto et al., 2018). Em espécies do género
Engystomops a distribuicdo cromossomica do satDNA PcP190 suporta hipoteses de
homeologias cromossomicas presumidas pela morfologia e por dados de bandeamento
(Targueta et al., 2018).

A caracterizacdo dessas sequéncias pelos métodos tradicionais de isolamento dos
genomas é algo laborioso, exigindo etapas de isolamento por PCR ou enzima de restricéo,
clonagem e sequenciamento de um grande volume de clones. Estratégias de busca por
sequéncias utilizando bioinformatica tém facilitado a busca por sequéncias dessa natureza nos
genomas. No entanto, o nimero de genomas totalmente montados ainda é pequeno e muitos
exibem ma qualidade de montagem de regides repetitivas. Elementos altamenterepetitivos séo
omitidos nas montagens de alguns dos genomas disponiveis ou Se encontram pouco
caracterizados. Além disso, a maioria das ferramentas de bioinformética existentes requerem a
montagem de genomas completos ou dependem de pesquisas de similaridade com bancos de
dados de elementos repetitivos ja conhecidos (Novak et al., 2010; Nova et al., 2013).

Assim, nos ultimos anos, as estratégias para melhorar as buscas gendmicas a partir de

dados brutos de sequenciamento tém ganhado bastante atencédo entre os pesquisadores (Cegan
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et al., 2012; Kawahara et al., 2013; Ruiz-Ruano et al., 2016), especialmente por permitir a
utilizacao de genomas sequenciados com baixas coberturas, mas suficientes para que as familias
de elementos repetitivos mais abundantes estejam representadas nos dados gerados e possam
ser efetivamente caracterizadas e estudadas (Harismendy et al., 2009; Treangen & Salzberg,
2012).

Nesse trabalho, desenvolvemos uma estratégia de amostragem de dados brutos para
avaliar a distribuicdo do satDNA PcP190 nos genomas de anuros disponiveis em plataformas
publicas de acesso de dados e assim, fornecer evidéncias sobre a origem dessas sequéncias

repetitivas nos genomas de outros Anuros.

Materiais e métodos
Foram utilizados dados de Sequence Read Archive (SRAS) disponiveis no Sequence

Read Archive (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra). Essa plataforma arquiva dados de

sequenciamento bruto e informagcbes de alinhamentos de diferentes plataformas de
sequenciamento high-throughout, como Roche 454, Illumina Genome Analyzer e Appllied
Biosystems (Leinonen et al., 2010). Dados de leitura ndo montados disponiveis no SRA sao
oriundos tanto de projetos de sequenciamento de genoma quanto para metagendmica
(Mukherjee et al., 2018).

Foram identificadas todas as SRAs disponiveis no NCBI para anuros e a escolha da
biblioteca de leitura de cada espécie foi realizada com base na mais atual e com maior tamanho
disponibilizado (Tabela 1).
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Tabelal. Listagem das espécies amostradas, familia e respectivo nimero de acesso dos dados de Sequence Read
Archive (SRAS) incluidos em nosso estudo.

Espécies/Familias

Numero de acesso SRAs

Familia Ranidae
Sylvirana latouchii
Rana temporaria
Amolops chunganensis
Amolops mantzorum
Lithobates catesbeianus
Familia Pipidae
Xenopus laevis
Xenopus tropicalis

Xenopus borealis

Pipa parva

Hymenochirus boettgeri
Familia Hylidae

Hyla arborea

Hyla chinensis
Agalychnis moreletii
Familia Scaphiopodidae
Spea bombifrons

Spea multiplicata
Scaphiopus couchii
Scaphiopus holbrookii
Familia Dicroglossidae
Quasipaa boulengeri
Nanorana parkeri
Familia Dendrobatidae
Oophaga pumilio
Familia Hylodidae
Hylodes meridionals
Familia Rhacophoridae
Rhacophorus chenfui
Familia Bufonidae
Rhinella marina
Familia Pyxicephalidae

Amietia hymenopus

SRR5248584
SRR2226373
SRR3929656
SRR5248586
SRR6218679

SRR3210972
SRR5110208
SRR6357673

SRR9309203

SRR9309200

SRR2157967

SRR5248585

SRR8327212

SRR9140157

SRR9140156

SRR9140160

SRR9140159

SRR3929655
SRR1231543

SRR7627575

SRR2132056

SRR5248583

ERR2838475

SRR7097947
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As SRAs foram obtidas através da plataforma online de livre acesso SRA EXPLORER
(https://sra-explorer.info/#) no formato .fastq.gz. Foram selecionadas sequéncias do satDNA
PcP190 disponiveis no Genbank (Vittorazzi et al.,2014, Gatto et al., 2016; Gatto et al., 2018) e

utilizadas para a construcdo de uma sequéncia consenso para as buscas genomicas. Estas

sequéncias de PcP190 foram alinhadas através do software Geneious 8.0 (Biomatters) e
somente a regido mais conservada foi selecionada na construcdo da sequéncia consenso de

PcP190 utilizada como query para o mapeamento das reads.

Tabela 2. Sequéncias do satDNA PcP190 isolada de diferentes espécies de anuros e depositadas no GenBank
utilizadas nos experimentos de mapeamento de reads e seus respetivos nimeros de acesso.

Espécies/Familia Descrigdo da sequéncia de N° de acesso
satDNA PcP190 utilizada no Genbank

Pseudis tocantins PcP190-1b-Ptoc-WGAL1-C1 J01010.1

(Hylidae)
PcP190-6-Ptoc-Z-c1 JF281131.2
PcP190-7b-Ptoc-M2-C2.1 KX170931.1
PcP190-7a-ptoc-M2-C21.2 KX170893.1
PcP190-5-Ptoc-M2-C6-2 JF325847.1
PcP190-4-Ptoc-W-C1.1 KX170911.1
PcP-1la-Ptoc-M2-C1 J01009.1
PcP-2-Ptoc-M1-C1 X12622.1
PcP-3-Ptoc-W-C11.1 KX170930.1

Leptodactylus latrans L.latrans2.1 KM361718.1

(Leptodactylidae)

Lysapsus limellum PcP190-8-LIlim-M-C8.1* KX170908.1

(Hylidae)

Physalaemus cuvieri P.cuvieriBAC1 JF281121.1

(Leptodactylidae)

Crossodactylus gaudichaudii C.gaidichaudii2 KM361725.1

(Hylodidae)

O mapeamento de reads foi realizado pelo aplicativo BWA 0.7.17 (Burrows-Wheeler
Aligner), que € um pacote de software para mapear sequéncias pouco divergentes em relacéo a
um genoma de referéncia. Para a conversdo, manipulagdo e visualizacdo das sequéncias foi
utilizado o programa Samtools 1.9 (Sequence Aligment/Map), um pacote para disponibilizar um
formato de arquivo flexivel. Neste trabalho o Samtools foi utilizado para converter o arquivo
resultante do BWA do formato. sam para .bam, e extrair os reads mapeados, ordenar e coletar
estatisticas de alinhamento. Estes programas foram utilizados todos na plataforma Linux. Dados

de presenca e auséncia do satDNA PcP190 nos genomas foram visualizados no software Tablet


https://sra-explorer.info/

(Milne et al., 2013).

Para avaliar a distribuicdo dessa sequéncia ao longo das linhagens de anuros, nos
reconstruimos um cladograma entre as espécies com genomas amostrados no presente estudo e
espécies previamente relatadas com presenca dessa sequéncia (Tabela 2) (Gatto et al., 2016,
Gatto et al., 2018, Vittorazzi et al., 2014). Este dendograma foi construido na plataforma
TimeTree: A Resource for Timelines, Timetrees, and Divergence Times
(http://www.timetree.org/). Apesar dessa plataforma compilar dados de diferentes filogenias

para propor um cladograma capaz de representar as relagdes evolutivas entre o grupo, a arvore
filogenética gerada carece de suporte para alguns grupos devido as inumeras lacunas de
linhagens utilizadas na reconstru¢do. Nosso intuito com esse cladograma foi recuperar uma
arvore que refletisse o posicionamento mais proximo dessas espécies amostradas na arvore da
filogenética de anuros e assim mapear dados de presenca/auséncia de mapeamento de reads
com similaridade com o satDNA PcP190. Para facilitar a compreensdo destas etapas, segue

esquema na figura 1.
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Figura 1. Representacdo esquematica do pipeline desenvolvido para as buscas gendmicas implementadas no
presente estudo. Para maiores detalhes, ver Materiais e Métodos.
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Resultados e discussao

Nossos dados reportam pela primeira vez a presenca de copias de sequéncias da familia
PcP190 em quatro espécies de trés grandes linhagens de anuros, duas espécies da familia
Hylidae (Hyla arborea e Hyla chinensis), e pela primeira vez, nas familias Bufonidae (Rhinella
marina) e Dendrobatidae (Oophaga pumilio), estendendo assim a presenca desse satDNA para
mais essas duas familias. Apesar de representantes de apenas 10 das 54 familias de anuros
(Frost, 2020) teremsido incluidas nessa andlise, pudemos obter interessantes informacdes para
a construcdo de hipoteses sobre o surgimento da sequéncia PcP190 no genoma desse grupo.
Amphibia é uma das classes de vertebrados que apresenta grande variagdo de tamanho de
genomas e evidéncias sugerem que o grande conteldo de DNA repetitivo é o principal
responsavel por esse aumento e um importante substrato por essa rapida taxa de evolucdo
encontrada nesse grupo (Liedtke et al., 2018).

A relacdo dos grupos que tiveram reads mapeados e das espécies que ja tinham estas
sequéncias isoladas de seu genoma foi recuperada através da arvore gerada (Figura 2). O fato
de termos mapeados sequéncias de DNA com grande similaridade e cobertura de alinhamento
com o satDNA PcP190 em alguns dos genomas estudados ndo quer dizer que necessariamente
essas copias estejam em uma alta densidade nesses genomas ou que apresentem uma
organizacdo condizentes com um DNA satélite propriamente dito. Experimentos adicionais
para entender melhor a organizacdo das unidades monoméricas no genoma em questao.

Vittorazzi et al. (2014) inferiu que estas sequéncias possivelmente tenham surgido por
duplicacdo a partir de uma cépia de rDNA 5S ha aproximadamente 70 milhdes de anos,
possivelmente em um Gltimo ancestral comum de Hyloidea. Perdas dessa sequéncia devem ter
ocorrido de maneira independente ao longo da evolucdo das linhagens, como por exemplo, a
ndo deteccdo por essa metodologia de copias em Agalychnis moreletii.

As familias onde o PcP190 foram detectados tiveram origem no final do cretaceo
superior ao inicio do paleogeno. Segundo o trabalho de Feng et al.(2017), um dos eventos de
radiacdo de anuros, que inclui a superfamilia Hyloidea (que representa 54% dos anuros
existentes), ocorreu no limite cretaceo-paleogeno. Neste periodo houve uma extin¢gdo em massa
em decorrréncia de diversos eventos, entretanto, esta super extin¢do acarretou em posteriores
radiacdes explosivas de anuros, criando novas oportunidades ecologicas de diversificagdo de
espécies (Feng et al., 2017). O surgimento do PcP190 antecedendo essa diversificacdo de varias
familias de anuros, sugere que a rapida radiagdo desse grupo tenha contribuido para a disperséo
do PcP190 nos anuros da superfamilia Hyloidea atuais.

A origem da sequéncia satDNA PcP190 e derivada do DNA ribossomal 5S (Vittorazzi
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et al., 2011) e o surgimento e manutencdo desta sequéncia nos genomas tem sido baseada em
dois mecanismos evolutivos.: (i) Concerted evolution, uma forma de evolucdo de familias
multigénicas e sequéncias repetitivas na qual presume-se que as copias evoluam conjuntamente
sofrendo homogeneizacdo intragendmica e por isso, gerando unidades monomeéricas
virtualmente idénticas ou muito mais similares entre si do que em relagdo &s cOpias de outras
espécies, e o (ii) segundo é o modelo de birth-and death, em que novas cdpias sdo criadas por
eventos de duplicacdo, sendo que algumas copias sdo mantidas e acumulam diferencas, podendo
algumas copias degenerar ou tornar-se nao funcionais (pseudogenes) e serem eliminadas do
genoma (Nei & Roney, 2005,; Rebordinos et al., 2013). Admite-se que o rDNA 5S deva evoluir
por um modelo misto entre o surgimento de cOpias variantes por Birth-and- death seguido de
uma homogeneizacdo entre as coOpias por Concerted Evolution em um mesmo sitio
cromossémico (Nei & Roney, 2005). Assim copias degeneradas do rDNA 5S devem ter dado
origem a sequéncia de PcP190, sendo a expansdo no nimero de cdpias e homogeneizacdo das
sequéncias teve um passo determinantes no estabelecimento dessas sequéncias nos genomas de

maneira independente entre as espécies.
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Figura 2. Reconstrugdo das relacGes filogenéticas entre as espécies avaliadas quanto a presenca/auséncia de cdpias
do satDNA PcP190. As espécies que contem o simbolo M tiveram reads mapeados pela peimeira vez neste
trabalho, as que contém um * ja foram isoladas copias desse elemento em seus genomas. As espécies que possuem
o0 simbolo [l ndo tiveram reads mapeados em nossos experimentos.

Quando alinhamos sequéncias de satDNA PcP190 oriunda de diferentes espécies, uma
regido de 122 pb conservada apresenta alta similaridade (cerca de 80%; Figura 3), refor¢cando
as sugestdes de Vittorazzi et al. (2014) e Gatto et al. (2016) de uma regido ultraconservada nos
mondmeros do PcP190. Nossas buscas genémicas foram realizadas utilizando essa regido de
122 pb (regido ultraconservada) do satDNA PcP190, aparentemente originada dos 120 pb do
gene de rDNA 5S. Curiosamente, nossas buscas ndo recuperaram cépias do gene de rDNA 5S

em nossos testes de mapeamento de reads, fato verificado pela auséncia de reads mapeados em

48



Consensus

1. PcP190-1h-Ptoc-WGA1-C1

2. PcP190-6-Ptoc-Z-C1
3. C.qaudichaudii2

4.PcP190-7a-Ptoc-M2-C21.2
5. PcP190-5-Ptoc-M2-C6.2

6. P.cuvieriBAc1

7.PcP190-1a-Ptoc-M2-C1

8. PcP190-2-Ptoc-M1-C1

9. PcP190-3-Ptoc-W-C11.1

10. L.latrans2.1

11. PcP190-8-Llim-M-C8.1*
12. PcP190-4-Ploc-W-C1.1
13. PcP190-7h-Ptoc-M2-C2.1

muitas das espécies analisadas. Esse resultado nos certificam que essas sequéncias mapeadas

se tratam realmente do PcP190 e ndo rDNA 5S detectado de maneira inespecifica.

43 G GJ G G Q3 43 43 41 43 43 63 0

Figura 3. Sequéncias de satDNA PcP190 alinhadas no programa Geneious 8.0 (Biomatters) e utilizadas como
query para a busca de reads nos genomas de Anuros.

Um fato interessante neste trabalho é que duas destas espécies pertencentes a familia
Hylidae (subfamilia Hylinae,) mesmo grupo das espécies do género Pseudis, apresentaram
grande similaridades com as sequéncias isoladas da espécie P. tocantins pertencente a este
género (Tabela 3), dado recuperado quando observamos a densidade de reads mapeados com
essa sequéncia. Diferentes sequéncias isoladas de Pseudis tocantins e utilizadas como query em
nossa andlise, foram mapeadas e variaram no nimero de reads em cada genoma analisado
(Tabela 3). Apesar de similares, existem variagdes entre as sequéncias de PcP190 dentro de uma
mesma espécie, como no caso de P. tocantins, o que pode sugerir que 0 processo de
homogeneizacao pode ndo ter sido tdo eficaz para esse satDNA (Gatto et al., 2016).

Além disso, nossos resultados apontaram que dentro do genoma de uma mesma espécie,
reads foram mapeados mesmo quando utilizando queries de diferentes espécies em uma mesma
busca (Crossodactylus gaudichaudii, Leptodactylus latrans e Lysapsus limellum, por exemplo),
dado que reforca a semelhanca entre essas sequéncias. Nossa explicacdo para isso é a de que,
embora as familias de satDNA normalmente apresentem uma natureza especifica em cada
espécie devido a sua evolucdo independente, tal similaridade recuperada pode ser evidénciade
que 0 PcP190 se trate de uma sequéncia antiga, por isso retendo um grau de similaridade mesmo
entre taxons filogenéticos distantes (Robles et al., 2004; Gatto et al.,2016). Além disso, a
manutencéo dessa sequéncia pode ser devido a uma alta presséo seletiva sobre essas sequéncias
(ou regides dessa) como resultado de uma possivel funcéo gendmica da regido mais conservada
dessa sequéncia (Vittorazzi et al., 2014; Gatto et al., 2016). As sequéncias repetitivas sao
elementos importantes na evolucdo do genoma de eucariotos. Sabe-se que a heterocromatina

desempenha papéis importantes nos genomas, como por exemplo, na mitose e segregacao

49



cromossémica meidtica (Yamagishi et al., 2008; Ferree & Barbash, 2009) e também pode ser
importante para a regulacao transcricional de sequéncias como loci de DNA ribossémico, uma
vez que 0s genes rDNA sédo frequentemente encontrados em regies heterocromaticas (Preuss
&Pikaard, 2007).

Outro achado no presente estudo foi a variacdo do nimero de reads mapeados no
genoma de duas espécies filogeneticamente muito relacionadas: enquanto em Hyla arborea
(Hylidae) apresentou um grande numero de reads mapeados, Hyla chinensis (Hylidae)
apresentou consideravel reducdo de cdpias mapeadas. Esses dados podem ser explicados pelo
fato de espécies filogeneticamente relacionadas compartilharem algo conhecido como
biblioteca de DNAs repetitivos (Fry & Salser, 1977; Ugarkovic et al., 2002). Porém, os perfis
de cada familia satélite pode variar bastante em quantidade no genoma de cada espécie. Para o
PcP190, essa variagdo na biblioteca foi observada pela deteccdo cromossdmica nas espécies de
Physalaemus, a exemplo, P. albonotatus apresentou apenas um sitio cromossémico, enquanto

P. centralis apresentou pelo menos sete sitios (Vittorazzi et al., 2014).

Tabela 3. Espécies que tiveram o satDNA PcP190 mapeados e as sequéncias isoladas de Crossodactylus gaudichaudii,
Pseudis tocantins, Lysapsus limellum e Leptodactylus latrans disponibilizadas no GenBank.

Espécies mapeadas  Espécies que tiveram Descricdo da sequéncia de N° de reads
A satDNA PcP190 utilizada
sequéncias isoladas Mapeados
Hyla arborea P. tocantins (Hylidae) PcP190-5-Ptoc-M2-C6-2 36
(Hylidae) PcP-1a-Ptoc-M2-C1 30.595
PcP-2-Ptoc-M1-C1 102
PcP-3-Ptoc-W-C11.1 22
PcP190-8-Llim-M-C8.1* 750
PcP190-4-Ptoc-W-C1.1 102
PcP190-7b-Ptoc-M2-C2.1 6.672
Crossqdactyl_qs C.gaidichaudii2 5594
gaudichaudii
(Hylodidae)
Leptodactylu_s latrans L latrans2.1 36
(Leptodactylidae)
Hyla chinensis P. tocantins (Hylidae) PcP190-5-Ptoc-M2-C6-2 92
(Hylidae) PcP-1a-Ptoc-M2-C1 2
PcP190-4-Ptoc-W-C1.1 17
Lysapsus limellum PcP190-8-LIlim-M-C8.1* 14

(Hylidae)



Rhinella marina
(Bufonidae)

P. tocantins (Hylidae)

PcP190-7a-ptoc-M2-C21.2
PcP190-5-Ptoc-M2-C6-2
PcP-3-Ptoc-W-C11.1
PcP190-4-Ptoc-W-C1.1
PcP190-7b-Ptoc-M2-C2.1
PcP190-8-Llim-M-C8.1*

918
51
335
70
26

o1



Crossodactylus C.gaidichaudii2 92

gaudichaudii
(Hylodidae)
L.latrans2.1
Leptodactylus latrans 6
(Leptodactylidae)
Oophaga pumilio P. tocantins (Hylidae) PcP190-5-Ptoc-M2-C6-2 6
(Dendrobatidae) PcP-3-Ptoc-W-C11.1 1

Segundo a hipotese de bibliotecas de DNA satélite, a expansao de diferentes familias de
satDNA ocorre de maneira independente em diferentes linhagens apds seu processo de
divergéncia. Uma vez que essas espécies relacionadas compartilham um conjunto ancestral de
diferentes familias de satDNA/sequéncias conservadas, cada uma das quais pode ter sido
amplificada diferencialmente em cada espécie. Quando uma familia de satDNA é amplificada
diferencialmente em uma espécie, exemplares de copia em baixa quantidade sdo encontrados
em outras espécies relacionadas (Garrido-Ramos, 2017). Segundo este modelo, os padrbes de
DNA repetitivos apresentados em cada espécie sdo resultados da flutuacdo do nimero de copias
que estas apresentam das sequéncias presentes nesta biblioteca. De acordo com Plohl et al.
(2012), esta biblioteca representa uma fonte permanente de sequéncias que podem ser
amplificadas de uma forma independente em cada espécie para um DNA satélite dominante.
Estes dados fornecem um interessante direcionamento na busca deste DNA satélite em espécies
filogeneticamente proximas, fornecendo estratégias importantes para futuras pesquisas desse
satDNA nos genomas dos anuros.
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Conclusoes

Os dados gerados neste trabalho fornecem um modelo para verificar a presenca de
diferentes sequéncias nos genomas e representam uma estratégia inicial de screening por
sequéncias em genomas sequenciados antes da realizac@o de ensaios de bancada. Nossos dados
direcionam os grupos de anuros que possam ser indicados para validacGes in situ quanto a
presenca do DNA satélite PcP190.

Atraveés da construcdo da pipeline, nés descrevemos um protocolo que permite a busca
e identificacddo do satDNA PcP190. Esse protocolo permitiu reconhecer essa familia de
satDNA em quatro novas espécies, pertencentes a trés grandes linhagens de anuros, duas
espécies da familia Hylidae (Hyla arborea e Hyla chinensis) e pela primeira vez nas familias
Bufonidae (Rhinella marina) e na familia Dendrobatidae (Oophaga pumilio). A variacao
encontrada no nimero de reads entre as espécies proximamente relacionadas pode ser explicada
pela hipdtese de biblioteca de DNAS repetitivos.

Nossos dados reforcam sugestdes anteriores de uma regido conservada na sequéncia
pcP190, o que sugere uma possivel funcdo para tal sequéncia, despertando interesse para futuros

trabalhos especificamente delineados para acessar essas questoes.
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4. CONCLUSOES FINAIS

Concluimos que este trabalho alcancou os seguintes objetivos propostos: Caracterizar
citogeneticamente as espécies Pipa pipa, P. parva e P. arrabali por meio de determinacdo dos
cariotipos e de distribuicdo das RONs no genoma, € mapear cromossomicamente 0s sitios de
DNA s repetitivos nos cromossomos de P.pipa e identificar, utilizando uma abordagem in silico a
ocorréncia do DNA satélite PcP190 no genoma de anuros em buscas de respostas sobre sua origem
e evolucdo dentro dessa classe.

Nos reanalisamos os cariotipos de Pipa pipa 2n=22 e Pipa parva 2n=30, confirmando seu
numero caridtipico e morfologia destes cariotipos. Descrevemos o cariotipo de P. Arrabali, que
apresenta numero dipléide 2n=20. Todas as trés espécies tiveram suas RONS mapeadas, sendo A
RON de P. parva, detectada na regido subterminal dos homélogos do par 2. A RON de Pipa pipa,
detectada na regido pericentromérica do brago longo dos homélogos do par 3 e a RON de P.
Arrabali, localizada na regido pericentromérica do braco longo dos homdlogos do par 9.

Estes resultados contribuem para uma padronizacdo dos cariotipos de P. pipa e Parva,
padronizando a classificacdo quanto ao numero e morfologia destes. Além de detectar a RON,
adicionando mais informac@es para os cari6tipos destas espécies. Pela primeira vez, descrevemos
0 cariotipo de Pipa arrabali. Estes dados permitiram identificar nGmero e morfologia dos
cromossomos de P. arrabali e junto coma identificacdo da NOR, nos permitiu inferir sobre seu
parentesco com Pipa carvalhoi (Zattera et al., 2019).

Os experimentos de hibridizacdo in situ com repeticdes microssatélites e telomérica em
Pipa pipa, evidenciaram alguns motivos com marca¢des Unicas para 0 genoma da espécie.
Experimentos de hibridacdo in situ utilizando sondas das sequéncias (TTAGGG)n revelaram sinais
de hibridacdo detectados em todos os cromossomos do cari6tipo de P. pipa, localizados
exclusivamente na regido subterminal dos cromossomos. Ja as sondas de repeticdo microssatélite
(GATA)8, (CA)15, (CAG)10, e (GA)15, revelaram marcagOes predominantemente nas regides
centroméricas dos quatro primeiros pares de cromossomos. Ndo foram detectados sinais de
hibridacdo nos experimentos utilizando as sondas de repeti¢cbes de trinucleotideos (GAA)10,
(CGC)10 e do tetranucleotideo (GACA)4. Estas marcagdes unicas encontradas em P. pipa, que
provavelmente resultaram de uma evolugdo independente destas sequéncias no genoma, refor¢cam

0 potencial desses marcadores na citogenética comparativa de anuros.

Por fim, utilizando uma abordagem in silico, construimos uma pipeline onde foi possivel
verificar a ocorréncia do DNA satélite PcP190 no genoma de anuros, estes disponiveis em
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plataformas livres, em buscas de respostas sobre origem e evolugdo dentro dessa classe de
sequéncia.

Esta pipeline permitiu identificar esta familia de satDNA em quatro novas especies,
pertencentes a trés grandes linhagens de anuros, duas espécies da familia Hylidae, Hyla arborea e
Hyla chinensis, pela primeira vez nas familias Bufonidae, na espécie Rhinella marina e na familia
Dendrobatidae, na espécie Oophaga pumilio. Uma regido conservada de 122 pb foi encontrada na
sequéncia de PcP190, corroborando com outros estudos. Foi encontrada uma variagcdo no nimero
de reads entre as espécies proximamente relacionadas, que pode ser explicada pela hipdtese de
biblioteca de DNAS repetitivos.

Os dados deste trabalho, representam uma estratégia inicial de busca por estas sequéncias
em genomas, em especial na superfamilia Hyloidea, antes da realizacdo de ensaios de bancada e

fornecem um modelo para verificar a presenca de diferentes sequéncias nos genomas disponiveis.
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