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RESUMO

A caracterizacdo da porcao repetitiva do material genético pode trazer informacfes sobre a
composicao e a estrutura gendmica de uma espécie, bem como sobre os mecanismos envolvidos
na evolugdo de seu genoma e no aparecimento de inovagdes genéticas, Como 0S Cromossomos
sexuais, por exemplo. Uma caracteristica intrinseca a evolugdo de cromossomos sexuais € o
acumulo de DNAs repetitivos, como DNAs satélites (satDNAS) e elementos transponiveis
(TEs), envolvidos em sua diferenciagéo e diversificagdo em vertebrados. Cromossomos sexuais
se apresentam como entidades dinamicas dentro de um genoma, com evolucao, morfologia e
conteido genéticos Unicos. Estes elementos especificos evoluiram de maneiras independentes
dentro de linhagens de vertebrados, se apresentando nos mais diversos sistemas, especialmente
em peixes, anfibios e répteis. O presente trabalho teve como objetivo buscar descrever o
conteudo repetitivo em espécies de peixes neotropicais relacionados com diferentes sistemas
de cromossomos sexuais: Megaleporinus elongatus (Z1Z1Z2Z2/Z1\W1Z2W>), Megaleporinus
macrocephalus (ZZ/ZW) e Leporinus friderici (sem cromossomos sexuais heteromorficos).
Assim, nosso foco foi investigar as diferencas interespecificas destas sequéncias, avaliando
suas possiveis contribuicBes para a evolugdo genémica e de cromossomos sexuais. Para isto,
associamos o0 uso de plataformas de Sequenciamento de Proxima Geracdo (NGS) com analises
de bioinformatica para um acesso mais refinado ao genoma das espécies, permitindo a anotacéo
destes DNAs repetitivos, avaliagdo de suas dinamicas e evolugdo, bem como a distribuicéo
fisica de satDNAs nos cromossomos. Primeiramente caracterizamos e descrevemos o0
satelitoma (conjunto de familias de satDNAs) de Megaleporinus elongatus (CAPITULO 1),
onde comparamos as composi¢cdes de satDNAs entre 0s sexos da espécie. Constatamos que
apesar de possuir o cromossomo sexual altamente diferenciado e heterocromatico, a fémea ndo
apresenta uma diversidade de familias tdo maior do que o macho — ambos possuem uma alta
diversidade de familias enviesadas para seus genomas em comparagdo ao outro Sexo.
Constatamos entdo que foi 0 acimulo e a expansao de apenas algumas familias mais abundantes
na fémea que levou a alta diferenciacdo do cromossomo sexual, e ndo necessariamente a
presenca de uma grande diversidade de satDNAs diferentes ancorados a esse cromossomo. A
historia evolutiva das duas sequéncias mais abundantes também dita como suas coOpias se
expandiram de maneiras diferentes entre M. elongatus e M. macrocephalus. Estes dados
corroboraram a hipotese de composicdes diferentes e evolucdo espécie-especifica para
satDNAs, mesmo entre espécies proximas, e, neste caso, COm Cromossomos sexuais

heteromorficos. Em seguida, avaliamos a composicdo de elementos transponiveis (TES)



(CAPITULO 2) para a descrigio e a comparacdo dos mobilomas de fémeas de M. elongatus e
M. macrocephalus juntamente de uma terceira espécie, Leporinus friderici, completando trés
sistemas sexuais diferentes entre si. Concluimos que apesar da diversidade de familias de TEs
ser relativamente semelhante entre os trés genomas, as dindmicas de invasdo e amplificacéo
destas sequéncias também sdo espécie-especificas. Eventos de expansao foram particulares de
cada genoma estudado, e a expansao rapida e massiva de TES ocorreu em um periodo evolutivo
curto, especialmente apds a separacao das espécies e 0 surgimento dos cromossomos sexuais
em Megaleporinus. Os dados obtidos nesta tese fornecem mais informacdes sobre as
caracteristicas e a organizacdo de satDNAs e transposons e suas respectivas dindmicas nas
espécies estudadas, bem como sua distribuicdo, incidéncia e influéncia ao longo da evolugédo

dos cromossomos sexuais do grupo.

Palavras-chave: Citogenémica; elementos repetitivos; elementos transponiveis; satDNAS;

cromossomos sexuais heteromorficos.



ABSTRACT

The characterization of the repetitive portion of the generic material can provide information
about the composition and genomic structure of a species, as well as the mechanisms involved
in the evolution of its genome and the emergence of genetic innovations, such as sexual
chromosomes. An intrinsic feature in the evolution of sexual chromosomes is the accumulation
of these repetitive DNAs, such as satellite DNAs (satDNAs) and transposable elements (TES),
which are involved in their differentiation and diversification in vertebrates. Sex chromosomes
present themselves as dynamic entities within a genome, with unique evolution, morphology,
and genetic content. These specific elements have evolved independently within vertebrate
lineages, appearing in various systems, especially in fish, amphibians, and reptiles. The present
work aimed to describe the repetitive content in related neotropical fish species with different
sexual chromosome systems: Megaleporinus elongatus (Z121Z2Z2/Z1\W1Z2W-), Megaleporinus
macrocephalus (ZZ/ZW), and Leporinus friderici (without heteromorphic sexual
chromosomes). Thus, our focus was to investigate interspecific differences in these sequences,
evaluating their possible contributions to genomic and sexual chromosome evolution. To
achieve this, we employed Next-Generation Sequencing (NGS) platforms along with
bioinformatics analyses for a more refined access to the species' genomes, allowing the
annotation of these repetitive DNAS, assessment of their dynamics and evolution, as well as the
physical distribution of satDNAs on chromosomes. Firstly, we characterized and described the
satellitome (the whole set of satDNA families) of Megaleporinus elongatus (CHAPTER 1),
comparing the satDNA composition between the sexes. Despite having a highly differentiated
and heterochromatic sex chromosome, the female does not exhibit a significantly greater
diversity of families than the male — both have equally high diversity of sex-biased satDNAs
families. We then observed that the accumulation and expansion of only a few more abundant
families in the female led to the extreme differentiation of the sex chromosome, not necessarily
the presence of a larger diversity of different satDNAs anchored to this chromosome. The
evolutionary history of the two most abundant sequences also dictated how their copies
expanded differently between M. elongatus and M. macrocephalus. These data supported the
hypothesis of different compositions and species-specific evolution for satDNAS, even among
closely related species, and, in this case, with heteromorphic sex chromosomes. Next, we
evaluated the composition of transposable elements (TEs) (CHAPTER 2) for the description
and comparison of the mobilomes of M. elongatus and M. macrocephalus females, along with

a third species, Leporinus friderici, representing three distinct sex chromosome systems. We



concluded that despite the relatively similar diversity of TE families among the three genomes,
the dynamics of invasion and amplification of these sequences are also species-specific.
Expansion events are unique to each studied genome, and the rapid and massive expansion of
TEs occurred in a short evolutionary period, especially after the separation of species and the
emergence of sexual chromosomes in Megaleporinus. The data obtained in this thesis provide
more information about the characteristics and organization of satDNAs and transposons and
their respective dynamics in the studied species, as well as their distribution, incidence, and

influence throughout the evolution of the sex chromosomes in the group.

Keywords: Cytogenomics; repetitive elements; transposable elements; satDNAs; genome

evolution; heteromorphic sex chromosomes.



SUMARIO

INTRODUGAQO GERAL ...eucueuereereeensesseessessessissasssssssssstsssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessses 12
1.1 CONSIDERACOES SOBRE CROMOSSOMOS SEXUAIS E SUA OCORRENCIA EM PEIXES ....ocuviniiiiieiiiiiieicissiesees e 12
1.2 CROMOSSOMOS SEXUAIS HETEROMORFICOS E SEU CONTEUDO REPETITIVO ...ucuvinieiiieieiceieieie ettt 16
1.3 Os SISTEMAS DE CROMOSSOMOS SEXUAIS E SEUS CONTEUDOS REPETITIVOS NO GRUPO DE PEIXES MEGALEPORINUS ... 22

L = | Y 1 T 27

INTRODUGAQO AOS CAPITULOS ...uueueeeeerenensesesessessessesssssssessesssssssessessessessssesssssessessssssssessessess 29
3.1 CAPITULO I: GENOMIC DIFFERENCES BETWEEN THE SEXES IN A FISH SPECIES SEEN THROUGH SATELLITE DNAS...... 30
3.2 CAPITULO II: COMPARATIVE ANALYSIS OF TRANSPOSABLE ELEMENTS DYNAMICS IN FISH WITH DIFFERENT SEX
CHROMOSOME SYSTEMS.....uviurititineetiiteseete sttt sttt ese b et s b e e ae s e e ae e b e s e b e b et eaeebe s eae et e s eae et e s eaeebe et eneenes 42

CONSIDERAGOES FINALS ..ccueeeeerenensesessessessisesesssssessessssssssssessssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssassssses 60

OUTROS TRABALHOS DESENVOLVIDOS DURANTE O DOUTORADO ......ccoccerveeniensieesiansaens 62

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..cveieteretrrestsresessssestssestssestssssssssssstsssssosssssssssssssssessnssssnsnssssnsans 64



12

1 INTRODUCAO GERAL

1.1  Consideragdes sobre cromossomos sexuais e sua ocorréncia em peixes

A determinacgdo sexual é um processo vital para vertebrados, uma vez que dita quais
individuos irdo se desenvolver em machos e quais serdo fémeas. Muitas espécies apresentam
determinacdo genética do sexo, no qual genes determinantes de caracteristicas sexuais ou
supressoras de caracteristicas do sexo oposto irdo estabelecer qual serd o sexo do embrido em
desenvolvimento. Os cromossomos que adquirem estes genes determinantes séo denominados
Cromossomos sexuais, tornando-se as entidades genémicas responsaveis pela determinacdo do
sexo e se diferenciando de seu par e do restante do conjunto cromossémico do individuo
(Charlesworth, 1991; Bachtrog, 2006; Graves, 2008; Bergero and Charlesworth, 2009; Wright
et al., 2016; Charlesworth, 2021b). As origens e parametros de evolucdo de cromossomos
sexuais ainda sao alvos de pesquisas atuais uma vez que se mostram como elementos altamente

dindmicos, constituindo bons modelos para estudos evolutivos, gendmicos e comparativos.

Os sistemas de cromossomos sexuais geralmente séo categorizados em heterogametias
feminina e masculina, caracterizados pela presenga de cromossomos sexuais W nas fémeas
(sistema ZW) e de cromossomos sexuais Y (sistema XY) nos machos, respectivamente. Estes
Cromossomos, no entanto, podem assumir as mais diversas configura¢fes, com sua identidade
se mantendo ou se alterando através de diversos mecanismos evolutivos (Figura 1) (Wright et
al., 2016; Palmer et al., 2019; Furman et al., 2020).
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Figura 1. Vis&o geral dos passos na evolugdo dos cromossomos sexuais em vertebrados. Esta
rede hipotética de trajetorias evolutivas pode ramificar-se em resultados potencialmente
infinitos, com a possibilidade de estagnar por um longo periodo e até mesmo reverter para certos
estados. Os passos (1-6) sdo os eventos considerados canbnicos, mas genes sexualmente
antagonistas ndo estdo necessariamente envolvidos e podem ser substituidos aqui por genes
ligados ao sexo em geral; (7) - mudanca para hermafroditismo ou ESD, onde ndo ha
cromossomos sexuais presentes; (8) - evolucdo de longo prazo sem emergéncia de
cromossomos sexuais; (9) - persisténcia de longo prazo de cromossomos sexuais pouco
diferenciados; (10) - reversdo para estagios com cromossomos sexuais menos diferenciados;
(11) - expanséo de repeti¢cbes no cromossomo sexual especifico do sexo causando sua mudanca
de tamanho; (12) - acumulagéo de repeticdes em ambos 0s cromossomos sexuais; (13) - fusao
dos cromossomos sexuais com um autossomo levando a expanséo da regido pseudoautossomal;
(14) - emergéncia de um novo locus de determinagdo sexual em outro cromossomo; (15) -
emergéncia de um novo locus de determinagdo sexual dentro dos cromossomos sexuais
existentes; (16a, b) - duas translocagdes do mesmo locus de determinacdo sexual para outros
cromossomos; (17) - origem de um novo sistema de determinacdo sexual com envolvimento de
cromossomos B; (18) - emergéncia de sistemas de determinagdo sexual com trés cromossomos
sexuais homélogos; (19) - fusdo de cromossomos sexuais com um autossomo levando a
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multiplos neo-cromossomos sexuais; (20) - introgressdo de um gene determinante do sexo de
uma populacdo ou espécie diferente; (21) - alopoliploidiza¢do conectada com a emergéncia de
um novo sistema de determinacéao sexual em um genoma de origem hibrida. Para simplificag&o,
apenas o sexo heterogamético é representado. Fonte: Kratochvil et al. (2021).

Assim, a evolucdo de um cromossomo sexual ndo segue necessariamente um processo
unilateral de diferenciacdo. Este cromossomo especializado pode se manter idéntico ou se
alterar completamente de seu par; pode sofrer degeneracdo completa; ou até mesmo ser trocado
por um novo par cromossémico que se torna o novo par sexual (evento denominado de
turnover) (Bachtrog, 2006; Graves, 2008; Wright et al., 2016; Furman et al., 2020) (Figura 1,
passo 14).

Esses diversos eventos evolutivos e configuracdes de cromossomos sexuais se refletem
igualmente na diversidade de ocorréncia deles ao longo dos grupos de eucariotos (Figura 2).
Embora tenham funcionalidade universal no caso, a determinacdo do sexo Cromossomos
sexuais sdo bons exemplos de evolucdo convergente a nivel gendmico, no qual embora
apresentem funcionalidade semelhante, estes evoluiram repetidas vezes, de maneira

independente e nas mais diversas configurac6es ao longo dos organismos.

Mammalia Aves Reptilia Amphibia  Teleostei Acari Crustacea Coccoidea  Coleoptera Hymenoptera Lepidoptera Diptera Gymnosperms Angiosperms

009 crY0000I0EC

Key Animal-specific Plant-specific
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@ 202w, or complexzw Haplo-diploid
P POy . Dioecy

Homomorphic sex chromosomes
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'C\) Monoecy

Paternal genome
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Figura 2. Modelo esquemaético para os tipos de sistemas de cromossomos sexuais encontrados
em diversos grupos eucarioticos. Na legenda estdo descriminados os sistemas de cromossomos
sexuais mais comuns, incluindo sistemas de heterogametia masculina (machos com o
cromossomo sexual, sistemas XO, XY), heterogametia feminina (fémeas com cromossomos
sexuais, sistemas ZO, ZW), determinagdo genética do sexo sem Cromossomos sexuais
diferenciados (GSD — genetic sex determination), determinacdo ambiental do sexo (ESD —
environmental sex determination), entre outros. Atente para a diversidade de sistemas
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encontrada dentro do grupo dos vertebrados a esquerda da ilustragdo. Fonte: Bachtrog et al.
(2014).

Dentro do grupo dos vertebrados ja é possivel ver essa diversidade significativa entre
0s principais grupos, visto que evoluiram repetidas vezes e nas mais diversas configuracoes
(Bachtrog, 2006; Bachtrog et al., 2011; Furman et al., 2020; Kratochvil et al., 2021) (Figura 2).
Mamiferos e aves, por exemplo, apresentam sistemas antigos, conservados e bem definidos,
com heterogametias masculina XY e feminina ZW, respectivamente; j& peixes, répteis e
anfibios exibem uma miriade de sistemas, com surgimentos independentes, mais recentes e

muito rapidos.

Em se tratando de peixes, especificamente, 0s cromossomos sexuais podem estar
configurados em sistemas simples ou multiplos, com cromossomos sexuais sem diferenciacdo
morfologica de seu par (homomarficos) ou altamente diferenciados (Figura 2). A ocorréncia de
mais de um cromossomo sexual, ditando um sistema sexual multiplo, por exemplo, segue
inclusive outros padrdes evolutivos do convencional para a diferenciacdo de um cromossomo
heteromorfico. O surgimento constante e individual de sistemas maltiplos e simples em peixes
¢ muito comum, especialmente considerando 0s mecanismos variaveis e transitorios de
determinacéo sexual genética no grupo (Parise-Maltempi et al., 2007; Kitano and Peichel, 2012;
Blanco et al., 2014; Bueno et al., 2015; De Oliveira et al., 2018).

Ha também exemplos de transi¢cdes entre as heterogametias de machos e fémeas e
frequentes eventos de turnover (o recrutamento de um novo par para ser o determinante do
sexo) (Graves, 2008; Bachtrog et al., 2011; Charlesworth, 2019; Furman et al., 2020;
Kratochvil et al., 2021) (Figura 1, passo 14). Este turnover inclusive é um dos aspectos que dita
essa variedade de sistemas sexuais em peixes, além dessa ocorréncia de sistemas de
Cromossomos sexuais mais jovens e recentes em termos evolutivos em relacdo aos sistemas
mais antigos e conservados de mamiferos e aves (Kitano and Peichel, 2012; Myosho et al.,
2015; Schartl et al., 2016; Charlesworth, 2019). Com isso, a apari¢do de novos cromossomaos
sexuais em teleosteos pode ocorrer repetidas vezes, acarretando em sistemas distintos entre
espécies proximas e até populacfes distintas (Mank et al., 2006; Mank and Avise, 2009;
Chalopin et al., 2015b; Schartl et al., 2016) (Figura 3), como é o caso do género Triportheus,
onde cada espécie apresenta tamanhos distintos de cromossomos W entre si (Yano et al., 2016a;
Cioffi et al., 2017) (Figura 3a), e de diversos individuos do género Oryzias, com diferentes
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sistemas de cromossomos sexuais e inclusive diferentes genes determinantes do sexo entre

espécies proximas (Gammerdinger and Kocher, 2018) (Figura 3b).
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Figura 3. Exemplos esquematicos de géneros distintos de peixes teledsteos e suas respectivas
variedades de sistemas de cromossomos sexuais, tanto em diferencas de morfologia do
cromossomo sexual quanto em diferentes sistemas ocorrendo entre espécies proximas. Género
Triportheus (a) com modelo esquematico de cromossomos sexuais W de diferentes tamanhos
para fémeas de diferentes espécies (a-h). Fonte: foto de J. Grad (PyBio Paraguay
Biodiversidad); esquematizacdo dos cromossomos sexuais adaptada de Cioffi et al. (2017).
Género Oryzias (b) com ocorréncia de diferentes genes de determinacdo sexual (sex-
determination gene), diferentes sistemas de heterogametia (sex-determination system) para
diferentes espécies. Fonte: foto de diapteron.co.uk; filogenia e dados de determinacgdo sexual
de Gammerdinger and Kocher (2018).

1.2 Cromossomos sexuais heteromaorficos e seu contetido repetitivo

O entendimento dos processos evolutivos que regem a formacéo dos sistemas sexuais
em peixes ainda permanece limitado, especialmente devido a diversidade de espécies e a alta
labilidade dos cromossomos no grupo. A variagdo de sistemas sexuais € geralmente atribuida a
alta capacidade de turnover destes cromossomos no grupo (Kitano and Peichel, 2012; Yoshida
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et al., 2014; Charlesworth, 2019; Palmer et al., 2019) e também ao dinamismo de DNAs
repetitivos em seus genomas, muitas vezes acumulados nos cromossomos sexuais (Chalopin et
al., 2015b; Charlesworth, 2019). O acumulo de DNAs repetitivos inclusive pode proporcionar
diferencas na estrutura e na composicdo destes cromossomos, 0 que também ocasiona a
diferenciacdo entre o sexual com seu par, gerando 0s chamados cromossomos sexuais
heteromdrficos (como exemplo demonstrado acima, os cromossomos W com morfologias
discrepantes tanto entre si quanto com seus pares Z em espécies de Triportheus (Figura 3a)).
Esta diferenciacdo de forma geralmente ocorre por supressdo de recombinacdo entre 0 novo
cromossomo sexual e seu par, 0 que gera um consequente acimulo de DNA ndo-codificante
(heterocromatina) em especial em sistemas de cromossomos sexuais simples. Por
consequéncia, cromossomos sexuais podem entdo se tornar heteromérficos (diferentes de seus
pares) tanto em contetdo genético quanto em estrutura com o acumulo massivo destes DNAS
repetitivos (Bergero and Charlesworth, 2009; Wright et al., 2016; Furman et al., 2020;
Charlesworth, 2021a).

DNASs repetitivos sdo sequéncias de DNA que, diferentes dos genes e das sequéncias
determinantes do sexo por exemplo, sdo ndo-codificantes e podem se encontrar repetidas vezes
dentro do genoma eucariotico. Assim, um cromossomo sexual nascente pode adquirir, além da
nova caracteristica sexual, esse acimulo de sequéncias repetidas ndo-codificantes o que pode
vir mudar a sua forma, tornando-o discrepante do seu par. Esse DNA repetitivo acumulado pode
estar distribuido ao longo de toda a estrutura do cromossomo sexual, até estarem completamente
tomados, ou presentes em apenas partes deles, denotando mais um grau de variedade para

Cromossomos sexuais no grupo.

DNA s repetitivos sdo intrinsecos de genomas de eucariotos e podem estar presentes nas
mais diversas abundancias e configuracfes, inclusive nos cromossomos sexuais
heteromorficos. Essencialmente, genomas eucarioticos apresentam sequéncias nucleotidicas
divididas essencialmente em dois grandes grupos: regides génicas, com coépias unicas
codificantes de genes funcionais; e estes DNAS repetitivos, regides do material genético com
sequéncias presentes em diversas copias, repetidas inimeras vezes ao longo do DNA, com
tamanhos variaveis e correspondendo a grandes fraces gendmicas (Charlesworth et al., 1994;
Plohl et al., 2012a; Garrido-Ramos, 2017).

Apesar de majoritariamente nao-codificantes, DNAS repetitivos sdo responsaveis por
estrutura, tamanho e variagdo gendmica entre espécies (Mestrovi¢ et al., 2015; Garrido-Ramos,
2017; Jagannathan et al., 2018). Estas sequéncias podem também se inserir em locais de genes
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ativos, participar da formacéo e manutencgéo de regides centroméricas, levar a diferenciacdo de
Cromossomos sexuais e até contribuir com a especiacdo (Makatowski, 2000; Plohl et al., 2008;
Pezer et al., 2012; Plohl et al., 2014; Schartl et al., 2016; Jagannathan et al., 2018; Serrato-
Capuchina and Matute, 2018; Camacho et al., 2021b).

Sdo sequéncias que estdo frequentemente submetidas a diversos processos de
amplificacdo, delegdo e mutacOes, sendo altamente variaveis e podendo evoluir também de
maneira independente entre espécies (Ugarkovi¢ and Plohl, 2002; Lorite et al., 2004; Feschotte
and Pritham, 2007; Lorite et al., 2017; Utsunomia et al., 2017; Shao et al., 2019). Assim, DNAs
repetitivos possuem uma notodria variabilidade no que concerne sua ocorréncia, abundancia,
acumulo e composicdo molecular (Kejnovsky et al., 2009; Garrido-Ramos, 2017; Satovi¢-
Vuksi¢ and Plohl, 2023).

DNASs repetitivos geralmente sdo encontrados em sequéncias altamente especificas e
repetidas in tandem, como DNAs satélites (satDNAs), ou em sequéncias dispersas como as
diversas familias de elementos transponiveis (TES), sejam de transposons de DNA ou

retrotransposons (Figura 4).
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Figura 4. Classificacdo geral de sequéncias de DNAs repetitivos no material genético (a), com
a organizacao usual dos dois grandes tipos de repeticdo de copias (elementos repetidos in
tandem e elementos dispersos) em um genoma (b). Fonte: adaptado de Liao et al. (2023).

O grupo de DNAs repetitivos classificado como DNAs satélite (satDNASs), constitui
uma fracdo significativa do genoma de animais, peixes teledsteos especialmente, com unidades
de repeticdo, ou monémeros, de tamanhos variaveis e organizados repetidas vezes in tandem
(Vicari et al., 2010; Schemberger et al., 2011; Garrido-Ramos, 2017; Camacho et al., 2021a)
(Figura 4b). S&o sequéncias que podem formar longos arranjos de dezenas a milhares de
nucleotideos, sendo tipicamente encontradas em regides heterocromaticas como centrémeros,
telomeros, regides pericentroméricas (Jagannathan et al.,, 2018; Rodrigues et al., 2019;
Suntronpong et al., 2020; Thakur et al., 2021; Ugarkovi¢, 2021) ou outras ocorréncias de
acumulo de heterocromatina, como os cromossomos sexuais diferenciados e cromossomos B
(Yano et al., 2016b; Crepaldi and Parise-Maltempi, 2020; Stornioli et al., 2021).

O caminho evolutivo de uma familia de satDNA se da& a partir do nascimento e
duplicacdo de uma sequéncia preexistente no genoma. Estas muitas vezes sdo provenientes de
um elemento transponivel e podem formam arranjos (arrays) de sequéncias repetidas, que se

amplificam de maneira massiva ao serem disseminadas pelo genoma (Mestrovi¢ et al., 2015;



20

Ruiz-Ruano et al., 2016; Ruiz-Ruano et al., 2017; Paco et al., 2019). As dindmicas evolutivas
de sequéncias de satDNAs costumam envolver a chamada hipotese da biblioteca (Fry and
Salser, 1977; Mestrovié et al., 2006), que sugere que espécies proximas compartilham satDNAs
provenientes de um ancestral comum; estes, no entanto, podem sofrer pressdes seletivas
diferentes ao longo da evolugdo das espécies e resultar em graus de amplificacédo, fixacdo e
localizagéo distintos (Dover, 1986; Dover et al., 1993; Mestrovi¢ et al., 2006; Plohl et al.,
2012b; Ruiz-Ruano et al., 2016).

O compartilhamento de sequéncias de satDNA é uma ocorréncia que ja foi documentada
em peixes (Schemberger et al., 2011; Silva et al., 2017; Utsunomia et al., 2017; Crepaldi et al.,
2021; Dos Santos et al., 2021; Goes et al., 2023), mostrando que os dois aspectos néo
excludentes de sequéncias de DNAs satélites: um alto grau de diversidade de nucleotideos em
suas sequéncias que estdo sob frequente pressdo seletiva e podem mudar rapidamente, mas
também a ocorréncia compartilhada de sequéncias iguais entre diferentes espécies. Assim,
diferentes composic@es repetitivas podem ditar perfis espécie-especificos, onde diferem no que
concerne a sua dindmica de expansdo e abundancia dentro de um genoma, apesar da origem
compartilhada (Ugarkovi¢ and Plohl, 2002; Utsunomia et al., 2017; Sember et al., 2018).

Elementos transponiveis (TES) ou transposons, por sua vez, sdo sequéncias de DNAs
repetitivos que podem se mover e se inserir em locais diferentes dentro de um genoma. Estéo
presentes todos 0s genomas conhecidos até 0 momento e costumam compreender grandes
porcdes do material genético com sequéncias grandes, podendo chegar até milhares de pares de
base dispersas em multiplas copias (Feschotte and Pritham, 2007). Sdo componentes intrinsecos
de genomas de teledsteos, e podem contribuir significantemente para a estrutura e tamanho
gendmicos de peixes (Biemont and Vieira, 2006; Wicker et al., 2007; Carducci et al., 2020),
influenciando a dindmica evolutiva de um genoma tanto a curto quanto a longo prazo (Ferreira
et al., 2011; Belyayev, 2014; Carducci et al., 2018; Hayward and Gilbert, 2022).

TEs possuem uma grande diversidade de sequéncias e elementos que os compdem,
sendo tipicamente classificados com base em seus mecanismos de replicacdo. Eles podem
disseminar suas cépias utilizando transcriptases reversas (RT) e intermediarios de RNA para se
copiarem em novas localizagOes, caracterizando TEs Classe I, ou retrotransposons; ou
utilizando transposases (TPase) e sem nenhum RNA intermediario, operando diretamente ao
nivel de DNA e sendo retirado e recolocado no genoma, compreendendo TEs Classe 1l ou
transposons de DNA (Wicker et al., 2007; Bourque et al., 2018) (Figura 4a). Essas duas classes

amplas ainda podem ser desmembradas em subclasses, superfamilias e familias que diferem em
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estrutura, arranjo e intermediérios produzidos, como as subblasses de retrostransposons LTRs
(long terminal repeats) e non-LTRs, cada uma com diferentes representantes especificos, e as
subclasses polintrons, helitrons, cryptons e transposons que utilizando transposase (hats e

marienrs) para transposons de DNA (Feschotte and Pritham, 2007; Shao et al., 2019).

Devido a sua diversidade e natureza dindmica, transposons sdo grandes candidatos a
andlises genbmicas, especialmente em estudos de espécies ndo-modelo (Makatowski et al.,
2019; Etchegaray et al., 2022). A anotacao de bibliotecas espécie-especificas de TEs e de suas
caracteristicas € uma ferramenta Util para o entendimento da evolucao destas sequéncias e seu
consequente impacto em genomas de peixes, jA tendo sido atrelados a evolucdo de
cromossomos sexuais (Chen et al., 2014; Chalopin et al., 2015b; Schemberger et al., 2019),
cromossomos B (Coan and Martins, 2018), rearranjos cromossdmicos (Rodriguez et al., 2021)
e até comportamentos migratorios (Carotti et al., 2021) dentro do grupo. A analise de diferencas
em variedade, abundéncia e histoérico de proliferacdo entre genomas, por exemplo, podem trazer
respostas aos fatores que regem a dindmica evolutiva destas sequéncias e de seus hospedeiros
(Feschotte and Pritham, 2007; Shao et al., 2019; O'neill et al., 2020; Carotti et al., 2021,

Colonna Romano and Fanti, 2022).

DNAs repetitivos séo altamente difundidos em vertebrados, com sua dindmica de
frequentes amplificacdes e delecdes contribuindo significantemente para a variagdo de
tamanhos e diversidade gendmica (Plohl et al., 2012a; Almojil et al., 2021; Colonna Romano
and Fanti, 2022).

No caso dos peixes, informag6es sobre a organizacdo e a evolugdo genémica como um
todo ainda sdo limitadas a poucas espécies em comparacéo a diversidade do grupo. E sabido,
no entanto, que apresentam a maior variedade de elementos repetitivos, especialmente
transponiveis, em comparacdo a outros vertebrados (Chalopin et al., 2015a). A proporgédo
gendmica que compreende TESs em peixes, por exemplo, é bastante variavel , correspondendo
a menos de 10% do genomas de tetraodon e fugu e mais de 50% do genoma de zebrafish
(Chalopin et al., 2015a) (Figura 5), e costumam estar presentes em diferentes familias com
tamanhos, localizacdo, abundancia e constituicdes diferentes, (Garrido-Ramos, 2017; Thakur
etal., 2021).
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Figura 5. Diversidade de tipos e proporcdo gendmica (%) de elementos transponiveis
(transposons de DNA e retrotransposons) em genomas de diferentes espécies de peixes (anfioxo
inclusive). Fonte: Shao et al. (2019).

o

Assim, tem-se crescido o interesse na busca, descricdo e analise de DNAS repetitivos
justamente por sua natureza intrinseca a evolucao genémica do grupo, sendo considerados Uteis
em estudos de evolugdo cromossdmica, evolugdo de cromossomos sexuais, comparagao e
caracterizagdo de espécies. O avango em andlises de dados de sequenciamento, atrelado as
ferramentas bioinformaticas cada vez mais acessiveis e refinadas, garantiram maior eficiéncia
na deteccdo destas sequéncias, incluindo seus padrdes de origem, dindmica e evolucdo em

genomas de espécies ndo-modelo.

1.3  Os sistemas de cromossomos sexuais e seus contetdos repetitivos no grupo de

peixes Megaleporinus
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Considerando os dois pontos principais levantados acima para o grupo dos peixes, como
a alta variedades de composi¢des gendmicas, especialmente de elementos repetitivos, e uma
alta diversidade de sistemas de cromossomos sexuais, 0 foco da presente tese foram os peixes
dos géneros Megaleporinus e Leporinus, conhecidos popularmente como piaus ou piaparas
(Birindelli and Britski, 2013; Eschmeyer and Fong, 2015) (Figura 6). Um dos aspectos mais
relevantes desses dois géneros é a estrutura conservada de 2n = 54 cromossomos entre eles,
com morfologias muito similares dos seus pares cromossémicos, com excecao da presenca de
um par de cromossomos sexuais heteromdrficos altamente diferenciados nas fémeas de
Megaleporinus e que estdo ausentes em Leporinus (Parise-Maltempi et al., 2007; Da Silva et
al., 2012; Marreta et al., 2012; Ramirez et al., 2017b) (Figura 6a). Esta heterogametia feminina
em Megaleporinus apresenta cromossomos W como 0s maiores do cariotipo, muito
diferenciado e com uma alta taxa de heterocromatina e DNA repetitivo especialmente nos
bracos longos. A ocorréncia destes cromossomos sexuais foi inclusive uma das caracteristicas
que levou ao desmembramento das espécies nos dois géneros, uma vez que todas eram
previamente classificadas como Leporinus (Galetti Jr and Foresti, 1986; Ramirez et al., 2017b)
(Figura 6b).
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Figura 6. Comparacéo entre os géneros Megaleporinus e Leporinus em especial quanto ao seu
cariotipo e cromossomos sexuais apesar da proximidade filogenética. Cariétipos (a) de M.
elongatus, M. obtusidens (fundo vermelho) e L. friderici (fundo amarelo). Note a semelhanca
entre seus conjuntos cromossdémicos, com exce¢do dos pares sexuais ZW em Megaleporinus e
seus cromossomos W gigantes. Fonte: adaptado de Martins and Galetti (1999) Filogenia dos
dois géneros (b), mostrando sua proximidade filogenética e respectivas ocorréncias de sistemas
sexuais. Fonte: adaptado de Ramirez et al. (2017a).
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A espécie Megaleporinus elongatus é ainda um caso além, uma vez que (Parise-
Maltempi et al., 2007) levantaram a suspeita da existéncia de um sistema multiplo de
cromossomos sexuais do tipo Z1Z17,7,/Z1\W1Z>W». Assim, foi sugerido que seus cromossomos
sexuais estariam em um outro processo de diferenciacdo comparado a seus congéneres. Apesar
de compartilhar um ancestral comum com o restante do género e com Leporinus (Ramirez et
al., 2017b), M. elongatus possui caracteristicas moleculares distintas na composi¢do de seu
cromossomo heteromdrfico que levariam a diferenciacdo de seus sexuais em um sistema
multiplo (Hashimoto et al., 2009; Parise-Maltempi et al., 2013; Crepaldi and Parise-Maltempi,
2020).

A presenga dos cromossomos sexuais heteromoérficos em Megaleporinus e, por
consequéncia, sua auséncia em Leporinus (Figura 6) tornaram estes grupos 6timos exemplos
para estudos da evolucdo e diferenciacdo de sistemas de cromossomos sexuais, tidos como
relativamente recentes em termos evolutivos (Parise-Maltempi et al., 2013; Ramirez et al.,
2017b; Crepaldi and Parise-Maltempi, 2020).

E aceita a hipotese do acimulo massivo de elementos repetitivos nos cromossomos W
como sendo um dos maiores responsaveis pela sua diferenciacdo em Megaleporinus (Parise-
Maltempi et al., 2007; Da Silva et al., 2012; Marreta et al., 2012; Dulz et al., 2024). O acumulo
de algumas sequéncias pontuais e a comparagdo por sondas de cromossomos totais entre as
espécies iniciaram a busca por este contetdo, inclusive demonstrando diferencas em cada
cromossomo W e denotando mais um grau de complexidade no que concerne a formacao dos
sexuais dentro do género (Nakayama et al., 1994; Parise-Maltempi et al., 2007; Hashimoto et
al., 2009; Utsunomia et al., 2019; Crepaldi and Parise-Maltempi, 2020; Crepaldi et al., 2021).

Apesar da semelhanga morfoldgica dos cromossomos W de Megaleporinus e da origem
comum atribuida a estes cromossomos (Figura 6), cada espécie possui um sexual com
composicgdo e distribuicdo repetitiva especifica (Marreta et al., 2012; Crepaldi and Parise-
Maltempi, 2020; Crepaldi et al., 2021; Dulz et al., 2024). Utilizando ferramentas
bioinformaéticas e técnicas refinadas de prospeccdo de sequéncias repetitivas, foi possivel
acessar o conteldo de DNAs satélites (satDNAS) de espécies de Megaleporinus maneira mais
abrangente, bem como avaliar quais as implicag0es nos seus sistemas sexuais ao buscar detalhes
da composi¢do dos mesmos (Utsunomia et al., 2019; Crepaldi and Parise-Maltempi, 2020;
Crepaldi et al., 2021; Dulz et al., 2024).

Assim, 0s géneros Megaleporinus e Leporinus podem trazer importantes contribuices

para 0 entendimento da estrutura gendmica e de elementos repetitivos na diferenciacdo de
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sexuais em peixes, e a presente tese de doutorado pretende dar continuidade a trabalhos em
nosso laboratdrio sobre este grupo de peixes e seus cromossomos sexuais. No pretende trabalho,
investigamos a ocorréncia e a distribuicao de sequéncias de DNAs repetitivos, como satDNAS
e TEs, em genomas de peixes destes dois géneros. Também buscamos relacionar estas
sequéncias ao surgimento e diferenciacdo de sistemas sexuais dentro deste grupo, a fim de
entender as caracteristicas gendmicas destes elementos repetitivos que venham a estar

relacionadas com sistemas de cromossomos sexuais diferenciados.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese relne dados relacionados a composicdo repetitiva gendmica entre
espécies de peixes proximas com sistemas de cromossomos sexuais distintos no intuito de
investigar a influéncia desta porcéo repetitiva e sua dindmica na formagéo dos cromossomos
sexuais entre estas espécies. Os dados geraram dois manuscritos que fornecem informacdes
sobre a composicao repetitiva e a evolucdo gendmica em espécies destes peixes neotropicais.
Os resultados aqui apresentados evidenciam a riqueza e a diversidade de DNAS repetitivos em
Megaleporinus e Leporinus, destacando seu acimulo recente nos genomas das trés espécies
estudadas. Apesar de Megaleporinus compartilharem satDNAs e Megaleporinus e Leporinus
apresentarem mobilomas com diversidade de familias semelhantes, os conteidos repetitivos
exibem dindmicas especificas para cada espécie, especialmente em relacdo as familias mais
abundantes. A variabilidade na abundancia, com acimulo diferenciado em cromossomos
sexuais (no caso de satDNAs — CAPITULO 1) e eventos de insercdo especificos (para TEs —
CAPITULDO I1), evidenciam a organizacéo altamente pléstica destas sequéncias, desenvolvendo

caminhos evolutivos independentes apesar da proximidade filogenética entre as espécies.

No contexto especifico do cromossomo sexual heteromérfico de M. elongatus
(CAPITULO 1), a prevaléncia de apenas algumas familias especificas e altamente abundantes
na fémea se mostrou um dos principais impulsionadores do acimulo no cromossomo sexual
heterocromatico. Contrariando nossas expectativas, a fémea ndo apresentou a maior diversidade
de familias de satDNAs entre os sexos; pelo contrario, 0 macho também exibiu familias de
satDNA enviesadas para seu sexo. Porém, com cOpias muito raras e pouco acumuladas no
genoma, 0s satDNA do macho ndo se mostraram altamente acumulados como visto na fémea.
Com isso, 0s principais contribuintes para a alta abundancia de satDNASs no cromossomo sexual
W: e possivelmente sua diferenciacdo foram a amplificacéo e a homogeneizagdo das familias
mais abundantes da fémea, promovendo a formacdo de grandes arranjos ao longo do

cromossomo sexual heteromérfico.

Quanto ao contelido de elementos transponiveis (CAPITULO II), constatamos que a
ocorréncia e diversidade de TEs entre as espécies de Megaleporinus, com cromossomos sexuais
heteromorficos, e L. friderici sdo relativamente semelhantes. S&o apenas alguns casos
especificos de maior incidéncia de familias em Megaleporinus, no geral, as familias de TEs
mais abundantes em seus genomas. As familias mais prevalentes, como os transposons de DNA

hAT e Tc-Mariners apresentaram dindmicas especie-especificas de insercdo e acimulo nas
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espécies, com diferencas inclusive entre as duas espécies de Megaleporinus, e retrotransposons
do tipo LTR se mostraram em abundancia especificamente em M. macrocephalus. Assim,
semelhante ao que constatamos para satDNAs, as maiores diferengas estdo na dinamica de
acumulo de determinadas familias, e ndo necessariamente na diversidade de TEs encontrada

para cada espécie.

As informacOes aqui geradas, em conjunto com estudos de genémica de outros
vertebrados na literatura e aqueles desenvolvidos em tandem a esta tese, reiteram peculiaridades
sobre elementos repetitivos em peixes, especialmente sua variabilidade e impacto na dinamica

de um genoma, além do suporte para a diferenciacdo de cromossomos sexuais heteromorficos.

Esforcos futuros podem ser direcionados em incluir mais espécies de Megaleporinus e
Leporinus expandindo o uso de dados gendmicos, a fim de (a) tracar um histérico evolutivo
destas sequéncias para melhor compreender mecanismos evolutivos como a hipotese de
biblioteca de satDNAs; (b) integrar informag6es moleculares com dados de localizacéo
cromossémica também para transposons, em especial com foco nos mais proeminentes em
fémeas com cromossomos sexuais heteromorficos; (c) buscar marcadores genéticos de
determinacdo do sexo por meio de outras técnicas, como 0 uso de sequenciamento RadSeq
(Restriction site associated DNA sequencing), ja atualmente utilizado para busca de marcadores

sexuais em espécies ndo-modelo especialmente de peixes e anfibios.
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