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RESUMO

Os cromossomos sexuais constituem estruturas altamente dindmicas nos vertebrados,
apresentando trajetorias evolutivas distintas entre linhagens. Esta dissertagdo investigou a
origem ¢ a diferenciagdo do sistema ZZ/ZW em aves Palacognathae e serpentes da familia
Colubridae, com foco na caracterizacdo de DNAs satélites e outros elementos repetitivos.
Foram aplicadas abordagens integrativas de citogenética cléssica, hibridiza¢ao in situ (FISH,
CGH) e andlises gendmicas de baixa cobertura. Nas aves, observou-se desde cromossomos
sexuais homomorficos em ratitas até forte heteromorfia em Tinamiformes, indicando diferentes
estagios de diferenciagdo. Em serpentes do género Ptyas, identificou-se cromossomos W pouco
diferenciados morfologicamente, mas enriquecidos em heterocromatina e sequéncias
repetitivas, sugerindo que a heterocromatinizacgao precede a heteromorfia visivel. Os resultados
evidenciam que a evolu¢ao dos cromossomos sexuais nao segue um padrdo unico, sendo
modulada por multiplos fatores histéricos e ecoldgicos. Este trabalho contribui para a
compreensdo da diversidade evolutiva dos sistemas ZW e reforca a importancia de estudos

comparativos integrando citogenética, gendmica e biologia evolutiva.

Palavras-chave: Cromossomos sexuais; DNA satélite; heterocromatina; evolucao
cromossomica; sistema ZW
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Abstract

Sex chromosomes are highly dynamic structures in vertebrates, showing distinct evolutionary
trajectories across lineages. This dissertation investigated the origin and differentiation of the
77/7ZW system in Palaeognathae birds and Colubridae snakes, focusing on the characterization
of satellite DNAs and other repetitive elements. An integrative approach combining classical
cytogenetics, in situ hybridization (FISH, CGH), and low-coverage genomic analyses was
applied. In birds, sex chromosomes ranged from homomorphic in ratites to highly
heteromorphic in Tinamiformes, indicating different stages of differentiation. In Ptyas snakes,
W chromosomes showed little morphological divergence from Z, but were enriched in
heterochromatin and repetitive sequences, suggesting that heterochromatinization may precede
visible heteromorphy. The results demonstrate that sex chromosome evolution does not follow
a single pattern but is shaped by multiple historical and ecological factors. This work
contributes to the understanding of the evolutionary diversity of ZW systems and highlights the

relevance of comparative studies integrating cytogenetics, genomics, and evolutionary biology.

Keywords: Sex chromosomes; satellite DNA; heterochromatin; chromosome evolution; ZW
system
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Cromossomos sexuais em vertebrados

Os cromossomos sexuais representam uma das regides mais dindmicas do genoma,
exibindo grande variagdo em morfologia, composicdo génica e trajetoria evolutiva
(Charlesworth, 1991; Ohno, 1967). Em diferentes grupos de eucariotos, eles surgiram de forma
independente a partir de autossomos, adquirindo um lécus determinante de sexo e acumulando
mutagdes de efeito sexualmente antagdnico (Charlesworth, 1991). Esse processo promoveu a
supressao da recombinacao entre os homologos e desencadeou a diferenciacao progressiva dos
cromossomos especificos do sexo — Y em sistemas XX/XY ou W em sistemas ZZ/ZW
(Bachtrog, 2008; Bull, 1983).

A perda de recombinagdo esta associada ao acumulo de mutagdes, expansdo de sequéncias
repetitivas e enriquecimento em heterocromatina, levando a degeneracao estrutural e funcional
do cromossomo sexo-especifico (Bachtrog, 2008; Charlesworth et al., 2005). Apesar dessa
tendéncia geral, os cromossomos sexuais ndo evoluem de forma uniforme: enquanto em alguns
grupos eles permanecem homomorficos, em outros exibem forte heteromorfia.

Nos vertebrados, observa-se uma notavel diversidade na estabilidade desses sistemas.
Mamiferos, por exemplo, mantém os cromossomos X ¢ Y ha cerca de 166 milhdes de anos
(Veyrunes et al., 2008), enquanto nas aves o sistema ZZ/ZW ¢ conservado ha pelo menos 120
milhdes de anos (Mank & Ellegren, 2007). Em contraste, linhagens de peixes teledsteos e
alguns répteis apresentam rapidas transig¢des, inclusive entre espécies proximas (Kikuchi &
Hamaguchi, 2013; Pan et al., 2016).

Uma das hipoteses para essa diferenca sugere que vertebrados endotérmicos, por
apresentarem termorregulacdo interna eficiente, seriam menos suscetiveis a reversoes sexuais
induzidas pela temperatura, o que favoreceria a estabilidade dos cromossomos sexuais (Grossen
et al., 2011; Kikuchi & Hamaguchi, 2013). Entretanto, estudos recentes indicam que sistemas
altamente conservados também ocorrem em ectotérmicos, como iguanas (Rovatsos et al., 2014)
e serpentes caenofidianas (Rovatsos et al., 2015). Assim, a longevidade de um sistema sexual
ndo parece estar vinculada apenas a fisiologia térmica ou ao padrdo de heterogamia (XX/XY
vs. ZZ/ZW) (Picard et al., 2018; Rovatsos; Vuki¢; Kratochvil, 2016; Rovatsos et al., 2014a,
2014b, 2015).

Apesar dos avancos, ainda ndo esta totalmente claro porque algumas linhagens mantém
cromossomos sexuais estaveis por centenas de milhdes de anos, enquanto outras os substituem

rapidamente. Evidéncias sugerem que fatores como tamanho populacional efetivo, intensidade
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da selecdo sexual e estratégias reprodutivas podem influenciar essas diferencgas (Pischedda et
al., 2015; Romiguier et al., 2014). No entanto, a evolugdo dos cromossomos sexuais permanece
um campo aberto, com varias lacunas. Nesse contexto, o estudo de elementos repetitivos,
especialmente o DNA satélite, tem se mostrado essencial para compreender os mecanismos que

impulsionam a diferenciacao e conservagao desses sistemas ao longo do tempo.

1.2. Elementos repetitivos e o papel do DNA satélite na organizacdo genomica

Os genomas eucariotos contém grande quantidade de sequéncias repetitivas, que em
algumas espécies podem corresponder a até dois ter¢os do DNA total (Charlesworth et al., 1994;
Koenig & Weigel, 2015). Entre essas sequéncias, destaca-se o DNA satélite, formado por
repetigdes em tandem de curtas unidades (5-100 pb), geralmente acumuladas em regides
heterocromaticas (Charlesworth et al., 1994).

Esses elementos localizam-se sobretudo em centromeros, telomeros e regides
pericentroméricas. Embora ja tenham sido considerados DNA “lixo”, os satélites exercem
papéis importantes na regulagdo da heterocromatina constitutiva e na segregagao cromossomica
durante a mitose e a meiose (Garrido-Ramos, 2017, 2015).

A composi¢ao e a abundancia do DNA satélite variam amplamente entre os tdxons, o que
reflete sua rapida evolucdo e especificidade de linhagem (Levy et al., 2007; Macas et al., 2007;
Mestrovic et al., 1998; Miga, 2015; Mravinac et al., 2002; Mravinac et al., 2005; Ruiz-Ruano
et al.,, 2016). Em vertebrados, essas diferengas sdo especialmente evidentes quando se
comparam grupos como mamiferos, aves e répteis, que apresentam dindmicas genomicas
distintas (revisado por Garrido-Ramos, 2017). O contetido de DNA satélite em aves tende a ser
menor do que em outros vertebrados, com uma concentracdo mais discreta em regides
heterocromaticas (Kretschmer et al., 2018). Por outro lado, répteis podem apresentar uma
varia¢cdo mais ampla, com alguns grupos exibindo grandes blocos nos cromossomos sexuais
(Ahmad et al., 2021; Pasquesi et al., 2018).

A crescente aplicacdo de técnicas como FISH, CGH e sequenciamento gendmico tem
possibilitado uma caracterizagdo mais precisa desses elementos, permitindo inferéncias sobre

sua origem, evolucdo e papel funcional (Ruiz-Ruano et al., 2016)

1.3. Sistemas ZZ/ZW em répteis: a familia Colubridae como modelo
Os répteis representam um dos grupos mais diversos de amniotas, com mais de 11.000

espécies descritas (Uetz, 2025). Essa diversidade se reflete em multiplos mecanismos de
determinagdo sexual, incluindo a determinagdo dependente da temperatura (TSD), a
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determinagdo genética (GSD) e sistemas intermediarios em que fatores ambientais modulam a
determinagdo genética (Alam et al., 2018; Deakin & Ezaz, 2019).

Entre as espécies com GSD, observa-se grande variacdo na heterogamia sexual. Em
alguns lagartos e tartarugas ha heterogamia masculina (XX/XY), enquanto nas serpentes
predomina a heterogamia feminina (ZZ/ZW), em que machos sdo homogaméticos e fémeas
heterogaméticas (Ezaz et al., 2005; Modi & Crews, 2005). Do ponto de vista citogenético, o
cromossomo Z mostra-se altamente conservado, enquanto o W apresenta ampla variacao
estrutural, incluindo diferencas de tamanho, centrdmero e padrdoes de heterocromatina
(O’Meally et al., 2010).

Essa diversidade de estados evolutivos do cromossomo W, que varia de formas pouco
diferenciadas até variantes altamente degeneradas enriquecidas em sequéncias repetitivas, faz
das serpentes modelos relevantes para o estudo da evolugdo cromossdmica (Augstenova et al.,
2017; Viana et al., 2019). Além disso, seu caridtipo ¢ estavel, com nimero diploide préximo a
36 cromossomos, distribuidos entre macro ¢ microcromossomos (Viana et al., 2019), o que
facilita comparagoes entre espécies.

Filogeneticamente, as serpentes dividem-se em dois grandes clados: os caenofidios, ou
serpentes avangadas, que incluem familias como Colubridae e Elapidae, e os ndo-caenofidios,
representados por linhagens mais basais, como Boidae e Pythonidae (Rovatsos et al., 2015). A
diferenciagdo dos cromossomos sexuais ¢ mais pronunciada nos caenofidios, cujos
cromossomos W sdo, geralmente, altamente heterocromaticos e visivelmente distintos
(Rovatsos et al., 2015). Nesse processo, elementos repetitivos de DNA desempenham papel
central, especialmente motivos em tandem como (GATA)n e (GACA)n, amplamente
distribuidos em cromossomos sexuais de répteis (Augstenova et al., 2018).

Dentro dos caenofidios, a familia Colubridae destaca-se por sua alta diversidade, com
mais de 1.800 espécies descritas em sete subfamilias, representando cerca de metade das
serpentes conhecidas (Junqueira-de-Azevedo et al., 2016; Pyron et al., 2013). Suas espécies
apresentam ampla variacdo ecologica e reprodutiva, incluindo formas peconhentas e nao
peconhentas.

O género Ptyas, pertencente a Colubridae, retine 13 espécies distribuidas principalmente
na Asia, entre India, Japao, Afeganistao, Bangladesh, Mianmar, Camboja e Tailandia (Uetz,
2025). Ptyas mucosa ja foi objeto de estudos citogenéticos que descreveram um cariotipo com
2n = 34, composto por 16 macrocromossomos € 18 microcromossomos, com Cromossomos

sexuais homomorficos e heterocromatina no W (Sharma & Kour, 2005; Singh, 1972, 1974;
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Singh et al., 1976). Em contraste, Ptyas korros permanece sem caracterizagao citogenética, nao

havendo descrigdes sobre seu caridtipo, padrao de bandas C ou composi¢ao molecular.

1.4. Sistema ZZ/ZW em aves — as Ratitas como modelo.

As aves modernas (Neornithes) formam um grupo com cerca de 10.600 espécies
descritas (Gill, 2020). Sdo tradicionalmente divididas em trés grandes linhagens: Paleognatas
(que incluem Tinamiformes e Struthioniformes), Galloanseres e Neoaves (Jarvis et al., 2014;
Prum et al., 2015). De modo geral, compartilham cariétipos com numero diploide elevado (2n
= 80), composto por poucos macrocromossomos ¢ numerosos microcromossomos (Griffin et
al., 2007).

Todas as aves conhecidas apresentam o sistema de determinacao sexual ZZ/ZW, no qual
machos sdo homogaméticos e fémeas heterogaméticas. Esse sistema surgiu de um par
autossdmico ancestral distinto daquele que originou o XY dos mamiferos, tendo o gene Dmrt!
papel central no processo (Marshall Graves; Shetty, 2001; Nanda et al., 1999; Smith & Gregory,
2009). A supressao inicial da recombinacdo entre Z ¢ W ocorreu por inversdes cromossomicas
no Z, posteriormente ampliadas em diferentes linhagens, o que levou a reducdo progressiva das
regides pseudoautossomicas (Zhou et al., 2014).

Como no Y dos mamiferos, o cromossomo W das aves passou por degeneragdo,
tornando-se geralmente menor e enriquecido em heterocromatina (Kretschmer et al., 2018).
Esse processo estd associado ao acumulo de sequéncias repetitivas e a perda de grande parte
dos genes ancestrais. Em contraste, o0 cromossomo Z manteve tamanho relativamente estavel e
mostra-se conservado em diferentes linhagens, apesar de apresentar rearranjos internos (Griffin
et al., 2007).

Entre as aves, o grau de diferenciacdo dos cromossomos sexuais varia amplamente. Nas
ratitas, Z e W sdo pouco diferenciados, morfologicamente semelhantes, exceto por pequenas
regides heterocromaticas no W (Stiglec et al., 2007). Nos Tinamiformes, observa-se uma
condi¢do intermediaria, em que o W ¢ ainda relativamente eucromatico, mas ja mostra redugao
de tamanho (Garnero, 2006). Em contraste, em Neoaves e Galloanseres o W ¢ altamente
heteromorfico e degenerado (Kretschmer et al., 2018; Stiglec et al., 2007).

Essa diversidade faz das Ratitas um modelo privilegiado para estudar os estagios iniciais
da diferenciacdo cromossdmica no sistema ZZ/ZW. A comparacdo entre espécies com
cromossomos sexuais homomorficos, intermediarios e altamente diferenciados permite
compreender como inversdes, heterocromatinizagdo e expansdo de sequéncias repetitivas

moldaram a evolu¢do dos cromossomos sexuais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo principal desta dissertagao foi investigar o contetido genomico e estrutural dos

cromossomos sexuais Z ¢ W em espécies representativas de répteis (serpentes Colubridae) e

aves (Palaeognathae), com énfase na identificacdo e caracterizacdo de sequéncias repetitivas e

seus possiveis papéis na evolugdo e diferenciagdo desses cromossomos.

2.2. Objetivos especificos

(1)

(ii)

(iii)

(iv)

(V)

(vi)

Analisar os padrdes morfoldgicos e citogenéticos dos cromossomos sexuais em
espécies de aves Palaeognathae e serpentes do género Ptyas, por meio de técnicas
classicas e moleculares.

Caracterizar a distribui¢do e intensidade da heterocromatina nos cromossomos
sexuais, com foco especial no cromossomo W, buscando compreender sua relagdo
com os diferentes graus de diferenciacdo entre as espécies analisadas.

Identificar, mapear e comparar sequéncias repetitivas, especialmente DNAs satélite,
presentes nos cromossomos sexuais, a fim de avaliar sua composi¢cdo na
heterocromatina.

Comparar a composi¢ao e a organiza¢do dos DNAs satélite entre os cromossomos
Z e W nas diferentes espécies analisadas, buscando padrdoes compartilhados ou
exclusivos.

Investigar a correlacdo entre a morfologia (homomorfia vs. heteromorfia) e a
diferenciagdo molecular dos cromossomos sexuais, buscando elucidar padrdes
evolutivos distintos dentro e entre os dois grupos estudados.

Contribuir para o entendimento dos mecanismos que moldam a evolu¢do dos
sistemas sexuais do tipo ZW em vertebrados, por meio de uma abordagem
integrativa que combine dados de citogenética, gendmica comparativa e biologia

evolutiva.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostragem, Preparagcoes Cromossomicas Mitéticas e Bandas C

As informacdes detalhadas sobre origem das amostras, nimero de individuos, sexo e local
de coleta estao apresentadas nas tabelas correspondentes em cada capitulo experimental (ver
Tabelas 1 e 2).

No Capitulo 1, foram analisadas trés espécies de aves: Dromaius novaehollandiae (ema-
australiana), Crypturellus tataupa (inhambu-chintd) e Rhea americana (ema). As coletas foram
realizadas sob autorizacao do ICMBi0/SISBIO (61047-2 ¢ 68443-2) e do SISGEN (A96FF09).
Os espécimes de D. novaehollandiae e R. americana foram obtidos em criadouros ex situ,
enquanto os individuos de C. tataupa foram coletados em vida livre. Cromossomos foram
obtidos a partir de culturas de fibroblastos derivados da polpa da pena, seguindo Furo et al.
(2017). As células foram cultivadas em frascos de 25 cm? com meio DMEM (Gibco),
suplementado com 15% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de penicilina (10.000 U/mL) /
estreptomicina (10.000 pg/mL) (Gibco). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentag¢do Animal da Universidade Federal do Pampa (CEUA 018/2014).

No Capitulo 2, as preparacdes cromossdmicas mitdticas foram obtidas a partir de culturas
de leucocitos in vitro, conforme Pokorna & Kratochvil (2016). Suspensdes celulares de Pogona
vitticeps e Varanus acanthurus foram fornecidas pela colecao de cromossomos da Universidade
de Camberra, estabelecida por Dobry et al. (2023) e Ezaz et al. (2005). Nenhum animal sofreu
ferimentos graves, e os espécimes coletados em vida livre foram liberados em seus locais de
origem apos a coleta. Os demais répteis foram manipulados de acordo com protocolos éticos
vigentes.

Em todas as preparacdes, a heterocromatina constitutiva foi evidenciada pela técnica de
banda C (Sumner, 1972), e as laminas foram contracoradas com iodeto de propidio (200 ng/mL

em 2x SSC, Sigma).

3.2. Extragdo de DNA e Sequenciamento do Genoma

Os DNAs gendmicos (gDNAs) foram extraidos de tecidos de pena (aves) ou musculo
(répteis) utilizando o método padrdo de fenol-cloroférmio (Russell, 2001). Em Ptyas korros,
um macho e uma fémea foram submetidos ao sequenciamento genémico tipo shotgun de baixa
cobertura (plataforma BGISEQ-500, BGI Shenzhen), resultando em 2,41 Gb e 2,45 Gb de
dados, respectivamente (nimeros de acesso SRA: SRR32267813 e SRR32267814).
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Para Dromaius novaehollandiae (emu), o DNA gendmico também foi extraido de um
macho e uma fémea. As amostras foram sequenciadas pela plataforma BGISEQ-500 (pares de
extremidades 2 x 150 pb), com cobertura aproximada de 3%, considerada adequada para a
montagem do satelitoma (Ruiz-Ruano et al., 2016; Utsunomia et al., 2019). As leituras estao

disponiveis no SRA sob os numeros de acesso SRR26815296-SRR26815299.

3.3. Andlises Bioinformadticas: Caracterizagdo dos satDNAs

A caracterizacdo do satelitoma foi conduzida de forma semelhante para Dromaius
novaehollandiae (emu) e Ptyas korros (cobra rato chinesa), utilizando o pipeline bioinformatico
satMiner (Ruiz-Ruano et al., 2016). Inicialmente, as bibliotecas gendmicas foram processadas
com Trimmomatic (Bolger et al., 2014) para remog¢ao de adaptadores e filtragem de qualidade.

Em seguida, foi realizada uma sele¢do aleatoria de 2 x 500.000 leituras para andlise com a
ferramenta TAREAN (Novak et al., 2020), visando identificar sequéncias candidatas a DNA
satélite. As sequéncias identificadas foram filtradas das bibliotecas usando o software
DeconSeq (Schmieder & Edwards, 2011). A partir das sequéncias restantes, um novo
subconjunto de 2 % 500.000 leituras foi novamente selecionado e submetido ao TAREAN. Esse
processo foi repetido iterativamente até que nenhum novo satDNA fosse detectado.

Apobs essa triagem, outras sequéncias repetitivas, como familias multigénicas, foram
removidas das sequéncias putativas de satDNA. Em ambas as espécies, as sequéncias foram
entdo agrupadas de acordo com sua similaridade: variantes (> 95%), familias (80-95%) e
superfamilias (50-80%). Para essa etapa, foi utilizado o RepeatMasker (Smith et al., 2013) em
ambas as espécies, e, especificamente em P, korros, os agrupamentos também foram verificados
com MUSCLE (Edgar, 2004). Os satDNAs caracterizados foram nomeados de acordo com a
espécie: DnoSatDNAs para D. novaehollandiae e PkoSatDNAs para P. korros.

3.4. Estimativa da Abunddincia e Diversidade de satDNAs
A abundancia de cada satDNA foi estimada utilizando o RepeatMasker com o mecanismo

de busca “cross-match”. Para isso, em ambos os casos, foram utilizados 2 x 5.000.000 de
leituras selecionadas aleatoriamente e alinhadas ao catdlogo de satDNAs previamente
construido.

A diversidade foi avaliada a partir da estimativa de distancias genéticas com o script
calcDivergenceFromAlign.py, aplicando o modelo de substitui¢do Kimura-2-parametro para a

construgdo de paisagens de repeticao, que ilustram a divergéncia entre as familias de satDNAs.
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No caso de P. korros, os mapeamentos foram realizados por meio de um script Python

personalizado disponivel publicamente.

3.5. Projeto de Primers, Amplificacdo de DNA e Preparacgdo de Sondas de satDNA

Foram projetados primers especificos para os satDNAs identificados em ambas as espécies:
21 dos 24 satDNAs caracterizados em Dromaius novaehollandiae (DnoSatDNAs) e 6 satDNAs
em Ptyas korros (PkoSatDNAs). As reagdes de PCR foram realizadas em 34 ciclos, com os
seguintes parametros: desnaturagao inicial a 95 °C por 45 segundos, anelamento a 58—64 °C (30
a 60 segundos, conforme otimizagao), extensao a 72 °C por 1 minuto, e extensao final a 72 °C
por 7 minutos. Cada amplificagdo utilizou 10 ng de DNA gendmico como molde.

Para confirmacao das amplificagdes, os produtos foram verificados por eletroforese em gel
de agarose. No caso de D. novaehollandiae, a presenca de satDNAs também foi testada no
genoma de Rhea americana (ema) sob as mesmas condigdes de PCR. De forma anéaloga, os
satDNAs de P. korros foram amplificados em outras espécies de répteis, permitindo investigar
a presenca conservada desses elementos em taxons relacionados.

Todos os satDNAs amplificados foram convertidos em sondas fluorescentes por meio de
nick-translation (Jena Bioscience, Jena, Alemanha), com incorporacdo de fluoréforos Atto488-

dUTP (verde) ou Atto550-dUTP (vermelho), conforme as recomendagdes do fabricante.

3.6. Hibridizagdo In Situ por Fluorescéncia (FISH) e Sondas de Repeticoes Curtas
No caso de Dromaius novaehollandiae, trés DNAs satélites com unidades de repeticao

menores que 40 pb (DnoSat04, DnoSat06 e DnoSat19) foram marcados diretamente com Cy3
na extremidade 5' durante a sintese (ThermoFisher Scientific). Para Ptyas korros, todos os
satDNAs amplificados também foram convertidos em sondas fluorescentes.

Além das sondas de satDNA, foram utilizados microssatélites especificos em cada grupo
taxondmico, com o objetivo de investigar o padrdo de distribui¢do gendmica dessas sequéncias
repetitivas:

e Aves (emu, ema e inhambu-chintd): foram aplicadas 17 sequéncias microssatélites
[(On, (A)n, (GA)n, (CA)n, (GC)n, (TA)n, (CAA)n, (CAG)n, (CAT)n, (GAG)n,
(TAA)n, (TAC)n, (GAC)n, (CGG)n, (CAC)n, (GAA)n e (GATA)n], todas marcadas
com Cy3 (VBC Biotech, Viena, Austria).

e Serpentes (género Ptyas, C. ornata e F. flavipunctatus): foram utilizados cinco
microssatélites selecionados por sua possivel associacdo com cromossomos sexuais em
répteis: [(AGAT)n, (AAT)n, (AG)n, (ATCC)n e (AAGG)n], também marcados com Cy3
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(VBC Biotech, Viena, Austria). Adicionalmente, foram utilizadas sondas teloméricas

com repeticdio (TTAGGG)n detectadas pelo kit Telomere PNA FISH Cy3
(DAKO/Agilent, Santa Clara, EUA).

As hibridizagdes in situ por fluorescéncia (FISH) foram conduzidas em cromossomos

metafasicos preparados de culturas celulares, e as condi¢des experimentais seguiram 0s

protocolos descritos em Pinkel et al. (1986) e Yano et al. (2017), com ajustes conforme cada

grupo e tipo de sonda.

3.7. Hibridizacdo Genomica Comparativa (CGH)

A hibridizagdo gendmica comparativa (CGH) foi realizada para investigar a diferenciacao
molecular dos cromossomos sexuais em diferentes espécies de aves e serpentes. Os DNAs
genodmicos (gDNAs) de machos e fémeas foram extraidos e marcados por nick-translation com
os fluor6foros Atto550-dUTP (vermelho) e Atto488-dUTP (verde) (Jena Biosciences, Jena,
Alemanha).

Para as serpentes do género Ptyas, realizamos experimentos intraespecificos comparando
machos e fémeas de P korros, hibridizando as sondas diretamente contra oS cromossomos
femininos, sem a utilizagdo de bloqueio com DNA COt-1 para sequéncias repetitivas
compartilhadas, conforme protocolo de Matsubara et al., (2013) para répteis. Também foram
feitas comparagdes interespecificas entre fémeas de P. korros e P. mucosa, aplicando a mesma
metodologia.

Nos experimentos com aves (Dromaius novaehollandiae € Rhea americana), foi adotado
um protocolo similar, porém com o uso de DNA CO0t-1 ndo marcado como bloqueador para
sequéncias repetitivas compartilhadas, preparado conforme Zwick et al., (1997). A proporcao
da sonda vs. DNA COt-1 foi escolhida com base em investigacdes anteriores do nosso grupo de
pesquisa (De Moraes et al., 2019; Sember et al., 2018; Toma et al., 2019; Tura et al., 2022; Yano
et al., 2017). A mistura de hibridizacdo final para cada lamina foi composta de sondas
genOmicas masculinas e femininas (500 ng cada) suplementadas com 3 ug de DNA COt-1
derivado de machos. Para a comparagao interespecifica entre emu e ema, as sondas femininas
das duas espécies foram hibridizadas contra cromossomos femininos do emu, com a mistura
contendo 500 ng de cada sonda suplementada por 4 pg de DNA COt-1 (2 pg de cada espécie).
Os experimentos em aves seguiram a metodologia descrita por Sember et al. (2018).

Devido a indisponibilidade de DNA gendomico, a espécie Crypturellus tataupa nao foi

incluida nas analises de CGH.
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3.8. Investigacdo da homologia dos cromossomos sexuais entre cobras e lagartos

Em nosso estudo, também analisamos as supostas homologias entre os cromossomos
sexuais do dragdo barbudo (P, vitticeps) e as espécies Ptyas usando dois clones BAC de P.
vitticeps, descrito especificamente pv03L07 e pv116G15, conforme por (Ezaz et al., 2013).
Esses clones foram selecionados devido a sua localiza¢do nos cromossomos Z ¢ W das espécies
doadoras. As sondas foram marcadas com fluoréforos laranja (pv3L7) e verde (pv116G15)
usando 0,5-1 pg de cada clone BAC via tradug¢dao nick (Abbott Molecular, Botany, NSW,
Australia), seguindo o protocolo do fabricante com modificagdes. As sondas marcadas foram
incubadas a 15 °C por 1 h e 45 min e entdo aquecidas a 70 °C para encerrar a reacao.
Posteriormente, foram coprecipitadas com glicogénio e etanol 100% e armazenadas a -20 °C
durante a noite. No dia seguinte, as sondas foram centrifugadas e ressuspensas em tampao de
hibridizagao. Cromossomos metafasicos de P. vitticeps foram utilizados como controle positivo.
Sondas direcionadas aos cromossomos W e Z de V. acanthurus (Iannucci et al., 2019) também

foram hibridizadas com cromossomos das duas espécies de Ptyas e P. vitticeps.

3.9. Andlises microscopicas e processamento de imagens

Pelo menos 30 espalhamentos de metafase por individuo foram analisados para confirmar
os resultados de 2n, estrutura do caridtipo, FISH e CGH. As imagens foram capturadas usando
um microscopio Olympus BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japao), com CoolSNAP, e
as imagens foram processadas usando o software Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, EUA). Os caridtipos das serpentes foram organizados com base em tamanho
decrescente (macro e microcromossomo), uma vez que essa configuracao reflete melhor a
organizacao cromossdmica predominante observada em serpentes e facilita a comparacdo com

estudos anteriores.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, assim como sua respectiva discussao, obtidos no desenvolvimento da presente
dissertacao sao apresentados a seguir, no formato de capitulos:

Capitulo 1 — Evolugdo dos cromossomos sexuais de aves: uma abordagem citogendmica em
espécies de Palacognathae

Setti et al. International Journal of Molecular Sciences 26(10), 4540 (2025).
doi: https://doi.org/10.1186/s12862-024-02230-5

Capitulo 2 — Evolu¢do dos cromossomos sexuais ZW em cobras Ptyas (Reptilia, Colubridae):
novos insights de uma perspectiva citogenética molecular

Setti et al, BMC Ecology and Evolution 24:51 (2024).
doi: https://doi.org/10.3390/ijms26104540

28


https://doi.org/10.1186/s12862-024-02230-5
https://doi.org/10.3390/ijms26104540

516

517
518

519

520

521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539

CAPITULO 1

Evolugdo dos cromossomos sexuais de aves: uma abordagem citogenomica em espécies de
Palaeognathae

Artigo publicado no periddico: BMC Ecology and Evolution

RESUMO

Diferentes padrdes de diferenciacao de cromossomos sexuais sao vistos em aves Palaeognathae,
uma linhagem que inclui as ratitas (Struthioniformes, Rheiformes, Apterygiformes,
Casuariiformes e o grupo irmao Tinamiformes). Enquanto algumas espécies de Tinamiformes
tém cromossomos W bem diferenciados, tanto Z quanto W de todas as ratitas que ndo voam
ainda sdo morfologicamente indiferenciadas. Aqui, conduzimos uma analise abrangente da
diferenciagdo ZW em aves usando uma combinagao de abordagens citogenéticas, gendmicas e
bioinformaticas. Todo o conjunto de satDNAs do emu (Dromaius novaehollandiae) foi descrito
e caracterizado. Além disso, examinamos as localizacdes in situ desses satDNAs ao lado de
varias repeticdes de microssatélites e realizamos hibridizacdes gendmicas comparativas em
duas espécies relacionadas: a ema (Rhea americana) e o inhambu-chintd (Crypturellus
tataupa). Das 24 familias de satDNA identificadas (que representam a maior diversidade de
satDNAs ja descoberta em qualquer espécie de ave), apenas trés delas se acumularam nos
cromossomos sexuais do emu, sem acumulo perceptivel observado no cromossomo W. Os
cromossomos W, tanto da ema quanto do emu, ndao apresentaram acumulo significativo de
heterocromatina C-positiva nem de DNAs repetitivos, indicando sua grande indiferenciagao
tanto em nivel morfolégico quanto molecular. Em contraste, o inhambu-chintd possui um
cromossomo W altamente diferenciado que acumula diversas repeticdes de DNA. As
descobertas fornecem novas informacdes sobre a arquitetura do genoma aviario € uma visao

interna dos pontos de partida da diferenciacdo dos cromossomos sexuais nas aves.
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INTRODUCAO

O modelo canodnico de evolugao dos cromossomos sexuais afirma que eles sao derivados
de um par autossomico quando um dos homologos adquire um gene determinante do sexo,
seguido pelo acumulo de mutacdes sexualmente antagOnicas neste protocromossomo
sexual (Bachtrog, 2008; Bull, 1983; Charlesworth, 1991). Consequentemente, a recombinagao
entre os cromossomos ¢ gradualmente reduzida, seguida pelo acumulo de sequéncias repetitivas
de DNA e heterocromatina no cromossomo W ou Y em diferenciagdo (Bull, 1983; Charlesworth
et al., 2005; Muller, 1918; Rice, 1984; Ohno, 1967). Os DNAs repetitivos sdo 0s primeiros
elementos a se acumular nos estagios iniciais de recombinag¢do da diferenciacdo dos
cromossomos sexuais, o que pode levar a um heteromorfismo detectavel entre eles (para uma
revisdo, veja Charlesworth et al., 1994; Gvozdev et al., 2005). Esse acimulo geralmente
envolve elementos transponiveis ou DNAs satélites (revisados em Bergero & Charlesworth,
2009). Esse processo ¢ evidente mesmo em cromossomos sexuais que ainda estdo evoluindo,
como os de Drosophila miranda (Steinemann & Steinemann, 1992), Silene latifolia (Hobza et
al., 2006; Kejnovsky et al., 2006) ou Carica papaya (Liu et al., 2004). Portanto, o acimulo de
repeticdes pode representar um estagio inicial na modificacdo do cromossomo especifico do
sexo, mesmo antes que os genes comecem a degenerar (Steinemann & Steinemann, 2005). Hoje
em dia, a citogenética combinada com outros métodos gendmicos atualizados, como o
sequenciamento de alto rendimento, fornece uma visdo geral mais detalhada do caminho
evolutivo dos cromossomos sexuais (Garrido-Ramos, 2017; Mora et al., 2020; Ruiz-Ruano et
al., 2016).

Com mais de 11.000 espécies, as aves representam um grupo muito diverso de
vertebrados tetrapodes (BirdLife International. Ficha informativa sobre areas importantes para
a protecao de aves”, 2023; Brusatte et al., 2015; Prum et al., 2015). Elas s@o divididas em dois
clados, Palacognathae e Neognathae, com base na anatomia palatina. As aves Palacognathae
abrangem as ratitas 'ndo voadoras', incluindo os kiwis (Apterygiformes), casuares
(Casuariiformes), emas (Rheiformes) e avestruzes (Struthioniformes), e também os tinamous
'voadores' (Tinamiformes) (Prum et al., 2015). Embora Palacognathae seja considerado um
grupo monofilético (Prum et al., 2015), novas evidéncias (ou seja: dados moleculares, incluindo
evolugdo regulatéria convergente, relacdes biogeograficas e filogendmicas de paleognatas
extintos) apontam que os Palacognathae (antigos Ratitas) ndo voadores sdo parafiléticos, uma

vez que houve muitas perdas paralelas de voo em toda a linhagem Palaeognathae (Harshman et
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al., 2008; Sackton et al., 2018; Yonezawa et al., 2017). A distribuicdo geografica atual de

Palacognathae ¢ mostrada na (Figura 1).
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Figura 1: Distribuigdo geografica de Palacognathae, mostrando espécies codificadas por cores com
base em sua ocorréncia geografica: Struthio (roxo), Apteryx (verde), Casuarius (azul),
Dromaius (laranja), Crypturellus (verde claro) e Rhea (rosa). A arvore de espécies datada foi obtida de
(Prum et al., 2015). Idiogramas representativos para os cromossomos sexuais Z (azul claro) e W
(vermelho claro) sdo fornecidos, juntamente com informagdes sobre seus padrdes de bandas C (preto)
(exceto para Apteryx). Os dados foram recuperados de (De Boer, 1980; Nishida-Umehara et al., 2007;
Pigozzi, 2011 e dados atuais). Uma escala geologica com periodos-chave € representada a esquerda (N
= Neobgeno; P = Paledgeno).

Observando o grupo Palacognathae de uma perspectiva citogenética, ¢ digno de nota
que algumas espécies de Tinamiformes exibem variabilidade significativa na diferenciagao do
cromossomo W, enquanto as ratitas ainda apresentam grandes cromossomos indiferenciados
abrigando um pobre acimulo de heterocromatina (Liu et al., 2021; Singhet al., 1976; Takagi et
al., 1972; Xu & Zhou, 2020) (Figura 1). Por exemplo, apesar de ter mais de 100 milhdes de
anos, o cromossomo W do avestruz (Struthio camelus) ainda tem 65% do tamanho do
cromossomo Z (Yazdi et al., 2023). Os paleognatas tém secdes ndo degeneradas significativas
(também conhecidas como regides pseudoautossdmicas ou PARs) em seus cromossomos
sexuais, em contraste com outras aves (Xu et al., 2019; Yazdi et al., 2023). No avestruz, apenas

um ter¢o dos cromossomos Z ndo se recombinam com o W, enquanto no emu, a regido nao
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recombinante ¢ ainda mais curta, estando confinada ao centrdmero W e aos bragos curtos Z,
que contém o gene DMRT1 (Liu et al., 2021; Shetty et al., 2002; Stiglec et al., 2007).

O emu (Dromaius novaehollandiae) ¢ uma das espécies de ratitas mais iconicas, sendo
a primeira espécic de ave a ter seus cromossomos hibridizados com sondas de
macrocromossomos de galinha (Shetty et al., 1999). Emu, emas e outras ratitas foram
profundamente exploradas para entender o caminho evolutivo das aves devido a sua posi¢ao
basal na filogenia aviaria e cariotipos ancestralmente semelhantes. As descobertas incluem (i)
0 arranjo e a organizacao dos cromossomos no nucleo (Liu et al., 2021; Nishida-Umehara et
al., 2007; Shetty et al., 2002); (ii) o baixo niumero de rearranjos e delecdes cromossdmicas na
escala BAC (Chapus & Edwards, 2009) ; e (iii) as mudangas na conformag¢o da cromatina na
diferenciagdo dos antigos cromossomos sexuais recombinados (Liu et al., 2021).

Aqui, conduzimos uma andlise abrangente dos antigos cromossomos ZW recombinantes
entre aves, usando o emu - D. novaehollandiae - como modelo. Nosso objetivo foi responder
as seguintes perguntas: (i) os DNAs repetitivos sdo amplamente acumulados nos cromossomos
sexuais, visto que eles ainda sdo grandes e indiferenciados? (ii) o cromossomo W acumula
sequéncias repetitivas Unicas nao encontradas no Z? (iii) essas mesmas repeticdes acumuladas
nos cromossomos Z e/ou W do emu também sdo conservadas nos cromossomos W de outras
espécies intimamente relacionadas? Nesse sentido, comparamos as diferencas intragendmicas
entre machos e fémeas. Usamos abordagens citogenéticas € genOmicas para analisar sua
composicao de satélites e o suposto envolvimento desses DNAs satélites e microssatélites nos
estagios iniciais da diferenciacdo do cromossomo W. Além disso, essas sequéncias também
foram hibridizadas nos cromossomos de duas outras espécies de Palacognathae: a ema (Rhea
americana , Rheiformes, Rheidae), que também exibe cromossomos ZW morfologicamente
indiferenciados, e o inhambu-chintd (Crypturellus tataupa , Tinamiformes, Tinamidae), uma

espécie incluida em um grupo irmao das ratitas com um cromossomo W bem diferenciado.
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METODOS
Os métodos estao detalhadamente descritos na se¢do 3 (materiais € métodos).

Amostragem

Individuos de Dromaius novaehollandiae (DNO; Emu); Crypturellus tataupa (CTA;

inhambu-chintd) e Rhea americana (RAM; ema) foram analisados neste estudo (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies, localidade, niimero e sexo dos individuos (N) utilizados no presente estudo

Epécies Localizacao N
Dromaius novaehollandiae (DNO; Emu) Glorinha (RS) (012;013)
Crypturellus tataupa (CTA; Inhambu-chinta) Porto Vera Cruz (RS) (019;023)
Rhea americana (RAM; ema) Sapucaia do Sul (RS) (012;03)

RS: Rio Grande do Sul

RESULTADOS

Cariétipo e banda C

Primeiro, investigamos e confirmamos que o 2n para todas as trés espécies de
Palaecognathae investigadas era 80, o que corroborou informacdes anteriores para essas
espécies (Gunski & Giannoni, 1998; Pigozzi, 2011; Takagi et al., 1972) . Para todas as espécies,
0 mesmo padrdo para os autossomos foi observado, ou seja: enquanto varios
microcromossomos sdo heterocromaticos, a maioria dos macrocromossomos exibe
heterocromatina C-positiva em regides centroméricas. No entanto, o cromossomo W do
inhambu-chinta era totalmente heterocromatico, em contraste com os cromossomos Z de todas
as espécies e os cromossomos W do emu e da ema, que mostraram blocos heterocromaticos C-

positivos muito fracos na regido centromérica (Figura Suplementar 1).

Conteudo de DNA satélite do emu
Para iniciar as respostas propostas neste trabalho, identificamos 24 familias de satDNA

no genoma do emu, designadas como DnoSatDNAs e numeradas da mais para a menos
abundante no genoma (Tabela Suplementar 1). O comprimento da unidade de repeticao (RUL)
teve uma mediana de 214 pb e um intervalo de 31 a 5,881 pb. Satélites longos (> 100 pb) foram
o tipo mais comum, compreendendo 20 satDNAs. A porcentagem A + T foi de 41.375%,
indicando uma predominancia dos pares de bases G + C. A Figura Suplementar 2 exibe as
paisagens de repeticdo ilustrando a distribuicdo e divergéncia de todas as familias de
DnoSatDNA.
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Embora, em geral, a maioria das sequéncias de satDNA tenha um conteudo notavel de
A+ T (Garrido-Ramos, 2015; Talbert & Henikoff, 2020), isso ndo ocorre no emu, como também
foi encontrado anteriormente em passaros (Peona et al., 2023). Descobrimos que 23 dos 24
DnoSatDNAs contém mais de 50% de pares de bases G + C, o que ndo ocorre em alguns
genomas de passaros (Peona et al., 2023), indicando uma possivel caracteristica especifica. A
unica excegdo foi o DnoSat02, que € rico em AT (56,60%) e representa o maior satDNA (5881

RUL).

Distribuicdao autossomica de DNAS repetitivos no emu

As investigacdes in situ destacaram que a maioria dos DnoSatDNAs (20 de 23) estavam
localizados exclusivamente em autossomos. Os DnoSat02, 07 e 24 hibridizaram apenas em um
par de microcromossomos, enquanto os DnoSat8, 14, 17, 18, 20, 22 ¢ 23 hibridizaram em um
par de macrocromossomos. O DnoSat05 desviou-se desse padrdo e hibridizou na regido
telomérica de todos os cromossomos. Por outro lado, os DnoSat01, 03, 06, 09, 10, 12, 13, 15 ¢

19 foram mapeados em multiplos micro ou macrocromossomos (Figura 2).

DnoSat03 DnoSat05 DnoSat19

DnoSat10 DnoSat22 DnoSat12

DnoSat15 DnoSat17 DnoSat24

Figura 2: Metéafases de fémeas do emu destacando a localizacdo cromossdmica de 23 DnoSatDNAs. Seus nomes
de familia estao indicados no canto inferior direito, em verde (marcado com Atto488-dUTP) ou vermelho (marcado
com Atto550-dUTP). Enquanto o cromossomo W foi adequadamente identificado por uma hibridizagdo sequencial
com o microssatélite (GA)n, o cromossomo Z ndo pode ser identificado adequadamente com base em sua
morfologia. Barra =10 pm
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Por outro lado, apenas 06 de 17 microssatélites testados apresentaram sinal FISH
positivo nos cromossomos do emu. Com excecdo de (GA)n, que exibe sinais em muitos
autossomos € no cromossomo W (consulte a Figura 3 suplementar), todos os outros foram

mapeados exclusivamente em autossomos, principalmente em microcromossomos (Figura 3).

Figura 3: Metafases de fémeas do emu destacando a localizagdo cromossdmica das repeti¢cdes de microssatélites,
indicadas em vermelho no canto inferior direito. Enquanto o cromossomo W foi identificado adequadamente por
uma hibridiza¢do sequencial com o microssatélite (GA)n, o cromossomo Z ndo pdde ser identificado
adequadamente com base em sua morfologia. Barra = 10 um.

Distribuicdo de sequéncias repetitivas nos cromossomos sexuais do emu
Apenas trés DnoSatDNAs, chamados DnoSat04, DnoSatl6 e DnoSat2l, e o

microssatélite (GA)n mostraram hibridizacdo nos cromossomos sexuais do emu. Apesar de
também ser acumulado em muitos autossomos, a presenca de um sinal (GA)n conspicuo na
regido pericentromérica de um Unico macrocromossomo, exclusivo das fémeas (Figura
Suplementar 3), nos permite identificd-lo como o cromossomo W. DnoSatl6 e DnoSat21
foram mapeados nos cromossomos Z e W. Embora o cromossomo Z ndo possa ser
adequadamente identificado com base em sua morfologia, dado que ambos os DnoSatDNAs
mostram apenas dois sinais de hibridizagdo, um dos quais est4 localizado no cromossomo W,
podemos inferir que o outro sinal esta localizado no cromossomo Z. Por outro lado, DnoSat04
exibe sinais no cromossomo W e em varios autossomos, tanto em micro quanto em
macrocromossomos. Portanto, neste caso, sua presenca no cromossomo Z ndo pode ser

confirmada (Figuras 2 e 3).
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Sequéncias repetitivas nas outras espécies de Palaeognathae

Nenhum dos DnoSatDNAs produziu sinais FISH nos cromossomos da ema e do
inhambu-chintd, mostrando que essas mesmas repeticoes nao sao conservadas nos
cromossomos W dessas duas espécies intimamente relacionadas.

Dos 17 microssatélites testados, apenas quatro [denominados (CGG)n, (CAC)n, (GA)n
e (GAG)n] apresentaram sinais FISH positivos nos cromossomos da ema. O microssatélite
(GA)n foi mapeado no cromossomo W e no terceiro maior par de macrocromossomos. (GAG)n
foi encontrado em um par autossomico de macrocromossomos, enquanto (CAC)n e (CGG)n

apresentaram sinais positivos apenas nos microcromossomos (Figura 4).

Figura 4: Metafases de fémeas de ema destacando a localizagdo cromossdmica das repetigdes de microssatélites.
Os microssatélites estdo indicados em vermelho no canto inferior direito. Enquanto o cromossomo W foi
identificado adequadamente por uma hibridiza¢ao sequencial com o microssatélite (GA)n, o cromossomo Z nao
pode ser identificado adequadamente com base em sua morfologia. Barra =10 pm.

Diferentemente do cenario encontrado para ambas as espécies de ratitas (emu e ema),
nove sequéncias de microssatélites foram altamente acumuladas nos cromossomos do inhambu-

chintd. Com exce¢do dos microssatélites (CGG)n e (CAG)n, que foram mapeados em apenas
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um par de microcromossomos, todos os outros foram mapeados no cromossomo W. Enquanto

o microssatélite (GA) 15 foi mapeado exclusivamente no cromossomo W, (A)n, (CA)n,

(CAA)n, (CACO)n, (GAA)n, (TA)n e (TAC)n também estavam presentes em outros macro €

microcromossomos (Figura 5).

Figura 5: Metafases de fémeas do inhambu-chintd destacando a localiza¢do
cromossOmica das repetigdes de microssatélites. Os microssatélites estao
indicados em vermelho no canto inferior direito. Enquanto o cromossomo W
foi identificado adequadamente por uma hibridizagdo sequencial com o
microssatélite (GA)n, o cromossomo Z ndo pdde ser identificado
adequadamente com base em sua morfologia. Barra = 10 pm
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683  Amplificagcdo de DnosatDNA em Rhea americana
684 Entre todos os 24 DnoSatDNAs investigados, os satélites DnoSat01, 03, 08, 14, 16, 20

685 e 21 também estavam presentes no genoma da ema. No entanto, apos estudos de FISH, nenhum

686  deles produziu sinais de hibridizagdo em seus cromossomos (dados nao mostrados).

687  Hibridizagcdo genémica comparativa
688 Por fim, ao analisar sequéncias especificas para cada sexo, identificamos multiplas

689 regides sobrepostas, principalmente nas regides centroméricas de todos os macros e
690 microcromossomos do emu. Nao foi revelada nenhuma sequéncia especifica da fémea no
691  cromossomo W. Comparagdes interespecificas entre o emu e as fémeas de ema evidenciaram o
692 acumulo de sequéncias especificas do emu na maioria dos cromossomos ¢ em alguns

693  microcromossomos (Figura 6).

Figura 6: Hibridizagao genomica intraespecifica com sondas de gDNA de machos e fémeas de emu hibridizadas
em cromossomos metafasicos femininos (ad). (a) Metafases coradas com DAPI da fémea de emu, (b) padrao de
hibridizacdo da sonda derivada de macho (verde), (¢) padrio de hibridizagdo da sonda derivada de fémea
(vermelho) e (d) imagens mescladas de ambas as sondas gendmicas e coloracdo DAPI. Hibridizagdo gendémica
interespecifica entre o emu e a ema (eh). (e) Metafases coradas com DAPI da fémea de emu, (f) padrio de
hibridizagdo da sonda derivada de fémea de emu (verde), (g) padrdo de hibridizag¢do da sonda derivada de fémea
de ema maior (vermelho) e (h) imagens mescladas de ambas as sondas gendmicas ¢ coloragdo DAPI. Enquanto o
cromossomo W foi adequadamente identificado por uma hibridizag@o sequencial com o microssatélite (GA)n, o
cromossomo Z ndo pdde ser identificado adequadamente com base em sua morfologia. Barra =5 um.
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DISCUSSAO

Organizacgdo geral dos satDNAS no genoma do emu

As aves frequentemente apresentam genomas mais curtos devido a diminui¢ao do seu
contetdo de DNA repetitivo e do nimero de genes relacionados as necessidades metabolicas e
ao voo, 0 que expoe essas espécies a uma forte selegdo estabilizadora (Kapusta et al., 2017;
Organ et al., 2007; Zhang & Edwards, 2012; Zhang et al., 2014). Consequentemente, presume-
se que a maioria das espécies de aves possua um pequeno numero de sequéncias repetitivas,
levando a um menor nimero de familias de satDNA (Kretschmer et al., 2018). No entanto, essa
hipdtese ¢ apoiada por dados disponiveis limitados (De Oliveira et al., 2024; Peona et al., 2023;
Souza et al., 2024). Esse cenario muda completamente em relacao a algumas aves incapazes de
voar. Além de possuirem ossos mais densos e pesados, as aves incapazes de voar apresentam
genomas maiores € com maior quantidade de DNAs repetitivos (Gregory, 2005; Hughes, 1999;
Sackton et al., 2018). Assim, encontramos 24 sequéncias de satDNA no emu (que correspondem
a aproximadamente 6% de seu genoma), um numero maior do que aqueles previamente
documentados, que sdo predominantemente longos (ou seja, excedendo 100 pb), com uma
proporcdo de abundancia de fémeas para machos quase igual (Tabela 1). Para obter um
resultado mais preciso, investigamos a ocorréncia de DnoSat02 em algumas outras espécies
usando 0s genomas montados do emu (GCF _003342905.1): Apteryx
rowi (GCF_003343035.1), Gavialis gangeticus (GCF_001723915.1) e Gallus
gallus (GCF_016699485.2). Essa sequéncia foi encontrada apenas no emu, sem repeticdes em
tandem em nenhuma das outras espécies.

Exceto por DnoSat04, DnoSat16 e DnoSat21, todos os outros DnoSatDNAs foram
mapeados exclusivamente para autossomos, tanto em macro quanto em microcromossomos,
mas preferencialmente nos ultimos (Figura 2). Resultados compardveis também foram
descobertos na ema menor (Pterocnemia pennata) € na ema (Rhea americana) utilizando
digestdo de DNA gendmico com uma endonuclease de restricdo (Yamada et al., 2002). Essa
condicdo também estd ligada a reducdo do genoma avidrio quando comparado ao de répteis,
devido a consideravel correlacdo entre o conteudo de GC e a maior tendéncia de remover
regides nao codificantes (Liu et al., 2021). Por outro lado, embora sete DnoSatDNAs também
estivessem presentes no genoma da ema (dados ndo mostrados), nenhum deles apresentou sinais
positivos de hibridizacdo apos investigacdes de FISH. Conforme demonstrado anteriormente
em insetos e plantas (Mestrovic et al., 1998; Mravinac et al., 2002; Navajas-Pérez et al., 2009),
espécies relacionadas podem ter uma cole¢ao ancestral de diferentes familias de satDNA
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conservadas que sdo amplificadas de forma diferente em cada linhagem. Como resultado,
apenas algumas copias dessas sequéncias sdo encontradas entre espécies relacionadas (Garrido-
Ramos, 2017). A evolugdo dos satDNAs pode ser explicada por duas hipoteses
complementares: (i) a da biblioteca, que aborda a expansdo, contracdo ¢ homogeneizagao
independentes de satDNAs em espécies divergentes; (ii) a hipotese combinada, que considera
processos de recombinagdo que levam a duplicagdo, exclusao e homogeneizagdo de satDNAs
comuns em espécies divergentes (Dos Santos et al., 2021; Dover, 1982; Fry & Salser, 1977,
Garrido-Ramos, 2017; Thakur et al., 2021). Juntas, essas hipoteses podem explicar como os

satDNAs evoluiram e porque sua conservagao a longo prazo, na verdade, ndo ¢ esperada.

Evolugdo dos antigos cromossomos sexuais ZW recombinados em pdssaros

Embora os cromossomos sexuais tenham sido extensivamente investigados desde o
inicio dos anos 1900 (Muller, 1918), ainda h& muitas perguntas sem resposta, € novos estudos
estao consistentemente identificando novos caminhos para sua evolugdo (Furman et al., 2020;
Meisel, 2020; Perrin, 2009, 2021). Entre as aves, a maioria das espécies contém um sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZW bem diferenciado, com cromossomos W pequenos e
heterocromaticos (revisado em Kretschmer et al., 2018; Pigozzi & Solari, 1999; Wang et al.,
2014). Em contraste, as aves ratitas apresentam cromossomos sexuais morfologicamente
indiferenciados, com Z ¢ W ainda sendo morfologicamente semelhantes (Nishida-Umehara et
al., 1999; Nishida-Umehara et al., 2007; Ogawa et al., 1998; Tsuda et al., 2007). Uma das
melhores maneiras de analisar as etapas da diferencia¢do dos cromossomos sexuais ¢ investiga-
las em grupos onde esse processo ainda estd em desenvolvimento ou em estdgio inicial, como
nas espécies de ratitas.

No presente estudo, as abordagens citogenéticas e genOmicas combinadas
demonstraram que os cromossomos W do emu e da ema sdo grandes e indiferenciados. Além
de serem morfologicamente semelhantes ao Z e pobres em conteudo de heterocromatina, ndo
ha acumulo especifico de repeticdes nos cromossomos W. No emu, apenas trés DnoSatDNAs
foram encontrados nos cromossomos sexuais, sem diferenca discernivel no actimulo no
cromossomo W (Figura 2). O microssatélite (GA)n ¢ a Gnica exce¢do, mostrando um padrao
distinto de acumulo no cromossomo W em ambas as espécies (Figuras 3 e 4). Além disso,
nenhuma diferenciagdo molecular substancial foi obtida em seus cromossomos W apos
experimentos de CGH intra e interespecificos (Figura 6).

A causa primaria da diferenciacdo dos cromossomos Y ou W ¢ a cessagdo da

recombinagdo entre uma porcao significativa, se ndo toda, de um par sexual X/Y ou Z/W
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previamente indiferenciado (Charlesworth & Charlesworth, 2000, 1980; Fisher, 1931). Da
mesma forma, a heterocromatinizagdo esta intimamente relacionada ao acimulo de sequéncias
repetitivas de DNA nos cromossomos W ou Y, contribuindo para sua diferenciagcdo morfoldgica
e a origem de um PAR curto (Singh et al., 1980). A pintura cromossdémica com uma sonda
derivada de Z de galinha produziu sinais FISH em todo o comprimento do cromossomo Z do
emu, mostrando sua grande homologia. Essas pinturas também produziram sinais ao longo da
maior parte do cromossomo W, exceto por uma pequena regido em seu braco curto e na regiao
centromérica, demonstrando a grande homologia compartilhada pelo par sexual do emu (Shetty
et al., 1999). Nesse cenario, apenas dois DnoSatDNAs (16 e 21) foram compartilhados
exclusivamente pelos cromossomos Z e W e provavelmente localizados na regido PAR. Apesar
de sua distribui¢do semelhante, a analise in silico sugere que o DnoSat18 ¢ duas vezes mais
abundante em fémeas, enquanto a propor¢do fémea-macho do DnoSat21 ¢ de 1,08 (Tabela
Suplementar 1), indicando um possivel acimulo do DnoSat18 e uma diferenciacdo precoce do
cromossomo W do emu.

Por outro lado, apesar de ser filogeneticamente relacionado e pertencer ao mesmo grupo
de passaros (Palaeognathae), o tinamou tataupa exibe um cromossomo W bem diferenciado e
rico em heterocromatismo que acumula grandes quantidades de repeti¢des de microssatélites,
embora nao preserve nenhum DnoSatDNA (Figura 5). Dados anteriores de lagartos, plantas e
peixes enfatizam que os microssatélites representam os primeiros colonizadores de novos
cromossomos sexuais Y/W apds a recombinagdo do par sexual ser interrompida (Cioffi et al.,
2012; Kejnovsky et al., 2009; Pokornd et al., 2011). Por sua vez, contrastando com outras
espécies de Tinamiformes, o inhambu-chinta exibe uma caracteristica distinta no cromossomo
W, que ¢ completamente heterocromatico, conforme demonstrado por (Garnero, 2006) e
(Pigozzi, 2011), bem como por nossa investigacdo atual. Devido a essa natureza
heterocromatica, a regido recombinante entre os cromossomos sexuais do inhambu-chinta ¢
notavelmente menor em comparagdo com outras espécies. Esta regido estd confinada ao
segmento terminal do brago longo do cromossomo W, em contraste com o inhambu martineta
(Eudromia elegans), onde a regido recombinante abrange um quarto do comprimento do
cromossomo W (Pigozzi, 2011). Embora o emu e o inhambu-chintd pertencam ao grupo
Palaeognathae, eles divergiram em aproximadamente 62 milhdes de anos atras (Kumar et al.,
2022), o que ajuda a entender seu modo contrastante de evolu¢do dos cromossomos sexuais.

Cromossomos sexuais muito antigos e morfologicamente indiferenciados também

foram documentados, como os presentes nos peixes esturjoes ( ~ 180Mya) e osteoglossiformes
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( ~ 200Mya) (Cioffi et al., 2019; Kuhl et al., 2021), bem como nas ratitas (> 130Mya) (Yazdi
& Ellegren, 2014). As ratitas, no entanto, destacam-se entre os casos acima mencionados
porque, em contraste com os outros exemplos, a grande maioria das espécies de passaros
estabeleceu um sistema sexual ZZ/ZW bem diferenciado. Além disso, a possibilidade desses
Cromossomos passarem por um evento de renovagao ao longo do tempo ¢ bastante baixa (Yazdi
et al., 2020). Entdo, o que sustenta sua grande indiferenciagdo de longo prazo? A prevaléncia
de cromossomos sexuais homomorficos por mais de 130 milhdes de anos entre espécies de
ratitas e as forcas evolutivas que podem ter dificultado sua diferenciagdo do cromossomo W
podem ser explicadas por duas hipoteses: (i) a primeira relaciona como o viés sexual afeta a
expressdo génica do cromossomo Z, tanto em suas regides PAR quanto ndo recombinantes.
Esse viés pode limitar a prole de um alelo sexualmente antagdnico ao sexo que se beneficia,
levando a um processo evolutivo que produz espécies com cromossomos homomorficos (Otto
et al., 2011; Vicoso et al., 2013); (ii) A segunda hipdtese postula que a recombinacdo perto da
regido PAR pode quebrar a associacdo entre as regides ligadas ao sexo e as regidoes PAR, o que,
por sua vez, minimiza a influéncia da ligagdo sexual com genes proximos e reduz a
probabilidade de mutacdes especificas do sexo (Yazdi et al., 2023). Com esse evento em
particular, uma alta taxa de recombinacao entre 0os cromossomos sexuais provavelmente causa

a grande extensdo do PAR, como mostrado no avestruz (Yazdi et al., 2023).
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CONCLUSAO
Neste estudo, caracterizamos a biblioteca completa de satDNA, comumente chamada

de satelitoma, do emu e conduzimos uma analise comparativa com duas outras espécies de
Palacognathae: a ema e o inhambu-chintd. Mostramos a ocorréncia de 24 sequéncias distintas
de satDNA, um nimero notavelmente maior em comparagdo com casos previamente
documentados em outras espécies de aves. No entanto, ndo foi observado grande acimulo de
heterocromatina C-positiva ¢ DNAs repetitivos nos cromossomos W do emu e da ema,
destacando que eles escaparam de uma grande diferenciacao no nivel molecular. O inhambu-
chinta, por outro lado, apresenta um cendrio contrastante, dado seu cromossomo W altamente
diferenciado, que acumula vérias repeticdes de DNA. Os resultados nos permitem ter uma visao
interna dos estdgios iniciais da diferenciacdo dos cromossomos sexuais em aves, além de

oferecer novos insights sobre a arquitetura do genoma aviario.
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As referéncias deste capitulo encontram-se reunidas ao final da dissertacao.
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CAPITULO 2

Evolugdo dos cromossomos sexuais ZW em cobras Ptyas (Reptilia, Colubridae): novos
insights de uma perspectiva citogenética molecular

Artigo publicado no periddico: International Journal of Molecular Sciences

RESUMO

As cobras sdo citogeneticamente dinamicas, caracterizadas por nimeros cromossomicos
diploides amplamente conservados, embora exibam estagios evolutivos variaveis de seus
cromossomos sexuais. Este estudo examinou quatro cobras, com foco especial no género Ptyas,
para fornecer insights evolutivos sobre a evolugdo dos cromossomos sexuais ZW. Realizamos
uma extensa caracterizacdo cariotipica usando abordagens citogenéticas convencionais e
moleculares, descrevemos pela primeira vez o caridtipo de Ptyas korros e revisitamos as
descri¢des  cariotipicas de P mucosa, Chrysopelea  ornata e Fowlea  flavipunctatus.
Descobrimos que todas as espécies, exceto F. flavipunctatus, t€m cromossomos W altamente
heterocromaticos enriquecidos em satDNAs ou repetigdes de microssatélites. Sequéncias
repetitivas se acumulam com a heterocromatinizacdo do cromossomo W, mas ndo estdo
necessariamente associadas a esse processo, demonstrando a composicao dindmica dos
cromossomos sexuais de cobras. Sondas autossdmicas especificas de l6cus e de cromossomos
sexuais de Pogona vitticeps e Varanus acanthurus ndo apresentaram sinais de hibridizagdo em
cobras Ptyas, sugerindo caminhos evolutivos divergentes. Essa descoberta destacou a natureza
dindmica da evolugdo dos cromossomos sexuais em cobras, que ocorreu de forma independente

em lagartos.

Palavras-chave:

répteis ; cromossomos sexuais ; PEIXES ; sistema ZW ; evolugao
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INTRODUCAO
As cobras constituem uma das classes mais notaveis de répteis, com mais de 4000

espécies atualmente descritas, que sdao agrupadas em oito familias, classificadas como
caenofidios (“‘cobras avancadas™) e ndo caenofidios (“‘cobras mais velhas™) (Streicher & Wiens,
2016; Uetz, 2025; Vidal et al., 2006; Zaher et al., 2009). As cobras caenofidios abrangem tdxons
como Colubridae, enquanto as cobras ndo caenofidios sdo classificadas em clados primitivos,
incluindo as familias Boidae e Pythonidae (Lee et al., 2007; Pyron et al., 2014; Pyron;
Reynolds; Burbrink, 2014; Pyron; Burbrink; Wiens, 2013; Rovatsos et al., 2015; Uetz, 2025;
Yamada; Nishida-Umehara; Matsuda, 2004). As cobras sdo conhecidas por apresentar uma
grande estabilidade cariotipica, onde a maioria das espécies possui 34—36 cromossomos,
organizados em 8 pares de macro e 9—10 pares de microcromossomos (Baker et al., 1972; Becak
et al., 1962; Gorman, 1981; Gutierrez et al., 1988; Oguiura et al., 2009; Viana et al., 2020). As
cobras avangadas exibem cromossomos sexuais ZW altamente diferenciados, tipicamente o
quarto ou quinto maior par de cromossomos, com o cromossomo W frequentemente sendo
heteromorfico e heterocromatico (Becak & Begak, 1969; Mengden & Stock, 1980; Singh et al.,
1968). Em contraste, outras linhagens de cobras frequentemente tém cromossomos sexuais
homomorficos, tornando-os indetectaveis por técnicas citogenéticas convencionais (PSenicka
et al., 2025). Essa dificuldade em identificar seus cromossomos sexuais levou a nocgao
predominante de que a maioria das cobras tem um sistema ZZ/ZW, no qual as fémeas sdo
heterogaméticas (Augstenova et al., 2018; Becak et al., 1964; Matsubara et al., 2006; Rovatsos
et al., 2015). No entanto, novas evidéncias fornecem forte suporte para a existéncia de um
sistema XY em certas linhagens, sugerindo que a diversidade nos mecanismos de determinagao
do sexo dentro do grupo pode ter sido subestimada (Augstenova et al., 2018; Viana et al., 2020).
A coexisténcia de cromossomos sexuais homomorficos e altamente diferenciados indica um
cenario evolutivo mais dindmico do que se pensava anteriormente, reforcando a necessidade de
abordagens moleculares mais detalhadas para esclarecer a evolugcdo dos sistemas de
determinagdo sexual em cobras (Augstenova et al., 2018; PSenicka et al., 2025).

Colubridae representa um dos grupos mais especiais entre as cobras, que atualmente
inclui sete subfamilias: Natricinae, Pseudoxenodontinae, Dipsadinae, Sibynophiinae,
Calamariinae, Grayiinae e Colubrinae. Juntas, elas constituem mais da metade de todas as
espécies de cobras, ou cerca de 1800 espécies validas (Junqueira-de-Azevedo et al., 2016; Pyron
et al., 2013). A ecologia dessas cobras ¢ notavelmente diversificada, incluindo espécies

venenosas € ndo venenosas (Ching et al., 2006; Datta & Tu, 1993; Hedley & Eatwll, 2019;
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Heyborne & Mackessy, 2013; Hill & Mackessy, 2000; Mackessy, 2002; Prado-Franceschi &
Hyslop, 2002). Investigagdes citogenéticas de espécies de Colubridae revelaram diversidade
significativa em numeros diploides (2n), variando de 2n = 24 (em Hydrodynastes bicinctus) a
2n = 54 (em Clelia occipitolutea) (Becak & Begak, 1969), juntamente com mudangas
morfoldgicas em seus cromossomos sexuais, incluindo um sistema ZW homomorfico e
altamente diferenciado (Becak & Becgak, 1969; Viana et al., 2019; Singh, 1972; Singh et al.,
1976). No entanto, a maioria das espécies ainda carece de dados citogenéticos, ¢ a
diversificacao cariotipica de varios grupos ¢ inadequadamente pesquisada ou totalmente
negligenciada (Viana et al., 2019). O género Ptyas, comumente chamado de cobras-rato,
compreende 13 espécies distribuidas principalmente no sudeste da Asia (Uetz, 2025) e é um
dos géneros de Colubridae menos estudados. Os tnicos estudos citogenéticos envolvendo o
género Ptyas foram realizados na década de 1970 com a espécie Ptyas mucosa , que indicou 2n
= 36 e cromossomos sexuais ZW homomorficos (Singh, 1972; Singh et al., 1976). A posicao
evolutiva de Ptyas dentro dos Colubridae representa uma oportunidade atraente para examinar
padrdes de amplificacdo de sequéncia repetitiva e evolugdo cromossomica (Figueroa et al.,
2016). Essas analises sdo contextualizadas por meio de comparagdes citogenéticas com outras
cobras da mesma area geografica, embora de géneros diferentes, ou mesmo de regides remotas.
Isso permite a andlise dos caminhos evolutivos dos cromossomos sexuais € sequéncias
repetitivas em cobras, a0 mesmo tempo em que melhora nossa compreensao dos processos por
trds da diferenciagdo cromossOmica, especialmente a heterogeneidade dentro do par de
cromossomos sexuais ZW.

Nosso estudo envolveu uma investigacdo completa, utilizando quatro cobras, com foco
especial em duas espécies de Ptyas (a cobra-rato chinesa Ptyas korros e a cobra-rato
oriental Ptyas mucosa) como modelos. Nosso objetivo foi abordar as seguintes questdes: (i) Os
cromossomos sexuais homomorficos dessas cobras também sd3o molecularmente
indiferenciados? (ii) Existe uma correlacdo entre heteromorfismo, heterocromatizacao e o
acumulo de sequéncias repetidas? (iiil) O cromossomo W de Ptyas contém sequéncias
repetitivas distintas ausentes no cromossomo Z? (iv) As mesmas repeticdes presentes nos
cromossomos Z e/ou W de P. korros também sdo preservadas nos cromossomos W de P,
mucosa € em outras espécies intimamente relacionadas? (v) Os cromossomos sexuais
de Ptyas compartilham sequéncias semelhantes com lagartos escamados? Para abordar essas
questdes, conduzimos uma caracterizagdo cariotipica abrangente empregando metodologias

citogenéticas convencionais e moleculares em duas espécies de Ptyas, abrangendo montagem
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cariotipica, bandamento C, comparagdes gendmicas entre sexos e espécies, identificacdo de
Sequéncias Teloméricas Intersticiais (ITS) e mapeamento de sequéncias de microssatélites.
Posteriormente, caracterizamos o satélite (ou seja, toda a colecdo de DNAs satélites) de P.
korros e empregamos andlises extensivas para determinar a trajetoria evolutiva dos
cromossomos sexuais em espécies filogeneticamente anédlogas, abrangendo outras cobras
Colubridae (Ptyas mucosa , a quilha-amarela-manchada Fowlea flavipunctatus e a cobra-
dourada Chrysopelea ornata ), além da cobra-tigre Notechis scutatus (Elapidae) e do lagarto-
de-cauda-espinhosa Varanus acanthurus (Squamata, Varanidae), um membro de um clado
basal de lagartos. Além disso, para elucidar as sequéncias sexuais compartilhadas em répteis,
também mapeamos cromossomos artificiais bacterianos ligados ao sexo (BACs) do dragdo
barbudo central Pogona vitticeps (Squamata, Agamidae) para examinar sua conservagao entre

répteis escamados.

47



926 METODOS

927 Os métodos estao detalhadamente descritos na se¢do 3 (materiais € métodos).

928  Amostragem

929 A Tabela 2 resume a origem das amostras, o nimero de individuos analisados e seu

930 Sexo.

Tabela 2: Espécie, origem, tamanho da amostra (N) e sexo dos individuos

analisados.
Espécie e abreviacao (quando Origem das amostras N
usado)

Ptyas korros (PKO) Khon Kaen, Tailandia 029; 0148
Ptyas mucosa (PMU) Khon Kaen, Tailandia 029; 023
Chrysopelea ornata (COR) Khon Kaen, Tailandia 012; 0148
Fowlea flavipunctatus (FFL) Khon Kaen, Tailandia 012; 0148
Notechis scutatus (NSC) Camberra, Australia 019
Pogona vitticeps (PVI) Camberra, Australia 01%
Varanus acanthurus (VAC) Camberra, Australia 029

931 RESULTADOS

932  Caridtipos e heterocromatina C-positiva

933 Ambas as espécies de Ptyas (P. korros e P. mucosa) apresentaram um numero diploide
934 de 2n = 34, com 16 macrocromossomos ¢ 18 microcromossomos (Figura 7 a,b,e,f). C.
935  ornata apresentou 2n =36, com 16 macrocromossomos e 20 microcromossomos (Figura 7 i,j).
936 Em contraste, F. flavipunctatus apresentou um numero diploide de 2n = 42, consistindo de 18

937  macrocromossomos € 24 microcromossomos (Figura 7 m,n).
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Figura 7: Caridtipos de Ptyas korros (a — d), Ptyas mucosa (e —h), Chrysopelea ornata (i—1) e Fowlea
flavipunctatus (m — p) dispostos apos coloragdo de Giemsa (a,b,e,f,i,j, m,n) ¢ bandeamento C
(c,d, g, h, Kk, 1 o, p). Barra de escala = 10 pm.

A analise do padrdo geral de bandas C revelou diferencas claras entre as espécies

analisadas. P. korros e F. flavipunctatus exibiram bandas heterocromaticas em quase todos os
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centromeros (Figura 7 ¢,d,o,p). Em contraste, C. ornata e P. mucosa apresentaram marcagao
heterocromatica predominantemente restrita ao cromossomo W, com pouca ou nenhuma
deteccao nos demais cromossomos (Figura 7 g,h,k,I).

A andlise de bandas C revelou ainda um cromossomo W marcadamente
heterocromatico em ambas as espécies de Ptyas e C. ornata , permitindo a identificagdo precisa
do par sexual ZW como o quarto maior par no caridtipo dessas espécies (Figura 7 d,h,l). Apesar
de pequenas variacdes na localizagao centromérica do cromossomo W, 0s cromossomos sexuais
ZW foram indistinguiveis apos a coloracdo de Giemsa. Apenas F. flavipunctatus nao exibiu
acumulo de heterocromatina no W; no entanto, o heteromorfismo significativo entre 0 Ze o W
facilitou a identificacdo precisa do par sexual como o quinto maior par no caridtipo nesta
espécie (Figura 7 n,p). Além das andlises, microssatélites também foram usados para

identificar os cromossomos sexuais (a serem descritos abaixo).

Conteudo de DNA satélite de Ptyas korros e sua localiza¢do cromossomica

Descobrimos seis familias de DNA satélite no genoma de P. korros, doravante
denominadas PkoSatDNAs (ver Tabela Suplementar 2). O comprimento da unidade de
repeticdo apresentou uma mediana de 167 pares de bases e variou de 149 a 324 pares de bases.
A porcentagem de adenina e timina foi de 63,09%, refletindo a predominéncia desses pares de
bases. A Figura Suplementar 4 mostra as paisagens de repeticao, que ilustram a distribui¢cdo
e a variagdo entre todas as familias de PkoSatDNA. Os resultados completos para cada satélite
estdo descritos na Tabela Suplementar 2 . As sequéncias estdo disponiveis no NCBI-Genbank,
sob os numeros de acesso PV358982-PV358987.

Embora todos os seis PkoSatDNAs tenham sido amplificados com sucesso por PCR
(Figura Suplementar 5), apenas quatro deles (PkoSat01-168, PkoSat02-245, PkoSat04-149 e
PkoSat05-166) exibiram sinais positivos de hibridizagdo nos cromossomos de P
korros (Figura 8). PkoSat01-168 e PkoSat04-149 foram encontrados em autossomos, com
PkoSat01-168 hibridizando em dois pares de microcromossomos ¢ PkoSat04-149 em um par
de macrocromossomos (Figura 8). PkoSat02-245 estava presente na regiao subtelomérica do
cromossomo W e no centrdmero do terceiro par mais longo de autossomos (Figura 8).
PkoSat05-166 foi mapeado nas regides centroméricas de quase todos os cromossomos, exceto
no cromossomo W, que também apresentou sinais principalmente na regido telomérica dos

bracos longos (Figura 8). Nenhum sinal foi detectado no cromossomo Z.
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Figura 8: Metafases de fémeas de Ptyas korros (PKO) hibridizadas com diferentes PkoSatDNAs.
Barra de escala =10 um

Amplificagdo de PkoSatDNAS em outras espécies
Dentre os PkoSatDNAs, apenas PkoSat01-168, PkoSat02-245, PkoSat03-324 e

PkoSat05-166 foram detectados no genoma de P. mucosa. Além disso, apenas PkoSat02-245 e
PkoSat04-149 foram identificados no genoma de V. acanthurus (ver Figura Suplementar 5).
Nao foi observada nenhuma indicacdo de amplificagdo por PCR de qualquer PkoSatDNA nas
demais espécies examinadas. No entanto, andlises FISH adicionais ndo revelaram evidéncias

de hibridizacao nos cromossomos de nenhuma espécie, exceto P. korros (Figura 8).

Mapeamento cromossomico de (TTAGGG)n e motivos microssatélites

Para investigar padrdes de diferenciagdo cromossOmica, particularmente nos
cromossomos sexuais, realizamos hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) usando
sequéncias de microssatélites e teloméricas como sondas. Estudos anteriores mostraram que
certos motivos de microssatélites, como (AG)n, (AAGG)n, (AAT)n, (AGAT)n e (ATCC)n,
frequentemente se acumulam em cromossomos sexuais degenerados, especialmente o
cromossomo W, em vérios grupos de vertebrados (Matsubara et al., 2014, 2016). Esses motivos

podem servir como indicadores de diferenciacdo estrutural e podem ajudar a revelar processos
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evolutivos que atuam nos cromossomos sexuais. Além disso, a sonda de repeti¢cdo telomérica
(TTAGGG)n foi usada para avaliar a integridade das extremidades dos cromossomos e
identificar possiveis sitios teloméricos intersticiais (ITSs), que podem indicar eventos passados
de fusdo cromossdmica ou rearranjo intracromossomico.

Repeticdes teloméricas (TTAGGG)n exibiram ITS em todas as espécies de serpentes
examinadas: (i) no sexto par de cromossomos em ambas as espécies de Ptyas , (i1) no primeiro
par em C. ornata ¢ (ii1) nos trés primeiros pares em F. flavipunctatus (Figura 9). No entanto,

nenhum ITS foi detectado nos cromossomos sexuais.

Figura 9: Metafases femininas de Ptyas korros (PKO), Ptyas
mucosa (PMU), Fowlea  flavipunctatus (FFL) e Chrysopelea  ornata (COR)
hibridizadas com uma sonda telomérica (TTAGGG)n. As pontas de seta indicam as
sequéncias teloméricas intersticiais (ITSs). Barra de escala = 10 pm.

A distribuicdo cromossomica de repeticdes de microssatélites revelou padrdes
variados de hibridizacdo entre os cromossomos sexuais ZW das espécies analisadas. Trés
sequéncias, (AG)n, (ATCC)n e (AGAT)n, mostraram acimulo massivo no cromossomo W
em Ptyas e C. ornata , exibindo um sinal intenso ao longo de todo o seu comprimento (Figura
10). O motivo (AAGG)n mostrou uma distribuicao dispersa ao longo do cromossomo W de C.
ornata, enquanto em P korros estava concentrado na regido centromérica, e em P
mucosa mostrou um padrdo bitelomérico. O motivo (AAT)n, por outro lado, acumulou-se

exclusivamente na regido centromérica do cromossomo W de C. ornata. Em geral, os
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cromossomos autossomicos mostraram padrdes de marcacdo predominantemente teloméricos
ou centroméricos. Os cromossomos Z mostraram padrdes de marcagdo semelhantes aos
autossomos, exceto o motivo (AGAT)n em P. korros, que ndo mostrou sinais (Figura
Suplementar 6). Em F. flavipunctatus, os motivos microssatélites analisados estavam restritos
as regides teloméricas, sem distingdo entre cromossomos sexuais e autossomicos (Figura
Suplementar 7). Além disso, a sequéncia (AT)n estava ausente, como observado em espécies

do género Ptyas.

(AG)15 (AAGG)8 (AAT)10 (AGAT)8 (ATCC)8

Crysopelea ornata

Notechis scutatus *

: Ptyas korros
Ptyas mucosa
Spilotes pullatus**

Fowlea flavipunctatus - - - - -

Varanus acanthurus *+* | Kl Kl I I

Pogona vtceps *+++ |l I Il el Kl

1009
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1014
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1016
1017

I | Time (MYA)

40 0

Figura 10: Arvore filogenética truncada destacando padrdes de hibridizagdo de repetigdes de microssatélites. As
imagens referentes ao cromossomo W de Notechis scutattus e (*) Pogona vitticeps (¥****) foram retiradas do
estudo publicado por (Matsubara et al., 2016) enquanto os cromossomos W de Spilotes pullatus (**) e Varanus
acanthurus (***) foram retirados dos estudos de (Viana et al., 2019) e (Matsubara et al., 2014), respectivamente.

Os cromossomos W foram identificaveis devido ao seu actimulo heterocromatico
significativo (ver Figura 7) e ao acimulo diferencial de microssatélites. Tanto em Ptyas quanto
em C. ornata, o cromossomo W exibe um sinal significativo para as sequéncias (AGAT)n,
(AG)n e (ATCC)n (Figura Suplementar 6).

Para complementar nossas andlises, construimos uma arvore filogenética usando a
plataforma TimeTree, incorporando nossos proprios dados junto com dados citogenéticos
publicados anteriormente para S. pullatus (Viana et al., 2019), N. scutatus , P. vitticeps
(Matsubara et al., 2016) e V. acanthurus (Matsubara et al., 2014). Essas espécies foram

incluidas para fornecer contexto comparativo para nossas descobertas (Figura 10).
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Hibridizacoes genomicas comparativas

Primeiro, realizamos comparacdes intraespecificas principalmente para examinar a
composi¢ao molecular dos cromossomos sexuais de P. korros. Por meio da hibridizagdo de
DNA genomico masculino e feminino em metafase de fémeas de P korros, todos os
cromossomos (exceto o W) foram corados igualmente com essas sondas, principalmente nas
regides centroméricas (que sdo altamente heterocromaticas, como mostrado pela banda C)
(Figura 7 ¢,d). A sonda de DNA gendmico completo feminino pintou todo o cromossomo W,
com um sinal forte na maior parte do Wq (Figura 11 a—d). As sondas de gDNA femininas e
masculinas mostraram forte hibridizacao com o cromossomo W, conforme ilustrado na Figura
11 ¢. Esse padrao sugere a presenca de sequéncias repetitivas compartilhadas entre a regido
centromérica do Z e a maior parte do cromossomo W, com uma possivel amplificacao desses
elementos no ultimo. Embora o CGH possa detectar elementos repetitivos amplamente

distribuidos, esse padrao de hibridizacdo ndo foi observado com nenhuma das outras sondas

PKO 3 gDNA | d

Figura 11: Metafases mitoticas femininas de Ptyas korros (PKO) apoés analises de hibridizagdo gendmica
comparativa intra (a — d) e inter (e — h) especifica. (a, e) imagens DAPI; (b, f) padrdes de hibridizag¢do de sondas
gendmicas femininas de PKO; (¢) padrao de hibridiza¢ao de sonda genomica masculina de PKO; (g) padrdes de
hibridizagdo de sondas genomicas femininas de Ptyas mucosa (PMU); (d, h) imagens mescladas de ambas as
sondas genOmicas e contracoloragdo DAPI. As regides coradas igualmente por ambas as sondas gendmicas

comparadas sdo representadas em amarelo (ou seja, uma combinagdo de verde e vermelho). Os cromossomos
sexuais ZW estdo em caixa. Barra de escala = 10 pm.

testadas neste estudo. Portanto, este resultado destaca uma caracteristica potencialmente nica

e anteriormente nao reconhecida na diferenciacdo do cromossomo W nesta espécie.

Na investigagdo interespecifica, ndo foram observadas varia¢des substanciais na
composi¢do gendmica dos cromossomos W das duas espécies de Ptyas. No entanto,
observamos o acumulo de sequéncias especificas de P. korros nos centromeros de varios

autossomos (Figura 11 e-h).
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Homologia dos cromossomos sexuais entre cobras e lagartos
No dragdo barbudo P. vitticeps (PVI), o clone BAC designado pv3L7 hibridiza

particularmente com o teldmero dos bragos longos do cromossomo 2 ¢ com um teldmero de
cada um dos microcromossomos Z ¢ W, conforme relatado anteriormente por (Ezaz et al., 2013)
(Figura Suplementar 8). Por outro lado, o clone BAC pv116G15, que engloba o gene NRSAI
— crucial para a diferenciagdo sexual — também hibridiza com os cromossomos sexuais Z ¢
W, mas no telémero oposto ao local de ligagdo da sequéncia pv3L7 em cada cromossomo
(Figura Suplementar 8). Nenhum sinal de hibridizacdo das sequéncias examinadas foi
observado em nenhuma espécie de cobra.

Para complementar nossa investigagdo das sequéncias ligadas ao sexo em lagartos e
cobras, empregamos sondas desenvolvidas anteriormente por (Dobry et al., 2025) a partir dos
cromossomos W e Z de V. acanthurus .

Em V. acanthurus, a sonda cromossomica W exibiu sinais tanto no cromossomo W
quanto no telomero dos bragos longos de um par de macrocromossomos (Figura Suplementar
9). Por outro lado, a sonda cromossdmica Z exibiu um sinal forte no Z, além de sinais fracos
no W e em trés pares de microcromossomos (Figura Suplementar 9). Ambos os resultados
confirmam descobertas anteriores (Dobry et al., 2025). No entanto, quando hibridizados nas

duas espécies de Ptyas e P. vitticeps, eles ndo exibiram nenhum sinal de hibridizagao positivo.
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DISCUSSAO

Este trabalho responde a inimeras questdes criticas sobre a diferenciacdo cromossdmica
sexual de cobras, que apresentamos no final da se¢dao de introducao. Demonstramos que os
cromossomos sexuais dessas quatro espécies de cobras sao homomorficos, mas mostram algum
grau de diferenciacdo molecular. Também identificamos uma alta correlagdo entre
heterocromatizacdo e acumulo de repeti¢des, notavelmente no cromossomo W, sugerindo que
essas sequéncias sdo criticas para sua diferenciacdo. Descobrimos que o cromossomo W de P,
mucosa tem sequéncias repetitivas distintas do Z e confirmamos que varias das sequéncias
repetidas encontradas nos cromossomos W de P. korros também sdo encontradas em P. mucosa,
mostrando que espécies intimamente relacionadas compartilham sequéncias semelhantes, mas
com alguma variagdo em abundancia e distribuicdo. Essas descobertas nos permitem langar luz

sobre como os cromossomos sexuais de cobras evoluem e se diferenciam.

Organizacdo cariotipica geral dos Colubrideos

Neste estudo, focamos na analise do conteudo de satDNA da cobra-rato chinesa P
korros (que exibe um sistema de cromossomos sexuais ZW homomorfico) e na exploracdo da
composicdo molecular do cromossomo W em relacdo a sua trajetdria evolutiva em espécies
filogeneticamente analogas, abrangendo outras cobras Colubridae e Elapidae e um lagarto basal
(V. acanthurus). Além de elucidar a composi¢ao molecular do cromossomo W em duas espécies
de Ptyas pouco exploradas, os resultados indicaram que o acimulo de sequéncias repetitivas
estd diretamente ligado a heterocromatizagdo do cromossomo W, embora ndo esteja
consistentemente associado ao seu heteromorfismo. Essa descoberta destacou a natureza
dindmica da evolucdo dos cromossomos sexuais em cobras, que ocorreu independentemente
em lagartos.

Entre as cobras, 2n = 34 e 2n = 36 cromossomos representam os dois numeros diploides
mais comuns, com variantes variando de 2n = 24 a 2n = 52 observadas em varias familias
(Becak & Begak, 1969; Mezzasalma et al., 2024; Oguiura et al., 2009). Neste trabalho,
descrevemos pela primeira vez o cariétipo da cobra colubrideo endémica do sudeste da Asia, P
korros (2n =34, composta de 16 macro e 18 microcromossomos), € revisamos os cariotipos das
outras trés espécies, todos corroborando suas descri¢cdes anteriores: Ptyas mucosa (2n = 34)
(Singh, 1972, 1974; Singh et al., 1976), Chrysopelea ornata (2n = 36) (Donbundit et al., 2022;
Singh, 1974) e Fowlea flavipunctatus (2n = 42) (Donbundit, 2020). A variacdo do numero

diploide encontrada aqui concorda com o intervalo de 2n mais geralmente relatado em cobras,
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exceto para F. flavipunctatus , que exibe um 2n mais alto do que normalmente visto em outras
espécies de Natricinae (Begak & Becak, 1969; Oguiura et al., 2009).

Em nosso estudo, sitios teloméricos intersticiais (ITSs) foram detectados em todas as
espécies analisadas, um padrao consistente com achados em outras linhagens de serpentes,
como Boidae, conforme relatado por (Rovatsos et al., 2015; Viana et al., 2020). Entretanto,
algumas espécies dentro da familia Colubridae foram relatadas como carentes de ITSs,
indicando que a presenca desses elementos pode variar significativamente entre os grupos
(Viana et al., 2019). Essa variabilidade sugere que, embora os répteis escamados geralmente
exibam cariétipos conservados, eles podem experimentar uma taxa relativamente alta de
rearranjos intracromossomicos e uma baixa taxa de rearranjos intercromossdmicos (Rovatsos

etal., 2015).

Composicao genomica e organizacdo do DNA satélite em Ptyas korros e suas caracteristicas
compartilhadas com cobras e lagartos

As cobras representam um grupo intrigante para investigagdo gendmica e citogenética,
particularmente no que diz respeito a variedade de sequéncias repetitivas em sua diversificagao
e evolucao (Ahmad et al., 2021). Progresso significativo foi feito em relagdo as investigagdes
de DNA satélite em genomas de vertebrados, particularmente em aves (Brown & Jones, 1972;
Caccio et al., 1994; Deryusheva et al., 2007; Liangouzov et al., 2002; Saifitdinova et al., 2001;
Tsuda et al., 2007; Yamada et al., 2002; Yamada et al., 2004), mamiferos (Adega et al., 2009;
Escudeiro et al., 2019; Macaya et al., 1978; Mazrimas & Hatch, 1977; Slamovits et al., 2001;
Vourc’h & Biamonti, 2011), répteis (Kawagoshi et al., 2008; Romanenko et al., 2022;
Yurchenko et al., 2024) e peixes (Crepaldi & Parise-Maltempi, 2020; De Oliveira et al., 2023;
Deon et al., 2020; Goes et al., 2022; Utsunomia et al., 2019); no entanto, o conhecimento sobre
essas sequéncias em cobras permanece limitado a algumas espécies, a maioria usando apenas
métodos classicos de isolamento de satélite (Matsubara et al., 2015; Panicker & Singh, 1994;
Singh et al., 1976, 1980, 1979; Thongchum et al., 2019).

Neste contexto, os genomas de cobras desafiam o paradigma amplamente aceito de uma
correlacdo linear entre o tamanho do genoma e o contetido de sequéncia repetitiva, ja que seus
tamanhos de genoma variam de 1,3 a 3,8 Gbp e podem exibir niveis variaveis de elementos
repetitivos (Ahmad et al., 2020, 2021; Gregory, 2025; Pasquesi et al., 2018). Descobrimos seis
familias de satDNA em P korros e nossa analisein silico demonstrou semelhancas
significativas entre dois PkoSatDNAs e dois outros satDNAs derivados de Pantherophis
guttatus (Colubridae), (doravante designados como PguSatDNAs), previamente documentados
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por (Lisachov et al., 2023). PkoSat01-168 e PguSat03-169 apresentam identidade de 93,49%,
enquanto PkoSat05-166 e PguSat01-167 apresentam similaridade de 81,44%. Ambas as
variantes apresentaram distribuicdo cromossomica semelhante entre suas respectivas espécies,
incluindo o padrdo observado no cromossomo W, sugerindo uma origem ancestral comum e
subsequente amplificacdo diferencial dessas sequéncias em Colubridae. Integrando analises in
silico, in situ € PCR, inferimos uma possivel via evolutiva para a origem dos DNAs de PkoSat

em espécies selecionadas de cobras e lagartos (Figura 12).

Crysopelea ornata

Notechis scutatus

PkoSat06-150

PkoSat03-324 Ptyas korros

s
PkoSat01-168 L
PkoSat02-245 PkoSat05-166 4
PkoSat04-149

Ptyas mucosa

Pantherophis guttatus

Fowlea flavipunctatus

Varanus acanthurus

l [ I | Time (MA)
120 80 40 0

Figura 12: Arvore filogenética das espécies analisadas obtida usando o TimeTree (http://www.timetree.org,
acessado em 10 de fevereiro de 2025) destacando a suposta origem dos PkoSatDNAs.

Nosso estudo sugere que PkoSat02-245 e PkoSat04-149 parecem ter evoluido de um
ancestral comum de cobras compartilhadas por V. acanthurus usadas neste estudo. Embora
essas sequéncias tenham permanecido minimamente amplificadas em P. mucosae V.
acanthurus, elas experimentaram uma expansao evolutiva significativa em P. korros, um
cenario que sugere uma divergéncia no mecanismo de amplificagdo entre as espécies. Em
contraste, essas mesmas sequéncias parecem ter sido eliminadas em outras cobras do mesmo
grupo. Além disso, as sequéncias PkoSat01-168 e PkoSat05-166 se originaram de um ancestral
comum das espécies Ptyas, N. scutatus, P. guttatus e F. flavipunctatus. Notamos uma
amplificacdo consideravel dessas sequéncias em P. korros e P. guttatus; entretanto, em P,
mucosa, a amplificacdo foi menos pronunciada, e em F. flavipunctatus e N. scutatus, essas
sequéncias parecem estar perdidas. Esse padrdo sugere que os mecanismos que governam a
evolugdo de certas sequéncias de satDNA diferem entre as linhagens. PkoSat03-324 parece ser
difundido entre outras espécies de Ptyas, mas PkoSat06-150 ¢ exclusivo de P. korros. O
compartilhamento de sequéncias ancestrais, exibindo diferentes graus de amplificagdo entre

espécies relacionadas, ¢ um fendmeno bem documentado em outros grupos taxondmicos, como
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insetos, plantas e passaros (Mestrovic et al., 1998; Mravinac et al., 2002; Navajas-Pérez et al.,

2009; Setti et al., 2024).

O impacto de sequéncias repetidas na evolugdo do cromossomo W em serpentes caenofidios:
heterocromatinizacgdo versus heteromorfismo

Desde o inicio da década de 1970, foi proposto que a heterocromatinizagdo, em vez do
surgimento de mudangas estruturais, representa o primeiro estagio na diferenciacdo dos
cromossomos W em cobras (Ray-Chaudhuri et al., 1971). Desde entdo, varios estudos foram
conduzidos para explorar seu contetido genomico (PSenicka et al., 2025). O crescente nimero
de investigacdes moleculares mais avancadas estd levando a reavaliagdo de suposicdes
previamente aceitas sobre cromossomos sexuais em cobras (Augstenova et al., 2017, 2018;
Rovatsos et al., 2015). Isso exemplifica que agora reconhecemos a heterogamia masculina em
tdxons primitivos, como jiboias e pitons, que antes eram considerados como possuidores de
sistemas ZZ/ZW pouco diferenciados, comparaveis aos de passaros (Augstenova et al., 2018;
Matsubara et al., 2016).

Da mesma forma, os cromossomos sexuais de cobras avancadas foram caracterizados
como derivados, exibindo um alto grau de diferenciacdo e possuindo cromossomos W altamente
heterocromaticos, caracteristicas consideradas sinapomorficas do clado (Augstenova et al.,
2017; Rovatsos et al., 2015, 2018). No entanto, a arquitetura e o desenvolvimento dos
Cromossomos sexuais em cobras sdo muito mais complexos do que se pensava anteriormente
(Augstenova et al,, 2018). Observamos que tanto P mucosa quanto C. ornata tinham
cromossomos sexuais marcadamente distintos, distinguidos por um cromossomo W altamente
heterocromatico enriquecido por sequéncias repetitivas (Figura 7 g, h, k, 1 e Figura 10). Em
contraste com o cromossomo Z, o cromossomo W de P. korros também exibe uma quantidade
substancial de heterocromatina além do centrdmero, bem como um acimulo diferencial de
sequéncias repetidas (Figura 7 ¢, d). Essas sequéncias incluem os satDNAs PkoSat(02-245 e
PkoSat05-166, bem como os motivos (AG)n, (AGAT)n e (ATCC)n (Figura 10 e Figura S6).
Assim, cromossomos sexuais heteromorficos com repeticdes acumuladas podem representar
apenas um estagio posterior na evolu¢do dos cromossomos sexuais (O’Meally et al., 2010;
Pokornd et al., 2011). Apesar dessas diferengas que podemos analisar entre 0s cromossomos Z
e Wde P. korros, o CGH intraespecifico ndo foi capaz de identificar diferencas gendmicas entre
0S Cromossomos sexuais, € isso se deve as limitagoes da técnica, como resolucao limitada ou
dificuldade em hibridizar sequéncias repetitivas, que sao lacunas que foram preenchidas pelas
outras hibridizac¢des e bandas C. Por outro lado, os resultados obtidos pelo CGH interespecifico
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sdo corroborados pelas diferencas gendmicas encontradas nos cromossomos sexuais de P,
korros e P. mucosa, com o padrao de hibridizacdo satélite e microssatélite destacando uma
diferenciagdo avangada entre essas duas espécies irmas.

Um cenario oposto ¢ encontrado em F. flavipunctatus, que exibe um cromossomo W
totalmente eucromatico, sem qualquer acimulo diferencial de microssatélites (Figura 7 o,p
e Figura 10). A escassez de acimulo de microssatélites nos cromossomos sexuais desta espécie
¢ semelhante a situagdo observada nos cromossomos sexuais homomorficos de cobras mais
basais (O’Meally et al., 2010; Pokorna et al., 2011; Singh et al., 1976), e pode indicar um estagio
inicial de diferenciagcdo dos cromossomos sexuais, apesar do heteromorfismo. No entanto, este
cendrio ndo se restringe a uma unica espécie, € uma situagdo semelhante foi observada
em Spilotes sulphureus (Viana et al., 2019). Esses resultados sugerem que o heteromorfismo, a
quantidade de heterocromatina e a degradacao evolutiva dos cromossomos das cobras sexuais
provavelmente evoluiram independentemente, impulsionados por processos divergentes ainda
desconhecidos (Martinez et al., 2008; Matsubara et al., 2016; Pokorna et al., 2010, 2011). Este
¢ um ponto de vista significativo para a compreensdo da evolugdo dos cromossomos, pois
sugere que esses trés fatores devem ser tratados de forma independente. Anteriormente,
(Pokorna et al., 2011) propuseram que o acumulo de sequéncias repetitivas esta diretamente
associado a heterocromatizacao do cromossomo W; entretanto, nem sempre esté relacionado ao
seu heteromorfismo. Esse fendmeno, embora essencial para a diferenciacao cromossdmica, nao
se restringe a eventos particulares.

Os cromossomos sexuais das cobras parecem ter herdado sequéncias de seu ancestral
comum, posteriormente influenciados por diversas pressdes evolutivas, levando a padrdes
distintos de amplificacao ou perda de nucleotideos (Pokornd et al., 2011; Rovatsos et al., 2015,
2018). Por exemplo, o motivo (AG)n foi detectado nos cromossomos sexuais de todas as cobras
examinadas. A conservacdo desse padrdo em vdrias espécies indica sua potencial heranca de
um ancestral comum, desempenhando um papel 1til na diferencia¢do sexual, conforme relatado
anteriormente em outros taxons reptilianos (Matsubara et al., 2016). A auséncia de homologia
entre 0s cromossomos sexuais de cobras e lagartos sugere que os microssatélites comuns a
ambos experimentaram eventos de amplificacdo independentes durante sua historia evolutiva,
conforme ilustrado na Figura 12 . Nosso estudo, portanto, apoia a hipdtese de (Matsubara et
al., 2016), que postula que as sequéncias evoluiram independentemente em linhagens
reptilianas distintas. Um exemplo exemplar ¢ o motivo AAGG, comum a certas cobras e P

vitticeps.
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Conteudo genético dos cromossomos sexuais em lagartos e sua relagdo com o género Ptyas
Sondas de BAC e cromossomos sexuais derivadas de dois lagartos australianos

[denominados P, vitticeps (Agamidae) e V. acanthurus (Varanidae)] foram mapeadas in situ nos
dois Ptyas para investigar a possibilidade de homologia entre espécies de répteis. Estudos
anteriores sugerem que o cromossomo W em cobras compartilha homologia com os
cromossomos sexuais de outros amniotas (Ahmad et al., 2021). Além disso, a presenca de
regides homodlogas em varios cromossomos em diferentes espécies apoia a ideia de que os
cromossomos sexuais de cobras evoluiram por meio de rearranjos cromossdmicos mediados
por sequéncias repetitivas (Ahmad et al., 2021). No entanto, ndo encontramos nenhum sinal
positivo. Esses resultados se alinham com a visdo atual de que os répteis — um grupo
parafilético de amniotas ectotérmicos — tém determinagdo sexual variavel e em rapida
evolucdo e ndo seguem caminhos Unicos de evolu¢do, como proposto para aves e mamiferos

(Alam et al., 2018; Ezaz et al., 2009; Kratochvil et al., 2021).

CONCLUSAO
Os resultados do nosso estudo oferecem contribuicdes significativas para a compreensao

da evolugao do sistema ZW em cobras. A analise revelou que, mesmo em cromossomos sexuais
homomorficos, como os observados em C. ornata e espécies de Ptyas, os cromossomos W
podem exibir variagcdes moleculares notdveis, com sequéncias repetitivas Unicas e sendo
altamente heterocromaticos. Além disso, foi observado que, apesar da proximidade filogenética
entre as espécies do género Ptyas, houve um baixo grau de compartilhamento de sequéncias de
DNA satélite, sugerindo caminhos evolutivos independentes e adaptativos para cada espécie.
Finalmente, os cromossomos sexuais ZW de cobras demonstraram ter se diferenciado
significativamente, adquirindo caracteristicas Unicas em relacdo ao seu grupo irmao, os
lagartos. Essas descobertas sdo essenciais para o avango da compreensdo da evolucdo dos
répteis e fornecem novas bases para futuras investigagdes sobre os mecanismos moleculares
que moldaram a diversidade genética desses animais. Este estudo faz parte de uma série de
estudos citogenéticos e gendmicos adicionais com foco na evolucdo dos cromossomos sexuais

em vertebrados.
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Figura Suplementar 1: Metafases de fémeas de ema (DNO), ema (RAM) e inhambu-chintd (CTA) destacando a
distribuigdo da heterocromatina C-positiva. As figuras superiores mostram as metafases contra-coradas com iodeto
de propidio, enquanto as inferiores foram convertidas em escala de cinza, além de ajustes de brilho/contraste.
Enquanto o cromossoma W foi devidamente identificado por uma hibridagdo sequencial com o microssatélite
(GA)15, o cromossoma Z nao pode ser devidamente identificado. Barra = 10 pm.
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Figura Suplementar 2: Paisagens de repeti¢des ilustrando a distribuicdo e divergéncia de todas as familias de
DnoSatDNA.

Figura Suplementar 3: Laminas metafasicas femininas e masculinas da ema destacando a localizagdo
cromossomica do microssatélite (GA)n. E de notar que um Unico macrocromossomo, encontrado apenas
em fémeas, apresenta um forte sinal de (GA)n na regido pericentromérica. Uma vez que ndo existe
qualquer contrapartida nos machos, podemos entdo assumir que corresponde ao cromossoma W
(assinalado com uma seta). Barra =10 um
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Tabela Suplementar 1: Principais carateristicas dos satDNAs da ema

satDNA family RUL Abundance (M) Abundance (F) Abundance (F/M) A+T (%)
DnoSat01-65 65 0.024141958 0.029768812 1.233073613 36.90%
DnoSat02-5881 5881 0.014855083 0.013987972 0.941628675 56.60%
DnoSat03-410 410 0.002765063 0.004161444 1.50500839 41.50%
DnoSat04-31 31 0.003485776 0.003419289 0.980926163 42.00%
DnoSat05-162 162 0.003453255 0.002494376 0.722326013 40.70%
DnoSat06-31 31 0.002542566 0.001998162 0.785884068 35.50%
DnoSat07-2460 2460 0.000909707 0.001696275 1.864639248 52.00%
DnoSat08-953 953 0.000905984 0.001130665 1.247996818 39.90%
DnoSat09-493 493 0.000503838 0.00084015 1.667502496 40.80%
DnoSat10-186 186 0.00087018 0.000600285 0.689840047 39.20%
DnoSat11-492 492 0.00025661 0.000457174 1.781592431 41.10%
DnoSat12-180 180 0.000418681 0.000364115 0.869670914 37.80%
DnoSat13-2521 2521 0.00025421 0.000359398 1.413784508 41.30%
DnoSat14-932 932 0.000467166 0.000342343 0.732806599 28.60%
DnoSat15-376 376 0.000304624 0.000279255 0.916722462 42.30%
DnoSat16-627 627 0.000163236 0.000234889 1.438957226 39.70%
DnoSat17-174 174 0.000221117 0.00022 0.994949133 43.10%
DnoSat18-161 161 9.59525E-05 0.000207653 2.164128281 31.10%
DnoSat19-36 36 0.000386925 0.000170505 0.44066695 44.40%
DnoSat20-169 169 0.000542337 0.00016956 0.312647875 45.60%
DnoSat21-242 242 0.000153507 0.000166089 1.081964887 44.20%
DnoSat22-175 175 0.000216786 0.000150984 0.696465924 45.10%
DnoSat23-166 166 0.000121372 0.000143113 1.179123228 47.00%
DnoSat24-679 679 0.000144836 0.000142657 0.984960761 36.70%

64



Tabela Suplementar 2: Principais caracteristicas dos satDNAs de Ptyas korros.

satDNA Rul Abundance Abundance Abundance A+T (%)
family (F) (M) (F/M)
PkoSatl-168 168  0,001149156 0,000841797 1,365122953 63,0952381
PkoSat2-245 245  0,000731083 0,000759606 0,962450493 56,73469388
PkoSat3-324 324  0,000572737 0,000611321 0,936885308 63,27160494
PkoSat4-149 149  0,000216136 0,000114426 1,888880659 63,08724832
PkoSath-166 166  0,000152454 0,000166577 0,915216338 62,04819277
PkoSat6-150 150  0,000131901 0,000164344 0,802592203 64,66006667
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Figura Suplementar 4: Paisagens repetidas ilustrando a distribuig¢do e divergéncia
de todas as familias de PkoSatDNA identificadas no genoma de Ptyas korros.
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Figura Suplementar 5: Gel de eletroforese mostrando o
padrao de amplificagdo de todos os satélites em Ptyas korros e
aqueles amplificados nas espécies congéneres.
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Figura Suplementar 6: Sequéncias de microssatélites (identificadas em vermelho no canto inferior esquerdo)
hibridizadas em machos e fémeas de P. korros (PKO), P. mucosa (PMU) e Crysopelea ornata (COR). Barra de
escala =10 um.
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Figura Suplementar 7: Metifases femininas de Fowlea flavipunctatus (FFL) hibridizadas com sequéncias
microssatélites distintas (identificadas em vermelho no canto inferior direito). Barra de escala = 10 um.

PV116G15

Figura Suplementar 8: Metafases femininas de Pogona vitticeps (PVI) hibridizadas com as sondas BAC PV3L7
(vermelha) e PV116G15 (verde). Barra de escala = 10 um.

68



Figura Suplementar 9: Sondas ligadas ao sexo dos cromossomos Z (verde) e W (vermelho) na espécie doadora
Varanus acanthurus (VAC). Barra de escala = 10 um.
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CONSIDERACOES FINAIS

A anélise integrada dos estudos sobre a evolu¢ao dos cromossomos sexuais em aves
Palaecognathae e em serpentes do género Ptyas oferece uma contribuicdo significativa para a
compreensdo dos mecanismos citogenéticos e gendmicos que moldam os sistemas sexuais nos
vertebrados. Ao explorar dois grupos filogeneticamente distintos, mas com padrdes
comparaveis de variacao, foi possivel evidenciar que a diferenciacdo dos cromossomos sexuais
¢ um processo evolutivamente dindmico, marcado por trajetorias diversas e influenciado por
fatores como a heterocromatiniza¢do, o acimulo de sequéncias repetitivas e a manutencao de
regides pseudoautossomicas. Nas aves Palaeognathae, observou-se uma ampla variacao
estrutural entre espécies intimamente relacionadas. Enquanto ratitas como Dromaius
novaehollandiae € Rhea americana mantém cromossomos sexuais Z ¢ W estruturalmente
semelhantes (homomorficos), com baixa heterocromatinizagao e poucos elementos repetitivos
no cromossomo W, a espécie tinamiforme Crypturellus tataupa apresenta um sistema ZW
altamente heteromorfico. Esse contraste evidencia que a evolugdo dos cromossomos sexuais
em aves nao segue um caminho linear, refletindo multiplas pressodes seletivas.

Padrao semelhante é observado em serpentes, nas quais coexistem espécies com
cromossomos sexuais homomorficos e heteromoérficos. Em algumas espécies de serpentes,
como no género Ptyas o W ¢é pouco diferenciado morfologicamente, enquanto em outras ¢
altamente degradado. Ainda assim, mesmo nas espécies com Cromossomos sexuais
homomorficos, € possivel observar um expressivo acimulo de heterocromatina e sequéncias
repetitivas. Dessa forma, a heterocromatizagdo do cromossomo W, como evidenciado em Ptyas,
emerge como um fator central no processo de diferenciagdo molecular dos cromossomos
sexuais, ndo estando, necessariamente, correlacionada a heteromorfia cromossdmica.

Em conjunto, os resultados discutidos reforcam que os cromossomos sexuais nao
evoluem de forma uniforme ou previsivel. Ao contrario, a evolugdo desses sistemas se da de
maneira mosaica e multifasica, com graus variados de diferencia¢do sexual influenciados por
fatores ecologicos, seletivos e historicos distintos em cada linhagem. A presenca dessas
diferentes condi¢des sugere que o sistema ZW pode ter se diferenciado multiplas vezes, ou ter
passado por eventos de reversdo ou estagnagdo em diferentes pontos de sua histéria evolutiva.
Portanto, os estudos aqui analisados ndo apenas aprofundam o entendimento sobre a
diversidade dos sistemas sexuais em aves e répteis, como também destacam a importancia de
abordagens integrativas, combinando citogenética, gendmica comparativa e biologia evolutiva,

para elucidar os processos que regem a evolugdo dos cromossomos sexuais nos vertebrados.
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