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RESUMO

Os cromossomos B, também conhecidos como cromossomos supranumerarios,
representam elementos dispensaveis encontrados em organismos eucarioticos, 0s
quais estédo presentes em diversas espécies de peixes, incluindo em representantes
de Characiformes. Elementos repetitivos como os DNAs satélites (satDNAs) tém
tendéncia de acumularem em regides de baixa recombinacdo, como por exemplo, nos
cromossomos  supranumerarios. Em  Cyphocharax modestus, (Teleostei:
Characiformes), a presenca de cromossomos B tem sido documentada em diversas
populacdes, embora existam poucos estudos buscando analisar DNAs repetitivos
nesta espécie. Portanto, visando aumentar o conhecimento sobre a composi¢do dos
cromossomos B nesta espécie, caracterizamos o satelitoma de C. modestus e
identificamos duas variantes do cromossomo B (aqui chamadas de Be e Bn) as quais
se distinguem por sua morfologia, padrbes de heterocromatina e composicdo de
sequéncias repetitivas. Com a utilizacéo da hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) e
genbmica comparativa (CGH) em satélites com maior abundancia no portador de
cromossomo B foi possivel notar que as variantes encontradas podem ter origem
intraespecifica e tenham seguido trajetérias evolutivas distintas. Além de caracterizar
pela primeira vez o satelitoma desta espécie em um individuo portador de
cromossomo B e encontrar um satélite especifico deste cromossomo, encontramos
pela primeira vez um individuo portador de cinco cromossomos B, aumentando o
conhecimento sobre a composicdo gendmica e a diversidade estrutural dos
cromossomos B nessa espécie. Dessa forma, a andlise dos cromossomos B e dos
DNAs satélites em peixes como C. modestus contribui significativamente para a
compreensao da evolugdo gendmica, origem e diferenciacdo desses elementos e da

diversidade biologica presente nesses organismos.

Palavras-chave: Citogenética animal; Genémica; Characiformes.



ABSTRACT

B chromosomes, also known as supernumerary chromosomes, are dispensable
genetic elements found in eukaryotic organisms, including several fish species, such
as those in the order Characiformes. Repetitive elements, such as satellite DNAs
(satDNASs), tend to accumulate in regions with low recombination rates, such as
supernumerary chromosomes. In Cyphocharax modestus (Teleostei: Characiformes),
the presence of B chromosomes has been documented across several populations,
although few studies have focused on analyzing repetitive DNAS in this species. To
enhance our understanding of the composition of B chromosomes in C. modestus, we
characterized the satellitome of this species and identified two variants of the B
chromosome (designated Be and Bn), distinguished by their morphology,
heterochromatin patterns, and repetitive sequence composition. Using fluorescence in
situ hybridization (FISH) and comparative genomic hybridization (CGH) to analyze
satellites with greater abundance in B chromosome carriers, we observed that these
variants likely have an intraspecific origin and have followed distinct evolutionary
trajectories. In addition, for the first time, we characterize the satellitome of this species
in an individual carrying a B chromosome and identifying a specific satellite associated
with this chromosome, we also documented, for the first time, an individual carrying
five B chromosomes. This finding expands our knowledge of the genomic composition
and structural diversity of B chromosomes in this species. Thus, the study of B
chromosomes and satellite DNAs in fish species such as C. modestus significantly
contributes to our understanding of genomic evolution, the origin and differentiation of

these elements, and the biological diversity present in these organisms.

Keywords: Animal cytogenetics; Genomics; Characiformes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cromossomos B

Cromossomos B, também conhecidos como cromossomos supranumerarios ou
acessorios, sao elementos genémicos extras e dispensaveis presentes nos genomas
de cerca de 15% eucariotos (Camacho 2005). Foram identificados pela primeira vez
por Wilson (1907) em um inseto do género Metapodius (atualmente Acanthocephala),
nomeados de supranumerarios por Longley (1927) e, finalmente chamados de
cromossomos B por Randolph (1928) (Douglas & Birchler, 2017). Em plantas, estes
elementos foram identificados pela primeira vez no centeio (Secale cereale) por Gotoh
(1924) e no milho (Zea mays) por Kuwada (1925). J& em peixes neotropicais de agua
doce, o primeiro relato de cromossomos B foi para a espécie Prochilodus lineatus
(Pauls & Bertollo, 1983). Desde entédo, contando com cerca de 5760 publicacfes até
2016, diversos estudos vém contribuindo para aumentar o conhecimento sobre 0s
cromossomos B em diferentes grupos, abrangendo 2828 espécies eucarioticas,
incluindo plantas, animais e fungos (D’Ambrosio et al., 2017).

Essencialmente, estes cromossomos podem ter uma origem intraespecifica,
derivando dos cromossomos A da préopria espécie hospedeira, ou uma origem
interespecifica, resultante de processos de hibridizacdo (McAllister et al., 1997,
Camacho, 2000; Pansonato-Alves et al., 2014; Utsunomia et al., 2016). Eles sé&o
excelentes exemplos de conflito genémico, pois ndo sdo essenciais para o ciclo de
vida dos organismos e sado distintos pela heranca ndo mendeliana com uma
segregacao irregular durante a meiose (Camacho et al., 2000; Karafiatova et al.,
2021). De modo geral, esses cromossomos nao possuem uma fungao definida, sendo
classificados como elementos parasitarios (Camacho et al., 2000; Gravena et al.,
2007; Sampaio et al., 2011; Houben, 2017; Stornioli et al., 2021), ndo conseguem
recombinar com os cromossomos A durante a meiose (Jones et al., 2008; Houben et
al.,, 2012) e podem utilizar da maquinaria celular necessaria para replicacdo e
transmissao (Camacho, 2000; Douglas & Birchler, 2017).

Devido a sua natureza parasitaria, 0s cromossomos B sdo capazes de modular o
funcionamento das células para beneficiar suas préprias taxas de transmissdo, um
processo conhecido como "drive" (Camacho et al., 2000; Oliveira, 2010). O "drive" se

refere ao sucesso na transmissdo dos cromossomos B, que esta ligado a taxas de
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transmissao mais altas do que o esperado pelas leis mendelianas (Camacho, 2005;
Burt e Trivers, 2006; Houben et al., 2017; Jones et al., 2018; Blavet et al., 2021). Uma
vez que esses Cromossomos surgem, acredita-se que os cromossomos B passam por
um ciclo que inclui: i) invasao; ii) neutralizagéo; e iii) extingdo, a menos que sejam
substituidos por uma nova variante de cromossomo B e passem novamente pelo
"drive” (Camacho et al., 2000). Em plantas, o “drive” acontece apdés a meiose,
enquanto em animais, ocorre na fase pré-meiética ou durante a meiose, processo ja
descrito para diversas espécies como milho, gafanhotos e em alguns mamiferos
(Douglas & Birchler, 2017).

A diversificacdo intraespecifica de variantes de B tem sido amplamente relatada
em diferentes grupos e pode mostrar variacdo estrutural, morfolégica, de tamanho,
guantidade de heterocromatina-constitutiva, conteido de DNA e taxas de transmissao
(LOpez-Ledn et al., 1993; Houben et al., 1999; Penitente et al., 2013). Essa
diversificacao ja foi observada nos Characiformes como por exemplo: Moenkhausia
sanctaefilomenae (Utsunomia et al. 2016), Prochilodus lineatus (Artoni et al. 2006) e
Psalidodon bockmanni (Daniel et al., 2012). Além disso, um mesmo individuo pode
apresentar diferenca na quantidade desses elementos a nivel celular ou
intrapopulacional (Jones et al., 2008) e ainda, em algumas espécies, o acimulo de B
pode ocorrer exclusivamente em um ou em ambos o0s sexos (Douglas & Birchler,
2017).

A presenca dos cromossomos B pode ter efeitos negativo, neutro ou positivo em
seu hospedeiro (Douglas & Birchler, 2017). Em baixa quantidade apresentam nenhum
ou pouco impacto, mas em grande quantidade causam diferencas fenotipicas e
podem afetar a fertilidade do hospedeiro (Houben et al., 2003; Houben et al., 2014).
Embora a composicéo e fungéo dos cromossomos B permanecam desconhecidas em
muitos casos, 0 uso da Hibridacdo in situ Fluorescente (Fluorescent in situ
Hybridization — FISH) e Sequenciamento de Nova Geracdo (Next-generation
Sequencing — NGS) tém possibilitado a caracterizagdo de genes repetitivos e de copia
Unica (Houben et al., 2014; Makunin et al., 2014) que ajudaram a esclarecer a origem
dos cromossomos B (Martins et al., 2012, Yoshida et al., 2011; Trifonov et al., 2013)
e sugerem que parte do seu DNA pode ser funcional em algumas espécies, como em
Eyprepocnemis plorans (Ruiz-Estevez et al., 2012). Outro exemplo € o complexo de

espécies Psalidodon scabripinnis, em que os cromossomos B apresentam expressao
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génica prépria, evidenciando genes relacionados ao ciclo celular e a diferenciacéo das
gbnadas (Silva et al., 2022).

O estudo dos cromossomos B mostra as complexas interacdes coevolutivas que
atuam nos organismos e nos seus elementos genéticos e, embora tenha ocorrido
diversos avancos na compreensdo desses elementos, ainda ha muito a investigar
sobre suas origens, trajetérias evolutivas, impactos e futuros desenvolvimentos
(Camacho, 2005).

Nesse contexto, observam-se nos cromossomos B de animais e plantas os
DNAs satélites (satDNAs) como uma das sequéncias mais predominantes (Mestriner
et al., 2000; Martins et al., 2012; Silva et al., 2014; Milani et al., 2018; Dhar et al., 2019;
Blavet et al., 2021). Essas sequéncias repetitivas sdo propensas a se acumular nos
cromossomos B similiar ao mecanismo de Muller's ratchet (Green, 1990; Camacho et
al., 2000; Charlesworth et al., 2005; Plohl et al., 2012), que sugere que pequenas
populacdes assexuadas acumulam mutacdes deletérias devido ao efeito amplificado
da deriva genética e ao aumento da taxa de mutacéo associado ao reduzido tamanho
populacional (Muller, 1964; Howe & Denver, 2008). Além disso, essas sequéncias tém
sido amplamente utilizadas para investigar a fungcdo na organizacao e evolucdo do

genoma (Moraes et al., 2023).

1.2 Sequéncias repetitivas com énfase em DNAs satélites

Os genomas de eucariotos apresentam diversas sequéncias de DNA repetitivo
gue incluem elementos transponiveis, familias multigénicas e repeticdes em tandem
(satélites, minissatélites e microssatélites) (Charlesworth & Stephan, 1994; Jurka, et
al. 2005; Oliveira, 2020). As sequéncias de DNA repetitivo sdo instrumentos
importantes para estudos evolutivos devido a concentracdo de variagcdes que
produzem diversas cépias durante o processo evolutivo. Elementos transponiveis e
sequéncias repetidas em tandem frequentemente desempenham um papel importante
na evolucdo de cromossomos B, pois esses elementos normalmente ndo sofrem
recombinacdo (Camacho et al.,, 2000). Portanto, compreender essas sequéncias
permite entender a organizacdo e o comportamento evolutivo dos genomas de
organismos eucariotos e seus possiveis impactos nos cromossomos (Oliveira, 2020).

Os DNAs satélites sdo unidades monoméricas com tamanhos variados e

repetidas em tandem, organizadas em uma orientacdo cabeca-a-cauda de forma
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sequencial, podendo abranger de dezenas a milhdes de repeticées. S&o localizados
principalmente na heterocromatina pericentromérica e subtelomérica, mas também
pode estar espalhado pelas regides eucromaticas (Plohl et al., 2012). Anteriormente
conhecidos como DNA flixo”, os satDNAs podem estar relacionados a algumas
funcBes, entre elas centromérica, além de serem um dos principais componentes da
heterocromatina, uma regido do genoma que permanece quase sempre condensada
e com pouca presenca de genes (Ruiz-Ruano et al., 2016). Apesar de abundantes
nos genomas de organismos eucarioticos, os satDNAs foram pouco estudados até o
comeco de 2010, o que pode ser atribuido a falta de ferramentas gendmicas até
aquele momento (Oliveira, 2020; Stornioli et al., 2021).

Com o desenvolvimento de ferramentas bioinformaticas, tornou-se possivel a
caracterizacdo de catalogos dos satDNAs em espécies de interesse, cujas
informacdes tém contribuido significativamente para a compreenséo da evolucéo de
determinadas sequéncias e do papel dessas sequéncias na evolucéo e diferenciacao
de cromossomos sexuais e supranumerarios (Ruiz-Ruano, 2016; Novak et al., 2013;
Utsunomia et al., 2016; Stornioli et al., 2021). Por meio da técnica de sequenciamento
de nova geracdo (Next Generation Sequencing), tém sido conduzidas diversas
analises gendmicas em espécies que careciam de estudos prévios, possibilitando a
identificacdo de sequéncias repetitivas como os satDNAs e, consequentemente, sua
utilizacdo em diversos estudos, voltados para questdes evolutivas, de filogenias e
diversidade gendmica (Ruiz-Ruano et al., 2016; Moraes et al., 2023; Kretschmer et al.,
2024).

O primeiro trabalho a descrever o catalogo de satDNAs (também chamado de
satelitoma) utilizando o RepeatExplorer foi de Ruiz-Ruano et al. (2016) para o
gafanhoto-migratério (Locusta migratéria). Até entdo, os satDNA eram analisados por
enzima de restricao e eletroforese, porém essas técnicas apresentavam limitacoes.

O uso dessas novas ferramentas, aliado a citogenética, permite compreender
a organizacdo gendmica dos cromossomos, principalmente da fracdo repetitiva,
possibilitando a montagem de bibliotecas de leituras curtas com alta qualidade,
mesmo em espéecies sem genoma de referéncia (Toma et al., 2023). Um dos
programas que possibilitaram isso é o RepeatExplorer, que fornece ferramentas para
encontrar sequéncias repetitivas em genomas, permitindo e auxiliando nas analises
comparativas (Oliveira, 2020). Alem do mapeamento de regides repetitivas, outras

técnicas como a FISH e a CGH (Comparative Genomic Hybridization - Hibridizacao
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gendmica comparativa) possibilitam realizar comparacdes entre diferentes
populacdes, ajudando a evidenciar a evolucdo de cariétipos em niveis intra e
interespecificos (Toma et al., 2023). Dessa forma, a analise da distribuicdo do satDNA
nos cromossomos A e B por meio da FISH tem fornecido informagdes valiosas sobre
a origem dos cromossomos B em: gafanhotos (Ruiz-Ruano et al. 2017, 2018); peixes
(Silva et al. 2017) e de cromossomos sexuais (Utsunomia et al. 2019).

Em peixes, o primeiro satelitoma caracterizado utilizando RepeatExplorer e
satMiner foi publicado por Silva et al. (2017) para Astyanax paranae (atualmente,
Psalidodon paranae), utilizando o genoma de individuos com e sem cromossomo B
mostrando o compartilhamento de DNA satélites entre P. paranae, fasciatus e
bockmanni. Apos isso, diversos outros trabalhos contribuiram para os estudos de
satelitoma em peixes como, por exemplo: Megaleporinus macrocephalus onde foram
encontrados satélites exclusivos no cromossomo W (Utsunomia, 2019);
Megaleporinus elongatus onde o acumulo de satDNAs contribui para a diferenciagéo
do cromossomo sexual W1 (Crepaldi et al., 2021); Harttia carvalhoi, o primeiro estudo
de satelitoma em Siluriformes, onde foram identificados satélites conservados em
cromossomos sexuais e regides de rearranjos cromossomicos (Deon et al., 2024); em
Triportheus auritus utilizando seu satelitoma para comparar com outras espécies da
mesma familia, mostrando um padrdo diferente de acumulo de satDNAs no
cromossomo sexual de cada espécie (Kretschmer et al., 2022); Characidium gomesi
utilizando os satDNA para investigar a origem do cromossomo B (Serrano-Freitas et
al., 2020); P. lineatus sugerindo origem do B a partir de cromossomo A e identificando
familias de satDNA compartilhadas com M. macrocephalus (Stornioli et al., 2021) €;
Colossoma macropomum e Piaractus mesopotamicus evidenciando o
compartilhamento de satDNA entre essas espécies (Goes et al., 2022).

Embora o numero de estudos envolvendo satDNA vem crescendo e
contribuindo para a compreensao desta classe de DNA repetitivo em diversos grupos,
especialmente os Characiformes, ainda existem lacunas para alguns grupos que nao
possuem nenhum satelitoma descrito até o momento. Dessa forma, a localiza¢do dos
satDNAs nos cromossomos B pode ajudar a esclarecer a evolucdo desses

componentes genéticos, incluindo sua origem e diferenciacao.
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1.3 Familia Curimatidae com énfase na espécie Cyphocharax modestus

Desde entéo, diversos estudos realizados ao longo de décadas no Brasil vém
contribuindo para a citogenética de peixes Neotropicais, atraves de descobertas sobre
a diversidade cromossémica e genémica desses peixes (Bertollo et al., 2017). Além
disso, estudos em diversas populacdes de C. modestus indicaram a presenca de
cromossomos B variando em namero e composi¢cao heterocromatica (Gravena et al.,
2007; Santos et al., 2008; Sampaio et al., 2011; Moraes et al., 2022).

Os peixes representam um dos grupos mais diversos entre os vertebrados,
abrangendo espécies que podem ser encontradas em diversos ambientes aquaticos
e desempenham um papel fundamental na cadeia tréfica como predadores, fonte de
alimento e até mesmo recicladores devido ao habito detritivoro (Carmassi et al., 2008;
Moraes et al., 2022; Santos et al., 2008). Cerca de 50% das espécies de peixes
neotropicais com cromossomos B pertencem a ordem dos Characiformes e, destes,
cerca de 13% sao correspondentes a familia Curimatidae (Carvalho et al., 2008; Lui
et al., 2021). Apresentando 37 espécies validas, o género Cyphocharax € o mais
diversificado dentro de Curimatidae (Vari et al., 2012; Melo et al., 2014).

Dentro da ordem dos Characiformes, a familia Curimatidae (quarta maior
familia de peixes Characiformes neotropicais detritivoros), engloba 117 espécies
distribuidas em 8 géneros: Curimata, Curimatella, Curimatopsis, Cyphocharax,
Potamorhina, Psectrogaster, Pseudocurimata e Steindachnerina que sdo amplamente
distribuidas nos rios da América Central e América do Sul (Brassesco et al., 2004,
Oliveira, 2010; Melo, 2018; Moraes et al., 2022).

Embora apresentem uma complexa histéria evolutiva, Melo et al. (2018) mostra
tanto a monofilia do grupo quanto a posi¢cao de géneros especificos utilizando analises
moleculares, onde Curimatopsis seria irmé de todos os outros grupos. Além disso, 0
género Cyphocharax seria parafilético contendo Steindachnerina (monofilético) e
Curimatella (polifilético). Ainda assim, baseado em analises moleculares, algumas
espécies desse género mostram uma maior proximidade filogenética entre si,
enquanto outras sdo mais distantes. (Melo et al., 2018).

Citogeneticamente, a maioria das espécies da familia Curimatidae apresenta
2n=54, com o caridétipo majoritariamente composto de cromossomos biarmados
(Sampaio et al., 2016), metacéntricos e submetacéntricos. Porém, a presenca de

cromossomos B vem sendo descrita para diferentes grupos de peixes, incluindo os
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Characiformes (Santos et al., 2008), onde algumas espécies de Curimatidae (como
em Cyphocharax gouldingi, Cyphocharax spilotus, Steindachnerina biornata e
Steindachnerina  insculpta) também  podem  apresentar  Cromossomos
supranumerarios pequenos (Gravena et al., 2007; Santos et al., 2008; Sampaio et al.,
2011, 2015, 2016). Apesar da estabilidade do cariétipo, a presenca de cromossomos
supranumerarios ja foi observada em C. modestus (Sampaio, 2016; Santos et al.,
2008; Oliveira, 2010), onde foram descritos pela primeira vez em 1985 por Venere e

Galetti, sendo classificados como heterocromaticos.

Figura 1: Espécime de C. modestus coletado no Rio Batalha, pertencente a Bacia do
Rio Tieté.

Fonte: Autor.

A espécie C. modestus (Fernandez-Yépez, 1948), popularmente conhecida
como "saguirus"”, € encontrada na América do Sul e partes da América Central,
atingindo no méaximo 17 cm de tamanho (Perez, 2014). Esses peixes sdo presentes
na Bacia do Alto Parand e abundantes em reservatorios de hidrelétricas, sendo
importantes na ciclagem de nutrientes devido ao habito alimentar detritivoro (Carmassi
et al., 2008; Perez, 2014; Moraes et al., 2022). Porém, até agora os trabalhos
envolvendo esta espécie focam em descricdes convencionais usando especialmente
dados citogenéticos.

Dessa forma, o estudo dos satDNAs é fundamental para compreender a
evolugcdo cromossOmica nesta familia (Oliveira, 2010). Neste trabalho, foram
analisadas duas populacdes de C. modestus, uma do Rio Batalha e outra do Corrego
Campo Novo, ambas pertencentes a Bacia do Rio Tieté, integrando citogenética
molecular e analises bioinforméticas para revelar a composicéo e diversificagdo de

cromossomos B nesta espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Considerando o sistema de cromossomos B distintos em C. modestus, o presente
trabalho tem como objetivo caracterizar o satelitoma de C. modestus e verificar a
localizagcdo cromossdmica dessas sequéncias, a fim de diagnosticar satélites
exclusivos de cada variante de B presente nesta espécie e assim, gerar novas
informacdes acerca da origem e evolugao dos cromossomos supranumerarios. Neste
estudo, exploramos: i) a composi¢cao gendmica dos cromossomos B; ii) se apresentam

origens comuns ou independentes.

2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar e analisar o conteido de DNAs satélites de C. modestus em dois
individuos, um com zero e um com trés cromossomos B.

2. Estudar a biologia estrutural e evolutiva de familias de DNAs satélites.

3. Caracterizar os DNAs satélites especificos dos cromossomos B de C.
modestus, focando na estrutura e organizagdo cromossomica.

4. Mapear as regides cromossdmicas onde os DNAs satélites isolados estédo
localizados.

5. Analisar as diferencas na distribuicdo de DNAs satélites nos cromossomos B.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de individuos e andlises citogenéticas

Duas populagbes da espécie C. modestus foram analisadas, denominadas

neste trabalho como CN (Coérrego Campo Novo) e BR (Rio Batalha), conforme
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especificado na Tabela 1 e Figura 2. A coleta foi realizada com a aprovacao dos
orgdos ambientais brasileiros ICMBIO/SISBIO (Licenca 3245). Todos o0s
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual Paulista (IBB/JUNESP), protocolo 1204-CEUA/20109.
Suspensodes celulares contendo cromossomos metafasicos mitéticos foram obtidas a
partir de células renais anteriores, seguindo o protocolo descrito por Foresti et al.
(1981), e o bandeamento C destas amostras foi realizado de acordo com Sumner
(1972). Amostras de tecido hepatico também foram coletadas para experimentos
subsequentes de biologia molecular (descritos na proxima se¢ao). Apos a obtencéo
das preparacdes e tecidos, os animais foram fixados em formaldeido 5%, conservados
em etanol 70% e posteriormente depositados na colecdo de peixes do Laboratério de
Gendmica e Conservacéo de Peixes, Faculdade de Ciéncias, Universidade Estadual
Paulista, Bauru, S&o Paulo, Brasil, sob os vouchers LG 13462, 13463, 13464, 13465,
13467, 13484, 17992, 17993, 17994, 17995, 17997 e 17998 (BR) e LG 13310, 13312,
13321 e 13322 (CN).

Tabela 1 - Localidade de coleta, cddigo e nimero de individuos por sexo de C.
modestus analisados no presente estudo.

Localidade Cdbdigo Individuos por sexo

Corrego Campo Novo (Bauru), Bacia do

Rio Tieté 22°23'28.6"S 49°01'15.6"W O (01%;01d; 02-)

Rio Batalha (Bauru), Bacia do Rio Tieté
22°23'40.2"S 49°06'35.2"W

Fonte: Elaborado pelo autor.

BR (02; 2054 5-)

Legenda: 9@: Fémeas; 4: Machos; -: nédo identificados.

3.2 Estimulagdo de mitoses e obtencdo de cromossomos metafasicos

A estimulacdo de mitoses foi realizada utilizando fermento bioldgico, aplicado na
musculatura dorsolateral dos animais, conforme o protocolo estabelecido por Oliveira
et al. (1988), seguindo o0s seguintes passos:

1. Preparacdo de fermento biologico (Fleischmann) na propor¢do de 0,59 de

fermento, 0,5g de agucar e 7mL de agua destilada.
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Incubacgéo da solucéo a 37°C por 20 minutos.
Injecdo da solucdo na regiao dorsolateral dos animais, com 1mL para cada
100g de peso do individuo.

Manutenc¢do dos individuos em aquério bem oxigenado a 28°C.

Seguindo o protocolo de Foresti et al. (1981), a obtencdo de cromossomos

metafasicos foi realizada 48 horas apos a estimulacao de mitose, utilizando colchicina

para inibir a polimerizacdo dos microtibulos e subsequentemente hipotonizando as

células em suspensao, finalizando com a fixacdo em uma solugcéo de metanol e acido

acético na proporcao 3:1. Os detalhes desta etapa séo:

1.

Administrar solucdo aquosa de colchicina (0,025%) na regido antero-medial,
abaixo da nadadeira peitoral, ha propor¢cédo de 1mL para cada 100g de peso do
animal.

Manter o animal em um aquario oxigenado por 50 minutos.

Induzir a morte dos animais por imersao em solucdo de benzocaina e coletar o
rim anterior. Transferir o material para uma placa de Petri contendo 7mL de
solucéao hipoténica de KCI (0,075M).

Dissociar o material utilizando pincas de disseccdo e uma seringa de 3mL,
resultando em uma solu¢cdo homogénea.

Transferir a solucdo para um tubo de centrifuga e incubar a 37°C por 21
minutos.

Remover o tubo da estufa, adicionar 7 gotas de fixador gelado (metanol e acido
acético na proporcéo de 3:1) e agitar suavemente com uma pipeta Pasteur.
Deixar repousar por 5 minutos a temperatura ambiente.

Adicionar 6mL de fixador a mistura, agitando sem formar bolhas, e centrifugar
a 1200 rpm por 10 minutos.

Descartar o sobrenadante e adicionar 7mL de fixador ao material precipitado,

centrifugando por mais 7 minutos a 1200 rpm.
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9. Repetir 0 passo 8 duas ou trés vezes para uma fixacdo completa das células

em suspensao.

3.3 Caracterizacao da heterocromatina constitutiva

Para a caracterizacdo da heterocromatina constitutiva (banda C), foi utilizada a
técnica descrita por Sumner (1972) com algumas modificagfes, que consistiu em:
1. Hidrolisar o material contido nas laminas por 25 minutos em HCl 0,2N a

temperatura ambiente. Posteriormente lavar com agua destilada;

2. Passar por uma solucédo de BaOH2 a 5% por cerca de 8 segundos a 60 °C.
3. Logo apos lavar com dgua destilada;
4. Mergulhar em HCI 1N a 60°C e entdo lavar novamente com agua destilada;
5. Incubar por 25 minutos em 2xSSC (pH=6,8) a 60 °C e lavar com 4gua destilada;
6. Corar por aproximadamente 15 minutos com Giemsa a 0,5% em tampao fosfato
(pH=6,7).
3.4 Microscopia e processamento de imagens

Foram analisadas, no minimo, 20 metafases espalhadas por individuo para
determinar o nimero dipléide (2n), a estrutura cariotipica, a presenca ou auséncia de
cromossomos B e os resultados de FISH. As imagens foram capturadas com um
microscoépio Axioplan Il (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) e processadas com o software
Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Os cromossomos
foram classificados de acordo com as propor¢des dos bragcos em: metacéntrico (m),
submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) ou acrocéntrico (a) (Levan et al., 1964).

3.5 Sequenciamento das leituras curtas

Para a obtencdo de leituras curtas para os estudos de bioinformatica, foi
extraido DNA gendbmico de dois individuos de C. modestus, seguindo as
recomendacdes do Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). Um dos
individuos era portador de trés cromossomos B, denominado 3B neste trabalho, e 0

outro ndo possuia cromossomos extranumerarios, denominado OB. Apds a extracao,
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a qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando
ladder (Low DNA mass Ladder — Invitrogen) de 100pb e corante blue juice 10x (Gel
Loading Buffer — Invitrogen) e gel red 10x (GelRed Nucleic Acid Gel Stain (2,5 uL/ mL).
O sequenciamento dos individuos foi realizado pela empresa BGI, gerando
leituras curtas BGISEQ-500 (paired-end 2x100 pares de bases) para o individuo 3B e
(paired-end 2x150 pb) para o individuo OB. O tamanho do sequenciamento foi de 1.64
Gb para o individuo 3B e 1.22 Gb para o individuo OB. Todas as leituras foram
depositadas no Sequence Read Archive (SRA) do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), com os cédigos de acesso SRR26178311 e SRR26178312.

3.6 Andlises bioinformaticas em servidor remoto e protocolos de

bioinformética

As anadlises de bioinformatica foram realizadas remotamente através de um
servidor de alta capacidade que esté localizado no Laboratério de Biologia e Genética
de Peixes do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional da Universidade
Estadual Paulista, campus de Botucatu, sob os cuidados do Prof. Dr. Claudio de
Oliveira.

As bibliotecas passaram por teste de qualidade de suas leituras e retiradas de
todas as leituras menores que 100 pb, utilizando o software Trimmomatic (Bolger et
al., 2014), a fim de padronizar as analises seguintes. O catalogo de DNA satélite,
conhecidos como satelitoma, de cada amostra foram caracterizados de forma
independente através de multiplas iterac6es da ferramenta TAREAN (Novak et al.,
2017) e satMiner (Ruiz-Ruano et al.,, 2016). Para cada iteracdo, usamos uma
subamostra de 2 x 500.000 leituras, seguida pela filtragem das sequéncias
consideradas satDNAs pelo TAREAN, chamadas de “clusters high e low confidence”,
nas bibliotecas gendmicas usando DeconSeq (Schmieder e Edwards, 2011) até que
nenhum outro satDNA fosse caracterizado. ApOs esta caracterizagdo inicial,
identificamos e excluimos outras sequéncias repetidas em tandem, como familias
multigénicas, e unificamos ambos os catalogos em um unico, removendo satDNAs
idénticos. Em seguida, realizamos uma busca por similaridade usando o software
RepeatMasker (https://github.com/fjruizruano/satminer/blob/master/rm_homology.py),

a fim de categorizar os satDNAs de acordo com seus niveis de similaridade de
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mondmeros, como segue: mesma variante de satDNA (similaridade acima de 95%),
variantes de satDNA (similaridade entre 80% e 95%) e superfamilia (similaridade entre
50% e 80%), seguindo os critérios estabelecidos por Ruiz-Ruano et al. (2016).

O estudo de abundancia de divergéncia de cada DNA satélite em cada
biblioteca foi realizado independentemente com o programa RepeatMasker, utilizando
o0 script (acessado em 10 de outubro de 2022), utilizando, randomicamente o total de
10.000.000 leituras para cada biblioteca (2 x 5.000.000). Para um estudo de
abundancia relativa de cada satDNA em cada individuo, foi realizado o quociente entre
as leituras mapeadas e o0 numero de nucleotideos analisados. Utilizando a abundancia
de cada DNA satélite no individuo 3B, nomeamos os satDNAs conforme a ordem
decrescente de suas abundancias, ou seja, com o DNA satélite mais abundante sendo
o primeiro DNA satélite da espécie (CmoSat01-192), seguindo a regra de
nomenclatura realizada por Ruiz-Ruano (2016). O quociente entre a abundancia
relativa de cada satDNA em um individuo 3B com um 0B foi calculado para o estudo
de abundancia diferencial entre individuo portador e ndo portador de cromossomo B,
para a busca por supostas sequéncias agrupadas nos cromossomos B da espécie em
guestao.

Considerando nossas analises in silico e resultados de FISH (Figura 8), trés
satDNAs foram agrupados nos cromossomos B (CmoSat01-192, CmoSat02-108 e
CmoSat58-47). Destes, selecionamos CmoSat58-47 para uma analise de diversidade
intra e intergendmica a fim de obter scores detalhados e confidveis de abundancia dos
haplétipos nas duas bibliotecas genémicas. O principal motivo do foco ser este
satDNA é o tamanho de seu mondémero, sendo mais curto que as leituras das
bibliotecas, possibilitando um estudo mais preciso. Para isso, subamostramos ambas
as bibliotecas para 1.000.000 leituras e alinhamos com um dimero do satDNA usando
RepeatMasker. Em seguida, extraimos as leituras alinhadas, mapeamos-as contra
este dimero com Bowtie2 (Langmead e Salzberg 2012) e isolamos a regido central
correspondente a um unico monémero. Para evitar vieses introduzidos por erros de
sequenciamento, removemos todos os mondmeros que foram representados apenas
uma vez, usando um script em python personalizado

(https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/cd hit filter size.py). Em

seguida, alinhamos o conjunto de dados resultante com MUSCLE (Edgar 2004) e as
analises de diversidade de DNA foram realizadas com DnaSP 6 - DNA Sequence

Polymorphism um software utilizado para a analise de polimorfismos de DNA através
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de dados de um unico locus ou de Vvérios loci que pode estimar diversas medidas de
variacdo da sequéncia de DNA dentro e entre popula¢des em locais ndo codificantes
(Rozas et al., 2017). Geramos uma arvore de extensdo minima (MST) com base nas
diferencas entre os hapl6tipos encontrados para o estudo de abundéancia de cada um
destes, utilizando o software PHYLOViZ 2.0 (Nascimento et al. 2017).

3.7 Desenho de primers e Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os Primers foram desenhados para obtencao das sondas para a FISH com os
seguintes critérios: (i) dez satDNAs mais abundantes; (ii) todos os satDNAs exibindo
razdes de abundancia 3B/0OB maiores que 2; e (iii) satDNAs exibindo razbes de
abundancia 3B/OB inferiores a 0,5. Excecgbes foram feitas para satDNAs com
tamanhos de mon6meros menores que 40 pb e os satDNAs menos abundantes
(abaixo de CmoSat100). No total, foram desenhados 19 pares de primers (Tabela
Suplementar 2). Para o desenho dos primers foram utilizados em conjunto uma
calculadora online de propriedades de oligonucleotideos (OligoCalc) disponivel no site
http://basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html e o Multiple Primer Analyzer da
ThermoFisher Scientific, disponivel no site
https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-
biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-
scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html, para checar autoanelamentos,
temperatura de anelamento e analisar e comparar multiplos primers
simultaneamente.

Cada satDNA foi submetido a PCR sob os seguintes parametros: uma
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturagéo a
95 °C por 20 segundos, anelamento entre 52 °C a 60 °C por 40 segundos, extenséo
a 72 °C por 30 segundos, e uma extensao final a 72 °C por 10 minutos. Para confirmar
a amplificagdo e garantir a consisténcia dos resultados, os produtos de PCR foram
examinados por eletroforese em gel de agarose a 2%. Por fim, os produtos foram
guantificados utilizando o espectrofotometro NanoDrop (ThermoFisher Scientific,
Branchburg, NJ, EUA).

3.8 Hibridizacéo in situ Fluorescente (FISH)
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As sequéncias isoladas a partir dos PCRs dos satDNAs foram marcadas com
Atto550-dUTP (vermelho), Atto488-dUTP (verde), Atto425-dUTP (ciano) ou Atto680-
dUTP (amarelo) por Nick-Translation (Jena Biosciences, Jena, Alemanha) e utilizadas
em ensaios de Hibridizagao in situ Fluorescente. Todos os satDNAs mencionados
(denominados como CmoSatDNAs) foram hibridizados em individuos sem B
(populacéo CN), portadores de 1B e portadores de 3B (populacdo BR). As solucbes
de hibridizacdo foram compostas por 100 ng de cada sonda marcada mais 50% de
formamida, 2xSSC, 10% de SDS, 10% de sulfato de dextrano e tampao de Denhardt
em pH 7,0 em um volume total de 20 pl, seguindo condi¢des de alta estringéncia (Yano
et al., 2017). Laminas contendo cromossomos em metafase foram envelhecidas por 1
h a 60 °C, apds tratamento a 37 °C por 5 min com solu¢édo de pepsina a 0,005% (99
pl de H20, 10 pl de HCI e 2,5 ul de pepsina (20 mg/ml)). Os cromossomos foram
desnaturados em Formamida 70%/2xSSC a 72°C por 3 min, enquanto as sondas
foram desnaturadas a 85°C por 10 min, depois resfriadas a 4°C por 2 min antes da
aplicacdo. A hibridizacao ocorreu em um periodo de, no minimo, 12 horas em camara
Umida a 37 °C. Em seguida, as laminas foram lavadas por 5 min em 1xSSC a 65°C e
4xSSC/Tween em temperatura ambiente, apos uma lavagem rapida em 1xPBS por 1
min. As laminas foram desidratadas sucessivamente em etanol (70%, 85% e 100%),
antes da coloracdo dos cromossomos com DAPI montado em Vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, EUA).

Apenas no individuo 5B foi utilizada somente a sonda do CmoSat58 marcada
por digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) por PCR. A FISH foi realizada
através do método descrito por Pinkel et al (1986) (com algumas modificacbes). Os
cromossomos foram tratados com Pepsina 0,005%/HCI 10 mM por 5 min, fixados em
formaldeido 1% em 1x PBS/MgCI2 50 mM por 10 min e desidratados em série de
etanol (70%, 80% e 100%) por 3 min cada. Em seguida, o0 DNA cromossémico foi
desnaturado em formamida a 70%/2x SSC por 2 min a 70 °C. Para cada lamina, 30
pL de solugdo de hibridizagdo contendo 200 ng da sonda marcada, 50% de
formamida, 2x SSC e 10% de sulfato de dextrano foram desnaturados por 10 min a
95 °C, colocados nas laminas e hibridizados overnight a 37 °C em camara umida.
Apbs a hibridizacao, foi realizada uma lavagem de 0,1x SSC a 42°C durante 5 min,
seguida de uma etapa de bloqueio, lavagens com 4x SSC/0.5% Tween por 9 min e
por fim desidratados em série de etanol (70%, 80% e 100%) por 3 min cada. A

deteccdo da sonda foi realizada com antidigoxigenina-rodamina e 0S Cromossomos



27

foram contrastados com DAPI (4', 6-diamino-2-fenilindole, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA). As imagens foram capturadas utilizando um microscopio

optico (Olympus BX61) com software DP Control (Olympus®, Hamburgo, Alemanha).

3.9 Hibridizacdo Gendmica Comparativa (CGH)

Para realizar a técnica de Hibridizacdo Gendémica Comparativa, comparamos
os genomas de individuos sem cromossomo B (CN) e com um cromossomo B (BR)
com os de individuos portadores de trés cromossomos B (BR). O DNA genbmico
(gDNA) de todos os individuos foi extraido conforme descrito anteriormente e marcado
com fluorocromos especificos: verde (Atto488-dUTP), ciano (Atto425-dUTP) e
vermelho (Atto550-dUTP), utilizando o kit de Nick Translation (Jena Bioscience).

O mix de hibridizacao consistiu em 500 ng de gDNA de cada individuo e 10 pg
de DNA CO0t-1, obtido por DOP-PCR, de cada individuo (Yang e Graphodatsky, 2009).
As sondas foram co-hibridizadas nos cromossomos do individuo com trés
cromossomos B, seguindo o protocolo de Sassi et al. (2022), com adaptacdes na
proporcao sonda/DNA COt-1 baseadas em estudos anteriores com peixes (Sember et
al., 2018; Oliveira et al., 2018; Moraes et al., 2021).

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao Citogenética

Os espécimes de C. modestus das duas populacdes analisadas exibiram um
namero diploide (2n) de 54, com um cariétipo composto exclusivamente por
cromossomos biarmados, sem polimorfismos relacionados ao sexo (Figura 3). Além
disso, cinco dos doze individuos da populagdo BR possuiam pequenos cromossomos
supranumerarios (Figura 2, Tabela 1), sendo trés individuos portadores de um
cromossomo B, um individuo portador de trés cromossomos B e um individuo portador
de cinco cromossomos B.

Figura 2. Mapa destacando os locais de coleta e a distribuicdo dos individuos

portadores de cromossomos B.
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Legenda: Os circulos indicam os pontos amostrais (BR e CN em azul) no mapa do Brasil. Os circulos
menores representam cada individuo coletado, conforme Tabela 1. O gradiente de cor indica o nimero
e a variante de cromossomos B por célula em cada individuo investigado. O cromossomo em cinza
mostra a variante heterocromética.

Apos a realizagdo do bandeamento C, foram identificadas pelo menos duas
variantes de cromossomos B nesta populacdo: i) um cromossomo pequeno
metacéntrico com bandeamento C positivo (referido como Bn) e ii) um cromossomo
ainda menor negativo para bandeamento C (referido como Be) (Figura 3).

Na populacdo CN, nao foi observado nenhum individuo portador de cromossomos B.
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Figura 3. Cariétipo de C. modestus (populacdo BR) portador de trés cromossomos B.

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Legenda: Em (a) cromossomos apos coloragdo convencional com Giemsa e (b) bandamento-C. As
variantes Bn e Be estdo destacadas, assim como suas respectivas morfologias e o padréo de
heterocromatina constitutiva. Escala = 5 pm.

4.2 Caracterizacdo e andlise do Satelitoma

A andlise in silico revelou um catalogo de 116 satDNAs em C. modestus
(Tabela Suplementar 1), depositados no NCBI-Genbank sob os nimeros de acesso
OR604368 - OR604483, entre eles 19 foram selecionados para a sintese de primers.
A busca por homologia revelou a existéncia de 10 superfamilias nesta espécie (Tabela
Suplementar 1). O tamanho das unidades de repeticao variou de 16 a 2.520 pb com
uma mediana de 252,6 pb. Este catalogo foi predominantemente composto por
satDNAs longos (> 100 pb) e ricos em A+T, com um contetdo médio de 54,8%, sendo
que apenas 20 satélites apresentaram conteudo A+T inferior a 50% (Tabela
Suplementar 2).

Os valores de abundancia dos satDNAs foram similares nas duas populagdes,
exceto pelo CmoSat58, que apresentou uma abundéncia 34 vezes maior na biblioteca
gendmica do individuo da populacédo BR, possivelmente devido ao fato de este ser um
individuo 3B (Tabela 2).
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Tabela 2. Principais caracteristicas de CmoSatDNAs amplificados por PCR e usados

para experimentos de FISH.

Familias de A+T Abundéncia Abundanci Abundéancia Divergénci Divergéncia
satDNA (%) 3B a0B 3B/0B a 0B 3B
%“Zosam' 64.1 0.015 0.013 1.18 5.61 5.7
%gosatoz' 52.8 0.014 0.013 1.05 12.75 12.63
CmoSat03-74  52.7 0.007 0.008 0.89 7.42 7.78
cmoSa0d- a7 0.007 0.004 1.90 6.89 7.01
gln;osat%' 57.7 0.002 0.002 1.18 4.7 4.68
CnoSa0T 59 0.002 0.002 1.16 8.17 8.3
g:gosmog- 58.9 0.002 0.002 0.99 8.35 8.31
CmoSatl1-64 53.1 0.002 0.002 0.72 6.21 6.41
CmoSat31-66 60.6  5.02E-04 2.96E-04 1.70 10.52 10.36
%gosat%' 505  3.72E-04 1.74E-04 2.14 5.84 5.97
CmoSat37-43 30.2  3.68E-04 9.22E-04 0.40 8.76 8.69
fg;osaﬁz' 57.4  2.43E-04 4.40E-05 5.53 7.39 4.27
CmoSai53-56 53.6  2.30E-04 9.95E-05 2.31 11.07 4.91
(1:6%05""56' 512  2.08E-04 5.64E-04 0.37 6.47 8.96
CmoSai58-47 447  1.90E-04 5.56E-06 34.14 4.93 3.28
f:(‘)osam' 479  1.53E-04 6.80E-05 2.25 3.86 3.7
Fonte: Elaborado pelo Autor.
4.3 Distribuicdo cromossdmica dos CmoSatDNA

Dentre os 19 CmoSatDNAs selecionados (Tabela Suplementar 2), 16 foram

amplificados com sucesso por PCR e mapeados fisicamente por meio dos

experimentos de FISH (Tabela 2). Os individuos de ambas as populacdes (BR e CN)

apresentaram padrdes similares de distribuicdo dos satDNAs nos cromossomos A. A

maioria dos CmoSatDNAs foi distribuida nas regides pericentroméricas ou teloméricas
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dos cromossomos, exceto pelo CmoSat07, que nao apresentou sinais positivos, e pelo
CmoSat58, que ndo apresentou marcacdo em nenhum cromossomo A (Figuras 4 e 5;
Figuras 6, 7 e 8).

Figura 4: Metéafase mitotica de C. modestus 0B evidenciando a localizacao

cromossdtmica dos CmoSatDNASs.

CmoSat01 CmoSat03

|
CmoSat06 CmoSat09 |

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Legenda: Os nomes das familias de satDNA estdo indicados no canto inferior direito, em vermelho
(marcado com Atto550), verde (marcado com Atto488), ciano (marcado com Atto425) ou amarelo
(marcado com Atto680). Escala =5um.

Figura 5. Metafases de C. modestus portador de 1Be ap6s FISH evidenciando a

localizacdo cromossomal dos CmoSatDNAs.

CmoSat01

CmoSat06 CmoSat07 CmoSat09

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Legenda: Os nomes das familias de satDNA estdo indicados na parte inferior direita, em vermelho
(marcacdo Atto550), verde (marcacao Atto488), ciano (marcacao Atto425), ou amarelo (marcagéo
Atto680). As setas indicam os cromossomos B. Escala = 5um.
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Figura 6. Metafase mitotica de C. modestus OB evidenciando a localizacao

cromossomal dos CmoSatDNASs.

CmoSat36 ' CmoSat37

CMO-0B

CmoSat58

CmoSat67

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Legenda: Os nomes das familias de satDNA estdo indicados no canto inferior direito, em vermelho
(marcado com Atto550), verde (marcado com Atto488), ou ciano (marcado com Atto425). Escala = 5um.
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Figura 7. Metéafases de C. modestus portador de 1Be evidenciando a localizacao

cromossomal dos satDNAs.

CmoSat36 CmoSat37

CmoSat58

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Legenda: Os nomes das familias de satDNA estdo indicados na parte inferior direita, em vermelho
(Atto550), verde (Atto488), ou ciano (Atto425). Os cromossomos B estédo indicados. Escala = 5um.

Em relac&o aos individuos da populacdo BR e aos cromossomos B, tanto Bn
guanto Be exibiram sinais para CmoSat01 e CmoSat02, enquanto CmoSat58 foi
mapeado exclusivamente em Be (Figuras 5, 7, 8 € 9).

Considerando nossas analises in silico e resultados de FISH (Figura 8), trés
satDNAs foram agrupados nos cromossomos B (CmoSat01-192, CmoSat02-108 e
CmoSat58-47). Destes, selecionamos CmoSat58-47 para uma analise de diversidade
intra e intergendmica a fim de obter scores detalhados e confiaveis de abundancia dos

haplétipos nas duas bibliotecas genémicas.
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Figura 8. Metafase de C. modestus portador de 3Bne evidenciando a localiza¢ao

cromossomal dos dois mais abundantes e mais diferenciais satDNA mapeadas no

cromossomo Be do portador - 1Be.

CmoSat01

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Legenda: O nome das familias de satDNA estdo indicados na parte inferior direita, em vermelho
(marcado com Atto550), verde (marcado com Atto488), ou ciano (marcado com Atto425). Os
cromossomos B estéo indicados. Escala = 5 pm.

Em relacdo ao individuo 5B da populacdo BR, o CmoSat58 também foi

mapeado exclusivamente em Be (Figura 9).

Figura 9. Metafase de C. modestus portador de 5Bh.e (BR).

CMO - 5B 4 .

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Legenda: Em (a) corado em Giemsa e (b) FISH evidenciando distribuicdo do satDNA mais diferencial
mapeado no cromossomo Be. O nome da familia de satDNA est4 indicado na parte inferior direita, em
vermelho (marcado com digoxigenina-11-dUTP).

4.4 Divergéncia intra e intergenémica

Os resultados da diversidade intra- e intergenbmica do CmoSat58 foram
consistentes entre os dados de abundancia geral obtidos por RepeatMasker e FISH,
mostrando aproximadamente dez vezes mais mondmeros e cinco vezes mais

haplotipos na biblioteca genémica 3B em comparag¢do com a biblioteca do individuo
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sem cromossomos B (Tabela 3). A maior diversidade de hapl6tipos também foi
observada no individuo 3B, 0 que provavelmente esta relacionado a diversificacdo dos

mondmeros dentro do cromossomo B.

Tabela 3. Variacéo genética do CmoSat58-47 obtida através dados brutos com

leituras curtas.

satDNA Amostra N Hap Hd 113
0.878 £
0B 99 19 0.022 0.045
0.931 +
CmoSat58 3B 974 93 0.005 0.053
0.934 +
Total 1073 98 0.004 0.053

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Legenda: N = nimero de sequéncias, Hap = nimero de haplétipos, Hd = diversidade de haplétipos, ©
= diversidade de nucleotideos.
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Figura 10. MSTs linear de CmoSat58 obtida a partir reads do OB (vermelho) e do 3B

(verde).

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Legenda: O didmetro do circulo é proporcional a abundancia do haplétipo. Os nimeros representam o
namero de etapas mutacionais, enquanto os circulos pretos representam 01 par de base de divergéncia
entre os haplétipos.

4.5 Hibridizacdo Gendmica Comparativa (CGH)

As investigacdes de CGH comparando o genoma de C. modestus entre
individuos portadores de 1Be, 3Bhe € Nndo portadores de B demonstraram uma alta
compartimentalizacdo de DNA, com uma variedade de sinais especificos de variantes
nao sobrepostos (Figura 11). Os individuos ndo portadores de B (populagdo CN)
apresentaram arranjos variante-especificos mais evidentes em comparacdo aos da
populacéao BR.

Em relagdo aos cromossomos B, a sonda do individuo OB hibridizou nas
regides centroméricas de Bn e Be, provavelmente nas mesmas regides onde
CmoSat01 e CmoSat02 estdo localizados. O genoma do portador de 1Be hibridizou

completamente ao longo de todo Be, mas ndo ao longo de Bh. Finalmente, a sonda do
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portador de 3Bnhe hibridizou completamente em Bn, indicando que o contetdo

gendmico das variantes de B nesta espécie € consideravelmente diferente.

Figura 11. Metafase mitdtica de C. modestus portador 3Bnhe ap0s hibridizacéo

genbmica comparativa intraespecifica (CGH).

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Legenda: Cromossomos marcados com sondas derivadas do genoma do portador 1Be (verde); portador
3Bn.e (azul claro) e ndo portador de B (vermelho). A imagem mesclada contém todas as trés sondas
gendmicas e contra coloracao DAPI. As setas indicam os cromossomos B. Escala = 10 um

As adaptacfes utilizadas permitiram uma hibridizacdo mais eficiente e precisa,
destacando as diferencas genémicas entre os individuos com diferentes nimeros de
cromossomos B.

5 DISCUSSAO

A diversificagdo de variantes ja foi descrita em outras populacdes de C.
modestus e corresponde aos resultados obtidos aqui (Santos et al., 2008). Aléem disso,
nossas descobertas complementam dados sobre populagdes de C. modestus com
cromossomos B das bacias do Tieté (Venere e Galetti, 1985), Piracicaba (Venere e
Galetti, 1989), Tibagi (Martins et al.,, 1996) e Paranapanema (Rosa Santos et al.,
2008).

Os cromossomos supranumerarios sao elementos enigmaticos amplamente
investigados através de técnicas de citogenética classica e molecular para elucidar

sua origem e evolucdo. Neste estudo, demonstramos a ocorréncia de duas variantes



38

B (Bnh e Be) em uma populagéo da espécie de peixe C. modestus, que provavelmente
surgiram intraespecificamente e seguiram caminhos evolutivos divergentes. Essas
variantes diferenciam-se em tamanho (Bn grande e Be pequeno), padrbes de
heterocromatina C e no aciumulo de sequéncias repetitivas (Figuras 3, 5-9 e 11).

Ambas as populacdes compartilham dois satDNAs presentes em Varios
(CmoSat01) ou em todos os centrobmeros do complemento A (CmoSat02) (Figuras 4,
5 e 8). Em espécies monocéntricas, alguns satDNAs podem estar associados aos
centrdbmeros e desempenhar um papel importante na segregacao dos cromossomos
durante o ciclo celular (Hartley e O'Neill, 2019; Talbert e Henikoff, 2020).

Foi descoberto que o genoma de C. modestus inclui 116 sequéncias de
satélites (Tabela Suplementar 1). Como evidenciado por outros estudos (Utsunomia
et al., 2019; Goes et al., 2023; Moraes et al., 2023), esse grande numero de familias
de DNAs satélites ndo é exclusivo desta espécie, ja tendo sido reportado em outras
espécies da ordem Characiformes, em comparacdo com aves, insetos ou répteis
(Utsunomia et al., 2019; Stornioli et al., 2021; Sales-Oliveira et al., 2024; De Oliveira
et al., 2024, Kretschmer et al., 2024).

Embora todos os CmoSatDNAs tenham sido identificados em ambas as
bibliotecas sequenciadas, a biblioteca 3B apresentou maior abundancia relativa de
alguns desses satélites (Tabela S1). Notavelmente, o CmoSat58 foi o inico mapeado
exclusivamente na variante Be presente em individuos 1B, 3B e 5B (Figuras 7, 8 € 9).
A distribuicdo da MST indica a existéncia de haplétipos exclusivos de B, embora ndo
sejam os mais abundantes (Figura 10). A amplificacdo do satDNA nos cromossomos
B pode ser resultado de transposicao preferencial ou erros nos mecanismos de reparo
do DNA (Trifonov et al., 2013; Montiel et al., 2014). As sequéncias compartilhadas
entre os cromossomos A e B podem estar relacionadas a origem desses elementos
acessorios, possivelmente formadas por uma estrutura em mosaico de segmentos
duplicados de material genético (Trifonov et al., 2010).

A maioria dos CmoSatDNAs encontrados nos cromossomos B de C. modestus
tem uma grande fracao de nucleotideos A+T, caracteristica inerente dos satDNAs com
alto conteudo de A+T (Urdampilleta et al., 2009). Estudos mostram que uma alta
proporcdo de A+T auxilia na curvatura do DNA necesséaria para formar regides
heterocromaticas (Makova e Hardison, 2015). Essas regifes desempenham um papel

na estabilidade fisica do genoma e séo portadoras de RNAs ndo codificantes
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envolvidos no envelhecimento celular, resposta ao estresse e alteracdes epigenéticas
(Wang et al., 2016).

A segunda etapa envolveu o mapeamento in situ de um subconjunto desses
satélites (descritos na Tabela Suplementar 1) em individuos OB, 1B e 3B e 5B da
populacdo BR. Apenas trés CmoSatDNAs (CmoSat01, CmoSat02 e CmoSat58) foram
marcados nos cromossomos B, sendo CmoSat58 exclusivo da variante Be (Figuras 7,
8e9).

InvestigacBes sobre o contetdo das sequéncias de satélites dos cromossomos
B mostraram que os cromossomos B eucromaticos tém uma distribuicdo de
sequéncias repetidas, enquanto a maioria dos cromossomos B heterocromaticos é
rica em sequéncias de satélites, incluindo algumas especificas de cromossomos B
(Ruiz-Ruano et al., 2017; Serrano-Freitas et al., 2020; Stornioli et al., 2021). A falta de
satDNAs especificos de B para Bnem C. modestus pode sugerir uma origem recente
devido ao seu baixo nivel de diferenciacdo (Camacho et al., 2021).

Em espécies com cromossomos B, a presenca de um cromossomo extra no
cariotipo ndo altera a quantidade de heterocromatina do genoma, sugerindo um
mecanismo de compensacdo entre os cromossomos A e B (Chumova et al., 2016;
Barbosa et al.,, 2021). A distribuicdo da heterocromatina nos espécimes de C.
modestus € restrita a regido centromérica de poucos pares de cromossomos,
contrastando com outras populacdes da mesma espécie que apresentam bandas C
fortes em alguns teldmeros e centromeros (Venere et al., 2008). Os cromossomos B
de C. modestus possuem diferentes composicdes de heterocromatina: a variante Bn é
heterocromética, enquanto a variante Be é eucromética e ndo apresenta grande
acumulo de heterocromatina (Figura 3). DNAs satélites podem alterar a estrutura
nuclear e as propriedades fisicas da heterocromatina, fundamentais para a
segregacao cromossomica adequada (Novo et al., 2022). Tanto CmoSat01 quanto
CmoSat02 foram mapeados na regido centromérica da maioria dos cromossomos,
incluindo os do complemento B (Figuras 4, 5 e 8), sugerindo uma possivel funcao
regulatdria ou como componentes principais dos centromeros.

A Ultima etapa envolveu a investigacdo da composicdo gendmica dos
cromossomos B e a presenca de sequéncias especificas da populacdo. Para isso,
comparamos 0s genomas de peixes 1Be, 3Bn,e € OB através de experimentos de CGH.
A alta abundancia dos satDNA ou sequéncias de DNA altamente repetidas

compartilhadas entre o complemento A e os cromossomos B podem indicar uma
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origem intraespecifica desses cromossomos B (Figura 11). A maioria dos registros de
cromossomos B indica uma origem intraespecifica para esses elementos (Camacho
et al., 2000; Jones e Houben, 2003; Silva et al., 2014; Houben et al., 2014; Valente et
al., 2017; Ruban et al., 2017; Marchioro et al., 2021; dos Santos et al., 2021).
Variagdes na forma dos cromossomos B sdo comuns em diferentes espécies de
Characiformes, como A. scabripinnis (Moreira-Filho et al., 2004; Silva et al., 2021),
Moenkhausia (Ranucci et al., 2021) e P. lineatus (Oliveira et al., 1997), mostrando que
este cenario ndo é exclusivo de Cyphocharax.

Quanto a origem dos cromossomos B em Curimatidae, existem duas teorias
principais. Uma hipétese sugere origens independentes e recentes, enquanto a outra
sugere uma origem compartilhada no ancestral da familia, seguida de extingdo em
algumas espécies ou populacdes (Martins et al., 1996; Sampaio et al., 2016).
Varia¢des nos cromossomos B entre espécies exibem instabilidade mitotica e meidtica
devido ao comportamento ndo mendeliano (Sampaio et al., 2011). A incidéncia de tais
cromossomos pode depender da acdo combinada de varios fatores, dificultando a
compreensao da origem dos cromossomos supranumerarios (Camacho et al., 2000).
A presenca de apenas um satélite B especifico e a ocorréncia de haplotipos
compartilhados observados pela MST (Figura 10) podem indicar uma origem recente
para esses cromossomos acessorios, explicando a baixa diferenciacdo entre as
sequéncias de satDNA observadas entre OB e 3B.

Os resultados obtidos forneceram uma visdo detalhada das variacoes
estruturais e da distribuicdo de sequéncias repetitivas nos cromossomos B,

contribuindo para a compreenséo da evolucao e funcéo desses elementos genéticos.

6 CONCLUSAO

Ao estudar duas populacdes alopétricas de C. modestus, demonstramos a
ocorréncia de duas variantes de cromossomos B (Bh e Be) na populagdo BR. A maior
parte do DNA repetitivo presente nessas duas variantes cromossOmicas B é
compartilhada com os cromossomos A, sugerindo uma origem intraespecifica para
eles. Por outro lado, a variante Be exibe sequéncias especificas e € altamente
divergente da forma Bh.

Portanto, mais pesquisas Sao necessarias para esclarecer se esses

cromossomos B surgiram independentemente de diferentes cromossomos A ou se
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tiveram uma origem Unica antes da diversificacdo. Estudos futuros devem focar no
comportamento meiotico desses cromossomos € nas sequéncias centromeéricas
especificas que podem estar relacionadas as vias de acumulacdo e manutencao

desses elementos acessorios.
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INFORMACOES SUPLEMENTAR

Tabela S1. Principais caracteristicas dos 116 satDNAs encontrados em C.
modestus.

Familiade A+T Abundancia Abundancia Abundancia Divergéncia Divergéncia

satDNA (%) 3B 0B 3B/0B 0B 3B
Sosaldls 6a1 0015 0.013 118 5.61 5.7
oSa02 528 0014 0.013 1.05 12.75 12.63
%“05"‘“03' 527  0.007 0.008 0.89 7.42 7.78
closaldd ea7 0.0 0.004 1.90 6.89 7.01
g{“osat%' 659  0.004 0.003 1.42 8.94 8.56
gln;osat%' 577  0.002 0.002 1.18 4.7 4.68
SoSalT 592 0.002 0.002 1.16 8.17 8.3
SroSA0% 610 0002 0.001 3.31 7.52 4.91
CmoSa09- 589 0.002 0.002 0.99 8.35 8.31
%“05"’“10' 727 0.002 0.001 2.11 11.19 10.37
onosatl 531 0002 0.002 0.72 6.21 6.41
cmoSatl2- 5545 0,001 0.002 0.81 13.72 14.76
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7.9

14.2

11.43

18.11

9.13

54

5.29

6.39

14.88

10.36

10.36

12.86

11.14

8.55

5.97

8.69

8.01

13.82

11.28

18.2

9.42



10

10

10

10

10

CmoSat43-
22

CmoSat44-
30

CmoSat45-
44

CmoSat46-
48

CmoSat47-
947

CmoSat48-
61

CmoSat49-
938

CmoSat50-
1638

CmoSat51-
308

CmoSat52-
183

CmoSat53-
56

CmoSat54-
53

CmoSat55-
49

CmoSat56-
166

CmoSat57-
245

59.1

56.7

52.3

52.1

65.3

54.1

51.5

53.1

53.6

57.4

53.6

58.5

59.2

51.2

51.8

3.41E-04

3.38E-04

3.37E-04

2.76E-04

2.65E-04

2.63E-04

2.58E-04

2.50E-04

2.45E-04

2.43E-04

2.30E-04

2.28E-04

2.20E-04

2.08E-04

1.99E-04

1.57E-04

3.77E-04

9.43E-05

2.93E-04

2.43E-04

2.68E-04

1.93E-04

1.73E-04

3.07E-04

4.40E-05

9.95E-05

3.28E-04

2.80E-04

5.64E-04

1.60E-04

2.18

0.90

3.57

0.94

1.09

0.98

1.33

1.44

0.80

5.53

231

0.70

0.79

0.37

1.24

9.27

14.8

9.75

7.41

2.67

6.17

2.67

0.82

6.58

7.39

11.07

8.13

8.25

6.47

6.51

9.47

14.83

6.05

7.64

2.47

6.06

2.45

1.03

7.78

4.27

491

8.94

8.32

8.96

6.46

55



10

10

10

10

CmoSat58-
47

CmoSat59-
853

CmoSat60-
28

CmoSat61-
38

CmoSat62-
42

CmoSat63-
32

CmoSat64-
664

CmoSat65-
695

CmoSat66-
60

CmoSat67-
140

CmoSat68-
408

CmoSat69-
213

CmoSat70-
776

CmoSat71-
68

CmoSat72-
164

44.7

59.2

57.1

55.3

64.3

65.6

55.0

51.8

56.7

47.9

57.6

54.0

54.5

63.2

58.5

1.90E-04

1.87E-04

1.78E-04

1.71E-04

1.67E-04

1.66E-04

1.64E-04

1.63E-04

1.55E-04

1.53E-04

1.47E-04

1.45E-04

1.45E-04

1.42E-04

1.36E-04

5.56E-06

1.55E-04

2.33E-04

1.48E-04

2.21E-04

1.52E-04

1.44E-04

2.44E-04

1.36E-04

6.80E-05

1.21E-04

1.18E-04

1.11E-04

1.23E-04

1.39E-04

34.14

1.20

0.77

1.16

0.76

1.10

1.14

0.67

1.15

2.25

1.22

1.23

1.31

1.16

0.98

4.93

14.05

5.69

8.08

5.9

10.39

4.33

4.03

8.15

3.86

12.46

5.19

9.76

12.05

6.87

56

3.28

13.75

6.08

7.49

6.13

10.35

4.31

5.99

7.91

3.7

11.82

5.35

10.73

11.31

6.77



10

CmoSat73-
36

CmoSat74-
31

CmoSat75-
71

CmoSat76-
16

CmoSat77-
748

CmoSat78-
20

CmoSat79-
843

CmoSat80-
654

CmoSat81-
240

CmoSat82-
37

CmoSat83-
195

CmoSat84-
22

CmoSat85-
48

CmoSat86-
126

CmoSat87-
1128

41.7

54.8

60.6

50.0

56.8

55.0

52.7

48.5

38.3

56.8

51.8

50.0

50.0

55.6

56.1

1.34E-04

1.33E-04

1.32E-04

1.31E-04

1.30E-04

1.29E-04

1.27E-04

1.25E-04

1.20E-04

1.16E-04

1.15E-04

1.14E-04

1.13E-04

1.11E-04

1.09E-04

1.71E-04

2.73E-05

1.26E-04

1.93E-04

1.09E-04

3.15E-04

1.12E-04

1.30E-04

1.36E-04

1.22E-04

1.02E-04

2.21E-04

2.30E-04

9.04E-05

1.00E-04

0.78

4.86

1.04

0.68

1.19

0.41

1.13

0.97

0.88

0.95

1.12

0.52

0.49

1.23

1.09

7.76

5.82

9.02

7.8

2.58

6.44

1.87

5.89

9.75

4.42

5.37

6.02

6.82

8.27

3.41

7.62

5.34

8.99

8.25

21

7.39

2.4

5.36

10.25

4.36

5.75

6.03

8.24

8.37

3.71

57



CmoSat88-
172

CmoSat89-
1371

CmoSat90-
23

CmoSat91-
20

CmoSat92-
628

CmoSat93-
48

CmoSat94-
39

CmoSat95-
48

CmoSat96-
232

CmoSat97-
126

CmoSat98-
47

CmoSat99-
37

CmoSat100-
46

CmoSat101-
694

CmoSat102-
25

48.8

53.1

56.5

55.0

53.7

56.3

56.4

47.9

41.8

54.0

40.4

45.9

58.7

48.3

56.0

1.07E-04

1.04E-04

1.03E-04

9.42E-05

9.39E-05

9.05E-05

9.01E-05

8.84E-05

8.33E-05

8.31E-05

8.31E-05

8.07E-05

7.84E-05

7.64E-05

7.46E-05

8.34E-05

9.00E-05

1.17E-04

1.73E-04

7.02E-05

1.47E-04

8.28E-05

2.00E-04

9.40E-05

1.40E-04

1.83E-04

1.46E-04

6.76E-05

7.35E-05

2.50E-04

1.28

1.15

0.88

0.55

1.34

0.62

1.09

0.44

0.89

0.59

0.45

0.55

1.16

1.04

0.30

8.57

1.74

9.26

14.95

2.78

6.46

6.43

5.74

2.24

7.45

4.73

3.77

4.82

151

10.27

7.55

1.36

10.39

16.64

2.45

6.79

6.65

7.79

2.34

6.82

5.05

4.27

4.57

1.24

12.61

58



CmoSat103-

10 4 51.3
9 ?()Zcr)noSat104- 53.3
g:gnoSathS- 65.0
gg;oSathB- 61.2
g{noSatlw- 41.9
g(;noSathS— 56.7
gzng;oSat109- 522
gsrr;oSatllO- 523
%noSatlll- 444
g?r’noSatllz- 522
?(;‘,Srrg)oSatlls- 38.6
ggg)oSath— 50 7
gan)OSatMS- 507
?g;)oSatllG- 576

6.28E-05

5.79E-05

5.17E-05

5.04E-05

4.82E-05

4.42E-05

4.42E-05

4.19E-05

3.58E-05

3.35E-05

3.06E-05

2.96E-05

2.78E-05

2.49E-05

1.79E-04

1.43E-04

1.66E-04

5.93E-05

1.28E-04

1.11E-04

9.03E-05

3.96E-05

3.11E-04

1.04E-04

9.74E-05

8.79E-05

2.78E-05

1.60E-04

0.35

0.40

0.31

0.85

0.38

0.40

0.49

1.06

0.11

0.32

0.31

0.34

1.00

0.16

9.14

6.68

412

1.78

5.35

10.68

9.06

0.81

7.47

9.12

1.95

2.45

1.72

59

12.11

7.44

5.83

1.94

5.83

12.83

9.16

0.77

9.15

8.54

12.98

2.4

2.94

8.51

S.F: superfamilia.

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Tabela S2. Primers de CmoSatDNAs desenhados no presente estudo.



Famili
a de satDNA

Primer F

Primer R

CmoSat01-192
CmoSat02-108
CmoSat03-74
CmoSat04-187
CmoSat05-41*
CmoSat06-319
CmoSat07-191
CmoSat08-41**
CmoSat09-772
CmoSatl1-64
CmoSat31-66
CmoSat36-182
CmoSat37-43
CmoSat45-44*
CmoSat52-183
CmoSat53-56
CmoSat56-166
CmoSat58-47

CmoSat67-140

GTTTTTGCAGGTTCCAGTTGTT
GGCGTCCTAGGGCATTACAA
CCACATAGCGCTACATAACAC
CCAAATATGTAAGAGCCATCC
CATTAACTGAGAACAATCGTGC
GCTTGTCTCTGTTGAAGGGC
GACCTAGGGTTAATGTTACAG
AGTATAGAACAGTACAGACT
TTCCTGTTGGGCGGAGCTAA
ACTGTAATGTGCCACCAGGT
CGCATTGTACACTTTCCCACT
GTCTACTACTTGTCTTCTACCA
TCAGAGCGCAGCAGTGTTCGC
GACACTGTACAGAACCGTTAC
TATTTCATGGGCCTGCTGACC
AGAGTCTTATAGCAGCAGGA
TTAGAGCTACGAATAGGTCTG
GTGGGTGATGTACAGGTC

GAGGTGAAGTGCGAGGGTCT

TGCCTGTAGTTCAACCCCAA
CTGTTTCCCACGCTCTTAGA
CAGTGCTATATACTCCACCTG
GAACTCATCTCAAGCTTTTCAG
AGAACAATCGTGCTAACTCTGC
TCAGTGTCTCTCCTTGGCTT
TAACCATAACCCTAGCTGTAAC
CTCTCCTGAGGTAGTTATTA
GGTGGGAATGTAAAAGTCGTC
CATGCTATGTGACAGTGCTG
CCCTCTAGTGGACTTTATTTGA
CCTCCTTTAGAGCGGTGTG
GCCGAGGACGAGCGAGGGA
TGGTAGAGAGGTGAAGGAAC
TGTGGTTAAGCTGTGCCTATTA
ATAACCAGTCTCCATACTG
CCCTAACCCTAGCTCCAG
CACTGATCTACAGCCAGAGT

CACCACCACCTCCCTTAGT

Fonte: Elaborado pelo Autor.

*Nao amplificado na PCR.
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