RESSALVA

Atendendo solicitacao do
autor(a), o texto completo deste
d ocument o sera
disponibilizado somente a
partir de 09/11/2026.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - Campus de Bauru

NATALIA DOS SANTOS

“DIVERGENCIA MOLECULAR E COMPOSIGAO GENOMICA DE
CROMOSSOMOS B EM CYPHOCHARAX MODESTUS (CHARACIFORMES,
CURIMATIDAE)”

Bauru
2024



NATALIA DOS SANTOS

“DIVERGENCIA MOLECULAR E COMPOSIGAO GENOMICA DE
CROMOSSOMOS B EM CYPHOCHARAX MODESTUS (CHARACIFORMES,
CURIMATIDAE)”

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Universidade
Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho,
Bauru, para obtencédo do titulo de Mestra
em Biociéncias.

Area de Concentracdo: Caracterizacio e
Aplicacdo da Diversidade Bioldgica.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Utsunomia

Coorientador: Prof. Dr. Fabio Porto Foresti

Bauru
2024



S237d
Santos, Natdlia dos
Divergéncia molecular e composi¢cdo gendmica de
cromossomos B em Cyphocharax modestus (Characiformes,
Curimatidae) / Natalia dos Santos. -- Bauru, 2024
60 p. : tabs., fotos, mapas

Dissertagcéo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Faculdade de Ciéncias, Bauru

Orientador: Ricardo Utsunomia

Coorientador: Fabio Porto-Foresti

1. Citogenética animal. 2. Genémica. 3. Characiformes. I.
Titulo.

Sistema de geracédo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias, Bauru. Dados
fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp - 4

Campus de Bauru

\\

Faculdade de Ciéncias

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTAQZ\O DE MESTRADO DE NATALIA DOS SANTOS,
DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOCIENCIAS, DA FACULDADE DE
CIENCIAS - CAMPUS DE BAURU.

Aos 27 dias do més de setembro do ano de 2024, as 09:30 horas, por meio de
Videoconferéncia, realizou-se a defesa de DISSERTACAO DE MESTRADO de NATALIA DOS
SANTOS, intitulada “DIVERGENCIA MOLECULAR E COMPOSICAO GENOMICA DE
CROMOSSOMOS B EM CYPHOCHAX MODESTUS (CHARACIFORMES,
CURIMATIDAE)”. A Comissao Examinadora foi constituida pelos seguintes membros:
Prof. Dr. RICARDO UTSUNOMIA (Orientador(a) - Participacao Presencial) do(a)
Departamento de Ciéncias Bioldgicas / Faculdade de Ciéncias - Unesp/Cadmpus de Bauru,
Dr. CAIO AUGUSTO GOMES GOES (Participacao Presencial) do(a) Faculdade de Ciéncias -
Unesp/Campus de Bauru, Profa. Dra. GEIZE APARECIDA DEON (Participacao Presencial)
do(a) Universidade Federal de Sao Carlos. Apds a exposicao pela mestranda e arguicao
pelos membros da Comissao Examinadora que participaram do ato, de forma presencial
e/ou virtual, a discente recebeu o conceito final:  Aprovado . Nada mais
havendo, foi lavrada a presente ata, que apds lida e aprovada, foi assinada pelo(a)

Presidente(a) da Comissao Examinadora.

Prof. Dr. RICARDO UTSUNOMIA

Documento assinado digitalmente

b RICARDO UTSUNOMIA
g ol Data: 30/09/2024 15:08:34-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Faculdade de Ciéncias - Campus de Bauru -
Eng. Luiz Edmundo Carrijo Coube, 14-01, 17033360, Bauru - Sao Paulo
www.assis.unesp.br/posgraduacao/biocienciasCNPJ: 48.031.918/0028-44.



Dedico este trabalho a minha familia,
Francisca, Arnaldo, Gustavo, Massao,

Erina e Joao Dourado.



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cdédigo de
Financiamento 001.

Agradeco a minha familia, pelo apoio incondicional em todos os momentos
da minha vida, sempre acreditando em mim e me incentivando a seguir em frente em
busca dos meus sonhos. Em especial aos meus pais, Francisca e Arnaldo e ao meu
irmao Gustavo. Sua presenca e amor foram fundamentais para que eu pudesse
chegar até aqui e com certeza me levardo cada vez mais longe.

Agradeco ao meu namorado, Massao, que sempre foi uma inspiracdo para
mim. Obrigada pelo amor e apoio diariamente, que foram fundamentais durante toda
essa jornada. Sua compreensao, suporte e incentivo me motivaram a sempre seguir
em frente, mesmo nos momentos mais desafiadores. Sou eternamente grata por ter
vocé ao meu lado, sempre acreditando em mim e celebrando cada conquista juntos.

Agradeco a Erina Kodama e Jodo Dourado pelo acolhimento e apoio durante
essa jornada. Sua gentileza e incentivo foram fundamentais, sempre me motivando a
dar o meu melhor. Sou grata por toda a confianca e carinho que me ofereceram, me
ajudando a seguir em frente para realizar meus sonhos e conquistar meus objetivos.

Agradeco a todos os meus queridos amigos da familia Lagenpe, em especial a
Zeni, Henrique, Goes, Gabi, Amandinha, Hélio, Auany, Vitor, Kevin, Camila e
Verbnica, por todos os momentos que compartilhamos. Seja durante os cafés,
almocos, comemoracfes ou nas horas dificeis, sempre estive cercada de apoio e
compreensao. Sou grata por cada risada e lagrima dividida, e por sempre estarem
prontos para me ouvir. Esses momentos preciosos ficardo guardados comigo para
sempre. Agradeco a todos os amigos do laboratorio, tanto os atuais quanto 0s antigos,
e que de alguma forma me apoiaram.

Ao Rodrigo Zeni, em especial, agrade¢o por me acompanhar desde o inicio e
por todos os ensinamentos, tanto dentro quanto fora do laboratério. Por sempre
acreditar em mim, me ouvir, me aconselhar e estar ao meu lado em todos os
momentos me apoiando e torcendo por mim. Sou profundamente grata por sua
amizade e por estar sempre ao meu lado.

Agradeco aos amigos que acompanharam este processo e que de alguma

forma me incentivaram, tanto os de perto quanto de longe. Ao meu irméo de coragao,



Israel, aos amigos Minhoca, Julio e Eduardo por tornarem meus momentos de
descanso mais divertidos e descontraidos. Obrigada pelas inUmeras conversas, jogos,
suporte emocional e por todos os momentos alegres que tornaram essa jornada mais
leve e agradavel.

Agradeco a minha psicologa, Isa, pelo apoio e orientagdo que me proporcionou
ao longo desta jornada. Por todos as conversas e reflexfes que foram fundamentais
para meu crescimento pessoal e emocional e que me permitiram continuar
perseguindo meus sonhos. Sou profundamente grata por todo o suporte que me
ofereceu, pelo carinho e pela sua amizade.

Ao pessoal da UFSCAR, Marcelo, Francisco e Renata, agradeco a ajuda com
meu trabalho e a todos do grupo pelos momentos compartilhados em congressos e
encontros cientificos. Seu apoio foi fundamental para o desenvolvimento deste
projeto, e sou imensamente grata por toda a colaboracao.

Ao meu orientador, expresso minha gratidao pelo apoio e pela orientacdo. Sua
experiéncia e dedicacdo foram essenciais para meu desenvolvimento académico.
Agradeco por compartilhar seu conhecimento e por escolher acreditar em mim, junto
com sua dedicacdo em me guiar ao longo desta jornada e sua disposicdo para me
ouvir que foram fundamentais para meu crescimento. Obrigada pelo apoio e pela
colaboracéo nesse processo.

Ao meu co-orientador Fabio, agradeco por ter me acolhido desde a iniciacado
cientifica e por ter acreditado em mim sempre. Por me ouvir e se preocupar
genuinamente comigo, oferecendo conselhos e ajuda sempre que precisei. Sua
dedicacdo em fazer o possivel para me ajudar e sua tranquilidade foram fundamentais
ao longo dessa jornada. Sou imensamente grata por todo o0 apoio, experiéncias
enriquecedoras, oportunidades, e pelo carinho e acolhimento que sempre me
ofereceu.

Por fim, sou grata a todos os que contribuiram de alguma forma para a
realizacéo deste trabalho, seja com palavras de encorajamento, descontragéo, apoio

técnico ou inspiracdo. Cada um de vocés fez a diferenca nessa trajetoria.



Everything in life is a learning
experience... As long as you're learning,
you're not failing.”

(Bob Ross).



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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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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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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