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RESUMO

Os DNAs satélites (DNAsat) — sequéncias altamente repetidas in tandem —
apresentam rapida dindmica evolutiva e correspondem ao principal componente da
heterocromatina constitutiva (HC). Neste estudo foi realizada a caracterizacdo e
mapeamento cromossémico de DNAsat em D. schiffleri, visando analisar a
organizacdo e distribuicdo dessas sequéncias em Ccromossomos meioticos.
Adicionalmente, o mapeamento heterdlogo dos dois DNAsat mais abundantes no
genoma de D. schiffleri foi realizado, no intuito de investigar a ocorréncia dessas
sequéncias nos cariotipos de espécies do grupo D. sericeus. O satelitoma foi
sequenciado na plataforma Illumina Hiseq2000. Os DNAsat foram identificados no
RepeatExplorer e caracterizados no Geneious 4.5.8. A HC foi localizada por
bandeamento C e 0 mapeamento cromossomico dos DNAsat por hibridizagao in situ
fluorescente. Em D. schiffleri foram identificadas 26 familias DNAsat distribuidas em
quatro superfamilias (SF), sendo a SFO1 a mais diversa e abundante. Essas familias
demonstraram variagdo no tamanho dos monémeros e a maior riqueza em AT descrita
em DNAsat identificados em Coleoptera. Além disso, 0 mapeamento cromossémico
demonstrou que esses DNAsat sdo abundantes em regides pericentromeéricas, ricas
em HC, demonstrando um eficaz processo de equilocalidade da heterocromatina e
sugerindo o papel dessas sequéncias no cariotipo da espécie. Apenas uma familia
sofreu intersticializacao, estando localizada na eucromatina. A hibridizacdo heteréloga
das duas familias mais abundantes em outras espécies do grupo D. sericeus
revelaram ancestralidade comum e variacdo interespecifica na localizacdo dessas
sequéncias. Esses dados representam a primeira descricio do DNAsat em
Scarabaeidae e sugere o papel dessas sequéncias na manutencéo da arquitetura da
HC em D. schiffleri.

Palavras-chave: Besouro rola-bosta. Mapeamento heterdlogo. Heterocromatina

constitutiva. Hibridizacg&o in situ Fluorescente.



ABSTRACT

The satellite DNA (satDNA) — highly repetitive sequences in tandem — presents
rapid evolutionary dynamics and it is the major component of constitutive
heterochromatin (CH). In this study, the characterization and chromosomal mapping
of satDNA was performed in D. schiffleri, aiming to analyze the organization and
distribution of these sequences and their relation with the variation observed in the HC
of this genus. Additionally, it the heterologous mapping of the two most abundant
satDNA families was performed in order to investigate the conservation of these
sequences in sericeus group. The satelitome was sequenced on the Illumina
Hiseq2000 platform. DNAsat were identified in RepeatExplorer and characterized in
Geneious 4.5.8. The CH was localized by C-banding and chromosome mapping by
fluorescence in situ hybridization. In D. schiffleri, 26 satDNA families were found
distributed in four superfamilies (SFs), with SFO1 being the most diverse and abundant.
These families showed great variation of the monomers size and the largest richness
of AT described in Coleoptera. In addition, chromosomal mapping demonstrated that
satDNA are abundant in region with richness for CH pericentromeric regions,
demonstrating an efficient equilocality of heterochromatin process and suggesting the
role of these sequences in the karyotype of D. schiffleri. Only one family suffered
interstitialization, being located in euchromatin. The heterologous hybridization of two
most abundant families revealed common ancestry and interspecific variation in the
location of these sequences. These data represent the first description of satDNA in
Scarabaeidae and suggest the role of these sequences in the maintenance of CH

architecture in D. schiffleri.

Key words: Dung beetle. Heterologous mapping. Heterochromatin constitutive.

Fluorescence in situ hybridization.
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1 INTRODUCAO

O grupo Dichotomius (L.) sericeus pertence ao género Dichotomius Hope, 1838
(Coleoptera: Scarabaeidae) e possui espécies morfologicamente semelhantes
endémicas da Floresta Atlantica e Caatinga. Estas foram submetidas a revisao
taxondmica recentemente, sendo descritas oito espécies incluindo D. schiffleri, que se
destaca por sua importancia ecoldgica e pelo seu status de ameacada de extingéao.

Além dos caracteres morfologicos, este grupo também tem sido alvo de estudos
citogenéticos os quais revelaram conservacao da macroestrutura cromossémica, com
cariotipo de 2n = 18, e cromossomos meta-submetacéntricos. Além disso, Varios
estudos foram direcionados a analise do DNA repetitivo (DNAsat) especialmente a
heterocromatina constitutiva (HC) e a fracdo do DNA repetitivo (COt-1), sendo
observado que sdo predominantes nas regides pericentromeéricas dos cromossomos.
Um dado interessante foi observado a partir do mapeamento heterélogo da fragéo do
DNA repetitivo (COt-1) isolado a partir de D. geminatus onde se constatou variagao na
composicao e localizacdo das sequéncias que compdem a HC do grupo Dichotomius
(L.) sericeus.

Considerando que o DNAsat é o principal componente da HC e do seu
envolvimento na manutencao e variabilidade desse tipo de cromatina, neste estudo
analisamos e caracterizamos o satelitoma de D. schiffleri, com o intuito de investigar
sua composicao e distribuicdo no cariétipo da espécie. Além disso, verificamos se as
familias DNAsat abundantes séo espécie-especificos em D. schiffleri ou se estédo
presentes e conservadas no cariétipo de espécies do grupo D. sericeus.



15

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Caracterizar o satelitoma de Dichotomius schiffleri e mapear familias de
DNAsat, no intuito de investigar qual a distribuicdo dessas sequéncias no cariotipo da
espécie. Além disso, verificar se os DNAsat mais representativos do satelitoma de D.

schiffleri estdo compartilhados em outras espécies do grupo D. sericeus.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Identificar e caracterizar o satelitoma de Dichotomius schiffleri (Scarabaeidae:
Coleoptera), com a finalidade de classificar as familias de DNAsat que compdem
0 genoma dessa espécie.

2. Realizar o mapeamento cromossdmico de familias DNAsat, visando analisar a
distribuicdo destas sequéncias no cariotipo de D. schiffleri.

3. Realizar o mapeamento cromossdmico heter6logo das familias DNAsat mais
abundantes e isoladas em D. schiffleri, em quatro espécies do grupo D. sericeus
(D. guaribensis; D. gilletti e D. iannuzziae), com a finalidade de investigar se esses
DNAsat sdo espécie-especificos ou se sdo compartihados com outros

representantes do grupo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O DNA SATELITE

Os DNAs repetitivos ocorrem em todos 0s organismos vivos e, embora
representem a maior fracdo do genoma eucarionte, foram inicialmente considerados
sequéncias de DNA lixo (“junk DNASs”) devido ao desconhecimento de sua atividade
funcional (Ohno, 1972; Long e Dawid, 1980). Contudo, com o advento de novas
ferramentas de andlise genémica — como o Sequenciamento de Nova Geracgao (NGS)
e analises in silico; o estudo do DNA repetitivo voltou a ser de grande interesse dadas
as evidéncias de seu envolvimento em importantes processos celulares como na
organizacdo e manutencao do genoma (Saphiro e Sternberg, 2005; Lépez-Flores e
Garrido-Ramos, 2012; Garrido-Ramos, 2017).

Os DNAs repetitivos podem estar arranjados de modo disperso no genoma,
como por exemplo, 0s elementos transponiveis; ou in tandem, isto é, lado-a-lado,
representado pelos genes de algumas familias multigénicas, como os DNAs
ribossomais (DNAr) e DNAs satélites (Figura 1) (Long e Dawid, 1980; Charlesworth et
al., 1994; Richard et al., 2008).

Os DNAs satélites correspondem a uma das classes de DNASs repetitivos mais
abundantes em eucariontes (Garrido-Ramos, 2017). Historicamente, o termo “DNA
satélite” foi proposto a partir de experimentos de centrifugacdo em gradiente de
densidade onde, fragmentos compostos por fracbes satélites foram isolados da
porcao principal do DNA gendmico mais densas devido a sua natureza flutuante
(Walker, 1971; John e Miklos, 1979; Plohl et al., 2012).



Figura 1. Classificacao dos diferentes tipos de sequéncias de DNAs repetitivos encontrados nos

genomas eucariontes.
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Fonte: Modificado de Garrido-Ramos (2017).

De modo geral, os DNAs satélites sdo classificados em funcdo do numero total
de repeticbes e o tamanho de suas unidades repetitivas (Charlesworth et al., 1994).
Desta forma, trés classes foram descritas, sendo elas: os microssatélites (1-10 pb) e
minissatélites (>10 pb), ambas moderadamente repetitivas e, por ultimo, os satélites
ou DNAsat, com unidades de repeticdes que demonstram uma grande variacao de
tamanho e que séo altamente repetitivas no genoma (Figura 2) (Charlesworth et al.,
1994; Plohl et al., 2008; Richard et al., 2008; Vieira et al., 2016).

Apesar da referéncia de um numero minimo de repeticbes, ndo ha um
consenso em relacdo ao tamanho das unidades repetitivas definidas para cada classe.
Desta forma, Ruiz-Ruano et al. (2016a) demonstraram que microssatélites,
minissatélites e satélites sdo essencialmente semelhantes e propuseram o termo
“satelitoma” para agrupar todos os tipos de DNAsat presentes em um genoma. Além
disso, os DNAsat também podem ser classificados em superfamilias, familias e
variantes de acordo com o nivel de identidade entre sequéncias, quando possuem
uma identidade inferior a 50%, sao considerados membros de superfamilias
diferentes, entre 50 & 80% de identidade sdo considerados familias DNAsat diferentes
em uma mesma superfamilia, acima de 80% considerados variante de uma mesma
familia e a mesma variante quando a identidade € superior a 95% (Ruiz-Ruano et al.,
2018a)
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Figura 2. Tamanho total e abundancia das sequéncias satélites em eucariontes. Em
cada categoria (Microssatélites, Minissatélites e Satélites) o tamanho total e 0 nimero
de ocorréncia no genoma estao apresentados em escala logaritmica.

Tamanho total
| R B D — —
0 10 102 10° 10* 10° 10°
Repeti¢coes por o M Satélites
genoma — e ———— M Minissatélites
0 10 102 10° 10* 10° 10° Microssatélites

Fonte: Modificado de Richard et al.(2008).

Os DNAsat correspondem ao principal componente da heterocromatina
constitutiva (HC) em eucariontes e sdo geralmente localizados formando grandes
blocos em regides centroméricas ou teloméricas dos cromossomos (Bostock, 1980;
Singer, 1982; Lépez-Flores e Garrido-Ramos, 2012). Contudo, recentemente a
presenca destas sequéncias em regides eucromaticas também foi descrita em alguns
organismos, como em plantas (Sola-Campoy et al., 2015) e insetos (Feliciello et al.,
2014; Larracuente, 2014).

Embora os DNAsat tenham sido por décadas considerados sequéncias sem
utilidade para o genoma, atualmente, existem diversas evidéncias do papel funcional
que estas sequéncias executam ao nivel genémico e citoldgico (Garrido-Ramos,
2017). Em alguns estudos foi observado que existem DNAsat de diversos organismos,
incluindo vertebrados, invertebrados e plantas, que possuem atividade transcricional
onde 0s transcritos atuam em processos regulatorios que incluem desde a expressao
génica, bem como a resposta ao stress e modificagdes epigenéticas (Ugarkovic, 2005;
Feliciello et al., 2015; Ferree, 2017). Além disso, os DNAsat também podem atuar na
organizacdo cromossdmica, emparelhamento e segregacdo meidtica (Ruiz-Ruano et
al., 2016b; Samoluk et al., 2016; Garrido-Ramos, 2017).
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2.1.2 Origem e evolucdo dos DNAsat

A extrema diversidade de DNAsat no genoma e o ainda limitado conhecimento
sobre a sua estrutura, organizagao e importancia funcional, dificultaram a conclusao
de estudos sobre a dinamica evolutiva destas sequéncias (Plohl et al., 2012). Contudo,
esse panorama tem sido recentemente modificado a partir do advento de novos
métodos de andlise genbmica — tais como ferramentas de analise in silico de reads
NGS; os quais permitem, hoje, investigar aspectos como a origem e evolugéo dos
satélites (Garrido-Ramos, 2017).

Os DNAsat apresentam grande complexidade evolutiva, com continua origem
e amplificacdo de suas familias (Vittorazzi et al., 2014). Segundo Ruiz-Ruano et al.
(2016a), o nascimento de uma nova familia DNAsat implica em uma duplicacdo de
novo de uma sequéncia de dois ou mais pb que, por mecanismos moleculares como
slippage do DNA, podem originar uma repeticdo in tandem localmente. Em um
segundo momento, essa familia de DNAsat pode ser disseminada para outras partes
do genoma a partir de eventos moleculares como transposi¢céo via elementos de
transposicdo (TEs). Essas unidades de repeticGes mais curtas podem, entdo, ser
amplificadas e resultar em uma unidade maior e visivel em técnicas cito-moleculares,
como a hibridizagéo in situ fluorescente (FISH) (Garrido-Ramos, 2017).

Além de sua complexa dindmica evolutiva, os DNAsat sdo também conhecidos
por apresentarem grande diversidade de sequéncias, mesmo entre espécies
filogeneticamente proximas (Liao, 1999; Plohl et al.,, 2008, 2012). Contudo, ao
contrario do que se espera na auséncia de restricdes seletivas, dentro de uma dada
espécie a divergéncia entre mondmeros de uma familia DNAsat, é geralmente muito
baixa, seguindo um padrao de evolucdo em concerto (Liao, 1999; Plohl et al., 2008,
2012; Garrido-Ramos, 2017).

A evolucédo em concerto € um fendémeno bioldgico que pode explicar a evolucao
coesiva e gradual observada em DNAs satélites e que consiste em um processo
evolutivo de dois niveis conhecido como Molecular Driver (Figura 3). No primeiro nivel,
as mutacbes ocorrentes em um Unico monémero sdo homogeneizadas para 0s
mondmeros adjacentes através de mecanismos de transferéncia ndo reciproca, tais
como o0 crossing-over desigual, conversdo génica ou pela perda ou ganho de

sequéncias mediadas por elementos transponiveis (Dover, 1982, 1986; Ugarkovic e
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Plohl, 2002; Garrido-Ramos, 2017). Quanto ao segundo nivel, monémeros variantes
sao fixados no genoma através de eventos meidticos e segregacdo cromossdémica
(Dover, 1986; Plohl et al., 2010). Juntos, esses niveis podem contribuir para o
isolamento e especiacdo de uma populacdo em particular (Plohl et al., 2012; Feliciello
et al., 2014).

Figura 3. Representacdo esquematica da evolucdo em concerto, onde uma
mutacao ocorrente na espécie ancestral 1 (setas azuis) sofre homogeneizacao e
fixacdo, com posterior isolamento reprodutivo e especiacao na espécie 2 (setas
verdes) e 3 (setas laranjas).
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L

Espécie 2 I >I > >I >
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Fonte: Modificado de Plohl et al.(2012).

Além da evolucdo ao nivel de sequéncias, os DNAsat também possuem a
capacidade de evoluir em relagdo ao numero de copias, como resultado da expansao
de suas unidades repetitivas (Ugarkovic e Plohl, 2002; Plohl et al., 2012). Inicialmente
postulado por Fry e Salser (1977) e demonstrado experimentalmente por Mestrovic et
al. (1998), a hipotese de biblioteca ou Library Concept assume que mais de uma
familia DNAsat coexiste no genoma ancestral, constituindo uma espécie de “colegao”
permanente de diferentes DNAsat, que podem ser diferencialmente amplificados em
um grupo de espécies descendentes (Figura 4) (Plohl et al., 2008, 2012, 2010;
Garrido-Ramos, 2017). Como consequéncia, cada espécie pode apresentar uma
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familia DNAsat como “major satellite”, enquanto que as demais familias permanecem
em baixo niumero de copias (Pezer et al., 2011). Tais flutuacdes no numero de copias
podem ser mediadas por mecanismos moleculares que envolvem transposicao,
replicagdo em circulo rolante ou crossing-over desigual, os quais sao suficientes para
criar perfis espécie-especificos em espécies préoximas (Mestrovic et al.,, 1998;
Giovannotti et al., 2014; Louzada et al., 2015; Ribeiro et al., 2016; Garrido-Ramos,
2017). Portanto, alguns DNAsat apresentam distribuicdo do tipo espécie-especifica,
demonstrando auséncia de similaridade em suas sequéncias de nucleotideos, mesmo

entre espécies cogenéricas (Plohl et al., 1998; Jagannathan et al., 2017).

Figura 4. Representacdo esquematica da hipétese de biblioteca, na qual o genoma
ancestral possui um pool de trés diferentes familias DNAsat (setas coloridas) que
sdo diferencialmente amplificadas nas espécies descendentes.

Ancestral
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Espécie 1 Espécie 3

S | e
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Fonte: Modificado de Plohl et al.(2012).

2.1.3 DNAsat em Insetos

Na classe Insecta a caracterizagdo do DNAsat foi realizada em apenas 25%
das ordens descritas. A maioria dos organismos estudados pertencem as ordens
Diptera, Hymenoptera, Orthoptera e em menor quantidade, Coleoptera (Lorite et al.,
2001, 2002; Cabrero et al., 2003; Palomeque e Lorite, 2008; Pezer et al., 2011). Em

geral, estes estudos revelaram que o conteudo de DNAsat pode representar quase
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50% do genoma nuclear desses insetos, embora a real abundancia destas sequéncias
possa ser maior do que o estimado (Mestrovic et al., 1998; Plohl et al., 1998; L6pez-
Flores e Garrido-Ramos, 2012).

Os DNAsat em insetos apresentam grande variacdo no tamanho dos
mondmeros e foram historicamente classificados de acordo com o tamanho de suas
unidades repetitivas em simples ou complexo, onde os DNAsat simples correspondem
aos mondmeros menores que 100 pb, enquanto que os complexos sdo maiores que
100 pb (King e Cummings, 1997; Palomeque e Lorite, 2008). Atualmente esses termos
foram substituidos por DNAsat curto (<100 pb) ou longo (>100 pb) (Ruiz-Ruano et al.,
2016a).

Essa grande variacdo no tamanho dos DNAsat pode ser observada no
satelitoma do grilo Eneoptera surinamensis (De Geer, 1773) que apresentou
repeticdes curtas de quatro, oito e 10 pb e também DNAsat longo de até 517 pb de
tamanho (Palacios-Gimenez et al., 2017). Embora essas classificagdes possam ser
reconhecidas em insetos, algumas espécies demonstraram tamanhos excepcionais,
como a formiga Monomorium subopacum, que possui monémeros satélites maiores
gue 2 kb de tamanho (Lorite et al., 2004).

Os dados de mapeamentos cromossémicos do DNAsat de insetos
demonstraram gue estas sequéncias estao preferencialmente localizadas nas regifes
pericentroméricas dos cromossomos, ricas em heterocromatina, o que corresponde a
um padrdo comum em eucariontes (Ruiz-Ruano et al., 2016a; Milani et al., 2017).
Contudo, a presenca de familias DNAsat em por¢des eucroméaticas também foi
descrita em alguns insetos, como na mosca Drosophila melanogaster (Larracuente,
2014). Quanto a distribuicdo cromossémica do DNAsat, uma dada familia pode estar
presente apenas em um Unico par cromoss6mico, em todos 0S CromossSomos ou
irregularmente em cromossomos diferentes (Ruiz-Ruano et al., 2016a). Além disso,
um unico par cromossdmico pode acumular mais de uma familia, como observado em
cromossomos sexuais do grilo E. surinamensis, que apresentou 39 familias DNAsat
acumuladas no neo-Y (Palacios-Gimenez et al., 2017).

Em termos de diversidade de espécies, a ordem Coleoptera € a mais
representativa da classe Insecta (Costa, 2000), no entanto, estudos com DNAsat
foram realizados em apenas poucas espécies pertencentes as familias Tenebrionidae
e Chrysomelidae (Plohl et al., 1993; Lorite, 2001; Mravinac e Plohl, 2010). Em geral,
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estes estudos demonstraram que o DNAsat pode representar quase metade da
porcdo do genoma nuclear dos coledpteros e apresentam riqgueza de até 80% em
pares de bases AT, podendo induzir a formacgdo de curvaturas na prépria molécula de
DNA (Plohl et al., 1998; Pons et al., 2004; Lorite et al., 2013).

Analises moleculares realizadas em besouros da familia Tenebrionidae
revelaram que a evolucdo dos DNAsat nessa familia se deve, principalmente, a
ocorréncia de mutagfes de ponto, especialmente substituicdes de nucleotideos (Juan
etal., 1993; Plohl et al., 1993, 1994). Além disso, Feliciello et al. (2014) demonstraram
pela primeira vez evidéncias de distintos perfis de DNAsat em nivel populacional e
reforcaram a hipotese de que o DNAsat pode atuar na divergéncia evolutiva de
espécies proximas.

O mapeamento cromossémico de DNAsat em coledpteros, embora escasso,
revelou que estas sequéncias estdo preferencialmente distribuidas em regides
heterocromaticas de todos os cromossomos, como observado em espécies de alguns
géneros da familia Tenebrionidae (Juan et al., 1993; Mestrovic et al., 1998; Mravinac
et al., 2005, 2010) e Chrysomelidae (Lorite et al., 2001; Palomeque et al., 2005).
Contudo, mais recentemente, a presenca de sequéncias satélites em porcdes
eucromaticas também foi observada em Coleoptera, no besouro Tribolium castaneum
(Tenebrionidae), onde algumas familias DNAsat estéo preferencialmente dispersas na

eucromatina (Feliciello et al., 2014).

2.2 O GENERO Dichotomius (COLEOPTERA: SCARABAEIDAE) COM ENFASE EM

Dichotomius schiffleri

Segundo Lawrence e Newton (1995), Coleoptera possui 127 familias
distribuidas na regido neotropical, das quais, Scarabaeidae (Scarabaeoidea) se
destaca por sua grande diversidade em espécies e por agrupar a subfamilia
Scarabaeinae, cujos besouros sdo popularmente conhecidos como “rola-bosta” e
possuem grande importancia ecolégica (Halffter e Mathews, 1966). Por sua vez, a
subfamilia Scarabaeinae esta distribuida em 11 tribos (Vaz-de-Mello, 2007; Génier,
2009) e possui aproximadamente 2000 géneros, dos quais 49, incluindo o género
Dichotomius, foram registrados no Brasil (Halffter, 1991; Browne e Scholtz, 1999;
Valois et al., 2017; Vaz-de-Mello, 2017).
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O género Dichotomius foi descrito por Hope em 1838 e pertence a tribo Coprini
(Montreuil, 1998). Com distribuicdo endémica no continente americano, 0s
representantes desse género sdo geralmente encontrados em areas florestais ou em
savanas neotropicais e tipicamente apresentam hébito alimentar copréfago, ou seja,
se alimentam de fezes de mamiferos (Vaz-de-Mello, 1999; Aidar et al., 2000).
Contudo, algumas espécies do género apresentam habitos alimentares alternativos,
podendo utilizar como recurso alimentar ovos de aves ou répteis e carne em
putrefacdo (Louzada e Vaz-de-Mello, 1997).

Além disso, a maioria dos representantes de Dichotomius apresentam a
estratégia de alocacdo de recurso do tipo paracopridea, ou seja, escavam tuneis
abaixo ou ao lado da fonte de alimento e enterram por¢cdes deste para a manutengao
do ninho (Hanski e Cambefort, 1991; Koller et al., 1999). Desta forma, devido ao habito
copréfago e paracoprideo, Dichotomius desempenha um importante papel ecoldgico,
contribuindo para a decomposicdo da matéria organica e reciclagem dos nutrientes
(Halffter e Mathews, 1966; Bang et al., 2005).

Dentre os quatro subgéneros inclusos em Dichotomius, Luederwaldtinia se
destaca pela diversidade de espécies no Brasil e por incluir varios grupos ou
complexos de espécies morfologicamente semelhantes, como o grupo Dichotomius
(L.) sericeus (Harold, 1867) (Vaz-de-Mello et al., 2000, 2001). Este grupo foi
recentemente alvo de revisao taxonémica por Valois et al. (2017) onde oito espécies
endémicas de Floresta Atlantica e Caatinga foram reconhecidas, séo elas: D. sericeus,
D. irinus, D. laevicollis, D. schiffleri, D. guaribensis, D. giletti, D. iannuzziae e D.

catimbaus, sendo as cinco ultimas ocorrentes em Pernambuco.

2.2.1 Caracteristicas gerais de Dichotomius schiffleri

A espécie Dichotomius schiffleri Vaz-de-Mello, Louzada e Gavino (2001) é
morfologicamente distinguida das demais espécies do grupo D. sericeus por nao
apresentar armadura cefélica e por ser mais alongada e achatada dorso-ventralmente
(Figura 5) (Vaz-de-Mello et al., 2001; Valois et al., 2017). Representantes de D.
schiffleri estdo predominantemente distribuidos em areas de restinga no Brasil e, até

o0 momento, foram registrados apenas em regides de ecossistema costeiro dos
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estados da Bahia (BA), Espirito Santo (ES), Pernambuco (PE) e Sergipe (SE) (Vieira
et al., 2011).

Figura 5. Exemplar da espécie Dichotomius schiffleri.

Fonte: Valois et al., 2017

Assim como a maioria das espécies do género, D. schiffleri apresenta habito
alimentar preferencialmente coprofago e estratégia paracopridea. Além disso, é
considerada uma espécie bioindicadora ambiental, uma vez que sé ocorre em
abundancia em areas de ecossistemas preservados (Vieira, 2008). Desta forma, as
modificacdes e fragmentacéo das florestas tropicais reduziram as populacdes de D.
schiffleri e contribuiram para inclusdo de D. schiffleri na Lista Vermelha da Fauna
Brasileira Ameacgada de Extingdo do IUCN e IBAMA (Vaz-de-Mello e Louzada, 2008;
Vieira et al., 2011; IUCN, 2013; Costa et al., 2014).

Estudos citogenéticos realizados em D. schiffleri revelaram namero diploide 2n
= 18 e morfologia cromossémica meta-submetacéntrica, cariétipo frequentemente
observado nas espécies do género Dichotomius (Cabral-de-Mello et al., 2011a, b;
Xavier et al., 2014). Em relagdo aos cromossomos sexuais, D. schiffleri apresenta
mecanismo sexual Xy na configuracdo em bastdo (Xyr), semelhante ao que foi
observado em individuos de D. sericeus (Silva et al., 2009). O bandeamento C e o
mapeamento da fragdo de DNA Cot-1 revelaram dados semelhantes as demais
espécies do género analisadas, com predominancia da HC nas regides
pericentroméricas de todos 0s cromossomos, exceto no cromossomo Yy diminuto
(Xavier et al., 2014). Além disso, através da triplice coloracdo (CMA3/DA/DAPI) foi

observado que a HC é predominante neutra, sendo rica em GC no terceiro par
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autossémico. A impregnacdo com nitrato de prata (AgNO3) mostrou blocos terminais
no terceiro par autossémico, que corresponde a regido rica em GC (Xavier, 2013).

O mapeamento cromossémico com o0s genes de familias multigénicas DNA
ribossomal (DNAr) 18S, 5S e histonas H3 foi realizado, sendo observado que os sitios
de DNAr 18S estéo localizados no terceiro par autossémico, enquanto que 0s genes
de DNAr 5S e histonas H3 foram co-localizados na regido proximal do segundo par
autossémico (Xavier, 2013). Além disso, o mapeamento cromossémico com
elementos de transposicdo demonstrou que o elemento DsmarMITE esté localizado
em regides eucromaticas dos cromossomos, sugerindo que este elemento ndo esta
envolvido na variacdo de composicéao e localizacdo da HC em Dichotomius (Xavier et
al., 2014).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os Individuos de Dichotomius schiffleri Vaz-de-Mello, Louzada & Gavino 2001
foram coletados na Reserva Particular do Patriménio Nacional (RPPN) Nossa
Senhora do Outeiro (08°31'48"S e 35°01'05"0O) em Ipojuca, Pernambuco, Brasil, onde
também foram coletados espécimes de D. guaribensis Valois, Vaz-de-Mello & Silva
2017. Além disso, as espécies D. gilletti e D. iannuzziae Valois, Vaz-de-Mello & Silva
2017 foram coletadas em Mata de Jangadinha, no municipio de Jaboatdo dos
Guararapes — PE (08°05'34"S e 34°58'48"0) e no municipio de Jurema — PE
(8°47'76"S e 36°08'00"0), respectivamente (Figura 6). As coletas foram realizadas
com autorizacdo do IBAMA, licenca 50438-2 (SISBIO) especifica para D. schiffleri, e
licenca 16278-1 (SISBIO) para as outras espécies.

Figura 6. Mapa de Pernambuco. Municipio de Ipojuca em azul,
Jaboat&o dos Guararapes em verde e Jurema em vermelho.

Fonte: Google Maps.

As gbnadas dos machos foram fixadas em Carnoy (3:1 etanol: acido acético) e
acondicionadas em -20 °C para as andlises citoldgicas. Os individuos foram
preservados em alcool absoluto, acondicionados a -20 °C para extracdo do DNA
gendmico e incluidos no banco de germoplasma do Laboratério de Biodiversidade e
Genética de Insetos (LBGI), do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade
de Pernambuco (UPE).

4.2 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DO DNAsat
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O sequenciamento do genoma de um individuo de D. schiffleri foi realizado na
plataforma Solexa-lllumina HiSeq 2000, com abordagem paired end, leitura média de
100 pb e cobertura de 0.8x. As sequéncias obtidas foram submetidas no Trimmomatic
0.36 (Bolger et al.,, 2014) para remover o0s reads com baixa qualidade de
sequenciamento, e clusterizadas no web servidor Repeat Explorer (Novéak et al., 2010;
2013). Os DNAsat foram identificados inicialmente a partir de clusters que
apresentaram gréaficos em formato esférico ou em anel, e com densidade superior a
0.1 (Ruiz-Ruano et al., 2016a). Além disso, nesses clusters foi verificado o resultado
do Domain hits e do Repeat Masker. Os clusters selecionados foram carregados no
servidor Tandem Repeat Finder 0.49 com parametros 2, 3, 5 para match, mismatch e
indels, respectivamente, e a organizagao in tandem foi confirmada com o Dotlet
(Junier e Pagni, 2000).

Para a caracterizacdo do DNAsat foram utilizados, em default settings, os
softwares Geneious 4.5.8 para o alinhamento dos monémeros e obtencdo da
sequéncia consenso, MEGAY para calcular o conteido em pares de bases A+T (%) e
MUSCLE para analisar a homologia entre os DNAsat identificados. Aqueles que
demonstraram identidade inferior a 50% foram considerados membros de diferentes
superfamilias, enquanto que uma identidade entre 50 a 80% indicava diferentes
familias DNAsat de uma mesma superfamilia. Quando a identidade era superior a
80%, foram considerados variantes de uma mesma familia e uma mesma variante
guando superior a 95% de identidade (Ruiz-Ruano et al., 2016a, b). A nomenclatura

de cada familia DNAsat foi atribuida segundo Ruiz-Ruano et al. (2016a).

4.3 IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DO DNAsat

Para isolar os DNAsat identificados no genoma de D. schiffleri, foram
desenhados 24 pares de primers. Os quais foram desenhados no Primer3Plus
(bioinformatics.nl/primer3plus) para familias DNAsat com monémero superiores a 50
pb, enquanto que os primers para DNAsat de tamanho inferior a 50 pb foram
desenhados manualmente e analisados quanto a viabilidade no servidor
OligoAnalyzer 3.1 (IDT) (idtdna.com/calc/analyzer) (Anexo 1). A amplificacdo do
DNAsat foi realizada por PCR (Polymerase chain reaction) em termociclador Biocycler

(MG96G) com desnaturacao inicial a 95 °C por 5 min, seguido por 30 ciclos de 98 °C
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durante 30 s, com temperatura de anelamento entre 45 — 59 °C por 30 s e 72 °C
durante 1 min e 20 s, e com extensao final a 72 °C por 5 min. Os produtos foram

analisados por eletroforese em gel de agarose 1%.

4.4 PREPARACOES CROMOSSOMICAS, BANDEAMENTO C E HIBRIDIZACAO in
situ FLUORESCENTE

As células meidticas foram obtidas a partir da técnica cldssica de esmagamento
de foliculos testiculares em acido acético 65%, com auxilio de um Estereomicroscopio
(Tecnival), fixadas nas laminas a 45 °C durante 2 min e posteriormente coradas com
Giemsa 5 %. O bandeamento C seguiu o protocolo descrito por Sumner (1972).

A Hibridizacéo in situ Fluorescente (FISH) foi realizada de 24 familias DNAsat
nos cariotipos de 15 individuos machos de D. schiffleri, de acordo com o protocolo
descrito em Cabral-de-Mello (2013). Os dois DNAsat mais abundantes foram
mapeados também nas espécies D. gilletti, D. guaribensis e D. iannuzziae. As sondas
foram obtidas por PCR e marcadas por nick translation com biotina-14-dATP
(Invitrogen) ou através da PCR com digoxigenina-11-dUTP (Roche). Estas sondas
foram detectadas por avidina FITC (Invitrogen) e anti-digoxigenina-rodamina (Roche),
respectivamente. As imagens das células analisadas foram capturadas através do
microscopio de epifluorescéncia Leica DM 2500, com camera digital acoplada. O

brilho e o contraste das fotos foram otimizados com Photoshop CS6.
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5 RESULTADOS
5.1 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS DNAsat EM D. schiffleri

As sequéncias repetitivas de D. schiffleri foram agrupadas em 228 diferentes
clusters, dos quais 26 apresentaram densidade e graficos tipicos para DNAsat. A
caracterizacao desses clusters revelou a ocorréncia de 26 diferentes familias DNAsat,
dentre as quais DscSat01-224, DscSat02-170 e Dscsat03-30 sao as mais abundantes
e juntas representam 25% das sequéncias obtidas nessa espécie. Esses DNAsat
demonstraram ainda uma grande variacdo no tamanho dos monémeros (12 a 224 pb)
e uma notavel riqueza no contetdo de AT (de 44,4 até 95,2%) (Tabela 1).

A analise do Repeat Masker no RepeatExplorer revelou que os 26 clusters
identificados néo apresentaram dominios ou altos hits com elementos de transposicao
(TEs). Adicionalmente, nesses clusters ndo foram observadas regides terminais
invertidas, caracteristicas comuns para elementos degenerados do tipo MITE.

Baseado na andlise de homologias foram caracterizadas 54 sequéncias
variantes, em uma proporgdo de uma a 10 variantes por familia DNAsat. A analise de
similaridade entre as sequéncias consenso das 26 familias DNAsat permitiu ainda

organiza-las em quatro diferentes superfamilias (SFs) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizacdo do satelitoma de Dichotomius schiffleri.

Familia . Abundancia
CL SF DNAsat T AT% V Densidade relativa (%)
1 1 DscSat01-224 224 76,4 6 0.5388 16.400
2 1 DscSat02-170 170 77,8 7 0.7739 8.560
2 1 DscSat03-30 30 73,3 1 0.7739 8.560
17 1 DscSat04-148 148 61,9 3 0.1215 0.274
36 1 DscSat05-38 38 92,1 2 0.3571 0.110
36 1 DscSat06-110* 110 87,2 4 0.3571 0.110
74 1 DscSat07-76 76 80,5 10 0.1486 0.039
81 2 DscSat08-151* 151 70,9 1 0.2892 0.038
106 3 DscSat09-28 28 71,4 1 0.1485 0.029
116 1 DscSat10-22 22 68,2 1 0.1598 0.027
121 4 DscSatl11-27 27 444 1 0.1181 0.025
121 1 DscSat12-24 24 542 1 0.1181 0.025
129 1 DscSatl13-21 21 952 1 0.2202 0.023
132 1 DscSat14-19 19 579 1 0.2504 0.024
136 1 DscSat15-22 22 818 2 0.129 0.021
144 1 DscSatl16-57 57 614 1 0.2258 0.020
144 1 DscSatl7-41 41 585 1 0.2258 0.020
144 1 DscSat18-22 22 545 1 0.2258 0.020
144 1 DscSat19-20 20 65 1 0.2258 0.020
145 1 DscSat20-21 21 857 1 0.1828 0.020
146 1 DscSat21-33 33 69,7 1 0.1505 0.020
161 1 DscSat22-13 13 76,9 1 0.1311 0.020
182 1 DscSat23-15 15 933 1 0.1594 0.016
184 1 DscSat24-18 18 61,1 2 0.1558 0.016
184 1 DsSat25-12 12 583 1 0.1558 0.016
207 1 DsSat26-20 20 70 1 0.2381 0.014

Cluster (CL), superfamilia (SF), familia DNAsat, tamanho do mondémero (TM), conteddo em AT (%),
ndmero de variantes (V), densidade e abundancia relativa de todos os DNAsat identificados no genoma
de D. schiffleri. Em cada familia, o tamanho dos monémeros e o contelldo em AT é indicado para a

variante mais abundante. *Familias DNAsat para as quais néo foi possivel desenhar primers viaveis.
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5.2 MAPEAMENTO CROMOSSOMICO DE FAMILIAS DE DNAsat EM D. schiffleri E
EM OUTRAS ESPECIES DO GRUPO D. sericeus

O caridtipo 2n = 18, Xyp com cromossomos meta-submetacéntricos foi
observado em D. schiffleri, bem como nas outras trés espécies proximas analisadas.
Em D. schiffleri, o bandeamento C revelou a presenca de blocos grandes de HC nas
regides pericentroméricas de todos os bivalentes e também nos cromossomos
sexuais (Figura 7a).

Das 26 familias DNAsat caracterizadas, ndo foi possivel desenhar primers
viaveis para o isolamento das sondas de duas delas. Das 24 sondas hibridizadas, foi
obtido resultado de mapeamento cromossomico para 15 delas. A localizagcédo desses
DNAsat foi predominante nas regifes pericentroméricas, corresponde a regiao rica
em heterocromatina constitutiva revelada pelo bandeamento C. Essas sequéncias
foram observadas em todos os autossomos, exceto o DscSatl0-22 no par sete e
DscSat10-22, DscSat15-22, DscSatl7-41, DscSatl8-22 e DscSat20-21 no par oito
(Tabela 2, Figura 7i, Figura 8b, d, e, f). Nos cromossomos sexuais foram observados
todos os DNAsat mapeados, exceto os satélites DscSatl8-22 e DscSat20-21 no
cromossomo X e dos DscSat03-30, DscSat07-76, DscSatl0-22, DscSatl7-41,
DscSat18-22 e DscSat20-21 no y diminuto (Figura 7d, g, i, Figura 8d, e, f). Dentre os
satélites mapeados, a familia DscSat04-148 foi a Unica que apresentou sinais
intersticiais, sendo localizada em todos os cromossomos, exceto no par 8 (Tabela 2,
Figura 7e).

Em D. gilletti, D. guaribensis e D. iannuzziae, o0 mapeamento das familias
DscSat01-224 e DscSat02-170 revelou a disperséo dessas sequéncias ao longo dos
cromossomos. Apesar disso, foi possivel observar grandes blocos dessas sequéncias

nas regides pericentroméricas de todos os autossomos (Figura 9).
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Tabela 2. Mapeamento cromossdmico de DNAsat em Dichotomius schiffleri. Familia DNAsat, tamanho
do mondémero (TM) e localizagdo cromossémica de familias DNAsat (p = pericentromérica; i =

intersticial; + = presente; - = ausente)

Localizagdo cromossdmica

Familia DNAsat TM 1 2 3 4 5 6 7 8 X

DscSat01-224 224 p p p p p p P p Y

DscSat02-170 170 P p p p p P P p p+
DscSat03-30 30 P p p P p p p p P -
DscSat04-148 148 i i [ [ [ [ [ - [ -
DscSat05-38 38 P p p p p p P p pt
DscSat07-76 76 P p p p p p p p p -
DscSat09-28 28 p p p p p p P p Y +
DscSat10-22 22 P P P P p P - - P
DscSat14-19 19 p p p P ] P P p p+
DscSat15-22 22 p p p p p p p - p +
DscSat16-57 57 p p p P p P P p p+
DscSat17-41 41 p p p p p p p - p -
DscSat18-22 22 p p p p p p P - - -
DscSat20-21 21 p p p p p p p - - -
DscSat21-33 33 P p p P p p p p p ot
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Figura 7. Bandeamento C e mapeamento cromossdmico de diferentes familias DNAsat em
Dichotomius schiffleri. (a) Bandeamento C, (b-i) DscSat01-224 (b), DscSat02-170 (c), DscSat03-
30 (d), DscSat04-148 (e), DscSat05-38 (f), DscSat07-76 (g), DscSat09-28 (h) e DscSat10-22 (i).
Os ndmeros indicam os bivalentes autossémicos sem marcacgdo. Bar = 5um.
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Figura 8. Mapeamento cromossémico de diferentes familias DNAsat em Dichotomius schiffleri.
DscSat14-19 (a), DscSatl5-22 em (b), DscSatl6-57 (c), DscSatl7-41 (d), DscSatl8-22 (e),

DscSat20-21 (f) e DscSat21-33 (g). Os numeros indicam os bivalentes autossdmicos sem

marcac¢ao. Bar = 5um.

8 #

DscSat17-41 DscSat18-22 | f DscSat20-21 DscSat21-33

Figura 9. Mapeamento heterdlogo das duas familias mais abundantes de Dichotomius schiffleri em
espécies do grupo D. sericeus. DscSat01-224 em D. gilletti (a), D. guaribensis (b), D. iannuzziae
(c) e DscSat02-170 em D. gilletti (d) e D. guaribensis (e). Bar = 5um.

D. gilletti D. guaribensis D. iannuzziae

-, "
e -
b
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6 DISCUSSAO
6.1 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DO SATELITOMA DE Dichotomius
schiffleri

No presente estudo, o conjunto de DNAsat (satelitoma) foi descrito pela
primeira vez em uma espécie da ordem Coleoptera. A ocorréncia de diferentes
familias DNAsat em Dichotomius schiffleri demonstrou a diversidade dessas
sequéncias no seu genoma, embora seja menor do que observado em outros insetos,
como nos gafanhotos Locusta migratoria e Pyrgomorpha conica, o0s quais
apresentaram 62 e 76 familias DNAsat, respectivamente (Ruiz-Ruano et al., 2016a,
2018). Isto se deve, provavelmente, as distintas historias evolutivas dessas espécies,
gue podem ter sofrido diferentes processos de diversificacdo do DNAsat.

As diversas variantes que ocorrem dentro de uma familia DNAsat em D.
schiffleri indicam um eficaz processo de evolucdo em concerto do DNAsat onde,
membros de uma mesma familia geralmente apresentam um alto grau de similaridade
devido a homogeneizacdo das mutacdes ocorrentes (Plohl et al., 2012; Garrido-
Ramos, 2015). Além disso, a riqueza de DNAsat da superfamilia SFO1 de D. schiffleri
esta relacionada a existéncia de uma regiao conservada em comum, semelhante ao
que foi descrito para as familias DNAsat da superfamilia mais abundante do gafanhoto
P. conica (Ruiz-Ruano et al., 2018).

Variacbes no tamanho dos mondmeros, como observadas em D. schiffleri,
foram descritas anteriormente em outras espécies, incluindo no besouro Tribolium
madens, no gafanhoto L. migratoria e no grilo Eneoptera surinamensis (Palomeque e
Lorite, 2008; Ruiz-Ruano et al., 2016a; Palacios-Gimenez et al., 2017). O satelitoma
de D. schiffleri revelou ainda que os monémeros longos (maiores que 100 pb) séo
mais abundantes, o que pode estar relacionado com a teoria de que monémeros com
esses tamanhos s&o favorecidos pela evolucdo, uma vez que facilitam o
empacotamento dos nucleossomos presentes na HC (Schmidt e Helslop-Harrison,
1998; Henikoff et al., 2001; Palomeque e Lorite, 2008; Pavlek et al., 2015).

A rigueza em bases AT (%) dos DNAsat de D. schiffleri € uma caracteristica
comum e frequentemente descrita na literatura (Ugarkovic et al., 1996; Mestrovic et
al., 1998; Scali e Tinti, 1999). No presente estudo, a riqueza de 95% de AT da familia

DscSat13-21 corresponde ao maior valor observado em Coleoptera, que até o
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momento era de 79,3% no DNAsat TDEST de Tribolium destructor (Palomeque e
Lorite, 2008) e o segundo maior em insetos, menor apenas que o DNAsat AATAT
descrito em D. melanogaster, que possui 100% de riqueza em AT (Lohe e Brutlag,
1986). Essariqueza de AT esté relacionada possivelmente a atividade funcional desse
DNAsat, incluindo a organizacédo da estrutura terciaria do DNA que facilita a correta
interacdo entre o DNA e proteinas envolvidas na heterocromatinizacao (Palomeque e
Lorite, 2008; Plohl et al., 2008; Pezer et al., 2011).

A auséncia de dominios e regides terminais invertidas, caracteristicas para
elementos de transposicdo, sugere que os DNAsat identificados em D. schiffleri ndo
apresentam relacéo direta com TEs. Esse resultado contradiz trabalhos recentes, os
quais demonstram relacao entre essas sequéncias repetitivas, em especial MITEs, e
a origem e propagacdo de familias DNAsat (Satovic et al., 2013, 2016; Mestrovic et
al., 2015). Isto sugere que, provavelmente, o satelitoma de D. schiffleri pode ter se
originado a partir da duplicacdo de novo — a partir de mecanismos como replicacao
slippage e em circulo rolante — de um segmento curto, resultando em uma sequéncia
de repeticdo in tandem, como descrito para diferentes DNAsat (Smith et al., 1976;
Ruiz-Ruano et al., 2016a).

6.2 LOCALIZACAO DE DIFERENTES DNAsat EM D. schiffleri E DOS MAIS
ABUNDANTES EM ESPECIES DO GRUPO D. sericeus

O caribtipo de D. schiffleri, bem como de mais trés espécies do grupo D.
sericeus analisadas neste estudo, foi similar a de outros representantes do género
Dichotomius (Cabral-de-Mello et al., 2011a, b; Xavier et al., 2014; Amorim et al., 2018).
Além disso, a presenca da HC nas regides pericentroméricas dos cromossomos de D.
schiffleri foi coincidente com a descricdo feita por Xavier et al., (2014). Esse padréo é
conservado no grupo D. sericeus e em outras espécies do género Dichotomius (Silva
et al., 2009; Cabral-de-Mello et al., 2011a; Amorim et al., 2018).

A distribuicdo das familias de DNAsat nas regides pericentroméricas dos
cromossomos, como observado em D. schiffleri, foi descrita em espécies das familias
Tenebrionidae e Chrysomelidae (Coleoptera) (Plohl et al., 1993, Ugarkovic et al.,
1996; Lorite et al., 2001). Essa distribuicdo pode ser explicada pelo principio da

equilocalidade da heterocromatina, isto €, a tendéncia da heterocromatina — e do
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DNAsat — de ocupar as mesmas posicoes cromossdmicas no cariotipo (John et al.,
1985; Garrido-Ramos, 2017). A predominancia dos DNAsat nas regides
pericentromeéricas indica que essas sequéncias podem exercer papeis genémico e/ou
citolégico essenciais, como na facilitagdo do acesso de proteinas responséaveis pela
metilacdo do DNA na HC, bem como na organiza¢cao e manutencdo dos cromossomos
(Feliciello et al., 2013; Jagannathan et al., 2018a, b).

Apesar de menos comum, a distribuicdo de DNAsat nas regides intersticiais
eucrométicas, como observado no presente estudo para o DscSat04-148 em D.
schiffleri, foi também descrita em outros insetos, como em Drosophila melanogaster,
no besouro Tribolium castaneum e no gafanhoto L. migratoria (Larracuente et al.,
2014; Feliciello et al., 2015; Ruiz-Ruano et al., 2016a). Esta distribuicdo intersticial
pode ser explicada pelo principio de equilocalidade da heterocromatina, onde a HC
amplificada pode sofrer a transferéncia — a partir de rearranjos cromossdmicos como
inversdo e/ou transposicao — para outras regides cromossdmicas (Schweizer e Loidl,
1987).

Apesar dos DNAsat mapeados nao apresentarem relagdo com elementos de
transposicdo no RepeatExplorer, a localizacdo de diferentes TEs na HC de D.
schiffleri, principalmente do DsGypsy8 e DsPolitron2 (Costa, 2018), pode ter facilitado
0 processo de intersticializacdo do satélite DscSat04-148. Nas regidfes eucromaticas
os DNAsat, como o DscSat04-148, podem ainda estar envolvidos na regulagcéo da
expressdo génica e/ou manutencdo da cromatina local, como descrito em espécies
do género Drosophila (Kuhn et al., 2012, 2015; Larracuente et al., 2014) e no besouro
T. castaneum (Feliciello et al., 2014, 2015).

A presenca das familias de DNAsat mais abundantes de D. schiffleri (DscSat01-
224 e DscSat02-170) nas espécies D. gilletti, D. guaribensis e D. iannuzziae, sugere
uma heranca ancestral dessas sequéncias e que estas ndo sdo espécie-especifico.
Embora, a variacdo interespecifica na localizacdo dessas sequéncias revelou que 0s
DNAsat mapeados séo sequéncias evolutivamente dinamicas. Esses dados sugerem
gue durante a diversificacao evolutiva do grupo D. sericeus, os DNAsat DscSat01-224
e DscSat02-170, bem como descrito anteriormente para o DscSat04-148 em D.
schiffleri, foram amplificados e sofreram processo de intersticializagdo a partir de
rearranjos cromossOmicos e/ou transposicdo (Cuadrado e Joune, 2002; Navajas-
Pérez et al., 2009).
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7 CONCLUSOES

1. O satelitoma da espécie Dichotomius schiffleri (Coleoptera: Scarabaeidae) é
abundante em DNAsat longos que, provavelmente, faciltam o maior
empacotamento dos nucleossomos presentes ha HC dessa espécie.

2. A predominancia da localizacdo do DNAsat de D. schiffleri nas regides
pericentromeéricas deve, provavelmente, ser resultado de um eficaz processo de
equilocalidade da heterocromatina.

3. A presenca da familia DNAsat DscSat04-148 em regides eucromaticas no
cariétipo de D. schiffleri, pode ser resultado da amplificacdo e rearranjo dessa
sequéncia durante o processo de equilocalidade, fazendo com que a mesma
sofresse intersticializagéo.

4. Apesar das duas familias DNAsat mais abundantes (DscSat01-224 e DscSat02-
170) de D. schiffleri estarem presentes em outras trés espécies do grupo D.
sericeus, a variacao interespecifica na localizacao dessas sequéncias sugere que
o DNAsat em Dichotomius é dindmico e deve estar envolvido no processo de

diversificacdo do grupo D. sericeus, embora ndo seja espécie-especifico.
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Tabela Al. Primers desenhados para amplificacao das diferentes familias de DNAsat.

ANEXO A - PRIMERS
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Primer Sequéncia ™ °C
DscSat01-224 F 5 - CATTAATATTGGTTTATTCACGTCA -3 49.9 °C
DscSat01-224 R 5 - TTAATAAGCGGTTAAACADYGT - 3 50.1°C
DscSat02-170 F 5 - GTATTTCAGCCATAACTAGTGAT - 3 50.2 °C
DscSat02-170 R 5 - GTTTATTAGCTTAAAACAGGCC - 3’ 50.0 °C
DscSat03-30 F 5'- GCTAATATACGTTAATTAGCAC - 3' 46.9 °C
DscSat03-30 R 5'- CTTTATTAGTGCTAATTAACGT - 3' 46,2 °C
DscSat04-148 F 5 - TACAAACGATTGTCTATCGAACTG - 3’ 57.2 °C
DscSat04-148 R 5 - CCCGTTTGTACCACTTTTCG - 3 58.9 °C
DscSat05-38 F 5'- AATATTCTAAATATATCTTAATTT - 3' 50.0 °C
DscSat05-38 R 5'- CTTTTAAAAATTAAGATATATTT - 3' 50.0 °C
DscSat07-76_F 5 - CCGATTTTATACTGATCCGAGCT - 3 59.4 °C
DscSat07-76 R 5 - AATCACTCTAACCGGCGCTATT - 3’ 59.9 °C
DscSat09-28 F 5 - ATAGGTGAAATCGAATAAGA - 3' 45.7 °C
DscSat09-28 R 5 - ATGTGTTAATTCTTATTCGATT - 3' 45.8 °C
DscSat10-22_F 5'- TGTCTGACTCGATAATACAA - 3' 47.9 °C
DscSatl0-22 R 5'- AATTGTATTATCGAGTCAGAC - 3' 47.3°C
DscSatl11-27 F 5'- CTCTTCTCTCCACCATCCTCCT - 3' 57.5°C
DscSatl1-27 R 5' - AGTCCAGGAGGATGGTGGA - 3' 57.6 °C
DscSat12-24 F 5'- GAGACGAGAAGGGAAAGAAA - 3 51.8 °C
DscSatl2-24 R 5 -TCTGTTTCTTTCCCTTCTCG - 3' 52.0 °C
DscSatl13-21 F 5' - ATATTTAATATTAATTCTTTT - 3' 46.0 °C
DscSat13-21 R 5'- AAAAGAATTAATATTAAATATA - 3 46.0 °C
DscSatl14-19 F 5'- AATACAAGATACGAGGGCAA -3' 51.1°C
DscSatl4-19 R 5 - TGCCCTCGTATCTTGTATTT -3' 51.1°C
DscSatl15-22 F 5'- AAAATGAAGATAAGAAAAGT - 3' 48.0 °C
DscSatl5-22 R 5 -TTACTTTTCTTATCTTCATT - 3' 48.0 °C
DscSatl16-57_F 5'- GGAAGTAACTTCTTAAGATG - 3' 45.3 °C
DscSatl6-57 R 5'- GTCTTAAGAAGTTACCCCCG - 3' 52.4 °C
DscSatl7-41 F 5'- GCCATCTTAAGAAGTTACC - 3' 47.7 °C
DscSatl7-41 R 5 - GGTGGTAACTTCTTAAGATG - 3' 47.8 °C
DscSat18-22 F 5'- TTAAGATGGCCGTGGTAACT - 3' 53.7 °C
DscSat18-22 R 5'- GAAGTTACCACGGCCATC - 3' 53.3°C
5'-
DscSat19-20 F GGATGGTAACTTCTTAAGATGGATGGTAACTTCTTA 60.0 °C
AGAT-3'
5'-
DscSat19-20 R ATCTTAAGAAGTTACCATCCATCTTAAGAAGTTACC 60.0°C
ATCC-3'
DscSat20-21 F 5' - AAAGTTTAGATAAGAAATAT - 3 46.0 °C
DscSat20-21 R 5' - TATATTTCTTATCTAAACTT - 3' 46.0 °C
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DscSat21-33_F 5' - CTTACTTTAGTTGAGAGTTAATT - 3' 46.1 °C
DscSat21-33_R 5' - ATCTCGACAAAATTAACTCT - 3 46.1 °C
DscSat22-13_F 5 - ATAGAAAATAGGTATAGAAAATAGGT - 3 47.6 °C
DscSat22-13_R 5 - ACCTATTTTCTATACCTATTTTCTAT -3 47.6 °C
DscSat23-15_F 5 - AATATTGATTTAATTAATATTGATTTAATT - 3 45.1 °C
DscSat23-15_R 5 - AATTAAATCAATATTAATTAAATCAATATT - 3 45.1 °C
5 -
DscSat24-18_F ACGTCAATGTCAATGTCAACGTCAATGTCAATGTCA 62.7 °C
-3
5 -
DscSat24-18 R TGACATTGACATTGACGTTGACATTGACATTGACGT 62.7 °C
-3
DscSat25-12_F 5 - ATTGACGTTGACATTGACGTTGAC - 3' 56.1°C
DscSat25-12_R 5 - GTCAACGTCAATGTCAACGTCAAT - 3 56.1°C
5’-
DscSat26-20_F GAAAATAACAAAGCACATACGAAAATAACAAAGCAC 59.0°C
ATAC-3'
5’-
DscSat26-20_R GTATGTGCTTTGTTATTTTCGTATGTGCTTTGTTATT 59.0 °C

TTC-3




