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RESUMO

A regido centromérica dos cromossomos dos eucariotos € composta por
sequéncias repetitivas, sendo representadas principalmente por elementos repetidos
em tandem comumente conhecidos como DNAs satélites. Os estudos referentes a
essas sequéncias altamente dinamicas tém demonstrado seus papéis importantes
nos genomas, especialmente no que concerne a evolugdo gendmica, composigao
cromossOmica e diferenciagcdo de espécies. Apesar de sua elevada variabilidade,
essas sequéncias podem apresentar certa conservagao entre alguns grupos, o0 que
as tornam atrativas para estudos gendmicos, populacionais e evolutivos. Os estudos
referentes ao grupo dos peixes que abordam a composigao centromérica e a possivel
conservagao de satDNAs nessa regido sao escassos e ainda pouco explorados em
publicacdes recentes. O presente trabalho envolveu o estudo de um DNA satélite de
177 pb (MelSat03-177) previamente isolado do genoma do peixe Neotropical
Megaleporinus elongatus (Ordem Characiformes), que esta localizado na regido
centromérica de alguns cromossomos da espécie, no intuito de analisar a possivel
conservacgao dessa sequéncia e conhecer um pouco mais sobre a sua distribuigao e
organizacdao em outros genomas de peixes, principalmente em Characiformes. Por
meio de busca em banco de dados, foram recuperadas sequéncias homoélogas ao
satélite MelSat03-177 de outras espécies da Ordem Characiformes, com uma
porcentagem relevante de identidade, demonstrando prenuncios de conservacgao da
sequéncia. O presente trabalho trouxe informagdes iniciais, mas de grande
importancia para o estudo de DNAs satélites, especialmente para os satDNA
localizados em regido centromérica, podendo fomentar diversos estudos relacionados
a distribuigdo, organizagcdo e conservacado de sequéncias repetitivas centroméricas

presentes no grupo de peixes.

Palavras-chaves: Centrdbmero. SatDNA conservado. Hipotese da biblioteca.



ABSTRACT

The centromeric region of the eukaryotic chromosomes is composed of
repetitive sequences, being represented mainly by tandem repeats commonly known
as satellite DNAs. Studies referring to these highly dynamic sequences have
demonstrated their important roles in genomes, especially with regard to genomic
evolution, chromosomal composition and species differentiation. Despite their high
variability, these sequences may show some conservation among some groups, which
makes them attractive for genomic, population and evolutionary studies. Studies
referring to the group of fish that address the centromeric composition and possible
conservation of satDNAs in this region are scarce and still few explored in recent
publications. The present work involved the study of a 177 bp satellite DNA (MelSat03-
177) previously isolated from the genome of the Neotropical fish Megaleporinus
elongatus (Order Characiformes) which located in the centromeric region of some
chromosomes of the species, in order to analyze the possible conservation of this
sequence and to know a few more about its distribution and organization in other fish
genomes, mainly in Characiformes. Through a database search, homologous
sequences to the satellite MelSat03-177 were retrieved from other species of the Order
Characiformes, with a relevant percentage of identity, showing signs of conservation
of the sequence. The present work provided initial information, but of great importance
for the study of satellites DNA, especially for satDNA in centromeric region, being able
to promote several studies related to the distribution, organization and conservation of

centromeric repetitive sequences present in the fish group.

Keywords: Centromere. SatDNA conserved. Library hypothesis.
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1 INTRODUGAO

1.1 Consideragoes iniciais sobre sequéncias repetitivas centroméricas

Os centrébmeros correspondem a regidao constricta dos cromossomos que
preservam a ligacao entre as duas cromatides-irmas durante a divisdo celular. Sdo
tidos como fundamentais para a vida dos eucariotos, uma vez que sao responsaveis
pela ligagdo do fuso mitdtico e segregagao ordenada dos cromossomos homaologos
para cada célula-filha durante a divisdo celular (ALBERTS, 2017; GARRIDO-RAMOS
et al., 1994; METZNER, 1894 apud RHOADES, 1940; PLOHL et al., 2008). A delegéo
ou mutacdo em suas proteinas associadas podem causar sérios danos as células
eucarioticas. Nos humanos, por exemplo, as anormalidades em sua fungdo podem
resultar em doencas ou até letalidade (MELTERS et al., 2013; PLOHL; MESTROVIC;
MRAVINAC, 2014).

A cromatina centromérica possui uma estrutura distinta da eucromatina e da
heterocromatina, uma vez que é constituida pela CENP-A (proteina centromérica-A),
uma variante de histona H3 evolutivamente conservada e exclusiva do centrémero.
Junto de outras proteinas que compactam os nucleossomos, a CENP-A atua como
base para a formacédo do cinetocoro, um conjunto de complexos multiproteicos
necessarios para a ligagéao do fuso mitético (ALBERTS, 2017; revisado por THAKUR,;
PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021).

Proteinas centroméricas como CENP-B, CENP-C, CENP-S, entre outras, séo
conhecidas por se associarem a sequéncias de DNA. Em respeito a CENP-B, sabe-
se que essa proteina reconhece e se liga em sequéncias de DNA que possuem uma
sequéncia motif de 17 pares de base, denominada caixa CENP-B (FUJITA et al.,
2015). A caixa CENP-B foi descrita pela primeira vez em mamiferos - no DNA satélite
alfa, porém alguns trabalhos apresentaram sequéncias semelhantes a caixa CENP-B
em outros grupos, como em anfibios (EDWARDS; MURRAY, 2005), nematdides
(MESTROVIC et al., 2013), peixes (RODRIGUEZ et al., 2017), entre outros (HERRAN,
2008; DUMONT; FACHINETTI, 2017).

Apesar de conhecido como uma estrutura altamente conservada em eucariotos
e com uma fungao bem definida, o centrémero se insere em um cenario paradoxal no

qual apresenta também uma rapida evolucédo das sequéncias de DNA que compdem
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toda sua regido (HENIKOFF; AHMAD; MALIK, 2001; KURSEL; MALIK, 2018,
TEIXEIRA et al., 2018). Assim sendo, o centrdmero € caracterizado tanto por sua
heranca estavel quanto por sua composigao variavel. Essa variabilidade se deve
principalmente aos elementos repetitivos do tipo DNAs satélites (satDNAs) e
elementos transponiveis (TEs), tidos como os principais componentes da
heterocromatina centromérica dos eucariotos (PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC,
2014; PLOHL et al., 2008; YU et al., 2017).

Atualmente satDNAs tém sido relacionados a papéis importantes da célula,
como por exemplo no funcionamento dos centrémeros (RODRIGUEZ et al., 2017;
RUIZ-RUANO et al., 2016), e sdo conhecidos por serem um dos componentes mais
dinamicos de um genoma, sofrendo modificagbes por meio da evolugdo em concerto
(o que explicaria a variagao das sequéncias de DNA na regido centromérica) (DOVER,
1982; HENIKOFF; AHMAD; MALIK, 2001).

A funcionalidade dos DNAs satélites vem sendo associada a algumas
caracteristicas de suas sequéncias, como o tamanho dos mondémeros, por exemplo.
Seu tamanho pode estar relacionado a organizagao nucleossémica, a condensagao
de heterocromatina, a regulagédo da transcricdo e a fungao centromérica (MELTERS
et al., 2013). Posto isso, considerando que o CENH3 (histona especifica do
centrbmero) é essencial para a nucleagdo do cinetocoro e que determinados
elementos repetitivos sdo flanqueados em sua cromatina (revisado por GARRIDO-
RAMOS, 2015; HENIKOFF; AHMAD; MALIK, 2001), alguns estudos sugeriram que o
tamanho do monémero de repeticdo dos satDNAs centroméricos se assemelha ao
tamanho de DNA nucleossdmico, sendo em torno de 170 pares de base (pb), ou 340
pb, o que corresponde ao tamanho de dois nucleossomos (HENIKOFF; AHMAD;
MALIK, 2001; MELTERS et al.,, 2013; PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2012).
Dessa forma, €& notavel a semelhanga encontrada das unidades repetitivas
centroméricas entre os mais variados organismos, como por exemplo o alpha-satélite
em primatas com 171 pb, no milho com 180 pb e no peixe Sparus aurata com 186 pb
(HENIKOFF; AHMAD; MALIK, 2001; PLOHL et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2017).

Além do tamanho semelhante ao DNA nucleossémico, a presenca de motifs
semelhantes a caixa CENP-B em sequéncias de DNA satélite também podem indicar
uma possivel fungdo centromérica dessas sequéncias (LOUZADA et al., 2020;
revisado por THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021).
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1.2 Os DNAs satélites

As sequéncias de DNA repetitivo foram apresentadas pela primeira vez por
Britten e Kohne (1968), no qual os autores relacionaram diferentes frequéncias de
renaturagado do DNA ao grau de repetitividade dessas sequéncias gendmicas. Sendo
assim, por meio da renaturagdo do DNA, as sequéncias poderiam ser identificadas
como DNA altamente repetitivo, moderadamente repetitivo e de copia Unica
(BRITTEN; KOHNE, 1968; revisado por GARRIDO-RAMOS, 2017; LOPEZ-FLORES
& GARRIDO-RAMOS, 2012). Entre as sequéncias com DNA altamente repetitivo
encontram-se os DNAs satélites. O termo “DNA satélite” (satDNA) surgiu por meio de
analises de ultracentrifugagdo de gradiente de densidade do DNA gendémico de um
roedor, que demonstraram um componente secundario que poderia se encontrar
acima (DNA rico em AT) ou abaixo (DNA rico em GC) da banda correspondente ao
volume do genoma (KIT, 1961; SUEOKA, 1961; revisado por THAKUR; PACKIARAJ;
HENIKOFF, 2021).

Os satDNAs sdo sequéncias organizadas em tandem, e, em sua maioria, ndo-
codificantes, podendo em muitos casos exceder 50% da composi¢cdo de todo o
genoma de um organismo (revisado por GARRIDO-RAMOS, 2017; LOPEZ-FLORES
& GARRIDO-RAMOS, 2012; PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2012). Estao
localizados principalmente nas regides pericentroméricas, centroméricas e
subteloméricas dos cromossomos. Possuem um alto grau de polimorfismo, podendo
apresentar unidades de repeticdbes (mondmeros) de tamanhos variaveis, com dezenas
ou até mesmo centenas de nucleotideos (LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS,
2012; revisado por THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Sao organizados
dentro das espécies em diferentes familias, as quais podem ser compartilhadas entre
espécies relacionadas ou serem espécie-especificas (revisado por GARRIDO-
RAMOS, 2017). A evolugao das sequéncias satélites pode ser explicada por modelos
evolutivos como a evolugdo em concerto e a hipétese da biblioteca.

Evolucdo em concerto apresenta a concepg¢ao na qual componentes de uma
familia de satélites possuem baixa taxa de divergéncia, uma vez que seus mondmeros
sdo homogeneizados e fixados dentro de uma espécie. Ou seja, apesar de passiveis
de mutacbes nas coépias das sequéncias satélites de forma independente, a
semelhancga entre os mondmeros € assegurada pela homogeneizacao (revisado por
THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Esse modelo ocorre por meio do processo
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evolutivo de “molecular drive”, que corresponde a uma variedade de mecanismos
moleculares de turnover como: multiplas insergdes de elementos transponiveis,
derrapagem de replicagao, replicagao por circulo rolante, crossing-over desigual e
conversédo génica (DOVER, 1982; PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2012, revisado
por THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021; UGARKOVIC; PLOHL, 2002) (Figura
1 a).

A “hipétese da biblioteca” fundamenta-se na ideia de que espécies
evolutivamente proximas compartiiham uma biblioteca de satDNAs conservada,
originadas de um ancestral comum, mas amplificada em cada espécie de forma
independente (CAMACHO et al., 2021; FRY; SALSER, 1977; MESTROVIC; PLOHL,;
MRAVINAC, 1998). Isso faz com que uma sequéncia contida nessa biblioteca possa
aparecer abundante em uma espécie e em poucas copias nas espécies irmas
(CAMACHO et al., 2021; revisado por THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021)
(Figura 1 b).

Figura 1 - Representagéo dos principais modelos evolutivos para as sequéncias de

DNA satélite. Evolugdo em concerto (a) e “Hipotese da biblioteca” (b).

Species 1
\ Mutation
l Homogenization
Fixation
Specieg 2
\‘ Mutation
l Homogenization
Fixation
—
—" S—, S—; -
a Species 3
Ancestor
A\
! B S— S [ " —" —
Species 1 Species 2
b Species 3 Species 4

Fonte: Plohl, Mestrovic e Mravinac (2012).
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1.3 Consideragodes sobre o organismo de estudo: Megaleporinus elongatus

Peixes neotropicais possuem uma grande diversidade, que pode ser facilmente
vista dentro da Ordem Characiformes com uma das familias mais ricas em espécies,
a familia Anostomidae. O grupo dos anostomideos possui uma ampla distribuicdo em
ambientes de agua doce da América do Sul tropical e subtropical, sendo constituido
por 15 géneros e apresentando cerca de 150 espécies descritas atualmente
(RAMIREZ; BIRINDELLI; GALETTI, 2017; RAMIREZ et al., 2017; REIS; KULLANDER,;
FERRARIS JR, 2003; SIDLAUSKAS; VARI, 2008; SIDLAUSKAS et al., 2021). Sao
conhecidos popularmente como aracus na regido Norte do Brasil e como piaus nas
demais regides (GERY 1977 apud DE BARROS, 2017). As mais variadas morfologias
sdo encontradas dentro da familia, com padrbées que vao desde fusiformes e
alongados até deep-bodied e comprimidos lateralmente (SIDLAUSKAS; VARI, 2008).
A respeito de suas caracteristicas cariotipicas, o grupo apresenta-se conservado em
estrutura com numero diploide de 2n = 54 e morfologia cromossdmica semelhante,
com cromossomos metacéntricos e submetacéntricos (GALETTI; CESAR; VENERE,
1991), com um unico par de cromossomos portadores de RON (regido organizadora
do nucléolo) para a maioria das espécies (DE BORBA et al., 2013; GALETTI; CESAR;
VENERE, 1991).

O género Leporinus é o mais diverso da familia, com aproximadamente 90
espécies descritas. Recentemente o grupo passou por uma revisao e algumas de suas
espécies foram reclassificadas em um novo género denominado Megaleporinus
(RAMIREZ; BIRINDELLI; GALETTI, 2017). A nova classificagdo usou como base a
hipotese proposta inicialmente por Galetti Jr, Lima e Venere (1995), que define a
existéncia de um clado monofilético caracterizado pela presenga de um sistema de
cromossomos sexuais com heterogamia feminina (ZZ/ZW). Caracteristicas
morfolégicas e moleculares que destoavam das outras espécies do género Leporinus
também foram utilizadas para separar as linhagens. O novo grupo, Megaleporinus,
passou a ser constituido por 10 espécies, das quais nove eram classificadas
anteriormente no género Leporinus (L. obtusidens. L. macrocephalus, L. elongatus, L.
muyscorum, L. piavussu, L. reinhardti, L. brinco, L. trifasciatus e L. conirostris) e uma
no género Hypomasticus (H. garmani) (RAMIREZ; BIRINDELLI; GALETTI, 2017).

Os membros do género Megaleporinus sao maiores do que as espécies do

género Leporinus, 0 que explica em seu nome o prefixo mega (origem grega), que
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significa grande ou maior. Apresentam morfologia variada quanto aos tipos de boca,
possuem manchas escuras (de 1 a 4) na parte médio-lateral do corpo, trés dentes no
osso pré-maxilar, trés ou quatro dentes no osso dentario e, conforme citado
anteriormente, dispéem de um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW. A maioria
se alimenta de plantas, porém inclui também em sua alimentagdo alguns
invertebrados como moluscos, crustaceos e insetos (RAMIREZ; BIRINDELLI,
GALETTI, 2017).

Quanto ao cromossomo heteromoérfico, sabe-se que a morfologia semelhante
entre os cromossomos W das espécies do género, quanto ao tamanho, banda C
positiva e posicdo do centrébmero, indica que tenham se originado de um ancestral
comum (GALETTI; FORESTI, 1986; GALETTI JR; LIMA; VENERE, 1995). Acredita-
se que a primeira etapa da diferenciagdo do cromossomo sexual (W) em
Megaleporinus seja o processo de heterocromatinizagéo, no qual ocorre o acumulo
substancial de sequéncias repetitivas (GALETTI; FORESTI, 1986; GALETTI; LIMA;
VENERE, 1995; POLTRONIERI et al., 2014).

Diversos dados citogenéticos relacionados a composicdo do cromossomo
sexual W, demonstraram que a distribuicdo e o conteudo dessas sequéncias
repetitivas sao diferentes entre as espécies do género, o que indica uma grande
complexidade no desenvolvimento do cromossomo heteromorfico (DE BARROS et al.,
2018; CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020; DULZ et al., 2020; MOLINA; GALETTI
JR, 2007; PARISE-MALTEMPI et al., 2007; POLTRONIERI et al., 2014).

Devido ao acumulo expressivo de heterocromatina no cromossomo W, o
género Megaleporinus tem sido foco de muitos estudos referentes a identificacao,
isolamento e caracterizacdo de sequéncias repetitivas. Parise-Maltempi e
colaboradores (2007), por exemplo, isolaram uma sequéncia repetitiva de 650 pb em
M. elongatus, chamada LeSpel, pela qual indicaram um possivel sistema multiplo de
Cromossomos sexuais, devido a presenga de marcagdes semelhantes entre o W e um
dos cromossomos de um par de autossomos, sendo esse o par portador da RON. A
identificacdo do elemento repetitivo LeSpel inspirou trabalhos subsequentes
relacionados a analises comparativas entre as espécies do género Megaleporinus. A
exemplo disso, Hashimoto e colaboradores (2009) utilizaram LeSpel para identificar
hibridos de M. elongatus e M. macrocephalus, enquanto Marreta, Faldoni e Parise-

Maltempi (2012) identificaram padrées de marcagao de LeSpel muito semelhantes
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entre os cromossomos W (W,) de M. macrocephalus, M. elongatus e M. obtusidens,
indicando sua potencialidade como marcador sexo-especifico.

Crepaldi e Parise-Maltempi (2020) verificaram que dos 15 satDNAs mapeados
em fémea de M. elongatus, 3 se encontravam compartilhados entre autossomos e o
sexual (W,), e 9 estavam presentes apenas no W;. Utsunomia e colaboradores (2019)
apresentaram em seus dados 14 satDNAs hibridados especificamente no
cromossomo W de M. macrocephalus e 8 localizados tanto no W quanto em alguns
autossomos.

A espécie foco do presente trabalho, Megaleporinus elongatus (Figura 2), € um
peixe Neotropical, endémico dos rios Jequitinhonha e Pardo, sendo conhecido

popularmente como piapara (PERROTTI et al., 2018).

Figura 2 - Fémea de Megaleporinus elongatus.
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Fonte: Adaptado de Crepaldi (2019).

Possui numero diploide 2n = 54, conforme esperado para as espécies da
familia (MARTINS; GALETTI, 1999), e um hipotético sistema sexual multiplo do tipo
2,2,2,Z,/\WN,Z,W,Z, (PARISE-MALTEMPI et al., 2007), no qual a fémea apresenta
um cromossomo heteromoérfico (W), subtelocéntrico e altamente heterocromatico e
diferenciado (GALETTI; FORESTI, 1986) (Figura 3). A taxa elevada de
heterocromatina encontrada no brago maior desse cromossomo condiz com a grande
quantidade de sequéncias de DNAs repetitivos, como DNAs satélites, presentes
nessa regido (CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020).
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Figura 3 - Caridtipo correspondente a fémea de Megaleporinus elongatus,
demonstrando o numero diploide encontrado para a espécie 2n=54. Ao lado superior
esquerdo, evidencia-se a RON presente no par 2 (caixa branca); marcagao do 5S

rDNA nos pares 10 e 17; e par sexual ZW.

Fonte: Adaptado de Martins e Galetti (1999).

1.4 Apontamentos sobre o DNA satélite de 177 pb isolado de Megaleporinus

elongatus

O terceiro satélite mais abundante do genoma da fémea de M. elongatus,
MelSat03-177 (anteriormente denominado MelSat07-177 por Crepaldi e Parise-
Maltempi, 2020 e atualizado recentemente por Crepaldi et al., 2021), esta clusterizado
na regiao centromérica de 4 pares autossémicos e do cromossomo heteromoérfico
(W,). Este elemento repetitivo traz uma caracteristica relevante em relagdo ao seu
tamanho de 177 pb, no qual se assemelha ao tamanho normalmente encontrado para
os mondmeros repetitivos centroméricos ja publicados para outros organismos
(EDWARDS; MURRAY, 2005; GARRIDO-RAMOS et al., 1994; HERRAN et al., 2001;
HERRAN et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2017).

Essa mesma sequéncia mostrou semelhanga com outros satDNAs descritos
para peixes, como por exemplo o satélite MmaSat047-177, encontrado na espécie
congénere M. macrocephalus (CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020), e CgoSat44-
177 em Characidium gomesi (dados nao-publicados), ambos também possuindo 177
pb (SERRANO-FREITAS et al., 2020; UTSUNOMIA et al., 2019). Assim como
demonstrado para MelSat03-177 (CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020), o trabalho
de Serrano-Freitas e colaboradores (2020) apresentou marcagbes do satélite

CgoSat44-177 em regides centroméricas de apenas alguns pares cromossOmicos.
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De forma interessante, Crepaldi e Parise-Maltempi (2020) demonstraram uma
distribuicdo diferente do satélite MelSat03-177 nas regides centroméricas entre as
espécies. Na espécie M. elongatus os sinais de FISH se mostraram em 9
cromossomos e em Leporinus friderici, uma espécie evolutivamente préxima,
apareceram em apenas 2 cromossomos (CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020).
Esse mesmo cenario foi observado entre sete espécies de Characidae estudadas por
Utsunomia et al. (2017), que apresentaram marcag¢des distintas nas regides
centroméricas para o satélite MsaSat01-177. O satélite apresentou-se acumulado, por
exemplo, em 1 par cromossémico de Astyanax bockmanni e em 18 pares de
Moenkhausia sanctaefilomenae (UTSUNOMIA et al., 2017). Esse aspecto traz
reflexdes interessantes sobre esses satélites, pois ao mesmo tempo que essas
sequéncias sao consideradas conservadas, percebe-se também uma diversificagcao
de sua distribuicdo entre espécies correlatas.

Diante das caracteristicas apresentadas quanto a conservacgao e distribuicao,
o satélite MelSat03-177 e os satélites relacionados tornaram-se componentes
interessantes a serem estudados, pois além de mostrar aspectos importantes
relacionados aos DNA satélites, podem trazer informacgdes relevantes sobre as

regides centroméricas dos cromossomos de peixes e de vertebrados em geral.

1.5 Objetivos

O projeto tem como objetivo conhecer melhor o satélite MelSat03-177, isolado
do genoma de fémea de Megaleporinus elongatus por Crepaldi e Parise-Maltempi
(2020). Assim, tem como meta avaliar indicios do satDNA em outros representantes
da Ordem Characiformes, utilizando ferramentas de bioinformatica; levantamento de
dados disponiveis em bancos de dados publicos; e materiais de localizacbes
cromossOmicas previamente publicados. Esses dados serdo analisados, com o intuito
de verificar o carater conservado de uma sequéncia repetitiva de regido centromérica

em peixes.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais
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Para a realizagdo das analises foi utilizada como base a sequéncia de DNA
satélite previamente isolada, MelSat07-177 (com cédigo de acesso MK977865.1), a
qual foi renomeada recentemente como MelSat03-177 por Crepaldi et al. (2021).
Sendo assim, no presente trabalho, foi utilizada a nomenclatura atualizada do satDNA.

O satélite em estudo foi obtido por Crepaldi e Parise-Maltempi (2020) a partir
das anadlises do sequenciamento de baixa cobertura do genoma da fémea de
Megaleporinus elongatus, na plataforma lllumina (lllumina Inc., San Diego, CA, USA).

A validacdo da repeticdo em tandem foi realizada por meio dos softwares
RepeatExplorer (NOVAK et al., 2013) e Geneious v4.8.; e a sequéncia de seu
mondmero foi definida pelo programa Mega v8.0, sendo ela composta por 177 pb:
‘CAATTCAGAACCAAATTGACACTTTTCACAAGTTTGTCATCGCATTACTCCAAAT
TCCTACAGTAAAATTACTTGTTCATCATAGCATGGGTACAAGAGAGAGTGTTCTT
CAGGAATATGCTGGTATAATTTGATAACAATTTGATTTGTCTATTTTATGGGACCT
CAAATTGTGAT (CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020).

2.2 Métodos

O desenho experimental desenvolvido para o trabalho foi dividido em 8 etapas:
(1) busca em banco de dados; (2) analise comparativa via RepeatExplorer e Geneious;
(3) nomenclatura; (4) busca por elementos transponiveis (TE); (5) busca por motifs de
CENP-B; (6) alinhamento entre as sequéncias encontradas; (7) construgéo de rede de

haplétipos; (8) analise de dados prévios quanto a localizagdo cromossémica.

2.2.1 Busca em banco de dados

Usando os parametros default dos programas BLAST (Basic local alignment
search tool) (http://www.ncbi.nIlm.gov/Blast/) e Ensembl
(https://lwww.ensembl.org/index.html) foram buscadas similaridades com sequéncias
ja depositadas para a sequéncia MelSat03-177.

Em relagdo a analise por Ensembl, foram realizadas buscas nos genomas de

87 espécies de peixes 0sseos, das quais 2 pertenciam a ordem Characiformes.

2.2.2 Analise comparativa via RepeatExplorer e Geneious
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Para encontrar sequéncias homodlogas ao MelSat03-177 em Astyanax
fasciatus, Astyanax paranae e Moenkhausia sanctaefilomenae, os genomas dessas
espécies foram primeiramente recuperados da plataforma Sequence Read Archive
(SRA) (codigos de acesso: SRR8476332, SRR5461470, SRR8476336,
respectivamente) e, posteriormente, inseridos no RepeatExplorer (na plataforma
Galaxy: https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy/) para a realizagdo de uma
rodada de clusterizacao.

Os arquivos recuperados do SRA foram inseridos no “Preprocessing of FASTQ
paired-end reads” e como resultado foram obtidos os documentos “Interlaced paired
reads”, para cada um dos genomas.

As sequéncias recuperadas por BLAST, por Ensembl e a de MelSat03-177
foram adicionadas como uma biblioteca extra para ocorrer concomitantemente ao
processo de clusterizacao, a fim de conferir quais clusters resultantes poderiam ter
alguma porcentagem de identidade com as sequéncias adicionadas. Para isso, por
meio do RepeatExplorer2 clustering foram adicionados os arquivos “Interlaced paired
reads”, no campo NGS reads e as sequéncias supracitadas (no formato FASTA) no
campo “Custom repeat database”.

Os clusters que apresentaram, no output do RepeatExplorer, resultados
pertinentes de identidade foram analisados no software Geneious v4.8.5 a fim de
validar as repeticdes em tandem. Entdo, foram realizadas analises de graficos Dotplot
de cada um dos contigs contidos em cada cluster para selegdo daqueles com aspecto
de repeticdo em tandem.

As sequéncias dos contigs selecionados foram inseridas na plataforma Tandem
Repeats Finder (https://tandem.bu.edu/trf/trf.html) para construgdo da sequéncia
consenso de cada um deles. Para o caso em que o cluster apresentava duas

consensos, foi escolhida a sequéncia correspondente ao contig maior.

2.2.3 Nomenclatura

A nomenclatura dos satélites isolados foi inspirada na que foi proposta por Ruiz-
Ruano e colaboradores (2016), porém nao a seguiu com exatidao, devido a auséncia
de dados. Como néao foram estudados todos os potenciais satélites de cada espécie,
nao foi possivel obter os dados numéricos em ordem crescente, correspondentes a

abundancia dos satélites. Sendo assim, a nomenclatura dos satélites, utilizada no



23

referido trabalho, apresentou os codigos de abreviagdo de nome da espécie, seguido

do tamanho da unidade do repetitivo.

2.2.4 Busca por similaridade com elementos transponiveis (TEs)

As sequéncias obtidas nos bancos de dados (BLAST e Ensembl), as isoladas
no RepeatExplorer e a de MelSat03-177 foram buscadas via Repbase, utilizando a
ferramenta CENSOR (https://www.girinst.org/repbase/), a fim de encontrar alguma

relagéo ou associagdo com outros repetitivos - elementos transponiveis (TEs).

2.2.5 Busca por motifs

Buscou-se em todas as sequéncias recuperadas de satDNA o motif de ligagao
de 17 pb de CENP-B (NTTCGNNNNANNCGGGN), por meio da plataforma The
MEME Suite, utilizando a ferramenta FIMO (versdo 5.4.1) (https://meme-

suite.org/meme/tools/fimo).

2.2.6 Alinhamento

As sequéncias de DNA satélite recuperadas foram alinhadas por meio da
ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004) do software Geneious v4.8.5, com parametros
padrao, para a verificagcdo dos graus de similaridade entre elas. Dessa forma, cada
sequéncia recuperada foi alinhada primeiramente com o MelSat03-177 e,
posteriormente, foram alinhadas em conjunto.

Por meio do alinhamento também foi gerado um logotipo de sequéncia,
utilizando o mesmo programa, para a analise de conservagdo da sequéncia de

satDNA entre as espécies.

2.2.7 Construgao de rede de haplétipos

Para a construgcdo da rede de haplétipos foi utilizado o alinhamento de todas

as sequéncias satélites em conjunto como input do programa PHYLOViZ 2.0
(NASCIMENTO et al., 2017), em sua versao online (http://online.phyloviz.net/index).



24

Além disso, por meio do software Geneious v4.8.5 cada satDNA foi etiquetado com o
nome de sua respectiva espécie e familia.

Apos anotacédo, foi exportado um arquivo em formato FASTA contendo as
sequéncias de DNA satélite e as informacdes inseridas para cada uma, em forma de
tabela. O documento exportado também foi inserido no PHYLOViZ, sendo usado como

dado auxiliar para a construgao da rede.

2.2.8 Analise dos materiais de localizagdo cromossémica

Para os satDNAs analisados foram buscados na literatura dados que

demonstrassem a localizacdo cromossdmica dessas sequéncias em especifico.

3 RESULTADOS

O resultado obtido nas buscas realizadas através do banco de dados NCBI
BLAST demonstrou que o satélite MelSat03-177 apresentou semelhangas com os
satélites isolados na espécie Megaleporinus macrocephalus, MmaSat047-177, com
percent identity de 92.97% e evalue 3e-44 (com cddigo de acesso MG819041.1), e
Characidium gomesi, CgoSat44-177, com percent identity de 77.44% e e-value 1e-18
(com cddigo de acesso MG764457.1). A sequéncia de CgoSat44-177 possui 177 bp,
confirmada pelo trabalho em que foi isolada (SERRANO-FREITAS et al., 2020) e se
encontra duplicada no banco de dados com 354 pb, o que explica 0 seu uso para as
analises de alinhamento e homologia.

Em relagdo as consultas realizadas no Ensembl, das 87 espécies de peixes
analisadas, 3 apresentaram resultados relevantes de identidade com a sequéncia
MelSat03-177, sendo elas Pygocentrus nattereri, Astyanax mexicanus e
Electrophorus electricus (com codigo de acesso MAUMO01316306:9-182,
APWO002000820:312244-312310 e RBHW02000401:130304-130430,
respectivamente), dado que as duas primeiras pertencem também a Ordem
Characiformes e a ultima a Ordem Gymnotiformes. Ainda seguindo a ordem, as
sequéncias apresentaram valores de porcentagem de identidade 82.18%, 85.19% e
81.25%, e evalue 3e-19, 5e-05 e 9e-08.

Da iteracao realizada pelo RepeatExplorer para os trés genomas inseridos

foram apresentados clusters com porcentagem de identidade para as sequéncias de
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MelSat03-177 e as recuperadas acima utilizadas como bibliotecas extras. O output do
genoma de Astyanax fasciatus, demonstrou trés clusters com resultados significativos,
assim o cluster 32 (CL 32) demonstrou similaridade com a sequéncia de satDNA de
P. nattereri (0.16%), o cluster 72 (CL 72) com P. nattereri (65.91%), E. electricus
(4.87%), M. elongatus (1.95%), A. mexicanus (1.30%), C. gomesi (0.32%) e M.
macrocephalus (0.32%), e o cluster 237 (CL 237) com E. electricus (20.75%) e P.
nattereri (1.89%). O output de Astyanax paranae apresentou para o cluster 185 (CL
185) similaridade com os satDNA de P. nattereri (32.35%), A. mexicanus (26.47%) e
M. macrocephalus (2.94%); e o de Moenkhausia sanctaefilomenae apresentou para o
cluster 146 (CL 146) similaridade com os satDNA de A. mexicanus (25.51%), P.
nattereri (11.22%) e M. macrocephalus (8.16%).

Os cinco clusters (CL 32, CL 72, CL 237, CL 185 e CL146) foram analisados
para a validacao da repeticdo em tandem. Como resultado, apenas CL 72 e CL 146,
correspondentes as espécies A. fasciatus e M. sanctaefilomenae, respectivamente,
apresentaram caracteristicas de DNA satélite. Com isso, foram construidas as
sequéncias consensos apenas para estes clusters. No caso de A. fasciatus, foram
obtidas sequéncias de duas variantes, no entanto utilizamos para o estudo apenas a
sequéncia correspondente ao contig maior.

Em suma, por meio de buscas em bancos de dados e analises comparativas
no RepeatExplorer foram recuperadas um total de sete sequéncias similares ao
satDNA MelSat03-177, visto que as sequéncias recuperadas pelo banco de dados
Ensembl foram consideradas como satDNAs putativos. Além disso, seguindo o
objetivo do trabalho, todas as espécies selecionadas pertencem a Ordem
Characiformes, com excecado da espécie Electrophorus electricus. No entanto, a
sequéncia recuperada de E. electricus foi inserida no estudo por demonstrar dados
relevantes quanto a identidade. O nome e a sequéncia consenso de cada sequéncia

de satDNA isolada e recuperada estao representados no Quadro 1.
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Quadro 1 - DNAs satélites recuperados dos bancos de dados (BLAST e Ensembl) e

isoladas por RepeatExplorer, com suas respectivas sequéncias consenso.

SatDNA Sequéncia consenso

ATCACAATTTGAGGTCCCATAAAATAGACAAATCAAGTTGT

TGGCAAACTATACTAGCATAATCCAGAAAAACACTCTCATT

MmaSat047-177 | TGTACCCATGTTATGATGAACAAGTAATTTTACTGTAGGAA

TTTGGAGTAATGGGATGACAAACTTGTGAAAAGTGTCAATT
CGGTTCTGAATTG

TGTAATAGTGATATGAGCTTCATGTATTTTTACTGTAGGAA
TTTGGAGTAATTTGATGGCAAAGTTCAGTAAAATGTCAATT
CgoSat44-177 | TGGTTATTTATATACCTGTATTTAAAGGACAATAAAATTAAA
ATAATTGATTGTTATCAAACTACACCTATATATTCTTGTAGT
GCACTGTCTCCTGTAATAGTGATATGAGCTTCATGTATTTT
TACTGTAGGAATTTGGAGTAATTTGATGGCAAAGTTCAGTA
AAATGTCAATTTGGTTATTTATATACCTGTATTTAAAGGACA
ATAAAATTAAAATAATTGATTGTTATCAAACTACACCTATAT
ATTCTTGTAGTGCACTGTCTCC

TTTGGCATCCCATTACCACCAAATTCCTACAGTAAAAACAC
EelSat127 TTGAAACTCATACCCTGGGTACATGAGAGAGTTTTAAAGA
ATTTAGTGGAGTGATCTGATAACAATTTGATTTGTTTATTTT
AT

GATAACAATTTGATTTGCTTATTTTATAGGACCTCAAATTGT
GATTAATTCATAACCGAATAGACACTTTTCACAAGTTTGCC
PnaSat174 ATCCCATTATTCCAAATTTCTACTGTAATATCACTTGGTCC
ACATACCATGAATACAAGAAAGAGTGTTCTTTAAGTATATA
CTTGTCTGA

AmeSat67 AACCAAATAGGCATTTTTCCCAAGTTTGGTCTCCCATTACT
CCAAAATGCTACAGTAAAATCACTTG

CTATTCGGTTGTGCATAAACCAGATTTCGGAGTCCTATAAA
ACCAGCAAATCAAATTGTTATCCAATGCCACCAAGACAGT
AfaSat177 CTTAAAGAACACATTCCATACTAATAATGACATGAGTAACA
AAGAATATTACTGTATCATTTTGGAGTAATTGGATACCAAA
CTTAGGAAAAATGT

CGAATAGACATTTTTCCTAAGTTTGGAATCCCATTACTCCA
AAATGATACAGTAAAATTACTTGATACACATGACATTAATA
MsaSat177 CTATGAAATGTGTTCTTCAAGGATTTCATAGTGGCATTTGA
TAACAATTTGATTTTCAGGTTTTATAAGACTCCAAAATCTGT
TTTATGCAATAC

Fonte: Dados da pesquisa.
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Por meio das analises comparativas com satDNA de M. elongatus foi
observado que, das 7 sequéncias recuperadas, trés possuem o monémero de mesmo
tamanho do satélite MelSat03-177; uma aproxima-se muito com apenas trés pares de
bases de diferenca; duas sequéncias apresentam tamanho aproximado com diferenca
entre 40 e 50 pares de bases; e somente uma (AmeSat67) apresenta um tamanho
menor do esperado, apresentando menos da metade de 177 pares de bases. Quanto
ao conteudo de A + T dos satDNAs, calculado via Geneious, os valores variam de
62.7% a 70.6% (Tabela 1).

Os alinhamentos entre os consensos (Figura 4 A) dos satDNAs recuperados
com MelSat03-177 demonstraram homologias significativas, apresentando dados de
pairwise identity acima de 70%, exceto para CgoSat44-177, que apresenta 56.6%,
como pode ser visto na Tabela 1.

O logotipo de sequéncia realizado por meio do alinhamento geral, que exibiu
74.1% de identidade entre todas as sequéncias, apresentou dados interessantes
quanto a conservagao das sequéncias apresentadas (Figura 4 B). Dado que, quanto

maior for o tamanho da base, mais conservada ela é na sequéncia.
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Tabela 1 - Dados da analise comparativa das sequéncias satélites recuperadas com
a sequéncia satélite MelSat03-177, isolada de Megaleporinus elongatus. A tabela
segue a ordem decrescente do valor de pairwise identity (%) em relagdo a MelSat03-
177. Também estédo incluidos os valores do numero dipldide (2n) das espécies;

quantidade de bases dos satDNAs; e porcentagem do conteudo de A+T.

Pares de A+T Pairwise

SatDNA Espécie 2N pase (pb) (%) identity (%)

| | | | | |
Megaleporinus

MelSat03-177 (1) 54 177 667 i
elongatus
[ | [ [ I [
MmaSat047-177 ()  Megaleporinus 54 177 66.1 92.7
macrocephalus
AmeSat67 Astyanax 50 + B 67 62.7 84.2
mexicanus
PnaSat174 Pygocentrus 60 174 69.0 82.5
nattereri
EelSat127 Electrophorus 7, , g 127 66.9 81.3
electricus
CgoSat4a-177 3y ~ Characidium 5o . p 354 733 Cole
gomesi
MsaSat177 Moenkhausia g, , g 177 706 70.6
sanctaefilomenae
AfaSat177 Astyanax 46 + B 177 667 70.1
fasciatus

Fonte: Dados da pesquisa.

(1) Crepaldi; Parise-Maltempi (2020)
(2) Utsunomia et al. (2019)
(3) Serrano-Freitas et al. (2020)
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Figura 4 - Alinhamento das sequéncias consensos dos satDNAs estudados. (A)
Alinhamento com todas as sequéncias, incluindo Cgo44-177 completa. (B) Logotipo
de sequéncia, seguido de sequéncias consensos correspondentes aos satDNAs
isolados; dado que, para a sequéncia de Cgo44-177 esta apresentado apenas o
fragmento alinhado com as outras sequéncias.
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Fonte: Dados da pesqwsa
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A busca realizada na plataforma Repbase apresentou similaridade para os
satDNAs AfaSat177 e MsaSat17 com o transposon (DNA8-20 DR) de Danio rerio, e
com o retrotransposon LTR (Copia2-l_Dmoj) da espécie Drosophila mojavensis,
respectivamente. Ambos o0s resultados, porém, nao apresentaram valores
significativos de identidade para maiores inferéncias quanto a elementos
transponiveis associados. Quanto a procura por motif de CENP-B, ndo houve
resultados de similaridade para nenhuma das sequéncias estudadas.

Por meio de um alinhamento geral foi construida uma rede de haplétipos para
os satDNAs estudados, também conhecida como arvore geradora minima (MST -
minimum spanning tree), em dois cenarios diferentes: um representando a relagcéo
entre as espécies (Figura 5 A) e outro a relagao entre as familias (Figura 5 B), com o
intuito de avaliar a topologia da rede de hapl6tipos e analisar como as sequéncias
estdo se comportando entre si, principalmente no que concerne a familias diferentes.
A exemplo disso, o haplétipo de Astyanax mexicanus apresentou uma posic&o
interessante ao localizar-se distante dos outros haplétipos de espécies também
pertencentes a familia Characidae (Figura 5 A e B). Em relac&o a familia Anostomidae,
os haplétipos correspondentes a ela encontram-se proximos, corroborando com o alto
valor de identidade entre as sequéncias de M. elongatus e M. macrocephalus. O
haplétipo de Gymnotidae (Ordem Gymnotiformes) apresenta uma ligagao direta ao
haplétipo de M. elongatus, se comportando de forma diferente do esperado, uma vez
que em um primeiro momento imaginavamos que sua sequéncia se encontraria mais

distante por nao pertencer a Ordem Characiformes.
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Figura 5 - Rede de haplétipos mostrando a relagéo entre as sequéncias estudadas,
demonstrando os haplétipos correspondentes as espécies, em A, e as familias, em B.
Note o haplétipo de A. mexicanus isolado do restante dos Characidae, e a sequéncia

de M. elongatus demonstrando certo grau de homologia com as diversas familias.

A) 0
‘ MAstyanax fasciatus

MAstyanax mexicanus
MElectrophorus electricus

Characidium gomesi
‘ BMegaleporinus elongatus
BMegaleporinus macrocephalus

; BMoenkausia sanctaefilomenae
, WPy gocentrus nattereri

) 0
\ BiCharacidae
\ BAnostomidae
. BGymnotidae (Gymnotiformes)
Crenuchidae

Fonte: Dados da pesquisa.

Foram encontrados apenas dois trabalhos envolvendo a localizagao
cromossOmica, sendo correspondentes aos satélites CgoSat44-177 e MelSat03-177,
0os quais foram mapeados por meio de hibridagédo in situ fluorescente (FISH) em
preparagdes cromossdmicas de fémeas de C. gomesi e M. elongatus,
respectivamente (CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020; SERRANO-FREITAS et al.,
2020).

O satélite CgoSat44-177 apresentou marcagdes de FISH em aproximadamente
metade dos pares autossomos e no cromossomo B, ndo havendo marcacdo nos
cromossomos sexuais (SERRANO-FREITAS et al., 2020) (Figura 6 A). O satDNA

MelSat03-177 apresentou marcagdes visiveis em 4 pares de cromossomos
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autossomos e no cromossomo sexual W; (CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020)
(Figura 6 B). Ambos os satélites apresentaram marcacdes nas regides centromeéricas

dos cromossomos, 0 que pode ser visto em maior detalhe para o satDNA MelSat03-
177 na Figura 6 C.

Figura 6 - Localizagbes cromossémicas dos satDNAs. (A) FISH em metafases
mitéticas dos satDNAs isolados em fémea de Characidium gomesi, retirado de
Serrano Freitas et al. (2020). (B) FISH em metafases mitéticas dos satDNAs isolados
em fémea de Megaleporinus elongatus, retirado de Crepaldi e Parise-Maltempi (2020).
(C) Parte do ideograma do cromossomo sexual W, da fémea de Megaleporinus
elongatus, o qual evidencia a posigao centromérica (pontilhado com fundo amarelo)
do satDNA MelSat03-177 (sublinhado em vermelho), adaptado de Crepaldi (2019).
Dado que, em A, Z = cromossomo sexual Z; W = cromossomo sexual W; Ba =
cromossomo B; e em B, as pontas das setas indicam os cromossomos autossomos
com sinais de FISH e a seta destaca o cromossomo W, com seu respectivo sinal de
FISH.

CgoSatd4-177 MelSat03-177

\ 7
-t Y MelSat03-177

MeiSat08-37

MoiSat04-20

_ MeiSat01.36

MeiSat06-24

MeiSat02-26/
MeoiSat03-26

_ MelSat13-67

4 DISCUSSAO
4.1 Conservacgao de uma superfamilia de DNA satélite

No presente trabalho foram realizadas buscas por sequéncias homodlogas ao
satDNA MelSat03-177 de M. elongatus em bancos de dados e em genomas de peixes
Characiformes ja sequenciados, por meio de clusterizagéo, e os resultados obtidos
mostram que as sequéncias recuperadas compdem uma superfamilia de DNA satélite,
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sendo corroborada pelos valores de identidade (RUIZ-RUANO et al., 2016, 2017). As
sequéncias MmaSat047-177, AmeSat67, PnaSat174 e EelSat127 (referentes as
especies M. macrocephalus, A. mexicanus, P. nattereri e E. electricus,
respectivamente) indicaram pertencerem a mesma familia do satDNA MelSat03-177,
com valores de identidade maiores e nao foram encontradas sequéncias que
possivelmente constituem-se a mesma variante de MelSat03-177, sendo a sequéncia
de M. macrocephalus com maior valor de identidade.

O logotipo de sequéncia corrobora com o valor de identidade observada no
alinhamento geral, para o qual foi demonstrada a presenga de pequenos blocos
homdlogos espalhados entre todas as sequéncias alinhadas; predominantemente
algumas bases em relacdo a outras em posi¢cdes especificas; e uma notavel
similaridade entre os nucleotideos localizados na porgao final das sequéncias. Por
conta disso, denotamos indicios de certo grau de conservagéo entre as sequéncias
estudadas. Essa variacdo entre as sequéncias conservadas também foi observada
em outros trabalhos com peixes (DOS SANTOS et al.,, 2021; UTSUNOMIA et al.,
2017), porém em um grau menor de conservagao do que foi constatado em nossos
resultados.

Como esperado, foram encontradas algumas sequéncias com tamanho de 177
pb, demonstrando o tamanho comumente observado em unidades repetitivas
centroméricas de outros organismos (HENIKOFF; AHMAD; MALIK, 2001; PLOHL et
al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2017). Porém, curiosamente, também foram observadas
duas sequéncias com tamanho de monémeros menores, EelSat127 e AmeSat67, que
exibiram uma alta homologia com MelSat03-177. Essa divergéncia observada entre
os tamanhos das unidades de repeticido € comumente encontrada entre as familias
de satDNA pertencentes a uma superfamilia (RUIZ-RUANO et al., 2016, 2018). Além
disso, durante a procura por sequéncias homoélogas a MelSat03-177 encontramos na
literatura um satDNA centromérico isolado da espécie de peixe Solea senegalensis,
também com localizagéo e tamanho de monémero (177 pb) esperados (RODRIGUEZ
et al., 2017); no entanto, ao contrario do que se esperava, ndao foi encontrada
homologia significativa dessa sequéncia com MelSat03-177, mas devido ao seu
tamanho e localizagdo € um elemento interessante de ser estudado com maior
profundidade em outros genomas.

Quanto a analise filogenética, analisando a topologia da rede de haplétipos

gerada, foi observado que o haplétipo de M. elongatus esta inserido no centro da rede
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e € 0 unico que apresenta ligagbes com hapldtipos pertencentes as quatro familias
estudadas. Isso mostrou uma relagao mais proxima dessas sequéncias (MmaSat047-
177, CgoSat44-177, PnaSat174 e EelSat127) com o satDNA de M. elongatus, além
de validar a alta similaridade encontrada entre o monémero de MelSat03-177 com a
maior parte das sequéncias recuperadas (principalmente com o haplétipo de M.
macrocephalus, pertencente a mesma familia, Anostomidae).

A familia Characidae apresenta os haplétipos mais proximos, sendo a unica
com mais passos de mutagdo em relagéo a sequéncia de M. elongatus e com maior
grau de diferenciacdo entre as espécies. Isso pode ser interpretado por meio da
hipotese da biblioteca, que propde o compartiihamento de uma biblioteca de satDNAs
entre espécies evolutivamente proximas, porém amplificada independentemente
dentro de cada espécie (CAMACHO et al., 2021; FRY; SALSER, 1977; MESTROVIC;
PLOHL; MRAVINAC, 1998; revisado por THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021),
0 que explica os passos de mutagcdo encontrados entre elas. Também pode ser
explicado por meio da evolugdo em concerto, que fundamenta-se na ideia de que as
sequéncias de uma mesma familia de satDNAs sdo semelhantes entre elas (ELDER
JR; TURNER, 1995; revisado por GARRIDO-RAMOS, 2017; LORITE et al., 2017;
PALACIOS-GIMENEZ et al., 2020; revisado por THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF,
2021), corroborando com os haplétipos mais préximos e relacionados, observados
para a familia Characidae.

No entanto, o haplétipo de A. mexicanus nao se encontra intimamente ligado
ao seu congénere A. fasciatus, como também nao esta agrupado com os outros
haplétipos da familia Characidae. Esse distanciamento de A. fasciatus, bem como a
sua maior relagao com o haplétipo da espécie de uma outra Ordem (Gymnotiformes),
levantou questionamentos quanto a evolucdo destas sequéncias, uma vez que
entendendo a evolugao independente aceita para os satDNAs, a localizagcao do
haplétipo nao reflete necessariamente a relagao filogenética entre as espécies (DOS
SANTOS et al., 2021). Porém, segundo os modelos evolutivos citados no trabalho, ha
uma maior relacdo e semelhanca entre as sequéncias de DNA satélite de espécies
proximas, esperando, assim, que os haplétipos correspondentes as espécies
relacionadas se encontrem mais proximos, o que nao foi observado para AmeSat67.
Também foi observado no alinhamento geral que AmeSat67 se alinhou com a porgao
final das outras sequéncias, onde os nucleotideos se apresentam mais conservados,

podendo-se inferir que o posicionamento do haplotipo correspondente a AmeSat67 na
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rede seja tanto um reflexo do alinhamento, que usou como base a sequéncia de
MelSat03-177, quanto um possivel caso de convergéncia com a sequéncia de
EelSat127. Contudo, seria necessario um maior aprofundamento nas analises para
entender o comportamento destas sequéncias e validar as nossas hipéteses.

Algumas analises interessantes que poderiam ser aplicadas futuramente na
tentativa de explicar a localizagcdo de AmeSat67 na rede de haplotipos foram expostas
por Camacho et al. (2021). Posto que as espécies de gafanhotos Oedaleus decorus e
Locusta migratoria ndo apresentaram seus haplétipos adequadamente separados,
algumas familias de satDNA de O. decorus localizaram-se espalhadas e mais
relacionadas com as familias de satDNA da espécie L. migratoria. Esse padrao foi
denominado como classificagdo incompleta da biblioteca (Incomplete Library Sorting
- ILibS) (CAMACHO et al. 2021), entretanto, o estudo com ILibS necessita de mais
avancgos e outras analises filogenéticas, a fim de conseguir visualizar esse fendmeno
em outros contextos de evolugdo de satDNAs como no caso das sequéncias
estudadas no presente trabalho.

A conservagao de satDNAs ja foi observada dentro da Ordem Characiformes,
com uma familia de satDNA pericentroméricos com 177 pb e especifica da familia
Characidae (UTSUNOMIA et al., 2017). Apesar disso, a conservacao de satDNA em
toda uma ordem nao € comumente encontrada, sendo um satDNA de 52 pb,
CharSat01-52 pb, o unico encontrado entre 200 familias de satDNA estudadas que
esta compartilhado em espécies distantemente relacionadas e distribuidas em trés
familias da Ordem Characiformes (DOS SANTOS et al., 2021; UTSUNOMIA et al.,
2019). Para compreender melhor o indicio de conservacao encontrado, estudos de
divergéncia e abundancia sdo importantes para entender a evolugao e conservacao
dessas sequéncias na Ordem Characiformes.

Nossos resultados trazem indicios de um caso incomum de conservagao de
uma superfamilia de satDNA, contudo, como nossas analises sado preliminares,
precisamos de buscas mais refinadas, a fim de verificar a conservacdo dessas
sequéncias dentro dos genomas das espécies, uma vez que para a maioria delas sé

foram realizadas buscas em banco de dados.

4.2 Indicios de conservagao da localizagao cromossomica
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Os dados sobre a localizagdo cromossémica encontrados para os dois
satDNAs com mapeamento cromossOmico, CgoSat44-177 e MelSat03-177
(CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020; SERRANO-FREITAS et al. 2020),
demonstraram diferencas de distribuicdo entre os cromossomos de uma espécie e
entre as espécies (Figura 6). Em relagéo a distribuicdo dos satélites nas espécies C.
gomesi e M. elongatus, foi observada uma distingdo na quantidade de cromossomos
hibridados, a fémea de C. gomesi apresentou uma maior quantidade de autossomos
marcados por FISH em comparagéo a fémea de M. elongatus.

A diferenga encontrada no numero de cromossomos hibridados entre espécies
relacionadas também foi observada em outros trabalhos, sendo explicada pela
hipétese das trés etapas: nascimento, disseminag¢ao e agrupamento (RUIZ-RUANO
et al., 2016). Segundo a hipotese, os satDNAs podem seguir caminhos evolutivos
distintos em diferentes espécies, proporcionando graus variaveis de propagagao
intercromossémica, ou seja, espécies relacionadas podem apresentar padrbes de
acumulo e de distribuicao distintas dos satDNAs devido a evolucédo independente
desses elementos (CAMACHO et al., 2021; RUIZ-RUANO et al., 2016; UTSUNOMIA
et al., 2017).

Quanto a diferenga encontrada a nivel cromossémico dentro da propria
especie, o alto dinamismo relatado para as sequéncias de DNAs satélites pode
justificar a variagado dentro do cariétipo (MACAS et al., 2010; MELTERS et al., 2013;
revisado por GARRIDO-RAMOS, 2015; PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2012;
ZHANG et al., 2013; UTSUNOMIA et al., 2017), no entanto ainda nao foi apresentado
com precisao quais mecanismos sao responsaveis por essa variagao (UTSUNOMIA
et al., 2017).

Além disso, e talvez ainda mais interessante de ser apontado, ambas espécies,
M. elongatus e C. gomesi, também demonstraram distingdo nos sinais de FISH em
cromossomos especificos. C. gomesi apresentou marcagbées de Cgo44-177 no
cromossomo B e nenhuma marcagcdo nos cromossomos sexuais (Figura 6 A),
diferentemente de M. elongatus, cujo cromossomo sexual heteromorfico W1 exibiu
bandas visiveis de FISH para MelSat03-177 (Figura 6 B).

O satDNA MelSat03-177 corresponde a um dos satélites mais abundantes do
genoma de M. elongatus, e junto de outros dois satélites mais abundantes
representam 25% de todo o satelitoma diverso da espécie (CREPALDI et al., 2021).

Curiosamente, esse DNA satélite exibe grande acumulo no W1, mas nao se encontra
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enviesado para o sexo da fémea, uma vez que apresenta taxas de abundancia muito
préximas entre os dois sexos. Os autores sugeriram que o0 acumulo desse satélite no
cromossomo sexual W1, além dos autossomos, provavelmente tenha ocorrido ao
acaso (CREPALDI et al., 2021). Além disso, o satDNA MmaSat047-177 de M.
macrocephalus, que demonstrou maior porcentagem de identidade com MelSat03-
177, também nao se apresenta enviesado para a fémea (UTSUNOMIA et al., 2019);
contudo nao existe dado de localizagdo cromossdémica para este satélite, sendo
interessante uma analise posterior para saber se ele também se encontra acumulado
no cromossomo W da espécie.

O trabalho com o satDNA Cgo44-177 de Serrano-Freitas et al. (2020)
apresentou uma possivel derivagdo do cromossomo B dos cromossomos sexuais na
espécie C. gomesi, uma vez que a grande maioria dos satDNAs isolados mostraram-
se especificos dos cromossomos sexuais da espécie. Essa derivagcdo dos
cromossomos supranumerarios do complemento do cromossomo A ja tem sido
relatada em alguns trabalhos (revisado por GARRIDO-RAMOS, 2015; MARTIS et al.,
2012; JAMILENA et al., 1995). No entanto, assim como foi visto para Cgo44-177, por
mais que ocorra essa possivel derivagdo, os cromossomos B podem apresentar um
grau de acumulo maior de DNAs satélites que também se encontram compartilhados
nos cromossomos A, demonstrando que os supranumerarios podem seguir caminhos
evolutivos distintos do complemento A (revisado por GARRIDO-RAMOS, 2015;
KLEMME et al., 2013).

Com base nessas evidéncias, julgamos a necessidade de realizar analises
futuras de mapeamento cromossdmico dos demais satDNAs aqui estudados, a fim de
verificar como essas sequéncias estdo se comportando e acumulando nas outras
espéecies, principalmente para aquelas que possuem cromossomo B e/ou sistema de
cromossomos sexuais heteromorficos; e de entender esse padrao atipico de acumulo

em alguns cromossomos autossomos e nos cromossomos especificos.

4.3 Fungao centromérica dos satDNAs estudados

A abundéancia elevada dos satDNAs no genoma pode apresentar indicios de
funcionalidade centromérica (MELTERS et al., 2013), a vista disso sabendo que
MelSat03-177 é o terceiro satDNA mais abundante, representando 0.338% do

genoma de M. elongatus (CREPALDI et al., 2021), e que possui localizagédo
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centromérica, acredita-se que essas analises preliminares possam indicar uma
possivel fungdo centromérica do satDNA MelSat03-177. No caso do satDNA Cgo44-
177, apesar de ndao ser um dos DNAs satélites mais abundantes do genoma de C.
gomesi, ele se encontra clusterizado na regido centromérica em mais de 50% dos
cromossomos da espécie, indicando também uma possivel fungdo centromérica. Por
outro lado, Camacho et al. (2021) evidenciaram que as familias de satDNA de uma
superfamilia que apresentam fungéo centromérica em uma espécie nao permanecem
necessariamente com a mesma funcionalidade em espécies evolutivamente
proximas.

Os estudos sobre os centrdbmeros no grupo dos peixes, principalmente no que
concerne a presenca da proteina CENP-B e a sua relagdo com os satDNAs
centroméricos, ainda sao incipientes. Por esse motivo, ndo sabemos se a auséncia da
caixa CENP-B nas sequéncias estudadas pode denotar a ndo funcionalidade
centromérica destes satDNAs. A exemplo disso, Canapa et al. (2002) demonstraram
um satDNA centromérico isolado da espécie Gobius cobitis que nao apresenta
homologia significativa com a caixa CENP-B, mas apresenta uma alta homologia com
a sequéncia centromérica CDE Il de levedura.

Apesar dos indicios da funcionalidade centromérica de MelSat03-177 e
CgoSat44-177, a localizagcdo e o acumulo dessas sequéncias presente nos
centrébmeros de alguns cromossomos € um fato incomum que coloca em questao a
funcdo centromérica desses satDNAs. Em geral, satDNAs que evidenciam
funcionalidade centromérica tendem a se acumular em todos os cromossomos da
espécie, como foi observado para outros grupos de organismos (DA SILVA et al.,
2020; MATSUDA; CHAPMAN, 1991; PAVLEK et al.,, 2015; WILLARD, 1985; WU;
MANUELIDIS, 1980).

Além disso, a condi¢cao para MelSat03-177 de ndo demonstrar um viés para a
fémea, mas apresentar certa importancia na diferenciagao do cromossomo sexual W+
(CREPALDI et al., 2021) e a presenca de CgoSat44-177 no cromossomo
supranumerario (B), também coloca em questdo a relevancia dessas sequéncias
repetitivas para esses cromossomos especificos, além da funcionalidade
centromérica proposta inicialmente.

Desse modo, a diferenca de arranjos desses satDNAs em todos os

centrébmeros dentro do caridtipo de M. elongatus e C. gomesi e a presenga em
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Cromossomos sexuais e supranumerarios, despertam questionamentos quanto a

homogeneizagao e evolugao dessas sequéncias dentro dessas espécies.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos para as sequéncias recuperadas no presente trabalho
condizem com a hipotese da biblioteca e a evolugao independente propostas para
DNAs satélites. Por meio de nossas analises foram demonstrados indicios de uma
superfamilia de DNAs satélites conservados em trés familias da Ordem
Characiformes, bem como a sua presenga em uma espécie da Ordem Gymnotiformes.
Também foi apresentada uma possivel funcionalidade centromérica para dois
satDNAs recuperados e uma distribuicdo incomum destas sequéncias nos
cromossomos de duas espécies analisadas.

A fim de entender melhor a conservacdo e a evolugao dos DNAs satélites
estudados, pretendemos futuramente realizar analises mais acuradas de

bioinformatica e localizagdo cromossémica para os satDNAs recuperados.
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