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INTRODUÇÃO 

Centrômeros de eucariotos são comumente compostos por grandes arranjos de DNAs satélites 

(DNAsat), os quais são importantes para a correta segregação do material genético durante eventos de divisão 

celular (revisão de Vagnarelli et al., 2008; revisão de Leo et al., 2020). Contudo, embora a função do 

centrômero seja conservada ao longo de diferentes táxons, as sequências de DNA satélite centromérico 

(DNAcen) são altamente variáveis entre táxons e evoluem rapidamente (revisão de Plohl et al., 2012; Melters 

et al., 2013). Dentre os DNAcen conhecidos, o alfa-satélite é, indiscutivelmente, o mais estudado. O DNA alfa-

satélite é o DNAsat mais abundante nos centrômeros de primatas, incluindo o ser humano (revisão de Plohl et 

al., 2012). O monômero desse DNAsat possui 171 pares de base e inclui uma região de 17 pares de base, 

denominada CENP-B box, que possui afinidade pela proteína CENP-B, proteína capaz de se ligar diretamente 

ao DNA e participar da organização do centrômero (revisão de Plohl et al., 2014). Ainda, estudos recentes 

apontam a transcrição do DNA alfa-satélite em um non-conding RNA, que se associa a proteínas centroméricas 

e, em última instância, participa da formação do cinetócoro (McNulty et al., 2017). 

Embora o DNA alfa-satélite seja muito bem caracterizado, pesquisas relacionadas a DNAs 

centroméricos são escassas em outros organismos, como é o caso de anuros. Até o momento, em relação a 

DNAs satélites mapeados por hibridação in situ fluorescente (FISH) em regiões centroméricas de anuros, 

destacam-se o 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 indivíduos de diferentes localidades da zona de contato entre Ph. 

ephippifer e linhagem 1B (Souza et al., 2025a).  

O complexo de espécies Ph. cuvieri – Ph. ephippifer (Anura, Leptodactylidae) abrange, até o momento, 

sete linhagens: Ph. ephippifer, Physalaemus sp. e cinco linhagens outrora atribuídas 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 sequências repetitivas interessantes foram descritas a partir de análises do 

complexo de espécies. Dentre elas se destaca o DNAsat PcP190, já observado em diversas famílias de Hyloidea 

(e.g., Vittorazzi et al., 2011, 2014, Gatto et al., 2018, Targueta et al., 2018). Nas linhagens 1B e 2, por exemplo, 

o PcP190 é encontrado clusterizado nas regiões (peri)centroméricas de todos os cromossomos, enquanto em 
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Ph. ephippifer é encontrado apenas na região pericentromérica do braço curto do cromossomo 3 e nos braços 

longos dos cromossomos Z e W (Vittorazzi et al., 2014, Souza et al., 2025b) 

Nesse projeto buscamos verificar se o DNAsat PepSat3-152 desempenha função de organização 

centromérica, bem como compreender a amplitude da distribuição desse DNAsat em anuros. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Posição cromossômica relativa dos DNAsat PepSat3-152 e PcP190 e associação com CENP-A 

 

De modo a averiguar se o PepSat3-

152 é, de fato, a sequência centromérica do 

complexo de espécies Physalaemus cuvieri 

– Physalaemus ephippifer, realizamos 

análises para examinar sua associação com a 

proteína A do centrômero (CENP-A), tida na 

literatura como principal marca epigenética 

de centrômeros. Para isso, foram feitos 

ensaios de imunofluorescência em células 

interfásicas de sangue seguidos de FISH 

com sondas para PepSat3-152. A partir de 

imagens obtidas com microscopia confocal, 

foi possível verificar a associação dessa 

sequência com CENP-A (Figura 2A). Esses 

dados estão em concordância com ensaios 

de Double-FISH de PcP190 e PepSat3-152 

(Figura 2B-F), em que é possível observar a 

presença de sinais de PepSat3-152 na região 

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 associação desses 

Figura 2. Colocalização de CENP-A e PepSat3-152 e sinais centroméricos de PepSat3-152 

adjacentes aos sinais pericentroméricos de PcP190. Em A, imuno-FISH em núcleos 
interfásicos de células sanguíneas 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 

cromossômico dos DNAs satélite PepSat3-152 e PcP190 na linhagem 2 de Ph. cuvieri 
(vermelho = PepSat3-152; verde = PcP190). Em D, sobreposição dos sinais das sondas para 

ambos os DNA satélites. O cromossomo 1 foi ampliado em E para melhor visualização dos 

sinais das sondas, note que os sinais são adjascentes, com o PcP190 localizado 
pericentromericamente. As micrografias dos núcleos foram capturadas com microscópio 

confocal com aumento de 670x. Barra de escala = 5 μm. 

 

Figura 1. Relações filogenéticas no gênero Physalaemus inferidas a partir de DNA mitocondrial. A. visão geral das relações entre os grupos de espécies. B. 

Relações filogenéticas dentro do complexo de espécies Ph. cuvieri – Ph. ephippifer. Os cladogramas foram adaptados de análises anteriores do gênero 

Physalaemus (Lourenço et al., 2015; Souza et al., 2024). 
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dados, concluímos que PepSat3-152 está associado com CENP-A, o que sugere que desempenhe papel 

centromérico nos cromossomos em que está clusterizado. 

 

Análise da distribuição do DNAsat PepSat3-152 

O DNAsat PepSat3-152 foi mapeado por FISH na região centromérica de todos os cromossomos dos 

cariótipos das linhagens 1A, 2, 3 e 4 de Ph. cuvieri, bem como em Physalaemus sp. (Figura 3).  

 

Todavia, ensaios de FISH com a 

mesma sonda não revelaram sinais dessa 

sequência nos cariótipos de Ph. evangelistai, 

Ph. carrizorum, Ph. centralis, Ph. albifrons 

e Ph. deimaticus (dados não mostrados). A 

partir desses resultados, optamos por buscar, 

por meio de PCR, a presença dessa sequência 

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 

Santíssima Trindade (Clado VBST), 

Engystomops pustulosus, E. guayaco e 

Engystomops sp. de Mato Grosso (MT) 

(Figura 4). O valor médio de p-distance das 

sequências obtidas, calculado através do 

MEGA11 (Tamura et al., 2021), foi de 

0.0138, demonstrando alta similaridade entre 

sequências.  

 
Figura 4. Alinhamento das sequências 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 sequência denominada “Consenso” representa as posições mais frequentes entre as 

nove sequências analisadas. A sequência identificada como “1” corresponde ao consenso de PepSat3-152 obtido por Souza et al. (2025a) a partir de análises 

de reads com a ferramenta RepeatExplorer. Posições conservadas são destacadas em cinza claro, enquanto as divergências em relação ao consenso são indicadas 
em cores. Regiões não sequenciadas estão representadas em cinza escuro. As setas pretas indicam as regiões correspondentes aos primers utilizados. 

Considerando o cenário exposto, optamos por realizar ensaios de Dot-blotting com sondas para 

PepSat3-152 para verificar a abundância 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 genômico. Esses resultados estão de acordo com a hipótese 

da biblioteca de DNAsat, que propõe que DNAs satélites podem sofrer amplificação diferencial em distintas 

espécies, podendo apresentar grande variação no número de cópias (quantidade) mesmo entre espécies 

filogeneticamente próximas (Fry & Salser, 1977; revisão de Ugarković & Plohl, 2002). Com base nos nossos 

resultados, hipotetizamos que, embora presente no genoma de diferentes espécies de Physalaemus e de 

Figura 3. Mapeamento cromossômico do DNA satélite PepSat3-152 em cinco linhagens 

do complexo de espécies Ph. cuvieri - Ph. ephippifer. Barra de escala = 5 μm. 
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Engystomops, o DNAsat PepSat3-152 está em menor abundância nos genomas de espécies externas ao 

complexo Ph. cuvieri – Ph. ephippifer, não desempenhando papel centromérico em tais espécies. 

 

CONCLUSÃO 

A partir dos dados obtidos, é possível concluir que, 

embora presente no genoma de diferentes espécies do 

gênero Physalaemus e Engystomops, o DNAsat 

PepSat3-152 é encontrado em maior abundância nos 

genomas de espécies/linhagens do complexo de 

espécies Ph. cuvieri – Ph. ephippifer. A associação de 

PepSat3-152 e CENP-A sugere o papel centromérico 

dessa sequência no complexo de espécies em questão. 

Futuras análises de satelitoma de espécimes 

pertencentes a outros grupos de espécies do gênero 

Physalaemus poderão contribuir para o entendimento 

da diversidade de centrômeros nesse clado. 
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