CINTIA PELEGRINETI TARGUETA DE AZEVEDO BRITO

"CITOGENETICA COMPARATIVA DO GENERO Engystomops:
UMA ABORDAGEM CLASSICA E MOLECULAR"

"COMPARATIVE CYTOGENETICS OF Engystomops:
CLASSICAL AND MOLECULAR APPROACHES"

Campinas, 2013



ii



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA

CINTIA PELEGRINETI TARGUETA DE AZEVEDO BRITO

"CITOGENETICA COMPARATIVA DO GENERO Engystomops:
UMA ABORDAGEM CLASSICA E MOLECULAR"

Orientadora: Dra. Luciana Bolsoni Lourengo Morandini

"COMPARATIVE CYTOGENETICS OF Engystomops:
CLASSICAL AND MOLECULAR APPROACHES"

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em Biologia
Celular e Estrutural do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas para obteng#io
do Titulo de Doutora em Biologia Celular e Estrutural, na area de Biologia Celular.

Doctorate thesis presented to the Cellular and Structural Biology
Postgraduation Programme of the Institute of Biology of the University of Campinas to obtain ihe
Ph.D. grade in Cellular Biology.

Este exemplar corresponde a versfio final da tese defendida
pela aluna Cintia Pelegrineti Targueta de Azevedo Brito e
orientada pela Dra. Luciana Bolsoni Lourengo Morandini.

MLM oL ;@&m "
Assinatura da Orientadora

Campinas, 2013

il



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
MARA JANAINA DE OLIVEIRA — CRB8/6972
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Targueta, Cintia Pelegrineti, 1983-

T174c Citogenética comparativa do género Engystomops :
uma abordagem classica e molecular / Cintia Pelegrineti
Targueta de Azevedo Brito. — Campinas, SP: [s.n.], 2013.

Orientador: Luciana Bolsoni Lourengo Morandini.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Citogenética. 2. Engystomops. 3. Anura. 4.
Cromossomos. |. Lourencgo, Luciana Bolsoni, 1972-. II.
Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. IlIl. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Comparative cytogenetics of the genus Engystomops : classical
and molecular approaches

Palavras-chave em Inglés:

Cytogenetics

Engystomops

Anura

Chromosomes

Area de concentracao: Biologia Celular

Titulagao: Doutora em Biologia Celular e Estrutural

Banca examinadora:

Luciana Bolsoni Lourengo Morandini [Orientador]

Santiago Ron

Diego Baldo

Patricia Pasquali Parise Maltempi

Marcelo de Bello Cioffi

Data da defesa: 05-03-2013

Programa de P6s Graduacao: Biologia Celular e Estrutural

v



Campinas, 05 de margo de 2013

BANCA EXAMINADORA

Dra. Luciana Bolsoni Lourengo Morandini (Orientadora)

Dr. Santiago Ron

Dr. Diego Baldo

Dr. Marcelo de Bello Cioffi

Dra. Patricia Pasquali Parise Maltempi

Dra. Ana Paula Zampieri Silva de Pietri

Dra. Shirlei Maria Recco Pimentel

Dra. Ana Cristina Prado Veiga Menoncello

/}(%AQ a ok *ﬂl')(,w nop
Assinatura /

S,

Assinatura ‘\/

N ar

T / {Assinatura

Assin

Assinatura

e
/

Assinatura

Assinatura

Assinatura



Dedico minha tese de doutorado aos meus
exemplos de vida: meu pai Rogério Targueta e

minha mae Eloisa Pelegrineti Lourengo Targueta

vi



Agradecimentos

Primeiramente gostaria de agradecer a uma das melhores professoras que ja conheci
durante meus anos de estudo, Profa. Luciana Bolsoni Lourengo. Desde o mestrado, seus
ensinamentos foram muito importantes para meu crescimento profissional e pessoal.
Nossas conversas cientificas e “filosoficas” foram momentos de reflexdo e aprendizagem.
Espero que possamos sempre continuar dividindo esses momentos de conhecimento e
amizade.

Agradego também as pessoas especiais da minha vida: Minha familia. Pedro, Daniel
e Jodo, que me tornaram a pessoa mais feliz desse mundo. Meus pais e meus irmaos, pelo
amor incondicional. Minhas avds, Paulina e Maria Helena; ao Sr. Alipio, Sra. Liete e Sr.
Marcelo, pelo carinho. Meus tios, tias, primos e primas, por toda alegria. Meus sogros e
meus cunhados pelos bons momentos vividos juntos.

Aos meus amigos de Campinho, Vitéria, Vigosa e de Campinas. Afinal, de perto ou
longe continuamos vivendo muitas historias boas juntos. Mesmo que os momentos de
encontro com os amigos de longe sejam curtos, eles sdo intensos e cheios de felicidade.

Agrade¢o a minha comadre Karla, pelo carinho com meus filhos e por ser essa
amiga tao presente e tdo especial na minha vida.

Agradego aos professores do Departamento de Biologia Celular pelos ensinamentos
passados; agradeco principalmente a profa. Shirlei. Agradego também aos funciondrios,
secretarias e técnicos da Unicamp pelo trabalho em conjunto.

Agradego aos colegas de laboratério pelos momentos de estudo e trabalho:
Alessandra, Mauricio, Reinaldo, Sténio, Débora, Julio, Maria, Karin, Livia ¢ William, aos
estagiarios de iniciag¢do e todos aqueles que passaram pelo laboratorio durante esses 4 anos.

vii



Em especial gostaria de agradecer aos amigos: Juliana, pelos momentos de
companheirismo; Daniel, pelos momentos de discussdes e pelas risadas; Ana, pela amizade;
Kaleb, pelos momentos divertidos.

Agradeco também aos colegas de Departamento, obrigada pelos bons momentos
vividos juntos.

Agradego aos amigos do Equador, Profa. Miryan Rivera, Prof. Santiago Ron, Ailin
Blasco, Monica Alejandra, Margarita Baquero e Diego Reinolso, pela ajuda na coleta,
identificacdo das espécies e pelos bons momentos vividos em seu pais.

Obrigada também ao Prof. Vladimir Krylov e Profa. Kubickova pelos ensinamentos
passados durante o estagio na Republica Tcheca.

Agradeco ao Programa de Pds-graduagdo em Biologia Celular e Estrutural pela
oportunidade de realizar o doutorado.

Agradecgo a Capes e a FAPESP pelo auxilio financeiro.

Obrigada por tudo!

viii



Sumario

I. Resumo VIII
IL. ADSEEACT..cccuuieeinieennencssneecssneessneessaneessanesssanesssssesssssessssessssssssssssssssssssssassssnns XI
I11. Introducéo 1
IIL.1. O género Engystomops 2
II1.2. A contribui¢io da citogenética no estudo dos Engystomops....... 8
IT1.3. Os estudos dos cromossomos Sexuais em ANUIO0S.....coceeerseesseeenne 10
I11.4. Pintura Cromossdmica no estudo da evolucao cariotipica....... 15
I1L.5. Busca por novos marcadores citogenéticos de anuros.............. 18
IV. ODjJELIVOS.cueiiruriiirnriirnninssnnicssnricssasisssssecssssesssssessssssssssssssssessssssssssssssnssssassses 27
IV.1. ODbjetivos eSPeCIfiCOS.....cccrvriersrricssaricssnnesssnresssnessnsnsssnsnsssnsnssansees 27
V. ReSUIAAOS.c..cueeeneeenrecniinnintenntecsnensnenssesssnecssessssesssesssseessnssssssssassssessssssssenes 29
L @8 ) 1) 1011 (130 TR 31
L @F: ) 1) 1011 130 1 TR 57
L @F:) 1) 1011 (1 1 PN 73
VI. Consideracoes fiNaiS......cccoerrcrrsnneereceecssesssnneseececcssssssnsssssseccsssssssasssssascssssssens 95
VII. Referéncias Bibliograficas.......cccccierveesseicsinssercsnissnncsenssasssssssssssssssssosaess 97
VIIL ANEXO Loauucineinniiniinininniensnensnesssenssnecssessncsssesssnssssesssassssessssssssssssassssessanee 113

X



I. Resumo

Dentre as espécies do género Engystomops, somente as trés espécies do clado
Edentulus (E. freibergi, E. petersi e E. pustulosus) e duas das seis espécies do clado
Duovox (E. pustulatus e E. puyango) tinham o numero diploide descrito, e a localizacdo
cariotipica das NORs (regides organizadores de nucléolo) e das regides heterocromaticas
era conhecida apenas para E. freibergi, E. petersi e E. puyango. Os dados disponiveis
mostravam que as espécies do clado Duovox ja cariotipadas apresentavam 2n=20, enquanto
o nimero cromossomico diploide de todas as espécies do clado Edentulus era 2n=22, assim
como o das espécies de Physalaemus e Edalorhina, géneros mais proximamente
relacionados a Engystomops. Dessa forma, uma reducao do numero diploide de 2n=22 para
2n=20 era considerada na historia de Engystomops, mas nao era possivel inferir se essa era
uma sinapomorfia de E. puyango e E. pustulatus ou de todo o clado Duovox. Em relagdo
ao clado Edentulus, algumas davidas também persistiam. Recentes estudos propunham a
presenga de um complexo de espécies amazdnicas sendo confundidas com E. petersi.
Citogeneticamente puderam ser reconhecidos trés grupos nesse complexo, que
corresponderam a populagdes de Puyo (Equador), Yasuni (Equador) e La Selva (Equador),
diferentes ainda daquele de E. freibergi (Brasil). Nem sempre ¢ possivel a identificacdo de
homeologias cromossdmicas entre esses grupos, o que dificulta o reconhecimento dos
possiveis rearranjos cromossomicos envolvidos na divergéncia cariotipica no género em
questdo. Também permanecia pouco explorada a diferenciacdo entre 0s cromossomos
sexuais heteromorficos reconhecidos em populacdes de E. petersi € em E. freibergi. Os
objetivos do presente trabalho foram estudar citogeneticamente as espécies de Engystomops

do clado Duovox, melhor caracterizar os cromossomos sexuais de E. freibergi por meio de



pintura cromossomica e buscar novos marcadores citogenéticos para auxiliar na
identificacdo de homeologias cromossdmicas nesse género. A analise cariotipica mostrou
que as espécies E. randi, E. guayaco, E. montubio, E. pustulatus e E. coloradorum
apresentaram 2n=20, assim como as espécies E. puyango e E. pustulatus, previamente
cariotipadas, corroborando a hipdtese de essa caracteristica provavelmente seja uma
sinapomorfia do grupo Duovox. Em E. coloradorum, foi encontrada uma fémea triploide,
que consistiu no primeiro relato de poliploidia para Engystomops. Em todas e somente nas
fémeas dessa espécie foi encontrado um heteromorfismo referente a presenca de NOR
dentre os cromossomos 10 homologos o que sugere que esses sejam Cromossomos sexuais
e que o sistema de determinagdo do sexo em E. coloradorum seja ZZ/ZW. Quanto a andlise
dos cromossomos sexuais de E. freibergi, foi possivel isolar por microdissec¢do o0s
cromossomos X € Y e produzir sondas a partir da amplificagdo de segmentos desses
cromossomos. A utilizagdo da técnica de pintura cromossdmica com tais sondas permitiu
inferir que as regides proximais do cromossomo X e do cromossomo Y de E. freibergi
apresentam similaridade molecular, o que sugere a possibilidade de se tratarem de regides
pseudo-autossomicas. As sondas dos cromossomos sexuais de E. freibergi ndo detectaram
os cromossomos X e Y de E. petersi de Puyo nem os cromossomos do par 11 homomorfico
de E. petersi de Yasuni, ndo evidenciando, portanto, grande similaridade entre eles. O
isolamento, a caracterizagdo e a localizacdo cariotipica do DNAr 5S das espécies
pertencentes ao grupo Duovox permitiram inferir a possivel homeologia do par
cromossomico 6 dessas espécies entre si € com o par 6 das espécies do grupo Edentulus.
Ainda, o uso de sondas PcP190EcoRI, referentes a uma familia de DNA repetitivo derivada

de DNAr 5S, permitiu identificar os cromossomos 5 de E. randi, E. guayaco e E.
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coloradorum e diferencid-los dos cromossomos 6 dessas espécies, portadores do sitio de
DNAr 58S do tipo II. Além disso, essa mesma sonda identificou a regido pericentromérica
do brago curto do cromossomo 3 (e do cromossomo 5 de E. petersi de Yasuni) de todas as
espécies do género, com excessdo de E. coloradorum, sugerindo outra possivel homeologia
entre esses cromossomos. Dessa forma, com o emprego de técnicas citogenéticas classicas
e moleculares foi possivel fornecer importante contribui¢do para o estudo da evolucio do

género Engystomops.
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I1. Abstract

Of the species in the genus Engystomops, only three species of the Edentulus clade
(E. freibergi, E. petersi and E. pustulosus) and two species of the Duovox clade (E.
pustulatus and E. puyango) have had their diploid number described, while the NOR
(nucleolus organizer region) and the heterochromatic sites were known only for E.
freibergi, E. petersi and E. puyango karyotypes. The species of Duovox clade had 2n=20,
while the diploid chromosome number of all species of Edentulus clade was 2n=22, which
is the same diploid number of species of Physalaemus and Edalohina, genera closely
related to Engystomops. Thus, the diploid number reduction from 2n=22 to 2n=20 was
supposed, but it was not possible to infer if this was a synapomorphy of E. puyango and E.
pustulatus or a synapomorphy of the entire Duovox clade. With regards to the Edentulus
clade, some doubts also persisted. Recent studies proposed a complex of Amazonian
species misidentified as E. petersi and it was possible to cytogenetically recognize three
groups in this complex that corresponded to populations from Puyo (Ecuador), Yasuni
(Ecuador) and La Selva (Ecuador). All of these karyotypes also differed from the E.
freibergi (Brazil) karyotype. Chromosome homologies are not easily recognized between
these groups, a fact that makes difficult the identification of chromosome rearrangements
involved in karyotypic divergence in this genus. Additionally, the differentiation of the
heteromorphic sex chromosomes found in the E. petersi and E. freibergi karyotypes
remained unexplored. The goals of the present work are (1) to cytogenetically study the
species of Duovox clade, (2) to better characterize the sex chromosomes of E. freibergi by
means of chromosome painting and (3) to find new cytogenetic markers to identify

potential chromosome homologies in this genus. The karyotypic analysis showed that the
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species E. randi, E. guayaco, E. montubio, E. pustulatus and E. coloradorum had 2n=20, as
previously described in E. pustulatus and E. puyango. This corroborates the hypothesis that
the diploid number 2n=20 is likely a synapomorphy of the Duovox clade. Among the
specimens of E. coloradorum, a triploid female was found, which is the first report of
polyploidy for the genus Engystomops. In all the females of this species, there was a NOR
heteromorphism in the homologous chromosomes 10, suggesting that these may be ZZ/ZW
sex chromosomes. Regarding the sex chromosomes of E. freibergi, it was possible to
isolate the X and Y chromosomes by microdissection and to produce probes by amplifying
segments of the microdissected chromosomes. The hybridization of these probes in F.
freibergi metaphases showed that the proximal regions of the X and Y chromosomes of this
species had molecular similarity, thus suggesting that they may be pseudoautosomal
regions. The sex chromosome probes from E. freibergi detected neither the X nor the Y
chromosome of E. petersi from Puyo nor the chromosomes of homomorphic pair 11 of E.
petersi from Yasuni. This implies no significant similarity between them and the E.
freibergi sex chromosomes. The isolation, characterization and karyotypic localization of
the rDNA 5S from the species of the Duovox clade made it possible to infer the homeology
of chromosome pair 6 of those species, as well as their homeology with chromosome pair 6
of the species of the Edentulus clade. Further, the probes PcP190EcoRI, which are related
to a family of satellite DNA derived from rDNA 5S, made it possible to identify
chromosome 5 of E. randi, E. guayaco and E. coloradorum and to differentiate them from
chromosome 6, which carry type II rDNA 5S. In conclusion, both classical and molecular
cytogenetic techniques provided important contributions for the study of the evolution of
the genus Engystomops.
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I11. Introduciao

A classe Amphibia ¢ dividida em trés ordens: Anura, Gymnophiona e Caudata. A
ordem Anura ¢ a maior delas, sendo composta atualmente por aproximadamente 6200
espécies (Frost, 2013). Apesar da grande quantidade de espécies de anuros ja descrita, esse
nimero ainda ¢ uma subestimativa da diversidade existente, que ¢ especialmente elevada
nas regioes neotropicais (Funk et al., 2012; Fouquet et al., 2007).

Como muitas espécies de anfibios ainda continuam desconhecidas ou estdo sendo
confundidas a outras, agdes para o reconhecimento e descricdo das espécies, assim como
estudos sobre sua biologia reprodutiva, sdo fundamentais para a criagdo de planos de
preservagdo mais adequados. Segundo dados de 2008 do Global Amphibian Assessment
(GAA), cerca de 159 espécies de anfibios desapareceram, e cerca de 31,6% das espécies de
Anura estdo ameacadas de extin¢do ou extintas (IUCN). As possiveis causas que levam a
extingdo estdo principalmente relacionadas as mudangas climaticas, como o aumento de
temperatura, menor umidade do ar e maiores indices de incidéncia de raios UV-B (Pounds,
2001; Pounds et al., 2006). Associados as mudancas do clima, doencas causadas por fungos
(por exemplo, o fungo Quitrideo), degradagdo de habitat entre outros também sdo possiveis
ameagas a sobrevivéncia de espécies de anuros (Ron et al., 2003; Burrowes et al., 2004).

A América Latina estd entre as regides que possuem maiores niumeros de espécies
ameagadas de extingdo ou ja extintas. Principalmente em paises que se encontram na regiao
neotropical, como Colombia, México, Equador, Republica Dominicana, Cuba, Jamaica e
Haiti (IUCN). E também nessa regido que se encontra alta diversidade de espécies, e por
1sso, maiores estudos dos anuros dessa area, sdo de extrema relevancia.

Entre os anuros neotropicais, os do género Engystomops, pertencente a familia



Leptodactylidae sensu Pyron e Wiens (2011), constituem um interessante grupo para
estudos morfoldgicos, genéticos, comportamentais entre outros. A distribuicao geografica
desse gé€nero abrange uma grande area que se estende do sudeste do México e nordeste da
América Central até o sul da Bolivia (Frost, 2013). Atualmente, o género ¢ composto de
nove espécies e alguns autores sugerem que ainda existam espécies cripticas,
principalmente dentre os Engystomops encontrados na regido Amazonica (Ron et al., 2006;

Funk et al., 2012).

IIL.1. O género Engystomops

O género Engystomops foi descrito por Jimenéz-de-la-Espada (1872) e
sinonimizado a Physalaemus por Lynch (1970). Em 2005, Nascimento e colaboradores
revalidaram o género Engystomops, que passou a agrupar todas as espécies contidas no
grupo de Physalaemus pustulosus proposto por Lynch (1970). A revalidacio de
Engystomops, no entanto, ¢ ainda motivo de controvérsia. Alguns autores (Boul et al.,
2007; Funk et al., 2007; 2008; 2009) ndo apoiam a revalidacdo desse género e defenderam
o uso do nome genérico Physalaemus para as espécies a ele atribuidas. Optamos, no
presente estudo, por seguir a revalidagdo proposta por Nascimento e colaboradores (2005),
assim como Funk e colaboradores (2012) e Frost (2013) e Ron e colaboradores (2006,
2010).

Desde que as espécies hoje alocadas em Engystomops foram reconhecidas pela
primeira vez como proximamente relacionadas (Lynch, 1970), propostas de sinonimizagao
e revalidacdo de espécies, bem como descricdes de novas espécies, tém alterado o

conhecimento acerca desses anuros. Apds andlises morfoldgicas das sete espécies reunidas



no grupo de Physalaemus pustulosus por Lynch (1970), Cannatella ¢ Duellman (1984)
propuseram que esse fosse um grupo monofilético formado por apenas quatro espécies,
referidas naquele trabalho como P. pustulosus (Cope, 1864), P. petersi (Jiménez-de-la-
Espada, 1872), P. pustulatus (Shreve, 1941) e P. coloradorum (uma nova espécie). As
espécies P. freibergi, P. paraensis e P. schereri, contidas no grupo P. pustulosus sensu
Lynch (1970), foram sinonimizadas a P. petersi, enquanto P. stentor, outro representante
daquele grupo, foi sinonimizada a P. pustulosus (Cannatella e Duellman, 1984). Nesse
mesmo trabalho, os autores inferiram que P. pustulosus e P. petersi fossem espécies-irmas,
assim como P. pustulatus e P. coloradorum (Cannatella e Duellman, 1984).

Em 1998, Cannatella e colaboradores estudaram novamente esse grupo de espécies,
incluindo, além de dados morfoldgicos, outros caracteres, como dados de canto, de
alozimas e sequéncias nucleotidicas dos genes mitocondriais 12S e citocromo oxidase I
(COI). A filogenia resultante da comparagdo entre os grupos monofiléticos inferidos pelos
diferentes conjuntos de caracteres utilizados foi similar a apresentada por Cannatella e
Duellman (1984), possibilitando o reconhecimento de dois grandes clados, um contendo as
espécies a época referidas como P. pustulosus, P. petersi € P. freibergi (espécie em
sinonimia de P. pefersi, mas citada pelos autores mesmo sem a apresentacdo de uma
revalidacdo formal) e o outro contendo P. coloradorum, P. pustulatus e duas espécies
putativas referidas como Physalaemus sp. B e Physalaemus sp. C. Esta tltima espécie foi
descrita como P. randi por Ron e colaboradores (2004).

Recentemente, apds a revalidacdo do género Engystomops, gragas aos estudos de
Ron e colaboradores (2006, 2010), o relacionamento filogenético das espécies do género ¢

bem compreendido. Dois grandes clados puderam ser reconhecidos e foram denominados



Duovox e Edentulus (Ron et al., 2006; 2010). O clado Edentulus é composto pelas espécies
E. petersi (Jiménez de la Espada, 1872), E. freibergi (Donoso-Barros, 1969) e E. pustulosus
(Cope, 1864), enquanto o clado Duovox é composto por E. coloradorum (Cannatella e
Duellman, 1984), E. montubio e E. randi (Ron et al., 2004), E. guayaco (Ron et al., 2005),

E. puyango (Ron et al., 2010) e E. pustulatus (Shreve, 1941) (Figura 1).

E. pustulosus LagunaVerde
* | [ E. pustulosus Nusagandi
. E. pustulosus Perlas Islands

E. freibergi ZUEC 9511 Acre, Tejo River
—

L_ £ petersi acAz 26210 Puyo

E. montubio QCAZ 23199 Pedernales

E. montubio QCAZ 23323 Balsas
E. randi QCAZ 19602 Pasaje
E. randi QCAZ 23768 Puyango

E. randi QCAZ 19559 Masvale

g 9L E. randi QCAZ 23425 Cerro Blanco
E. guayaco QCAZ 23533 11 km N Masvale
i [ E. guayaco QCAZ 23652 Naranjal
80 E. coloradorum QCAZ 19294 Santo Domingo-Alluriquin

* | E. coloradorum QCAZ 19418 La Florida

E. puyango SCPUCE14589 Puyango
[ E. puyango SCPUCE14563 Zapotillo
90] E. puyango QCAZ 31508 Catamayo

E. sp. B MR 726 Olmos, 8.5 km N Motupe

* E. pustulatus Arenillas QCAZ 39839 (South)

‘e pustulatus Huaquillas QCAZ 39858 (South)

E. pustulatus Patricia Pilar QCAZ 19606 (North)

“1E pustulatus Cerro Blanco QCAZ 23420 (North)

0.05

Figura 1. Relacionamentos filogenéticos no género Engystomops inferidos por Ron e

colaboradores, 2010.



A andlise da distribuicdo geografica das espécies contidas nos dois clados de
Engystomops tem permitido interessantes inferéncias acerca da origem desses grupos. As
espécies do clado Edentulus ocorrem a leste da Cordilheira dos Andes, tanto na América
Central e quanto na regido Amazonica da América do Sul (Figura 2), enquanto as espécies
do clado Duovox estdo distribuidas a oeste da cadeia dos Andes, no Equador e no nordeste
do Peru (Ron et al., 2006; Frost, 2013) (Figura 3). Segundo Weigt e colaboradores (2005),
a elevacdo da Cordilheira dos Andes separou populagdes ancestrais de Engystomops,
promovendo, assim, a divergéncia entre os clados Duovox e Edentulus. Esses autores
também assumiram que esse evento de vicaridncia ocorreu no Mioceno, entre 16,4 a 11,2

milhdes de anos atras.

5. petersi

%)etersi

het{Fgbera:

Figura 2. Distribuicdo geografica das espécies Engystomops petersi e Engystomops
freibergi pertencentes ao clado Edentulus (fonte: IUCN, -
http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=57270 e http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=136155,

acessados dia 01/05/2013)



Figura 3. Distribuicdo geografica das espécies de Engystomops pertencentes ao clado
Duovox (fonte: IUCN - http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=57273;
http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=57271;  http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=57264;
http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=61833; http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=57247 e
AmphibiaWebEcuador - http://zoologia.puce.edu.ec/vertebrados/anfibios/Mapa.aspx?1d=8137.

Todos os sites acessados dia 01/05/2013).



Por outro lado, os processos evolutivos que atuaram na divergéncia dentro de cada
um desses clados ainda permanecem pouco elucidados. Fortes evidéncias apontam, no
entanto, a selecdo sexual dirigida pela preferéncia entre cantos como uma importante forca
evolutiva atuante na origem de espécies do clado Edentulus (Guerra e Ron, 2008).

Boul e colaboradores (Boul e Ryan, 2004; Boul et al., 2007) foram os primeiros a
reportarem a presenga de dois tipos de canto dentre espécimes considerados pertencentes a
uma Unica espécie do género Engystomops, ao estudarem machos de diferentes populacdes
de E. petersi. Trabalhando também com espécimes de E. petersi de diferentes localidades,
Guerra e Ron (2008) observaram que as fémeas de Puyo (Equador) reconhecem o canto de
machos locais de Yasuni (Equador) e ndo o discriminam do canto de um macho de Puyo,
mas que ndo reconhecem o canto de machos de La Selva (Equador). Com base nesses
resultados, que evidenciam o isolamento pré-zigdtico entre as populagdes de Puyo e La
Selva, Guerra e Ron (2008) sugeriram que sele¢do sexual e/ou “reinforcement” sejam
relevantes forcas atuantes na especiacdo de populacdes de E. petersi.

Além das variagdes de canto mencionadas acima, variagdes citogenéticas (Targueta
et al., 2010; ver item II1.2) e genéticas (Funk et al., 2007) também foram encontradas em E.
petersi e E. freibergi e corroboram a proposta de Ron e colaboradores (2006) de que as
populacdes de E. petersi, na verdade, componham um complexo de espécies. O alto nivel
de diversidade criptica nas espécies Amazonicas foi estudado também por Funk e
colaboradores (2012), que, utilizando dados moleculares, morfologicos e de bioacustica,
propuseram que na regido Amazonica haja entre cinco e sete espécies em vez de apenas
duas (E. petersi e E. freibergi).

A variacdo de cantos encontrada nas espécies do clado Edentulus ndo ¢ a mesma



observada no clado Duovox. As espécies do clado Duovox ndo apresentam canto composto
e as fémeas ndo sdo atraidas pela adicdo do segundo componente (Ron, 2008). Segundo
Ron (2008), o ancestral comum do género Engystomops nao possuia canto composto € o
surgimento de um segundo componente no canto teria ocorrido diversas vezes no clado
Edentulus. Além disso, Ron (2008) defende que o canto complexo de machos e a

preferéncia das fémeas por essa caracteristica coevoluiram dentro do género.

II1.2. A contribui¢do da citogenética no estudo dos Engystomops

A andlise citogenética tem fornecido interessantes dados para a investigacao dos
Engystomops. Ainda em 1998-1999, dois caridtipos bastante distintos foram reconhecidos
dentre espécimes hoje atribuidos a espécie E. freibergi, levantando a hipotese de ocorréncia
de espécies cripticas no estado do Acre (Lourengo et al., 1998, 1999). A andlise de
representantes de E. petersi de diferentes regides do Equador também revelou grande
variagdo citogenética, tendo permitido o reconhecimento de trés grupos cariotipicos, que
corresponderam a diferentes clados inferidos com base em sequéncias de genes
mitocondriais (Targueta et al., 2010).

A grande variacdo cariotipica encontrada especialmente entre as populagdes
equatorianas de Puyo e de Yasuni, que ndo apresentam qualquer evidéncia de isolamento
pré-zigotico (Guerra e Ron, 2008), levou Targueta e colaboradores (2010) a propor que a
diferenciagdo cromossdmica também pode estar envolvida no processo de especiacao
desses anuros. Segundo esses autores, um possivel hibrido formado do cruzamento de
individuos de diferentes grupos cariotipicos poderia ter genoma desbalanceado e seria

desfavorecido pela sele¢ao natural.



Outra interessante caracteristica revelada pelas andlises citogenéticas desse grupo se
refere a presenca de cromossomos sexuais heteromorficos do sistema XX/XY em E.
freibergi e na populacdo de E. petersi de Puyo, Equador (Targueta et al., 2010).
Curiosamente, os espécimes de E. petersi de Yasuni ndo apresentam tais cromossomos
sexuais heteromorficos.

Ja que os espécimes de E. petersi de Yasuni e os de Puyo estdo agrupados em um
mesmo clado, que por sua vez € grupo-irmdo de E. freibergi, ¢ possivel supor que o
heteromorfismo cromossdémico sexual tenha sido perdido no grupo que compreende a
populacao de Yasuni. Por outro lado, considerando que algumas diferencas podem ser
notadas entre os cromossomos sexuais encontrados em E. freibergi e nos representantes de
E. petersi de Puyo, é também possivel que a diferenciacdao sexual cromossdmica sofrida na
linhagem que deu origem a E. freibergi tenha sido independente daquela ocorrida na
linhagem de E. petersi de Puyo.

Apesar da grande variacdo encontrada dentro e entre as populacdes das espécies
Amazodnicas do clado Edentulus, todos os exemplares desses tdxons apresentam 2n=22
(Targueta et al., 2010), assim como E. pustulosus (Morescalchi et al., 1968; Léon, 1970), a
terceira espécie componente do clado Edentulus. No entanto, os exemplares do clado
Duovox ja cariotipados, que correspondem as espécies E. pustulatus e E. puyango,
apresentaram um numero diploide distinto, 2n=20 (Ron et al., 2010). Embora a
identificacdo do grupo-irmao de Engystomops ainda seja controversa, ¢ possivel inferir que
a condi¢do 2n=22 seja a plesiomorfica, pois os dois géneros ja indicados como possiveis
taxons irmdos de Engystomops sdo Physalaemus (Pyron e Wiens, 2011) e Edalorhina

(Faivovich et al., 2012), e ambos apresentam 2n=22 (Kuramoto, 1990).



Os dados citogenéticos disponiveis até o momento, entretanto ndo permitem inferir
se o numero diploide 2n=20 ¢ uma sinapomorfia do grupo Duovox, ou apenas das espécies
E. pustulatus, E. puyango e Engystomops sp. B., j& que essas trés espécies constituem um
clado que ¢ grupo-irmao de todas as outras espécies de Engystomops do grupo Duovox
(Ron et al., 2010) (Figura 1).

Nesse contexto, novos estudos citogenéticos, que incluam um detalhamento do
caridtipo de E. pustulatus e a descricdo dos cariotipos das espécies do clado Duovox ainda
ndo analisadas citogeneticamente, sdo essenciais para uma melhor compreensdo dos
eventos que levaram a redu¢do do nimero diploide de 22 para 20 no género Engystomops.

Além disso, novos marcadores cromossomicos revelados por técnicas de
citogenética molecular podem também auxiliar no reconhecimento de homologias
cromossOmicas entre os cariotipos das espécies Amazonicas de FEngystomops e,
consequentemente, fornecer novos elementos para a andlise da evolugdo cromossdmica

nesse grupo, especialmente em relagdo aos cromossomos sexuais.

I11.3. Os estudos dos cromossomos sexuais em anuros

Em anuros, a determinacdo do sexo ¢ preferencialmente determinada geneticamente,
porém os genes ligados a essa determinagdo ainda ndo foram identificados. Segundo alguns
autores, outros fatores que poderiam levar a determinacdo do sexo em anfibios, ou sua
reversdo, seriam a administragdo de hormonios (Chang e Witschi, 1956), o tratamento com
temperatura (Hsii et al., 1970), ou por transplante de gonadas (Mikamo e Witschi, 1963).
No entanto, Hayes (1998) sugere que a determinagdo sexual em anfibios seja determinada

geneticamente nas condi¢des normais, visto que os trabalhos que utilizam mudanga de
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temperatura para troca de sexos em anfibios utilizam temperaturas fora do padrao natural.
A presenca de cromossomos sexuais heteromorficos ¢ uma caracteristica rara em
anuros e o heteromorfismo muitas vezes ¢ reconhecido apenas ap0s a utilizagdo de técnicas
de bandamento cromossdmico. Apesar disso, tanto espécies com sistemas sexuais do tipo
XX/XY quanto espécies com sistemas sexuais ZZ/ZW e até com sistemas multiplos de
cromossomos sexuais sdo encontradas (Tabela 1). E ainda interessante destacar que a
diferenciagdo cromossdmica ocorreu mais de uma vez durante a divergéncia das espécies
de anuros e diferentes sistemas de determinag@o sexual podem ser encontrados inclusive em
espécies de uma mesma familia (Hillis e Green, 1990; Schmid e Steinlein, 2003). O caso do
ranideo Glandirana rugosa ¢ ainda mais intrigante, j4 que algumas populacdes dessa
espécie apresentam sistema sexual XX/XY, enquanto outras apresentam cromossomos
sexuais Z ¢ W e um terceiro grupo ¢ portador de um novo sistema ZZ/ZW, originado
secundariamente a partir da hibridagdo de grupos com heterogametia masculina (Nishioka
et al., 1993; Miura et al., 1996; Ogata et al., 2003, 2008). O mapeamento cromossomico
(Uno et al., 2008) e a analise de polimorfismos de fragmentos de restrigdo (Ogata et al.,
2008) de alguns genes considerados relevantes na diferenciagdo sexual em diferentes
organismos permitiu concluir que os cromossomos Z ¢ Y e que os cromossomos W e X,
respectivamente, tiveram a mesma origem evolutiva. No entanto, mesmo para essa espécie
de anuro que tem seus cromossomos sexuais amplamente estudados, ainda ndo se conhece
o gene responsavel pela determinacdo do sexo (ver trabalho de Uno et al., 2008, que
descarta a possibilidade do gene Dmrt I estar relacionado a determinagdo do sexo em G.

rugosa).
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Tabela 1. Sistemas de determinacdo sexual dos anuros que possuem cromossomos
sexuais heteromorficos ja descritos.

Espécie *' Sistema Sexual Referéncias

Familia Bufonidae

Bufotes viridis 27/ZW Odierna et al., 2007
Duttaphrynus melanostictus XX/XY Siripiyasing et al., 2008
Ingerophrynus macrotis XX/XY Siripiyasing et al., 2008
Ingerophrynus parvus XX/XY Siripiyasing et al., 2008
Phrynoidis aspera XX/XY Siripiyasing et al., 2008
Rhinella marina 77/7W Abramyan et al., 2009

Familia Ranidae

Glandirana rugosa XX/XY e ZZ/ZW Nishioka et al., 1993; Miura et al.,
1996; Uno et al., 2008
Pelophylax lessonae XX/XY Schempp e Schmid, 1981
Rana japonica XX/XY Miura, 1994; Sumida, 1997
Rana tagoi XX/XY Ryuzaki et al., 1999
Rana sakuraii XX/ XY Ryuzaki et al., 1999

Familia Craugastoridae

Pristimantis euphronides 77/ZW Schmid et al., 2002b

Pristimantis riveroi XXAA/XYAA ou Schmid et al., 2003
XAA(Y)*

Pristimantis shrevei 7Z/ZW Schmid et al., 2002

Strabomantis biporcatus XXAA/XYAA ou Schmid et al., 1992
XAA(Y)*

Familia Hemiphractidae

Gastrotheca ovifera XX/XY Schmid et al., 1988; Schmid et al.,
2002a
Gastrotheca pseustes XX/XY Schmid et al., 1990
Gastrotheca riobambae XX/XY Schmid et al., 1983
Gastrotheca walkeri XX/XY Schmid et al., 1988; Schmid et al.,
2002a
Familia Leptodactylidae
Engystomops freibergi XX/XY Targueta et al., 2010
Engystomops petersi XX/XY Targueta et al., 2010
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Physalaemus ephippifer

Pseudupaludicola saltica

Familia Alsodidae
Eupsophus migueli
Eupsophus roseus

Eupsophus insularis

Familia Hylidae
Hyla femoralis
Pseudis tocantins

Familia Leiopelmatidae
Leiopelma hochstetteri
Leiopelma hamiltoni

Familia Pyxicephalidae
Tomopterna delalandii
Pyxicephalus adspersus

Familia Centrolenidae

Vitreorana antisthenesi

Familia Dicroglossidae

Hoplobatrachus tigerinus

Familia Myobatrachidae

Crinia bilingua

Familia Odontophrynidae

Proceratophrys boiei

Familia Rhacophoridae

Buergeria buergeri

27/ZW
XX/XY

XX/XY
XX/XY
XX/XY

XX/XY
27/ZW

O0O/OW
2Z/ZW

XX/XY
27/ZW

XX/XY

27/ZW

27/ZW

27/ZW

27/ZW

Nascimento et al., 2010
Duarte et al., 2010

Iturra e Veloso, 1989
Iturra e Veloso, 1989
Cuevas e Formas, 1996

Wiley, 2003; Schmid e Steilein, 2003
Busin et al., 2008

Green, 1988a
Green, 1988b

Schmid, 1980
Schmid, 1980

Schmid et al., 1989

Chakrabarti et al., 1983

Mahony, 1991

Ananias et al., 2004

Schmid et al., 1993; Hanada, 2002

*10s nomes cientificos apresentados seguem Frost (2013).

*2Sistema multiplo.
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De maneira geral, os mecanismos que levaram a diferenciagdo dos cromossomos
sexuais ja encontrados em Anura ainda sdo pouco conhecidos. A heterocromatinizacao
como evento responsavel pela assincronia no padrdo de replicagdo do DNA de dois
cromossomos homologos, implicando uma redu¢do na frequéncia de recombinagdo entre
esses, foi inicialmente sugerida por Singh e colaboradores (1976) como o primeiro passo
para a diferenciacdo de cromossomos sexuais, com base em observacdes em Ophidia.
Dentre as espécies de Anura que apresentam cromossomos sexuais diferenciados, apenas os
cromossomos de Pyxicephalus adspersus (Pyxicephalidae) (Schmid, 1980) e Gastrotheca
riobambae (Hemiphractidae) (Schmid et al., 1983) se adequam a essa hipotese. King
(1991), analisando os dados de Green (1988a) sobre Leiopelma hochstetteri
(Leiopelmatidae), sugere que as variagdes na quantidade de heterocromatina dos diferentes
W encontrados nessa espécie constituem outro exemplo inequivoco de transformacdo de
eucromatina, embora Green nao tenha interpretado seus dados dessa maneira. Schempp e
Schmid (1981), em estudo de espécies do complexo Pelophylax (anteriormente
denominado Rana) discutem a possibilidade de haver uma concentragdo diferencial de
DNA satélite entre os cromossomos sexuais mesmo que o bandamento C nao revele regides
de heterocromatina sexo-especificas.

Por outro lado, o ganho e a perda de heterocromatina, e a perda de DNA ribossomal
também ja foram considerados fendmenos desencadeadores da diferenciacdo de
cromossomos sexuais em alguns grupos de anuros (Green, 1988b; Iturra e Veloso, 1989;
Mahony, 1991; Schmid et al., 1990; Schmid et al., 1993).

Outros dois eventos considerados por John (1988) como possiveis responsaveis pela

redu¢do de recombinacdo entre cromossomos homomorficos que deram origem a
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cromossomos sexuais sdo: a determinagdo genotipica da localizagdo de quiasmas e
rearranjos estruturais, especialmente inversdo pericéntrica. Em Anura, alguns casos de
rearranjos cromossdmicos envolvendo os pares sexuais foram vistos em Strabomantis
biporcatus (Schmid et al., 1992), Bufotes viridis (Odierna et al., 2007), Pristimantis riveroi
(Schmid et al., 2003), Pseudis tocantins (Busin et al., 2008).

O grande desconhecimento acerca da evolugdo de cromossomos sexuais em anuros
se deve, em parte, a escassez de estudos citogenéticos que utilizem técnicas avangadas e
amostras mais representativas de diferentes grupos de espécies. A caracterizacdo detalhada
dos cromossomos sexuais de espécies proximamente relacionadas, portadoras de diferentes
tipos de cromossomos sexuais poderd revelar fendmenos relevantes no processo de

acumulo de diferencas entre 0s cromossomos sexuais.

I11.4. Pintura Cromossomica no estudo da evolucio cariotipica

Dentre as técnicas que tém sido bastante utilizadas para o estudo da evolucdo
cromossOmica em diversos grupos de animais, destaca-se a de pintura cromossdmica total
(Yang et al., 1995; Yang et al., 1997; revisdao de Fergunson-Smith et al., 2005; Teruel et al.,
2009a; Teruel et al., 2009b; Engelbrecht et al., 2011; Rubes et al., 2008; Finotelo et al.,
2010).

Esta técnica tem inicio com o isolamento de um cromossomo inteiro (ou grande
parte dele) e a amplificacdo do DNA nele contido, a fim de se obter um pool de sequéncias
que o represente. Tais sequéncias sdo, entdo, marcadas e utilizadas como sondas em ensaios
de hibridacdo in situ. Nessas condicdes, as sondas hibridam com regides complementares

levando a detec¢do de homologias dentro do mesmo cariétipo ou de caridtipos relacionados
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(Ried et al., 1998; revisdo de Ferguson-Smith et al., 2005). O isolamento dos cromossomos
pode ser realizado por citometria de fluxo (Gray et al., 1975; Young et al., 1981) ou por
microdissec¢cdo com agulha (Meltzer et al., 1992) ou a laser (Emmert-Buck et al., 1996). A
amplificacdo do DNA pertencente ao cromossomo isolado pode ser feita por meio de PCR
com primers degenerados (DOP-PCR) (Telenius et al., 1992) ou utilizando kits de
amplificacdes de genoma total. As hibridagdes in sifu sdo realizadas em metafases do
proprio organismo em estudo e/ou em metafases de organismos relacionados a fim de
buscar homeologias cromossomicas ou rearranjos que expliquem as diferengas observadas
dentro e entre os grupos.

Um interessante exemplo da aplicacdo da técnica de pintura cromossdmica para o
estudo da evolugao cariotipica em um grupo ¢ dado por Yang e colaboradores (1995, 1997).
Com base na pintura de cromossomos de cervideos com 2n=6/7, 2n=46 e 2n=70, os autores
discutiram a redu¢do do niimero cariotipico nesse grupo e puderam inferir a ocorréncia de
fusdes in tandem e fusdes centroméricas além de outros rearranjos, tais como inversoes.

Embora muito 1til em estudos de evolugdo de caridtipos inteiros, ¢ no estudo de
cromossomos especificos, como cromossomos B (Karamysheva et al., 2002; Rubtsov et al.,
2004; Teruel et al., 2009a; Teruel et al., 2009b; Vicari et al., 2011) e cromossomos sexuais
(Hassanane et al., 1998; Shibata et al., 1999; Marchal et al., 2004; Diniz et al., 2008; Wang
et al., 2009; Cioffi et al., 2011a; Henning et al., 2011; Kawagoshi et al., 2012), que a
técnica de pintura cromossomica tem sido bastante utilizada em alguns grupos. Um
interessante exemplo da aplicacdo dessa técnica no estudo dos cromossomos sexuais ¢ dado
por Cioffi e colaboradores (2011a). Analisando duas espécies de peixes pertencentes a

mesma familia e com mesmo tipo de sistema cromossdmico sexual, os autores propuseram
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que a evolu¢do dos cromossomos sexuais tenha ocorrido independentemente nas duas
espécies e que os processos de diferenciacdo, ou por fusdo in tandem ou por fusdo
centromérica, foram distintos em ambas.

Apesar de amplamente empregada no estudo de varios organismos, a pintura
cromossomica tem sido pouco aplicada em anuros. Apenas em 2010, com o trabalho de
Krylov e colaboradores, surgiu o primeiro e unico estudo de anuros com essa técnica.
Contudo, o objetivo daquele trabalho ndo foi a caracterizacdo de cromossomos sexuais e
sim a origem do cariotipo de Xenopus laevis. Krylov e colaboradores (2010) hibridaram
sondas fabricadas a partir de X. tropicalis no cariotipo da espécie tetraploide X. laevis.
Algumas regides de homeologia foram detectadas entre os cromossomos de X. laevis e de
X. tropicalis, o que fez os autores proporem a hipdtese de alopoliploidia para a origem de
X. laevis.

As espécies de Engytomops, anuros em foco em nosso estudo, constituem um
interessante grupo para aplicacdo da técnica de pintura cromossdmica na analise dos
cromossomos sexuais. Dentro do género, ¢ possivel encontrar espécies que apresentam
cromossomos sexuais heteromorficos (Targueta et al., 2010) e espécies em que ndo ¢
possivel reconhecer cromossomos sexuais (Ron et al., 2010). Além disso, diferentes tipos
de cromossomos podem ser encontrados (Targueta et al., 2010) em espécies diferentes.
Portanto, a aplicagdo da técnica de pintura cromossdmica nos cariotipos de Engystomops
podera auxiliar o estudo dos mecanismos envolvidos na origem e diferenciacdo desses

Cromossomos sexuais.

17



I11.5. Busca por novos marcadores citogenéticos de anuros

Recentemente, tem havido uma intensa procura por novos marcadores citogenéticos
a fim de promover o conhecimento de diversas regides cromossomicas e a inferéncia de
rearranjos cromossdmicos ocorridos ao longo da divergéncia das espécies. A maioria dos
marcadores utilizados até entdo tem sido obtida por meio das técnicas de impregnacao por
prata, bandamento C, bandamento G, bandas de replicacdo tardia, entre outras. A
citogenética de anfibios, entretanto, esta basicamente restrita a aplicagdo das duas primeiras
técnicas anteriormente citadas.

Schmid (1978) realizou um dos primeiros estudos citogenéticos em anfibios com
cerca de 70 espécies de Bufo e Hyla analisando a presenca de regides heterocromaticas,
suas localizagdes nos cromossomos e nos nucleos. Desde entdo, a andlise cariotipica tem se
mostrado uma interessante ferramenta para estudos de anuros. A identificagdo de uma
populacao poliploide de Phyllomedusa, por exemplo, permitiu a descricdo de uma nova
espécie, P. tetraploidea, ocorrendo em simpatria com P. distincta (Haddad et al., 1994). As
divergéncias citogenéticas observadas entre diferentes populagdes do género Pseudis,
provavelmente decorrentes de fissdes céntricas, constituem outro valioso exemplo da
contribuicdo da citogenética no reconhecimento de novas espécies (Busin et al., 2001). Ja
nos trabalhos de Aprea e colaboradores (2007) e Lourenco e colaboradores (2008), os
dados citogenéticos sdo utilizados para a inferéncia de sinapomorfias cromossomicas em
microhilideos e leptodactilideos, respectivamente.

Na busca por novos marcadores cromossdmicos, que permitam interpretagdes mais
detalhadas sobre a divergéncia cariotipica durante a divergéncia das espécies, a

heterocromatina tem recebido especial atengdo. Inicialmente a heterocromatina era
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considerada como a regido do genoma que estava em constante estado de condensacao
durante todo o ciclo celular e se comportava diferente da eucromatina (Heitz, 1928).
Posteriormente, sequéncias repetitivas de DNA foram descritas para essas regides de
heterocromatina (Pardue e Gall, 1970; Gall et al., 1971). Hoje, ja4 se sabe que
heterocromatina inclui proteinas e moléculas de RNA responsaveis por diversas atividades,
dentre elas a metilacdo do DNA, a metilacdo de histonas e a repressdo transcricional e
atividades relativas a etapa de replicagdo do DNA (revisdo de Craig, 2004).

Diversos fatores sdo necessarios para formacao e manutengdo da heterocromatina,
dentre eles, a regido do cromossomo e do nucleo ocupada pelo segmento heterocromatico e
a quantidade de DNA repetitivo nele presente. As principais regides de concentracdo de
heterocromatina sdo as regides centroméricas e teloméricas dos cromossomos, que
apresentam grande quantidade de DNA repetitivo, € que podem estar arranjadas em
“cromocentros” durante a intérfase de alguns tipos celulares (para referéncias, revisdo de
Grewal e Jia, 2007). Regides como essas sdo denominadas, por alguns autores, de
heterocromatina constitutiva, pois permanecem condensadas durante todas as fases do ciclo
celular. Ja as regides de heterocromatina cujo estado de condensacdo muda em resposta a
sinais celulares e a atividades génicas sdo denominadas de heterocromatina facultativa
(Brown, 1966; John, 1988). Quando essas regides de heterocromatina facultativa avangam
sobre os dominios génicos ou sobre os promotores da transcri¢do de genes sdo capazes de
acarretar o silenciamento desses genes, 0 que representa uma interessante propriedade de
tais regides no genoma (Heard et al., 2001; Duraisingh et al., 2005).

A heterocromatina constitutiva do centromero apresenta propriedades fundamentais

protegendo a integridade do genoma, ja que previne rearranjos cromossdmicos ¢ medeia a
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segregacao cromossOmica, orientando a formacao dos cinetocoros durante a divisdo celular
(revisdo de Grewal e Jia, 2007). Nos centrdmeros, fatores que se ligam ao DNA repetitivo,
como proteinas CENP-B, contribuem para a formacdo da heterocromatina. Outros
mecanismos também agem para o eficiente arranjo da heterocromatina nos centromeros e
telomeros, incluindo mecanismos mediados por pequenas moléculas de RNA, ou pequenos
RNA de interferéncia (para referéncias, revisdo de Grewal e Jia, 2007).

Dentre as sequéncias repetitivas encontradas em regides heterocromadticas estdo
aquelas repetidas in tandem denominadas de DNA satélite, que formam grandes blocos de
sequéncias, geralmente com mondmeros com mais de 200 pb (ver revisdes de Charlesworth
et al., 1994; Elder e Tuner, 1995; Richard et al., 2008). As sequéncias de DNA satélite
estdo presentes em grande quantidade nos genomas de eucariotos, € essa quantidade varia
em diferentes espécies (revisdo de Slamovits e Rossi, 2002). O niimero e o tamanho das
sequéncias formadoras de blocos de sequéncias repetitivas podem variar € 0s mecanismos
que afetam essas unidades sdo replicagdo escorregadia (DNA polymerase slippage),
duplicacdo e recombina¢do desigual entre elas (Charlesworth et al., 1994). Para
Charlesworth e colaboradores (1994), ha todo um mecanismo evolutivo diferenciado para
esses blocos de sequéncias repetidas in tandem. A troca desigual entre blocos de sequéncias
repetitivas somada a deriva genética e a baixa pressao seletiva podem ter grande efeito no
acimulo de tais sequéncias no genoma (Charlesworth et al., 1994).

As regides proximas a centromero e telomero sdo fundamentalmente formadas por
DNA satélite. Além dessas regides, segmentos de cromossomos sexuais em geral também
sdo ricos em DNA satélite, principalmente o cromossomo Y de vertebrados (Charlesworth

et al., 1994). O tamanho das unidades repetitivas existentes nessas regides pode variar entre
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grupos de organismos sem alterar sua funcionalidade, mesmo na regido centromérica
(Warburton et al., 2000; revisao Henikoff et al., 2001).

Os padrdes de ocorréncia de DNA satélite tém sido bastante usados como
marcadores citogenéticos em andlises comparativas entre grupos de insetos, de peixes e de
mamiferos (Yamada et al., 2004; Saito et al., 2007; Acosta et al., 2007; Yoshimura et al.,
2006). Esse tipo de estudo envolve o isolamento de sequéncias repetitivas aleatorias, muitas
vezes realizado com a clivagem de DNA gendmico por enzimas de restricdo e clonagem de
fragmentos de restricdo recuperados a partir de bandas visualizadas ap6s eletroforese em
gel de agarose (exemplos em Yamada et al., 2004; Acosta et al., 2007).

Além das sequéncias de DNA satélite presentes na heterocromatina, outra classe
de sequéncias repetitivas que tem sido bastante estudada por citogeneticistas ¢ a de DNA
ribossomal (DNAr). Em geral, o DNA ribossomal nuclear eucarioto ¢ composto por
multiplas copias repetidas in tandem, e pode ser classificado em duas familias, de acordo
com o tipo de RNAr transcrito. A familia de DNAr 45S ¢ responsavel pela produgdo dos
RNAr maiores (188S; 5,8S e 28S), enquanto a familia de DNAr 5S ¢ composta pelos genes
que transcrevem o RNAr 5S (Long e Dawid, 1980; revisdo de Gerbi, 1985). A regido
codificadora do RNAr 5S pode ou ndo estar localizada proximo a regido codificadora dos
RNAr maiores (Long e Dawid, 1980).

As duas familias de DNAr, a de DNAr 45S e a de DNATr 5S, tém sido utilizadas
como marcadores citogenéticos em diversos grupos (Fagundes et al., 2003; Berjano et al.,
2009; Gross et al., 2010; Martinez et al., 2010; Hashimoto et al., 2011; Bolsheva et al.,
2012; Marquioni et al., 2013). Recentemente, a familia de DNAr 5S tem recebido especial

aten¢do (Mariguela et al., 2011; Scacchetti et al., 2012; Son et al., 2012). Em anfibios,
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alguns estudos ja foram feitos isolando o DNAr 5S e utilizando essa sequéncia como
sondas cromossomicas (Vitelli et al., 1982; Schmid et al. 1987; Nietfeld et al., 1988;
Nascimento et al., 2010; Vittorazzi et al., 2011; Rodrigues et al., 2012).

Os genes ribossomais 5S estdo organizados in tandem contendo regides
transcritoras conservadas de 120 pb espacadas por regides ndo transcritas (NTS) de
tamanho e composi¢do nucleotidica varidveis (revisdo de Korn e Brown, 1978; Gerbi,
1985; Martins e Wasko, 2004). Algumas regides do gene parecem ser essenciais para que a
transcri¢do ocorra. Dentre elas, destaca-se uma regido de controle localizada no segmento
transcrito em RNAr (ICR — Internal Control Region), onde é possivel localizar o Box A,
um elemento intermediario e o Box C (Pieler et al., 1987). Além disso, ¢ possivel distinguir
uma regido poli-T na regido terminal do segmento de 120 pb transcritos (Korn e Brown,
1978).

Em alguns organismos, como peixes (Martins e Galleti, 2001a), ourigos
(Caradonna et al., 2007; Dimarco et al., 2012) e borboletas (Cherevatov ¢ Volkov, 2011)
foi possivel notar a presenca de diferentes classes de DNAr 5S. Em anuros, diferentes
classes de DNAr 5S ja foram encontradas em espécies de Xenopus (Korn e Brown, 1978;
Peterson et al., 1980; Nietfeld et al., 1988), em Physalaemus cuvieri (Vittorazzi et al.,
2011) e nas espécies amazonicas de Engystomops (Rodrigues et al., 2012). As duas classes
de DNAr 5S descritas para Xenopus variavam em relagdo ao tamanho das unidades
repetitivas e ao padrdo de expressdo dos genes, as quais foram denominadas de tipo
oocitico e tipo somatico (Carroll e Brown, 1976; Korn e Brown, 1978; Fedoroff e Brown,
1978; Miller et al., 1978; Peterson et al., 1980; Harper et al., 1983; Wolffe e Brown, 1988;

Nietfeld et al., 1988; Chipev e Wolffe, 1992). Pardue e colaboradores (1973) fizeram a

22



localizagdo cromossomica do DNAr 5S em Xenopus laevis e sugeriram a presenca desse
sitio na regido terminal de varios cromossomos.

Nas espécies amazonicas de Engystomops, E. petersi e E. freibergi (Rodrigues et
al., 2012) e também em Physalaemus cuvieri (Vittorazzi et al., 2011), duas classes de
DNAr 5S, facilmente diferenciadas pelo tamanho do NTS, foram reconhecidas. As
unidades repetitivas do DNAr 5S do tipo I desses anuros apresentou 201 pb (com NTS de
84 pb), enquanto as do tipo II possuiam cerca de 765 pb (com NTS de aproximadamente
650 pb) (Vittorazzi et al., 2011; Rodrigues et al., 2012). As sequéncias do DNAr 5S do tipo
I e do tipo II das espécies de Engystomops apresentaram grande similaridade com as
sequéncias de DNAr 5S do tipo I e do II, respectivamente, de Physalaemus cuvieri,
sugerindo que a origem dessas duas classes de DNAr 5S ocorreu antes da divergéncia
desses dois géneros, que sdo considerados proximamente relacionados (Rodrigues et al.,
2012).

Além de analisar a composi¢do nucleotidica das sequéncias de DNAr 58S,
Rodrigues e colaboradores (2012) as localizaram nos caridtipos de duas populacdes de E.
petersi (populacdo de Puyo e de Yasuni) e de E. freibergi. A sonda que continha a unidade
repetitiva do DNAr 5S do tipo I inteira e a sonda que continha somente a regido do NTS do
tipo I detectaram a regido proximal do brago curto do cromossomo 3 no caridtipo da
populacao de E. petersi de Puyo e no cariotipo de E. freibergi. Ja a sonda que continha a
unidade repetitiva inteira do DNAr 5S do tipo II e a sonda que continha apenas o NTS do
tipo II hibridaram na regido distal do brago longo do cromossomo 6 em ambos os cariotipos
em questdo. No caridtipo de espécimes de E. petersi de Yasuni, o DNAr 5S do tipo I foi

localizado na regido proximal do brago curto do cromossomo 5 e o DNAr 5S do tipo II, em
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uma regido distal do braco longo do cromossomo 6. Baseados nesses dados, apesar do
caridtipo encontrado nos espécimes de Yasuni diferir do caridtipo dos espécimes de Puyo e
do cariotipo da espécie E. freibergi, Rodrigues e colaboradores (2012) puderam inferir que
o cromossomo 5 do cariotipo dos espécimes de Yasuni ¢ homeologo aos cromossomos 3 de
E. petersi de Puyo e de E. freibergi. Além disso, Rodrigues e colaboradores (2012)
sugeriram que o cromossomo 6 de E. freibergi e o dos caridtipos de E. petersi sejam
homeodlogos. Ja em relagdo ao DNAr 5S das espécies clado Duovox de Engystomops,
nenhuma informacao est4 disponivel até o momento.

Ainda no trabalho de Rodrigues e colaboradores (2012), os autores chamaram a
aten¢do para a deteccdo do centrdmero de diversos cromossomos de E. freibergi e de E.
petersi pela sonda composta pelo NTS do DNAr 5S do tipo I. Os autores discutiram que
uma possivel explicagdo para esse resultado ¢ a presenca de segmentos de DNA satélite
derivados do DNAr 5S presentes nessas regides centroméricas, semelhante ao que ja foi
encontrado no peixe Hoplias malabaricus (Martins et al., 2006) e no anuro Physalaemus
cuvieri (Vittorazzi et al., 2011).

Em Physalaemus cuvieri, Vittorazzi e colaboradores (2011) identificaram a
presenga de um DNA satélite derivado do DNAr 58S, que foi denominado de PcP190EcoRI.
A sequéncia repetitiva desse DNA satélite consistiu de cerca de 190 pb e seu alinhamento
com as sequéncias de 120 pb correspondentes a regides transcritoras do DNAr 5S do tipo |
e do tipo II de P. cuvieri mostrou cerca de 70% e 66% de similaridade, respectivamente
(Vittorazzi et al., 2011). Na andlise cromossdmica, as sondas contendo a sequéncia
PcP190EcoRI detectaram as regides centroméricas dos pares cromossdmicos 1 a 5. Por

outro lado, as sondas contendo as sequéncias do DNAr 5S do tipo I e do tipo II detectaram
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preferencialmente a regido pericentromérica do brago curto do cromossomo 3 e uma regiao
intersticial do braco longo do cromossomo 5, respectivamente.

Utilizando a técnica de PCR, com primers desenhados a partir das sequéncias
PcP190EcoRI isoladas de P. cuvieri, Vittorazzi e colaboradores (em preparagdo) também
constataram a presenca dessa classe de sequéncias também no genoma de Engystomops
freibergi. No entanto, o mapeamento dessas sequéncias nos caridtipos dessa e de outras

espécies de Engystomops ainda ndo foi realizado.
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IV. Objetivos

Tendo em vista os interessantes aspectos ja conhecidos da citogenética das espécies
de Engystomops, nota-se que uma melhor caracterizagdo dos caridtipos das espécies
amazonicas e a descrigdo dos cariotipos das espécies do clado Duoxox ainda ndo estudadas
citogeneticamente podem auxiliar o estudo da evolugdo cariotipica desse grupo. Um dos
objetivos gerais do presente trabalho ¢ testar se o numero diploide 2n=20 ¢ uma
sinapomorfia de todas as espécies do grupo Duovox ou apenas das duas espécies de
Duovox ja cariotipadas, E. pustulatus e E. puyango. Outro objetivo principal deste trabalho
¢ buscar novos marcadores citogenéticos que auxiliem no reconhecimento de homologias

cromossdmicas no género.

IV.1. Objetivos especificos

- Descrever os caridtipos de espécies representantes do clado Duovox de
Engystomops ainda ndo estudadas citogeneticamente: E. coloradorum, E. guayaco, E. randi
e E. montubio, com base em metafases coradas com Giemsa e submetidas ao bandamento C
e ao método Ag-NOR. Contribuir com novos dados a analise citogenética para a espécies E.
pustulatus.

- Isolar, caracterizar e localizar in situ sequéncias do gene ribossomal 5S das
espécies de Engystomops do clado Duovox.

- Utilizar a técnica de pintura cromossdmica para andlise da diferenciagcdo dos
cromossomos sexuais encontrados nas espécies de Engystomops da Amazonia.

- Mapear sequéncias de DNAr 5S e do DNA repetitivo PcP190EcoRI derivado de

DNAr 58S nos cariotipos de E. freibergi, E. petersi e das espécies do clado Duovox.
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V. Resultados

Os resultados estdo apresentados em forma de capitulos de acordo com os objetivos
citados acima.

O Capitulo I trata da descricdo cariotipica das espécies do género Engystomops
pertencentes ao clado Duovox que ainda ndo haviam sido estudadas.

O Capitulo II trata do uso da técnica de pintura cromossdmica no estudo dos
cromossomos sexuais das espécies amazonicas de Engystomops.

No Capitulo III ¢ abordado o estudo do DNAr 5S das espécies do clado Duovox e

da sequéncia PcP190EcoRI nos clados Duovox e Edentulus.
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Abstract

The genus Engystomops is divided into two groups, namely the Duovox clade and
the Edentulus clade. The species of Edentulus clade have karyotypes with 2n=22, while E.
pustulatus and E.puyango, which belong to Duovox clade, have 2n=20. To investigate if
2n=20 is a synapomorphy of Duovox clade, in the present work we cytogenetically
analyzed all the species of this group, except E. puyango. All of them had 2n=20, differing
from the species of Edentulus clade. Since the species already karyotyped of the genus
Physalaemus, which is considered to be the sister group of Engystomops, also have 2n=22,
we conclude that the 2n reduction is a synapomorphy of Duovox clade. Despite the
karyotypes of all the species of Duovox clade were very similar, they varied in the NOR
pattern. In E.coloradorum, an additional NOR was found in one homologue of the
chromosome pair 10 exclusively in all females, indicating that this could possibly be a
sexual pair of the system ZZ/ZW. Also in this species, it was found the first case of natural

polyploidy of the genus Engystomops.

Key Words: Chromosome, anuran cytogenetics, FEngystomops, polyploidy, sex

chromosomes
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Introduction

The anuran genus Engystomops, which was recently revalidated (Nascimento et al.
2005), is composed of nine species distributed in Central America and in the Northwestern
part of South America. The phylogeny of the Engystomops species proposed by Ron et al.
(2006) allocated the species from Western Ecuador and Northwestern Peru in a clade called
Duovox, which is composed of the species Engystomops coloradorum (Cannatella and
Duellman 1984), Engystomops guayaco (Ron et al. 2005), Engystomops montubio,
Engystomops randi (Ron et al. 2004), Engystomops pustulatus (Shreve 1941), and
Engystomops puyango (Ron et al. 2010). The sister group of this clade was named
Edentulus and comprised FEngystomops pustulosus and the Amazonian species
Engystomops freibergi and Engystomops petersi (Ron et al. 2005).

The presence of undescribed cryptic species under the name E. petersi has been
considered by some authors, in studies on advertisement call (Guerra and Ron, 2008) and
on genetics and cytogenetics (Funk et al. 2007; Targueta et al., 2010). Based on the
interpopulational female mate choice assessed in phonotaxis experiments, Guerra and Ron
(2008) proposed that sexual selection is involved in speciation between populations of E.
petersi. In addition, a high interpopulational karyological variation was observed and
allowed the recognition of three groups in E. petersi (Targueta et al., 2010). It supported the
hypothesis that selective pressure against hybrids of diverse karyotypic groups could have
played a role in the differentiation of some populations, contributing for their reproductive
isolation (Targueta et al., 2010).

Despite the high chromosomal variation, all the karyotypes described for E. petersi

complex had 2n=22, as did those found in E. freibergi (Lourengo et al. 1999; Targueta et al.
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2010), in E. pustulosus (Ledon 1970), and in the karyotyped species of Physalaemus (De
Lucca et al. 1974; Silva et al. 1999; Amaral et al. 2000; Silva et al. 2000; Quinderé et al.
2009; Tomatis et al. 2009; Milani et al. 2010; Nascimento et al. 2010), which is the sister-
group of Engystomops (Ron et al., 2006). On the other hand, E. puyango and E. pustulatus
showed a karyotype composed of 2n=20 (Ron et al. 2010), raising a question about when
the 2n reduction has occurred.

To investigate if 2n=20 is a synapomorphy of Duovox clade, in the present work we
cytogenetically analyzed the four species of this group with unknown karyotype: F.
coloradorum, E. guayaco, E. montubio, and E. randi. We also provide a detailed
characterization of E. pustulatus karyotype, expanding the cytogenetic data previously
reported by Ron et al. (2010) for this species. A triploid specimen was found among the

specimens of E. coloradorum and its karyotype is also described.

Material and Methods'

Specimens

Specimens of E. coloradorum, E. guayaco, E. pustulatus, and E. randi were
collected at type locality of these species. Six males (QCAZ 47270, QCAZ 47271, QCAZ
47272, QCAZ 47273, QCAZ 47274, QCAZ 47275) and four females (QCAZ 48577,
QCAZ 48578, QCAZ 48579, QCAZ 48580) of E. coloradorum were collected at Santo
Domingo de los Colorados, Alluriquin, Provincia Pichincha, Ecuador. Five males of E.
guayaco (QCAZ 47230, QCAZ 47231, QCAZ 47232, QCAZ 47233, QCAZ 47234) and

eight males of E. randi (QCAZ 47236, QCAZ 47238, QCAZ 47239, QCAZ 47242, QCAZ

! Para detalhes sobre os métodos utilizados, ver Anexo 1.
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47243, QCAZ 47244, QCAZ 47245, QCAZ 47246) were collected at Cerro Masvale,
Provincia del Guayas, Ecuador. Six males (QCAZ 47251, QCAZ 47252, QCAZ 47263,
QCAZ 47264, QCAZ 47265, QCAZ 47267) and two females (QCAZ 47253, QCAZ
47266) of E. pustulatus were collected at Cerro Blanco, Guayaquil, Provincia del Guayas,
Ecuador. Six males (QCAZ 47254, QCAZ 47255, QCAZ 47256, QCAZ 47257, QCAZ
47258, QCAZ 47259) of E. montubio were collected at Montaiita, Provincia del Manabi,
Ecuador, near its type locality, which is Cerro Puerto Rico, Provincia del Manabi, Ecuador.
The vouchers were deposited at Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catolica

del Ecuador (QCAZ), Quito, Ecuador.

Chromosome preparation, NOR, and heterochromatin analyses

Mitotic metaphases were obtained from intestine and testis cells of the animals after
5-h pre-treatment with colchicine (Schmid 1978; Schmid et al. 1979, with few
modifications). The cells were dropped in clean plates and the chromosomes were stained
with 10% Giemsa for morphological analyses. For the localization of the NORs,
chromosome preparations were submitted to the Ag-NOR method (Howell and Black 1980)
and to in situ hybridization with the 28S rDNA fragment isolated by Bruschi et al. (2012).
After PCR-labeled with digoxigenin, the 28S rDNA probe was hybridized with the mitotic
metaphases following Viegas-Péquignot (1992) and was detected with an anti-digoxigenin
antibody conjugated with rhodamine (Roche). The heterochromatin regions were revealed
by the C-banding method described by King (1980) with the modifications described by
Siqueira et al. (2008). The C-banded metaphases were also stained by DAPI (4’-6-

diamidino-2-fenilidone), after removing the Giemsa stain with 50% acetic acid for about 2
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min. From 50 to 220 metaphases of each species were analyzed. Metaphases were
photographed under an Olympus microscope and analyzed using Pro-Plus version 4 (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, USA). Chromosomes were ordered and classified according to

Green and Sessions (1991).

Results

Engystomops coloradorum

All the specimens of E. coloradorum, except for the female QCAZ 48578, showed a
2n=20 karyotype (Fig. 1A-E). The female specimen QCAZ 48578 had 30 chromosomes in
all the 51 metaphases analyzed and it was considered a case of triploidy, as the
chromosomes could be arranged in triplets and the monoploid complement of the 2n=20
karyotype could be recognized (Fig. 1F).

Chromosomes 1, 5, 6, 7, and 10 were metacentric and chromosomes 2, 3, 4, 8, and 9
were submetacentric (Fig. 1). In all six male specimens analyzed, one secondary
constriction was found at the terminal region of the chromosomes of pair 9 and was
revealed to be a NOR. In all four diploid females, one additional NOR was detected in one
of the homologues of pair 10 (Fig. 1B - inset and 1C). Interestingly, the female triploid
karyotype showed the triplet 9 and also one of the homologues of the triplet 10 as NOR-
bearing chromosomes (Fig. 1F - inset).

The C-banding revealed strong signals at the centromeric regions of all chromosome
pairs, at the pericentromeric region of the short arm of chromosome 3, at the interstitial
region of the long arm of chromosome 10, and associated to the NOR in chromosome 9

(Fig. 1D). All of the C-bands were DAPI positive (Fig. 1E). Faint C-bands were detected at
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the terminal 1q, 2p, 3q, 5p, 6q, and 8q and at an interstitial region of the long arm of

chromosome 3.

Engystomops guayaco, Engystomops randi, Engystomops montubio and
Engystomops pustulatus

All the specimens of E. guayaco, E. randi, E. montubio and E. pustulatus showed a
2n=20 karyotype, in which chromosomes 1, 5, 6, 7, and 10 were metacentric, and
chromosomes 2, 3, 4, and 8 were submetacentric (Figs. 2-5). In all of these species,
different morphs of chromosome 9 were observed. In E. guayaco, E. randi and E.
montubio, a metacentric chromosome 9a, which carried a distal NOR in the short arm and
another in the long arm, and a submetacentric chromosome 9b, with only a distal NOR in
the long arm, were found (Figs. 2-4). Four males of E. guayaco (Fig. 2), six males of E.
randi (Fig. 3 - inset) and all the six males of E. montubio (Fig. 4) had a heteromorphic pair
9a/9b, while one male of E. guayaco (QCAZ 47230) (Fig. 2 - inset) and two males of E.
randi (QCAZ 47244, QCAZA47245) (Fig. 3) had a homomorphic pair 9a/9a.

In E. pustulatus, four morphs of chromosome 9 and three patterns of pair 9 were
observed (Fig. 5). The morph 9a was submetacentric and had one distal NOR in the short
arm and one amplified NOR in the long arm (Fig. 5C). The submetacentric morph 9b had
only a regular NOR in the long arm (Fig. 5B and 5C), while the submetacentric morph 9c
had only one amplified NOR in the long arm (Fig. 5D). The metacentric morph 9d had no
NOR (Fig. 5D). Five males and one female of this species had one homomorphic pair 9
composed of two chromosomes 9b (Fig. 5B). The female QCAZ 47266 had a

heteromorphic pair 9a/9b (Fig. 5C). The specimen QCAZ 47263 showed only one

37



amplified NOR, showing a heteromorphic pair 9¢/9d (Fig. 5D).

Heterochromatic C-bands were seen at all the centromeres and associated with the
NORs of the karyotypes of E. guayaco (Fig. 2), E. randi (Fig. 3), E. montubio (Fig. 4), and
E. pustulatus (Fig. 5). In all of these species, terminal C-bands were seen in several
chromosomes (Figs. 2-5). Except for the karyotype of E. pustulatus, a pericentromeric C-
band was detected in the short arm of chromosome 3 (Figs. 2-4). In the karyotype of E.
randi, an interstitial C-band was detected in the long arm of chromosome 10 (Fig. 3C). All

of the C-bands were DAPI-positive (Figs. 2-5).

Discussion

The diploid number of the five Engystomops species studied here was 2n=20, the
same 2n reported previously for E. pustulatus and E. puyango (Ron et al. 2010). It differs
from 2n observed for the three remaining species of Engystomops (2n=22; Ledén 1970;
Targueta et al. 2010) and for the genus Physalaemus (2n=22; De Lucca et al. 1974; Silva et
al. 1999; Amaral et al. 2000; Silva et al. 2000; Quinderé et al. 2009; Tomatis et al. 2009;
Milani et al. 2010; Nascimento et al. 2010), which is considered to be the sister-group of
Engystomops (Ron et al. 2005; Nascimento et al. 2005; Ron et al. 2006). Therefore, we
conclude that the reduction of the 2n reduction from 2n=22 to 2n=20 is a synapomorphy of
Duovox clade of Engystomops.

The 2n=20 karyotypes found in the six species of the Duovox clade (described
herein and in Ron et al. 2010) are very similar to each other, both in the morphology of
each chromosome pair and in the NOR location in chromosome 9. Some differences in the

arm ratio value/centromeric index could be observed when presumed homeologous
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chromosomes of the karyotypes presented here were compared with those of E. puyango
and E. pustulatus described by Ron et al. (2010). However, we believe that these
differences most likely represent divergences in measurement techniques, instead of a real
chromosomal divergence.

By comparing the 2n=20 karyotypes of the species of the Duovox clade with the
2n=22 karyotypes of E. freibergi, of E. petersi from Puyo (Targueta et al. 2010) and of
Physalaemus species (De Lucca et al. 1974; Silva et al. 1999; Amaral et al. 2000; Silva et
al. 2000; Quinderé et al. 2009; Tomatis et al. 2009; Milani et al. 2010; Nascimento et
al.2010), a great similarity can be identified for the seven first chromosome pairs. Despite
that, the chromosomal data already available does not allow us to infer any chromosomal
loss or rearrangement that might have resulted in the 2n reduction in the Duovox clade.

Among the species of Duovox clade, distinctive cytogenetic characteristics that
might be considered species-specific could not be identified. Even the NOR-bearing
chromosome 10 found in the females of E. coloradorum karyotype cannot be considered an
exclusive trait of this species, since females of E. guayaco, E. randi, and E. montubio were
not analyzed cytogenetically.

An interesting characteristic to be noted, although it is not exclusive either, is the
interstitial C-band observed in chromosome 10 of the E. randi karyotype. This C-band was
absent in chromosome 10 of the karyotype of E. guayaco, a cryptic species of E. randi that
occurs in sympatry with it. For the correct identification of specimens of these two species,
advertisement call characteristics are very important, and, therefore, the description of a
chromosomal distinctive characteristic between these species is a very interesting finding.

However, we must be aware that this interstitial C-band is not a characteristic exclusive to
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E. randi, since it has already been observed in chromosome 10 of the E. coloradorum
karyotype.

The conservative nature of the karyological characters among the species of the
Duovox clade is in contrast with the high chromosomal variability found in the Edentulus
clade of Engystomops (E. freibergi + E. petersi) (Targueta et al. 2010). In the Edentulus
clade, three distinct karyotypic groups could be recognized in Engystomops petersi
(Targueta et al. 2010). Besides this cytogenetic variation, a high divergence was also
observed in advertisement calls (Boul et al. 2007; Guerra and Ron 2008) and in genetic data
(Funk et al. 2007). Altogether, these data support the hypothesis of the existence of a
complex of species under the name E. petersi (Guerra and Ron 2008; Targueta et al. 2010).
Targueta et al. (2010) discussed the possible involvement of karyological variations in
speciation processes in this group.

Despite the low interspecific karyological variation, a high intraspecific
polymorphism in NOR occurrence was noted in four of the five Engystomops species
studied here. In E. guayaco, E. randi, E. montubio and E. pustulatus, the morphs 9a and 9b,
which were characterized by the presence of two and one NOR, respectively, were found.
In addition, in E. pustulatus a size heteromorphism related to the NOR in the long arm of
chromosome 9 and even a morph without NOR were observed. Since morphs 9a and 9b
were present in all four of the species, and considering that E. pustulatus is in the Vivavox
clade and that the three other species are in the Brevivox clade (Ron et al. 2006), we can
propose that this NOR polymorphism would have been present in the hypothetical ancestor
of the Duovox clade.

With regard to E. coloradorum, only chromosome morph 9b was found in the
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karyotypes of the 11 specimens analyzed, suggesting that this condition may be fixed in
this species. In addition to the NOR present in chromosome 9, all the females of this
species also had a NOR in chromosome 10. Therefore, this chromosome-10
heteromorphism may be related to the sex and may suggest the presence of heteromorphic
sex chromosomes of the system ZZ/ZW in E. coloradorum. Although the NOR has been
reported as a distinctive marker between sex chromosomes in some anuran species
(Gastrotheca riobambae — Schmid et al. 1983; Buergeria buergeri — Schmid et al. 1993;
Hyla femoralis - Schmid e Steinlein 2003; Wiley 2003; Engystomops petersi from Puyo —
Targueta et al. 2010; Physalaemus ephippifer-Nascimento et al. 2010), only in Buergeria
buergeri (Schmid et al. 1993) and Hyla femoralis (Schmid e Steinlein 2003; Wiley 2003) it
is the single cytogenetic characteristic that could be found to differentiate the sex
chromosomes. A possible role of ribosomal DNA in the first step of sex chromosome
differentiation has been proposed by some authors (Reed and Phillips 1997; Cioffi et al.
2010) and we could not discard the possibility that this repetitive DNA was also involved in
the differentiation of the chromosomes of E. coloradorum.

The presence of heteromorphic sex chromosomes has already been reported in the
genus Engystomops, for E. freibergi and E. petersi (Targueta et al. 2010). However, these
species have a XX/XY sex determination system (Targueta et al. 2010). In amphibians, the
female heterogamety is considered to be the ancestral condition, while distinct XX/XY
systems probably arose by independent events more than once during the evolutionary
history of this group (Hillis and Green 1990). The coexistence of XX/XY and ZZ/ZW
systems in the same genus was already reported for the genus Pristimantis, previously

called Eleutherodactylus (Schmid et al. 2002; Schmid et al. 2003). The most intriguing case
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was found in Rana rugosa (Nishioka et al. 1993; Ogata et al. 2008), in which different
populations had distinct sex determination systems.

Based on the data available for the Engystomops genus, another open question for
further studies is whether a female-restricted heteromorphism like that observed in F.
coloradorum is also present in any of the other species of the Duovox clade, since females
of E. guayaco, E. randi, and E. montubio have not been analyzed. Anyway, it was possible
to conclude that E. pustulatus (a species of Edentulus clade) has no heteromorphic sex
chromosomes.

It was also among the E. coloradorum specimens that another interesting
cytogenetic feature was found, the presence of a triploid female. Apparently, this was a
normal female, and no external morphological abnormality was detected. Polyploidy cases
have already been reported for several lower vertebrates. Fish are the group with more
cases of polyploidy among the vertebrates. The Salmonidae and the Catostomidae are fish
families composed entirely of species with high levels of nuclear DNA content, probably
resulting from polyploidization events (Gregory et al. 2005). In salamanders, there are
some cases of hybridization generating triploids, as seen in the genus Ambystoma (Bogart et
al. 1985).

For anurans, cases of polyploid species/specimens have been reported for several
genera from different families. Tetraploid species, for example, were seen in the genera
Neobatrachus (Mahony and Robinson 1980), Odontophrynus (Begak et al. 1966),
Phyllomedusa (Begak et al.1970; Haddad et al. 1994) and Hyla (Ptacek et al. 1994).
Triploidy, on the other hand, is rarer in natural populations, but triploid specimens have

already been reported, for example, for Rana palustris (Wiley and Braswell 1986),
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Eupsophus vertebralis (Formas 1994), Rana esculenta (Gunther et al. 1979), Rana pipens
(Richards and Nace 1977), Leiopelma hochstetteri (Green et al. 1984) and Odontophrynus
sp. (Rosset et al. 2006). Cavallo et al. (2002) also reported cases of triploidy involving Bufo
viridis. Their hypothesis was that those triploid animals could be originated by
hybridization of the two populations (one diploid and one tetraploid). Stock et al. (2009)
also proved that triploidy in the Bufo virids complex is a result of hybridization. For the
same species complex, Stock et al. (2002) reported a triploid species, Bufo pseudoraddei
baturae.

“The polyploidy specimens can arise from allopolyploidy, when complete
chromosome sets come from diferrent species, seen for example in Rana esculenta
(Gunther et al. 1979), but polyploidy specimens can also arise from
autopolyploidy[ examples of autotriploidy were seen in Rana paulstris (Wiley and Braswell
1986), Eupsophus vertebralis (Formas 1994), Rana pipens (Richards and Nace 1977) and
Leiopelma hochstetteri (Green et al. 1984)]. In the case of the triploid female of E.
coloradorum, it is more plausible to consider the hypothesis of autopolyploidy, since none
of the other Engystomops species occurs sympatrically with E. coloradorum. The
geographic distribution of Engystomops coloradorum extends from the pacific lowlands to
Andean foothills, between the river Cupa and Baba (Cannatella and Duellman, 1984; Ron
et al., 2006; Frost, 2013; IUCN, 2011) and it does not overlap with the geographic
distribution of any other Engystomops species. Otherwise, the hypothesis of allopolyploidy

cannot be ruled out. As the karyotypes of the Engystomops species of Duovox clade are

* Esse paragrafo e o anterior estdo diferentes no artigo publicado, entretanto se adequam ao

que foi sugerido por um dos membros da Banca de Defesa de Tese de Doutorado.
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very similar, the cytogenetic analyses cannot help to decide between allopolyploidy and
autopolyploidy hypotheses. Therefore, further analyses that include nuclear and
mitochondrial species-specific DNA sequences would help in this issue.

Since the triploid female of E. coloradorum had only one NOR-bearing
chromosome 10 and if the hypothesis of autopolyploidy is correct, one can suppose that
the monoploid genome that was duplicated in this female had no NOR in chromosome 10.
Considering the hypothesis that the chromosomes of pair 10 of E. coloradorum actually are
sex chromosomes, this triploid female would have a ZZW set of sex chromosomes. Since
the genetic cascade that leads to sex differentiation is not well understood in anurans, the
finding of this triploid female would be also relevant for further studies on sex
determination.

In conclusion, while we could ascertain that the 2n = 20 is a synapomorphy of
Duovox clade, responding to the major question of this paper, the cytogenetic data used
here indicate that these anurans are a very interesting group, which deserves further studies,
specially because of the possibility of occurrence of heteromorphic sex chromosomes

among them.
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Figure 1. Male (A, B and E) and female (C and D) karyotype of Engystomops
coloradorum arranged from (A) Giemsa-stained (QCAZ 47271), (B) Ag-stained (QCAZ
47270), (C) hybridized with 28S rDNA probe (QCAZ 48579), (D) C-banded (QCAZ
48579) and (E) DAPI-fluorescent (QCAZ 47271) chromosomes. In the inset in B, the
NOR-bearing chromosome pairs No. 9 and 10 of QCAZ 48579 female E. coloradorum. In
F, the Giemsa-stained karyotype of the triploid female (QCAZ 48578) E. coloradorum. In

the inset in F, the Ag-stained NOR-bearing triplets No. 9 and 10. Bar =4 pum.
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Figure 2. Karyotype of QCAZ 47232 male Engystomops guayaco arranged from (A)

Giemsa-stained, (B) Ag-stained, (C) C-banded, and (D) DAPI-fluorescent chromosomes. In
the inset in B, the homomorphic NOR-bearing chromosome pair No. 9, with a terminal

NOR the long arm (QCAZ 47230). Bar =4 um.
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Figure 3
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Figure 3. Karyotype of Engystomops randi arranged from (A) Giemsa-stained (QCAZ

47244), (B) Ag-stained (QCAZ 47245), (C) C-banded (QCAZ 47244), and (D) DAPI-
fluorescent chromosomes (QCAZ 47244). In the inset in B, the heteromorphic NOR-

bearing chromosome pair No. 9 (QCAZ 47238). Bar =4 um.
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Figure 4
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Figure 4. Karyotype of QCAZ 47257 male Engystomops montubio arranged from (A)

Giemsa-stained, (B) NOR-bearing chromosome number 9 submitted to the Ag-NOR

technique, (C) C-banded, and (D) DAPI-fluorescent chromosomes. Bar =4 pm.
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Figure 5
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Figure 5. Karyotype of Engystomops pustulatus arranged from (A) Giemsa--stained

(QCAZ 47250), (B) Ag-stained (QCAZ 47250), (E) C-banded (QCAZ 47250) and (F)
DAPI-fluorescent (QCAZ 47263) chromosomes. In C-D, the Giemsa-stained (left), Ag-
stained (middle) and C-banded (right) NOR-bearing chromosome pair No. 9 of the

specimens QCAZ 47266 (C) and QCAZ 47263 (D). Bar =4 pum.
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Capitulo 1T

Estudo dos cromossomos sexuais de Engystomops

(Anura; Leptodactylidae) por pintura cromossémica
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Materiais e Métodos®

Espécimes

Foram utilizados seis espécimes machos de E. freibergi (ZUEC14443, ZUEC14440,
ZUEC14450, ZUEC14454, ZUEC14456, ZUEC14465), coletados no Parque Zoobotanico
da Universidade Federal do Acre (UFAC), Acre, Brasil, com a autorizagdo do
Ibama/SISBIO (Proc. 10678-2). Todos esses exemplares foram depositados no Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Campinas Prof. Adao José¢ Cardoso, Campinas,
Brasil. Foram também utilizados um macho e trés fémeas de E. petersi (QCAZ34935,
QCAZ34937, QCAZ34940, QCAZ34942), coletados na localidade de Puyo, Provincia de
Pastaza, Equador, ¢ um macho de E. petersi (QCAZ34947), procedente da Estacion
Cientifica Yasuni, Provincia de Orellana, Equador. Esses individuos foram depositados no

Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, Quito, Equador.

Preparacdes cromossomicas e analises citogenéticas

As preparagcdes cromossOmicas utilizadas foram geradas por Targueta e
colaboradores (2010) e estavam disponiveis no banco de suspensdes celulares do
Laboratério de Estudos Cromossdmicos, no Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, Unicamp.

Para comparagdo e identificagdo dos cromossomos sexuais, as preparacdes
cromossOmicas foram tratadas segundo a técnica de bandamento C (King, 1980),
modificada por Siqueira et al. (2008). Apds bandamento C, as metafases foram coradas

com DAPI (0,5 ug/mL). Regides organizadoras de nucléolo foram detectadas utilizando

3 Para detalhes sobre os métodos utilizados, ver Anexo L.
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sondas de DNAr nucleolar HM 123 (Meunier-Rotival et al., 1979) de acordo com a técnica

descrita por Viégas-Péquignot (1992).

Microdissec¢ao cromossomica

Suspensdes celulares de individuos de E. freibergi (ZUEC14465 e ZUEC14454),
fixadas em metanol: 4cido acético (3:1), foram gotejadas em laminulas recobertas por
membrana de polietileno (PEN). As preparacdes cromossomicas foram coradas com
Giemsa 10% e os cromossomos X e Y foram isolados com o auxilio do sistema de
micromanipulagdo a laser P.A.L.M. MicroBean da Zeiss. Paralelamente, também foi
isolada a regido do brago longo do cromossomo X que compreende grandes blocos
heterocromaticos, que se estende da regido adjacente a NOR até o telomero. Apds a

microdissec¢do, os tubos contendo material microdissecado foram mantidos a -20°C.

Amplificacdo do DNA de cromossomos microdissecados e obtenciao das sondas

Apo6s a microdissec¢ao dos cromossomos, 9 uL. de dgua foram colocados na tampa
de cada tubo eppendorf utilizado para a coleta do material. Depois de 16 horas, os tubos
foram centrifugados para a deposicdo do material cromossomico. Para a amplificacdo de
segmentos de DNA ali presentes, foi utilizado o sistema GenomePlex Single Cell
Amplification Kit WGA4 (Sigma-Aldrich), seguindo instru¢des do fabricante. O resultado
da amplificagdo foi verificado por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2%. O produto
amplificado (cerca de 40 ng/ul) foi purificado utilizando o sistema GenelJet PCR
Purification Kit (Fermentas) e quantificado em NanoDrop. O DNA purificado foi
reamplificado com o sistema GenomePlex Single Cell Reamplification Kit WGA3 (Sigma-
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Aldrich), substituindo o mix de dNTP sugerido pelo fabricante por um mix composto por
10 mM de dATP, 10 mM de dCTP, 10 mM de dGTP, 6,5 mM de dTTP ¢ 3,5 mM de
dUTP-DIG (ou 3,5 mM de dUTP-biotina). As sondas obtidas foram quantificadas em
NanoDrop e mantidas a -20°C até o uso.

As sondas construidas conforme descrito acima foram denominadas de pY, pXe e
pXh, e foram derivadas, respectivamente, da microdisseccdo de 15 cromossomos Y, 15
cromossomos X e 15 bragos longos do cromossomo X de E. freibergi (ZUEC14465 e
ZUEC14454).

Para os ensaios de hibridagdo in situ, as sondas foram diluidas, de tal maneira que a
mistura utilizada em cada area de hibridacao apresentava volume final de 22 pL e continha
sonda (cerca de 20 ng/uL), formamida (50%), dextran sulfato (10%), SSC (2X) e, como
DNA competidor, fragmentos de DNA da espécie em estudo (cerca de 200 ng/uL). Os
fragmentos de DNA usados como competidores da sonda apresentaram entre 75 pb e 500
pb, e foram obtidos apos autoclavar, por 30 minutos a 1,4 atm/120°C, amostras de DNA

gendmico mantidas em NaCl 0,3 M.

Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

Suspensodes celulares de E. freibergi foram gotejadas em laminas e mantidas a -20°C
por pelo menos uma noite. Para a desnaturacdo do DNA cromossoémico, as laminas foram
mantidas em solu¢do de formamida 70% a 72°C por 2 minutos. Em seguida, as preparacdes
cromossOmicas foram desidratadas em série alcodlica composta por solu¢des de metanol
70%, 90% e 100% em temperatura ambiente. As preparagdes cromossomicas foram

mantidas em temperatura ambiente até a completa desnaturagdo das sondas.

60



As sondas foram desnaturadas a 72°C por 10 minutos e renaturadas a 37°C por 80
minutos. Depois dessa etapa, 22 pL de uma mistura contendo sonda (pY, pXe, pXh ou
combinagdo 1:1 de sondas pY e pXe) (ver descricdo da mistura no item anterior) foram
gotejados nas preparagdes cromossomicas ja desnaturadas. As laminas foram mantidas a
37°C por uma noite.

Apobs esse periodo, as preparagdes cromossdmicas expostas as sondas pY e pXe
foram submetidas a dois banhos consecutivos de 5 minutos em solugdo de formamida 50%,
a 42°C. Depois foram lavadas em 0,4X SSC a temperatura ambiente (3 banhos com
duracdo de 5 minutos). Ja as preparagdes cromossOmicas expostas a sonda pXh foram
lavadas em solu¢do de formamida 50% a 37°C por 5 minutos e, em seguida, em 2X SSC.
Todas as preparagdes cromossomicas foram, entdo, colocadas em solucdo de PBT [PBS pH
7,4 (NaCl 130 mM, Na,HPO, 7 mM, NaH,PO4 3 mM), BSA 8,33%,Tween 20 0,1%] por 5
minutos. Para detec¢do das sondas, o material foi exposto a uma solugdo de PBT contendo
o anticorpo anti-digoxigenina (Roche) (1:200) ou anti-biotina (Roche) (3:500), por 60
minutos. As preparagdes cromossdmicas foram lavadas em PBT (3 banhos com duragdo de
5 minutos), cobertas com solucdo de DAPI 0,5 pg/mL em Vectashield (Vector),
visualizadas em microscopio de fluorescéncia Olympus e fotografadas. As imagens foram
editadas no programa Adobe Photoshop.

Para comparagdo das marcagdes das sondas pXe e pXh, as mesmas preparagdes
cromossOmicas foram submetidas a ensaios de hibridacdo in situ sequenciais.
Primeiramente, foi realizado o experimento com a sonda pXe como descrito acima. Apos a
detecgdo e captura das imagens, as preparacdes cromossOmicas foram tratadas para

remog¢do das sondas. Para tal procedimento, as preparagdes foram lavadas em agua
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corrente, incubadas em solu¢do de formamida 70% a 70°C por 2 minutos, lavadas em 2X
SSC gelado por 2 minutos e desidratadas em série alcodlica composta por solucdes de
etanol 70%, 85% e 100%. As preparacdes foram entdo submetidas a hibridacdo com a

sonda pXh, seguindo os mesmos passos acima descritos.

FISH interespecifica

As sondas obtidas a partir dos cromossomos X (pXe e pXh) e Y (pY) de E. freibergi
foram hibridadas em metafases mitdticas e meidticas de exemplares de E. petersi
provenientes de Puyo e de Yasuni. Para tanto, os mesmos protocolos descritos nos itens
anteriores foram testados, aumentando o tempo de incubacdo com as sondas para trés dias e

procedendo a lavagem para a remog¢do do excesso de sonda em formamida 50% a 37°C.

Resultados

A sonda produzida a partir da microdissec¢do de cromossomos Y de E. freibergi
(pY) detectou, em metafases dessa espécie, todo o cromossomo Y, conforme esperado. No
entanto, essa sonda hibridou também com um pequeno segmento do cromossomo X, que
incluiu uma regido do braco curto, o centromero e uma regido pericentromérica do brago
longo desse cromossomo (Figura 1A).

J& a sonda pXe, produzida a partir de cromossomos X de E. freibergi, nao foi
eficiente na deteccdo desse cromossomo em experimentos de hibridagdo in situ. Em
metafases mitdticas de E. freibergi, a sonda pXe detectou apenas uma regido do braco
curto, a regido centromérica, a regido pericentromérica do braco longo do X (Figura 1B).

Em algumas metéfases, essa sonda também detectou fracamente a regido centromérica do
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cromossomo Y e a regido centromérica de alguns autossomos. No entanto, em nenhum dos
experimentos realizados com a sonda pXe foi possivel detectar a maior parte do brago
longo do cromossomo X (Figura 1B e 2D). J& a sonda pXh, produzida a partir da
microdissec¢do do brago longo desse cromossomo, evidenciou claramente o grande bloco
heterocromatico DAPI positivo presente em Xq (Figuras 1C e 2C). Dessa forma, a
combina¢do das sondas pXe e pXh acarretou a deteccdo quase total do cromossomo X
(Figuras 2).

Foi interessante observar, em preparacdes meidticas de E. freibergi, que a regido
cromossomica do X detectada pela sonda pY e a do Y detectada pela sonda pXe estdo
proximas a regido do quiasma que une os bragos curtos dos cromossomos X e Y (Figura
3G).

Quando as sondas construidas a partir de E. freibergi foram utilizadas na hibridagado
in situ em preparacdes cromossOmicas da espécie-irma, E. petersi, ndo foi possivel detectar
nenhum cromossomo inteiro. As sondas pY e pXh ndo evidenciaram nenhuma regido de
qualquer par cromossomico de E. petersi (dados ndo mostrados). No entanto, a sonda pXe
evidenciou as regides centroméricas da maioria dos cromossomos autossomicos tanto nas
preparacdes de espécimes de E. petersi de Puyo, quanto nas de espécimes de Yasuni
(Figura 4). Nas preparacdes cromossdmicas de E. petersi de Puyo, foi possivel observar um
sinal mais acentuado de hibridagdo da sonda pXe na regido centromérica do cromossomo
X. E interessante destacar que o cromossomo 11 dos espécimes de Yasuni, considerado
possivelmente homedlogo ao cromossomo X dos espécimes de Puyo (ver Targueta et al.,
2010), ndo mostrou sinais evidentes da hibrida¢cdo da sonda pXe além daquele observado na

regido centromérica, também presente em outros cromossomos do cariotipo (Figura 4).
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Discussao

Os dados acima descritos mostram que tanto a sonda pXe quanto a pY marcaram
regides presentes em ambos os cromossomos sexuais de E. freibergi. Esse resultado pode
ser uma evidéncia de que os cromossomos X e Y dessa espécie ainda compartilham
sequéncias similares. Em analises de metafases meidticas, foi possivel observar que a
regido do cromossomo X detectada pela sonda pY e a regido do cromossomo Y detectada
pela sonda do X estdo proximas a regido do quiasma e, portanto, ¢ possivel que estejam
envolvidas no emparelhamento desses cromossomos sexuais. Tais caracteristicas permitem
classificar tais regides como pseudo-autossdmicas, ja que, segundo a definicdo de
Burgoyne (1982), regides pseudo-autossdmicas sdo segmentos dos cromossomos sexuais
que apresentam similaridade entre si e sdo responsaveis pelo pareamento durante a meiose
dos cromossomos homoélogos mesmo no sexo heterogamético.

Enquanto os resultados utilizando as sondas pXe e pY de E. freibergi apresentaram
evidéncias de possiveis regides pseudoautossomais, a sonda pXh foi especifica para a
regido heterocromatica do braco longo do cromossomo X, que também ¢é fortemente corada
com DAPI. Essa ¢ uma regido bastante diferenciada em relagdo ao cromossomo Y, que ndo
apresenta nenhuma regido heterocromatica intersticial (Figura 3). E possivel que, ao longo
da evolucdo desses cromossomos sexuais, essa regido heterocromadtica exclusiva do
cromossomo X tenha exercido importante papel na redu¢do da recombinagdo entre os
homologos.

Durante a evolugdo e diferenciagdo dos cromossomos sexuais, 0s primeiros passos
envolvem a aquisi¢do de genes determinantes sexuais em um dos cromossomos, seguido do

suprimento da recombinagdo entre os genes envolvidos na determinacdo sexual presentes
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nos cromossomos homoélogos (Charlesworth, 1991; Charlesworth et al., 2005). A
heterocromatinizagdo ¢ apontada como uma das causas ou consequéncias da supressao da
recombinagdo durante a diferenciacdo dos cromossomos sexuais (Bull, 1983; Charlesworth,
1991, Kejnovsky et al., 2009). Na maioria dos casos, o acimulo de heterocromatina ocorre
no cromossomo exclusivo do sexo heterogamético (W e Y) (exemplos em Ray-Chaudhuri
et al., 1971; Singh et al., 1980; Green, 1988b; Chakrabarti et al., 1983; Schmid et al., 1983;
Mahony, 1991; Schmid et al., 2002a; Ananias et al., 2004; Busin et al., 2008; Siripiyansing
et al, 2008; Vicari et al., 2008; Nascimento et al., 2010) e estd ligado a
degeneracao/diferenciacdo desses cromossomos (Schemberger et al., 2011; Schmid, 1980).
No entanto, ha estudos que demonstram a presenga da regido rica em heterocromatina no X
e no Z (em anfibios, exemplos em Miura, 1994; Sumida, 1997; Cuevas e Formas, 1996;
Schmid et al., 1993).

O actimulo de sequéncias repetitivas em regides heterocrométicas de cromossomos
X ja foi identificado em alguns organismos, como nos peixes Hoplias malabaricus (Cioffi
et al.,, 2010) e espécies de Eigenmannia (Henning et al., 2011), em que o estudo das
sequéncias repetitivas ali presentes foi detalhado por técnicas de citogenética molecular.
Cioffi e colaboradores (2010) propdem que a auséncia de recombinacdo entre os
cromossomos X e Y de H. malabaricus, provavelmente causada pelo acumulo de
sequéncias repetitivas de diferentes classes, poderia ter levado ao acumulo de mutagdes em
um dos cromossomos, o que explicaria a ndo observacdo, no cromossomo Y, de uma
regido de DNAr 18S presente no cromossomo X.

Como em H. malabaricus, em E. freibergi, o cromossomo X ¢ portador de uma

NOR pericentromérica na maioria dos espécimes, enquanto nenhuma NOR
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pericentromérica foi encontrada no cromossomo Y de diversos individuos dessa espécie. E
possivel, portanto, que o mesmo processo sugerido para H. malabaricus possa explicar o
heteromorfismo observado em relagdo a NOR nos cromossomos sexuais de E. freibergi. No
entanto, ndo descartamos a possibilidade de que o heteromorfismo de NOR tenha exercido
importante papel nas etapas iniciais da diferenciagdo dos cromossomos sexuais de F.
freibergi, assim como ja evidenciado para algumas espécies de salmonideos e caracideos
(Reed e Phillips, 1997; Artoni e Bertollo, 2002).

Além de auxiliar na analise das similaridades e diferengas dos cromossomos sexuais
de E. freibergi, a hibridacdo das sondas pXe, pXh e pY em preparacdes cromossdmicas de
E. petersi falhou na deteccdo de similaridades entre os cromossomos sexuais dessas
espécies. Algumas diferengas entre o cromossomo X de E. freibergi e o de espécimes de E.
petersi de Puyo ja tinham sido notadas, como a presenca de uma banda heterocromatica
intersticial somente no cromossomo X de E. freibergi (Targueta et al., 2010). Ja os machos
de E. petersi de Yasuni apresentam, compondo o par 11 do caridtipo, cromossomos
homomorficos semelhantes ao cromossomo X dos individuos de Puyo (Targueta et al.,
2010).

Com as andlises utilizando a sonda pXe, foi possivel observar, no cromossomo X de
E. petersi de Puyo, uma marcacdo mais acentuada do que aquelas encontradas nos
centrdmeros dos autossomos, indicando que essa regido possa apresentar maior
similaridade com o cromossomo X de E. freibergi. A mesma diferenca de intensidade nao
foi observada entre os sinais de hibrida¢ao da sonda pXe encontrados nos cromossomos do
par 11 de E. petersi de Yasuni (cromossomo hipoteticamente homeo6logo ao cromossomo X

dos espécimes de Puyo) e aqueles observados nos demais cromossomos desse cariotipo.
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Portanto, ¢ possivel que haja maior similaridade entre o cromossomo X de E. petersi de
Puyo e o cromossomo X de E. freibergi do que entre o cromossomo X de E. petersi de
Yasuni e o de E. freibergi.

Além dessa relagdo, o resultado da hibridacdo in situ com a sonda pXh permitiu
observar que os blocos heterocromaticos do brago longo do cromossomo X de E. freibergi
e os de E. petersi diferem ndo apenas quanto a localizacdo e tamanho, mas também em
relacdo a composicdo molecular (seja em relagdo ao tipo de sequéncia ali presentes ou a
quantidade de repeti¢cdes destas). Portanto, o acimulo de sequéncias heterocromaticas nos
cromossomos X das duas espécies parece ter ocorrido independentemente. A auséncia de
sinais de hibridagdo da sonda pY no cromossomo Y de E. petersi (de Puyo) também pode
ser explicada pela origem independente desses cromossomos a partir de cromossomos
autossomos ancestrais. Por outro lado, o alto grau de diferenciacdo dos cromossomos X e Y
das espécies em questdo pode também ter sido resultado do grande tempo de divergéncia
das espécies. Dessa forma, embora os resultados aqui apresentados ndo evidenciem que os
cromossomos sexuais de E. petersi (de Puyo) e de E freibergi tenham compartilhado a
mesma historia evolutiva, outros estudos ainda sdo necessarios para elucidar se algumas
etapas da divergéncia desses cromossomos ocorreu ou ndo no ancestral comum dessas

espécies.
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Figuras

Figura 1

Figura 1. Hibridacdo das sondas pY (A), pXe (B) e pXh (C) no cariétipo de Engystomops

freibergi. Barra 4 pm.
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Figura 2

Figura 2. Metéafase mitotica de E. freibergi hibridada com as sondas pXe e pXh. A.
Metafase corada com DAPI. B. Sinal da sonda pXe. C. Sinal da sonda pXh. D.
Sobreposi¢cdo dos sinais das sondas pXe (verde) e pXh (vermelho). Note que as regides

detectadas pela sonda pXh sdo blocos heterocromaticos DAPI-positivos. Barra 4 um.
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Figura 3

Giemsa A Banda-C B

s

Figura 3. Comparacdo entre os cromossomos X ¢ Y de Engystomops freibergi. A.
Cromossomos mitoticos corados com Giemsa. B. Cromossomos mitoticos submetidos a
técnica de Bandamento C. C. Cromossomos mitdticos corados por DAPI apds bandamento
C. D. Cromossomos mit6ticos hibridados com a sonda HM123. E. Cromossomos mitdticos
submetidos a hibridacdo com as sondas pY(esquerda), pXe (centro) e pXh (direita). F.
Esquema demonstrando as regides de hibridacdo das sondas produzidas nesse trabalho. A
cor azul identifica as regides de hibridacdo da sonda pY, a cor vermelha, as regides de
hibridac¢ao da sonda pXe e a cor amarela, as regides de hibrida¢dao da sonda pXh. Em preto
estdo indicadas as regides evidenciadas pela técnica de Bandamento C. G. Anéis meidticos

hibridados com as sondas HM123 , pY, pXe e pXh.
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Figura 4

Figura 4. Hibridacdo da sonda pXe nos caridtipos de individuos de E. petersi de Puyo
(Equador) (A) e de Yasuni (Equador) (B). Os cromossomos X do individuo de Puyo e os

cromossomos 11 do individuo de Yasuni estdo apontados. Barra 4 um.
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Capitulo 111

Localizacio de sequéncias de DNA satélite PcP190EcoRI e de DNAr 5S nos

cromossomos das espécies do género Engystomops
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Materiais e Métodos*

Espécimes

As amostras de tecidos e de suspensdes celulares utilizadas, respectivamente, para a
extragdo de DNA gendmico e a obtengdo de preparacdes cromossdmicas, tanto de E.
freibergi e quanto de E. petersi, foram as mesmas produzidas por Targueta et al. (2010) e
Targueta et al. (2011), disponiveis no Laboratério de Estudos Cromossdmicos, do Instituto
de Biologia da UNICAMP. Os vouchers estdo depositados no Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Campinas Prof. Adao Jos¢ Cardoso, Campinas, Brasil (ZUEC) e
no Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, Quito, Equador
(QCAZ).

Para o isolamento do DNAr 5S foram utilizadas amostras de suspensdes celulares
de individuos das seguintes espécies do clado Duovox: E. coloradorum (QCAZ47273), E.
randi (QCAZA7237), E.guayaco (QCAZAT7230) e E. pustulatus (QCAZA47251).

Para andlise da localizacdo cromossomica das sequéncias de DNAr 5S e
PcP190EcoRI foram utilizadas preparagdes cromossomicas de E. coloradorum
(QCAZ47270, QCAZA47270, QCAZA8577, QCAZAT271, QCAZAT273, QCAZAT2TS), E.
pustulatus  (QCAZA47249, QCAZA7253, QCAZA47263, QCAZAT266), E. randi
(QCAZ47236, QCAZAT244, QCAZAT245), E. guayaco (QCAZAT7230, QCAZA7232,
QCAZA7233), E. montubio (QCAZAT257), E. freibergi (ZUEC14440, ZUEC14450,
ZUEC14452, ZUEC14454) e E. petersi da localidade de Puyo (QCAZ34934, QCAZ34935,

QCAZ34937, QCAZ34942) e Yasuni (QCAZ34946, QCAZ34947).

% Para detalhes sobre os métodos utilizados, ver Anexo L.
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Obtencao de DNA genomico a partir de suspensées celulares

Para o isolamento de sequéncias de DNAr das espécies do género Engystomops
pertencentes ao clado Duovox foram primeiramente obtidas amostras de DNA gendmico a
partir de suspensdes celulares fixadas em metanol:acido acético (3:1). O fixador das
suspensdes celulares foi substituido por tampado Tris-EDTA pH 8,0 e, em seguida, foi
realizada a extragdo de DNA segundo Bruschi et al. (2012). A integridade do DNA foi

visualizada em gel de agarose 0,8%.

Isolamento de cromossomos por microdisseccio a laser

Suspensdes celulares de um individuo de E. freibergi (ZUEC14465), fixadas em
metanol: 4cido acético (3:1), foram gotejadas em laminulas recobertas por membrana de
polietileno (PEN). O material foi corado com Giemsa 10% e os experimentos de
microdisseccdo de cromossomos do par 3 foram realizados com o auxilio do
micromanipulador a laser P.A.L.M. MicroBean da Zeiss. Ap6s a microdissec¢ao, os tubos

contendo os cromossomos foram mantidos a -20°C.

Isolamento de sequéncias de DNAr 5S de espécies do clado Duovox

A unidade repetitiva inteira do DNAr 58S foi isolada de amostras de DNA gendmico
utilizando os primers 5S-A e 5S-B (Pendas et al., 1994) (Figura 1). Os fragmentos obtidos
foram purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up system (Promega). Os

fragmentos foram entdo clonados como descrito no item Clonagem e Sequenciamento.
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Isolamento de sequéncias de E. frreibergi pertencentes a familia de DNA satélite
PcP190EcoRI

O isolamento de sequéncias da familia de DNA satélite PcP190EcoRI derivada do
DNAr 58S descrita por Vittorazzi e colaboradores (2011) foi feita por PCR a partir de copias
do cromossomo 3 microdissecadas de E. freibergi (ZUEC14465), com o emprego dos
primers P190F e P190R (Vittorazzi et al., 2011). A escolha dessa estratégia se baseou em
estudos paralelos realizados em nosso grupo de pesquisa, que detectaram, com sondas
derivadas de sequéncias PcP190EcoRI de P. cuvieri, a regido pericentromérica do
cromossomo 3 de E. freibergi. Considerando que essa regido ¢ também o sitio
cromossomico de DNAr 58S do tipo I (Rodrigues et al., 2012) e que ha grande similaridade
entre as sequéncias PcP190EcoRI e de DNAr 5S do tipo I, o isolamento de sequéncias
PcP190EcoRI de copias do cromossomo 3 microdissecadas ¢ importante estratégia para a

comprovagdoo da presenga desse tipo de sequéncia no cromossomo em questao.

Clonagem e sequenciamento

Os fragmentos isolados por PCR foram clonados em plasmideos pGEM-T (pGEM-
T easy Vector — Promega) de acordo com instru¢des do fabricante. Os vetores
recombinantes foram utilizados para a transformagdo de bactérias E.coli da linhagem JM
109, com o auxilio do sistema TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo
Scientific). As bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB na presenca de
ampicilina (100 pg/mL de meio), X-gal (4 ug/mL de meio) e IPTG (0,1 mM). Coldnias
brancas de bactérias foram selecionadas e plaqueadas em novo meio sélido, contendo

ampicilina (100 pg/mL de meio). Amostras de cada colonia foram utilizadas para a
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extracdo de DNA plasmidial, segundo o método de mini-prep descrito por Sambrook et al.
(1989). As amostras foram amplificadas com os primers T7 e SP6, e purificadas com kit de
purificagdo Wizard SV Gel and PCR Clean-up system (Promega). O DNA purificado foi
usado como molde em reagdes de sequenciamento com BigDye Terminator versao 3.1
(Applied Biosystem). As sequéncias obtidas foram analisadas no programa BioEdit versdo

7.0.1 e comparadas com sequéncias depositadas no GenBank.

Hibridacao in situ Fluorescente

Sondas foram produzidas a partir da amplificacdo por PCR, na presenca de dUTP
marcado com digoxigenina (Roche), de sequéncias de DNAr 5S de 650 pb isoladas de E.
coloradorum e de sequéncias da familia de DNA satélite PcP190EcoRI isoladas de E.
freibergi. A sonda de DNAr 5S foi hibridada em preparagdes cromossomicas de E.
coloradorum, E. pustulatus, E. randi e E. montubio. A sonda do DNA satélite
PcP190EcoRI foi hibridada em preparagdes cromossdmicas de E. colorodorum, E.
pustulatus, E. randi, E. montubio, E. guayaco, E. petersi e E. freibergi. As reagdes de
hibridacao foram realizadas segundo descrito em Viegas-Péquignot (1992) e a detec¢do das
sondas marcadas com digoxigenina foi realizada com anticorpo anti-digoxigenina acoplado
a rodamina (Roche). Os cromossomos foram contracorados com DAPI (0,5 pg/mL). As
metafases foram visualizadas em microscopio Olympus e analisadas nos programas Image
Pro Plus versdo 4.5.0.19 e Adobe Photoshop.

Para a andlise comparativa da localizagdo das sondas de DNAr 5S de 650 pb e do
DNA satélite PcP190EcoRI foram realizados ensaios sequenciais de hibridacdo in situ nas

mesmas preparacdes cromossomicas. Primeiramente, foi realizado o experimento com a
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sonda de DNAr 5S de 650 pb como descrito acima. Apds a deteccdo e captura das imagens,
as preparagdes cromossOmicas foram tratadas para remocdo das sondas. Para tal
procedimento, as preparagdes foram lavadas em 4gua corrente, incubadas em solugdo de
formamida 70% a 70°C por 2 minutos, lavadas em 2X SSC gelado por 2 minutos e
desidratadas em série alcoodlica composta por solu¢des de etanol 70%, 85% e 100%. As
preparacdes cromossOmicas foram, entdo, hibridadas com a sonda de DNA satélite
PcP190EcoRI. Novas imagens foram capturadas e o sinal em verde da sonda do DNA
satélite PcP190EcoRI foi alterado artificialmente antes da sobreposi¢do dessas imagens

com aquelas resultantes da hibridagdo com a sonda de DNAr 5S.

Resultados

Analise das sequéncias de DNAr 5S das espécies de Engystomops do clado
Duovox

Clones recombinantes contendo insertos de aproximadamente 700 pb,
correspondentes a unidades repetitivas de DNAr 58S isoladas por PCR com os primers 5S-A
e 5S-B, foram obtidos para todas as espécies de Engystomops do clado Duovox, E.
coloradorum, E. randi, E. guayaco e E. pustulatus (Figura 2). Uma pequena variagdo de
tamanho foi observada entre os fragmentos clonados, resultante exclusivamente de
diferencas nas sequéncias de NTS, as quais apresentaram tamanhos variando entre 527 pb e
560 pb (Figura 2).

As sequéncias de aproximadamente 700 pb das quatro espécies do clado Duovox
apresentaram cerca de 88% de similaridade entre si. Quando as regides que possivelmente

transcrevem o RNAr 5S de cada espécie foram comparadas (120 pb), estas apresentaram
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maior similaridade, sendo que entre as sequéncias de E. randi e E. guayaco foi possivel
notar 100% de similaridade entre elas. Ao contrdrio, a regido de NTS mostrou maior
variagdo, apresentando cerca de 88,3% de similaridade entre as espécies em questdo.

Quando comparadas com as sequéncias repetitivas do DNAr 5S do tipo II de E.
petersi e E. freibergi (descritas por Rodrigues et al., 2012), as sequéncias de cerca de 700
pb isoladas das espécies do clado Duovox apresentaram aproximadamente 70% de
similaridade. Se consideradas apenas as regides de 120 pb possivelmente transcritoras de
RNAr 58S, a similaridade entre as sequéncias em questao foi de cerca de 93%.

Além dos insertos acima descritos, foi também clonado um fragmento de 201 pb,
isolado de E. coloradorum. A diferenga de tamanho entre esse inserto e as demais
sequéncias ¢ devido a regido do NTS, que nesse caso ¢ de apenas 82 pb (Figura 3). A
comparagdo entre essa sequéncia de 201 pb e as unidades repetitivas do DNAr 5S do tipo |
isoladas de E. petersi e E. freibergi (descritas por Rodrigues et al., 2012) mostrou cerca de
99% de similaridade.

Devido a diferenca de tamanho e composi¢ao nucleotidica do NTS, o inserto menor
e os insertos maiores foram denominados de DNAr 5S tipo I e DNAr 5S tipo II,
respectivamente.

Tanto na unidade repetitiva do DNAr 5S do tipo I quanto na sequéncia do DNAr 5S
do tipo II, foi possivel identificar regides possivelmente envolvidas na regulacdo da
transcri¢do. Nas duas classes de sequéncias foi possivel identificar uma regido rica em T
entre as posigoes -119 e -130 (Figuras 2 e 3), que pode corresponder a sequéncia poli-T de
terminagdo da transcricdo originalmente descrita por Korn e Brown (1978). Dentro da

regido transcritora foi possivel localizar o Box-A, o elemento intermediario e o Box-C,
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previamente descritos para as sequéncias de DNAr 5S de Xenopus (Pieler et al., 1987)
(Figuras 2 e 3). No NTS da unidade repetitiva de DNAr 5S do tipo I isolada de E.
coloradorum foi ainda possivel encontrar uma regiao de TATA-Box na posi¢ado -26 (Figura

3).

Localiza¢cdo do DNAr 5S do tipo II nos caridtipos das espécies de Engystomops
do clado Duovox

As sondas constituidas de DNAr 5S do tipo II foram mapeadas em uma regido distal
do brago longo do cromossomo 6 de E. coloradorum (Figura 4A), E. randi (Figura 4B) ¢ E.
montubio (dados ndo mostrados). No caridtipo de E. pustulatus, a regido detectada pela
sonda de DNAr 5S do tipo II esta localizada intersticialmente no brago longo do
cromossomo 6 (Figura 4C).

Nos ensaios de hibridacdo in situ realizados em preparagdes cromossomicas de E.
coloradorum, que utilizaram como sonda a sequéncia de DNAr 5S do tipo I isolada dessa

espécie, ndo foi possivel localizar nenhuma regido cromossomica.

Anadlise de sequéncias de E. freibergi isoladas com os primers PcP190EcoRI

A amplificacdo, utilizando os primers PcP190, de segmentos de DNA contidos em
amostras de cromossomos 3 de E. freibergi microdissecados geraram fragmentos de 156
pb. A anélise da composi¢ao nucleotidica de quatro fragmentos clonados mostrou cerca de
97% de similaridade entre eles. A sequéncia em questdo apresentou 90% de similaridade
com as sequéncias pertencentes a familia de DNA satélite PcP190EcoRI descritas por

Vittorazzi e colaboradores (2011) (Figura 5). Quando comparada com as unidades
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repetitivas inteiras do DNAr 5S do tipo I e do tipo II de E. freibergi (Rodrigues et al.,
2012), a sequéncia PcP190EcoRI isolada de E. freibergi apresentou 56% e 55% de

similaridade, respectivamente.

Localiza¢do cromossdomica das sequéncias PcP190EcoRI nos cariétipos das
espécies de Engystomops dos clados Duovox e Edentulus

No caridtipo de E. freibergi a sequéncia PcP190EcoRI foi mapeada no brago curto
do cromossomo 3 (Figura 6A). Em algumas metafases dessa espécie, foi possivel observar
que a marcagdo se estendia ao braco longo do cromossomo 3, porém os sinais presentes no
braco longo desse cromossomo eram mais dispersos.

As hibridagdes realizadas nos cariotipos de espécimes de E. petersi das localidades
de Puyo e Yasuni mostraram o aciimulo de sequéncias de DNA satélite PcP190EcoRI na
regido proximal do brago curto do cromossomo 3 e do cromossomo 5, respectivamente,
além de duas regides pontualmente localizadas na regido intersticial no brago longo desses
cromossomos (Figuras 6B e 6C).

A localizagdo cromossomica das sequéncias PcCP190EcoRI variou entre as espécies
pertencentes ao clado Duovox (Figura 6). Nos caridtipos de E. montubio, E. randi ¢ E.
guayaco, a sonda detectou a regido pericentromérica dos dois bracos do cromossomo 3
(Figura 6D). Nos cariotipos de E. randi e de E. guayaco, a sonda PcP190EcoRI também
detectou uma regido pericentromérica do brago longo do cromossomo 5 (Figuras 6E e 6F).
No cariétipo de E. coloradorum, somente uma regido pericentromérica do brago longo do
cromossomo 5 foi evidenciada pela sonda em questao (Figura 6G).

No cariotipo da espécie E. pustulatus foi possivel detectar 3 pares de cromossomos
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portadores de sequéncias PcP190EcoRI. As regides detectadas estavam localizadas na
regido pericentromérica de ambos os bragcos dos cromossomos do par 1, na regido
pericentromérica do braco curto dos cromossomos do par 3 e na regido pericentromérica do

brago longo dos cromossomos do par 4 (Figura 6H).

Mapeamento simultineo das sondas de DNAr 5S do tipo II ¢ PcP190EcoRI

A hibridacao in situ, em uma mesma metafase de E. randi, das sondas de DNAr 5S
do tipo II e PcP190EcoRI permitiu observar que os sitios de hibridacdo dessas sondas ndo
sd0 0s mesmos, embora ambas hibridem em cromossomos metacéntricos de tamanho médio
(Figura 7). Com base nessa informacdo e nos resultados acima descritos, ideogramas
representativos dos cromossomos portadores de sitios de DNAr 5S do tipo I e do tipo I, e
de sequéncias PcP190EcoRI das espécies de Engystomops do clado Duovox foram
construidos e apresentados na Figura 8, que também sumariza os dados relativos ao clado

Edentulus.

Discussao

A semelhanga entre as sequéncias de DNAr 5S de cerca de 700 pb obtidas das
espécies de Duovox e aquelas unidades repetitivas do DNAr 5S do tipo II previamente
encontradas no clado Edentulus (Rodrigues et al., 2012) sugere que todas sejam
pertencentes & mesma classe de sequéncias. Da mesma maneira, a grande similaridade
encontrada entre a sequéncia de DNAr 5S de cerca de 200 pb isolada de E. coloradorum e
as unidades repetitivas do DNAr 5S do tipo I de E. freibergi e de E. petersi (descritas por

Rodrigues et al., 2012) sugere a origem comum dessas sequéncias.

82



A identificacdo de uma sequéncia do DNAr 5S do tipo I somente na espécie E.
coloradorum ndo descarta a possibilidade de que essa sequéncia esteja presente no genoma
das outras espécies do clado Duovox. Maiores estudos com objetivo especifico de isolar
tais sequéncias sdo necessarios, visto que a presenca dessa classe de DNAr 5S ja foi
relatada para anuros do clado Edentulus do género Engystomops (Rodrigues et al., 2012) e
também para Physalaemus (Vittorazzi et al., 2011), género proximamente relacionado a
Engystomops.

E interessante notar que a presenga de mais de um tipo de DNAr 5S é uma
caracteristica comum também dentre outros organismos, tendo sido descrita, por exemplo,
para Xenopus (Korn e Brown, 1978; Peterson et al., 1980; Nietfeld et al., 1988), varias
espécies de peixes (Martins e Galetti, 2001a; Martins e Galetti, 2001b; revisdo de Martins e
Wasko, 2004) e moluscos (Freire et al., 2010). Outros variantes funcionais de DNAr 5S
também foram encontrados em todos os estdgios de desenvolvimento embrionario em
ourico, de odcito a larva (Dimarco et al., 2012).

Embora nenhum teste de expressdo génica tenha sido realizado, tanto na sequéncia
de DNAr 58S do tipo I de E. coloradorum quanto nas sequéncias de DNAr 5S do tipo II de
E. guayaco, E. coloradorum, E. randi e E. pustulatus foram observadas sequéncias
similares as regides Box-A, elemento intermediario, Box-C e regido poli-T (descritas por
Pieler et al., 1987; Korn e Brown, 1978), o que sugere a funcionalidade desses segmentos
de DNA.

Por outro lado, diferentes classes de sequéncias repetitivas, aparentemente nao
transcritoras de RNAr, mas com composi¢do nucleotidica semelhante aquela de sequéncias

de DNAr 58S, ja foram encontradas por diversos autores (Wu e Wu, 1987; Murakami e
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Fujitani, 1998; Martins et al., 2006; Zhao et al., 2008; Vittorazzi et al., 2011). Uma familia
de DNA satélite derivada de DNAr 5S encontrada no genoma do peixe Hoplias
malabaricus foi mapeada na regido centromérica de varios cromossomos dessa espécie
(Martins et al., 2006), resultado semelhante ao observado por Vittorazzi e colaboradores
(2011) ao mapearem sequéncias da familia PcP190EcoRI, derivada de DNAr 5S, em
caridtipos de espécimes de Physalaemus cuvieri. Vittorazzi e colaboradores (2011)
apontam ainda a co-localizacdo de sequéncias dessa familia de DNA satélite com
sequéncias de DNAr 58S do tipo I no cromossomo 3 desse anuro.

O mapeamento de sequéncias de DNAr 5S e de sequéncias PcP190EcoRI nos
cariotipos de Engystomops permitiu interessante comparagdo entre esses cariotipos.
Rodrigues e colaboradores (2012), com base na localizacdo do sitio de DNAr 5S do tipo II,
sugeriram a homeologia dos cromossomos 6 das espécies de Engystomops do clado
Edentulus (E. freibergi e E. petersi) com 0s cromossomos 5 de P. cuvieri. No presente
trabalho, foi possivel localizar um sitio de DNAr 5S do tipo II nos cromossomos 6 em
quatro espécies de Engystomops do grupo Duovox aqui analisadas (E. coloradorum, E.
randi, E. montubio, E. pustulatus) e inferir assim a homeologia desses cromossomos entre
si e também com o cromossomo 6 das espécies de Engystomops do grupo Edentulus e o
cromossomo 5 de P. cuvieri.

De maneira semelhante ao observado em P. cuvieri, em E. freibergi e em E. petersi,
as sondas de sequéncias de DNAr 5S do tipo I (Rodrigues et al., 2012) e as sondas do DNA
satélite PcP190EcoRI (presente trabalho) evidenciaram as mesmas regides cromossdmicas
(regido pericentromérica do brago curto do cromossomo 3 do E. freibergi e em E. petersi de

Puyo; e regido pericentromérica do cromossomo 5 de E. petersi de Yasuni). Essas
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sobreposi¢des dos sinais de hibridacdo na andlise microscopica de cromossomos
metafasicos sugerem a co-localizagdo das sequéncias de DNAr 5S do tipo I e de
PcP190EcoRI em sitios adjacentes ou intercaladas em um unico sitio. A presenga do DNA
satélite no cromossomo 3 de E. freibergi foi comprovada pela obtencdo de sequéncias
PcP190EcoRI por meio de reagdes de PCR realizadas a partir de uma amostra desses
cromossomos 3 microdissecados.

Rodrigues e colaboradores (2012) sugeriram que o cromossomo submetacéntrico
classificado como 3 em E. freibergi e em E. petersi de Puyo e o cromossomos 5 dos
espécimes de E. petersi de Yasuni sdo homeologos devido a semelhante morfologia e a
presenca de um sitio de DNAr 58S tipo I. A detec¢do de sequéncias PcP190EcoRI nesses
mesmos sitios cromossdmicos corroboram essa hipotese de homeologia.

Em trés das espécies de Engystomops do clado Duovox (E. coloradorum, E.
guayaco ¢ E. randi), as sequéncias de DNAr 5S do tipo II e PcP190EcoRI também foram
importantes para a diferenciacdo dos cromossomos 5 e 6, que morfologicamente sdo
bastante semelhantes. Enquanto a sequéncia de DNAr 5S do tipo II foi mapeada no
cromossomo 6, o cromossomo 5 € portador de um sitio PcP190EcoRI.

Por fim, ¢ interessante observar que a localizagdo das sequéncias PcP190EcoRI
diferiu entre as espécies de Engystomops. Embora o cromossomo 3 de todas as espécies
estudadas do clado Duovox, o cromossomo 3 de E. freibergi e os homeologos a ele nos
caridtipos de E. petersi (cromossomo 3 de E. petersi de Puyo e 5 de E. petersi de Yasuni)
tenham apresentado um sitio de PcP190EcoRI, esse ndo foi o tinico cromossomo portador
da sequéncia em trés das espécies do clado Duovox. Tal resultado abre caminho para novos

estudos, que auxiliem no entendimento da dindmica evolutiva dessa familia de DNA
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repetitivo e sua relacdo com o DNAr 5S.

Figuras

Figura 1
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Figura 1. Esquema da organizagdo in tandem dos genes ribossomais 5S do tipo I e do tipo

Il de Engystomops coloradorum. As setas pretas mostram as regides de anelamento dos

primers 5S-A e 5S-B.
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Figura 2

JF325858-E. petersi 5SII
JF325845-E. freibergi S5SII
DIC1-E. coloradorum 5SII
D3C3-E. rardi 5SII
D2CS-E. guayaco SSII
D4CS-E. pustulatus 5SII

JF325858-E. petersi 5SII
JF325845-E. freibergi 5511
DIC1-E. coloradorum SSII
D3C3-E. rardi SSII
D2C5-E. guayaco 5SII
D4CS-E. pustulatus 5SII

JF325858-E. petersi 5SII
JF325845-E. freibergi 5511
D1C1-E. coloradorum 5SII
D3C3-E. rardi SSII
D2C5-E. guayaco SSII
D4C5-E. pustulatus 5SII

JF325858-E. petersi 5SII
JF325845-E. freibergi 5SII
DIC1-E. coloradorum SSII
D3C3-E. rardi SSII
D2C5-E. guayaco SSII
D4CS-E. pustulatus 5SII

JF325858-E. petersi 5SII
JF325845-E. freibergi 5511
DIC1-E. coloradorum SSII
D3C3-E. rardi SSII
D2C5-E. guayaco 5SII
D4CS-E. pustulatus 5SII

JF325858-E. petersi 5SII
JF325845-E. freibergi 5511
DIC1-E. coloradorum SSII
D3C3-E. rardi 5SII
D2C5-E. guayaco SSII
D4CS-E. pustulatus 5SII

JF325858-E. petersi 5SII
JF325845-E. freibergi 5511
DIC1-E. coloradorum SSII
D3C3-E. rardi SSII
D2C5-E. guayaco SSII
D4CS-E. pustulatus 5SII

JF325858-E. petersi 5SII
JF325845-E. freibergi 5SII
DIC1-E. coloradorum 5SII
D3C3-E. rardi 5SII
D2CS-E. guayaco SSII
D4CS-E. pustulatus 5SII

Figura 2. Alinhamento das sequéncias de DNAr 5S do tipo Il das espécies de Engystomops
do grupo Duovox obtidas nesse trabalho com as sequéncias do DNAr 5S do tipo II de

Engystomops petersi e de Engystomops freibergi, depositadas no GenBank (JF325858 e
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JF325845). A caixa cinza representa a sequéncia provavelmente transcrita. As setas
indicam a regido de anelamento dos primers utilizados para isolamento das sequéncias. Os
elementos regulatorios estdo indicados (Box-A, elemento intermediario - EI, Box-C,

Regido rica em T).

Figura 3

JF325866 - E. petersi SSI \ >
JF325870 - E. freibengi SSI e et e e e
DIC2 - E. coloradorum . ST e S e S S m S S S S S S S S S S S S S S =

JF325866 - E. petersi 5SI ATAAGCTTTTTGTTTTTTC
JF325870 - E. freibergi 551 G
D1C2 - E. coloradorum G
Regido Rica-T TATA-box

Figura 3. Alinhamento das sequéncias de DNAr 5S do tipo I de E. coloradorum com as
sequéncias do DNAr 5S do tipo | de Engystomops petersi e Engystomops freibergi
depositadas no GenBank (colocar os nimeros de acesso JF325866 e JF325870). A caixa
cinza representa a sequéncia provavelmente transcrita. As setas indicam a regido de
anelamento dos primers utilizados para isolamento das sequéncias. Os elementos
regulatdrios estdo indicados (Box-A, elemento intermedidrio - EI, Box-C, Regido rica em

T, Box TATA).
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Figura 4

Figura 4. Hibridagdo da unidade repetitiva do DNAr 5S do tipo II utilizando como sonda a
sequéncia obtida da espécie E. coloradorum nos caridtipos de E. coloradorum (A), E. randi

(B) e E. pustulatus (C). Barra 4 pm.
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Figura 5
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Figura 5. Alinhamento das sequéncias de DNAr 5S do tipo I e do tipo Il de E. freibergi
disponiveis no GenBank (JF325870 e JF325845, respectivamente), com a sequéncia de
DNA satélite PcP190EcoRI de Physalaemus cuvieri disponivel no GenBank (JF281125) e
com a sequéncias de DNA satélite PcP190EcoRI isolada do cromossomo 3 microdissecado

de metafases de E. freibergi.
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Figura 6

Figura 6. Hibridacdo da sequéncia PcP190EcoRI no caridtipo das espécies do género
Engystomops: E. freibergi (A), E.petersi de Puyo (B), E. petersi de Yasuni (C), E.
montubio (D), E. randi (E), E. guayaco (F), E. coloradorum (G), E. pustulatus (H). Barra 4

um.
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Figura 7

Figura 7. Hibridagdo da sequéncia PcP190EcoRI (sinal em verde) e da sonda contendo o
DNAr 5S do tipo II de Engystomops coloradorum (sinal em vermelho) em metafase de

espécime de Engystomops randi. Barra 2 um.
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Figura 8
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Figura 8. Cladograma baseado na filogenia proposta por Ron et al. (2010) e Funk et al.

(2012) para o género Engystomops. Ao lado, esquema demonstra os sinais de hibridacdo da
sonda PcP190EcoRI em vermelho (obtidos no presente trabalho) e da sonda de DNAr 5S
do tipo II em verde (obtidos nesse trabalho e por Rodrigues et al., 2012). Em azul, a

localizacdo da sonda de DNAr 5S do tipo I proposta por Rodrigues et al. (2012), que se
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encontra co-localizada a sonda PcP190EcoRI no cromossomo 3 de E. freibergi e em E.

petersi de Puyo e no cromossomo 5 de E. petersi de Yasuni.
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VI. Consideracoes finais

O estudo citogenético classico de espécies de Engystomops pertencentes ao clado
Duovox que ainda ndo haviam sido cariotipadas mostrou que o niimero diploide 2n=20 ¢
uma sinapomorfia do grupo Duovox. Apesar dos caridtipos de E. coloradorum, E. randi, E.
montubio, E. guayaco e E. pustulatus aqui descritos serem muito semelhantes entre si e
também com o de E. puyango (Ron et al., 2010), foi possivel detectar a presenca de
possiveis cromossomos sexuais heteromorficos do sistema ZZ/ZW na espécie E.
coloradorum. Também dentre os individuos dessa espécie foi encontrado um individuo

triploide, que consistiu no primeiro relato de poliploidia natural para o género.

Por outro lado, utilizando técnicas modernas de citogenética, foi possivel melhor
caracterizar os cromossomos sexuais de E. freibergi, espécie pertencente ao clado
Edentulus. Os dados mostraram que a regido heterocromatica do brago longo do
cromossomo X de E. freibergi apresenta caracteristicas moleculares especificas, nao
compartilhadas pelo cromossomo Y ou qualquer autossomo desse caridtipo. Tal resultado
sugere que esse segmento heterocromdtico possa ter exercido importante papel nos
processos de diferenciacdo dos cromossomos sexuais de E. freibergi. Ja as regides
proximais dos cromossomos X e Y dessa espécie podem representar regides pseudo-

autossdmicas envolvidas no pareamento desses cromossomos durante a meiose.

Além dessas analises, algumas homeologias cromossdmicas entre os cariotipos do
género Engystomops puderam ser apontadas apds o mapeamento cromossdmico de
sequéncias de DNAr 5S e de sequéncias PcP190EcoRI, referentes a uma familia de DNA

repetitivo derivada de DNAr 5S. A hipdtese de homeologia entre o cromossomo 3 de E.
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freibergi e os cromossomos 3 e 5 de E. petersi de Puyo e Yasuni, respectivamente, proposta
previamente por Rodrigues e colaboradores (2012), foi corroborada pela marcagdo da
regido pericentromérica do braco curto desses cromossomos com a sonda PcP190EcoRI.
Além disso, foi possivel sugerir a homeologia desses cromossomos com 0 cromossomo 3
de E. montubio, E. randi, E. guayaco e E. pustulatus, j4 que esses também tiveram, no
brago curto, sinais pericentroméricos de hibridacdo da sonda PcP190EcoRI. A sonda DNAr
58S do tipo II permitiu inferir a homeologia entre os cromossomos 6 de todas as espécies de
Engystomops incluidas em nosso estudo. A utilizagdo em conjunto do DNAr 58S do tipo Il e
PcP190EcoRI ainda tornou possivel a diferenciacdo dos cromossomos 5 ¢ 6 de algumas

espécies de Engystomops do clado Duovox.
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VIII. Anexo I
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I. Obtencao direta de preparacoes cromossomicas

Solugdes
- Colchicina 2%;
- Xilocaina em pomada;
- Etanol 100%;
- Citrato de so6dio 0,9%;
- Fixador Metanol:Acido Acético (3:1).

Procedimentos

1. Injetar subcutaneamente solucdo de colchicina 2% (0,02 mL de solug¢do por grama do
animal).

2. Apo6s 4-5 horas (esse tempo pode chegar a cerca de 8 horas), anestesiar o animal com
pomada de xilocaina.

3. Realizar a remocdo primeiramente do coracdo, do figado e de musculos da perna.
Colocar os tecidos em tubo eppendorf contendo etanol 95 ou 100%.

4. Realizar a remocgao do intestino. Abri-lo com o auxilio de uma tesoura cirargica, para a
exposi¢do do epitélio intestinal, e coloca-lo em recipiente contendo citrato de s6dio 0,9%.

5. Em seguida, realizar a remocao dos testiculos, que serdo imediatamente submersos em
agua gelada.

6. Apds incubar o intestino por 35-50 minutos em citrato de sédio 0,9%, transferi-lo para
uma placa de Petri com metanol-acido acético (3:1) e vigorosamente raspar o seu epitélio.
Desagregar o material com o auxilio de pipeta Pasteur e manter no fixador por mais 5
minutos.

7. Apos incubar os testiculos em agua gelada por 15-20 minutos, transferi-los para placa de
Petri contendo metanol-acido acético (3:1) e recortd-lo varias vezes com tesoura cirdrgica.
Desagregar com o auxilio de pipeta Pasteur e manter no fixador por mais 5 minutos.

8. Centrifugar as suspensdes celulares a 800 rpm por 5 minutos. Descartar o sobrenadante,
ressuspender os precipitados em metanol-adcido acético (3:1). Repetir essa operagdo duas

VEZCES.

9. Gotejar as suspensdes em laminas para analise inicial e manter os tubos a -209C para uso

futuro.
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II. Coloracao por Giemsa

Solugdes

- Solugao-mae de Giemsa,

- Metanol 100%;

- Tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 (25,5 mL de fosfato de sdédio mono basico
NaH,PO4 0,2M; 24,5 mL de fosfato de sodio dibasico Na,HPO4 0,2M, agua gqsp 100 mL;

acertar o volume final ap6s corrigir o pH)

Procedimentos
1. Gotejar as suspensdes celulares em laminas limpas.
2. Preparar solucdo Giemsa 10%:
10 mL de solugdo-mae de Giemsa;
1 mL de metanol,
60 mL de 4gua destilada;
29 mL de tampao fosfato 0,1M pH 7,0.
3. Cobrir a 1dmina com a solu¢do de Giemsa e manter por 10 minutos.

4. Lavar com agua destilada e deixar secar.
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II1. Bandamento C

[King M. (1980) Chromosoma 80:191-217 com modifica¢des segundo Siqueira et al.
(2008) Zootaxa 1860:51-59]
Solugdes

- Acido acético 50%:;

- HC1 0,2N;

- Solugao de Ba(OH), 5%,

-2x SSC

- Giemsa 10%.

Procedimentos

1. Gotejar as suspensdes celulares em laminas limpas. Deixar envelhecer por pelo menos 3
dias na geladeira ou a -20°C, ou em estufa a 37°C por 1 a 2 dias.

2. Incubar as laminas coradas ou ndo em acido acético 50% por 30 minutos. Lavar em adgua
destilada.

3. Incubar as laminas em HCI 0,2N por 30 minutos. Lavar em dgua destilada e deixar secar.
4. Enquanto isso, esquentar a solu¢do de hidréxido de bario [Ba(OH), 5%] a 51°C em borel
plastico.

5. Incubar as laminas na solu¢do de hidroxido de bario. O tempo de permanéncia das
laminas nessa solugdo € varidvel e os testes devem comecar com poucos segundos (15 a 30
segundos). Antes de mergulhar as laminas na solucdo de hidroxido de bario, agitar
vigorosamente a solucdo para dissolver a pelicula que se forma quando a solugdo
permanece sem agitacao.

6. Assim que completar o tempo de incubagdo em hidroxido de bario, acrescentar dgua
destilada no borel para que a solugdo de hidréxido de bério seja removida. (E importante
ndo retirar a 1dmina do borel enquanto a pelicula de Ba(OH); ainda estiver presente.

7. Em seguida, incubar as laminas em 2x SSC por 30 minutos a 60°C.

8. Lavar em agua destilada e deixar secar. Corar com Giemsa 10%.
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IV. Impregnacao por prata (Método Ag-NOR)
[baseada em Howell W.M. & Black, D.A. (1980) Experientia 36:1014-1015]

Solugdes
- Solugdo nitrato de prata 50%;

- Solucao gelatina 2% com acido formico 1%.

Procedimentos

1. Gotejar as suspensdes celulares em laminas limpas. Deixar envelhecer por pelo menos 3
dias na geladeira ou a -20°C, ou em estufa a 37°C 1 a 2 dias.

2. Preparar a solu¢do de nitrato de prata 50% (AgNOs) em dgua MilliQ. Utilizar espatulas
de plastico ou vidro. Apo6s dissolver, filtrar a solu¢do e armazenar em vidro ambar.

3. Preparar solucdo de gelatina 2% com acido férmico 1%. Dissolver a gelatina em agua
MilliQ com aquecimento e mexendo sempre. Depois de dissolvida a gelatina, adicionar o
acido formico. Filtrar a solugdo e armazenar.

4. Em cima de cada lamina, gotejar as solucdes de gelatina e de nitrato de prata, na
proporg¢do 1 : 2. Por exemplo: 2 gotas de gelatina para 4 de nitrato de prata.

5. Misturar e colocar laminula por cima. Incubar na estufa a 60°C. O tempo de incubagdo

pode variar. Examinar o resultado antes de repetir o método com outra lamina.
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V. Coloracao com Fluorocromo 4'-6 diamidino-2-fenilindole (DAPI)

Solugdes
1. Tampao Mcllvaine pH 7,0:

- 17,65 mL de Solugdo A (acido citrico 0,1M);

- 82,35 mL de Solugdo B (fosfato de sodio dibasico 0,2M);

- Completar o volume para 200 mL com &agua destilada (corrigir o pH antes de
acertar o volume final).

2. DAPI (4’-6-diamidino-2-fenilindol) (Solugdo-mae: 2,5 mg/mL; Solucdo de uso: 0,5

mg/mL)

Procedimentos

1. Ap0s a técnica de bandamento C, descorar a lamina com 50% acido acético.

2. Incubar a lamina em solu¢do de uso de DAPI recém-preparada por 15 minutos,

preferencialmente no escuro. USAR LUVAS

3. Escorrer a laminula e lavar a lamina com tampao Mcllvaine com auxilio de uma
pipeta Pasteur. Alternativamente, lavar em trés banhos sucessivos em tampao Mcllvaine, de
aproximadamente 1 minuto cada. A lavagem também pode ser feita com jatos fortes de
agua de torneira, por aproximadamente 3 minutos. Nesse caso, apos a lavagem, incubar as
laminas em tampao Mcllvaine por cerca de 1 minuto.

4. Deixar a lamina secar ao ar ¢ monta-la com uma nova laminula, utilizando solugao
de sacarose saturada, filtrada antes do uso, ou Vecta shield (12 pL).

5. Analisar em microscopio de epifluorescéncia.
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VI. Extracao de DNA de anfibio

Método do TNES
Solugdes

- TNES 5x (solucao estoque): 250 mM Tampao Tris (pH7,5); NaCl (2M); 100 mM
EDTA; 2,5% SDS; Completar com agua destilada. Armazenar a —20°C.

- Proteinase K;

- NaCl (5M);

- Isopropanol 100%

- Etanol 70%;

- Tampao TE pH 8.

- Fenol equilibrado

- Cloroférmio

Procedimentos

1. Colocar 50 pL de TNES 1x*' gelado em um tubo de 1,5 mL;

2. Adicionar um pequeno fragmento de tecido no tubo e macera-lo com auxilio de uma
ponteira fechada ou com um pistilo esterilizado;

3. Acrescentar 550 uLL de TNES no tubo e inverter para homogeneizar a solugao;

4. Adicionar 3 pL de proteinase K (20 mg/mL) e incubar por 3 horas (no minimo) a
55°C, agitando periodicamente;

5. Etapa opcional: deixar a amostra retornar a temperatura ambiente e acrescentar 3
uL de RNAse A (10 mg/mL). Incubar a 37°C por 30 minutos.

6. Deixar o material voltar a temperatura ambiente e adicionar 200 pL de NaCl 5SM. O
volume total agora ¢ de 800 puL;

7. Agitar vigorosamente;

8. Centrifugar a 15.000 g por 5 minutos;

0. Transferir o sobrenadante resultante (cerca de 600 pL) para um novo tubo com 600
uL de isopropanol*?;

10.  Inverter gentilmente os tubos algumas vezes;

11. Centrifugar a 15.000 g por 5 minutos;
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12. Descartar o sobrenadante e adicionar 200 puL. (aproximadamente) de etanol 70%
para fazer a lavagem;

13.  Inverter o tubo e centrifugar a 15.000 g por 5 min;

14.  Descartar o sobrenadante e deixar os tubos invertidos em papel absorvente até secar;
15.  Ressuspender o DNA em tampdo (TE pH 8) (o volume de TE vai depender da

quantidade de precipitado recuperado).

*1 A solugio de uso de TNES (TNES 1x) ¢ obtida pela dilui¢io da solugdo-estoque em
agua milli-Q autoclavada (1:5).
*2 Em vez de 1 volume de isopropanol, pode ser usado 2,5 volumes de etanol absoluto

gelado.

Observacio: Para avaliar a qualidade (integridade) e a quantidade de DNA nas amostras
obtidas, aplicar uma pequena quantidade dessas (em geral de 1 a 6 uL) em gel de agarose
(0,8 ou 1%) e submeter o DNA ai presente a eletroforese. Nesse caso, para a estimativa da
concentracdo do DNA extraido, devera ser utilizada uma amostra de DNA lambda, com
concentragdo conhecida. Para uma quantificagdo mais precisa do DNA contido nas
amostras e para uma avaliagdo de sua pureza, poderd ser utilizado um espectrofotdmetro
(ou NANODROP). Deverao ser feitas medidas de absorbancia a 260 nm ¢ 280 nm. A razao
absorbancia a 260 nm/absorbancia a 280 nm deve estar entre 1,7 ¢ 1,9. Um valor inferior a

esse indica contaminag¢do com proteinas e superior a ele, contaminacdo com RNA.

121



VII. Polymerase Chain Reaction (PCR)

A. PCR com reagentes avulsos
Solugdes
- H,O milli-Q autoclavada;
- Tampao 10x ( Tris HC1 100 mM (pH 8,4); KCL 500 mM)
- MgCl, 50mM;
- dNTP 40 mM,;
- 10 pL de dATP 100 mM
- 10 pL de dCTP 100 mM
- 10 pL de dGTP 100 mM
- 10 pL de dTTP 100 mM
- 60 pL de H,O milli-Q autoclavada
(para 100 pL de solugdo final)
- Primers (na concentracao de 7 ou 10 pmoles/ puL);
- Amostra do DNA;

- Tag polimerase.

Procedimentos
1. Adicionar em um tubo de 0,2 mL, os componentes listados abaixo, seguindo
corretamente a ordem estabelecida:
- 12,5 pL de H,O milli-Q autoclavada*;
- 2,5 uL de Tampao 10x;
- 3 uLL de MgCl, 50mM (Esse volume pode ser ajustado se necessario);
-2 uL de dNTP 40 mM;
- 2 uLL de cada Primer;
- 0,5 uLL da amostra de DNA*.
- 0,5 puL de Tagq polimerase
*Esses volumes devem ser ajustados conforme a concentracdo do DNA a ser utilizado, de

tal forma que o volume final seja de 25uL.
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2. Colocar os tubos no Termociclador (configurar de acordo com o programa desejado).
B. PCR com o kit RTG (GE Healthcare)
Solugdes

- Kit RTG-PCR beads (GE Healthcare);

- H,O milli-Q autoclavada;

- Primers (na concentragdo de 7 ou 10 pmoles/ puL);

- Amostra do DNA.

Procedimentos
1. Adicionar nos tubos do Kit, para um volume final de 25 pL:

- 20,5 puL de H,O milli-Q autoclavada;

- 2 uL de cada Primer;

- 0,5 pL da amostra de DNA (Esse volume pode ser alterado conforme a
concentragdo do DNA, porém o volume final dever ser de 25 pL.)

2. Colocar os tubos no Termociclador (programar de acordo com o programa desejado).

Ao final do PCR, verificar o produto da amplificagdo por eletroforese em gel de agarose

1%.
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VIII. Eletroforese em gel de agarose
Solugdes
- Agarose;.
- Brometo de etidio 5 pg/mL (Preparar essa solu¢do a partir da solu¢do-mae
existente. Usar TBE para fazer a dilui¢ao.)
- Loading Dye;
- 0,25% de azul de bromofenol;
- 0,25% de xilenocianol;
- 40% de sacarose.
- Tampao de Diluigdo (TE para DNA):
- Tris-HCL 10 mM pH 7,4;
- NaCl 5 mM;
- EDTA 0,1 mM.
- Tris-Borato-EDTA (TBE 5x)*
- 54 g de Tris-base;
- 27,5 g de 4cido borico;
-20 mL de EDTA 0,5M (pH&,0);

- Complete o volume com agua destilada para 1 litro de solugdo.

Procedimentos

1. Pesar a agarose de acordo com a concentracao desejada (0,8%, no caso da eletroforese de
DNA genomico; 1%, para eletroforese de produtos de PCR; 1,2% para andlise de
fragmentos de restri¢ao).

2. Dissolver a agarose em TBE* (0,5x ou 1x) em microondas, agitando periodicamente
(aproximadamente 2 minutos a poténcia média-baixa).

3. Esperar a solugdo esfriar um pouco (até chegar a uma temperatura que permita que o
erlenmeyer seja tocado) e derrama-la no suporte com o pente.

4. Esperar cerca de 20 minutos para que o gel solidifique.

5. Transferir o gel, sem o pente, para uma cuba contendo TBE* na mesma concentragdo

daquela utilizada para a confeccao do gel.
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6. Aplicar as amostras e ligar a fonte elétrica. Ajustar a voltagem conforme o tamanho da
cuba utilizada (cuba pequena para mini-gel: ajustar para 80-100V).

7. Corar o gel em solugdo de brometo de etidio (5 pg/mL) por 10-20 minutos.

OBS: Pode-se usar tampao TAE (Tampao Tris-Acetato-EDTA) no lugar de TBE. Nesse
caso, o preparo do gel também deve ser realizado com esse mesmo tampao. TAE 5x: 24,2 g
de Tris-Base; 5,7 mL de acido acético glacial; 10 mL de EDTA 0,5M pHS,0; Completar

com agua para 1 litro.
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IX. Purificacao de produto de PCR

Kit GFX PCR and Gel Band DNA Purification (GE Healthcare) (Ler o manual que
acompanha o produto antes de iniciar o procedimento)

A. Partindo do gel de agarose

1. Pesar um tubo (1,5 mL) vazio.

2. Recortar do gel de agarose a banda de interesse e colocé-la no tubo.

3. Pesar o tubo novamente, agora com o conteido acrescentado.

4. Calcular o peso do fragmento de agarose contendo o DNA de interesse.

A partir dessa etapa, utilizar o Kit GFX PCR and Gel Band DNA Purification (GE
Healthcare):

5. Adicionar 300-500 pL. do Tampao de Captura (10 uL a cada 10 mg de gel recortado).

6. Misturar e incubar a 60°C até a agarose dissolver completamente (aproximadamente 15
minutos).

7. Centrifugar rapidamente (dar um spin) os tubos com as amostras.

8. Transferir todo o contetido para uma coluna, colocada sobre um tubo coletor.

9. Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

10. Centrifugar a 13.000 rpm por 30 segundos.

11. Descartar o contetido do tubo coletor.

12. Adicionar 500 pL. do Tampao de Lavagem (com etanol previamente adicionado) na
coluna.

13. Centrifugar a 13.000 rpm por 30-50 segundos.

14. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um tubo novo (1,5 mL).

15. Aplicar de 10 — 50 pLL. do Tampao de Elui¢do diretamente no centro do filtro da coluna.
16. Manter as colunas por 1 minuto em temperatura ambiente.

17. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto e guardar a amostra a — 20°C.
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B. Partindo do produto de PCR

1. Colocar uma coluna em um tubo coletor.

2. Adicionar 500 pL. do Tampao de Captura e todo o produto de PCR a ser purificado na
coluna (Lavar o tubo de PCR com um pouco desse tampao e homogeneizar o conteudo na
coluna. Cuidado para ndo tocar o filtro na base da coluna).

3. Centrifugar a 13.00 rpm por 30 segundos.

4. Descartar o conteudo do tubo coletor.

5. Adicionar 500 pL do Tampdo de Lavagem (com etanol previamente adicionado) na
coluna.

6. Centrifugar a 13.000 rpm por 30 segundos (Contar o tempo depois de atingida a
velocidade indicada.).

7. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um tubo novo (1,5 mL).

8. Aplicar de 10 — 50 pL do Tampao de Elui¢ao diretamente no centro do filtro da coluna.

9. Manter a coluna por 1 minuto em temperatura ambiente.

10. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto e guardar a amostra a — 20°C.

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) (Ler o manual que acompanha o
produto antes de iniciar o procedimento)
A. Partindo do gel de agarose
1. Pesar um tubo (1,5 mL) vazio.
2. Recortar do gel de agarose a banda de interesse e colocé-la no tubo.
3. Pesar o tubo novamente, agora com o conteido acrescentado.
4. Calcular o peso do fragmento de agarose contendo o DNA de interesse.
A partir dessa etapa, utilizar o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega):
5. Adicionar 10 L. de Membrane Binding Solution a cada 10 mg de gel recortado.
6. Misturar e incubar a 50-65°C até a agarose dissolver completamente (aproximadamente
15 minutos).
7. Centrifugar rapidamente (dar um spin) os tubos com as amostras.
8. Transferir todo o contetido para uma coluna, colocada sobre um tubo coletor.

9. Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.
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10. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto.

11. Descartar o contetido do tubo coletor.

12. Adicionar 700 pL do Tampdo de Lavagem - Membrane Wash Solution (com etanol
previamente adicionado) na coluna.

13. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto.

14. Repetir passo 12 com 500 pL do Tampao de Lavagem - Membrane Wash Solution e
centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos.

15. Esvaziar o tubo coletor e centrifugar novamente a coluna por mais 1 minuto para
evaporacdo de qualquer residuo de etanol.

16. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um tubo novo (1,5 mL).

17. Aplicar de 10 — 50 pL. do Tampao de Elui¢ao diretamente no centro do filtro da coluna.
18. Manter as colunas por 1 minuto em temperatura ambiente.

19. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto e guardar a amostra a — 20°C.

B. Partindo do produto de PCR
. Adicionar volume igual de Membrane Binding Solution ao volume de PCR.
. Centrifugar rapidamente (dar um spin) os tubos com as amostras.

. Transferir todo o contetido para uma coluna, colocada sobre um tubo coletor.

1
2
3
4. Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.
5. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto.

6. Descartar o contetido do tubo coletor.

7. Adicionar 700 uL. do Tampao de Lavagem - Membrane Wash Solution (com etanol
previamente adicionado) na coluna.

8. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto.

9. Repetir passo 12 com 500 pL do Tampao de Lavagem - Membrane Wash Solution e
centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos.

10. Esvaziar o tubo coletor e centrifugar novamente a coluna por mais 1 minuto para
evaporagdo de qualquer residuo de etanol.

11. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um tubo novo (1,5 mL).

12. Aplicar de 10 — 50 pL. do Tampao de Elui¢do diretamente no centro do filtro da coluna.

13. Manter as colunas por 1 minuto em temperatura ambiente.
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14. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto e guardar a amostra a — 20°C.

OBS: Para visualizagao do produto purificado, submeter uma amostra a eletroforese em gel

de agarose 1%. Se necessario, acrescentar na amostra a ser aplicada 1 pL de glicerina.
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X. Sequenciamento de DNA

1. Preparar uma mistura que contenha BigDye Terminator (Amersham), tampao “save
money”’ ou tampao fornecido pelo kit BigDye Terminator e d4gua milli-Q autoclavada. Se a
amostra a ser sequenciada estiver com boa concentracdo de DNA, utilize 8§ pL dessa
mistura por amostra. Cada 8 pL. da mistura deve conter:
- 3 uL de tampao Save Money Applied Biosciences (200 mM Tris-HCI pH 9,0; SmM
MgCl2);
- 4 uL de 4gua milli-Q autoclavada
- 1 uL de BigDye Terminator (deve ser colocado por ultimo, protegido da luz).
2. Manter a mistura em gelo, protegida da luz.
3. Colocar 1 puL do primer e 1 uL. da amostra de DNA a ser sequenciado em cada tubo de
PCR (de 0,5 puL) ou em cada pogo da placa de sequenciamento.
4. Colocar 8 pL dessa mistura contendo BigDye Terminator em cada tubo de PCR (de 0,5
uL) ou em cada pogo da placa de sequenciamento.
5. Centrifugar rapidamente os tubos/a placa para que todo o conteudo va ao fundo.
6. Submeter ao seguinte programa em uma termocicladora:
a. 96°C por 60 s;
b. 96 °C por 10 s;
c. 57°C por 6 s;
d. 60 °C por 4 min;
e. Repetir b-d por 35 vezes;
f. 10°C (hold).
7. Acrescentar em cada tubo/pogo 80 pL de etanol 80% e armazenar as amostras no escuro
por 15 minutos.
8. Centrifugar a velocidade méaxima por 30 minutos.
9. Inverter os tubos/pocos para a remoc¢ao do sobrenadante.
10. Acrescentar 150 pL. de etanol 70% e centrifugar por 10 minutos.
11. Inverter os tubos/placa para a remocdao do sobrenadante. (No caso da utilizagdo da
placa, centrifugar rapidamente (um spin) com a placa invertida, sobre uma folha de papel

absorvente.)
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12. Deixar secar no escuro em local seco. (Alternativamente secar com o auxilio de
centrifuga speed vac.)
13. Fechar os tubos ou selar as placas.

14. Cobrir os tubos/a placa com papel aluminio e enviar para o setor de sequenciamento.
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XI. Meio de cultura de bactérias

A. Preparo do Meio LB Liquido
Material
- Agua destilada;
- Meio Difco™ LB Broth, Miller (Luria-Bertani)

Procedimento

1. Pesar 25 g do meio em po e adicionar a 1 L de agua destilada.
2. Agitar até dissolver completamente.

3. Autoclavar a solugdo a 121°C por 20 minutos.

4. Guardar a 4°C até o uso.

B. Preparo do Meio LB Solido (AGAR)
Material
- Agua destilada
- Meio Difco™ LB AGAR, Miller (Luria-Bertani)

Procedimento

1. Pesar 20 g do meio em po e adicionar a 500 mL de dgua destilada.

2. Agitar e ferver até dissolver completamente.
3. Autoclavar a solugdo a 121°C por 20 minutos.

4. Guardar a 4°C até o uso.
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XII. Clonagem

A. Ligacdo do produto de PCR ao vetor pGEM-T easy Vector (Promega) (Ler o

manual que acompanha o produto antes de iniciar o procedimento)
OBS: Fazer em camara de fluxo laminar!
Solugdes

- Tampao 2x;

- Amostra do DNA a ser clonado;

- Vetor pGEM-T easy Vector;

- Enzima T4 DNA ligase.

Procedimento
1. Em um tubo com capacidade para 1,5 mL, adicionar:
- 5 uL do Tampao 2x
-3 uL do DNA
- 1 uL. do Vetor pGEM-T easy Vector
- 1 uL da DNA ligase T4
2. Incubar a 4°C overnight.

B. Transformacao de bactérias com o kit da Fermentas (Ler o manual que acompanha o

produto antes de iniciar o procedimento)

Materiais
- Solugdo de Ligagdo com o vetor pPGEM-T easy Vector;
- Bactérias E. coli da linhagem JM 109 (Promega);
- Bactérias E. coli da linhagem DH 50 (Fermentas);

- Meio Liquido LB
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Procedimentos
1. Descongelar as bactérias (JM109 nao-competentes) na mao. Transferir 150 pL da cultura
para 2 mL de Meio C pré-aquecido (fornecido pelo kit).
2. Incubar overnight a 37°C no shaker.
3. Aquecer 1,5 mL de Meio C em um tubo de 15 mL. Transferir 150 pL da cultura
bacteriana para esse tubo. Incubar por 20 minutos a 37°C no shaker.
4. Preparar a solugdo-T do TransformationAid™ Bacterial Transformation Kit misturando
volumes iguais da Soluc¢dao-T (A) e da Solugdo-T (B) (500 pL ¢ suficiente para 2
transformagdes). Manter no gelo.
5. Transferir o volume de 1,5 mL do tubo de 15 mL para um tubo eppendorf e centrifugar o
tubo com as bactérias a 13.000 rpm por 1 minuto e descartar o sobrenadante.
6. Ressuspender o pellet com 300 uL. da Solugdo-T e incubar no gelo por 5 minutos.
7. Centrifugar novamente os tubos com as bactérias a 13.000 rpm por 1 minuto e descartar o
sobrenadante.
8. Ressuspender o pellet com 120 pL da Solucdo-T e incubar no gelo por 5 minutos.
9. Separar 5 pL. da Solugdo de Ligacdo em novos tubos e incubar no gelo por 2 minutos.
10. Adicionar 50 pL da solu¢do de bactérias em cada tubo contendo a ligagdo, misturar e
incubar no gelo por 5 minutos.
11. Plaquear todo o conteudo em placas de petri contendo meio LB sélido (25 mL),
ampicilina (100 pL), X-Gal (100 pL) e IPTG (15 pL) (ver item E), previamente aquecidas a
37°C.
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C. Preparo das placas com ampicilina, X-Gal e IPTG
Materiais ¢ Solugde

- Placas com o Meio Solido LB;

- Meio Liquido LB;

- Ampicilina 25 mg/mL

-IPTG 50 mM;

- X-Gal 2% em dimetilformamida (solugao de uso);

- Solugdo de bactérias com o plasmideo recombinante.

Procedimentos

1. No fluxo, preparar as placas de meio sélido, colocando aproximadamente 25 mL de meio
LB com ampicilina (100 pg/mL de meio) em cada placa e deixar endurecer e ficar bem
seca.

2. Aplicar 80 pL de Ampicilina em cada placa se a placa permanecer muito tempo na
geladeira antes de ser utilizada. Espalhar com al¢a de vidro e deixar secar.

3. Aplicar 100 pL de X-Gal, 15 pL de IPTG. Misturar com alga e deixar secar.

4. Incubar a 37°C por 1 hora e plaquear as bactérias.
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D. Selecao dos clones recombinantes

Procedimentos

1. Em camara asséptica, coletar com o auxilio de ponteiras esterilizadas as coldnias brancas
que estiverem mais isoladas e maiores.

2. Plaquear o material coletado de cada colonia em forma de “X” em uma nova placa com
meio solido LB contendo ampicilina (100 pg/mL de meio), conforme ilustra a figura

abaixo:

a7
/X,
x7

\

3. Incubar a 37°C por 24 horas.

4. Realizar o PCR e/ou a extragdo plasmidial seguindo os procedimentos descritos nos itens

F e XI a seguir.

F. PCR a partir de amostra de bactérias
Procedimentos
1. Com o auxilio de uma ponteira de plastico, coletar as bactérias contidas em metade de
uma das hastes do “X”’;
2. Colocar em um tubo plastico de 0,5mL contendo 20 pL de 4gua milli-Q autoclavada;
3. Incubar por 5 minutos a 95°C por 5-10 minutos em termocicladora.
4. Utilizar 5-10 pL dessa amostra em uma rea¢do de PCR com volume total de 25 L,
realizada na presenga dos primers T7 e SP6, seguido a seguinte programacao:
1 Ciclo de 94°C por 1 min.;
29 Ciclos de: 94°C por 1 min. — 55°C por 2 min. - 72°C por 2 min.;
1 Ciclo de 72°C por 1 minuto.
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XIII. Extracao de plasmideo — Mini-Prep

Solugdes

Solugdo I:
-25 mM Tris-HCI (pH 8,0)
-10 mM EDTA (pH 8,0)

Preparar 100 mL, autoclavar e estocar a 4°C.

Solugao II:
- 0,2 mL NaOH 10N (0,2N final)
- 0,5 mL SDS 20% (1% final)
- 9,3 mL de agua destilada

Manter estoque a temperatura ambiente por no maximo uma semana.

Solugao III:
- Acetato de potéssio 3M (pH 5,4)
- Acertar o pH com &cido acético glacial.

- Essa solugdo ndo precisa ser autoclavada. Manter a  4°C.

Etanol 100%
Alcool 70%

Procedimentos

1. Em um tubo com capacidade para 1,5 mL, colocar 1 mL de Meio Liquido LB e 4uL de
Ampicilina (25 mg/mL).

2. Selecionar com uma ponteira ou palito de dente autoclavado apenas metade de uma
haste da coldnia de bactérias e colocar no tubo.

3. Inverter até o Meio Liquido ficar turvo.

4. Incubar a 37°C por 1 hora. Inverter os tubos periodicamente.

5. Centrifugar a 12.000g em temperatura ambiente por 2 minutos e descartar o
sobrenadante, deixando o precipitado o mais seco possivel.

6. Ressuspender o precipitado em 100 pL de solucgdo I gelada e misturar por vortex.
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7. Deixar de 1-5 minutos no gelo.

8. Adicionar 200 pL de solucdo IT a RT.

9. Fechar o tubo e misturar por inversao 5 vezes.

10. Manter em gelo por 3 minutos.

11. Adicionar 150 pL de solugao III gelada.

12. Fechar o tubo e inverter gentilmente por 10 segundos.

13. Manter o tubo em gelo por 15 minutos a 3 dias.

14. Centrifugar a 12.000g por 3 minutos e transferir 400 pL de sobrenadante a um tubo
limpo.

15. Adicionar 1 mL de etanol 100% gelado, misturar bem por inversdao e manter a -20°C de
1 hora a 3 dias.

16. Centrifugar a 12.000 g por 10 minutos.

17. Dispensar o sobrenadante, lavar com alcool 70%, centrifugar por 2 minutos e manter o
tubo invertido até secar bem.

18. Ressuspender em 30 pL. de H>O milli-Q autoclavada ou TE (Tris-EDTA) pH 8;

19. Manter a -20°C e utilizar 10 pl para correr o gel.

20. Fazer PCR das amostras desejadas.
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XIV. Técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A. Marcac¢io do DNA - Por amplificacdo por PCR
1. Colocar em um tubo (volume final de 25 pL):
- 2,5 uL Tampao 10X;
- 3 uL MgCl, 50 mM;
- 1 pL Mix de dNTP para marcagao*;
- 1 uL dUTP-bio (ImM) ou de dUTP-dig (1mM);
- 2 uL de cada primer;
- 2 uL da amostra de DNA;
- 1 ou 0,5 pl 7Tag polimerase;
- Completar para 25 pl com H,O milli-Q autoclavada;
Procedimentos:

1. Colocar os tubos no Termociclador (configurar de acordo com o programa desejado).

*mix de nucleotideos para marcagdo por PCR:
1 uL dATP 100 mM (Cf: 4mM); 1 uL dCTP 100 mM (Cf: 4mM); 1 uL dGTP 100 mM (Cf:
4mM); 0,75 pL dTTP 100 mM (Cf: 3mM); 21,25 pL de 4gua milli-Q autoclavada.

A propor¢do dTTP:dUTP-DIG ¢ de 3:1. Essa propor¢do pode ser alterada conforme o

experimento.

B. Precipitacio da sonda
Solugdes

- Agua destilada autoclavada;
- DNA de esperma de salmao sonicado (10 mg/ml);
- Acetato de sodio 3 M, pH 5.4;
- Etanol absoluto gelado;
- Etanol 70°GL gelado;
- Solucdo de hibridagdo a 37°C
- Meio de hibridagao
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Para 10 mL:

- Formamida deionizada: 5 mL (concentragao final: 50%)

- 20xSSC: 1 mL (concentragao final: 2xSSC)

- Tampao fosfato 1 M: 0,4 mL (concentracdo final: 40 mM)

- Solugdo Denhardt 50x: 0,2 mL (concentragdo final: 1x)

- SDS 10%: 1 mL (concentragao final: 1%)

- Agua milli-Q: 0,4 mL

- Dextran sulfato 50%: 2 mL (concentragao final: 10%)

Acertar pH para 7,0.

Obs.: Nao usar agitador magnético

Filtrar em milipore antes de acrescentar o dextran sulfato.
-Solugdo Denhardt (50 x)

Para 100 mL:

- 1 g de ficoll

- 1 g de PVP (polivinilpirrolidone)

- 1 g de BSA (Sigma Fr. V)

- Completar o volume com 4gua milli-Q autoclavada.

Dissolver ¢/ agitador magnético.

Ap0s a dissolugdo, filtrar em papel de filtro Watmann 3MM.

Estocar em aliquotas a —20°C.

Obs.: Pode ser estocado por mais de um ano.

Procedimentos

1. Completar com agua destilada (ou milli-Q) o volume da solu¢do contendo a sonda para
100 pL.

2. Adicionar 10 pL. de DNA de esperma de salmao sonicado (10 mg/mL).

3. Adicionar 1/10 do volume existente (= 110 pL) de acetato de sédio 3 M, pH 5.4.
Portanto adicionar 11 pL.

4. Adicionar 2 %5 x o volume (=121 pl) de etanol absoluto gelado. Portanto adicionar 302,5
pL.
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5. Inverter gentilmente o tubo e colocd-lo em freezer por cerca de 2hs (no minimo 20
minutos € no maximo 1 semana).

6. Centrifugar a 12000 g por 30 minutos em centrifuga refrigerada.

7. Remover o sobrenadante invertendo cuidadosamente o tubo ou como auxilio de uma
pipeta.

8. Adicionar 800 pL de etanol 70°GL gelado. Centrifugar a 12000 g por 5minutos ou
simplesmente descartar o sobrenadante.

9. Secar a parede do tubo com um papel de filtro. Nao deixar a sonda secar por mais do que
10-15 minutos.

10. Adicionar 20 pL de solugdo de hibridagdo a 37°C (concentragdo final da sonda = 50
ng/uL). Vortexar, dar um spin e deixar a 37°C por cerca de 10 minutos (para melhor
homogeneizagdo da sonda).

11. Alternativamente ao item 10, adicionar ao DNA precipitado resultante do item 9: dgua
(6 pL), formamida (15 pL), dextran sulfato (6 pL) e 20x SSC (3 puL). Vortexar, dar um spin

e deixar a 37°C por cerca de 10 minutos.

Observacio 1: Se a sonda ndo dissolver ao acrescentar solu¢do de hibridagdo, deixa-la a
4°C overnight. Algumas sondas necessitardo de incubag¢do a 37°C por cerca de 15-20

minutos para dissolver.

Observacio 2: Fazer as diluicdes necessarias da sonda e estocar a solugdo-mae no freezer
(por até varios meses). Vortexar e dar um spin nas solu¢des de sonda em uso. Deixé-las em

gelo.

C. Hibridagao e lavagem
Solugdes
- RNase 100 pg/mL;
- 2xSSC, pH 7.0;
- etanol 50°GL;
- etanol 75°GL;
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- etanol absoluto;

- solugdo de 70% de formamida em 2xSSC (a 70°C) (80 mL). Manter a solugdo em
banho-maria a 75°C por cerca de 20 minutos antes do uso. Utilizar a vidraria especifica
para uso com formamida. Essa solu¢do deve ser preparada pouco antes do uso, utilizando-
se luvas plasticas (que devem ser descartadas em seguida), e deve ser guardada em frascos
de vidro depois de usada na desnaturagdo das laminas, para ser reaproveitada para
umedecer camaras de hibridagao.

- 2xSSC gelado;

- etanol 50°GL gelado;

- etanol 75 °GL gelado;

- etanol absoluto gelado;

- solugdo de 50% formamida para lavagem (a 37°C) - 160 mL:

- Sonda

- Para FISH comum, diluir a sonda em meio de hibridagdao. A concentragao
ideal deve ser inferida por testes.
- Para Double-FISH fazer um mix com as sondas marcadas com biotina e

com digoxigenina.

Procedimentos

1. Colocar 150 pL de RNase (100 pL/mL) em cada lamina, cobrir com laminula de vidro
24x50cm e incubar por 1h a 37°C em cdmara imida.

2. Deixar as laminas em 3 banhos de 3 minutos em solugao de 2xSSC.

3. Desidratar as laminas em alcool 50°”, 75°” e absoluto. Cada banho deve durar cerca de 3
minutos.

4. Colocar as sondas a 37°C por cerca de 10 minutos para melhor homogeneizagéo.

5. Secar as laminas a temperatura ambiente.

6. Desnaturar as 1dminas em solugdo de 70% de formamida por 2 minutos a 70°C. Colocar
3 laminas por vez em um mesmo borel para a desnaturacdo. A mesma solugdo pode ser
usada para a desnaturagdo de até 10 1aminas no mesmo dia. (Ver item 9)

7. Lavar as 1aminas em 2xSSC gelado por 2 minutos.
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8. Desidratar as laminas em alcool 50, 75% e absoluto, gelados (2 minutos em cada
alcool). Deixar no ultimo &lcool até a sonda ficar pronta. (Manter o borel de 2xSSC e os
boréis de alcool em isopor com gelo.)

9. Quando as laminas sairem da solugdo de formamida, colocar as sondas para desnaturar
em banho-maria com 4gua em ebuligdo ou a 96°C em banho-seco por 10 minutos. Apos
esse tempo, colocar rapidamente os tubos em gelo, dar um spin e volta-los para o gelo.

10. Secar um pouco as laminas ao ar. Quando ainda existirem algumas gotas de alcool,
colocar 10ul de sonda por area de hibrida¢do e cobrir com laminula de plastico medindo
24x24cm.

11. Incubar as laminas overnight (ou por 36 horas) a 37°C em um recipiente forrado com
papel toalha umedecido com solugdo de formamida ja utilizada para desnaturacao.

12. Lavar as laminas em 2 banhos de 2 minutos cada em solugao de 50% de formamida a

37°C. Lavar em 2 banhos de 2 minutos em 2xSSC a 37°C.

D. Detecciao das sondas
Solugdes
1-BSA (Sigma A3912- Fracdo 5) 30% w/v
- Diluir em agua destilada em béquer a 37°C overnight. Estocar em freezer.
2- PBT
- 0.4% de BSA 30% w/v
- 0.1% de tween 20 (Sigma ULTRA)
- Completar com PBS 1X
Filtrar antes do uso.
3- Anti-biotina (VECTOR) (SP 3000)
- solu¢ao-mae
Diluir em adgua milli-Q (1 mL) e aliquotar. Manter a 4°C.
- solu¢do de uso
Diluir em PBT 3:500 v/v na hora do uso em gelo.
4- Anti-goat [gG-FITC (VECTOR) (FI 5000)
- solucdo-mie, estocar a —20°C

- solugdo de uso
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Diluir em PBT 1:100 v/v na hora do uso em gelo.

5- Anti-dig-rodamina

- Diluir em PBT 0,5:100 na hora do uso
6- Double-FISH

- Fazer um mix com as solugdes 4 e 5 nas mesmas concentragdes.
7- PBS
8- Todeto de propidio 1-2 pg/mL (diluir em agua milli-Q)
9 - DAPI (Sol. estoque: 5 mg/mL em agua).
10- antifading — Vecta shield (H 1000)

Procedimentos

1. Colocar as laminas em PBT (2 banhos de 5 minutos cada).

2. Retirar uma ldmina por vez do PBT. Acrescentar 100 pL de anti-biotina (3:500 v/v em
PBT) em cada lamina e cobrir com laminula de vidro 24x32cm.

3. Incubar em placa de Petri umedecida com PBS ou PBT por 45 minutos, a 37°C.

4. Lavar as laminas em PBT por 5 minutos (1° banho).

5. Colocar as laminas em novo PBT (2° banho). Néo precisa no caso de detec¢do com anti-
digoxigenina-rodamina. Nesse caso pular para o passo 8.

6. Retirar uma lamina de cada vez. Acrescentar 100 uL. de anti-goat IgG-FITC (1:100 v/v
em PBT) e cobrir com laminula de vidro 24x32cm.

7. Incubar em placa de Petri umedecida com PBS ou PBT por 45 minutos no escuro a 37°C.
8. Com luvas sem talco, remover as laminulas, acrescentar 100 puL de iodeto de propidio (1-
2 uL/mL) e colocar as mesmas laminulas novamente. Apds 1 minuto retirar as laminulas e
lavar cada lamina com 3 jatos de PBS com uma pipeta Pasteur. Colocar 15-20 pL de Vecta
shield em cada lamina e cobrir com laminula de acordo com o tamanho da 4rea de andlise
da lamina.

9. Comprimir a 1dmina contra a laminula para retirar o excesso de Vecta shield.

10. Para armazenar as laminas, remover o Vecta shield com jatos de PBS e colocar a

laminula sobre um filme de PBS. Manter as 1aminas no escuro.

144



Obs.: Os corantes PI e DAPI podem ser colocados no Vecta shield, o que dispensa a etapa

de coloragao.

E. Técnica para remocao de sondas para reaproveitamento de preparacoes em

experimentos de FISH

1. Lavar as laminas com um jato de agua para retirada da laminula.
2. Lavar laminas varias vezes com agua destilada.

3. Incubar em formamida 70% a 70°C por 2.

4. Incubar em 2XSSC gelado por 2°.

5. Incubar nos alcodis 70%, 85% e 100% por 2°.

6. Manter no alcool 100% na geladeira até a hibridacao.
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XV. Microdisseccio e pintura cromossomica

Preparacio das laminulas para microdissecc¢io:

1. Utilizar laminulas 25 x 75mm (cd6digo:1916-25075 Coverslips 25 x 75mm - Bellco
Glass)

2. Recortar membranas de Polietileno naftaleno (PEN cdédigo ES361010; espessura: 0,0013
mm, www.goodfellow.com) do tamanho que caiba na laminula, como no desenho A.

3. Antes de aderir a membrana na laminula, colocar 30 pL. de etanol absoluto e ajustar
esticando a membrana.

4. Colar as extremidades da membrana na laminula com esmalte como no desenho B.

5. Pingar a suspensao celular como de costume em cima da membrana.

A B

Solugdes

- Oleo mineral

- Kit WGA4 (GenomePlex Single Cell Whole Genome Amplification — Sigma-
Aldrich)

- Kit de purificagdo de PCR

- Kit WGA3 (GenomePlex WGA Reamplification Kit —Sigma-Aldrich)

- Mix dNTP para sonda (10mM dATP, 10mM dCTP, 10mM dGTP, 6,5 mM dTTP)

- dUTP-digoxigenina ou outro nucleotideo marcado

- DNA competidor (ver proximo item)

- Formamida 70%
146



- Formamida 50%

- Dextran sulfato10%

- 2x SSC

- Metanol

- PBT (vide item Hibridacao in situ)

Procedimentos
1. Microdissec¢ao dos cromossomos — microdissecar pelo menos 15 cromossomos de cada
em tubos de 0,2 pL com 2 pL de dleo para PCR na tampa do tubo
2. Primeira amplificac¢do: fazer segundo protocolo do kit WGA4 (GenomePlex Single Cell
Whole Genome Amplification — Sigma-Aldrich)
3. Purificagdo do produto de amplificacdo WGA4 — ressuspender em 30 pL de Elution
Buffer. Olhar se no kit de purificacdo pede pra adicionar isopropanol para reter moléculas
menores de DNA. Se pedir, usar.
4. Quantificagao do produto purificado no Nanodrop
5. Segunda amplificagdo —Preparagdo da Sonda — usar 20 ng do produto para fazer a
segunda amplificacdo pelo kit WGA3 (GenomePlex WGA Reamplification Kit —Sigma-
Aldrich) com algumas modificagdes:
*Nao usar o ANTP mix que vem no kit. Utilizar um preparado para sonda que deve
ter: 10mM dATP, 10mM dCTP, 10mM dGTP, 6,5 mM dTTP.
* O mix deve conter: DNA — quantid necessaria para 20 ng

dNTP mix para sonda(ndo do kit) — 1,5 uLL

dUTP-DIG (ImM) — 2 uL

tampao do kit — 7,5 pL

DNA polymerase do kit —5 pLL

Agua — completar para 75 pL
6. Purificagdo do produto da reamplificacio com WGA3 — ressuspender em 30 pL de
Elution Buffer e utilizar isopropanol também se o kit disser.
7. Quantificar o produto. Deve estar em torno de 200 ng/uL.
8. Quantificar o DNA competidor — ndo usar esperma de salmao — Usar o DNA competidor

da propria espécie e usar 5 ug na preparagdo da sonda.
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9. Preparacdo da sonda:

* Master mix (formamida 50%, dextran 10%, 2x SSC) — 17,6 uL
DNA competidor — 5 pg
Produto do WGA3 purificado — 2 pL
Agua — completar para 22 pL

10. Hibridagao:

Desnaturar a sonda a 72°C por 10 minutos, colocar no gelo por 3 minutos e depois a
37°C por 80 minutos.

Desnaturar as laminas em 70% formamida a 72°C por 2 minutos. Em seguida, desidratar
as laminas em solugdes alcoolicas de metanol 70%, 90% e 100% por 3 minutos cada,
com agitacdo e temperatura ambiente. Deixar a ldmina secando até a sonda ficar pronta.
Assim que a sonda estiver pronta, colocar a sonda na regido do material e cobrir com
laminula. Colocar em cuba de formamida e deixar ON.

Lavagem: 2 banhos de formamida a 50% por 5 minutos a 42°C. Agitar as laminas de vez
em quando e esperar a laminula sair sozinha.

3 banhos de 2xSSC por 5 minutos a temperatura ambiente — com agitacdo horizontal,
mais ou menos 150 mL por placa de petri.

1 banho de PBT 1x por 5 minutos a temperatura ambiente — também com agitacao
horizontal.

Incubar as laminas em cuba tmida por 30 minutos com tampdao PBT 1x em cima da
lamina.

Detec¢do da sonda: diluir o anti-DIG em PBT (1:200) e aplicar 150 pL em cada lamina.
Deixar a 37°C por 60 minutos.

Lavar em 3 banhos de PBT 1x por 5 minutos cada com agitagao.

Montar as 1aminas usando meio de montagem com DAPI.
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DNA competidor

1. Diluir o DNA gendmico a 100 — 500 ng/uL. em NaCl 0,3M.

2. Aliquotar 500 uL. do DNA em tubo eppendorf de 1,5 mL.

3. Autoclavar durante 30 minutos a 1,4 atm/120°C.

4. Checar a degradacdo do DNA em gel de agarose 1% (ideal obter fragmentos de 100 a
1000 pb).
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