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1. INTRODUCAO

Entende-se por citogenética como a ciéncia que estuda a estrutura,
organizacéo e funcdo dos cromossomos, a qual divide-se em classica e molecular.
A citogenética classica utiliza a coloracdo convencional com Giemsa e também as
técnicas de bandeamento cromossémico, especialmente a Banda C, G e NOR,
responsaveis, respectivamente, pela identificacdo de regides ricas em
heterocromatina constitutiva, regides ricas em adenina/timina (AT) e
citosina/guanina (CG), e regibes organizadoras de nucléolo. A citogenética
molecular é a juncdo da biologia molecular com a citogenética classica, a qual
compreende principalmente técnicas de hibridizag&o in situ fluorescente (FISH),
como por exemplo a hibridizagdo gendomica comparativa (CGH) e pintura
cromossomica (WCP), as quais usam o genoma ou segmentos de DNA/RNA
incorporadas a nucleotideos conjugados a moléculas fluorescentes, permitindo
identificar os rearranjos cromossdmicos de forma mais eficiente que as técnicas
empregadas na citogenética classica.

A variacdo cromossémica encontrada na classe das aves torna-as um grupo
ideal para investigar processos moleculares e evolutivos envolvidos em rearranjos
cromossOmicos e estabilidade cariotipica. Ao compararmos o cariétipo de diversas
espécies com o0 suposto cariGtipo ancestral das aves, composto por 80
cromossomos, podemos identificar espécies com cariotipos conservados ou
derivados (GRIFFIN et al., 2007). Entre as inUmeras espécies de aves, a familia
Charadriidae (Charadriiformes) possui uma notavel estabilidade cariotipica, com
nameros dipléides (2n) variando de 72 a 78 cromossomos (DEGRANDI et al.,
2020). Os cromossomos sexuais seguem o padrao tipico para as aves, onde o
cromossomo Z é geralmente maior que o cromossomo W, sendo este ultimo
tipicamente pequeno e heterocromético, exibindo variacdes morfolégicas
(KRETSCHMER et al., 2015; KRETSCHMER et al., 2020). Dentro desta familia, a
espécie Vanellus chilensis (Quero-Quero) com 2n = 78 apresenta apenas um
rearranjo intercromossomico, resultante da fusdo dos cromossomos ancestrais 7 e
8 (KRETSCHMER et al., 2015). Além disso, analises detalhadas utilizando sondas
de cromossomos artificiais bacterianos (BAC) para os microcromossomos 11-28
revelaram a conservacao desses cromossomos nesta espécie (DE SOUZA et al.,
2022).

Curiosamente, outras familias dentro da ordem Charadriiformes apresentam
diversidade cromossomica significativa. Por exemplo, o membro da familia
Burhinidae, Burhinus oedicnemus, apresenta um caridtipo com baixo numero
diploide, 2n = 42, com extensa fusdo cromossOmica, envolvendo principalmente os
microcromossomos (NIE et al., 2009). Em contrapartida, o membro da familia
Jacanidae, Jacana jacana, possui um numero diploide tipico para as aves, com
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2n=82, entretanto, contendo varios rearranjos cromossOmicos, que envolvem
especialmente fusdes e fissdes de macrocromossomos (KRETSCHMER et al.,
2020).

A andlise de sequéncias repetitivas de DNAs é uma interessante ferramenta
para se investigar rearranjos cromossOmicos, uma vez que estas sequéncias estao
muitas vezes envolvidas com pontos de quebra (KRETSCHMER et al., 2022). O
Satelitoma, colecdo de DNAs satélite (sequéncias repetitivas de DNA organizadas
em tandem) mais representativos em um genoma, tém demonstrado que estas
sequéncias estdo associadas principalmente a manutencdo e formacdo de
centrdmeros, sendo encontradas majoritariamente em regides heterocromaticas,
em regides pericentroméricas e subteloméricas, possuindo trés diferentes padrdes
de distribuicdo: agrupados, dispersos e mistos (RUIZ-RUANO et al., 2016).

Os estudos de DNAs satélites em aves permanecem relativamente
inexplorados. Nesse sentido, em nossa investigagdo procuramos sanar esta
caréncia de dados, conduzindo uma analise do satelitoma de V. chilensis utilizando
plataformas de sequenciamento de nova geracdo (NGS), juntamente com a
caracterizagdo in silico e a localizagdo cromossémica in situ dos DNAs satélites
encontrados. Tais resultados seréo importantes para entender o complexo contexto
de rearranjos cromossémicos encontrados em espécies proximas.

2. METODOLOGIA

As preparacdes cromossémicas foram obtidas através da cultura direta de
embribes (um macho e uma fémea) de V. chilensis, coletadas em S&o Gabriel, Rio
Grande do Sul. Resumidamente, o protocolo de extracdo de cromossomos
envolveu o tratamento com colchicina (0,05%) a 37°C por uma hora, solucao
hipoténica (0,075 M, KCI) & 37°C por 15 minutos, e fixagdo em metanol e acido
acético (3:1). O pellet obtido foi armazenado em freezer -20°C para as analises
cromossOmicas.

Para a analise do satelitoma, o DNA genémico de cada individuo foi extraido
e sequenciado na empresa BGI (BGl Shenzhen Corporation, Shenzhen, China). Os
dados do sequenciamento foram analisados por ferramentas de bioinformética para
a identificacdo dos DNAs satélites. Para cada DNA satélite identificado foram
desenhados primers, os quais foram amplificados pela técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Os produtos de PCR foram usados para a producao
de sondas para os experimentos de FISH.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nossas andlises, junto a revisfes da literatura, confirmou-se o numero
diploide (2n=78) descrito previamente em V. chilensis, sendo o primeiro, segundo
e quinto pares de macrocromossomos submetacéntricos; terceiro par e 0
cromossomo Z acrocéntricos; quarto e sexto pares metacéntricos; e os demais
pares telocéntricos (KRETSCHMER et al., 2015).

As aves sao conhecidas por possuirem genomas peguenos, com poucas
sequéncias repetitivas (HUGHES & HUGHES, 1995), o que é corroborado com
nosso estudo, uma vez que a caracterizagdo do satelitoma da espécie V. chilensis
(VchSat) por meio de ferramentas de bioinformatica evidenciou a presenca de
apenas sete familias de DNA satélite (Tabela 1). Estudos prévios em diferentes
espécies demonstram a presenca de um numero maior de familias de DNA satélite.
Por exemplo, no gafanhoto da espécie Locusta migratéria, confirmou-se o conjunto
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de 62 familias de DNAs satélites (RUIZ-RUANO et al., 2016), enquanto no peixe da
espécie Triportheus auritus, observou-se o conjunto de 53 familias de DNAs
satélites (KRETSCHMER et al., 2022). O tamanho das unidades de repeticao (RUL)
no genoma de V. chilensis variou de 36 a 5351 pb, sendo os satélites longos (>100
pb) predominantes a aqueles considerados como curtos (<100pb) (VchSat07-36) a
agueles considerados como curtos (<100pb) (VchSat07-36).

Satélites com unidades de repeticbes maiores € outra caracteristica que
parece ser marcante no genoma das aves, uma vez que especies de outros grupos
geralmente apresentam satélites mais curtos, como por exemplo L. migratoria,
onde a variacdo do tamanho de DNAs Satélites foi de 8-400 pb (RUIZ-RUANO et
al.,, 2016) e no T. auritus onde a variagcdo encontrada foi de 16-2229 pb
(KRETSCHMER et al., 2022).

O mapeamento cromossoémico pela FISH mostrou que a maioria dos VchSat
estd acumulado nos microcromossomos. O VchSat01 foi encontrado nos
centromeros de todos 0S cromossomos, autossomos e sexuais, evidenciando um
possivel papel na funcdo centromérica. O VchSat02 marca o braco longo do
cromossomo W. VchSat04 e 05 produziram sinais de FISH em cinco pares de
microcromossomos, enquanto o VchSatO7 produziu sinais em trés pares de
microcromossomos. VchSat03 e VchSat06 ndo produziram sinais de FISH nos
cromossomos de V. chilensis, indicando que eles estéo organizados em pequenos
clusters no genoma desta espécie.

Tabela 1. Caracteristicas Gerais do Satelitoma de V. chilensis.

SatDNA RUL (A+T)
VchSat01-179 179 47 4%
VchSat02-5351 5351 54.0%
VchSat03-2447 2447 56.9%
VchSat04-145 145 44.1%
VchSat05-958 958 52.4%
VchSat06-234 234 37.6%

VchSat07-36 36 16.7%

RUL = Tamanho das unidades de repeticdo (em inglés “repeat unit lengths”).
4. CONCLUSOES

A caracterizacdo do satelitoma da espécie V. chilensis mostrou a existéncia
de sete familias de DNA satélites, sendo predominante satélites com unidades de
repeticdo maiores que 100pb. O mapeamento cromossomico destas sequéncias
mostrou que 0S mesmos estdo presentes principalmente nas regides
centroméricas, no cromossomo W e nos microcromossomos. Por fim, o presente
trabalho contribuiu significativamente para uma melhor compreenséo da evolucao
e organizacdo cromossomica de sequéncias repetitivas na espécie analisada.
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