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RESUMO

O genoma dos eucariotos é formado em grande parte de sequéncias repetitivas, como familias
multigénicas, elementos transponiveis e DNAs satélites (satDNAs). Dentre estas, satDNAs sdo
sequéncias repetidas in tandem que podem formar arrays de milhares de repeticbes de seus
monomeros. Tradicionalmente, a evolugao de satDNAs segue os preceitos da hipdtese library, que
considera que espécies proximas compartilham uma mesma biblioteca de satDNAs, com
divergéncias na amplificacdo dessas sequéncias em cada grupo. Recentemente, o desenvolvimento
de ferramentas bioinformaticas permitiu a caracteriza¢dao de catdlogos de satDNAs denominados
satelitomas, e essa ferramenta tem trazido importantes informacdes acerca da evolucdo desse tipo
de sequéncia em diversos grupos, como plantas, insetos, moluscos, aves e peixes. Neste sentido, a
familia Erythrinidae abriga os peixes neotropicais dos géneros Hoplerythrinus, Erythrinus e Hoplias,
foco de estudos citogenéticos devido a presenca marcante de cromossomos sexuais e diversificacdo
cariotipica, com a presenca de diversos cariomorfos para espécies como Hoplias malabaricus e
Erythrinus erythrinus. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar e observar
a similaridade entre os satelitomas de Hoplerythrinus unitaeniatus, E. erythrinus (cariomorfo A),
Hoplias intermedius e H. malabaricus (cariomorfos F e G), a fim de testar a hipétese de haver a
presenca de satDNAs conservados em todos os grupos. As analises detectaram a presenca de seis
satDNAs compartilhados entre todos os catdlogos descritos neste trabalho. Com excecdo de um
desses satDNAs, todos os outros demonstraram padrao de clusteriza¢do por Fluorescence in situ
hybridization (FISH) em regiGes centroméricas ou teloméricas de todos os individuos analisados.
Além disso, foi possivel observar similaridade entre os catdlogos corroborando as relagdes
filogenéticas estabelecidas para o grupo. Nossos resultados demonstram o grande
compartilhamento de satDNAs entre a familia Erythrinidae, corroborando com a hipdtese library,
além de levantar novas evidéncias em rela¢do a caracterizacdo de H. malabaricus como um complexo

de espécies.



ABSTRACT

The genome of eukaryotes is made up largely of repetitive sequences, such as multigenic families,
transposable elements, and satellite DNAs (satDNAs). SatDNAs are tandem repeat sequences that
can form arrays of thousands of repeats of their monomers. Traditionally, the evolution of satDNAs
follows the precepts of the library hypothesis, which considers that closely related species share the
same library of satDNAs, with divergences in the amplification of these sequences in each group.
Recently, the development of bioinformatics tools has allowed the characterization of catalogs of
satDNAs called satelitomes, and this tool has provided important information about the evolution of
this type of sequence in several groups, such as plants, insects, mollusks, birds, and fish. In this sense,
the family Erythrinidae represents the Neotropical fishes of the genera Hoplerythrinus, Erythrinus,
and Hoplias, the focus of cytogenetic studies due to the marked presence of sex chromosomes and
karyotypic diversification, with the presence of several karyomorphs for species such as Hoplias
malabaricus and Erythrinus erythrinus. Thus, the present work aimed to characterize and compare
the satelitomes of Hoplerythrinus unitaeniatus, E. erythrinus (karyomorph A), Hoplias interdemius
and H. malabaricus (karyomorphs F and G) to observe the similarity of these catalogs and diagnose
the presence of conserved satDNAs in all groups. Our analyses detected the presence of six satDNAs
shared among all catalogs described in this work, also represented in the satellitome of H.
malabaricus (karyomorph D). Except for one of these sequences, all the others showed clustering
patterns by FISH in the centromeric or telomeric regions of all the individuals analyzed. Furthermore,
it was possible to observe the similarity among the catalogs, corroborating the phylogenetic
relationships established for the group, with the catalogs of H. unitaeniatus and E. erythrinus being
closer to each other than to any other catalog of Hoplias. Our results demonstrate the great sharing
of satDNAs among the Erythrinidae family, corroborating the library hypothesis as well as raising new

evidence in relation to the characterization of H. malabaricus as a species complex.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais de DNAs satélites

O genoma dos eucariotos é repleto de sequéncias repetitivas, tais como elementos
transponiveis (TEs), familias multigénicas, pseudogenes e DNAs satélites (satDNAs) (Kim et al., 2014).
Tradicionalmente, as sequéncias repetitivas sdo divididas em repetidas in tandem, como familias
multigénicas e satDNAs, e dispersas pelo genoma, como TEs (Lépez-Flores e Garrido-Ramos, 2012).
SatDNAs sao tradicionalmente definidos como arrays formados por milhares de repeticdes em
tandem (cabega-cauda) de unidades altamente similares entre si denominadas mondmeros,
geralmente localizadas em segmentos cromossémicos heterocromaticos (LOpez-Flores e
GarridoRamos, 2012; Biscotti et al., 2015). Sua estrutura genémica diverge da estrutura encontrada
em familias multigénicas (DNAs ribossomais e histonas, por exemplo), em que as unidades
repetitivas sdo formadas por varios tipos de sequéncia, tais como genes e espacadores, contrastando
com a repeticdo de um Unico tipo de sequéncia observada nos satDNAs (Ruiz-Ruano et al., 2016).
SatDNAs podem variar em seu tamanho desde poucas bases até milhares de nucleotideos, sendo
classificados de acordo com o seu tamanho em microssatélites, minissatélites ou satélites, apesar de
ndo haver um consenso nos limites de tamanho de cada categoria (Tautz et al., 1993; Kim et al.,
2014).

O conceito de satDNAs define essas sequéncias como parte das regides heterocromaticas do
genoma (Louzada et al., 2020; Thakur et al., 2021). A localiza¢do desse tipo de sequéncia em regides
de heterocromatina é cada vez melhor fundamentada, devido ao mapeamento cromossomico de
cada vez mais satDNAs em diversas espécies(Satovié-Vuksi¢ e Plohl, 2023). Entretanto, vale ressaltar
gue poucas espécies tém a posicdo cromossdmica de satDNAs conhecida, frente a ampla diversidade
global. Com o aprofundamento do estudo de satDNAs, clusters desse tipo de sequéncia também tém
sido observados em regides eucromaticas (Kuhn et al., 2012; Feliciello et al., 2015; Ruiz-Ruano et al.,
2016), incluindo casos interessantes como o do besouro Rhynchophorus ferrugineus. Nesta espécie,
satDNAs correspondem a cerca de 25% do genoma, com as familias mais abundantes localizadas de
forma dominante em regides eucromaticas, sendo esse um dos catalogos de satDNAs mais diverso

em insetos (Montiel et al., 2022).
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A nogao de que satDNAs podiam ser considerados como “DNA lixo” vem sendo cada vez mais
abandonada, devido ao acumulo de evidéncias do papel destas sequéncias na estrutura e evolugao
cromossOmica (Plohl et al., 2014; Escudeiro et al., 2019; Vozdova et al., 2020). O grande acimulo de
satDNAs nos centromeros de diversas espécies demonstra o papel destas sequéncias na organiza¢ao
da cromatina centromérica (Plohl et al., 2014; Hartley e O’Neill, 2019; Talbert e Henikoff, 2022) e
pareamento meidtico dos cromossomos (Larracuente, 2014). Algumas evidéncias apontam que a
evolugdao dessas sequéncias pode estar relacionada a especiacdo, como a presenca de satDNAs
centroméricos diferentes para espécies proximas, apontando a substituicdo dessas sequéncias
durante o processo de especiagdao (Camacho et al., 2022). Além disso, a funcdo dos satDNAs na
formacdo da heterocromatina tem sido cada mais estabelecida, através de estudos relacionados a
transcricao dessas sequéncias, apontando sua fun¢do na manutencdo da heterocromatina, definicao
da identidade do centrébmero e preservacdo da estabilidade gendomica (Ahmad et al., 2020;
Podgornaya, 2022; Satovié-Vuksi¢ e Plohl, 2023).

Um numero crescente de estudos vem deixando cada vez mais destacada a relacdo intrinseca
entre satDNAs e TEs, principalmente relacionado a dispersdo das sequéncias repetidas in tandem
(Mestrovi¢ et al., 2015; Paco et al., 2019; Zattera e Bruschi, 2022). O principal mecanismo de
dispersao dos TEs é a rolling circle replication (Kapitonov e Jurka, 2007; Thomas e Pritham, 2015), no
qual, durante o processo, os TEs podem incorporar sequéncias in tandem em sua estrutura,
contribuindo com sua dispers3o ao longo do genoma (Yang e Barbash, 2008; Dias et al., 2015; Satovi¢
e Plohl, 2013). Sendo assim, as sequéncias in tandem incorporadas aos TEs podem dar origem a
arranjos classicos de satDNAs, que sao mantidos por crossing over desigual e outros mecanismos de
transferéncia ndo-reciproca (Plohl et al., 2012; Garrido-Ramos, 2017;).

A descoberta dos satDNAs deu-se através de um pequeno pico de ultracentrifugacdo de CsC1
(Kit e Hsu, 1961), de onde originou-se o nome “DNA satélite”. Apds sua descoberta, diversas
metodologias foram utilizadas para a caracterizacao deste tipo de sequéncia, como a cinética de
renaturacdo (Hutton e Wetmur, 1973; Botchan, 1974;) e a digestdo com enzimas de restricdo (Horz
e Zachau, 1977; Kopecka et al., 1978), por exemplo. Apesar da precisdo em se caracterizar um
satDNA através dessas ferramentas, essas metodologias ndo eram eficientes, devido a dependéncia
da aleatoriedade da enzima selecionada ser compativel com um mondmero de algum satDNA. Além
disso, satDNAs sdo sequéncias muito dindmicas, apresentando alteracdes de maneira rapida e
frequente, tornando muitas dessas sequéncias espécie-especificas, dificultando o estudo da

evolucdo dessas sequéncias em grupos proximos utilizando ferramentas que ndo sejam eficientes na
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caracterizagao de DNAs satélites. O panorama do estudo de DNAs satélites comegou a mudar com o
surgimento e popularizagdo do sequenciamento de nova geracao (ou NGS, de next generation
sequencing), permitindo a geracdo massiva de dados a custos reduzidos (Park e Kim, 2016). A
possibilidade de obten¢dao de dados genémicos de diversas espécies, incluindo as ndo modelo, e o
surgimento de ferramentas e protocolos dedicados ao estudo de sequéncias repetitivas, tais como o
Repeat explorer (Novak et al., 2013), TAREAN (Novak et al., 2017) e a pipeline SatMinner (RuizRuano
et al.,, 2016), tem possibilitado a caracterizacdao de catdlogos de satDNAs de grupos e espécies

especificas, contribuindo de forma impactante para o estudo da evolugdo de satDNAs.

1.2 Evolugdo de DNAs satélites

SatDNAs representam um grupo de sequéncias extremamente diverso, acumulando
diferencas em conteudo A+T, tamanho dos monOmeros, tamanho de arrays, localizacdo na
cromatina e distribuicdo cromossdmica (Satovié-Vuksi¢ e Plohl, 2023). Sendo assim, o surgimento de
formas de se caracterizar cole¢des de satDNAs para diversas espécies tem se tornado um fator
importante para o desenvolvimento de novos insights sobre a origem e evolucdo dessas sequéncias.

Recentemente, o estudo do catalogo de satDNAs de gafanhotos demonstrou que os satDNAs
de Locusta migratdria podem ser encontrados de forma clusterizada ou ndo-clusterizada (dispersa)
pelo genoma (Ruiz-Ruano et al., 2016). Esse fator levou os autores a propor um modelo de origem e
evolucdo desse tipo de sequéncia no genoma, sendo o primeiro passo para o surgimento de um
satDNA a duplicagdo de uma sequéncia gendmica, através de mecanismos como deslizamento na
replicacdo ou rolling circle replication, dando origem a pequenos arrays. Nesse momento, esses
pequenos arrays podem ser disseminados pelo genoma, por mecanismos como a agao de TEs e
reinser¢do. Em eucariotos, qualquer um desses novos pequenos arrays podem passar por
amplificacdo local por mecanismos como crossing over desigual, levando a formacdo de um cluster
gue pode ser visualizado por Fluorescence in situ hybridization (FISH) (Ruiz-Ruano et al., 2016).

Em termos de evolucdo de sequéncias repetidas in tandem, duas caracteristicas sao
destaque: baixa variabilidade nas sequéncias das unidades repetitivas (mondmeros) e grande
variacdo no numero de cdpias (Charlesworth et al., 1994; Plohl et al., 2012; Garrido-Ramos, 2017,
2021; Lower et al., 2018; Thakur et al., 2021). Neste sentido, o mecanismo de evolugcdo em concerto
exerce um papel importante na evolucdo de satDNAs, contribuindo para a homogeneizagdo dos

monoémeros (Elder Jr e Turner, 1995; Smith, 1976; Stephan, 1986). Nesse modelo, mon6meros em
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arrays de satDNAs evoluem em conjunto, mantendo baixa variabilidade nas sequéncias entre eles,
devido a mutagbes ocorridas em mondmeros especificos serem eliminadas ou distribuidas, através
de mecanismos de trocas ndo-reciprocas (crossing over desigual, conversado génica), num mecanismo
denominado drive molecular (Dover, 1982, 1986; Strachan et al., 1985). Sendo assim, os mondémeros
de um determinado satDNA podem ser homogeneizados de maneiras diferentes entre espécies,
resultando em sequéncias homogéneas dentro de cada espécie, mas com rapida divergéncia entre
as espécies, levando a formagao de variantes espécie-especificas (Dover, 1987; Bachmann e Sperlich,
1993; Garrido-Ramos et al., 1999; Plohl et al., 2012).

Em contraposicao, as mutagdes recorrentes em sequéncias repetidas in tandem podem se
acumular ao longo de um satDNA, diminuindo ou desabilitando os mecanismos de homogeneizag¢ao
de sequéncias, conforme o proposto no modelo de evolucdo divergente (Nijman e Lenstra, 2001).
Esse modelo pressupGe que um novo mondmero divergente pode ser amplificado e formar uma
nova subfamilia de repeti¢es in tandem, relacionando esse modelo evolutivo com o surgimento de
novos satDNAs. Em apoio, andlises experimentais revelam que os mecanismos de homogeneizacio
sdao menos eficientes nos monémeros finais da matriz repetitiva, podendo este ser uma fonte do
surgimento de novas sequéncias (Smith, 1976; McAllister e Werren, 1999; Mravinac e Plohl, 2007).

Desde os primeiros estudos voltados a satDNAs, observava-se a presenca de um ou mais
satDNAs extremamente diferentes em seu nimero de cépias dentro de um genoma (Satovi¢-Vuksié
e Plohl, 2023). Os mesmos mecanismos de trocas ndo-reciprocas responsaveis pela evolucdo em
concerto também tém a capacidade de alterar drasticamente os arrays de sequéncias repetidas in
tandem, tendo como consequéncia, durante o processo de especia¢do, a possivel diminuicao do
numero de cépias de um satDNA abundante ou a expansao de um satDNA pouco abundante, sendo
esse o principal principio da “hipétese library” (Fry e Salser, 1977). De acordo com esse modelo,
espécies proximas compartilham parcial ou integralmente um catdlogo de satDNAs, mas a
abundancia de cada um pode variar drasticamente. Cada vez mais evidéncias reforcam a hipdtese
library em diversos grupos, como peixes (Utsunomia et al., 2017; Goes et al., 2022, 2023) e insetos
(Palacios-Gimenez, et al., 2020; Camacho et al., 2022), além de cada vez mais surgirem relatos de
satDNAs conservados ao longo de muito tempo em espécies relativamente distantes e, em casos
extremos, presentes em toda uma ordem (Plohl et al., 2010; Petraccioli et al., 2015; Halbach et al.,
2020; dos Santos et al., 2021;). Entretanto, Belyayev et al., (2020) aponta algumas questdes em

discordancia a hipdtese library, tais como o surgimento de novos satDNAs, como as bibliotecas
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sobrevivem a purificagdo do repetoma relacionado a especiagao, e a subsequente evolugdo em
concerto e o surgimento de novos satDNAs relacionados a TEs.

A descricdo de satDNAs conservados ao longo de grupos distantes e por muito tempo ocorre
em grupos como peixes (dos Santos et al., 2021), moluscos (Plohl et al., 2010; Petraccioli et al., 2015),
e insetos (Halbach et al., 2020). Enquanto a existéncia dessas sequéncias pode expandir o conceito
da hipétese library, expandindo a conservacdo de satDNAs em espécies distantes, a conexdo de
algumas dessas sequéncias com TEs pode afetar as conclusdes sobre a ancestralidade comum dessas
sequéncias, abrindo a possibilidade de uma transferéncia horizontal (Satovi¢ Vuksi¢ e Plohl, 2021).
Nesse sentido, o surgimento de tecnologias que permitem a caracterizacdo de catdlogos de satDNAs
para cada espécie torna-se fundamental para o melhor entendimento da evolu¢cdo de satDNAs,
permitindo a analise completa do conjunto de satDNAs presentes naquele grupo e em espécies

relacionadas, para assim corroborar ou desafiar a hipdtese library.

1.3 Caracterizacdo de catalogos de DNAs satélites e satelitomica comparativa

Com a popularizacdo e disponibilidade cada vez maior de sequenciamento de nova geracao
e o surgimento de tecnologias voltadas para o estudo de sequéncias repetitivas, como o
RepeatExplorer (Novék et al., 2013) e TAREAN (Novak et al., 2017), a descricdo de catalogos de
satDNAs para cada espécies especificas tornou-se possivel. O primeiro catalogo descrito utilizando
essas metodologias foi o do gafanhoto Locusta migratoria (Ruiz-Ruano et al., 2016), em que os
autores propéem o nome satelitoma para a colecdo de satDNAs que forem descritos para cada
espécie. Neste trabalho pioneiro, houve a descricdo de 62 familias de satDNAs, com padrdes
clusterizados e dispersos pelos cromossomos (Ruiz-Ruano et al., 2016). Além disso, o padrdo de
distribuicdo de cinco satDNAs relacionados em uma superfamilia demonstra que satDNAs nao
clusterizados podem se tornar clusterizados por amplificacdo local de um dos muitos arrays dessa
sequéncia dispersa pelo genoma (Ruiz-Ruano et al., 2016).

Atualmente, cerca de 70 satelitomas foram descritos, principalmente para plantas, peixes,
insetos e moluscos, mas com representacdes em mamiferos, anfibios e nematoides (revisdo em
Satovié-Vuksi¢ e Plohl, 2023). A caracterizacdo de satelitomas tem permitido conclusdes
interessantes relacionadas a relacdo entre quantidade de satDNAs presentes em uma determinada
espécie e a representatividade dos satDNAs no genoma. Em peixes, por exemplo, Megaleporinus

macrocephalus apresenta 164 satDNAs em seu satelitoma, representando 2,78% de seu genoma
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(Utsunomia et al., 2019), enquanto Astyanax lacustris tem apenas 33 satDNAs em seu catalogo, com
nenhum representando mais de 0,002% de abundancia (Goes et al., 2022). Em insetos, os
satelitomas variam de apenas um satDNA em Cydalima perspectalis (Cabral-de-Mello et al., 2021)
até 129 no gafanhoto Vandiemenella viatica (Palacios-Gimenez et al., 2020). A abundancia neste
grupo também é extremamente varidvel, com Hippodamia variegata apresentando 30 satDNAs
formando 15% do genoma (Mora et al., 2020) e Rhodnius prolixus apresentando 39 satDNAs
correspondendo a 8% do genoma (Montiel et al., 2021). O mesmo cendrio repete-se em plantas,
com satelitomas variando de 11 satDNAs para espécies do género Olea representando cerca de 24%
do genoma (Mascagni et al., 2022) e 23 satDNAs em Vicia faba com representatividade de 2,7% do
genoma dessa espécie (Robledillo et al., 2018). Outra aplicacdo do estudo de satelitomas é a
prospeccao de satDNAs que estdo relacionados a evolugdo e composi¢cdo de cromossomos sexuais e
Bs em diversos grupos, principalmente peixes (Silva et al., 2017; Utsunomia et al.,, 2019;
SerranoFreitas et al., 2020; ; Stornioli et al., 2021; Kretschmer et al., 2022) e insetos (Milani et al.,
2018, 2021; Ruiz-Ruano et al., 2018).

Com a caracterizacdo de satelitomas de espécies, surge a possibilidade de se comparar esses
catdlogos e avaliar a evolucdo dessas sequéncias, mesmo em espécies ndo-modelo. A andlise
comparativa entre gafanhotos das espécies L. migratoria e Oedaleus decorus, pertencentes a
subfamilia Oedipodinae, revelou o compartilhamento de 41 familias de satDNAs, representando 12
grupos ortoélogos, formando uma biblioteca ancestral para esse grupo (Camacho et al., 2022), em
conformidade a hipdtese library. Os autores postulam que as demais familias de satDNAs devem
representar tanto os satDNAs exclusivos de apenas uma espécie, quanto os surgidos durante a
especiacdo desses dois grupos. De forma similar, a comparacdo entre satelitomas de diferentes
linhagens de barbeiros (Triatoma infestans) caracterizou 34 satDNAs presentes em todas as
linhagens analisadas, de um total de 42 satDNAs presentes no satelitoma (Pita et al., 2017). Mesmo
em grupos mais complexos, a comparacao entre satelitomas demonstra o compartilhamento de
sequéncias entre espécies proximas, como a comparacao realizada em toupeiras da espécie Talpa
aquitania, em que a maioria dos satDNAs presentes nessa espécie sdao compartilhados com outras
espécies do género Talpa (Gutiérrez et al., 2022). Peixes neotropicais representam um dos principais
grupos alvo de estudos relacionados a evolucdo de satDNAs e o papel dessas sequéncias na evolucdo
cromossOmica (Silva et al., 2017; Utsunomia et al.,, 2019; Crepaldi e Parise-Maltempi, 2020;
SerranoFreitas et al., 2020; dos Santos et al., 2021; Stornioli et al., 2021; Goes et al., 2022, 2023;

Kretschmer et al., 2022). Sendo assim, a compara¢do de satelitomas envolvendo espécies desse
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grupo tem muito a contribuir para o entendimento da evolugdao dessas sequéncias, devido a grande
diversidade do grupo e presenca de diversos sistemas de cromossomos sexuais, cromossomos B e

diferentes cariomorfos para a mesma espécie.

1.4 Estudo de DNAs satélites em peixes Neotropicais: de marcadores citogenéticos a evolugdo de

satelitomas

A regido Neotropical reine desde parte do México até o sul da Argentina, e compreende a
maior diversidade de peixes do planeta, com aproximadamente 9100 espécies diagnosticadas, sendo
cerca de 5160 espécies presentes em dguas continentais (Reis et al., 2016). Dentre estas, uma das
ordens mais diversas em numero espécies sao os Characiformes, com 2342 espécies descritas,
divididas em 24 familias (Eschmeyer e Fricke, 2023), sendo um grupo extremamente importante do
ponto de vista da citogenética de peixes, devido a diversos casos de diversidade de cariomorfos,
presenca de diversos sistemas sexuais e cromossomos B.

O estudo de satDNAs voltado para Characiformes teve seu inicio com a descricdo de
marcadores citogenéticos cldssicos, como o As51 para o género Psalidodon (Mestriner et al., 2000),
SATH1 e SATH2 para Prochilodus (Jesus et al., 2003), 5sHindlll para Hoplias (Haff et al., 1993) e
pPh2004 para Paradon (Vicente et al., 2003), levando a concluses significativas para cada um desses
grupos. As51 foi descrito no genoma de Psalidodon scabripinnis (Mestriner et al., 2000) e mapeado
em populacdes desta mesma espécie, além de Psalidodon fasciatus, Astyanax janeiroensis,
Psalidodon paranae, Astyanax lacustris e Astyanax sp. D (Mantovani et al., 2004; Abel et al., 2006;
Vicari et al., 2008; Kantek et al., 2009), demonstrando a presenca desse satDNA em posicao similar
dos cromossomos de todos esses grupos, com excecdo de A. lacustris (Kantek et al., 2009; Goes et
al., 2022). Além disso, outros trabalhos também permitiram a localizacdo desse satDNA em posicao
similar ao 18S rDNA, além de sua presenca em cromossomos B de P. scabripinnis e P. fasciatus (Vicari
etal., 2008; Silva et al., 2016). No género Prochilodus, o estudo dos satDNAs SATH1 e SATH2 permitiu
inferir a origem intraespecifica dos cromossomos B de Prochilodus lineatus (Jesus et al., 2003; Artoni
et al., 2006;) e o compartilhamento dessa sequéncia com o cromossomo supranumerario de duas
outras espécies, Prochilodus argenteus e Prochilodus costatus, sugerindo uma origem ancestral
destes elementos gendmicos (Melo et al., 2017). O satDNA 5SHindlll, anteriormente chamado de
Hop (Haff et al., 1993) foi descrito em Hoplias malabaricus e apresenta muitas semelhangas com o
gene e os espacadores da familia multigénica 5S rDNA (Martins et al., 2006) sendo esta sua possivel

origem. Este satélite é exclusivo da espécie H. malabaricus, estando ausente até mesmo em espécies
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préximas como Hoplias lacerdae (Ferreira et al., 2007; Blanco et al., 2010), e é representado por FISH
em todos os cariomorfos de H. malabaricus, com diferengas entre o nimero de sitios entre estes
(Blanco et al., 2010; Cioffi et al., 2010, 2011, 2013; Cioffi e Bertollo, 2010; Oliveira et al., 2018),
tornando este satDNA um bom marcador citogenético para o grupo, demonstrando a evolugdo
cariotipica entre os cariomorfos de H. malabaricus (Cioffi et al., 2009).

O surgimento do Repeat Explorer (Novak et al., 2013) e mais recentemente do TAREAN (Novak
et al.,, 2017) impulsionou de forma significante o estudo de satDNAs em peixes da ordem
Characiformes. A primeira espécie deste grupo a ter seu satelitoma descrito foi P. paranae, contendo
um total de 45 familias de DNAs satélites (Silva et al., 2017). Diversos destes satDNAs descritos foram
encontrados por FISH nos cromossomos desta e de duas espécies relacionadas, além de evidenciar
as diferencas entre o conteudo de satDNAs nos cromossomos Bs de P. paranae, P. bockmanni e P.
fasciatus (Silva et al., 2017). Em continuidade aos estudos relacionados a cromossomos B, foram
caracterizadas 51 familias de satDNAs satélites para P. lineatus (Stornioli et al., 2021). O mapeamento
por FISH apresentou um grande acumulo de DNAs satélites nas trés variantes de cromossomos B da
espécie, um fato que é explicado devido a sua natureza ndo recombinante e a predominancia de
regidoes heterocromdticas nestes elementos (Camacho et al.,, 2000). Outro importante dado
levantado por Stornioli et al. (2021) é a possivel origem do cromossomo B em P. lineatus, a partir do
par 4 de autossomos, visto que o satDNA PliSat05-178 foi observado exclusivamente nos

cromossomos B e nos dois autossémicos do par.

Outros trabalhos destacam-se na satelitdmica de peixes Neotropicais, como por exemplo o
catdlogo desenvolvido para M. macrocephalus formado por 164 satDNAs, sendo este o maior
satelitoma caracterizado em peixes neotropicais (Utsunomia et al., 2019). Neste caso, foi possivel
observar uma maior concentragdo de DNAs satélites em fémeas da espécie (1.46% do genoma a
mais, ao se comparar ao macho), com trés satélites exclusivos da biblioteca feminina, além do
satélite mais abundante da espécie, o MmaSat01-566, ser apresentado em uma proporg¢do maior no
landscape feminino. Corroborando com estes dados, 14 dos 30 DNAs satélites analisados por
Utsunomia et al. (2019) apresentaram sinais de FISH somente no cromossomo W da espécie,
possibilitando a criacdo de ferramentas ndo invasivas para sexagem de individuos de M.
macrocephalus, como a combinacdo de um satélite pertencente a um par autossomico
(MmaSat9837) com um W-especifico (MmaSat97-39) na técnica de FISH. Seguindo a abordagem de
DNAs satélites em cromossomos sexuais, Kretschmer et al., 2022, realizou a descri¢cdo do satelitoma

da espécie Triportheus auritus e mapeamento por FISH dos satélites com abundancia diferencial
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entre machos e fémeas nesta espécie e em mais duas da familia Triportheidae. Pela técnica de FISH
foram revelados 15 DNAs satélites W-especificos em T. auritus, ocorrendo uma acumulagdo de DNAs
satélites neste cromossomo. O FISH comparativo entre as trés espécies apresentou a trajetéria do
cromossomo sexual para este grupo, visto que esta familia possui uma origem em comum em seus

cromossomos sexuais ZW.

Apesar do crescente interesse em satelitomas de peixes, estudos comparativos ainda sao
escassos, estando presentes apenas na familia Characidae (Goes et al., 2022) e Serrasalmidae (Goes
et al., 2023), além da descricdo do CharSat01-52, um satélite conservado para toda a ordem
Characiformes (dos Santos et al., 2021). A andlise comparativa entre trés satelitomas de peixes da
familia Characidae (P. fasciatus, P. bockmanni e A. lacustris), em conjunto ao ja publicado satelitoma
de P. paranae demonstrou uma alta similaridade entre as bibliotecas de DNAs satélites entre esses
dois géneros, com 10 satélites presentes em todas as espécies (Goes et al., 2022), Além do reforco a
hipdtese library, esse trabalho acrescentou informagdes acerca do DNA satélite As51, que representa
o mais abundante DNA satélite em P. paranae, P. fasciatus e P. bockmanni, sendo possivel verificar a
origem desta variante anteriormente a diferenciacdo de Psalidodon e Astyanax, e posterior
surgimento de novas variantes em Psalidodon (Goes et al.,, 2022). Recentemente, o estudo
comparativo entre os catalogos de Colossoma macropomum e Piaractus mesopotamicus
demonstrou o compartilhamento de 21 satDNAs entre esses dois géneros, demonstrando que a
baixa diferenciacdo de satDNAs nesse grupo pode se relacionar a estabilidade cariotipica observada
nesses peixes (Goes et al., 2023). Além disso, esse trabalho também evidenciou o compartilhamento
de sequéncias consensos de 10 satDNAs descritos em Serrasalmidae com pelo menos outra familia
de Characiformes, expandindo o conhecimento sobre a manutencao de satDNAs, em especial os
curtos, ao longo de grupos divergidos ha muito tempo (Goes et al., 2023).

Como demonstrado, a descricdo de novos catalogos de satDNAs para peixes neotropicais
pode trazer novas informacgdes relacionadas a diversificacao de cariétipos e cariomorfos, surgimento
de cromossomos B e evolucdo de sistemas sexuais. Em especial, a comparacdo de catalogos, além
de permitir o melhor entendimento da evolugao dessas sequéncias, revela importantes informacdes
sobre a histéria evolutiva dos grupos. Nesse sentido, Characiformes ainda guarda familias que
apresentam grande interesse evolutivo. Uma das mais representativas nessa questdo é a familia
Erythrinidae, que apresenta um vasto histérico de estudos citogenéticos e ainda nao avaliada em

relacdo ao seu contetdo ou compartilhamento de satDNAs entre seus géneros.
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1.5 Familia Erythrinidae e sua importancia para citogenémica

A familia Erythrinidae é composta por apenas trés géneros: Erythrinus (Scopoli, 1777), Hoplias
(Gill, 1903) e Hoplerythrinus (Gill, 1895), com cerca de 20 espécies descritas (Eschemeyer e Fricke,
2023). Apesar de conter um numero de espécies reduzido, os individuos desse grupo apresentam
ampla distribuicao por toda a América do Sul, fato que, em conjunto ao habito de vida sedentario
desses animais, leva a existéncia de diversas barreiras para o fluxo génico dessas populagdes (Reis et
al., 2003). Essa condigdo é particularmente importante para os peixes da familia Erythrinidae, que
demonstram diferenciacdo cromossémica especificas de algumas populacdes (Bertollo et al., 2000;
Cioffi et al., 2012). Conhecidos popularmente como “Trairas”, esse grupo é foco de estudos
citogenéticos a mais de 40 anos, devido a presenca de grande variabilidade cariotipica, variando
entre taxons com diversos cariomorfos diferentes e outros com estruturas cariotipica conservadas
(Bertollo, 1978, 2000, 2007; Santos et al., 2009; Blanco et al., 2010), além da ampla gama de sistemas
sexuais presentes nessa familia, sendo estes bem delimitados ou comprovadamente em estdgios
iniciais de diferenciacdo (Bertollo et al., 2000, 2007; Cioffi e Bertollo, 2010; Cioffi et al., 2012, 2017,
Martinez et al., 2016; Sember et al., 2018).

Especificamente no género Hoplias, H. malabaricus é uma das espécies mais estudadas do
ponto de vista citogenético, devido a sua significante variabilidade cariotipica, com presenca de sete
cariomorfos distintos (A-G) (Bertollo et al., 2000; Cioffi et al., 2012). A presenca de diferentes
sistemas sexuais é fundamental para a descricao desses cariomorfos, com 2n = 42 para o cariomorfo
A, sem a presenca de um sistema sexual definido (Sember et al., 2018); 2n = 42 para o cariomorfo B,
com sistema sexual XX/XY (Fenocchio et al., 2000; Cioffi et al., 2010); 2n = 40 para o cariomorfo C,
com sistema sexual XY, apesar desses cromossomos nao estarem diferenciados morfologicamente
(Cioffi e Bertollo, 2010); 2n = 40 em fémeas do cariomorfo D, enquanto os machos desse cariomorfo
apresentam 2n = 39, devido a um sistema sexual X1X2Y (Bertollo et al., 1997; Cioffi e Bertollo, 2010);
2n = 42 para o cariomorfo E (Bertollo et al., 2000); 2n = 40 para o cariomorfo F, com um sistema XY
recente (Freitas et al., 2018) e 2n = 40 para fémeas do cariomorfo G, enquanto os machos
apresentam 2n = 41, devido a um sistema sexual XY1Y; (Oliveira et al., 2018). Apesar de evidéncias
apontarem uma relacdo préxima entre os cariomorfos E, F e G (Bertollo et al., 2000), uma gama de
analises citogenéticas e moleculares, incluindo DNA barcode, levam a hipétese de H. malabaricus
representar um “complexo de espécies” (Santos et al., 2009; Cavallaro et al., 2000; Cioffi et al., 2012;

Marques et al., 2013). Reforcando essa hipotese, apesar da existéncia de cariomorfos diferentes
21



vivendo em simpatria, hibridos entre estes ndo sdo observados (Dergam et al., 1998, 2002), com a
excegdo esporadica de um caso de hibridizagao seguido de aumento da ploidia (Utsunomia et al.,
2014).

A mesma variagao cromossémica pode ser encontrada em espécies dos géneros restantes de
Erythrinidae, como Erythrinus erythrinus e Hoplerythrinus unitaeniatus. Nestes casos, existe a
variagcdo de numero diploide entre 2n = 48 a 2n = 52 em H. unitaeniatus (Giuliano-Caetano et al.,
2001; Diniz e Bertollo, 2003; Rosa et al., 2012) e variacdo entre 2n = 54 a 2n = 52 em E. erythrinus,
devido a presenca de 4 cariomorfos nessa espécie (A, B, C e D), com sistemas sexuais X1X1X2X2/X1X2Y
(Bertollo et al., 2004; Cioffi et al., 2010; Martins et al., 2013). Devido ao modo de vida desses animais,
gue leva a existéncia de grande variabilidade cariotipica nos trés géneros de Erythrinidae, essa
familia representa um marco para o estudo da citogenética de peixes neotropicais. Sendo assim, este
grupo apresenta grande potencial para o estudo de satelitomas, levando a um maior
compreendimento da manutencdao de satDNAs ao longo de espécies e cariomorfos tdo variaveis,

resultado da dinamica evolutiva desses animais

2 OBIJETIVOS

Diante do proposto e tendo em vista a relevancia crescente de andlises comparativas
relacionadas a sequencias de DNA ndo codificantes, além da recente caracteriza¢do do satelitoma
de H. malabaricus, cariomorfo D (Toma et al., in prep.), o presente trabalho teve como objetivo
aumentar o conhecimento da biologia estrutural e evolutiva das familias de DNA satélites dentro da
familia Erythrinidae, através da caracterizacdo de cinco novos satelitomas, representantes dos
géneros Hoplias, Hoplerythrinus e Erythrinus, preenchendo as lacunas existentes para a comparacgao
completa de todos os géneros deste grupo e melhor entendimento da dindmica evolutiva dessas

sequéncias e seu papel na evolugdo cromossdmica desses animais. Para isso, pretendemos:

=» Caracterizar cinco satelitomas adicionais de individuos do género Erythrinus (E.
erythrinus cariomorfo A), Hoplerythrinus (H. unitaeniatus) e Hoplias (Hoplias intermedius, H.
malabaricus cariomorfos F e G), visando produzir um panorama mais completo da abundancia e

riqueza de DNAs satélites nos géneros da familia Erythrinidae.

=>» Caracterizar o nivel de similaridade através da comparac¢do dos catalogos de DNAs

satélites produzidos neste trabalho em conjunto ao catdlogo produzido para a espécie H.
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malabaricus (cariomorfo D), visando diagnosticar o nivel de similaridade entre os catdlogos de

individuos de diferentes espécies e géneros dentro da familia Erythrinidae.

=>» |dentificar, especificamente em H. malabaricus, possiveis satélites com abundancias
diferenciais em cada cariomorfo analisado (D, F e G), visando identificar um provavel papel dos DNAs

satélites na diversificagdao dos cariomorfos observados nessa espécie.

=» Mapear a localizacdo cromossGmica dos satélites que eventualmente estejam
conservados para diferentes espécies ou cariomorfos, visando diagnosticar uma possivel correlagdo

entre manutencao dessas sequéncias e localizacdo cromossémica.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Material

No presente trabalho foram analisados individuos representantes dos trés géneros da familia
Erythrinidae. Foram coletados individuos de E. erythrinus (cariomorfo A), H. unitaeniatus, H.

intermedius e H. malabaricus (cariomorfos F e G). Todas as mostras foram cedidas pela Universidade

Federal de Sdo Carlos, através do Prof. Dr. Marcelo de Bello Cioffi.
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Figura 1: Espécies da familia Erythrinidae analisadas, H. intermedius (A), H. malabaricus (B), E. erythrinus

(C) e H. unitaeniatus (D). Fontes: FishBase

(https://www.fishbase.se/summary/FamilySummary.php?ID=103) e Encyclopedia of
(https://eol.org/pages/6903).

3.2 Métodos
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3.2.1 Extragao do DNA gendmico total e sequenciamento

A extracdo de DNA genomico (gDNA) total seguiu o método de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico, estabelecido por (Russell e Sambrook, 2001). Para isso, foram utilizados fragmentos de
figado de H. malabaricus (F) (macho), H. malabaricus (G) (fémea), H. intermedius (macho), H.
unitaeniatus (macho) e E. erythrinus (A) (macho). Os DNAs obtidos passaram por checagem de sua
integridade em gel de agarose 1%. Posteriormente, os DNAs obtidos foram enviados para o
sequenciamento de short reads (2x 150bp paired-end) na plataforma BGISEQ-500, da BGI (BGI

Shenzhen Corporation, Shenzhen, China).

3.2.2 Caracterizagao dos satelitomas por TAREAN

A caracterizacdo dos satelitomas de H. malabaricus (F), H. malabaricus (G), H. intermedius, H.
unitaeniatus e E. erythrinus foram realizadas utilizando o software TAREAN (Novak et al., 2017).
Todas as bibliotecas utilizadas passaram por uma etapa de filtragem de qualidade e corre¢do nos
tamanhos dos reads, utilizando o software Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Apds essa etapa, foi
realizada uma selecdo aleatéria de 2x 500.000 reads, para a clusterizagdo no TAREAN.
Posteriormente, as sequéncias apontadas como sendo em tandem pelo output do TAREAN foram
filtradas da biblioteca original, utilizando o software DeconSeq (Schmieder e Edwards, 2011). Apds a
retirada das sequéncias ja identificadas pelo TAREAN, uma nova amostragem de 2x 500.000 reads
foi realizada, com posterior clusterizacdao pelo TAREAN. Cada ciclo que resulta em um output do
TAREAN com satélites putativos é denominado iteracdo, e esse processo é repetido até que nenhuma

sequéncia em tandem seja identificada pelo TAREAN.

3.2.3 Filtragem de familias multigénicas e eliminag¢ao de redundancias

Apés a finalizacdo das iteragdes no TAREAN, foi realizada uma filtragem buscando familias
multigénicas que porventura possam ter sido caracterizadas pela metodologia. Para isso, foram
utilizadas sequéncias das familias multigénicas 5S rDNA, 18S rDNA, 25s rDNA, Histona H1 e genes
U1, U2, U4, U5 e U6, utilizando o software Geneious v. 8.1 e qualquer sequéncia similar as familias

multigénicas citadas foram descartadas. A seguir, foi realizada uma analise comparativa dentro de
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cada catalogo obtido pelo TAREAN visando verificar a similaridade entre suas prdprias sequéncias,
buscando possiveis redundancias. Para isso, foi utilizado o software RepeatMasker
(https://github.com/ fjruizruano/satminer/blob/master/rm_homology.py) seguindo os padrdes
estabelecidos por (Ruiz-Ruano et al., 2016), com sequéncias com acima de 95% de similaridade
sendo consideradas as mesmas variantes de um satélite, similaridade entre 80% e 95% consideradas

variantes de um mesmo satélite e similaridade entre 50% e 80% consideradas superfamilias.

3.2.4 Caracterizacao de abundancia e divergéncia dos satDNAs.

Apdbs a caracterizacao pelo TAREAN e a devida filtragem para familias multigénicas e
redundancias, foi utilizado o software RepeatMasker (Smit et al., 2017) utilizando a ferramenta
“cross_match”, para o estudo da abundancia e divergéncia de cada um dos satDNAs encontrados
nos novos satelitomas. Para isso, foi utilizado uma amostra de 10 milhdes de reads de cada biblioteca
e o resultado da abundancia foi calculado através de uma proporcao entre a quantidade de reads
mapeados de cada satélite dividido pelo total de nucleotideos utilizado na analise. Com esse
resultado, os satDNAs foram classificados em ordem decrescente de abundéancia, e renomeados com
uma abreviacdo para cada espécie (Hin para H. intermedius, Hun para H. unitaeniatus e Eer para E.
erythrinus A) em adicdo ao termo “Sat” e o numero do catalogo, em ordem decrescente de
abundancia, além de seu tamanho em pares de base (HmfSat01-139, por exemplo) como proposto
por Ruiz-Ruano et al., 2016. Para os catdlogos descritos para os cariomorfos de Hoplias, houve uma
adaptacdo da regra de nomenclatura visando diferenciar os catdlogos. Os nomes formados pela
primeira letra do género, em maiusculo, seguido da primeira letra epiteto especifico em conjunto a
letra do cariomorfo especifico (Hmf para H. malabaricus F, Hmg para H. malabaricus G,). Também
utilizando o RepeatMasker, a divergéncia média das sequéncias foi calculada utilizando a distancia
entre essas sequéncias. Para isso, foi utilizado o pardmetro Kimura-2, tendo como base o script

calcDivergenceFromAlign.py, pertencente ao RepeatMasker (Smit et al., 2017).

3.2.5 Comparagdo entre os satelitomas descritos

De forma semelhante a busca por redundancias nos catalogos descritos, realizamos uma
comparacdo global de todos os satélites descritos em H. malabaricus (F), H. malabaricus (G), H.

intermedius, H. unitaeniatus e E. erythrinus (A), em conjunto com o satelitoma de H. malabaricus (D)

25



(Toma et al., in. prep.). Para isso, também utilizamos o software RM_homology (https://github.com/
firuizruano/satminer/blob/master/rm_homology.py), com uma etapa adicional de alinhamento
utilizando o software Geneius 8.1, utilizando a opc¢do de novo assemble. Os critérios para a
confirmacao do compartilhamento de um satDNA entre dois satelitomas foi o mesmo descrito por
(Ruiz-Ruano et al., 2016), sendo considerados satDNAs compartilhados aqueles que estabelecem no

minimo uma relagdo de superfamilia (acima de 50% de similaridade).
3.2.6 Selec¢ao dos satDNAs para FISH e desenho de primers

A selecdo dos satDNAs para o mapeamento cromossOmico seguiu alguns critérios, sendo o
primeiro deles a exclusdo de satDNAs exclusivos de apenas um grupo. A partir dai, selecionamos
satDNAs para a FISH de acordo com cinco categorias: 1- satDNAs compartilhados entre os seis
grupos; 2- satDNAs compartilhados apenas entre os trés cariomorfos de Hoplias; 3- satDNAs
compartilhados entre todos os catdlogos do género Hoplias; 4- satDNAs compartilhados entre H.
unitaeniatus e E. erythrinus.

O desenho de primers foi realizado utilizando o software Geneious 8.1, seguindo critérios
relacionados ao tamanho do satDNA. Para satélites com menos de 600bp foram desenhados primers
divergentes, enquanto para satDNAs maiores de 600bp foram desenhados primers convergentes
(Figura 2). A qualidade dos primers foi checada utilizando o Multiple Primer Analyzer (ThermoFisher

Scientific), visando evitar o auto pareamento e formacdo de grampos.

a ‘Reverse Foward )

SatDNA < 600bp
b

Foward ) Aproximadamente 600bp Geverse

SatDNA > 600bp

Figura 2: Confeccdo de primers divergentes para satélites menores de 600bp (a) e convergentes para
satélites maiores de 600bp (b).

3.2.7 Obtencao de cromossomos mitoticos
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A obtenc¢do de cromossomos mitdticos seguiu os procedimentos estabelecidos por Bertollo
et al., 2015 e Foresti et al., 1981. Previamente, foi realizado o estimulo a mitose, com aplicacdo de
fermento bioldgico na musculatura dorsolateral dos animais, seguindo o protocolo estabelecido por
Oliveira et al., 1988. Apds 48 horas, os animais foram submetidos ao tratamento com Colchicina (1
ml de solugdo a 0,005%/ 100 gramas de peso), por 45 minutos. Apds anestesiados, os animais foram
sacrificados e fragmentos do rim anterior foram retirados, visando obter uma suspensdo celular e
hipotonizagao das células, em solucao de cloreto de Potdssio (KCL) 0,075M durante 21 minutos a

362C. A fixacdo do material foi feita utilizando solu¢do de metanol (3 partes) e acido acético (1 parte).

3.2.8 PCRs e marcagao das sondas

As reacdes de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas para cada um dos
satDNAs, a partir do DNA gendmico de H. malabaricus (F) e E. erythrinus (A), devido a maioria dos
primers desenhados servirem para a todas as espécies que compartilhavam os satDNAs. Diferentes
diluicGes de DNAs foram utilizadas (10%, 1% e 0,1%), e as reagdes seguiram os seguintes parametros:
1x PCR Buffer, 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de dNTP, 0,1 uM de Primer A + Primer B, 0,1U de Taq
polimerase e 100ng de DNA genémico, em uma reagao total de 12,5 ul. A marca¢ao das sondas foi
realizada com kit de Nick-Translation mix (Roche, Manheim, Alemanha), utilizando Atto550-dUTP
(vermelho), Atto488-dUTP (verde), Atto425-dUTP (ciano) e Atto680-dUTP (amarelo).

Devido ao alto numero de satélites, as rea¢cdes em termociclador variaram de acordo com os
parametros exigidos para cada DNA satélite. Todas as amplificacdes foram checadas em gel de

agarose 2%. Um resumo das reagoes aplicadas encontra-se no esquema abaixo:

95°C =» 5min

*95°C = 20s

*54°C -58°C =» 15s
*72°C =» 15-36s

72°C =» 14min.
* Repetidos em ciclos por 30 vezes
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3.2.9 Hibridizagao in situ fluorescente (FISH)

O procedimento de hibrida¢do seguiu o protocolo de alta adstringéncia (Yano et al., 2017,
Sassi et al., 2022). O tratamento inicial das laminas envelhecidas a temperatura ambiente overnight
ou a 60 °C por 1h, foi realizado utilizando 100 ul de solugdo de RNAse (10 pug/ml) em camara umida
a 379C por 1h. Apds esta etapa, uma lavagem em PBS 1x por agitacdo foi realizada, com o
subsequente tratamento em 100 pl de solugao de Pepsina (495 ul de H20 milig autoclavada + 5 pl
HCI 1M + 1,5 pl Pepsina (20mg/ul)). Apds essa etapa, uma nova lavagem com PBS 1x foi realizada,
seguida de uma lavagem em série alcodlica, utilizando alcool a 70%, 85% e 100%, por dois minutos
em cada. As laminas foram desnaturadas utilizando o tratamento com Formamida 70%, por 3min e
15s a 722C, com posterior lavagem em série alcodlica como anteriormente, com o dlcool 70% gelado.
O mix de hibridiza¢do conteve 2 pl de cada sonda desejada, além de uma quantidade de hybridization
buffer (2g sulfatodextrano em 10 ml de 50% formamida em 2xSSC/50 mM), completando 20 ul de
solucdo, desnaturada em termociclador a 862C por 10 min e resfriado a 4 °C por pelo menos 2 min
antes da aplicagdao. Apds a aplicagdao do mix de hibridagao em cada lamina, estas foram incubadas a
372C em camara Umida, por um periodo overnight. Apds isso, as laminas foram lavadas em 1xSSC a
652C e solucdo de 4xSSC/Twen (4xSSC, 0,05% Tween 20) a temperatura ambiente, ambos por 5
minutos em agitacdo. Finalmente, apds uma lavagem em 1xPBS por um minuto e desidratacao em

série alcdolica, as laminas foram coradas com 20 ul de DAPI + Antifading.

3.2.10 Produgdo de Minimum spanning trees (MST).

Visando analisar os padrdes de abundancia e divergéncia de haplétipos, satélites conservados
para os seis grupos analisados foram selecionados para construcdo de minimum spaning trees
(MSTs). Devido a limitagGes técnicas, essa andlise incluiu apenas satélites com sequéncias consensus
menores do que 150 pb. Para isso, foram realizadas amostragens aleatdrias de 2 x 500.000 reads das
bibliotecas gendmicas de cada grupo, para a filtragem de monémeros de cada satDNA selecionado,
com a excecao de satDNA pouco abundantes (HmfSat45-56 e Hmf52-49), em que 2 x 1.000.000 de
reads foram utilizados na amostragem aleatdria. Apds a obtencdo de reads correspondentes a
monomeros dos satDNAs selecionados, foi realizado o alinhamento destes com dimeros dos
respectivos satDNAs, e a regido central do mondmero correspondente foi extraida para as analises

seguintes. Apds isso, os singletons foram retirados, utilizando o software CD-HIT (Fu et al., 2012), e
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os monbmeros restantes foram utilizados para a construcdao das MSTs, utilizando o software

PHYLOVIZ (Nascimento et al., 2016).

4 RESULTADOS

4.1 Andlises citogenéticas

Individuos de H. malabaricus (F), H. malabaricus (G), H. intermedius, H. unitaeniatus e E.
erythrinus (A) foram amostrados e submetidos aos métodos de obtengao de cromossomos
metafasicos in vivo. As amostras utilizadas foram selecionadas independente do sexo. Os nimeros
diploides obtidos foram: 2n = 40 para H. malabaricus (F), 2n = 40 para H. malabaricus (G), 2n = 50

para H. intermedius, 2n = 52 para H. unitaeniatus e 2n = 54 para E. erythrinus (D) (Figura 3).
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Figura 3: Metafases dos cariomorfos de H. malabaricus (F) (a) e H. malabaricus (G) (b), H.
intermedius (c), H. unitaeniatus (d), E.erythrinus (e). Barra = 10 um

4.2 Descrigao de cinco novos satelitomas para a familia Erythrinidae

A caracterizacdo dos satelitomas propostos seguiu a pipeline desenvolvida para o software
TAREAN, utilizando as opg¢des padrao. As iteracdes foram realizadas até que nenhum satDNA fosse
recuperado, sendo realizadas trés iteracdes para H. malabaricus (F), H. malabaricus (G), H.
intermedius e H. unitaeniatus, e quatro iteracGes para E. erythrinus (A). Sendo assim, foram
caracterizadas 56 familias de satDNAs para H. malabaricus (F), 45 familias de satDNAs para H.

malabaricus (G), 73 familias de satDNAs para H. intermedius, 40 familias de satDNAs para H.
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unitaeniatus e 49 familias de satDNAs para E. erythrinus. As caracteristicas gerais dos satelitomas

caracterizados encontram-se nas tabelas 2 a 6.

Tabela 2: Caracteristicas gerais do satelitoma de H. malabaricus (F).

SatDNA RUL A+T (%) Abundancia Divergéncia (%)
HmfSat01-139 139 65 0.009206394 10.56
HmfSat02-1894 1894 65 0.008210824 13.51
HmfSat03-46 46 44.4 0.008194474 8.86
HmfSat04-513 513 60.6 0.006027545 3.78
HmfSat05-2936 2936 55 0.00556974 8.13
HmfSat06-453 453 63.4 0.002245702 3.02
HmfSat07-149 149 50 0.001863612 9.13
HmfSat08-2944 2944 55 0.001419167 8.32
HmfSat09-31 31 45.2 0.001339327 10.01
HmfSat10-28 28 53.6 0.001292539 9.4
HmfSat11-1922 1922 60 0.001099455 6.6
HmfSat12-58 58 51.7 0.001007309 2.89
HmfSat13-212 212 58 0.000827472 6.09
HmfSat14-49 49 55.6 0.000759121 5.64
HmfSat15-1192 1192 60 0.000754676 6.07
HmfSat16-702 702 55 0.000701037 1.57
HmfSat17-292 292 62.7 0.000697888 2.61
HmfSat18-84 84 60 0.000564623 14.43
HmfSat19-719 719 60 0.000530547 1.45
HmfSat20-42 42 52.4 0.000526884 5.64
HmfSat21-42 42 50 0.000501426 18.34
HmfSat22-34 34 47.1 0.000488391 13.02
HmfSat23-707 707 48.4 0.000438815 0.81
HmfSat24-217 217 60 0.000424977 7.49
HmfSat25-941 941 55 0.000422212 0.91
HmfSat26-378 378 55 0.000396309 12.49
HmfSat27-53 53 64.2 0.000394314 5.28
HmfSat28-142 142 66.9 0.000391119 7.17
HmfSat29-141 141 60 0.000386276 6.59
HmfSat30-684 684 50.1 0.000366284 1.63
HmfSat31-93 93 55 0.000311843 5.63
HmfSat32-403 403 50 0.00028446 4.25
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HmfSat33-177
HmfSat34-636
HmfSat35-1313
HmfSat36-168
HmfSat37-841

HmfSat38-1394

HmfSat39-57
HmfSat40-457
HmfSat41-177
HmfSat42-192
HmfSat43-129
HmfSat44-186

HmfSat45-56

HmfSat46-50
HmfSat47-326

HmfSat48-42
HmfSat49-322
HmfSat50-199

HmfSat51-83

HmfSat52-49

HmfSat53-41

HmfSat54-35

HmfSat55-47
HmfSat56-126

1313

1394

177
636

168
841

57
457
177
192
129
186

56

50
326

42
322
199

83

49

41

35

47
126

55
60
55
60
55
55
50.9
49.7
60
60
50
55
53.6
58
60
54.8
60
58.8
50
44.4
61.1
48.6
511
52.4

0.000257428
0.000240682
0.000239686
0.00022959
0.000222987
0.00022106
0.000208419
0.00020737
0.00020577
0.000178224
0.000169116
0.00016579
0.000163946
0.000154555
0.000149251
0.000137447
0.000136745
0.000125397
0.000115893
0.00011306
0.000111406
9.17E-05
8.07E-05
7.03E-05

13.84
4.28
3.19
7.96

10.46
1.29
1.71
6.92

11

5.61
2.09
4.67
1.45
2.86
4.73
5.57
4.82
1.86
6.2
4.78
4.57
7.8
9.66

Tabela 3: Caracteristicas gerais do satelitoma de H. malabaricus (G).

SatDNA RUL A+T (%) Abundancia Divergéncia (%)
HmgSat01-58 58 50 0.027450575 2.9
HmgSat02-513 513 60.8 0.01049602 3.91
HmgSat03-46 46 47.8 0.006170622 9.51
HmgSat04-139 139 63.3 0.004969837 12.44
HmgSat05-63 63 38.9 0.002287971 6.81
HmgSat06-260 260 46.5 0.002229842 11.36



HmgSat07-212
HmgSat08-152
HmgSat09-1240
HmgSat10-705
HmgSat11-49
HmgSat12-292
HmgSat13-58
HmgSat14-31
HmgSat15-1140
HmgSat16-696
HmgSat17-719
HmgSat18-84
HmgSat19-141
HmgSat20-42
HmgSat21-206
HmgSat22-941
HmgSat23-168
HmgSat24-42
HmgSat25-322
HmgSat26-620
HmgSat27-1380
HmgSat28-1312
HmgSat29-684
HmgSat30-27
HmgSat31-28
HmgSat32-827
HmgSat33-177
HmgSat34-403

HmgSat35-192

212

152

1240

705

49

292

58

31

1140

696

719

84

141

42

206

941

168

42

322

620

1380

1312

684

27

28

827

177

403

192

58

63.2

59

61.7

46.9

62.7

51.7

41.9

48.4

48.6

51.5

53.6

65.2

54.8

60

63.9

70.8

52.4

74.8

55.6

45.3

52.7

50.1

44.4

53.6

55

71.2

57.8

64.1

0.001908067

0.001585596

0.000874338

0.000862115

0.00076433

0.000702072

0.000687842

0.000645255

0.000576824

0.000564546

0.00054403

0.000504293

0.000461919

0.00045691

0.000445914

0.00035215

0.000329272

0.000304269

0.00029605

0.00027497

0.000271407

0.000270847

0.000265859

0.000248715

0.000235337

0.00020717

0.000203107

0.000191261

0.000186896

6.47

15.85

10.46

16.09

5.22

2.32

2.91

9.18

2.25

1.07

1.32

15.29

591

18.28

7.04

0.73

7.34

5.77

4.37

2.9

0.74

1.42

1.06

10.86

8.3

2.07

11.09

5.93

6.01
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HmgSat36-177
HmgSat37-467
HmgSat38-142
HmgSat39-34
HmgSat40-49
HmgSat41-21
HmgSat42-23
HmgSat43-142
HmgSat44-56

HmgSat45-588

177

467

142

34

49

21

23

142

56

588

65.5

44.4

67.6

47.1

49

71.4

43.5

60

53.6

56.1

0.000173289

0.000173259

0.0001542

0.000153018

0.000144479

0.000140705

0.000133235

0.000129129

0.000115051

0.000114585

16.05

9.41

8.01

7.88

5.82

6.76

14.83

5.96

6.17

12.67

Tabela 4: Caracteristicas gerais do satelitoma de H. intermedius.

SatDNA RUL A+T (%) Abundancia Divergéncia (%)
HinSat01-294 294 62.6 0.042113345 6.27
HinSat02-193 193 60.6 0.028559905 5.8
HinSat03-138 138 28.3 0.009379041 6.25
HinSat04-152 152 62.3 0.00815127 9.72
HinSat05-174 174 70.1 0.005576086 9.31
HinSat06-66 66 40.9 0.004948455 8.54
HinSat07-159 159 27.7 0.004870451 5.32
HinSat08-152 152 65.8 0.003852308 10.25
HinSat09-38 38 47.4 0.002464525 11.44
HinSat10-305 305 64.9 0.002305419 7.44
HinSat11-3739 3739 43.1 0.002278421 6.07
HinSat12-267 267 60.3 0.002039765 5.8
HinSat13-69 69 55.1 0.001677834 8.97
HinSat14-33 33 30.3 0.00128553 15.93
HinSat15-1034 1034 55 0.001243605 2.22
HinSat16-73 73 60.3 0.00121805 6.13
HinSat17-153 153 62.7 0.001115466 9.43
HinSat18-505 505 44.2 0.001055075 9.76
HinSat19-58 58 53.4 0.000984144 1.97
HinSat20-1284 1284 55 0.000808446 5.76
HinSat21-1856 1856 60.8 0.000791266 10.22
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HinSat22-294
HinSat23-923
HinSat24-1122
HinSat25-49
HinSat26-152
HinSat27-1773
HinSat28-34
HinSat29-1013
HinSat30-1591
HinSat31-906
HinSat32-84
HinSat33-296
HinSat34-765
HinSat35-27
HinSat36-21
HinSat37-30
HinSat38-1972
HinSat39-405
HinSat40-42
HinSat41-50
HinSat42-168
HinSat43-1062
HinSat44-686
HinSat45-598
HinSat46-885
HinSat47-1393
HinSat48-54
HinSat49-273
HinSat50-175
HinSat51-30
HinSat52-42
HinSat53-106
HinSat54-685
HinSat55-61
HinSat56-42
HinSat57-815
HinSat58-378
HinSat59-219
HinSat60-1510

294
923
1122
49
152
1773
34
1013
1591
906
84
296
765
27
21
30
1972
405
42
50
168
1062
686
598
885
1393
54
273
175
30
42
106
685
61
42
815
378
219
1510

63.9
60
55.9
46.9
67.1
58.4
55.9
49.8
61.2
55
53.6
64.9
55
55.6
52.4
60
60
56.5
50
64
70.2
54.7
49.3
56
51.4
45.8
48.1
57.9
69.1
46.7
50
58.5
52.6
65.6
50
67.6
55.3
53.4
60

0.000766709
0.000703258
0.000546758
0.000539588
0.000539559
0.000520975
0.000509009
0.000452142
0.00043092
0.000424033
0.000408506
0.00038673
0.00035709
0.000353442
0.000351965
0.000347533
0.000345755
0.000312836
0.000302744
0.000285113
0.000284341
0.00028281
0.000281238
0.000267935
0.000262126
0.000262046
0.000253195
0.000245606
0.000224826
0.000212737
0.00019782
0.000196661
0.000193752
0.000180517
0.000178757
0.000175168
0.000174956
0.000170101
0.000163511

53
1.45
2.76
6.29

7.6
8.14

16.39
1.02
0.56
1.44

17.24
7.67
1.04
5.76
6.56
8.31

2.4

4.71
14.03
2.95
8.38
0.71
0.81
4.39
5.73
0.63
8.09
7.27
11.24
2.37
3.94
1.98
7.57
16.86
8.67
4.14
4.81
6.71
1.16
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HinSat61-20 20 55 0.000163015 17.48

HinSat62-51 51 66.7 0.000157135 10.23
HinSat63-512 512 60.7 0.000128542 4.82
HinSat64-143 143 71.3 0.000123427 6.23
HinSat65-47 a7 59.6 0.000122971 3.51
HinSat66-56 56 53.6 0.000121791 5.12
HinSat67-60 60 66.7 0.000113381 6.33
HinSat68-49 49 44.9 0.000106068 3.41
HinSat69-41 41 61 0.000101313 3.01
HinSat70-50 50 58 9.63E-05 2.14
HinSat71-322 322 73.3 9.50E-05 10.78
HinSat72-21 21 47.6 9.01E-05 0.48
HinSat73-232 232 56.5 8.31E-05 7.99

Tabela 5: Caracteristicas gerais do satelitoma de H. unitaeniatus.

SatDNA RUL A+T (%) Abundancia Divergéncia (%)
HunSat01-130 130 68.5 0.007945853 4.2
HunSat02-141 141 61.7 0.005153603 8.04

HunSat03-85 85 60 0.005087716 10.12
HunSat04-45 45 38.9 0.004078272 2.71
HunSat05-44 44 47.7 0.00237464 10.96
HunSat06-86 86 48.8 0.001962165 6.95
HunSat07-33 33 63.6 0.00146289 4.15
HunSat08-51 51 64.7 0.000767729 3.86
HunSat09-43 43 55.8 0.000687789 4.14
HunSat10-177 177 64.4 0.000586401 11.46
HunSat11-49 49 49 0.000533146 6.57
HunSat12-41 41 48.8 0.00051128 11.25
HunSat13-56 56 554 0.00047154 4.46
HunSat14-31 31 41.9 0.000456787 8

HunSat15-48 48 52.1 0.000433383 6.06
HunSat16-820 820 53.5 0.000403238 15.63
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HunSat17-923

HunSat18-1053

HunSat19-958
HunSat20-42
HunSat21-700
HunSat22-62
HunSat23-152
HunSat24-92
HunSat25-653
HunSat26-43

HunSat27-1752

HunSat28-23
HunSat29-764

HunSat30-1096

HunSat31-31
HunSat32-427
HunSat33-49
HunSat34-98
HunSat35-214
HunSat36-142
HunSat37-32
HunSat38-63
HunSat39-369
HunSat40-58

923
1053
958
42
700
62
152
92
653
43
1752
23
764
1096
31
427
49
98
214
142
32
63
369
58

53.4
55.2
64.4
52.4
51.9
54.8
61.8
66.3
55
58.1
49.7
52.2
47
60
48.4
56
51
50
52.3
71.8
50
50.8
61
55.2

0.000382169
0.000365779
0.000360095
0.000311904
0.000321884
0.000273588
0.00026705
0.000249978
0.000246734
0.000214082
0.000207505
0.000207017
0.000185375
0.000168512
0.000150241
0.000122164
0.00012124
0.000115088
0.000114939
0.000113669
0.000113562
0.00011342
8.96E-05
8.89E-05

4.25
5.11
2.38
4.63
9.11
2.15
18.15
7.74
8.77
3.29
4.33
5.88
1.5
2.17
5.61
6.05
6.11
2.1
7.71
10.68
7.74
1.38
7.12
10.22
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Tabela 6: Caracteristicas gerais do satelitoma de E. erythrinus (A).

SatDNA RUL A+T (%) Abundancia Divergéncia (%)
EerSat01-242 242 56.2 0.009269251 6.78
EerSat02-130 130 68.5 0.00878756 4.28
EerSat03-141 141 61.7 0.006156787 7.59

EerSat04-45 45 44.4 0.0003664956 2.79
EerSat05-473 473 62.2 0.001704209 10.14
EerSat06-111 111 60 0.000128471 4.8

EerSat07-31 31 41.9 0.000937735 7.26

EerSat08-51 51 64.7 0.000935156 3.74

EerSat09-41 41 51.2 0.000610733 11.17

EerSat10-43 43 55.8 0.000596528 4.28
EerSat11-871 871 53.6 0.000586566 4.8

EerSat12-49 49 49 0.000533559 6.67
EerSat13-691 691 52.8 0.00053318 9.28
EerSat14-177 177 44.4 0.00053005 11.03
EerSat15-835 835 53.8 0.000484409 12.85

EerSat16-84 84 53.6 0.000446449 16.52

EerSat17-56 56 60 0.000438513 4.74
EerSat18-1053 1053 55.1 0.000403777 4.9
EerSat19-958 958 63.5 0.000396183 24

EerSat20-48 48 52.1 0.000395122 5.41

EerSat21-94 94 60 0.000342821 7.96
EerSat22-152 152 59.9 0.000324135 16.92

EerSat23-62 62 44.4 0.000307026 1.97
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EerSat24-42

EerSat25-1767

EerSat26-31

EerSat27-43

EerSat28-1019

EerSat29-772

EerSat30-21

EerSat31-14

EerSat32-940

EerSat33-214

EerSat34-921

EerSat35-76

EerSat36-1270

EerSat37-905

EerSat38-31

EerSat39-49

EerSat40-59

EerSat41-583

EerSat42-39

EerSat43-427

EerSat44-80

EerSat45-28

EerSat46-50

EerSat47-32

EerSat48-52

EerSat49-389

42

1767

31

43

1019

772

21

14

940

214

921

76

1270

905

31

49

59

583

39

427

80

28

50

32

52

389

52.4

49.6

64.5

58.1

45.9

47

57.1

64.3

59.5

53.3

50

55

55

55

48.4

49

44.4

55

48.7

55.7

65

50

65

50

65

61.7

0.000279482

0.000262658

0.000238926

0.00023639

0.0002301

0.000197752

0.000182298

0.000172444

0.000164376

0.000155149

0.000155028

0.000147384

0.000141402

0.000141098

0.000134339

0.00013065

0.000126351

0.00012056

0.000119666

0.000115252

0.000114391

0.000109812

0.000109477

0.000104942

9.57E-05

7.09E-05

4.56

3.7

10.64

3.28

1.73

1.46

7.28

10.36

6.99

6.51

2.62

5.66

2.47

2.36

6.07

541

1.05

4.46

7.84

3.11

2.12

6.04

9.61

7.13

2.79

7.99
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A maior variacao de comprimento das unidades repetidas (RUL — repeat unit lenght) (Tabela
7) foi observada em H. intermedius, com o tamanho das unidades variando entre 3739bp e 20bp
(mediana = 168), sendo o HinSat11-3739, presente em H. intermedius o maior satélite observado
dentre os catdlogos descritos. Para as demais espécies, a variacdo do tamanho das unidades
observadas foram: 2944bp a 28bp para H. malabaricus (F) (mediana = 177), 1380bp a 21bp para H.
malabaricus (G) (mediana = 177), 1752bp a 23bp para H. unitaeniatus (mediana = 85) e 1767bp a
14bp para E. erythrinus (mediana = 84), sendo o EerSat31-14 o menor satélite caracterizado para os
catdlogos descritos. Houve a predominancia de satélites longos (> 100bp) para todos os catdlogos
descritos do género Hoplias, com esta fracdo das familias de satDNAs representando 64,28% do
satelitoma de H. malabaricus (F), 64,44% do satelitoma de H. malabaricus (G) e 61,64% do satelitoma
de H. intermedius. Entretanto, observou-se um equilibrio entre satDNAs longos e curtos em H.
unitaeniatus e E. erythrinus (A), com satDNAs longos representando 57,51% e 53,06% destes
catdlogos, respectivamente.

A andlise do conteudo A+T demonstrou uma leve tendéncia a satDNAs ricos em A+T para os
cinco catdlogos descritos, com médias de 55.5 para H. malabaricus (F), 55.65 para H. malabaricus
(G), 56.08 para H. intermedius, 55.08 para H. unitaeniatus e 54.96 para E. erythrinus (A). A maior
variacao foi observada em H. intermedius, com conteddo A+T variando entre 27,7% entre 71,3%. Os

dados encontram-se resumidos na tabela 7 e Figura 4.

Tabela 7: Médias e variagoes de contetiido A+T dos satelitomas descritos.

Espécie A+T (%) médio Variacdo A+T (%) Varia¢dao RUL
H. malabaricus (F) 55.5 44.4-66.9 28bp —2944bp
H. malabaricus (G) 55.65 38.9-74.8 21bp — 1380bp
H. intermedius 56.08 27.7-71.3 20bp —3739bp
H. unitaeniatus 55.08 38.9-71.8 23bp —1752bp
E. erythrinus (A) 56.96 41.9-68.5 14bp —1767bp
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Figura 4: Representacdo grafica da variacao do conteudo A+T e RUL dos satelitomas descritos neste
trabalho. A esquerda, satDNAs, em ordem crescente de conteudo A+T (eixo X) e conteido A+T em
porcentagem (eixo Y). A direita, tamanho das sequéncias (eixo X) e contagem de satDNAs daquele
tamanho (eixo Y).

As andlises comparativas entre os satDNAs de cada catdlogo revelaram a presenca de
superfamilias (SF) para todos os grupos. Foram descritas sete superfamilias para H. intermedius, seis
superfamilias para H. malabaricus (G), cinco superfamilias para H. unitaeniatus e quatro

superfamilias para H. malabaricus (F) e E. erythrinus. Em todos os catdlogos, destaca-se o
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agrupamento de satélites longos em uma mesma superfamilia, além da similaridade entre satélites
curtos e regides de satélites longos. Todos os alinhamentos observados para as superfamilias
encontram-se no material suplementar. Além disso, os satélites HmgSat05-63 e HmgSat14-31,

agrupados na SF3, foram caracterizados como uma high order repeat (HOR) (Figura 5).

7 o

FID1 HigSalls63 B G AN G IGAMRAAVAVATGRATCRTNGIA G 1 141G IAWINEH G APV G TG G IGIAVATAMRSAA A ATCERISGRAY G G I G

2 HmgSatt4-31 11 G IGHATEN G ISNAVGRATATASATCRATGNTNGEA! C 141G G 163G 101 G 101 C BN G IGHAHEN G IERAGRATAVATATON - BEDDER G G AIC
> >

e
1.HmgSatd5-63A AIEGECEAGEARGEACARAACA - CICAGAGAG
2.HmgSat05-63 8 AMECEARACETIECEARARARAACEIEACAGCAG
B>

Figura 5: HOR encontrada entre dois satDNAs em H. malabaricus (G). As setas pretas representam a
repeticdo dos mondmeros do HmgSat14-31, enquanto as setas vermelhas e azuis representam as
sub-reparticoes do HmgSat05-63.

4.3 Comparagao entre os catdlogos de Erythrinidae refletem as relagées filogenéticas do grupo

Utilizando a ferramenta rm_homology, em conjunto a alinhamentos do software Geneious,
utilizando as opg¢des de novo assemble, foi possivel realizar andlises comparativas entre as
sequéncias consensos dos cinco novos catalogos descritos, em conjunto ao satelitoma de H.
malabaricus (D), ja descrito em Erythrinidae (Toma et al., in prep.). Foram considerados satélites
conservados aqueles que apresentaram similaridade entre 50% e 100%, sendo considerados partes
de uma mesma superfamilia (50% - 80%), variantes de um mesmo satélite (80% - 95%) ou mesmas
variantes (95% -100%).

As analises comparativas demonstraram a presenca de familias de satDNAs isoladas por
TAREAN apenas em cariomorfos especificos de H. malabaricus, apesar desses grupos estarem
reunidos em uma mesma espécie. Foram observados 15 satDNAs isolados apenas no catalogo de H.
malabaricus (D), 10 satDNAs apenas em H. malabaricus (F) e 3 satDNAs apenas em H. malabaricus
(G). Destaca-se a grande similaridade entre os catdlogos descritos para os cariomorfos F e G de H.
malabaricus, sendo que 82,2% das sequéncias consensos de satDNAs descritas para H. malabaricus
(G) encontram similaridade com alguma sequéncia consensos no catalogo de H. malabaricus (F),

agrupadas em, no minimo, superfamilias (> 50% de similaridade) (Tabela 8). Apesar de ainda
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apresentar grande similaridade com os catdlogos do cariomorfos F e G, o catalogo descrito para H.
malabaricus (D) apresenta menos compartilhamento de consensos com os outros cariomorfos, com
55,35% de suas sequéncias compartilhadas com o cariomorfo F e 50% de suas sequéncias

compartilhadas com o cariomorfo G (Tabela 8).

Tabela 8: Matriz de similaridade entre o contetido de um satelitoma (horizontal) contra todos os
outros satelitomas analisados (vertical).

HmaSat HmfSat HmgSat HinSat HunSat EerSat

HmaSat 100 55,35 62,2 32,87 22,5 18,36

HmfSat 55,35 100 82,2 39,72 22,5 20,40

HmgSat 50 66,07 100 36,98 20 16,32

HinSat 42,85 51,78 60 100 30 24,48

HunSat 16,07 16,07 17,77 16,43 100 63,26
EerSat 16,07 17,85 17,77 16,43 77,5 100

O catalogo de H. intermedius compartilha mais sequencias consensus com os catadlogos
descritos para H. malabaricus, com compartilhamento de 29 satDNAs entre esta espécie e H.
malabaricus (D) e H. malabaricus (F), e 27 satDNAs compartilhados com H. malabaricus (G) (Figura
6). Apesar de um numero representativo de sequéncias compartilhadas nesses grupos, o alto
numero de satélites descritos por TAREAN apenas em H. intermedius (34 satDNAs), faz com que a
porcdo do satelitoma de H. intermedius representada em outros catalogos do género Hoplias varie
entre 32% (cariomorfo D) e 39% (cariomorfo F).

Os satelitomas de H. unitaeniatus e E. erythrinus (A) mostraram o compartilhamento de 31

sequéncias consensos de satDNAs, sendo a segunda maior taxa de compartilhamento de sequéncias,
com 77.5% dos satélites de H. unitaeniatus sendo compartilhados com E. erythrinus (A) ao nivel de
superfamilia, no minimo. E. erythrinus (A) e H. unitaeniatus representaram os catdlogos mais
divergentes em relacao aos cariomorfos de H. malabaricus e H. intermedius, com, no maximo, 22.5%
de sequéncias compartilhadas com um desses catalogos (12 satDNAs entre H. unitaeniatus e H.

intermedius).

4.4 Compartilhamento de sequéncias consensos revela seis satDNAs conservados na familia

Erythrinidae
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As andlises comparativas para os catalogos descritos de Erythrinidae revelaram a ocorréncia
de seis satDNAs conservados para esta familia, sendo quatro dessas sequéncias consideradas
satélites curtos (<100bp) e as duas restantes, satélites longos (>100bp) (Tabela 9). Destaca-se o fato
de que, na grande maioria dos casos, os satDNAs considerados conservados para todas as espécies
apresentaram uma relacdo de variantes do mesmo satélite (80% a 95% de similaridade) ou mesma
variante (>95%), com excecdo dos satélites HunSat35-214 e EerSat33-214, que apresentam
similaridade de, em média, 70% com os satélites HmaSat51-219, HmfSat24-217 HmgSat21-206 e
HinSat59-219, agrupando-se como uma superfamilia. A maioria das divergéncias observadas entre
os satDNAs considerados conservados para todas as espécies da-se através de substituicbes de
nucleotideos, destacando-se os grupos HmaSat20-49, HmfSat14-49, HmgSat11-49, HinSat25-49,
HunSat11-49 e EerSat12-49; e HmaSat53-56, HmfSat45-56, HmgSat44-56, HinSat66-56, HunSat1356
e EerSat17-56, onde as sequéncias divergem apenas por substituicdo de uma base em H.
unitaeniatus e E. erythrinus (A). Entretanto, no grupo HmaSat23-42, HmfSat20-42, HmgSat24-42,
HinSat52-42, HunSat15-48 e EerSat20-48, a principal divergéncia entre as sequéncias é devida a uma
insercdo de seis bases, ocorrida em H. unitaeniatus e E. erythrinus (A). Todos os alinhamentos
encontram-se no material suplementar.

Além disso, foi possivel observar a conservacao de satDNAs em grupos especificos, sendo
eles: satDNAs conservados em H. malabaricus, satDNAs conservados no género Hoplias, satDNAs
conservados entre os géneros Hoplerythrinus e Erythrinus, e satDNAs conservados em diversas
espécies, mas ausentes em pelo menos um grupo (Figura 6), baseados na analise das sequéncias

consensus.
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malabaricus Hoplias Hoplias, Hoplerythrinus e Erytrinus Hoplerythrinus e Erythriaus
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Figura 6: Mapa de calor dos satélites conservados, divididos em 5 grupos: todas as espécies
analisadas, presentes apenas nos cariomorfos de H. malabaricus, presentes em satelitomas do
género Hoplias, incluindo H. intermedius, satDNAs conservados em diversos grupos, mas nao
presentes em todos, e apenas compartilhados entre H. unitaeniatus e E. erythrinus. Em conjunto,
uma filogenia baseada na quantidade de satDNAs compartilhados entre os grupos, analisando-se
apenas as sequéncias consensus.

4.5 Mapeamento por FISH de sequéncias conservadas demonstra o compartilhamento de padroes

de clusterizagao.

O mapeamento por FISH foi realizado em individuos de H. malabaricus dos cariomorfos F e
G, H. intermedius, H. unitaeniatus e E. erythrinus. Para o mapeamento das sequéncias, selecionamos
todos os satDNAs considerados conservados para todas as espécies, sendo representados pelos
satDNAs HmfSat14-49, HmfSat24-217, HmfSat45-56, HmfSat52-49, HunSat15-48 e HmfSat33-177
(Figura 7). O mapeamento dessas sequéncias demonstra o mesmo padrao de clusterizagdao para
todos os grupos mapeados, com acumulo dessas sequéncias principalmente em regides teloméricas,
com HmfSat14-49 demonstrando clusters em todos os teldmeros de todos os grupos analisados,
além da regido pericentromérica de um par de cromossomos em H. malabaricus F e H. malabaricus
G. HmfSat45-56 demonstra um padrao de clusterizacdo disperso pelos telomeros de todos os grupos,
com maior evidéncia em 2 pares nos cariomorfos de H. malabaricus. HmfSat52-49 e HunSat15-48
apresentam variacdo no nimero de cromossomos marcados, com 14 a 6 pares marcados (Figura 7).
HmfSat24-217 demonstra um padrdo de distribuicdo cromossomica mais restritos, presente nos
teldmeros de 2 pares em H. malabaricus F e 1 par nas demais espécies. O Unico exemplo de satDNA

ndo clusterizado foi o HmfSat33-177, exibindo o mesmo padrdo para todas as espécies.
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Figura 7: Mapeamento das familias de satDNAs conservados para todos os grupos analisados. Em H.
malabaricus F (HMF), H. malabaricus G (HMG), H. intermedius (HIN), H. unitaeniatus (HUN) e E.
erythrinus (ERY). Barra = 10 um.

Além disso, foram realizados mapeamentos direcionados a satDNAs conservados em
catalogos especificos, sendo esses HmfSat01-139, HmfSat04-513 e HmfSat42-192, especificos para
os trés cariomorfos de H. malabaricus; HmfSat02-1894, HmfSat06-453, HmfSat12-58, HmfSat13-212
e HmgSat08-152, especificos para o género Hoplias; HunSat21-700, EerSat02-130 e EerSat03-141,
especificos para H. unitaeniatus e E. erythrinus; (Figuras 8, 9 e 10, respectivamente).

Dentre os satDNAs especificos para os cariomorfos de H. malabaricus, HmfSat01-139,
HmfSat04-513 e HmfSat42-192 demonstraram clusterizacdo somente em H. malabaricus F e G,
ausente nas demais espécies (Figura 8). HmfSat01-139 e HmfSat42-513 demonstraram clusters em
regides centroméricas dos dois cariomorfos, com variacdo no nimero de cromossomos marcados
para HmfSat01-139 (14 cromossomos em H. malabaricus (F) e 12 cromossomos em H. malabaricus
(G)), e conservacdo do numero de cromossomos marcados para HmfSat42-513 (1 par de
cromossomos em ambos os cariomorfos) (Figura 08). HmfSat04-513 demonstrou clusters em regides

teloméricas em 22 cromossomos de ambos os cariomorfos (Figura 08).
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Figura 08: Mapeamento de satDNAs especificos dos cariomorfos de H. malabaricus F (HMF) e G
(HMG)). Os satDNAs mapeados e suas respectivas cores estdo descritos em cada imagem. Barra = 10
pm.

Dentre os satDNAs especificos do género Hoplias, HmfSat02-1894, HmgSat08-152 e
HmfSat06-453 demonstraram clusters nas porcdes centroméricas dos cromossomos. Nestes casos,
HmgSat08-152 e HmfSat06-453 foram conservados no numero de cromossomos marcados para
todas as espécies (1 par e 2 pares, respectivamente), enquanto HmfSat02 demonstrou clusterizacdo
em 5 pares em H. malabaricus (F), 3 pares em H. malabaricus (G), com uma sintenia em um dos
pares com HmgSat08-152 e apenas 1 par em H. intermedius. O caso mais discrepante foi o
HmfSat13212, centromérico nos dois cariomorfos de H. malabaricus e clusterizado nos telémeros
de um par em H. intermedius (Figura 09). HmfSat12-58 demonstrou clusterizacdo em regides
teloméricas de todos os cromossomos, mantendo esse padrao em todas as espécies. Nenhum sinal
desses satélites foi observado em H. unitaeniatus e E. erythrinus.
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Figura 09: Mapeamento de satDNAs especificos do género Hoplias (H. malabaricus (F) (HMF), G
(HMG) e H. intermedius (HIN)). Os satDNAs mapeados e suas respectivas cores estdo descritos em
cada imagem. Barra = 10 um.

Todos os satDNAs selecionados para o mapeamento entre H. unitaeniatus e E. erythrinus
foram localizados em regides pericentromérica para ambas as espécies (Figura 10). Neste caso,
chama atencdo de um satDNA presente em praticamente todos os centrémeros das duas espécies
(EerSat02-130), um satDNA presente em todos os centromeros de E. erythrinus e presente em 17
pares de H. unitaeniatus (EerSat03-141) e a conservacao de 1 par marcado em ambas as espécies

para o HunSat21-700 (Figura 10).
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Figura 10: Mapeamento de satDNAs especificos de H. unitaeniatus e E. erythrinus. Os satDNAs

mapeados e suas respectivas cores estao descritos em cada imagem. Barra = 10 um.




4.6 MSTs revelam diferentes padroes de expansao de haplétipos em satélites conservados de

Erythrinidae

Para investigar a homogeneiza¢do e compartilhamento de hapldétipos entre os grupos,
selecionamos os satDNAs HmfSat14-49, HmfSat20-42, HmfSat45-56 e HmfSat52-49, todos presentes
nos seis satelitomas analisados. Todos esses satDNAs demonstraram clusterizagdo em regides
teloméricas de todas as espécies analisadas, om variagdo entre presenga em todos os cromossomos
(HmfSat14-49 e HmfSat45-56) ou apenas alguns cromossomos (HmfSat20-42 e HmfSat52-49). Foi
possivel observar dois padrdes principais: satDNAs que compartilham hapldtipos entre todas as
espécies (HmfSat14-49 e HmfSat45-56) e satDNAs com haplétipos apenas compartilhados entre as
espécies do género Hoplias ou entre Erythrinus e Hoplerythrinus (HmfSat20-42 e HmfSat52-49).
HmfSat14-49 demonstrou dois haplétipos principais, sendo um deles compartilhado entre todos os
géneros (Figura 11). Neste caso, é possivel observar a amplificacdo do segundo hapldtipo principal
apenas em Hoplias, com pouca abundancia em Erytrinus e Hoplerytrhinus. De modo similar,
HmfSat45-56 demonstrou dois haplétipos principais, compartilhados entre todos os grupos
analisados. Entretanto, nesse caso foi possivel observar a predominancia de sequéncias provindas
de H. unitaeniatus e E. erythrinus, devido a maior abundancia desse satDNA nesses dois grupos

(Figura 12).
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Figura 11: MST linear obtida através de reads correspondentes ao HmfSat14-49 dos seis grupos
presentes neste trabalho. O didmetro do circulo sdo proporcionais a abundancia do haplétipo.
Circulos pretos representam 1 base de divergéncia entre os hapldtipos, enquanto triangulos pretos

representam 5 bases de divergéncia.

= Hmf B Hma [ Hun
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Figura 12: MST linear obtida através de reads correspondentes ao HmfSat45-56 dos seis grupos
presentes neste trabalho. O didametro do circulo sdo proporcionais a abundancia do haplétipo.
Circulos pretos representam 1 base de divergéncia entre os hapldétipos, enquanto triangulos pretos

representam 5 bases de divergéncia.
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As MSTs obtidas através dos mondmeros dos satDNAs HmfSat20-42 e HmfSat52-49 nao
demonstraram nenhum hapldétipo compartilhado entre Hoplias e os outros dois géneros da familia
Erythrinidae (Figuras 13 e 14). Para HmfSat20-42, o alinhamento das sequéncias consensus dos seis
grupos analisados demonstram uma insergdo de 6 pares de bases exclusivas de H. unitaeniatus e E.
erythrinus (ver material suplementar), o que corrobora a auséncia de compartilhamento de
hapldtipos entre esses grupos e Hoplias (Figura 13). HmfSat52-49 demonstrou-se um satélite mais
divergente, com a auséncia de haplétipos dominantes, provavelmente devido sua baixa abundancia

em todos os grupos analisados.
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Figura 13: MST linear obtida através de reads correspondentes ao HmfSat20-42 dos seis grupos
presentes neste trabalho. O didmetro do circulo sdo proporcionais a abundancia do haplétipo.
Circulos pretos representam 1 base de divergéncia entre os hapldtipos, enquanto triangulos pretos
representam 5 bases de divergéncia.

51



.'o,, = Hmf [ Hma [ Hun
¢ [ Hmg [ Hin I Eer
®
°
, ‘4 .Q y P
o L v ®
L .J.:.. ° .4
[ ] 0. .; gl
oo ‘ . .O..’ .
°
) L 2 .. °
° > 9 ° | ~ °
‘ o* e o
o ® . ) 0. ...‘
L ] . » ¢ ... ° °
.o ® "“ ° ° o . y
L] () /
P o = ° .7 °®
® i
\4 ... [] 4 o ©® ° ° . ¢ 8
© o, e © o
° ‘.. ) )

Figura 14: MST linear obtida através de reads correspondentes ao HmfSat52-49 dos seis grupos
presentes neste trabalho. O didametro do circulo sdo proporcionais a abundancia do haplétipo.
Circulos pretos representam 1 base de divergéncia entre os hapldétipos, enquanto triangulos pretos
representam 5 bases de divergéncia.

5 DISCUSSAO

A descricao de satelitomas em peixes Neotropicais, especialmente nas espécies pertencentes
a ordem dos Characiformes vem trazendo novas informacbes em relacdo a diferenciacdo de
Ccromossomos sexuais e cromossomos B, principalmente nos trabalhos de Silva et al. (2017),
Utsunomia et al. (2019), Serrano-Freitas et al. (2020), Stornioli et al. (2021) e Kretschmer et al.
(2022). Entretanto, poucos sdo os trabalhos dedicados ao estudo da evolucdo de satDNAs nesse
grupo através da comparacdo de catalogos dessas sequencias, principalmente frente a grande
diversidade da ictiofauna Neotropical. Estudos relacionados a comparacao de satelitomas em peixes
Neotropicais atualmente estdo restritos a ordem dos Characiformes, com comparacao entre
espécies de dois géneros da familia Serrasalmidae (Goes et al., 2023) e dois géneros da familia
Characidae (Goes et al., 2022). Em outros grupos, a satelitbmica comparativa tem sido estudada
principalmente em insetos; tais como gafanhotos (Palacios-Gimenez, et al., 2020; Camacho et al.,
2022) e barbeiros (Pita et al., 2017), nematdides (Despot-Slade et al., 2022), mamiferos (Gutiérrez et

al., 2022), plantas (Amosova et al., 2022) e aves (Peona et al., 2022).
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Todas essas analises comparativas seguem as predi¢cdes da hipdtese library, que dita que
espécies proximas compartilham um mesmo catdlogo de satDNAs provindos de um ancestral em
comum, com diferencas na amplificacdo desses satDNAs em cada grupo (Fry e Salser, 1977). Nossas
analises também demonstraram seguir essa predi¢ao, com seis satDNAs compartilhados entre os
seis grupos analisados, além de diversos outros compartilhados entre os cariomorfos de H.
malabaricus, entre o género Hoplias, ou entre os géneros Hoplerythrinus e Erythrinus, mais préximos
filogeneticamente (Conde-Saldanha 2022). Diversos autores sugerem que H. malabaricus seja
considerado um complexo de espécies (Cavallaro et al., 2000; Santos et al., 2009; Cioffi et al., 2012;
Marques et al., 2013) e a analise dos cariomorfos D, F e G revelam a presenca de muitos satDNAs
isolados em apenas um cariomorfo por TAREAN, demonstrando a existéncia de um catdlogo
ancestral e variagcdo na abundancia dessas sequéncias. Entretanto, nestes casos a hipétese library
também se mostrou significativa, com grande parte dos catalogos sendo compartilhados entre os
cariomorfos, além de grande variacdo de abundancia entre alguns satDNAs considerados
compartilhados, como por exemplo HmaSat24-142 ser correspondente ao HmfSat01-139 e
HmgSat04-139. A mesma situacao pode ser observada entre os satDNAs compartilhados entre todos
os integrantes analisados do género Hoplias, como o HinSat73-232 ser o menos abundante de H.
intermedius, mas ser correspondente ao HmfSat13-212, HmgSat07-212 e HmaSat52-211, e entre H.
unitaeniatus e E. erythrinus, com o HunSat21-700 corresponder ao EerSat13-691.

Através das MSTs produzidas, foi possivel acompanhar, em alguns casos, os padrdes de
expansao que ocorreram ao longo da histéria evolutiva desse grupo, conforme predito pela evolucao
em concerto. Alguns exemplos disponiveis sdo o surgimento de um haplétipo muito abundante
restrito as espécies do género Hoplias em HmfSat14-49 e a maior abundancia do HmfSat45-56 em
H. unitaeniatus e E. erythrinus, em comparacdo a qualquer individuo de Hoplias. Entretanto, nao foi
possivel correlacionar os padrdes de diversificacdo de haplétipos com a posicdo cromossdmica
desses satDNAs, como observado em outras espécies de peixes, em especifico nos cromossomos
sexuais de T. auritus (Kretschmer et al., 2022). Neste caso, observou-se satélites menos diversificados
posicionados nos teldbmeros dos sexuais, enquanto mais diversos em regides pericentroméricas. Os
dados obtidos nesse trabalho apontam a presenca nos teldmeros de satelites com menos
diversidade haplotipica, compartilhada entre diferentes grupos, quanto de satelites mais diversos,
com auséncia de compartilhamento de haplotipos entre os grupos.

A ocorréncia de perfis espécie especificos de satelitomas derivados de amplificacGes ou

retragBes de uma biblioteca ancestral esta previsto dentro da hipdtese library (Fry e Salser, 1977).
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SatDNAs ndo compartilhados podem ser remanescentes de uma biblioteca ancestral, amplificados
somente em apenas um grupo, ou entdo ter surgido de novo, como proposto por Camacho et al,,
2022. Nossas analises demonstram satDNAs que podem se enquadrar nessas duas possibilidades,
com satDNAs presentes em apenas espécie grupos relacionados (ver tabela 9) podendo ter surgido
de novo durante a diversificacdo de seus respectivos grupos, ao contrario de casos como
HmfSat40457, também encontrado em E. erythrinus (EerSat37-905), que possivelmente estava
presente na biblioteca ancestral de Erythrinidae, e foi amplificado somente nestes dois grupos, ou
entdo suprimido dos restantes. Camacho et al., 2022 sugerem que os satDNAs evoluem em ciclos de
amplificacdo-degeneracao, evidenciando a possibilidade de elimina¢cdo de satDNAs ao longo do
tempo. Em resumo, os autores definem que apds a amplificacdo de um satDNA em um genoma, essa
sequéncia pode se manter por muito tempo, integrando longos arrays ou high order repeats.
Entretanto, mutacdes de ponto agem ao longo do tempo, levando a degeneracdo desses repeats,
podendo ser completamente degenerados ou eliminados por crossing over desigual. Entretanto,
nesses casos os autores sugerem que os satDNAs mais curtos estdo mais suscetiveis a eliminacao,
contrariando nossas observagdes, ja que as sequencias consensos compartilhadas entre os grupos
analisados neste trabalho sdo, em sua maioria, curtas.

O numero de satDNAs conservados ao longo do tempo vem crescendo conforme a descri¢ao
de satelitomas avanca (Mravinac et al., 2002; Robles et al., 2004; Petraccioli et al., 2015; Lorite et al.,
2017; Halbach et al., 2020). Nossas analises demonstraram a presenca de seis satDNAs presentes em
todos os catadlogos analisados, com grande nivel de homogeneizacdo entre os géneros Hoplias,
Hoplerythrinus e Erythrinus (Tabela 9), demonstrando a persisténcia desses satDNAs por pelo menos
50.8 milhGes de anos, segundo tempo de divergéncia desses géneros (Conde-Saldanha 2022).
Nenhum destes corresponde ao CharSat01-52, corroborando os dados apresentados em dos Santos
etal. (2021), caracterizando a existéncia dessa sequéncia em diversas familias de Characiformes, mas
ndo em Erytrinidae. Todos os satDNAs observados sendo conservados para todos os grupos
demonstraram padrdes de clusterizacdo por FISH em regides pericentroméricas ou teloméricas, com
excecdo do HmfSat33-177. Apesar de trabalhos de satelitbmica comparativa detectarem o
compartilhamento de sequencias sem evidéncias de que estas tenham alguma funcdo (Camacho et
al., 2022), a sele¢do pode operar positivamente em repeticdes através de recrutamento funcional
para importantes funcdes, como organizacdao centromérica e teloméricas, como o caso de satDNAs

recrutados por genes envolvidos na organizacdo centromérica em primatas (Muro et al., 1992; Haaf
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et al., 1995; Masumoto et al., 1989, 2004). A posicdo cromossémica de satDNAs conservados em

regides teloméricas ou centroméricas também é observada em outros grupos de peixes

Neotropicais, entre os géneros Astyanax e Psalidodon (Goes et al., 2022), Piaractus e Colossoma
(Goes et al., 2023), demonstrando a possibilidade de satDNAs participando da organizagao dessas
regioes.

E. erythrinus e H. unitaeniatus, compartilham um satDNA com clusterizagdo em regides
pericentroméricas em todos os cromossomos, apesar destes terem se diversificado a 30 milhdes de
anos (Conde Saldanha 2022). De acordo com Melters et al., 2013, o satDNA com maior abundéancia
deve realizar alguma participacdo na organizacdo do centrOmero. Entretanto, casos de divergéncia
entre repeticbes centroméricas em espécies proximas ocorrem em plantas do género Solanum,
(zhang et al., 2014) e gafanhotos (Camacho et al., 2022), sugerindo ciclos de rdpida expansao
anteriormente a um satDNA se tornar predominante nos centrémeros de uma espécie. SatDNAs
centroméricos podem estar envolvidos no drive meidtico e segregacao cromossdmica (Plohl et al.,
2014; Hartley e O’Neill, 2019; Talbert e Henikoff, 2022), sugerindo que sua evolucdo pode levar a
isolamento reprodutivo. Nesse contexto, apesar de mais experimentos serem necessarios, chama a
atencdo ndo haver um satDNA centromérico presente em todos os cromossomos e compartilhado
entre os cariomorfos de H. malabaricus, apesar de nossos critérios de selecao de mapeamento de
sequencias por FISH ndo terem incluido todos os satDNAs mais abundantes desse grupo, devido as
hipoteses desse grupo formar um complexo de espécies e a auséncia de individuos hibridos, mesmo
entre cariomorfos que vivem em simpatria (Bertollo et al., 2000).

Diversas sequencias repetitivas foram mapeadas em espécies da familia Erythrinidae, como
familias multigénicas 5S rDNA e 18S rDNA, microssatélites, e satDNAs, especificamente o 5SHindlll
nos cariomorfos de H. malabaricus (Blanco et al., 2010; Cioffi et al.,, 2010, 2011, 2013; Cioffi e
Bertollo, 2010; Oliveira et al., 2018). Todos os mapeamentos de satDNAs realizados neste trabalho
seguiram a previsdo de clusterizagdo em cada grupo, baseado na presenca e auséncia da sequéncia
no satelitoma do grupo e padrdes de clusterizagdo conservados para as espécies, com algumas
variagdes no numero de cromossomos marcados. Todos os satélites mapeados encontram-se em
regioes centroméricas ou teloméricas, corroborando dados de CGH gerados por (Sember et al.,
2018), demonstrando o acumulo de sequencias repetitivas nessas regidoes em H. malabaricus. O
presente trabalhou nado verificou nenhum acimulo diferencial de satDNAs conservados em

cromossomos sexuais, amplamente estudados neste grupo (Oliveira et al., 2018).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho descreve, pela primeira vez, o satelitoma de espécies dos géneros
Erythrinus e Hoplerythrinus, além de acrescentar trés novos satelitomas para o género Hoplias.
Nossas andlises permitiram observar que a evolucgdo desses catalogos segue a hipétese library, com
grande compartilhamento de satDNAs entre esses catalogos, de forma condizente a filogenia
estabelecida para o grupo. Além disso, seis satDNAs foram encontrados com grande conservacao de
suas sequéncias consensos para todas as espécies analisadas, com clusterizacdo em regides
centroméricas ou teloméricas. Apesar deste trabalho ndo observar indicio de funcdo para essas
sequencias, é possivel que elas estejam envolvidas na organizacdo dessas regiées cromossOmicas.
Nossos resultados também reforcam a caracterizacdo de H. malabaricus como um complexo de
espécies, devido a menor similaridade do catdlogo descrito para H. malabaricus D em relagdo aos
outros, e a auséncia de um marcador centromérico comum para os cariomorfos.

O presente trabalho demonstra o potencial do estudo de satelitomas em peixes neotropicais,
principalmente em grupos com problematicas citogenéticas e taxondmicas, como é a familia
Erythrinidae. Nossos resultados corroboraram teorias acerca da evolu¢ao de satDNAs e agregam
informacGes acerca da dindmica evolutiva dessas sequéncias, além de gerar diversos novos
marcadores citogenéticos em potencial para o estudo da evolucdo cariotipica de Erythrinidae, em
especial dos cariomorfos de H. malabaricus, contribuindo de forma significativa para o melhor
entendimento dos processos relacionados a diversificacdo cariotipica deste grupo tdo emblematico

para a citogenética brasileira.
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MATERIAIS SUPLEMENTARES

Alinhamentos das familias de satDNAs conservados entre os cariomorfos de Hoplias malabaricus

(D, F e G), Hoplias intermedius, Hoplerythrinus unitaeniatus e Erythrinus erythrinus (cariomorfo

A).
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FUWD 3, ngsat04»139 CTTGCTTTCAGCAAACTGCATHTTTGCTTTTACAATCAAGTATGA AGCAGAAAAACACTTTCTGGCTTGTTTGCAATGAAAGGCAGARA CAGTTTTATTAGC TGAAL'TG{‘ACTCL'ATAAGAAAGACTGTC?.AAGAACAG'

HmaSat32-695, HmfSat16-702 e HmgSat15-1140

! 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 800 850 704
Consensus 1NN 0 NN D0 OO O 10 05 ) TR N OO S0 00 3 5 | 00 NS0 OO | V8OO G500 R 100 RAET 10001 (RN { O A | )NV O 1 SONNY 0 N6
Identity
L& REV{, HmfSat!16-702 mmnin - ASNEN N NI O SN | N | AN (N AT |, .
De FUD 2 HmaSat32-6... mimmn | T e m am ]

! 100 200 300 400 500 800 700 800 900 1,000 1,100 1,187
Consensus e | T - 10 1 N O ey, (e 3
Identity I ST 5 T O {11 - SO B - B
e REV 1 HmfSat16-702 N - — (] 1] - LI
Ce FUD 2 HmaSat32-6... ] [ B o et - 11 il —l-1 1
L& FUD 3. HmgSat15-1... I - o n LIRS T R T TN R TR TR R TER T AR TR (1T

HmaSat34-632, HmfSat34-636 e HmgSat26-620
1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 637

Consensus [ L T e g T T T T T T L R L R

Identity

1.HmgSat26-620  # 1 1o

2.HmaSat34-632 1 1 I 1 1 i 1 1t
3.HmfSat34-636 ! nu

HmaSat40-129 e HmfSat43-129

| |D 20 30 40 50 BD 7D BD BD |DD 1 ID 110 |29
Consensus CAGTAAAFTTACTEGCAGCATIG TICCCAGECATT TACCGTATTT TTACAGGAACACTACTGTATTTCAR ATTTACAGCATATTACTG TAATTG AATAATACAATAATTTACTGTAA AVIAF TG THATTTA
Identity
1.HmaSat40-129 CAGTAAATTACTAGCAGCACTGTTCCCAGECATTTACCGTATTT TTACAGGAACACTACTGTATTTCARATTTACAGCATATTACTG TAATTG AATAATACAATAATTTACTGTAKACATTG TAATTTA
2.HmfSat43-129 EAGTAANATACTGGEAGEAGAG TTCCCAGECATT TACCGTATTTITTACAGGAACACTACTGTATTTCARATTTACAG CATATTACTG TAATTG ANTARTACARTA AT TTACTGT AR ATACTG TG ATTTA|

HmaSat45-199 e HmfSat50-199

I| I_CI 29 3\? 49 5\? BP 70 BD 90 100 1 |D |20 130 140 |50 160 |7D |80 1911 IQS
Consensus e 15 5 . —-l -_--—-_-III--- ll— —---III_
Identity
REV 1. HmMfSat50-199 g ' 8 2 8 __JB & BN § 0 B B § B0 B B BOBF J B IR | L 8§ B B§BE |
FUD 2. HmaSat45-199 _l-l--__ I O I IR O U N R S E P 5§ _---III—

HmaSat46-760 e HmgSat32-827
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1 50 100 150 200 250 300 360 400 450 500 550 800 850 700 750 800 836

Consensus "W N1 O 1 11 19 L 10 00 5 O 1110 N L B
Identity
1. 760 u - L]
Ce 2. HmgSat32-827 [T T LT L
HmaSat50-21 e ngSat41-21
10 2 |

Consensus G—G_G-Gm
identiy EE————

REV1. HmgSatd1-21 GAATGAACGETGATATATATA
Ce FUD 2. HmaSat50-21 GRAANT GAARGENT GATATATATA|

HmaSat54-93 e HmfSat31-93

SD D BD 93
Consensus ACATACG AT T AG TG T TG G T AT T T IEG T ACT G TCAT ATCTG TG ATATT CAG T P ATCG T T TACACGGACATGAT TEGHTATG TCAGH
Identy I I e |
FID 1. HmaSatsd-93 _ ACATAGGTATTTAGIGTETTCGIATTG MITEG TG ACTG IEATATETG IG TATATTEAG FTATGG ITTAGAGGG ACATGATTEG ETATG

TEAGG
Ce REV 2 HmMfSat31-93 ACATACGTATTTAGTGCTATTGG TATAGCTTTEC TAACT G ICATATETGC IC TATATTEAG ITATGG ITTAGAGGC ACATCATTEGG TATG TEAGG]

HmfSat07-149 e HmgSat06-260

! 20 40 80 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 287
Consensus S O T S G | S S SRS N NS N OSSN S S N S S S N D ——
Identity
L+ FEV 1. HmfSat07-149 I SN NS O - D BN W - B SN E—

Ce FUD 2 HMQSat06-2... Sm—— i S N N S I | S SN SR SN ] D DO BN S N S I - S D —

HmfSat22-34, ngSat30-27 e HmgSat42-23

10 30 34
Consensus G-G!G-GHG-G_G— ————— TGA
Identity - - 7
FID 1. HmgSat42-23 GTCTGAG C‘ CTGAGTCCAGTC—=—=—=— TGA
Ce FID 2 HMfSat22-34 MITC TGAGCC TGAGTCCAGTCCAGTCHGHAGEET GA
REV 3. HmgSat30-27 GTCTGAGEHICTGAGTCCAGTCCAGTCHE - -4

HmfSat28-142 e HmgSat38-142
Consensus IE—G‘D“Q:-G—:U‘I—GWG$E:-EGIJ%GL—;:Z
Identity
REV 1. HmgSat38-142 kg
D+ FUD 2. HmMfSat28-142 m6

HmfSat29-141 e HmgSat19-141
(l:iontsensus 'G&G%LE:GIJ-GN—F-:D-—GES-G—‘WIGW_W;H
Identity
03 HfSatoa 1 41

HmfSat35-1313 e HmgSat28-1312
e ‘| Iqﬂ zqu JqD 4qD 5(':ID equ 7qD EqD Qqﬂ LII‘DD |‘|IDD LZIDD 13 1,3
ideniy e e e e P e+ b S 1

REY 1. HmgSat28-1312
FUD 2. HmfSat35-1313

. Satélites compartilhados entre apenas entre o género Hoplias.
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HmaSat08-1750, HmfSat02-1894, HmgSat10-705 e HinSat21-1856

1 200 400 600 800 1,000 1,200 1,400 1600 1,800 1a1!

Consensus
Identity

D¢ REV 1. HinSat21-1856
02 1

1 I|| IIIIII l

Preorome e

LI
(NTRTI R 1]
FUIb 4. HmgSat1 0- 705 v o

11 1-HuE
11 IHi |
G--I ||| || ||||| IIIIIIIII Il [ R RTINS BT N |

LLURE L L A T B [ B 1)
om L A L e 01 ) 1
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1 1 I
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1
A EHHE-H

HmaSat11-673, HmfSat23-707, HmgSat16-696, HinSat29-1013

1 50 100 150 200 250 300 350 550 800 850 0
Consensus L T e W11 AN | YO ) O R | LR 800 10018080110 G TNE 1 SUO0 VO WOUR W | WN
Identity
FUD 1. HmfSat23-707 "
REV 2 HmaSat11-673 n [ 1 e o I S — e e ——
FUD 3. HmgSat16-696 1 | [ —

) 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1018

Consensus
Identity U} R R R R | ] | b | 1 RS- - R R -
FUD 1_HinSat29-1013 it WEE A AT e e 1 (] 1 I O B R B U BT T
Ce FUD 2. HmfSat23-707 1 [ I o I - ¥ I
e REV 3 HmaSat11- 1 n o [ T T [ 1 - — = [ 1
Ce FUD 4. HmgSat16-6... murl | [ [ 1 1 — - 1 [}

HmaSat15-58, HmfSat12-58, HmgSat13-58, HinSat19-58

Consensus
Identity

FUD 1. HinSat19-58

FUD 2. HmaSat15-58
REV 3. HmfSat12-58
FUD 4. HmgSat13-58

HmaSat16-168, HmfSat36-168, HmgSat23-168, HinSat42-168

50 60 70 SD 90 IDO 1 10 12\] |30 140 150 |60 ISE

Consensus AAATTTAAATAATTATTAAAAG G AARECTTTAG TTTG CACAG AACAATTTEALTTCATARTCATA G TATAACACETG ATTAT G TUACTEACTG AATATIAAG TEATT LTS TEATTTCAAAATAARG ¢ LCCTTT 6 AATTC TECCATTTETG TAXATT TATTTRE]

Identity

FUID 1. HinSat42-168 11)TTT‘[‘T)1TT1‘A‘TI1“\60)“\ETTTIBTITDTH16“El‘ﬂT(‘lT‘A‘UT“TCiT1 GTACAACAC (TD)TT}TDT(l\TEllTO‘)T}TE‘lDTC"ﬂ‘\TD‘TCTDTC\T'ﬂ‘\ “llTlHrc(ELT‘n‘DHTEDTL(\1THCTDT"lﬂT1mEI
Atre E

REY 2 HmaSat16-168 TITATTTCH
FUD 3. HM{Sat36-168. AAATT™ TTCTGCTAAATTTATTT G
FUID 4. HmgSat23-168 222 A TTCTGTAAATTTATTT (6

HmaSat17-152, HmfSat06-453, ngSat08 -152 e HinSat04-152/HinSat08-152

10 2 30 @ 50 80 7 80 % 100 1o 120 130 140 150 153
Consensus ‘m—cmm-&mnmwm—u—mmm-mzmm-— T
Identity

e REV A, Hmasat17 1

C¢ REV 3 ng
e FUD 4. Hin amE-152

TETTATTCTG CATTCTC CTTET
TGTTATTCTG CATTCTC CTTGT
TATTETG CATTCTC CTTG =

1 25 50 75 1o 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 s 400 425 464
Consensus [Slieess ) 1 1 O Y NS S S 1 O | O S Y U ] Y S 1 N

Identity
REV1. HmaSat17- 152 [ ] T 1 1 o
1

[e
FID 5 HinSat8-152 [ B T

HmaSat21-322, HmfSat49-322, HmgSat25-322 e HinSat71-322

! 20 40 60 80 100 120 180 180 200 220
Consensus T U N (Y SN N 0 ) () NN OTNE] OY S SN | N N 5§ U MR | T S | SR (SN 5N S |
Identity
REV 1 HinSat71- 322 =L 1 [ ] [ 1o LI | 1 n 1 nE 1roaEn [ "o
FID 2" HmfSat49-322 1 1 ]
FUD 3. HmaSat21-322 ' 1. 1 T R | " 1
REV 4. HmgSat25-322 (B} ns 1 1 n ]

HmaSat25-972 e HinSat20-1284

! 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1.000 1,100 1,200 1,288

Consensus i .

identiy T T T O T T T T e T 7 1]
Ce 1. HinSat20-1284
2. Hmasat25-972
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HmaSat30-403, HmfSat32-403, HmgSat34-403 e HinSat39-405

! 2 W 60 8 93 100 120 190 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 380 380 a0 410
Consensus ESNSNNR 6 | BN SN SO | N SN | N NS S 1 ' S SN Y SN N Y SN U 0 5 ) O M S I A N 161 S N W3 1 W10 S 1 W Wi Wi
Identity

REV 1. HmfSat32-403 H 1

FUD 2. HinSat39-405 " I - o1 nlomaoa L 1 o

FUD 3.Hma5a132»§g3 ! (L & | 1l i u [
H ]

1
(B} 1 ] i ugul—mg
I

REV 4. HmgSat34-403 1

HmaSat33-729, HmfSat19-719, HmgSat17-719 e HinSat43-1062

1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 850 o 7
Zonsensus -\l\—l III-I-I-III II-IHI\IIII--IKIIII'IIB_III -I-I-II-III_II-I- Blllll I---IIIII -II-PII\I__{IIIIIII-I\IIIII\-I-I -IIHI”I\I-I“H“I lI—(III
dentity
E\ 1.HmfSat19-719 1 1 1
D 2 HmgSati7-719 1 1 I 1
W 3, Hmasatas- 729 == I =t 1 1 nm
‘I |ﬂ'D EHID S?D 4(3EI 5B'D ﬂE!D 7E!D BEIIH DQD |.qﬂﬂ LEIBIS
Consensus
ideniiy 1 1 O 1 A 101,010 0 0 .00

FUD 1. HmaSat33-729
D& REV 2 HinSat43-10.

HmaSat35-1378, HmfSat38-1394, HmgSat27-1380 e HinSat47-1393

! 100 200 300 a0 500 800 700 800 900 1.000 1,100 1200 1.300 130
Consensus

Identy T - 00D 10 0 0 -
1.HinSat47-1393  m |||||||||-1 || L e e R AT o on (T T T o W) LT N T N T O S O O 1N 1} IR
2.HmaSat35-1378 | —— - | e 1 1 o 1 o N o

3. HmfSat38-1394 o= 1 e o | [ (o 1

4. HmgSat27-1380 || 1 " I I 1 1 1 1 I (N 1 n—1i

HmaSat37-683, HmfSat30-684, HmgSat29-684 e HinSat44-686

! 2 2 800 830 887
Consensus 1 RHT0 0 N 18 N S S OIS S 1 101 000 O ) IO D - Y 1 | NN W 0110 S 1 | O s B
Identity
FUD 1. HmaSat37-683 - I 1 1 [ IS 1 ==
FUD 2 HinSatd4-686 1 1 e 1 T - i I e R BT R T T e i
REV 3 HmfSat30-684 1 1 2] I 1 1

I

FWD 4. HmgSat29-684 [N 1 I 1 (]
HmaSat38-27 e HinSat35-27
Consensus
Identity
FWD 1. HinSat35-27 et
L« REY 2. HmaSat38-27
HmaSat39-767, HmfSat44-765 e HinSat34-186
! 5.0 IB.D |qo Zqﬂ :5.0 JQD 35ID 490 460 500 55ﬂ EDU 650 7DIJ 150 711
Consensus RERL (10 DS AR | R I 0 I O RN ) O 00 O ) 0 N N 0 O N RO 100 | NN MRS MR N I-!ll\lmllllll\li\ll lIlll!llI-Illﬂl Iln_llililll-ﬂlllllll amen l-llll
Identity
FWD 1, HmaSat39-767 ] lH (R BN A m noa 1 1 g 1 1 1 1 1 1 n (I ur 1
Ce FUD 2 HinSat34-765 ~m T-n 1 m | S 1 1 (| 1 0 | 1 n " 1" 1 m { & | LB IR ]
REV 3. HmfSat44-186 LESTRTTEN ST REEEE B A R A -1
HmaSat42-1756 e HinSat38-1972
‘| Iqﬂ 20‘0 3!?0 4@ 5&?0 Bqﬂ 7?0 Sqﬂ ﬂqﬂ I‘D'DD L!DD I‘ZIDU l,quﬂ LAIOD |_quﬂ LBIDD |,7’I]ﬂ !,EIDD |_Q'Uﬂ |,ESP
Consensus
Idaniy O 0 O . O O G R G .
[e FUD 1 HinSat38-1972 m—"
[ REV2 HmaSatd2-1... H—
HmaSat47-1420 e HinSat60-1510
. l| 100 00 300 400 500 Eqﬂ 7?0 EF!O Q[IIU 1,000 1,100 1,200 1,300 1 4IOEI 1513
tdantly S |10 1 4 O 5 0 0 O O B

P& 1. HmaSat47-1420
2.HinSat60-1510
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HmaSat52-211, HmfSat13-212, HmgSat07-212 e HinSat73-232

I(;(;:z;nsus e =T S PR W I R [ LB IR TP Iy CRYTR ST eNTEE
P& 1. HinSat73-232 ] om T Em - I ey - (] ] L] [T ] 1

2.HmaSat52-211 ] L LI | = — " L] ] [ ] L] ] [ |

3. HmfSat13-212 - . u 1

4. HmgSat07-212 = ' ] 1 1
HmfSat10-28, HmgSat31-28 e HinSat51-30

! 19 2 » 3

Consensus ATEETA - AAEEETA G CINEEEAE - - - - AENEAAN

idently — B " w R

REV 1. HinSat51-30 ACCCTA AACCCTAGGECCCHICEGGGACTT--A|

FWD 2. HmfSat10-28 ACCCTA AACCCTAGGTCCCAC ACTTAAA

FUD 3. HmgSat31-28 ACCCTA AACCCTAGGTCCCAC ACT TAAAI
HmfSat15-1192 HmgSat09-1240 e HinSat15-1034

P ! 100 200 300 400 500 800 700 800 900 1.000 1100 1200 128
Identity Rt h ]l IR R SR S SR iR Bt S S i T U B2 TR DS S RS e i ]
REV{ HinSat15-1034  mmrs w1 11 1 —— = —HI I AL IWHImHL | [ R ] u
FUWD 2. HmfSat15-1192 — I

L+ FUD 3. HmgSat09-1... [N — I 1 (]
HmfSat17-292, HmgSat12-292, HinSat01-294

Consensus !—ll IL lil-ll- 8in--—s'n-l— :u:- l--‘go- ll—m'n—l-lw'n——‘L---le—m—ﬁu _:aio---zﬁn_-zgq
Identity

FiD 1, HmfSat17-292 ] ] [ =
FUD 2 HinSat01-294 1 1 LR | (] 1 [ B B N | NI 1 "o LI | L
REV3. HmgSat12-292 1 ] 4
HmfSat26-378 e HinSat58-378

Consensus | a1 s ey e e e 1t B {1 A W s 1 S B . RS § o s 2 et
Identity

FUD 1, HinSat58-378 1 N i i W S | ¥ S — - ] W | O S O SESNN U0 NN ENT N N O RSN W 0 O S
REV 2. HMfSat26-378 N S i S S | S - - n W N N SN SEN N SONEE S NN N S S S Se—
HmfSat41-177, HmgSat33-177 e HinSat05-174

Consensus !-_'P ‘—zp . -.—4"] 5’)—53.“_7P _.8? 9_'n.-nn_.m'o in-luio-_‘a'n i L‘_m.o -n_.”'0 £7

Identity

FUD 1. HMfSat41-177 ACTGCTTTATAAAATGGTCATTTCTAATAAGTAGTC CATACAAC CAACAG ATATCAGTTCAG TGTGTAC CACACTATG TAC CTATG AAATATG A GTGATTTTA CTCTATAGTTTTTGA GTAAATGACATT C AARAT CC CAATAATTG TC CATT GTTTTTAATG ATGACTCAAGTTT
FUD 2° HMQSat33-177 ACTGCTTTATAABATGGTCATTTCTAATAAGTAGTC CATACAAC CAACAG ATATCAGTTCAG TCTTTAC CACACTATG TAC CTATG AAATATG A GTCATTTTA C TCTATAGTTTTTGAGTAAATGAC ATT C AAAAT CNC AATAATTG TC CATT GTTITTAATG ATGA CTC AAGTTT
REV 3. HinSat05-174  ACTGCTTTATAAAATGGTEATTTGTAATAAGTAGTC CATACAAC CAACAG ATATCAGTTCAG TCTTTACHARA CTATG TAC CTATG AAMITETG AAGTGATTTTAC TG TATAGTTITTCAGTAAATG B ATT C AMAIRT CC CBATAATTG TC CATTGTTTTTA- - - ATGACTCAAGTTT

HmfSat46-50 e HinSat70-50

“ i
AGTAACIICTGGGTE

Consensus
|dentity

1. HinSat70-50 AGHGERNGEREITAN GARNEN G AT ATACT SRR G A G INARSAST G G e
2.HmMfSat46-50 AGT GEAGCEATTAAGAATA GAATATATT TEAT TATATA GITAATGCET G G GIE|
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HmgSat37-467 e HinSat31-906

1 50 100 150 200 250 300 ) 400 480 500 530 800 850 700 750 800 850 900 927
Consensus VRSN (1 ANV NN UM U001 YO 0O O N V1) N N D 00 0 OO OO O 01

Identity

D 1. HmgSat37-467 | A

Ce REV2 HinSat31-906 mmmmiimmmin s

HmaSat06-46, HmfSat03-46, HmgSat03-46, HinSat09-38 e HunSat05-44

! 1 2 » % ®
Consensus ACACTCACCCAGTCACTCACACACTCACACCTGTGGACAGTTTCALC
identiy ———
REV 1 HunSat05-44 ACACTCAC 'L' C."-\ f" Tl,.‘-\t Tt,.‘-\t,.‘-\( AC—-- *-\.\,.A-u, n, T(-.T (-.(-,_A-\C.“-n (-.T T Tt" f-\.('
FWD 2 HinSat09-38 ACACTCAC
FID 3. HmaSat06-46 ACACTCA 4 ; \CACACTC .‘ '! c j: ;,u_ (_f AG TTT (:f A C

REV 4. HmfSat03- 46 ACAC Tk" A

1 10 20 a0

Consensus
|dentity
Ce FUD 1. EerSat10-43

L4 FID 2. HunSat09-43
REV' 3. HmaSat19-43

HmaSat29-51, HunSat08-51 e EerSat08-51

10 40 5051
Consensus T TTACTGAAGATAAAGATCAGAGAGACTTTTATACACEGTTTATACE T
Identity __l—-_--_

REV 1. HmaSat29-51 GTTTTACTGAAGA TAAAIGTG_R‘
FUD 2 EerSat08-51 GTTTTACTG GATAAAGATCAG SAC
FUD 3 HunSat08-51 GTTTTAC TGAAGATAAAGATCAGAGAGACT

HmaSat36-1270 e EerSat36-1027

! 100 200 a0 400 500 800 700 800 900 1.000 1100 1.200 133
Consensus
|dentity

Ce 1. EerSat36-1270
2. HmaSat36-1027

HmfSat18-84, HmgSat18-84, HinSat32-84, EerSat16-84

|ﬂ ZD C!ﬂ ﬂﬂ 7D E4
Consensus —G—GmG—GIG—G G_GIGIG—G.G-G GEGHGEEEG GIG—
Identity

D& FUD 1 EerSat16-84 AC
FUD 2. HmfSat18-84 AC
FUD 3. HinSat32-84 AC
REV4 HmgSat18-84 ACTCTG

HmfSat21-42, HmgSat20-42, HinSat40-42, HunSat12-41 e EerSat09-41
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1 1u 2U 3u U 42
Consensus GATAAAGTIGGECAGTIGAGTIGICAGTAGAAGGGGGGIGTTITET
identiy e T O
REV 1. EerSat09-41 (:ATAAA(.—-T(_w-l CAGTGAGTGTCAGTAGA-GGGGGGTGTTTCT
FWD 2 HunSat12-41 GATAAAGTGGCCAGTGAGTGTCAGTAGA-GGGGGGTGTTTCT
FWD 3. HinSat40-42 GATAAAGTGGCCAGTGAGTGTCAGTAGAAGGGGGGTGTTTCT
REV 4 HmfSat21-42 GATAAAGTGGCCAGTGAGTGTCAGTAMAAGGGGGGTGTTTCT
REV 5 HmgSat20-42 BMATAAAGTGGCCAGTGAGTG T\.AGTA-AAG('w'("('v'("('-'vTGTTTCTI

HmfSat39-57, HunSat38-63 e EerSat40-59

! 10 2 2 “ & 0 6
Consensus CACACTETGTGGAGGAGAGACACACACCTCACTAACACACACCTCE - ---CACACACACAATAA
|dentity
REV1. HmfSat39-57 CACACTCTGTGGAGGAGAGACACACACCTCACTAACACACACCTC -—-CACACACAATAA
FWD 2 HunSat38-63 CACACTCTGTGGAGGAGAGACACACACCTCACTAACACACACCTCEIAEANCACACACACAATAA
FUD 3. EerSat40-59 CACACTCTGTGGAGGAGAGACACACACCTCACTAACACACACCTC CACACACACAATAA

HmfSat40-457 e EerSat37-905

! 50 100 150 200 250 300 350 408 450 500 550 600 650 700 750 800 850 o0 832

Consensus N1 )0 T O NS 19 0 e 5 O S 0 0 OB 10 VR 0 1 1 1 O 0 0 10 O
Identity

[e FUD 1. HmfSatd0-457 ]

D REV 2. EerSat37-905 HHUHHIE ]

HinSat23-923, HunSat19-958 e EerSat19-958

1 50 100 150 173 200 250 300 350 400 450 500 550 600 850 700 750 00 850 900 950 070)
Consensus R 011 0 3 S - 0 T 0 Y S R0 O 40 0 T 4008 TS 00 0 0 <
Identity

Ce FUD 1. HunSat19-958 !
REYV 2 EerSat19-958

1 I
FUD 3. HinSat23-923 TR R R TR R T TR RTEs [TV N R R BRI O] o G TN T S 8] TR —— L e IRTEE B R B | [ ] L R U EE ST R ]

HinSat56-42, HunSat20-42 e EerSat24-42

1 10 20 30 0 £
Consensus CTACAGCTGAATCCACTGCAAGAACAACACCAGEACTGACTA
Identity =2 ___________________|

1. HinSat56-42 CTACAGCTGAATCCACTGCAGGAACAACACCAGCACTGAC TA|
Ce 2 EerSat24-42 CTACAGCTGAATCCACTGCAAGAACAACACCAGCACTGACTA
3. HunSat20-42 CTACAGCTGAATCCACTGCAAGAACAACACCAGCACTGACTA]

CAG

HinSat36-21, HunSat28-23 e EerSat30-21

LU

1 L1 23
Consensus GIE - — A GG T G G A GIE G
Identity E S

FWD 1. EerSat30-21 GC AAGTGTTTCAGTGTAGTGT
Ce FUD 2 HunSat28-23 GCGEAAGTGTTTCAGTGTAGTGT
REY 3. HinSat36-21 GC AAGTGTTTCAGTGTAGTGHE|

HinSat62-51 e EerSat46-50
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Consensus —GG_G_GIGG.G-G—GGGG-
ety Y| | [

1.EerSatd6-50 G - ANEG CAEITAANATEINGIERT G I G T G MAA G CA GE G INTAND G G G G
2.HinSat62-51 MTAATG GCANTAATATETEET GIIITTA GIT GIIA GAT GAGE GINNTATT G G G G|

HinSat53-106 e HunSat34-98

10 20 30 50 80 0 &0 20 100 108

Consensus IG—G—G-E—;“—GI;W-G—;_GE—G-E-;
ldenity e e e s e s au e ey I G e e ot g
Ce 1.HinSat53-106 AGTAAATACAGACTECACTECTGAATTG TAATAG TTATAATEAG TTATAAATAG TG TG TTEAGAETEAGAETGATETATAG FATA GECEEETETATEG TETG TAAG.
2. HunSat34-98 AGTAAATACAGATTCCACTCCTGAACTG TAACAG TTATAATCAGTTATAAAGAGTGT —— - —— - —— TCAGACTGATETATAGCATAGEGCECCTETATEGTETG TAAG]

HunSat01-130 e EerSat02-130

Consensus _s-s—awlc—s-a-s—cm-s-s—a-;—s—s-
Taeniy Eeameeeeee— e e e e s e e s

1. EerSat02-130 =-G_smm—m_m-sm-s_s-;_o_s-
Ce 2. HunSat01-130 TTGATCAACATTAATGAAAAACAAATAAACAAACACTTTTTAGAGEATTCCTGTAGTTTGATAAAACACAGTTGEAGTTGEETG TTTATTGETTGATTCAGTTTTCCTACTGARA

HunSat02-141 e EerSat03-141
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Tabela Suplementar 1 — Satélites compartilhados entre os grupos analisados.

HmasSat HmfSat HmgSat HinSat HunSat EerSat
HmaSat20  HmfSat14 HmgSatll HinSat25 HunSatll  EerSatl2
HmaSat23  HmfSat20 HmgSat24 HinSat52 HunSatl5  EerSat20
HmaSat41l  HmfSat33 HmgSat36 HinSat50 HunSatl0  EerSatl4
HmaSat48 HmfSat52 HmgSat40 HinSat68 HunSat33  EerSat39
HmaSat51  HmfSat24 HmgSat21 HinSat59 HunSat35* EerSat33*
HmaSat53  HmfSat45 HmgSat44 HinSat66 HunSatl3  EerSatl7
HmaSat01l  HmfSat04 HmgSat02 - - -
HmaSat02 - HmgSat01 - - -
HmaSat05 HmfSatl1* - - - -
HmaSat07  HmfSat42 HmgSat35 - - -
HmaSat09  HmfSat47 - - - -
HmaSatl3  HmfSat25 HmgSat22 - - -
HmaSatl8 HmfSat09 HmgSat14 - - -
HmaSat24  HmfSat01 HmgSat04 - - -
HmaSat32 HmfSatl6 HmgSat15* - - -
HmaSat34  HmfSat34 HmgSat26 - - -
HmaSat40  HmfSat43 - - - -
HmaSat45 HmfSat50 - - - -
HmaSat46 - HmgSat32* - - -
HmaSat50 - HmgSat41 - - -
HmaSat54  HmfSat31 - - - -

- HmfSat07 HmgSat06* - - -

- HmfSat22 HmgSat30/42* - - -

- HmfSat28 HmgSat38 - - -

- HmfSat29 HmgSat19 - - -

- HmfSat35 HmgSat28 - - -
HmaSat08* HmfSat02 HmgSat10* HinSat21 - -
HmaSatll HmfSat23 HmgSat16 HinSat29* - -
HmaSatl5 HmfSatl2 HmgSat13 HinSat19 - -
HmaSatl6  HmfSat36 HmgSat23 HinSat42 - -
HmaSatl7 HmfSat06* HmgSat08 HinSat04/HinSat08* - -
HmaSat21  HmfSat49 HmgSat25 HinSat71 - -
HmaSat25 - - HinSat20 - -
HmaSat30 HmfSat32 HmgSat34 HinSat39 - -
HmaSat33 HmfSat19 HmgSat17 HinSat43* - -
HmaSat35 HmfSat38 HmgSat27 HinSat47 - -
HmaSat37 HmfSat30 HmgSat29 HinSat44 - -
HmaSat38 - - HinSat35 - -
HmaSat39 HmfSat44* - HinSat34 - -
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HmaSat42 - - HinSat38 - -
HmaSat47 - - HinSat60 - -
HmaSat52  HmfSat13 HmgSat07 HinSat73* - -

- HmfSat10 HmgSat31 HinSat51/72* - -

- HmfSat15 HmgSat09 HinSat15* - -

- HmfSat17 HmgSat12 HinSat01 - -

- HmfSat26 - HinSat58 - -

- HmfSat41 HmgSat33 HinSat05 - -

- HmfSat46 - HinSat70 - -

- - HmgSat37 HinSat31* - -
HmaSat06  HmfSat03 HmgSat03 HinSat09 HunSat05 -
HmaSat19 - - - HunSat09  EerSatl0

HmaSat29* - - - HunSat08  EerSat08
HmaSat36 - - - - EerSat36

- HmfSat18 HmgSat18 HinSat32 - EerSatl6

- HmfSat21 HmgSat20 HinSat40 HunSatl2  EerSat09

- HmfSat39 - - HunSat38  EerSat40

- HmfSat40 - - - EerSat37

- - - HinSat23* HunSatl9  EerSatl9

- - - HinSat56 HunSat20  EerSat24

- - - HinSat36 HunSat28  EerSat30

- - - HinSat62 - EerSat46

- - - HinSat53 HunSat34 -

- - - - HunSat01  EerSat02

- - - - HunSat02  EerSat03

- - - - HunSat04  EerSat04

i - - - HunSat07 EerSat05*

- - - - HunSatl4  EerSat07

- - - - HunSatl6  EerSatl5

- - - - HunSatl7  EerSatll

- - - - HunSatl8  EerSatl8

- - - - HunSat21  EerSatl3

- - - - HunSat22  EerSat23

- - - - HunSat23  EerSat22

- - - - HunSat24  EerSat21l

- - - - HunSat26  EerSat27

- - - - HunSat27  EerSat25

- - - - HunSat29  EerSat29

- - - - HunSat31  EerSat38

- - - - HunSat32  EerSat43

- - - - HunSat37  EerSat47
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Tabela Suplementar 2 — Primers dos satélites mapeados por FISH.

satDNA family F R
Hmf01 CAATGAAAGGCAGAAACAGT GATTGTAAAAGCAAAGATGC
Hmf02 TGGGTCCAGACAAATCAAAA TCATAATGATTGGACCTTGT
Hmf04 GTCTCAGATTTCTTCCAAAC GGTCCTGACGAAGACAGT
Hmf06 CTTCACTCTAGTTGTGTTTC GATCAGAAAGAGACGCAC
Hmf12 TACACACACAGCTCCTCG ACTGATGTAGTTCACTGTAG
Hmf13 CAGGCAACACATTTCATTCA TGTCTGTCAGAAGTGGGATT
Hmf14 ACACCAGAGGAACCCCAT AGTGGAACTGTGTTCTCT
Hmf24 GACTCTTCAATTTACACCTG TCAGTGTTCTTCTGTCATAC
Hmf33 TTATGGCCTTCAGCATTCTG AAACTGTTACCAGACCACTC
Hmf42 ACCAACATTAAGCTGTAAGG ATTGATGTTAGAATGGCAGG
Hmf45 AGTTACAGCACCGAAATACT GTAAACGGCTGTAGCTGG
Hmf52 AGAACACACACCGCTGAA ACCCGGTTCTATCAGAGC
Hmg08 AATGGACAGAGAATCAGTCT TCTTCAGTGTGTTGAAAGCA
Hunl15 TCGGAGGAGAACACTAAC GTGTGGAGTCTGATGAACAG
Hun21 AGCCAGGTTCAATTCACACT TTGCCGCTTGTTTTTGTGGT
Eer02 TTTAGAGCATTCCTGTAGTT AGGAAAACTGAATCAAGCAA
Eer03 AACACATTTGCTTTTGCCTG AATCAAACTAGAGGAATGCA
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