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A ré-cachorro e seu centromero: um DNA sateélite associado a CENP-A no complexo
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INTRODUCAO

Centrébmeros de eucariotos sdo comumente compostos por grandes arranjos de DNAs satélites
(DNAsat), os quais sdo importantes para a correta segregacdo do material genético durante eventos de divisdo
celular (revisdo de Vagnarelli et al., 2008; revisdo de Leo et al., 2020). Contudo, embora a funcdo do
centrdmero seja conservada ao longo de diferentes tdxons, as sequéncias de DNA satélite centromérico
(DNAcen) sdo altamente variaveis entre taxons e evoluem rapidamente (reviséo de Plohl et al., 2012; Melters
etal., 2013). Dentre os DNAcen conhecidos, o alfa-satélite €, indiscutivelmente, o mais estudado. O DNA alfa-
satélite € o DNAsat mais abundante nos centrébmeros de primatas, incluindo o ser humano (reviséo de Plohl et
al., 2012). O mondmero desse DNAsat possui 171 pares de base e inclui uma regido de 17 pares de base,
denominada CENP-B box, que possui afinidade pela proteina CENP-B, proteina capaz de se ligar diretamente
ao DNA e participar da organizagdo do centromero (revisdo de Plohl et al., 2014). Ainda, estudos recentes
apontam a transcricdo do DNA alfa-satélite em um non-conding RNA, que se associa a proteinas centroméricas
e, em Ultima instancia, participa da formacéo do cinetocoro (McNulty et al., 2017).

Embora o DNA alfa-satélite seja muito bem caracterizado, pesquisas relacionadas a DNAs
centroméricos sao escassas em outros organismos, como € o caso de anuros. Até o0 momento, em relagdo a
DNAs satélites mapeados por hibridagdo in situ fluorescente (FISH) em regides centroméricas de anuros,
destacam-se 0 DNAsat PboSat01-176, mapeado em Proceratophrys boiei, Pr. schirchi, Pr. melanopogon e Pr.
laticeps (Silva et al., 2023; Silva et al., 2024), o RrS1, mapeado em Pelophylax ridibundus, Pe. kurtmuelleri,
Pe. cretensis, Pe. lessonae e Pelophylax cf. bedriagae (Marracci et al., 2011) e o PepSat3-152, mapeado em
algumas linhagens do complexo de espécies Physalaemus cuvieri — Physalaemus ephippifer, dentre elas: em
Ph. ephippifer, linhagem 1B de Ph. cuvieri e individuos de diferentes localidades da zona de contato entre Ph.
ephippifer e linhagem 1B (Souza et al., 2025a).

O complexo de especies Ph. cuvieri — Ph. ephippifer (Anura, Leptodactylidae) abrange, até o momento,
sete linhagens: Ph. ephippifer, Physalaemus sp. e cinco linhagens outrora atribuidas a Ph. cuvieri, denominadas
como L1 (composta pelos subclados L1A e L1B), L2, L3, L4 e o clado VBST (Souza et al., 2024; Figura 1).
Além do PepSat3-152, outras sequéncias repetitivas interessantes foram descritas a partir de andlises do
complexo de espécies. Dentre elas se destaca 0 DNAsat PcP190, j& observado em diversas familias de Hyloidea
(e.g., Vittorazzi et al., 2011, 2014, Gatto et al., 2018, Targueta et al., 2018). Nas linhagens 1B e 2, por exemplo,
0 PcP190 é encontrado clusterizado nas regides (peri)centroméricas de todos 0s cromossomos, enquanto em
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Ph. ephippifer é encontrado apenas na regido pericentromerica do brago curto do cromossomo 3 e nos bragos
longos dos cromossomos Z e W (Vittorazzi et al., 2014, Souza et al., 2025b)
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Figura 1. Relagdes filogenéticas no género Physalaemus inferidas a partir de DNA mitocondrial. A. visdo geral das relagdes entre os grupos de espécies. B.
Relaces filogenéticas dentro do complexo de espécies Ph. cuvieri — Ph. ephippifer. Os cladogramas foram adaptados de analises anteriores do género

Physalaemus (Lourengo et al., 2015; Souza et al., 2024).

Nesse projeto buscamos verificar se 0 DNAsat PepSat3-152 desempenha funcdo de organizacao
centromérica, bem como compreender a amplitude da distribuicdo desse DNAsat em anuros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Posicdo cromossdmica relativa dos DNAsat PepSat3-152 e PcP190 e associacdo com CENP-A

PepSat3-152+PcP190

Figura 2. Colocalizacdo de CENP-A e PepSat3-152 e sinais centroméricos de PepSat3-152
adjacentes aos sinais pericentroméricos de PcP190. Em A, imuno-FISH em nicleos
interfasicos de células sanguineas da linhagem 2 de Ph. cuvieri. Em verde e vermelho, sinais
da CENP-A e da sonda para PepSat3-152, respectivamente. Em B-F, mapeamento
cromossdmico dos DNAs satélite PepSat3-152 e PcP190 na linhagem 2 de Ph. cuvieri
(vermelho = PepSat3-152; verde = PcP190). Em D, sobreposicéo dos sinais das sondas para
ambos 0s DNA satélites. O cromossomo 1 foi ampliado em E para melhor visualizagdo dos
sinais das sondas, note que os sinais sdo adjascentes, com o PcP190 localizado
pericentromericamente. As micrografias dos nlcleos foram capturadas com microscopio
confocal com aumento de 670x. Barra de escala =5 um.

De modo a averiguar se o PepSat3-
152 &, de fato, a sequéncia centromérica do
complexo de espécies Physalaemus cuvieri
— Physalaemus ephippifer, realizamos
anlises para examinar sua associagdo com a
proteina A do centrémero (CENP-A), tida na
literatura como principal marca epigenética
de centrbmeros. Para isso, foram feitos
ensaios de imunofluorescéncia em células
interfasicas de sangue seguidos de FISH
com sondas para PepSat3-152. A partir de
imagens obtidas com microscopia confocal,
foi possivel verificar a associacdo dessa
sequéncia com CENP-A (Figura 2A). Esses
dados estdo em concordancia com ensaios
de Double-FISH de PcP190 e PepSat3-152
(Figura 2B-F), em que é possivel observar a
presenca de sinais de PepSat3-152 na regido
centromérica dos cromossomos da linhagem
2 de Ph. cuvieri, enquanto o PcP190
apresenta sinais centroméricos e sinais
pericentroméricos, a  depender do
cromossomo. A partir da associagao desses
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dados, concluimos que PepSat3-152 esta associado com CENP-A, o que sugere que desempenhe papel
centromérico nos cromossomos em que esta clusterizado.

Anélise da distribuicdo do DNAsat PepSat3-152
O DNAsat PepSat3-152 foi mapeado por FISH na regido centromérica de todos os cromossomos dos
cariétipos das linhagens 1A, 2, 3 e 4 de Ph. cuvieri, bem como em Physalaemus sp. (Figura 3).

L1A de Ph. cuvieri

Todavia, ensaios de FISH com a
mesma sonda ndo revelaram sinais dessa
sequéncia nos caridtipos de Ph. evangelistai,
Ph. carrizorum, Ph. centralis, Ph. albifrons
e Ph. deimaticus (dados ndo mostrados). A
partir desses resultados, optamos por buscar,
por meio de PCR, a presenca dessa sequéncia
no genoma de diferentes espécies. Foram
obtidos fragmentos de DNAsat PepSat3-152
dos genomas de Ph. ephippifer, Ph.
albifrons, Ph. evangelistai, Ph. signifer, Ph.
nattereri, Physalaemus sp. de Vila Bela
Santissima  Trindade (Clado VBST),
Engystomops pustulosus, E. guayaco e
Engystomops sp. de Mato Grosso (MT)
(Figura 4). O valor médio de p-distance das
sequéncias obtidas, calculado através do
MEGA11l (Tamura et al., 2021), foi de

Figura 3. Mapeamento cromossomico do DNA satélite PepSat3-152 em cinco linhagens 0.0138, demonstrando alta similaridade entre
do complexo de espécies Ph. cuvieri - Ph. ephippifer. Barra de escala =5 um.
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Figura 4. Alinhamento das sequéncias PepSat3-152 obtidas de Physalaemus sp. (Clado VBST), Ph. albifrons, Ph. evangelistai, Ph. signifer, Ph. nattereri, E.
guayaco, E. pustulosus e Engystomops sp. do estado de Mato Grosso. A sequéncia denominada “Consenso” representa as posi¢des mais frequentes entre as
nove sequéncias analisadas. A sequéncia identificada como “1” corresponde ao consenso de PepSat3-152 obtido por Souza et al. (2025a) a partir de anélises
de reads com a ferramenta RepeatExplorer. Posi¢des conservadas sdo destacadas em cinza claro, enquanto as divergéncias em relagdo ao consenso sdo indicadas
em cores. Regifes ndo sequenciadas estdo representadas em cinza escuro. As setas pretas indicam as regides correspondentes aos primers utilizados.
Considerando o cenario exposto, optamos por realizar ensaios de Dot-blotting com sondas para
PepSat3-152 para verificar a abundancia desse satélite em diferentes genomas (Figura 5). Os Dots referentes
aos genomas de Ph. ephippifer, linhagens 2 e 3 de Ph. cuvieri e Physalaemus sp. mostraram fortes sinais da
sonda. Por sua vez, os dots dos genomas de Ph. albifrons e Ph. albonotatus apresentaram fracos sinais de
sonda, mesmo quando utilizado 2500 ng de DNA genémico. Esses resultados estdo de acordo com a hipbtese
da biblioteca de DNAsat, que propde que DNAs satélites podem sofrer amplificacdo diferencial em distintas
espécies, podendo apresentar grande variagdo no numero de coépias (quantidade) mesmo entre espécies
filogeneticamente proximas (Fry & Salser, 1977, revisdo de Ugarkovi¢ & Plohl, 2002). Com base nos nossos
resultados, hipotetizamos que, embora presente no genoma de diferentes espécies de Physalaemus e de

XXXIIlI Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP — 2025 3



Engystomops, o DNAsat PepSat3-152 estd em menor abundancia nos genomas de espécies externas ao
complexo Ph. cuvieri — Ph. ephippifer, ndo desempenhando papel centromérico em tais espécies.
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Ph. ephippifer (SMRP 252.110)

L3 de Ph. cuvieri (SMRP 92.213)

Ph. biligonigerus (SMRP 43.27)

Physalaemus sp. do clado de
Virua (SMRP 260.2)

Physalaemus sp. do clado de
Virua (SMRP 260.4)

Physalaemus sp. do Clado do

Oeste do Para (SMRP 252.46)

Ph. albifrons (SMRP 419.1)

Ph. albifrons (SMRP 419.5)
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o
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Ph. ephippifer (SMRP252.110) @ 3
L2 de Ph. cuvieri (SMRP 92.527) O 0
L3 de Ph. cuvieri (SMRP 92.213) @ e

Figura 5. Detecgéo por Dot-blotting da abundancia do DNAsat PepSat3-152
no genoma de diferentes espécies de Physalaemus. A esquerda, a
espécie/linhagem do individuo analisado e seu respectivo cddigo da colecéo
SMRP. Colunas 1 e 2 contém 600 ng e 2500 ng de DNA gendmico,

respectivamente.

CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, € possivel concluir que,
embora presente no genoma de diferentes espécies do
género Physalaemus e Engystomops, o DNAsat
PepSat3-152 € encontrado em maior abundancia nos
genomas de espécies/linhagens do complexo de
espécies Ph. cuvieri — Ph. ephippifer. A associacdo de
PepSat3-152 e CENP-A sugere o papel centromerico
dessa sequéncia no complexo de espécies em questao.
Futuras andlises de satelitoma de espécimes
pertencentes a outros grupos de espécies do género
Physalaemus poderdo contribuir para o entendimento
da diversidade de centromeros nesse clado.
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