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Resumo

Um dos tipos mais abundantes de DNA repetitivo, 0 DNA satélite, apresenta importantes
aspectos estruturais e evolutivos, como o acumulo diferencial entre espécies proximas e taxas
de evolu¢do molecular variadas. O satelitoma, identificado como o conjunto total de DNAs
satélites (satDNA) de determinado organismo, permite uma investiga¢do mais aprofundada
em abundancia e riqueza desses elementos repetitivos entre espécies, mas ainda ¢ de
conhecimento restrito entre espécies de peixes. Mapeamentos prévios de DNA repetitivo no
género Gymnotus evidenciaram uma ampla diversificacdo na distribuicdo dessas sequéncias
no genoma do grupo, todavia ¢ restrita a por¢ao de DNA repetitivo reportado pela limitacdo
de metodologias passadas. Dessa forma, a associagdo recente de plataformas de
Sequenciamento de Proxima Geracdo (NGS) com andlises de bioinformadtica proporcionam
um acesso mais refinado ao genoma, permitindo a anota¢do de um maior numero de elementos
repetitivos nos componentes desse grupo. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar
a evolugdo do DNA satélite e a distribuicdo fisica de familias de satDNAs em espécies de
peixe elétrico do género Gymnotus, a partir da constru¢do do satelitoma dos grupos. Os
genomas das espécies dos principais clados de Gymnotus foram acessados e a metodologia de
filtragem pela plataforma RepeatExplorer e satMiner permitiu a identificagdo do satelitoma
em cada um dos grupos abordados, caracterizando massivamente as familias de satDNAs
dentro de complexo de espécies diferentes em Gymnotus, destacando os processos de

diferenciagdo genética, a evolucdo e a dinamica destas sequéncias entre representantes do

grupo.
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Abstract

One of the most relevant types of repetitive DNA, the satellite DNA, has important structural
and evolutionary aspects, such as differential accumulation between close species and diverse
molecular evolution rates. The satellitome, identified as the total set of satellite DNAs (satDNA)
of a given organism, allows further investigation into the abundance and richness of these
elements between species, but is still of limited knowledge among fish species. Previous studies
of repetitive DNA mapping in the Gymnotidae fish family showed a wide diversification in the
distribution of these sequences in the genome of the group. Since past methodologies have been
limited in reporting this portion of repetitive DNA, there is still too much to know regarding
these elements. Notably, the recent association of Next Generation Sequencing (NGS)
platforms with bioinformatics analysis provides a more refined access to the genome, allowing
annotation of a greater number of repetitive elements. Thus, the aim of the present study was
to investigate the evolution of satellite DNA and the physical distribution of satDNA families
in Gymnotus, through the construction of the satellitome of the groups. The genomes of the
species from the main Gymnotus clades were accessed and the RepeatExplorer filtering
methodology allowed the identification of the satellitome in each of the groups analyzed,
massively characterizing the families of satDNAs within each species complex in Gymnotus,
highlighting the processes of genetic differentiation, evolution and dynamics of these sequences

among representatives of this group.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estrutura e organizacio do genoma repetitivo

O genoma dos eucariotos se caracteriza por apresentar sequéncias de nucleotideos com
arranjos variados, formando dois grandes grupos; o primeiro composto por regides génicas, € 0
segundo representado pelas sequéncias de DNA repetitivo. As sequéncias de regides génicas
geralmente apresentam coOpia Unica e constituem uma porcdo consideravel dos genes
funcionais, que geram diversos transcritos com fungdes variadas. Ja as sequéncias de DNA
repetitivo sdo constituidas por segmentos de diversos tamanhos e naturezas, que se repetem

inimeras vezes ao longo do genoma (Charlesworth et al. 1994).

Particularmente, a por¢do gendmica repetitiva apresenta algumas caracteristicas comuns,
podendo ser ressaltado o seu elevado carater polimorfico nos genomas e ainda o possivel
acimulo em regides que apresentam baixas taxas de recombinagdo (Charlesworth et al. 1994;
Steinemann & Steinemann 2005). De forma geral, o DNA repetitivo compreende sequéncias
dispersas no genoma, como os elementos transponiveis, ou organizadas in tandem, como as
sequéncias de familias multigénicas e as sequéncias satélites (Charlesworth et al. 1994; Nei &

Rooney 2005).

O DNA satélite (satDNA) constitui uma fragdo ndo codificante do genoma dos
organismos e consiste em sequéncias repetidas in tandem que podem chegar a formar longos
arrays de dezenas a milhares de nucleotideos (Garrido-Ramos 2017). Este tipo de sequéncia
estd localizado preferencialmente em regides pericentroméricas e subteloméricas dos
cromossomos, embora também possa ocorrer nas regioes intersticiais (Lopez-Flores & Garrido-
Ramos 2012; Plohl et al. 2012). A teoria do “Paradoxo do valor C”, que associa diretamente a
complexidade dos organismos a quantidade de DNA gendmico, ¢ completamente refutada pela
presenca de DNAs repetitivos como os DNAs satélites, visto que o genoma dos eucariotos
apresenta um variavel acimulo desse tipo de sequéncia (Thomas Jr. 1971; Garrido-Ramos

2017).

As sequéncias de DNA satélite sdo representadas por diferentes familias que variam nos
genomas com relacdo a localizagdo, constituicdo, tamanho da unidade de repeticdo e
abundancia (Garrido-Ramos 2015, 2017). Recentemente, Ruiz-Ruano et al. (2016a)
propuseram um caminho evolutivo para cada familia de DNA satélite existente no genoma das
espécies eucaridticas. Neste estudo, os autores propdem que o nascimento de um satDNA se

daria pela duplicacdo de alguma sequéncia em determinado local do genoma, formando um
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pequeno array de sequéncias; este array seria, entdo, disseminado para diversos locais do
genoma, podendo passar subsequentemente por processos locais de amplificagao.

O termo “DNA satélite” apresenta um cunho histérico, pois a descoberta desse tipo de
DNA repetitivo se deu por um pequeno pico no perfil de ultracentrifugagdo em Cloreto de Césio
(CsCl) (Kit 1961). Atualmente, a técnica de ultracentrifugagdo ndo ¢ mais utilizada para
procurar sequéncias de satDNA, tendo sido substituida por ferramentas mais eficazes e
resolutivas, tais como a cinética de renaturagdo (Britten et al. 1974) e digestdo com enzimas de
restricdo seguida de eletroforese, originando um padrdo de escada (Singer 1982). Mais
recentemente, foi desenvolvida a metodologia de analise bioinformatica de sequéncias de DNA
geradas por Sequenciamento de Proxima Geracao (NGS) (Novdk et al. 2013). Nesse sentido,
a incorporacao de ferramentas de bioinformatica permitiu uma alta eficiéncia na detecgdo de

sequéncias de DNA repetitivo, incluindo DNAs satélites.

1.2 Next-generation sequencing (NGS) como ferramenta para analises globais de
sequéncias repetitivas

As tecnologias de NGS, recentemente desenvolvidas para estudos gendmicos, tornaram
o processo de caracterizagdo de sequéncias nucleotidicas mais eficiente, com sequenciamentos
que geram uma quantidade massiva de dados, tornando possivel até mesmo a comparacao de
genomas inteiros de organismos. Tais avangos metodolégicos tém sido acompanhados por
novas propostas de analises bioinformaticas com pipelines amigaveis, possibilitando o estudo
de determinadas por¢des do genoma dos organismos.

Andlises prévias de regides repetitivas de DNA a partir de dados provindos da aplicagdo
de técnicas de NGS tem se constituido um desafio nos tltimos anos, principalmente porque a
maioria das ferramentas de bioinformatica geralmente requer genomas previamente montados
para a identificacdo da repeticdo, ou baseiam-se em buscas de similaridade em bancos de dados
de elementos repetitivos ja conhecidos (Novak et al. 2010). Contudo, tais particularidades
dificultam o estudo e a caracterizagdo destas regides em organismos nao-modelos. Nessa
abordagem, para que as técnicas funcionem com sucesso, ¢ necessario que 0s organismos em
estudo possuam genomas bem montados, o que ainda ndo é comum em espécies de peixes
neotropicais.

Novak et al. (2010) descreveram uma abordagem diferencial para a identificacdo de
repeti¢des utilizando os reads provindos diretamente do sequenciamento de novo do DNA. Esta

abordagem consistiu em demonstrar, de forma gréfica (graph-based), grupos de reads que se
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sobrepdem frequentemente formando clusters. Tal estratégia foi utilizada com sucesso para a
andlise da porg¢do repetitiva do genoma em plantas (Novak et al. 2010; Macas et al. 2011) e
animais (Pagan et al. 2012; Ruiz-Ruano et al. 2016b; Silva et al. 2017; Utsunomia et al. 2016,
2019). Além disso, destaca-se que o numero de reads gerados pelo sequenciamento na
abordagem citada mostrou-se proporcional a abundancia genémica das sequéncias analisadas
(Macas et al. 2007; Novak et al. 2010). Assim, a eficiéncia deste método para o estudo da
composicao repetitiva presente em cromossomos poderia apontar tanto as repetigdes mais
abundantes como aquelas exclusivas nas diferentes bibliotecas, tal como demonstrado em
plantas do género Rumex (Steflova et al. 2013). Dessa forma, a aplicagdo da técnica de NGS
aliada a andlise de reads in silico, poderia identificar e caracterizar de forma mais rapida e
massiva as familias de DNA repetitivo acumuladas em cromossomos especificos ou espécies,
em compara¢do com as informacgdes obtidas por métodos cléssicos, realizados com base em

cortes no genoma com enzimas restri¢ao.

1.3 Analise high-throughput e a busca por DNA satélite

O sequenciamento massivo ¢ tido como uma metodologia de alto rendimento, podendo
gerar milhdes de reads a custo moderado comparado a plataformas anteriores, o que contribuiu
positivamente para estudos de DNA satélites reportados recentemente na literatura (Ruiz-
Ruano et al. 2016a, 2016b; Palacios-Gimenez et al. 2017; Utsunomia et al. 2016, 2019).
Adicionalmente as milhdes de sequéncias geradas apds o sequenciamento (throughput), novas
pipelines de analise computacional (in silico) estdo sendo desenvolvidas para a analise desses
reads e filtragem otimizada do DNA satélite, sendo possivel construir uma biblioteca com todos
os satDNAs presentes no genoma dos organismos (Ruiz-Ruano et al. 2016a, 2016b; Silva et al.

2017; Utsunomia et al. 2016, 2019).

Estudos pioneiros permitindo o acesso a toda cole¢do de satDNA foram realizados no
gafanhoto Locusta migratoria, no qual 62 familias de sequéncias foram anotadas (Ruiz-Ruano
et al. 2016a, 2016b). Posteriormente, foi reportado que uma sequéncia, dentre toda a cole¢ao
de DNA satélites, € responsavel por 55% do conteudo genético do cromossomo B dessa espécie
(Ruiz-Ruano et al. 2018). Antes de 2016, as metodologias disponiveis de isolamento por
enzimas de restricdo e eletroforese permitiram o isolamento de 21 familias de satDNA em
insetos da ordem Orthoptera, em sua maioria espécies de gafanhotos; sendo assim, a nova
metodologia por filtragem representa, entdo, um aumento substancial no conhecimento de

sequéncias satélites (Ruiz-Ruano et al. 2016b).
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Entre os peixes, os primeiros estudos reportados em literatura foram nas espécies de
Characiformes Astyanax paranae, Megaleporinus macrocephalus e Characidium gomesi com
a identificagdo de 45, 164 e 59 familias de DNA satélite, respectivamente (Silva et al. 2017;
Utsunomia et al. 2019; Serrano-Freitas et al. 2020). Deve-se destacar que nos estudos acima
citados, diferentes catdlogos de DNA satélite foram descritos e caracterizados, mas nenhuma
comparagdo interespecifica com mais de um genoma analisado foi realizada, de modo a
investigar as possiveis relacdes existentes, bem como a evolucdo e a dindmica destas sequéncias

em um grupo de espécies relacionadas.

1.4 Citogenética de peixes e o estudo do DNA satélite

A fauna de peixes de d4gua doce na regido continental Neotropical é representada por cerca
de 5.160 espécies, constituindo aproximadamente um tergo de toda a riqueza de espécies de
peixes de dgua doce mundial (Reis et al. 2016). A identificacdo e descricdo de novas espécies
de peixes reportadas em literatura € crescente, sendo estimada a ocorréncia de mais de 8.000
espécies na regido Neotropical (Reis et al. 2016). No entanto, embora apenas uma pequena
parcela destas espécies tenha sido geneticamente analisada, uma intensa variabilidade intra- e
interespecifica vem sendo descrita nos ultimos 40 anos, incluindo a ocorréncia de variagdes
cariotipicas numéricas e estruturais, além da caracterizagdo de cromossomos com
caracteristicas particulares, como 0s cromossomos supranumerarios € certos heteromorfismos
ligados ao sexo (revisdes em Oliveira et al. 2009; Arai 2011). Com o advento e a popularizacao
da técnica de Hibridacdo in situ Fluorescente (FISH), no final de década de 90, os estudos
citogenéticos em peixes se voltaram para a caracterizagao e mapeamento fisico de diversos tipos
de DNA repetitivo, especialmente de sequéncias de DNAs ribossomicos 5S e 18S, além de
diferentes satDNAs (Mestriner et al. 2000; Artoni et al. 2006; Martins et al. 2006; Vicari et al.
2010; Cioffi et al. 2011; Melo et al. 2017; Silva et al. 2017).

Embora sejam abundantes no genoma dos peixes, poucos estudos foram realizados até o
momento relacionados a caracterizagdo e ao aspecto evolutivo de um conjunto de DNAs
satélites considerando diferentes espécies de um grupo bioldgico (De La Herréan et al. 2001;
Lanfredi et al. 2001; Robles et al. 2004; Martins et al. 2006; Lima et al. 2017; Palacios-Gimenez
etal. 2017; Silva et al. 2017; Utsunomia et al. 2017, 2019). Além disso, grande parte dos estudos
desenvolvidos teve como objetivo principal a geragdo de marcadores citogenéticos para analises
mais refinadas sobre a origem e evolu¢do de cromossomos supranumerarios € de cromossomos

relacionados ao sexo (Koehler et al. 1997; Mestriner et al. 2000; Jesus et al. 2003; Artoni et al.



Introducado 11

2006; Parise-Maltempi et al. 2013; Utsunomia et al. 2016; Melo et al. 2017; Silva et al. 2017).
Deve ser destacado que a técnica de restri¢ao enzimatica do genoma para a caracterizagao destas
sequéncias foi utilizada em alguns dos estudos citados acima. No entanto, esta metodologia
apresenta a eficiéncia limitada, pois utiliza do principio do acaso para que as enzimas
selecionadas cortem o DNA na regido desejada do satDNA a ser estudado. Além disso, por
representarem segmentos gendmicos altamente dindmicos e suscetiveis a rapidas mudangas,
estes elementos satélites sdo geralmente sequéncias espécie- ou género-especificas, o que
dificulta o estudo sistematizado de um mesmo satDNA, ou de uma colecao deles (satelitoma),
em diferentes espécies (Vicari et al. 2010; Ruiz-Ruano et al. 2016a, 2016b; Garrido-Ramos
2017; Utsunomia et al. 2017). Nesse sentido, metodologias como NGS associadas a andlises de
bioinformatica, que permitem o isolamento, caracterizag¢@o e analise de sequéncias repetitivas
distribuidas por todo o genoma sdo extremamente relevantes, considerando-se especialmente
de regides de DNA satélite, tornando possivel a construg¢do da biblioteca de satDNA a partir do

isolamento de todo o conjunto de DNA satélites existentes no genoma analisado.

1.5 Sistematica e citogenética na ordem Gymnotiformes e no género Gymnotus

A ordem Gymnotiformes € representada por cerca de 219 espécies validas distribuidas
em cinco familias de peixes elétricos de agua doce exclusivos da regido Neotropical (Albert &
Crampton 2003; Tagliacollo et al. 2016). A presenga de 6rgaos elétricos nesta ordem de peixes
deu origem a emissdo de dois tipos de sinais elétricos que evoluiram monofileticamente,
dividindo-se em dois grupos principais: Sinusoidea e Pulseoidea (Alda et al. 2019). Os grupos
de peixes que apresentam sinais elétricos do tipo "onda" (Sinusoidea) sdo representadas pelas
familias Sternopygidae e Apteronotidae, enquanto o sinal do tipo "pulso" (Pulseoidea) esta
presente nas familias Rhamphichthyidae, Hypopomidae e Gymnotidae (Mago-Leccia 1994;
Tagliacollo et al. 2016). Esse grupo de peixes, conhecido como knifefishes, apresenta ampla
distribuigdo geografica nas Américas (com excecdo do Chile e Belize), ocorrendo na regido cis-
e trans- Andina na América do Sul, nas planicies dos pampas argentinos (36° S) até o Rio San
Nicolas (regido de Chiapas), no sul do México (18° N), sendo encontrados também na Ilha de
Trinidad (Mago-Leccia 1994; Albert 2001).

Dentre os Gymnotiformes, a diversidade cariotipica ¢ mais bem caracterizada nos géneros
Gymnotus (familia Gymnotidae) e Eigenmannia (familia Sternopygidae), por serem os tdxons

mais especiosos, além de estarem amplamente distribuidos pela regido Neotropical,
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especialmente em bacias da regido da Amazdnia, Orinoco e Guiana (Albert 2001; Albert &
Crampton 2003; Lovejoy et al. 2010).

A familia Gymnotidae ¢ atualmente constituida por dois géneros: Electrophorus e
Gymnotus. Electrophorus foi, por décadas, tido como monotipico, com apenas uma espécie
valida. Entretanto, duas novas espécies foram descritas recentemente, totalizando trés espécies
(Santana et al. 2019). Por outro lado, o género Gymnotus constitui um tdxon muito especioso,
com 43 espécies validas atualmente, e muitos tdxons aguardando descri¢do formal (Crampton
& Hopkins 2005; Lovejoy et al. 2010; Crampton et al. 2013, Craig et al. 2018, 2019). Por conta
da problemadtica em descrever novas espécies, devido a conflitos relacionados aos caracteres
morfoldgicos, a sistematica do género Gymmotus ¢ bastante complexa, com relagdes
filogenéticas conflitantes entre alguns tdxons e muitas espécies alocadas em complexos de
espécies, como por exemplo o complexo Gymmnotus carapo, situagdo que subestima a
biodiversidade dentro deste género (Lovejoy et al. 2010). Notavelmente, os estudos
citogenéticos, somados as caracteristicas morfologicas, t€ém contribuido de forma significativa
para acessar a diversidade presente em Gymnotus, especialmente no grupo G. carapo
(Milhomem et al. 2008, 2012a, 2012b; Utsunomia et al. 2018). A familia Gymnotidae possui
um numero diploide basal de 52 cromossomos (Silva et al. 2019), entretanto as espécies
componentes do género Gymnotus apresentam uma ampla plasticidade cariotipica, com nimero
diploide variando de 34 cromossomos em G. capanema a até 54 cromossomos em algumas
populagdes de G. carapo e em G. cuia (Utsunomia et al. 2018). A alta similaridade morfologica
entre as espécies dentro de um mesmo complexo, como G. carapo, juntamente com a alta
plasticidade cromossdmica, refor¢a a abordagem citogenética como uma ferramenta eficaz para
contribuir com diagndsticos taxondmicos neste grupo de peixes e inclusive sugere alguns
marcadores de DNA repetitivo, como o DNAr 5S, como um possivel marcador biogeografico
para o género (Fernandes-Matioli & Almeida-Toledo 2001; Scacchetti et al. 2011; Milhomem
et al. 2012a; Silva et al. 2019).

Os dados citogenéticos disponiveis para o género Gymnotus refletem a existéncia de uma
ampla e interessante diversidade cariotipica dentro do género, relacionada a eventos de
rearranjos cromossdmicos e a uma acumulacao diferencial na distribuicdo do DNA repetitivo
(Silva et al. 2019). No entanto, deve-se destacar que algumas por¢des do genoma dos
representantes deste género ainda permanecem desconhecidas, como as sequéncias de DNA
satélite. Nesse sentido, a utilizacdo de multiplas abordagens, como o Sequenciamento de
Proxima Geracdo e o consequente mapeamento citogenético de regides satélites a partir do

sequenciamento, possibilitariam a obtencdo de informacdes de interesse para a melhor
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compreensdo da organizacdo do genoma e estrutura cariotipica neste grupo de organismos,
aumentando o conhecimento sobre os processos envolvidos na diversificagdo e evolucao dessas

espécies da familia Gymnotidae.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Segmentos de DNA repetitivo, anteriormente associados a depdsitos gendmicos inertes e
sem nenhuma funcdo aparente, recentemente t€ém estado sob a atencdo de pesquisas por
exibirem mais do que apenas fungdes estruturais. Dentre as novas fungdes que estdo sendo
atribuidas a esses elementos do genoma, ressaltam-se aquelas relacionadas ao enovelamento do
material genético e a regulagdo de genes, caso especifico do DNA satélite, uma das mais
diversas classes de DNA repetitivo no genoma. Os resultados apresentados evidenciam a
riqueza de DNA satélites em Gymnotus e podem contribuir para estudos futuros envolvendo a
montagem do genoma deste grupo de peixes, visto que a relagdo de elementos repetitivos e sua
abundancia geralmente representam um desafio na montagem de genomas, devido a sua
dindmica prépria e ao alto grau de polimorfismo dessas sequéncias.

Analisando estruturalmente os satDNAs identificados em G. cuia que apresentaram uma
composicao nucleotidica altamente similar com os satélites de G. sylvius, ¢ possivel afirmar
que, embora identificadas como espécies distintas, o satelitoma dessas espécies ¢ bem
conservado, o que pode ser explicado pelo fato de as duas espécies pertencerem ao grupo
Gymnotus carapo e, portanto, apresentarem mais proximidade nas suas relagdes filogenéticas.
Em contrapartida, ¢ possivel destacar a existéncia de uma abundancia variavel na acumulagao
gendmica e estrutural dentre esses elementos, corroborando a definicdo candnica de
constituirem sequéncias repetitivas in fandem, com a organizagdo altamente varidvel por
desenvolverem caminhos evolutivos independentes.

Sequéncias satélites em distintos estagios de evolugdo e acumulagdo no genoma das
espécies demonstram que, mesmo possuindo uma biblioteca ancestral, as espécies sofrem
diferentes pressdes evolutivas que refletem na fixacdo e acumulacdo genOmica desses
elementos, o que pode ser reforcado pela auséncia de comportamento migratoério no grupo e
consequente isolamento geografico dessas espécies (Silva et al. 2019). Ao realizar uma
comparac¢do excludente de satélites ao longo dos grupos, foi possivel identificar um conjunto
ancestral de satDNAs presentes em todas as espécies analisadas. Entretanto, os satélites
compartilhados sdo de ordem intermedidria de abundéncia, indicando que cada espécie tem um
processo evolutivo independente na acumulacdo e fixagdo de DNAs satélites mais abundantes.

A caracterizagdo de DNAs satélites em estudos anteriores foi realizada, por vezes,
através de abordagens que permitiam o isolamento moderado de sequéncias, 0 que muitas vezes

mascarava a riqueza de satDNAs existentes em determinados grupos (Garrido-Ramos 2017).
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Além disso, por estarem comumente associados a heterocromatina, erroneamente considerada
“DNA-lixo”, achava-se que essas sequéncias também ndo apresentavam funcdo (Garrido-
Ramos, 2017). Com a incorporacdo de novas metodologias potencialmente resolutivas, como
NGS, andlises in silico e ferramentas de citogenética molecular, o estudo do DNA satélite esta
se tornando uma abordagem eficaz e promissora no estudo da evolugdo cariotipica e genomica

de variados grupos bioldgicos.
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