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Resumo

A enorme diversidade da biosfera terrestre se deve, em grande parte, a evolucdo do
splicing, mecanismo molecular presente em todos o0s eucariotos que é responsavel pela retirada
dos introns para a produ¢do do RNAmM maduro. No centro da maquinaria molecular responsavel
por este processo, estdo os pequenos RNAs nucleares (SNRNAS), transcritos pelos genes Us,
como os snDNAs U1, U2, U4, U5 e U6, que estdo organizados em tandem nos genomas de
eucariotos, onde copias génicas e espacadoras sdo repetidas dezenas de vezes de maneira
enfileirada. Até meados da década passada, a caracterizacdo da organizacao de genes arranjados
desta forma era bastante laboriosa, exigindo uma rotina de tecnologia do DNA recombinante
para clonar e sequenciar unidades parciais destas sequéncias. Com 0 progresso e popularizacédo
de técnicas de sequenciamento massivo, em conjunto com o desenvolvimento de ferramentas
bioinformaticas adequadas, a caracterizacdo deste tipo de sequéncia em espécies ndo-modelo se
tornou viavel. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as unidades repetidas em
tandem do snDNA U4 em diferentes espécies de peixes Characiformes a partir de uma pipeline
semiautomatizada, utilizando reads curtos brutos (2x100nt). A aplicacdo deste método permitiu a
caracterizacdo completa do sSnDNA U4 (regido codificadora + espacadora) para todas as espécies
escolhidas. Os resultados revelaram que a regido codificadora é bastante conservada entre
espécies, enquanto a regido espagadora € muito variavel, tanto em tamanho (de 664nt a 1464nt)
quanto em composi¢do. Do ponto de vista de variacdo intragendmica, é possivel notar que mais
de 90% dos polimorfismos estdo localizados nas regiGes espacgadoras, conforme era esperado
pela teoria, uma vez que alteracdes nas regides de transcricdo geralmente sdo eliminadas pelo
processo de selecdo purificadora. Os resultados obtidos aqui indicam que pipelines apropriadas
sdo excelentes alternativas a métodos de biologia molecular classica, como clonagem e

sequenciamento de Sanger.



Caron, Gustavo de Almeida. Characterization of the U4 snDNA gene in fish of the order
Characiformes (Vertebrata: Teleostei). 2024. 36p. Dissertation (Masters in Bioscience) — S&do
Paulo State University (UNESP), School of Science, Humanities, and Languages, Assis, 2024.

Abstract

The vast diversity of the terrestrial biosphere is largely attributed to the evolution of splicing, a
molecular mechanism present in all eukaryotes responsible for removing introns to produce
mature mRNA. At the core of the molecular machinery governing this process are small nuclear
RNAs (snRNAs), transcribed by U genes, such as U1, U2, U4, U5, and U6, organized in tandem
in eukaryotic genomes, where gene copies and spacers are repeated dozens of times in a linear
arrangement. Until the mid-2000s, characterizing the organization of genes arranged in this
manner was laborious, requiring a routine of recombinant DNA technology to clone and
sequence partial units of these sequences. With the progress and popularization of massive
sequencing techniques, coupled with the development of suitable bioinformatic tools,
characterizing this type of sequence in non-model species has become feasible. In this regard, the
objective of this study was to characterize the tandemly repeated units of U4 snDNA in different
Characiformes fish species using a semi-automated pipeline, utilizing raw short reads (2x100nt).
The application of this method allowed for the complete characterization of the U4 snDNA
(coding region + spacer) for all chosen species. Results revealed that the coding region is highly
conserved across species, while the spacer region is highly variable, both in size (ranging from
664nt to 1464nt) and composition. From an intragenomic variation perspective, it is notable that
over 90% of polymorphisms are located in the spacer regions, as expected by theory, since
alterations in transcription regions are typically eliminated by purifying selection. The obtained
results indicate that appropriate pipelines are excellent alternatives to classical molecular biology

methods, such as cloning and Sanger sequencing.
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1. Introducéo
1.1. Familias multigénicas, caracteristicas e organizacdo genémica

Os genomas de organismos eucariotos sdo compostos por diferentes classes de DNA,
sendo, boa parte formados por sequéncias de cdpia Unica ou sequéncias repetitivas, que se
repetem desde algumas dezenas até milhares de vezes (Sumner 2003; Lépez-Flores e Garrido-
Ramos 2012). As sequéncias repetitivas podem se apresentar dispersas pelo genoma, como 0s
elementos transponiveis (Yuan 2018), ou organizadas em tandem, como os DNAs satélites e
familias multigénicas (Charlesworth et al. 1994; Garrido-Ramos 2017). Na maioria das espécies
eucariotas, as sequéncias repetitivas representam mais da metade de todo conteido gendémico
(Biscotti et al. 2015), além de desempenharem um papel importante em variacdes cariotipicas em
muitos organismos (Kidwell 2002, Biscotti et al. 2015). Dentre estas sequéncias, ha aquelas que
sdo naocodificantes, como os DNAs satélites (satDNASs), e as codificantes, como as familias
multigénicas; a exemplo destas, temos 0s genes ribossdmicos, 0s genes de histonas, e 0s genes
SnDNA Us (Lopes-Flores e Garrido-Ramos 2015).

As familias multigénicas apresentam-se dispostas em um namero relativamente alto de
cOpias dispostas em tandem, em um ou mais clusters por genoma, caracteristicas que as tornam
bastante adequadas para tecnicas de mapeamento cromossdmico, fato corroborado pelos
inimeros estudos em que foram utilizadas como marcadores cromossomicos para iluminar
questdes como evolucdo cariotipica e organizacdo gendmica (Nguyen et al. 2010; Cabral-de-
Mello et al. 2011; Garcia-Souto et al. 2018; Mazzoleni et al. 2018; Anjos et al. 2019; Degrandi et
al. 2020).

Os satDNAs diferem das familias multigénicas por apresentarem um Unico tipo de
sequéncia, enquanto as familias multigénicas sdo subdivididas em porc¢des com fungdes distintas,
como genes e espagadores (Ruiz-Ruano et al. 2016). Outra distingdo é que as familias
multigénicas apresentam genes similares em estrutura e funcdo, enquanto 0s satDNASs
apresentam sequéncias ndo codificantes e ainda pouco, ou nada, compreendidas em suas fungoes
(Nei e Rooney 2005). Supbe-se que as familias multigénicas originam-se a partir de um gene
ancestral que se duplica, dando inicio a multiplas cépias de genes paralogos no genoma do
organismo (Innan e Kondrashov 2010), sendo essa duplicacdo compreendida como 0 processo
central na evolucdo de familias multigénicas, uma vez que as células necessitam de quantidades

significativas de seus produtos génicos (Sumner 2003), além de outros processos envolvidos na
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evolucdo desta classe, como a pseudogenizacdo, recombinacédo e selecdo natural (Eirin-Lopez et
al. 2012).

Basicamente, as familias multigénicas estdo envolvidas na codificacdo de importantes
RNAs e proteinas que atuam no metabolismo e organizacdo celular. Juntamente com outras
categorias de DNAs repetitivos, estes elementos também estdo envolvidos na organizagao e
funcionalidade dos centrébmeros, telomeros, segregacdo cromossdmica, regulacdo génica, reparo
e replicacdo do DNA, além de trabalhos relatando sua participacdo na diferenciacdo dos
cromossomos sexuais (Anteleitner e Haymer 1992; Kraemer e Schmid 1993; Messias et al. 1996,
Martins et al. 2007).

A famila multigénica dos genes U, ou snDNA (do inglés, small nuclear DNA), esta
envolvida no processo de splicing. Fazem parte desta familia os genes do complexo
spliceossomal principal, sendo Ul, U2, U4, U5 e U6 (Bringmann e Luhrmann, 1986; Nilsen,
2003; Valadkhan, 2005; West, 2012). A respeito de sua localizacdo no genoma, ao contrario dos
genes ribossdmicos DNAr 45S e 5S, que se mostram bastante dindmicos, com variacOes
cromossOmicas entre espéecies/populacdes (Cabrero e Camacho 2008; Cabrero et al. 2009; Cioffi
et al. 2010; Cabral-deMello et al. 2011; Rebordinos et al. 2013), os genes SnDNAS se mostram
mais conservados em nimero e localizagdo cromossomica (Nei e Rooney 2005; Cabral-de-Mello
et al. 2012; Utsunomia et al. 2014; Anjos et al. 2015; Silva et al. 2015), embora deva-se ter em
mente que foram feitos muito mais estudos envolvendo os genes de DNAr do que de snDNA:s.

Como exemplos bem conhecidos de familias multigénicas temos os genes codificadores de
histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4), organizados em um cluster génico espacados por DNAs nédo
codificantes, podendo, em outras espécies, também apresentar-se de maneira isolada (Lifton et al.
1978; Engel e Dogson 1981; Ruberti et al. 1982). A familia multigénica das histonas codificam
pequenas proteinas que constituem a maior parte da cromatina e tém como principal funcdo o
auxilio no empacotamento do DNA (van Holde 1988; Jenuwein and Allis 2001).

Os RNAs ribossomais constituem outra familia multigénica composta por unidades
repetitivas dispostas em tandem, como o gene para RNAr 5S, espagado por sequéncias
ndotranscritas extremamente variadas e o gene de RNAr 45S, que é transcrito nos RNAs
ribossomais 18S, 5.8S e 28S, sendo estas sequéncias separadas por espacadores intergénicos
transcritos (ITSInternal Transcribed Spacer) com os cluster separados por espagadores

intergénicos e por espacadores transcritos externos (ETS-External Transcribed Spacer) (Long e
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Dawid 1980; Williams e Strobeck 1985; Martins e Wasko 2004; Eickbush e Eickbush 2007),
sendo muitas destas copias correspondentes a RONs (Regibes Organizadoras de Nucléolos), as
quais em peixes tém demonstrado grande variabilidade (Foresti et al. 1981; Almeida-Toledo
1998). Apesar de seu papel central no metabolismo celular e relativa conservagdo de suas
sequéncias, foram observadas altas taxas de diversificacdo molecular e cromossémica em curtas
escalas de tempo nos genes de DNAr em algumas espécies (Cabrero et al. 2003; Datson e Murray
2006; Ferretti et al. 2019). O DNAr 5S é geralmente encontrado em clusters mais ou menos
similares de arranjos repetidos em tandem, com as principais diferencas ocorrendo nos
espacadores ndo transcritos (NTS) (Shippen- Lentz e Vezza 1988).

Vierna et al. (2011) analisaram as familias de DNAr 5S e snDNA U1 em 10 espécies de 4
géneros de moluscos bivalves da familia Pharidae, obtendo a primeira sequéncia de Ul em
bivalves, e revelaram o linkage entre ambas as familias multigénicas. O DNAr 5S é
frequentemente encontrado unido a outras familias multigénicas, tendo este padrdo sido
detectado praticamente em todos 0s grupos eucariotos (Cross e Rebordinos, 2005; Freire et al.
2010; Cabral-de-Mello et al. 2010), enquanto o linkage entre 0o DNAr 5S e o sSnDNA U1 tem sido
relatado em diferentes grupos (Pelliccia et al. 2001; Manchado et al. 2006; Yano et al. 2020).
Essa falta de conservacdo e a diversidade dos tipos de ligages apontam uma improbabilidade
desses acontecimentos terem proporcionado algum tipo de sele¢do vantajosa (Drouin e Moniz de
Sa 1995). Marz et al. (2008) concluiram que sequéncias repetidas em tandem de diferentes
familias de snDNA, ou snDNA unidos a DNAr 5S, ndo sdo conservadas por longos periodos
evolutivos em metazoarios.

Devido ao processo de evolucdo em concerto ser uma das formas de evolucdo atribuidas
as familias multigénicas (Eickbush e Eickbush 2007), acreditava-se que o DNAr 5S fosse
caracterizado por baixos niveis de divergéncia intragenémica em praticamente todas as espécies.
No entanto, variantes de DNAr 5S em genomas de animais, plantas e fungos foram identificadas
(Fernandez et al. 2005; Rooney e Ward 2005; Caradonna et al. 2007), e, ainda, alguns casos em
que se observou diferencas nas regides codificadoras de RNASs, correspondendo a variantes
tecidoespecificas (Peterson et al. 1980). Desta forma, concebeu-se que a evolucdo de familias
multigénicas se da por uma mistura de processos, como a evolucdo em concerto e birth-and-
death (Nei and Rooney, 2005; Mount et al. 2007; Freire et al. 2010; Vierna et al. 2010; Pinhal et
al. 2011; Merlo et al. 2012; Bardella e Cabral-de-Mello 2018; Zhang et al. 2021).
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A evolucdo em concerto consiste em um processo no qual membros da mesma familia
génica evoluem de maneira conjunta, resultando na homogeneizacdo das unidades (Dover 1982;
Ugarkovic e Plohl 2002; Eickbush e Eickbush 2007; Plohl et al. 2008; Garrido-Ramos 2017),
sendo o0s processos de conversdo génica e crossing-over desigual, os principais mecanismos que
atuam nesse processo (Smith 1976; Walsh 1987; Dover 2002; Shi et al. 2010). Por outro lado, a
evolucdo birth-and-death consiste em um processo no qual novas sequéncias sdo geradas por
duplicacdo génica e escapam do processo de homogeneizacdo, podendo persistir no genoma por
longos periodos ou se perderem via crossing-over desigual, com as copias que persistirem
podendo entdo sofrer divergéncia por mutacdes ou pseudogenizacdo (Hughes e Nei 1992; Nei e
Rooney 2005; Eirin-Lopez et al. 2012).

1.2 Genes snhDNA U

O mecanismo de splicing, é uma etapa fundamental da expressdo génica em eucariotos.
Grande parte dos genes transcritos pela RNA polimerase Il é expressa como mRNA precursores
(pré-RNAs), que sdo entdo processados em mRNAs maduros pelo mecanismo de splicing, que
retira regides nao codificantes (introns) e conecta as regides codificantes (éxons) (Will e
Lihrmann 2011), processo realizado pela complexa maquinaria do spliceossomo, formado por
cinco subunidades diferentes de ribonucleoproteinas (RNP) associadas a cofatores proteicos
(Lerner et al. 1980; Will e Luhrmann 2011; Shi 2017). Existem dois tipos de spliceossomos em
eucariotos, cada um composto por cinco snRNAs (small nuclear RNAs), codificados por
sequéncias sSnDNAs. O spliceossomo principal, composto pelos sSnRNAs U1, U2, U4, U5 e U6,
que remove introns do tipo U2, e o spliceossomo menor (U11, U12, Udatac, U5 e Uatac), que é
menos abundante e remove alguns raros introns dependentes de U12 (geralmente representam
menos de 0,5% de todos os introns nos genomas) (Patel e Steitz 2003; Turunen et al. 2013); estes
altimos diferem do tipo U2 pelas sequéncias consensos reconhecidas pela maquinaria do
spliceossomo: enquanto os introns do tipo U2 tém terminais GT-AG (raramente AT-AC e GC-
AG), o tipo U12 tem terminais AT-AC (raramente GT -AG) (Patel e Steitz 2003; Sheth et al.
2006). No entanto, esta configuracdo ndo € unanime para todos os eucariotos: alguns grupos
como leveduras e nematoides podem ndo apresentar os componentes do spliceossomo menor, e,
em outros casos, pode haver auséncia de alguns genes snRNA do spliceossomo menor (Mewes et
al. 1997; Burge et al. 1998; Russell et al. 2006; Lépez et al. 2008; Marz et al. 2008).
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1.3 A bioinformaética como ferramenta para estudos em citogenémica

O surgimento do sequenciamento de nova geracdo (NGS) e o desenvolvimento de novas
ferramentas de bioinformatica, permitiram a caracterizagdo de novo e analises de diversidade e
abundancia de diversos tipos de sequéncias de DNA repetitivo, como DNAs satélites, familias
multigénicas, e elementos transponiveis (Novak et al. 2014; Wang et al. 2015; Ruiz-Ruano et al.
2016). Deste modo, a combinacdo de andlises fisicas e in silico acelerou a caracterizacdo de
novas regides gendmicas e permitiu insights sobre a evolucdo e organizacdo de familias
repetitivas de DNA (Ruiz-Ruano et al. 2016). Alguns exemplos de pipelines criadas nesse
sentido, como RepeatExplorer (Novak et al. 2013), dnaPipeTE (Goubert et al. 2015), bem como
0 TAREAN (Novak et al. 2017), demonstram um grande desenvolvimento de ferramentas de
bioinformatica nessa area, fundamentais para a continuidade e aperfeicoamento sobre os estudos
envolvendo essa tematica envolvendo sequéncias repetitivas em genomas eucariéticos. Destaca-
se que a elevada abundancia destas sequéncias permite que baixas coberturas de sequenciamento
(cerca de 1x de cobertura) sejam suficientes para a caracterizacdo da porgdo repetitiva de

genomas de espécies nao-modelo.

1.4 Peixes Neotropicais e diversidade genética
A maior diversidade de peixes no planeta, com aproximadamente 9.100 espécies
identificadas, sendo cerca de 5.160 espécies presentes em &guas continentais, se encontra na
regido Neotropical, que se estende do México ao sul da Argentina (Reis et al. 2016). Os peixes
Neotropicais compdem a ictiofauna de dgua doce mais rica e diversificada do mundo, com as
principais ordens sendo Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e
Perciformes (Lundberg et al. 2000), sendo a ordem dos Characiformes uma das mais diversas,
com 2342 espécies descritas divididas em 24 familias, sequndo Eschmeyes e Fricke (2023), com
representantes dessa ordem presentes também em outras regides como Africa subsaariana e
Ameérica do Norte (Moreira 2007). Esse grupo reune caracteristicas citogeneticas diversas, como
grande diversidade cariotipica, presenca de cromossomos B e diversos sistemas sexuais,
tornandoo um excelente grupo para estudos citogenéticos (Oliveira et al. 2009).
Toda essa diversidade da ictiofauna, expressa também geneticamente, vem sendo bem
estudada e importantes informacgdes vem sendo obtidas no campo da citogenética e citogenética

molecular, com estudos promissores envolvendo evolucdo, identidade cariotipica, sistemas
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sexuais, padrdo diferencial de heterocromatina, cromossomos supranumerarios, localizacdo in
situ de sequéncias de DNA ribossémico, DNAs satelites e regides organizadoras de nucléolos
(RONSs), identificacdo de sequéncias especificas como sitios de DRNAr 18S e 5S, para citar
alguns exemplos, sendo algumas sequéncias utilizadas para identificar rearranjos cromossdémicos,
Cromossomos sexuais e caracterizar hibridos interespecificos (Almeida-Toledo 1998; Bertollo et
al. 2000; Artoni et al. 2001; Vicente et al. 2003; Vicari et al. 2008). Ainda, varias familias de
DNA repetitivo foram mapeadas em Characiformes, como familias multigénicas como o DNA
ribossomal, histonas, e mais recentemente genes U (Mestriner et al. 2000; Hashimoto et al. 2011;
Silva et al. 2013, 2015, 2017; Piscor et al. 2018). No entanto, as informagdes sobre os genes U
estdo restritas a localizacdo cromossdmica das sequéncias de Ul e U2 (Silva et al. 2015; Piscor et
al. 2018).

Dados de mapeamento envolvendo os SnRNAs Ul e U2 em peixes indicam a ocorréncia de
apenas um ou alguns loci cromossdmicos (Supiwong et al. 2013; Utsunomia et al. 2014;
GarciaSouto et al. 2015; Scacchetti et al. 2015; Silva et al. 2015; Piscor et al. 2018; Ponzio et al.
2018). Além disso, os snDNAs U4 e U6 foram mapeados apenas no peixe Hollandichthys
multifasciatus (Soares et al. 2021), também com um locus cromossémico apenas.

Os genes snDNAs U compdem parte fundamental para o funcionamento dos organismos
eucariotos, mas ainda existe uma grande caréncia de informagdes sobre a evolucao e diversidade
desses genes, se fazendo necessarios estudos envolvendo essa tematica para obtermos maiores
informacdes sobre a distribuicdo, nimero de cdpias e organizacdo genémica dos SnDNAs Us em
peixes. Este trabalho visou a caracterizacdo e comparacdo de unidades repetidas em tandem do
gene sSnDNA U4 entre diferentes espécies de peixes Characiformes. Para isso, desenvolvemos um
protocolo de caracterizacdo de unidades repetidas em tandem utilizando ferramentas de

bioinformatica.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378111922002785#b0510
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378111922002785#b0510
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378111922002785#b0510
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2. Objetivos

O presente projeto compBe o programa geral de estudos genéticos de peixes Neotropicais
desenvolvidos no Laboratério de Gendmica e Conservacdo de Peixes (Faculdade de Ciéncias,
UNESP/Bauru), visando o conhecimento da estrutura, organizacdo e evolugdo do genoma de

peixes. Deste modo, o0s objetivos deste trabalho foram:

2.1 Objetivos gerais

- Desenvolver uma pipeline especifica para caracterizacdo de familias multigénicas
repetidas em tandem, utilizando short-reads;

- Caracterizar e comparar o gene sSnDNA U4 em 11 espécies de peixes da ordem

Characiformes, utilizando a pipeline desenvolvida;

2.2 Obijetivos especificos

Identificar polimorfismos presentes no gene snDNA U4 catacterizado em todas as
espécies estudadas, bem como uma analise de cobertura para inferéncia da distribuicdo desse
gene pelos genomas e possiveis unidades orfds, e promover uma analise sobre a organizacgao e

evolugéo dessa familia multigénica em peixes neotropicais.
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3.1 - Selecdo das bibliotecas gendmicas e andlises bioinformaticas em servidor remoto

Foram utilizadas bibliotecas de sequenciamento massivo de segunda geracdo (leituras

curtas e pareadas 2x100nt) de 11 espécies de peixes da ordem Characiformes (Tabela 1). Grande

parte das analises bioinformaticas e processamento de dados massivos foram realizadas em um

servidor remoto localizado no Departamento de Biologia Estrutura e Funcional do Instituto de

Biociéncias de Botucatu, sob a responsabilidade do prof. Dr. Claudio de Oliveira.

Tabela 1: Espécies cujos clusters de genes sSnRNA U4 foram caracterizados e analisados, suas
respectivas familias e nimero de acesso a biblioteca genémica correspondente.

Espécie

Familia

Tamanho do Genoma

Biblioteca — n° de acesso

Characidium gomesi
Characidium zebra

Colossoma
macropomum

Cyphocarax modestus
Hoplias malabaricus
Leporinus friderici

Megaleporinus
macrocephalus

Moenkhausia
sanctaefilomenae

Piaractus
mesopotamicus

Prochilodus lineatus

Psalidodon paranae

Crenuchidae

Crenuchidae

Serrasalmidae

Curimatidae
Erythrinidae

Anostomidae

Anostomidae

Characidae

Serrasalmidae

1.1Gb

1.1Gb
1.5Gb

1.6Gb
1,1Gb

1.3Gb
1.3Gb

1.2Gb

1.1Gb

Prochilodontidae 1.6Gh

Characidae

1.8Gb

SRR11679749

Biblioteca propria

SRR22219024

SRR26178311
SRR11676684

SRR11676679
SRR7263034

SRR5839692

SRR11676685

SRR11676686

SRR5461470
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3.2 - Identificagédo do gene snRNA U4 e alinhamento das sequéncias semelhantes para
identificacdo de possiveis variantes

Como ja mencionado, os genes snDNA Us estdo organizados em repeticGes em tandem
na maioria dos genomas eucarioticos (Silva et al. 2015; Ponzio et al. 2018; Azambuja et al.
2022).
Nesse sentido, uma pipeline iterativa foi desenvolvida e aplicada para a caracterizacdo das
unidades do gene snDNA U4 repetidas em tandem em 11 espécies de peixes ndo-modelo da

ordem Characiformes (Figura 1).

U4 (regiao conhecida)  Espacador (regiao desconhecida)

- Mapeamento (BLAT) e seleciio
- Montagem de novo

$ Iteracao 1
. TSelf-dotplot

e— H
— . U4 (regido conhecida) Espacador (regiao conhecida)

B

Iteracao n

Figura 1: fluxo de etapas consecutivas (iteracdes) que foram realizadas até a caracterizacdo das
unidades completas de ShDNA U4 repetidas em tandem das espécies-alvo. Este processo € global
e deve funcionar para diferentes familias multigénicas que se organizam em tandem e possuem

homogeneidade entre as repeticdes.

Primariamente, todas as bibliotecas gendmicas utilizadas no presente trabalho foram
preparadas, removendo os adaptadores de sequenciamento, passando por um filtro de qualidade
(LEADING:3; TRAILING:3; SLIDINGWINDOW:4:15; MINLEN:99; CROP: 100) e

padronizando os tamanhos dos reads em 2 x 100bp, usando o software Trimmomatic (Bolger et
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al. 2014). Posteriormente, procedemos a montagem das unidades repetitivas, conforme o descrito
a seguir: i) usamos uma sequéncia do gene snDNA U4 humano (Rfam accession number:
URSO00008FED2D_9606) como referéncia para as analises posteriores em todas as espécies; ii)
utilizamos o software BLAT (Kent 2002) para alinhar reads com similaridade ao gene U4 e
selecionar estes reads com um script personalizado
(https://github.com/fjruizruano/ngsprotocols/blob/master/mapping_blat_gs.py); i)
Posteriormente, baixamos a selecdo de reads pareados e realizamos a montagem de novo da
unidade do snDNA U4 no software Geneious 8, usando a opgao ‘only use paired-end reads’; iv)
Avaliar se os contigs resultantes possuem o gene U4, bem como se ele representa uma unidade
monomeérica inteira, por meio de inspecdo de um self-dotplot. Caso a unidade monomérica nao
tenha sido caracterizada completamente, recomecar o0 processo a partir da etapa i, usando o maior
contig contendo o gene U4 como a referéncia para a etapa ii. Repetir n iteracfes até que o self-

dotplot revele que a caracterizacdo da unidade completa foi realizada.

3.3 Identificacdo de SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms)

ApoOs a caracterizagdo da sequéncia consenso do snDNA U4 de cada espécie, procedemos
com a identificacdo de SNPs ao longo de cada unidade em cada espécie. Para isso, trabalhando
de forma independente em cada espécie, fizemos uma pré-selecdo de reads com similaridade a
unidade completa do gene snDNA U4 utilizando o software bowtie2 (Langmead e Salzberg
2012) para mapear reads contra um dimero de snDNA U4. Posteriormente, enviamos 0s arquivos
de mapeamento (*.bam) para o software Geneious e utilizamos a op¢ao 'map to reference' contra
a unidade do snDNA U4 circularizada (Minimum coverage: 10; Minimum Variant Frequency:
0.25).

3.4 Avaliagdo de abundancia das unidades de shDNA U4

Com os resultados obtidos no item anterior, extraimos as informacdes gerais de cobertura
por posicdo em cada espécie ao longo das unidades, visando a identificacdo de possiveis genes
snDNA U4 isolados em diferentes regides gendémicas. Para isso, utilizamos um script especifico

(https://github.com/fijruizruano/ngs-protocols/blob/master/bam coverage join.py) e

normalizamos cada resultado pelo numero de nucleotideos analisados em cada biblioteca,

estimando o nimero de copias ao multiplicar pelo tamanho do genoma. Esta analise permite


https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/bam_coverage_join.py
https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/bam_coverage_join.py
https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/bam_coverage_join.py
https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/bam_coverage_join.py
https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/bam_coverage_join.py
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inferir se existem cdpias adicionais expressivas do gene SnDNA U4 nas formas i) 6rfa (ex: genes
espalhados e ndo organizados em tandem); ou ii) na forma de classes distintas (ex: unidades
repetidas em tandem, mas com outros espacadores. Abaixo, exemplos de cobertura regular e
irregular que sugerem diferentes cenarios de organizacgao para familias multigénicas repetidas em

tandem (Figura 2; da Silva dados ndo publicados).

C. gomesi - snDNA U4 P. paranae - snDNA Ul

X unidade =97.6 +7.4 _
140} X unidade = 119.3 £95.2

X gene=97.5+137 300] /

X gene =289.2 +34.7

sol' 200 \

100
20

200 400 600 800 1000 200 400 600 800

[ | Gene [ Espagador

Figura 2: Gréaficos de cobertura ilustrando o nimero de copias por posicdo de diferentes genes.
O eixo x representa a posicao da unidade, e o eixo y representa 0 nimero de copias estimadas em
cada espécie. A esquerda, grafico obtido em snDNA U4 em C. gomesi, revelando uma cobertura
regular e indicando que ndo hd excesso de cOpias adicionais deste gene fora das unidades
repetidas em tandem. Por outro lado, a direita, um grafico para a unidade de snDNA Ul em P.
paranae, revelando a existéncia de genes snDNA Ul fora do cluster repetido em tandem em
analise. Notar a diferenca entre as medias do nimero de copias observadas para a unidade

completa e apenas das regides génicas

3.5 - Analises comparativas com genomas completos
Visando verificar se os resultados obtidos na caracterizacdo do gene snDNA U4 a partir
de short-reads geram unidades completas, bem como realizar analises de divergéncia

intragendmica, nos baixamos o genoma em nivel de cromossomo de Hoplias malabaricus
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(GCA _029633875.1). Posteriormente, isolamos unidades completas dos arrays de sSnDNA U4,
utilizando o seguinte protocolo: i) BLAST (Altschul et al. 1990) do gene U4 (Rfam accession
number: URSO0008FED2D_9606) contra 0s genomas; ii) processamento do output para isolar
unidades completas (gene + espacador), utilizando um script personalizado
(https://github.com/zenirodrigo/repetitives_monomers.sh); iii) alinhamento das unidades isoladas
neste processo em conjunto com as unidades das proprias espécies caracterizadas anteriormente
utilizando MAFFT (Nakamura et al. 2018).

4. Resultados

4.1 Montagem de unidades de SnhDNA U4

Apols quantidades variadas de maultiplas iteracdes, a sequéncia das unidades completas do
snDNA U4 (gene + espacador) repetidas em tandem foi caracterizada para cada uma das
espécies. A quantidade de iteracdes variou entre cada espécie, sendo o minimo de uma iteracéo
em H. malabaricus, até 16 em C. gomesi, embora a maioria de espécies tenha exigido em torno
de duas ou trés iteracOes para caracterizacdo do gene. Em todas as 11 espécies, a regido
codificante do gene snDNA U4 se mostrou bastante conservada, apresentando 141 nucleotideos
em todos os individuos analisados, com valores de similaridade com o gene snDNA U4 de Danio
rerio entre 90,43% e 95,74%. Por outro lado, o tamanho e composicdo das sequéncias

espacadoras variou bastante entre as espécies, com tamanhos entre 664bp e 1464bp (Figura 3).

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1,000 1,100 1,200 1,300 1,400 1,464

C. gomesi m

C. zebra (RN

H. malabaricus (FET)-

P. mesopotamicus m
C. macropomum m
L. friderici (NP

M. macrocephalus m
P. lineatus ([ UNTEE0D

C. modestus (UFETIN

M. sanctaefilomenae UEFTIP-
P. paranae m

Figura 3: Variacdo de tamanho da regido espacadora do sSnDNA U4 entre diferentes espécies de
Characiformes.

O alinhamento das unidades completas do snDNA U4 ndo produziu resultados

confiaveis, o que deve estar relacionado a ampla diversificacdo deste tipo de sequéncia entre
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1

espécies que divergiram ha um longo tempo. No entanto, quando unidades de espécies
classificadas em uma mesma familia sdo alinhadas (Ex: P. mesopotamicus e C. macropomum, C.
zebra e C. gomesi, L. friderici e M. macrocephalus, e P. paranae e M. sanctaefilomenae), é

possivel identificar uma correspondéncia, também entre as regides espacadoras (Figura 4).
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Figura 4: Alinhamentos interespecificos de unidades completas do shDNA U4. Notar blocos de
similaridade nas regides espacadoras entre as espécies, indicando uma origem comum destas
regides.

Finalmente, deve-se destacar que as regides 5’ upstream a regido codificadora apresenta uma
certa conservacgao entre todas as espécies (Figura 5). O que provavelmente esta relacionado a
regides promotoras deste gene.
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Figura 5: Alinhamentos interespecificos das regides 5’ upstream ao gene snDNA U4,
evidenciando blocos conservados.
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4.2 ldentificacdo e analise de SNPs

A analise intragendmica de SNPs demonstrou maior variacdo nos sitios espacadores em
relacdo a regido codificadora do gene SnDNA U4. Das 11 espécies analisadas, 7 ndo
apresentaram nenhum SNP na regido génica (C. macropomum, C. modestus, L. friderici, M.
macrocephalus, M. sanctaefilomenae, P. mesopotamicus, P. paranae), enquanto C. zebra
apresentou um SNP, C. gomesi e H. malabaricus apresentaram dois, e a espécie P. lineatus se
destacou das demais, apresentando seis SNPs na regido génica, todos na primeira metade da
porcao inicial do gene, com 4 deles nas primeiras 17 bases (Tabela 2).

Quanto a regido espacadora, a espécie M. macrocephalus foi a que menos apresentou
variagdes, com apenas trés SNPs nessa regido, enquanto as espécies P. lineatus, L. friderici e H.
malabaricus apresentaram o maior numero de variagfes nos espacgadores, com 38, 22 e 21 SNPs,
respectivamente, sendo P. lineatus a espécie que exibiu a maior quantidade de SNPs tanto na

regido génica, quanto na regido espacadora.

Tabela 2: Tamanho das regides U4 e espagadoras, contendo a quantidade e porcentagem de snps
em relacdo ao tamanho da sequéncia, para cada espécie.

u4 Espacador
Espécies

Bases SNPs Bases SNPs
C. gomesi 141 2 849 12
C. zebra 141 1 843 8
C. macropomum 141 - 602 13
C. modestus 141 - 975 11
H. malabaricus 141 2 503 21
L. friderici 141 - 578 22
M. macrocephalus 141 - 661 3
M. sanctaefilomenae 141 - 1160 14
P. mesopotamicus 141 - 730 7
P. lineatus 141 6 566 38

P. paranae 141 - 1323 11
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4.3 Andlise de Cobertura
As analises de cobertura revelaram uma distribuicdo homogénea das sequéncias,
indicando que unidades 6rfas, ou classes adicionais repetidas em tandem, ndo estdo amplamente

distribuidas ao longo dos genomas das espécies analisadas aqui (Figura 6, Tabela 3).
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Tabela 3: Valores médios da cobertura da regido génica e espagadora do snDNA U4 em
diferentes espécies de Characiformes.

Espécie Média — cdpias U4 Média — cdpias espacadores
C. gomesi 97674 97.5+13.8
C. zebra 56.9+5.0 459+99
C. macropomum 121.8+7.1 1065x+124
C. modestus 101.9+22.9 86.2+5.5
H. malabaricus 822+3.2 85.2+48

L. friderici 58.7+7.9 67.9+28.7
M. macrocephalus 47.1+3.2 439+49
M. sanctaefilomenae 117.2+9.4 126.3+9.1
P. mesopotamicus 109.4 £16.9 117.8 £38.2
P. lineatus 171.2+6.0 152.1+12.3
P. paranae 80.4+94 98.8+18.2

4.4 Analise comparativa com genomas completos

A busca por unidades completas de ShDNA U4 no genoma de H. malabaricus resultou no

isolamento de 54 unidades repetidas em tandem a partir do super scaffold SUPER 4

(cromossomo 4). Conforme esperado pela teoria, as unidades completas do sSnhDNA U4 séo

homogéneas entre si, apresentando um baixo nivel de diversificacdo intragenémica (Tabela 4),

tanto dos genes, quanto dos espacadores, e 0 nimero de copias isoladas é proximo a estimativa

média de 82 cOpias de snDNA U4 obtida a partir de short-reads desta espécie (Figura xx —

coverage, Tabela xx).

Tabela 4: Valores de diversidade intragendmica a partir das unidades isoladas do genoma de H.
malabaricus. Notar a baixa diversidade nucleotidica considerando tanto as unidades completas

(genes e espacadores), quanto independentes
Gene + espacador Gene Espacador
Div. nucleotidica (7) 0.01879 0.01803 0.019
Haplotipos 48 32 46
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5. Discussao

Estudos sobre evolucdo de familias multigénicas tiveram inicio ha décadas (revisdo em
Rebordinos et al. 2013). Em peixes neotropicais, Martins e Galetti Jr. (2001) compilaram uma
série de dados evidenciando a existéncia de, ao menos, duas classes de DNAr 5S. Na ocasido,
dados de Southern blot e clonagem de fragmentos eram fundamentais para desvendar estas
pequenas questdes. Ou seja, a simples caracterizacdo de familias multigénicas era bastante
laboriosa e gerava dados limitados ao nimero de clones sequenciados em cada experimento
(Martins e Galetti Jr. 2000; Martins e Wasko 2004; Vierna et al. 2009; Freire et al. 2010; Perina
etal. 2011; Pinhal et al. 2011; Scacchetti et al. 2015).

Os genes snDNA U tém sido amplamente estudados em eucariotos, sob aspectos
funcionais e estruturais, principalmente pelo seu papel central no mecanismo de splicing
(Newman e Norman 1992; Vierna et al. 2013). No entanto, estas caracteristicas gerais Sao
basicamente limitadas as regifes codificantes destes genes, principalmente a partir de espécies
com genomas montados e sequenciados (Marz et al. 2008; Cabral-de-Mello et al. 2012). Nesse
contexto, os dados apresentados aqui abrem novas perspectivas para estudos de organizagdo
genbmica e evolucdo destes genes, uma vez que o método apresentado aqui permite a
caracterizacdo de unidades completas (regido génica e espacadora) em espécies ndo-modelo a
partir de dados de sequenciamento de short-reads de baixa cobertura.

Até a presente data, alguns trabalhos descreveram formas alternativas de reconstrucao e
analise de unidades de familias multigénicas. Marti et al. (2021), por exemplo, utilizaram o
software NOVOPIasty (Dierckxsens et al. 2017) para reconstruir diferentes clusters em espécies
de gafanhotos. Por ser uma pipeline desenvolvida para reconstrucdo de genomas organelares (ex:
mitocbndrias), esta € uma estratégia interessante, mas que ndo permitiu a reconstrucdo de
unidades completas no presente trabalho (dados ndo mostrados). A pipeline RepeatExplorer
também permite a reconstrucdo de unidades completas de familias multigénicas (Palacios-
Gimenez et al. 2020), mas é fundamental que as sequéncias apresentem abundancia elevada, o
que ndo é o caso de diversos genes snDNA Us. Desta forma, o método apresentado aqui
representa uma alternativa viavel para a caracterizacdo de familias multigénicas, inclusive
aquelas que se dividem em classes distintas, como € 0 caso do snhDNA U1l em peixes da familia

Characidae (da Silva in prep.). Em termos de replicabilidade, o método bioinformatico descrito
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aqui permite o isolamento das mesmas classes de familias repetitivas estudadas com estratégias
de clonagem e sequenciamento de Sanger (da Silva in prep.).

Conforme predito pela teoria em sistemas que evoluem em concerto, as unidades de
snDNA U4 mostraram baixa variacdo intragendémica, com SNPs distribuidos de maneira esparsa
ao longo das regides codificadoras e espacadoras. Além disso, a diferenciacdo das regides
espacgadoras conforme a proximidade filogenética das espécies é uma caracteristica marcante e
revela que estas regides ndo devem desempenhar um papel fundamental no funcionamento destes

genes, exceto pela regido 5° upstream.
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