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Resumo

Os DNAs satélites (satDNAs) constituem arranjos de sequéncias repetidas in
tandem, variando de dezenas até milhares de repeti¢cdes, que constituem a maior parte da
heterocromatina, sendo geralmente encontrados nas regides pericentroméricas e
subteloméricas. Do ponto de vista citogenético, essas sequéncias sdo consideradas
importantes marcadores cromossomicos, apresentando alta dindmica evolutiva, tanto por
sua caracteristica saltatoria nos genomas, quanto pela rapida diversificacdo de
nucleotideos, resultando na ampla existéncia de satDNAs espécie-especificos. Os
Serrassalmideos constituem uma familia dentro de Characiformes e sdo conhecidos
popularmente como peixes redondos. Animais desse grupo possuem grande importancia
econbmica, pois fazem parte do segundo grupo mais produzido nas pisciculturas.
Entretanto, os dados citogenéticos e gendmicos desse grupo sdo escassos e apenas 0S
nameros dipléides e a distribuicdo dos genes ribossdmicos sdo conhecidos. O
desenvolvimento de plataformas de Sequenciamento de Proxima Geragdo (NGS) junto
de ferramentas bioinformaticas possibilitaram um estudo muito mais simples e eficiente
sobre DNAs satélites. Com isso, o objetivo do estudo foi utilizar-se dessas ferramentas
para investigar a compreender a evolugéo dessas sequéncias repetitivas dentro do genoma
de individuos da familia dos Serrasalmideos, a partir da caracterizacdo e analise do
satelitomas de diferentes espécies do grupo. Para isso, foi utilizado a pipeline Satminer
juntamente com as ferramentas RepeatExplorer e TAREAN para a montagem dos
satelitomas, seguidas de andlises para identificar a diferenciacdo genética, dinamica e
evolugdo dessas sequéncias entre individuos do grupo, além de testar novos metodos de
identificacdo de DNAs satélites. Os nossos resultados mostraram um alto nivel de
compartilhamento entre todas as espécies, seguindo os padrdes propostos pela “hipdtese
library” além de apontar um déficit de informacdo gerado pelos métodos classicos de

caracterizacdo de DNAS satélites
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Abstract

Satellite DNAs (satDNAs) constitute tandemly repeated sequences arrays, ranging
from a few to hundreds of thousands of repetitions, constituting most of the
heterochromatin and generally found in the pericentromeric and subtelomeric regions.
From the cytogenetic point of view, these sequences are considered important
chromosomal markers, presenting a high evolutionary dynamic, both for their jJumping
characteristic in the genomes and for the fast nucleotide diversification, resulting in the
wide existence of species-specific satDNAs. Serrasalmids, known as round fish, are of
economic importance, being part of the second most produced group in fish farms, even
so, cytogenetic and genomic data of this group are scarce and only the diploid
chromosome number and the distribution of ribosomal genes are known. The
development of Next Generation Sequencing (NGS) platforms, with bioinformatics tools
made possible a much simpler and more efficient study on satellite DNAs. Thus, the
objective of the study was to use these tools to investigate and understand the evolution
of these repetitive sequences within the genome of individuals from the Serrasalmids,
based on the characterization and analysis of satellitomas of different species in the group.
For this, the Satminer pipeline was used combined with the Repeatexplorer and TAREAN
tools for the assembly of the satellitomas, followed by analyzes to identify the genetic
differentiation, dynamics and evolution of these sequences between individuals in the
group, besides to testing new methods of identifying satellite DNAs. Our results showed
a high level of sharing among all species, following the patterns proposed by the “library
hypothesis” we also point out a deficit of information generated by the classic methods

of characterization of DNAS satellites.
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1. Introducéao

1.1 — Panorama geral sobre DNAs repetitivos, com énfase em DNAs sateélites

Os genomas dos organismos eucaridticos apresentam uma organizacdo em dois
grandes grupos de sequéncias: o0 primeiro, composto pelas sequéncias que apresentam
uma Unica copia, que compreendem uma por¢do consideravel dos genes funcionais, e 0
segundo grupo representado pelas sequéncias de DNA repetitivo, constituido por
segmentos de diferentes tipos e tamanhos (Charlesworth et al. 1994). Ademais, as
sequéncias de DNA repetitivo também podem ser classificadas em dois tipos: aquelas
dispersas pelo genoma, como os elementos transponiveis; e aquelas que estdo repetidas
in tandem, ou seja, unidades que se repetem uma apos a outra, como 0s DNAs satélites e
algumas familias multigénicas (Charlesworth et al. 1994; Nei e Rooney 2005).

Os DNAs satelites representam uma classe de sequéncias gendmicas altamente
repetidas in tandem que podem formar longos arrays que chegam a milhGes de repeticdes
(Miga et al. 2020). Esses elementos gendémicos séo formados por unidades arranjadas in
tandem, denominadas mondmeros, que podem variar de poucas dezenas até milhares de
nucleotideos (Plohl et al. 2012; VVondrak et al. 2020). Estas sequéncias estdo localizadas
principalmente nas regides pericentroméricas e subteloméricas dos cromossomos, mas
também podem ocorrer em regiBes intersticiais (Lopez-Flores e Garrido-Ramos 2012).
Por representarem uma fracdo ndo codificante do genoma, por muito tempo esses
fragmentos foram considerados “DNA lixo” (Ruiz-Ruano et al. 2016). Entretanto,
estudos recentes tém demonstrado cada vez mais que os DNAs satélites podem
desempenhar papeis funcionais dentro das células, como funcbes centroméricas (Plohl et
al. 2014; Escudeiro et al. 2019; Vozdova et al. 2020) e formacao da heterocromatina (Lee
et al. 2006; Traynor et al. 2019; Otake et al. 2020).

Em geral, as sequéncias de DNAs satélites evoluem por um processo denominado
evolugdo em concerto, que pode ser dividido em duas etapas: homogeneizacao e fixagdo
(Lorite et al. 2017). Nesse contexto, a etapa de homogeneizacdo é guiada por mecanismos
moleculares como crossing over desigual e conversdo génica (Smith 1976; Dover 1986),
enquanto a fixagdo de variantes ocorre por meio de reproducédo. Este processo resulta em

sequéncias repetitivas com maior similaridade dentro da espécie do que entre espécies,
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ou seja, as multiplas cépias de uma determinada sequéncia sdo homogeneizadas dentro
de determinada populagéo (Liao 1999).

Recentemente, Ruiz-Ruano et al. (2016) propuseram uma teoria para a origem e
disseminacdo de DNAs satélites nos genomas de espécies eucarioticas. Em suma, 0s
DNAs satélites surgiriam através de uma duplicacdo de uma determinada sequéncia,
dando origem a um pequeno array de sequéncias. Posteriormente, esses pequenos arrays
seriam propagados pelo genoma através de mecanismos como replicacéo e reinsercao,
podendo passar por processos de amplificacdo local. Nesse contexto, a medida que as
espécies/populacdes vao se diferenciando, o conjunto de DNAs satélites nestas amostras
vai passando por mudancas majoritariamente quantitativas (Fry e Salser 1977). Por estas
razdes, de acordo com a ‘“hipdtese library”, espécies proximas entre si usualmente
compartilham parcial ou totalmente o catdlogo de DNASs satélites, mas a abundancia de
cada uma das familias de DNAs satélites pode variar drasticamente (Utsunomia et al.
2017; Rodrigues et al. 2019; Palacios-Gimenez et al. 2020a). Em casos raros, DNAs
satélites podem ser mantidos conservados entre grupos nao tdo préximos, podendo em
casos extremos, apresentar-se em toda uma ordem, conservados ao longo de milhGes de
anos (Plohl et al. 2010; Petraccioli et al. 2015; Halbach et al. 2020; dos Santos et al. 2021).

1.2 Histodrico e inovacdo na caracterizagdo de DNAs satélites.

O nome "DNA satélite™ é histdrico, uma vez que este tipo de DNA repetitivo foi
descoberto como um pequeno pico no perfil de ultracentrifugacdo de CsCl (Kit 1961).
Embora esta técnica ndo seja mais utilizada para a caracterizacdo de DNAs satélites,
outras metodologias foram extensivamente utilizadas nas ultimas décadas, como a
cinética de renaturacdo (Hutton et al. 1973; Botchan, 1974) e digestdo com enzimas de
restricdo (Horz e Zachau, 1977; Kopecka et al. 1978). Apesar de representarem
metodologias precisas na caracterizacdo de DNAs satélites, deve-se destacar que a
eficiéncia de cada uma delas ndo era muito alta, pois representavam metodologias que se
baseavam no acaso de selecionar uma determinada enzima que cortasse uma regido do
monomero de algum DNA satélite. Além disso, por representarem segmentos genémicos
altamente dindmicos e suscetiveis a rapidas mudancas, estes elementos satélites séo
geralmente sequéncias espécie- ou género-especificas, o que dificulta ainda mais o estudo
sistematizado de um mesmo DNA satélite, ou de uma colecéo inteira deles (satelitoma)

em diferentes espécies (Vicari et al. 2010; Garrido-Ramos 2015; Ruiz-Ruano et al. 2016).
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Nesse sentido, a viabilizagdo de metodologias alternativas que permitissem o isolamento,
caracterizagdo e analise de sequéncias repetitivas distribuidas por todo 0 genoma a custos
reduzidos foram extremamente relevantes.

O surgimento e a popularizacdo das tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo (NGS, do inglés next generation sequencing) permitiram o sequenciamento de
genomas inteiros a custos reduzidos, gerando quantidades massivas de dados (Park e Kim
2016). Assim, a combinacdo destas tecnologias com ferramentas bioinformaticas,
permitiu uma alta eficiéncia na deteccdo e caracterizacdo de coleces inteiras de DNAs
satélites de qualquer organismo ndo-modelo. Nesse sentido, podemos destacar a
abordagem inovadora para a caracterizacdo de novo de sequéncias repetitivas utilizando
o0s reads provindos diretamente das plataformas de sequenciamento de DNA descrita por
Novak et al. (2013). Destaca-se que até aquele momento, estudos globais com sequéncias
repetitivas eram restritos as espécies com genomas montados, impossibilitando a
caracterizacdo destas regides em organismos ndo-modelo. No referido estudo, a
abordagem consistiu em demonstrar de forma grafica (graph-based), grupos de reads que
se sobrepdem frequentemente formando clusters. Esta estratégia ja havia sido utilizada e
comprovada por diversos estudos envolvendo plantas e animais (Novék et al. 2010;
Macas et al. 2011), mas apenas em 2013, um servidor publico implementado na

plataforma Galaxy permitiu a popularizacao deste método.

A partir daguele momento, diversos estudos foram realizados na tentativa de
caracterizar catalogos completos de DNAs satélites de diferentes espécies, como no caso
do gafanhoto Locusta migratoria, no qual foram identificadas 62 familias de DNA satélite
(Ruiz-Ruano et al. 2016) e nos peixes Psalidodon paranae, Characidium gomesi e
Megaleporinus macrocephalus, nos quais foram identificados 45, 59 e 164 familias de
DNAs satélites, respectivamente (Silva et al. 2017; Utsunomia et al. 2019; Serrano-
Freitas et al. 2020). As constatacGes aqui apresentadas revelam a diminuicdo de barreiras

metodoldgicas para o estudo sistematizado de sequéncias satélites em diferentes espécies.

1.3 Peixes Characiformes, com foco na familia Serralsamidae

A regido Neotropical se estende desde parte do México, Caribe, até o Sul da
America do Sul e abrange cerca de 9.100 espécies de peixes sendo a regido com maior
diversidade de peixes do mundo, com cerca de 5.160 espécies de peixes de dgua doce,

além de apresentar 27% de espécies de peixes marinhos do mundo (Reis et al. 2016). A



237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

ordem dos Characiformes é uma das maiores ordens dentre os peixes Neotropicais, com
aproximadamente 2.200 espécies, divididas em 24 familias distintas (Eschmeyer e Fong
2020). Dentre elas, a familia Serrasalmidae é composta pelos popularmente conhecidos
“peixes redondos”, sendo subdividida em trés diferentes clados: Serrasalminae, composto
pelas piranhas; Myleinae, composto pelos pequenos pacus; e Colossomatinae, composto
pelos grandes pacus (Kolmann et al. 2020), totalizando 16 géneros e aproximadamente
101 espécies vélidas, amplamente distribuidas em distintas bacias hidrograficas na
Ameérica do Sul (Orti et al. 2008). Popularmente conhecido como o grupo dos pacus e
piranhas, este clado teve o inicio de sua diversificagdo ha aproximadamente 60 milhdes
de anos no Paleoceno médio (Kolmann et al. 2020).

Os representantes da familia Serrasalmidae apresentam grande importancia
ecologica, como por exemplo, os pacus que sdo grandes frugivoros que podem dispersar
sementes a longas distancias (Kolmann, 2020), e econdmica, pois sdo espécies
amplamente cultivadas na aquicultura, como os pacus, tambaquis, pirapitingas e seus
hibridos, sendo as espécies nativas mais produzidas no Brasil, alcancando valores de
centenas de milhares toneladas por ano (IBGE).

De forma geral, poucos estudos citogenéticos foram realizados em peixes
Serrasalmideos, sendo conhecidos basicamente os numeros diploides de algumas
espeécies, localizacdo de heterocromatina constitutiva e dos sitios de DNAr 5S e 18S
(Gaviria et al. 2005; Baroni et al. 2009; Nakayama et al. 2012; Ribeiro et al. 2014; Ferreira
et al. 2016; Favarato et al. 2019). Nesse contexto, algumas espécies apresentam uma
estrutura cariotipica com 2n=54 cromossomos, como as espécies Colossoma
macropomum e Piaractus mesopotamicus, enquanto outras apresentam numeros
diploides mais elevados, como as espécies Pygocentrus nattereri e Serrasalmus elongatus
que apresentam 2n=60 (Ribeiro et al. 2014) e Metynnis maculatus que apresentam 2n=62
(Baroni et al. 2009; Favarato et al. 2019).

Os dados citogenéticos disponiveis até 0 momento para a familia Serrasalmidae
reforcam a existéncia de uma interessante varia¢do cariotipica neste grupo. No entanto,
deve-se destacar que algumas porcoes do genoma dos representantes deste género ainda
permanecem desconhecidas, como as sequéncias de DNA repetitivo. Nesse sentido,
atraves da utilizacdo do sequenciamento de nova geragéo e a consequente caracterizagcdo
de regides satélites, espera-se obter informagdes de interesse para a melhor compreenséao
da organizacdo do genoma e estrutura cariotipica de quatro espécies relacionadas,

aumentando também o conhecimento sobre a diversificacdo e evolugédo dessas espécies.

9
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Adicionalmente, deve-se destacar que a espécie P. nattereri, conhecida popularmente
como piranha-da-barriga-vermelha (red-bellied piranha), possui o0 seu genoma
sequenciado e montado (Pygocentrus nattereri 1.0.2 assembly, NCBI); nesse sentido, a
caracterizacdo da colecdo inteira de DNAs satélites desta espécie, também pode permitir

uma melhor montagem e compreensdo do genoma da piranha-da-barriga-vermelha.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Os objetivos gerais do presente trabalho foram:

1- Caracterizar os catalogos de DNAs satélites de cinco espécies pertencentes a
familia Serrasalmidae (Colossoma macropomum, Myleus asterias, Piaractus
brachypomus, Piaractus mesopotamicus e Pygocentrus nattereri) e uma
espécie do grupo-irmdo Hemiodontidae (Hemiodus gracilis).

2- Caracterizar a localizacdo cromossdmica de DNAs satélites em Piaractus
mesopotamicus;

3- Testar se a hipotese library se aplica a evolugdo dos DNAs satélites na familia
Serrasalmidae.
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3 Materiais e métodos

3.1 Amostragem das espécies de Serrasalmidae

As analises citogenéticas e moleculares na espécie de P. mesopotamicus foram
realizadas em individuos coletados nos tanques de cultivo do Centro de Aquicultura da
UNESP, Jaboticabal, Sdo Paulo. Os procedimentos de amostragem, manutengao e analise
dos animais foram realizados de acordo com as regras internacionais em experimentacéo
animal seguidas pelo Comité de Etica o Uso de Animais da Universidade Estadual
Paulista (IBB/UNESP), protocolo 1204-CEUA/2019.

Os exemplares analisados foram anestesiados e dissecados, sendo retirados
fragmentos do rim anterior para estudos citogenéticos e fragmentos de nadadeira e figado
para posterior extracdo de DNA e analises moleculares. Os exemplares utilizados na
amostragem foram fixados em formol 10%, conservados em etanol 70% e depositados na
colecdo de peixes do Laboratorio de Genética de Peixes, Faculdade de ciéncias, UNESP-
Bauru-SP, sob os numeros de voucher LG13046 até LG13053 para P. mesopotamicus.

Além disso, exemplares das espécies Piaractus brachypomus e Colossoma
macropomum também foram amostrados para analises moleculares. Em ambos os casos,
fragmentos de nadadeiras foram retirados e fixados em etanol 100% para posterior
extracdao de DNA.

3.2 Anélises citogenéticas
Para a andlise citogenética dos exemplares utilizamos o0 método de estimulacéo de
mitoses (Oliveira et al. 1988) e preparacdo direta de células renais in vivo (Foresti et al.

1981) em todos os exemplares analisados, conforme detalhado abaixo.

3.2.1 Estimulacao de mitoses

Para a obtencdo das preparagdes cromossOmicas, adotamos a técnica de
estimulacdo de divisdo celular, que consiste na insercdo de uma solucdo de fermento
biolégico na musculatura dorsal do animal, como descrito em Oliveira et al. (1988) para
peixes. O procedimento utilizado consiste em:
1) preparar uma solucdo de fermento biologico (Fleischmann) na seguinte proporcao:
0,5g de fermento, 0,59 de agUcar e 7mL de agua destilada;

2) incubar a solugdo em uma estufa (37° C) por cerca de 30 min;
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3) injetar a solucdo na regido dorsolateral do peixe, na proporcao de 1mL para cada 1009
de peso do animal. A dose administrada pode ser realizada em duas doses, dividida e
aplicada em um periodo de 48h;

4) manter o animal em aquéario bem aerado.

3.2.2 Obtencao de cromossomos metafasicos in vivo

Para a obtencdo de cromossomos metafasicos in vivo, seguimos o protocolo
descrito por Foresti et al. (1981), utilizado com algumas adaptacGes. Essa técnica consiste
na inibicdo da polimerizagdo dos microtubulos através da acdo da colchicina, seguida
consequentemente de uma hipotonizacéo das células em suspensao, seguindo-se a fixacdo
celular através de uma mistura de metanol/acido acético (3:1). O procedimento consiste
em:
1) injetar, na regido intra-abdominal, solucéo aquosa de colchicina (0,025%) na proporcao
de aproximadamente 1mL para cada 100g de peso do animal;
2) deixar o0 peixe em aquario bem aerado, por um periodo aproximado de 50 min;
3) sacrificar o animal e retirar fragmentos de rim anterior. Transferir o material para uma
pequena placa de vidro, contendo 7mL de uma solucéo hipotonica de KCI (0,075M);
4) dissociar o material com o auxilio de pincas de disseccdo, complementando esse
processo com o auxilio de uma pipeta seringa de 3mL, até que se obtenha uma solucéo
aquosa homogénea;
5) transferir a solucdo obtida para um tubo de centrifuga e incubar esta solugdo em estufa
a 37°C por 21 min;
6) retirar o tubo da estufa, colocando 7 gotas de fixador gelado (metanol e acido acético
na proporcdo de 3:1, respectivamente); agitar levemente a mistura com uma pipeta
Pasteur e deixar repousar por 5 min a temperatura ambiente;
7) adicionar cerca de 6mL de fixador e novamente agitar a mistura; levar a centrifuga
(900 £ 100 rpm) por 10 min;
8) retirar o sobrenadante, e logo apds ressuspender o material precipitado em 7mL de
fixador; centrifugar por 7 min a 900 £ 100 rpm;
9) repetir o item 8 por trés vezes para uma completa fixagdo das células em suspenséo;
10) pingar o material em laminas previamente tratadas em solugdo de HCL 10%;

11) deixar secar ao ar.
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3.3 Coloracao convencional com Giemsa
As preparacdes cromossomicas fixadas nas laminas foram coradas por dez
minutos com solucdo de Giemsa a 5 % em tampéo fosfato (pH=6,8) para a verificacdo do

numero diploide das espécies P. mesopotamicus e C. macropomum.

3.4 Extracédo de DNA genémico

O DNA genomico foi obtido a partir de amostras de figado ou nadadeira,
preservados em etanol 100%, utilizando os Kits Wizard Genomic DNA Purification
(PROMEGA) ou DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN), conforme instrucoes
recomendadas pelo fabricante, com um passo para a remocao de RNA com RNAse A
(Invitrogen). Os produtos gerados foram visualizados em eletroforese de gel de agarose
a 1%.

3.5 Sequenciamento de nova geragdo (NGS)

Para o presente estudo, foram utilizadas bibliotecas gendmicas de 5 espécies
pertencentes a familia Serrasalmidae e uma espécie pertencente a familia Hemiodontidae,
grupo-irmédo de Serrasalmidae. O sequenciamento massivo de DNA pela metodologia de
nova geracdo foi realizado na plataforma Illumina MiSeq (paired-end 2x251pb em
Piaractus mesopotamicus, Myleus asterias e Hemiodus gracilis) e na plataforma
MGISEQ-2000 (paired-end 2x101 em Colossoma macropomum e Piaractus
brachypomus). Além disso, uma biblioteca genémica Illumina HiSeq2500 de
Pygocentrus nattereri (paired-end 2x250pb; SRA Accession number: SRR3136983)

também foi utilizada.

3.6 Analises bioinformaticas em servidor remoto

As analises bioinformaticas foram realizadas em servidor remoto da Universidade
Estadual Paulista, que estd localizado no Instituto de Biociéncias de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista, sob os cuidados do Dr. Claudio de Oliveira. Um mesmo
workflow foi utilizado para cada uma das bibliotecas sequenciadas, utilizando scripts
descritos em Ruiz Ruano et al. (2016) e disponiveis no endereco

(https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols).
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3.6.1 Identificacdo de DNASs satélites com Tarean — RepeatExplorer — satMiner

A caracterizagdo dos satelitomas das 6 espécies foram realizadas utilizando as
ferramentas TAREAN (Novak et al. 2017) e satMiner (Ruiz-Ruano et al. 2016) em
conjunto, seguindo 0s seguintes passos: i) preparar 0s reads para aplicacdo no programa
TAREAN (Novak et al. 2017), ja com os cortes nos adaptadores, selecdo de qualidade e
reads cortados em 100bp; ii) rodar o software TAREAN com a op¢éo padrdo; iii) isolar
as sequéncias consenso com maior k-mer coverage score dos clusters apontados como
high e low confidence putative satellites; iv) montar uma base de dados customizada com
os satélites ja isolados e utilizar um script (deconseq_run.py) (Schmieder and Edwards,
2011), para exclusdo de reads semelhantes aos satélites ja identificados da biblioteca
inicial; v) selecionar novos reads para uma nova rodada de TAREAN; vi) realizar as
etapas (i a v) até que nenhum DNA satélite novo seja encontrado; vii) utilizar as
bibliotecas descontaminadas para preparar reads para aplicagdo no programa
RepeatExplorerl; viii) rodar o software Repeatexplorerl com a opgdo padréo; ix)
selecionar manualmente, com auxilio do software Geneious 8.4, os clusters que
apresentarem a forma de graficos circulares (formato padrdo de DNAs satélites); X)
repetir as etapas iv e v; Xxi) repetir as etapas (vii a x) até ndo ser mais encontrado
sequéncias repetidas in tandem.

Apds a identificacdo de todos os satélites, um script (rm_homology.py) para
identificacdo de satélites similares foi aplicado, adotando como critério de homologia
>95% de similaridade como mesmo satélite, >80% como variante e >50% como
superfamilia (Ruiz-Ruano et al. 2016). Com uma biblioteca final para cada espécie, o
software RepeatMasker v4.0.5 (Smit et al. 2017) foi utilizado para classificar os DNASs
satélites encontrados de acordo com a sua abundancia e verificar a variacdo dessas

sequéncias no genoma.

3.6.2 Analises comparativas

Apols a caracterizacdo dos seis satelitomas de forma independente, quatro
diferentes estratégias de comparacdo foram aplicadas, uma vez que nenhuma analise
comparativa extensiva entre satelitomas foi realizada entre multiplas espécies até o

momento. A seguir, detalhamos cada uma das abordagens utilizadas:

1- A primeira abordagem consistiu em uma comparacéo entre todos os catalogos

isolados brutos imediatamente ap6s os protocolos de TAREAN e satMiner
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utilizando o script rm_homology.py, seguido de alinhamentos no algoritmo
MUSCLE (Edgar 2004) entre as sequéncias similares. A partir disso, um
catalogo unico contendo todos os satélites de todas as espécies que
apresentaram menos de 80% de similaridade foi construido. Esse catalogo foi
comparado com os satelitomas de peixes Neotropicais disponiveis na
literatura. Além disso, todos os satDNAs com mais de 80% de similaridade
encontrados em diferentes espécies foram identificados como satDNAs
compartilhados entre espécies;

Uma segunda estratégia aplicada foi realizar uma busca forgada pelos satélites
ausentes em cada uma das espécies na estratégia anterior, para obter uma
tabela definitiva de presenca/auséncia dessas sequéncias, uma vez que €
sabido que apenas satélites com um minimo de abundancia sera localizado
pelos protocolos utilizados. Para isso, utilizamos o software RepeatMasker
v4.0.5 (Smit et al. 2017) em cada uma das espécies para buscar os satélites
que ndo haviam sido encontrados durante a caracterizacao do satelitoma. De
forma mais especifica, fizemos uma busca direcionada, utilizando a biblioteca
total de cada espécie, dos reads que apresentaram similaridade com o0s
satDNAs-alvo, utilizando uma colecéo de scripts personalizados gentilmente
cedidos pelo Dr. Francisco J. Ruiz Ruano e submetemos estes reads ao
TAREAN para clusterizacdo utilizando uma custom database com o0s
satélites-alvo. A partir disso, as sequéncias consenso dos clusters apresentados
como high e low confidence putative satélites foram analisadas
detalhadamente para verificar se o satDNA procurado estava na lista de
sequéncias consenso com mais de 80% de similaridade entre os mondémeros.
Por vezes, alguns DNAs satélites ndo eram classificados como DNA satélite
putativo, mas a analise dos clusters do RepeatExplorer2 através de self-
dotplots evidenciava repeticbes in tandem em seus contigs. Neste caso,
considera-se que os clusters referidos, ndo alcancaram 0s scores necessarios
para serem classificados como satDNAs pelo TAREAN por apresentarem uma
organizacdo um pouco mais complexa;

Uma terceira abordagem consistiu em utilizar as sequéncias de todos os DNASs
satélites no minimo dimeradas (até alcancarem 200bp, pelo menos) e mapear
o0s reads de cada uma das espécies utilizando o software bowtie2 (Langmead

e Salzberg 2012) para examinar os perfis de variacdo do numero de copias
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utilizando o programa RepeatProfiler (Negm et al. 2021). As configuragdes -
sensitive e -no-mixed do bowtie2 foram utilizadas para aumentar as chances
de que apenas reads provindos de regides em tandem fossem mapeados;

4- Finalmente, uma quarta abordagem consistiu em utilizar o catalogo completo
de todas as espécies (construido durante a primeira abordagem, ver acima) e
avaliar os valores de abundancia e divergéncia em cada uma das bibliotecas
utilizando o software RepeatMasker v4.0.5 (Smit et al. 2017). Embora esta
analise ndo indica a ocorréncia de organizacdo em tandem dos satélites
buscados, € uma analise de alta sensibilidade e que pode indicar a ocorréncia

de resquicios de sequéncia, mesmo que ndo estejam arranjadas em tandem.

Ao final das analises, matrizes de presenca/auséncia de DNAs satélites foram
construidas separadamente para as abordagens 1 e 2. Finalmente, matrizes de distancia
euclidiana para presenca de satDNAs em cada espécie foram construidas.

3.7 Genoma mitocondrial — montagem e anélises filogenéticas

Os genomas mitocrondriais das 6 espécies foram montados com o auxilio do
software NOVOPlasty (Dierckxsens et al. 2017), utilizando as bibliotecas short-reads e
a sequéncia COI de cada espécie como seed. Apos a montagem, os mitogenomas foram
anotados utilizando o programa MitoFish (lwasaki et al. 2013) e as sequéncias foram
alinhadas utilizando o algoritmo MAFFT v7.407 (Katoh e Toh 2010), sendo que as
regibes com gaps e ndo-informativas foram removidas do alinhamento final utilizando o
software Gblocks v0.91b (Talavera e Castresana 2007). Posteriormente, calculamos as p-
distances entre cada um dos mitogenomas para a verificar a correlacao entre presenca de

satDNAs e distancias entre espécies.

3.8 Desenho de primers e preparacao das sondas:

Com os satélites de Piaractus mesopotamicus caracterizados, primers foram
desenhados para o preparo de sondas por PCR. Para os satélites com mais de 30 bp,
primers divergentes (Figura 1) foram desenhados, como visto no esquema abaixo. A
qualidade dos primers foi verificada com o Multiple Primer Analyzer (ThermoFisher

Scientific), de maneira a evitar a formagao de grampos e auto-pareamento.
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Figura 1. Exemplo dos primers divergente e convergente

Reacdes de Amplificagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizadas para
cada um dos DNAs satélites, a partir do DNA gendmico de P mesopotamicus em
diferentes dilui¢des seriadas com os seguintes parametros: 1x PCR Buffer, 1.5mM de
MgCl2, 200uM de dNTP, 0,1 uM de Primer A + Primer B, 0,1U de Taq polimerase e 2-
100ng de DNA gendmico, em um total da reagdo de 12,5 puL. A produgdo das sondas
seguiu 0 mesmo protocolo, com a incorporacdo de digoxigenina-11-dUTP (Roche
Applied Science).

Devido ao alto numero de satélites, as reagdes em termociclador variaram de

acordo com os parametros exigidos para cada DNA satélite.

95° C —6 minutos

95° C — 20 segundos

50°-56° C — 10-50 segundos 30x
72° C —=10-50 segundos

72° C — 14 minutos

3.9 Hibridacao in situ fluorescente — FISH

As sondas utilizadas na FISH de todos os DNAs satélites deste trabalho foram
marcadas com digoxigenina-11-dUTP, tendo como base a amplificacdo das sequéncias
satélites nos genomas de P. mesopotamicus. Para a realizacdo da técnica de FISH
utilizamos os procedimentos descritos por Pinkel et al. (1986), utilizando algumas
modificacOes j& estabelecidas no Laboratdrio de Genética de Peixes (UNESP/Bauru):
Primeiro dia:

Primeira lavagem:

1. Lavar as laminas em solucgdo PBS 1x, por 3 min.
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Tratamento com Pepsina:
1. Incubar em 0,005% pepsina/10mM HCI por 10 min, a 37 °C;

2. Lavar em PBS 1x por 3 min, em temperatura ambiente.

Fixacdo com formaldeido

1. Fixar em 1% em PBS 1x/50 mM MgCI: por 10 min, em temperatura ambiente;
2. Lavar em PBS 1x por 3 min;
3. Desidratar em serie alcoolica (70%,85% e 100%) gelada por 3 min cada e secar as

laminas.

Mix de Hibridacdo

1. Preparar o mix de hibridagdo (15 ul de formamida 70%, 6 ul de sulfato dextrano 10%,

3 ul 20xSSC, entre 1 ou 2 ul de sonda; por lamina, completando de agua até o total de
30ul);

2. Ligar banho seco (ou termociclador) a 98°C.

Pré-Hibridacio

1. Desnaturar as laminas em formamida 70% em 2xSSC, por 2 min a 70°C;
2. Desnaturar a sonda no banho seco por 10 min;

3. Desidratar as laminas em série alcodlica, 3 min cada e secar as laminas.

Hibridacéo
1. Montar as laminas com a solucdo de hibridacdo, cobrir com laminula e incubar em

camara Umida a 37°C overnight.

Segundo dia:

Lavagens:
1. Retirar as laminulas e lavar as laminas em 1x SSC em 42°C por 5min, realizando a

agitacdo do recipiente;
2. Lavar as laminas em 4xSSC/0,5% Triton por 3min, em temperatura ambiente
realizando a agitacdo do recipiente.

Blogueio
1. Incubar as laminas em Tampao 5% NFDM/4xSSC por 15 min a temperatura ambiente;
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2. Lavar 2x em 4xSSC/0,5% Triton por 3 min cada, a temperatura ambiente;

Deteccéo
1. Incubar as laminas com 100 ul de NFDM/0,5 ul de anti-digoxigenina rodamina por 1h

em camara Umida a 37°C;

2. Lavar 3x em 4xSSC/0,5% Triton por 3 min cada, em temperatura ambiente;

3. Desidratar em série alcodlica, 3 min cada e secar as laminas;

4. Montar as laminas inserindo 15 ul de DAPI e cobrir com laminula, mantendo estas em

um local escuro até sua visualizagao.
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4 Capitulo 1: Satelitomica comparativa em peixes da familia Serrasalmidae

4.1 Introducéao

O genoma dos eucariotos € constituido principalmente por sequéncias repetitivas,
que podem estar dispersas pelo genoma, como 0s elementos transponiveis (TES), ou
repetidas in tandem, como os DNAs satélites e as familias multigénicas (Charlesworth,
1994). Os DNA satélites sdo sequéncias ndo-codificantes, que podem formar longos
arrays, localizados essencialmente nas regibes pericentroméricas e subteloméricas,
formando a maior parte da heterocromatina (Garrido-ramos 2017). De acordo com a
library hypothesis (Fry e Salser 1977), essas sequéncias apresentam uma origem comum
entre organismos proximos, amplificando-se de forma independente em cada organismo,
gerando diferentes perfis de abundancia de satélites em espécies proximas.

Em geral, a evolucdo molecular das sequéncias de DNAs satélites é guiada por
um processo denominado evolugdo em concerto, que pode ser dividido em duas etapas:
homogeneizacao e fixacdo (Smith 1976; Dover 1986; Liao 1999). Este processo resulta
em sequéncias repetitivas com maior similaridade dentro da espécie do que entre espécies,
ou seja, as multiplas cépias de uma determinada sequéncia sdo homogeneizadas dentro
de determinada populacdo (Liao 1999). Nesse contexto, € de se esperar que O
compartilhamento de satDNAs homdlogos entre espécies proximas seja menor conforme
a distancia entre as espécies aumenta. Entretanto, esta hipétese foi pouco testada, sendo
restrita a sequéncias satélites curtas (até 40bp) em grupos com maiores quantidades de
recursos genémicos (Flynn et al. 2018; Wei et al. 2018; Cechova et al. 2019).

Até o presente momento, poucos estudos a nivel de satelitoma foram realizados
em peixes Neotropicais, sendo que todos visaram uma melhor caracterizagéo da estrutura
de variados cromossomos sexuais e/ou supranumerarios, fornecendo indicios da
diferenciacdo destes elementos em diferentes linhagens (Silva et al. 2017; Utsunomia et
al. 2019; Serrano-Freitas et al. 2020). Além disso, os catalogos de satDNAs gerados
nestes estudos permitiram uma analise comparativa entre trés satelitomas (totalizando 268
DNA s satélites), levando a caracterizagdo de um tnico DNA satélite conservado em toda
aordem dos Characiformes, denominado CharSat01, desafiando as predi¢des de evolugéo
molecular de satDNAs (dos Santos et al. 2021). No entanto, deve-se destacar que a
comparagao entre os satelitomas se deu em nivel de catalogos caracterizados por meio de
RepeatExplorer, ou seja, a ndo-deteccdo de outros DNAs satélites compartilhados entre

as espécies ndo indicam, necessariamente, a auséncia destas sequéncias nestas espécies.
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Serrasalmidae é uma familia inserida na ordem dos Characiformes e inclui,
atualmente, 16 géneros e aproximadamente 101 espécies validas (Eschmeyer e Fong
2020), amplamente distribuidas em distintas bacias hidrograficas na América do Sul (Orti
et al. 2008). Atualmente, este grupo pode ser subdividido em 3 clados principais com
tempos de divergéncia definidos: Colossomatinae, sendo o grupo dos pacus grandes;
Mylenae, abrangendo os pacus pequenos; e os Serrasalminae, representando as piranhas
(Kolmann et al. 2021). Nesse sentido, a avaliacdo da dindmica de satDNAs ao longo deste
grupo pode fornecer respostas interessantes sobre a persisténcia evolutiva destas
sequéncias.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo caracterizar e comparar
os satelitomas de 5 espécies de Serrasalmidae (Colossoma macropomum, Myleus
asterias, Piaractus brachypomus, Piaractus mesopotamicus e Pygocentrus nattereri) e 1
de Hemiodontidae, grupo-externo a Serrasalmidae (H. gracilis), a partir de bibliotecas
genbmicas produzidas por sequenciamento de segunda geracdo utilizando diferentes
protocolos. Além disso, n6s mapeamos varias familias de satDNAs nos cromossomos de
P. mesopotamicus para identificar a organizacdo cromossémica destas sequéncias.
Nossos resultados revelaram uma ampla persisténcia de sequéncias de DNAs satélites ao
longo de 80 milhdes de anos. Além disso, demonstramos que a comparagdo pura e simples
de catalogos de DNAs satélites ndo é suficiente para andlises integrativas futuras, uma
vez que uma grande porcentagem de sequéncias repetidas em tandem nédo é caracterizada

primariamente pelos métodos tradicionais de novo de caracterizacéo de satDNAs.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Amostras

Individuos de P. mesopotamicus foram coletados nos tanques de cultivo do Centro
de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Jaboticabal, Sdo Paulo, sob a responsabilidade
e colaboracdo do Dr. Diogo Teruo Hashimoto. Os procedimentos de amostragem,
manutencdo e analise dos animais foram realizados de acordo com as regras
internacionais em experimentacdo animal seguidas pela Universidade Estadual Paulista,
autorizagdo 1204-CEUA/2019. Os exemplares utilizados na amostragem foram fixados
em formol 10%, conservados em alcool 70% e depositados na colecdo de peixes do
Laboratorio de Genética de Peixes, Departamento de Ciéncias Biologicas, UNESP-

Bauru-SP. Além disso, exemplares das espécies Piaractus brachypomus e Colossoma
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macropomum também foram amostrados para analises moleculares. Em ambos o0s casos,
fragmentos de nadadeiras de individuos mantidos nos tanques de aquicultura do

CAUNESP foram retirados e fixados em etanol 100% para posterior extracdo de DNA.

4.2.2 Obtencéao de suspensdes celulares
Para a obtencdo de cromossomos metafasicos, o protocolo descrito por Foresti et
al. (1981) foi utilizado, sendo que os cromossomos mitoticos foram obtidos a partir de

suspensoes celulares do rim anterior dos individuos de P. mesopotamicus (8 individuos).

4.2.3 Sequenciamento do genoma e caracterizacao do satelitoma

Para a caracterizacdo de novo de DNAs satélites dos genomas de Piaractus
mesopotamicus, Myleus asterias e Hemiodus gracilis, foram utilizadas bibliotecas de
sequenciamento Illumina MiSeq (paired-end 2x251bp), enquanto para Colossoma
macropomum e Piaractus brachypomus foi utilizado o sequenciamento MGISEQ-2000
(paired-end 2x101), além de uma biblioteca genémica Illumina HiSeq2500 de
Pygocentrus nattereri (paired-end 2x250pb; SRA Accession number: SRR3136983).
Inicialmente, uma etapa de filtro de qualidade e tamanho de reads foi aplicada utilizando
o software Trimmomatic (opcOes utilizadas: MINLEN:100 CROP:100) (Bolger et al.
2014). Posteriormente, 500,000 paired-end reads foram selecionados para serem
clusterizados com o programa TAREAN (Novék et al. 2017), com as op¢des padrao,
visando a identificacdo, de forma automatica, de DNAs satélites putatitvos (high e low
confidence). Os mondmeros identificados foram extraidos da biblioteca original com o
uso do software Deconseq (Schmieder e Edwards 2011), repetindo o processo até ndo
serem mais identificados DNAs satélites. Uma vez que o programa ndo retornou novos
DNASs satélites putativos, demos inicio as buscas manuais utilizando o RepeatExplorerl
(Novék et al. 2013) com as opcdes padrdo, buscando clusters de formato circular, assim
como descrito em Ruiz-Ruano et al. (2016). Subsequentemente, 0s contigs associados a
estes clusters foram analisados com o software Geneious 8.1, buscando sequéncias
repetidas in tandem através dos graficos dotplot. Os mondmeros identificados aqui,
também foram extraidos da biblioteca original com o uso do software Deconseq
(Schmieder e Edwards 2011), sendo que este workflow foi repetido até que nao fossem

mais encontrados DNAs satélites clusterizados.
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Apos a fase de caracterizagdo, a homologia entre os DNAS satélites caracterizados
foi analisada, sendo classificadas como variante (>95%), familia (>80%), e superfamilia
(>50%) (Ruiz-Ruano et al. 2016). Posteriormente, os resultados foram comparados entre
si e com os satelitomas de peixes ja descritos, utilizando o mesmo critério de
classificacdo. O software RepeatMasker (Smit 2017), foi utilizado para determinar a

abundéancia e a divergéncia de cada variante dentro do genoma.

4.2.4. Analise comparativa entre satelitomas

Apbs a caracterizacdo dos seis satelitomas de forma independente, quatro
estratégias de comparacao entre satelitomas foram aplicadas. A seguir, detalhamos cada
uma das abordagens utilizadas: i) comparacdo entre catalogos de DNASs satélites isolados
independentemente de cada espécie. Nesta abordagem, detectamos tracos de similaridade
entre as sequéncias utilizando o software RepeatMasker implementado no script

personalizado  rm_homology.py  (https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols) e

alinhamos as sequéncias identificadas com o algoritmo MUSCLE (Edgar 2004), ap6s o
alinhamento, os satDNAs que apresentaram mais de 80% de similaridade foram
considerados conservados entre espécies. Apds estes passos, conseguimos gerar um
catalogo geral de satDNAs para as espécies-alvo, que foi utilizado em anélises
downstream; ii) A grande maioria dos satDNAs encontrados na primeira abordagem néo
estava presente em todas as espécies. Nesse sentido, cada DNA satélite do catalogo geral
das espécies aqui analisadas foi submetido a buscas manuais em cada uma das bibliotecas
gendmicas disponiveis (1,000,000 de reads paired-end). Para isso, selecionamos reads
homologos de cada DNA satélite ausente nas espécies usando BLAT (Kent 2002) e
clusterizamos com a ferramenta TAREAN; iii) Uma terceira abordagem incluiu
selecionar todos satélites do catalogo, dimerar os monémeros até, no minimo, 200nt em
um arquivo de referéncia e aplicar a pipeline RepeatProfiler (Negm et al. 2021) em cada
biblioteca (10,000,000 de reads paired-end) independentemente. Também utilizamos dez
genes de peixes de copia unica para serem mapeados para normalizacdo da cobertura de
leitura  (ppfial [XM_022685633.1], foxl2 [XM_007232295.3], prospero
[XM_017708821.1], msh4 [XM_017711771.1], zdhhc22 [XM_017711775.1], coq6
[XM_017711829.1], znfl06 [XM_017711848.1], lactamase [XM_022682177.1],
gastrula zinc finger [XM_022685636.1], and tubulin-kinase [XM_017711762.1]); iv)
Finalmente, uma quarta abordagem foi utilizar o catdlogo geral de satDNAs como
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referéncia e realizar uma busca com o software RepeatMasker (Smit 2017) em cada
biblioteca (1,000,000 de reads paired-end), caso houvesse algum read mapeado, ja

consideramos a presenca de determinada sequéncia.

4.2.8 Minimum spanning tree

Entre os DNAs satélites identificados em todas espécies, trés foram selecionados
aleatoriamente para criacdo de uma Minimum spanning tree (MST), sendo dois deles
clusterizados em todas espécies e um com clusterizacao exclusiva de uma espécie, porem
com sinais RepeatMasker em ambas, para a visualizacdo do comportamento dos

mondmeros dessas sequéncias entre 0s genomas

4.2.10 Genoma mitocondrial

Os genomas mitocrondriais das 6 espécies foram montados com o auxilio do
software NOVOPlasty (Dierckxsens et al. 2016), utilizando as bibliotecas short-reads e
a sequéncia COI de cada espécie como seed. Apds a montagem, 0os mitogenomas foram
anotados utilizando o programa MitoFish (lwasaki et al. 2013) e as sequéncias foram
alinhadas utilizando o algoritmo MAFFT v7.407(Katoh e Toh 2010), sendo que as regides
com gaps e ndo-informativas foram removidas do alinhamento final utilizando o software
Gblocks v0.91b (Talavera e Castresana 2007). Posteriormente, calculamos as p-distances
entre cada um dos mitogenomas para a verificar a correlacdo entre presenca de satDNAs

e distancias entre espécies.

4.2.11 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

Primers divergentes (em orientacdo oposta) foram desenhados para todos os
DNA s satélites que apresentaram tamanho maior que 30 bp (Tabela S1). Reacdes de PCR
foram realizadas e, apds confirmacdo de amplificacdo inicial, reacdes independentes de
PCR foram realizadas para a producdo de sondas marcadas com digoxigenina-11-dUTP.
Os experimentos de FISH foram realizados de acordo com o0s procedimentos descritos
por Pinkel et al. (1986) e os sinais foram detectados com anti-digoxigenina-rhodamina.
Para uma correta avaliacdo da distribuicdo cromossomica dos DNAs satélites, foram
analisadas aproximadamente 10 metéafases por individuo. As hibrida¢des foram realizadas

utilizando preparagdes provenientes do mesmo individuo.
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4.3 Resultados

Para P. mesopotamicus, apds duas iteraces de TAREAN e duas do protocolo
satMiner, nos identificamos 30 familias de DNASs satélites distintas, com comprimento
de unidades repetidas (RUL, do inglés repeat unit lenght) variando de 6 bp até 1853 bp
(média de 286 bp), apresentando um equilibrio entre DNAs satélites curtos e longos, onde
16 DNAs satélites apresentaram RUL menor que 100 bp e 14 apresentaram RUL maior
que 100 bp. A composicdo A+T variou de 45.2% até 76.1% entre as familias, com média
de 59.6% indicando um leve viés em relacdo aos DNAs satélites ricos em A+T (Tabela
S1). Dentre as 30 familias, uma unica superfamilia foi identificada, sendo composta pelos
dois DNAs satélites mais abundantes (PmeSat01 e PmeSat02), com RULs de 508 e 143
respectivamente.

Para P. brachypomus, apos sete iteracdes de TAREAN e uma de satMiner,
identificamos 63 DNAs satélites, sendo o maior resultado obtido entre os Serrasalmideos,
suas RULs variaram de 6 a 4.663 bp (média de 862bp) com dominancia de DNAs satélites
longos com 47 sequéncias contra 16 curtas. Sua composicdo A+T variou de 44,40% até
73,60% com média de 58,23% (Tabela S2). 6 superfamilias foram identificadas, PbrSat01
e 02; PbrSat02 e 27; PbrSat03, 11, 15, e 22; PbrSat 07, 35 e 50; PbrSat08 e 20; PbrSat36
e 37; e PbrSat44 e 49.

Para C. macropomum, apés duas iteracdes de TAREAN e trés de satMiner, foram
identificados 46 DNAs satélites, com RULSs variando de 6 a 3168 bp (média de 429bp),
com dominancia de DNAs satélites longos com 27 sequéncias contra 19 curtos. A
composicdo A+T variou de de 43.3% ateé 76.2%, com média de 59.3% (Tabela S3). Duas
superfamilias foram identificadas, CmaSat01 e CmaSat04; e CmaSat05 e CmaSat32.

Para M. asterias, apds duas iteraces de TAREAN e duas de satMiner obtivemos
31 DNAs satélites, com RULs variando de 6 a 946 bp (média de 113 bp), com dominancia
de DNAs satélites curtos com 22 sequéncias, contra 9 longas. Sua composicdo A+T
variou de 36,53% até 76,19% com média de 58,42% (Tabela S4). Nenhuma superfamilia
foi identificada

Para P. nattereri, apds duas iteragdes de TAREAN e duas de satMiner foram
identificados 57 DNAs satélites, com RULs variando de 6 a 2469 bp (média de 472bp)
com equilibrio entre DNAs satélites curtos (27) e longos (30), sua composicdo A+T
variou de 44,84% até 76,19% com média de 57,91% (Tabela S5). Foram identificadas 5

superfamilias, sendo elas PnaSat23 e 36; e PnaSat37 e 44.
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Para H. gracilis, ap6s duas iteragdes de TAREAN e duas de satMiner foram
identificados 59 DNAs satélites, com RULSs variando de 6 a 1215 bp (média de 281 bp),
com equilibrio entre DNAs satélites curtos (30) e longos (29). Sua composicdo A+T
variou de 44,47% até 76,19% com média de 55,58% (Tabela S6). Cinco superfamilias
foram identificadas, HgrSat01, 04 e 05; HgrSat02 e 08; HgrSat03, 22, 23 e 28; HgrSat12
e 44; e HgrSat02 e 18

Analisando o niumero de DNAs satélites compartilhados entre os catalogos de
satélites brutos (Figura 1a), observamos que as espécies pertencentes ao clado dos
Colossomatinae (C. macropomum, P. brachypomus e P. mesopotamicus) apresentaram
maior proximidade entre si, sendo que as duas espécies pertencentes ao género Piaractus,
apresentaram o maior nimero de satDNA compartilhados (21 sequéncias compartilhadas)
(Figura 1a). M. asterias e P.nattereri, apresentaram resultados equilibrados em relacéo a
todas espécies, enquanto que H. gracilis, representante do grupo Hemiodontidae, grupo
externo a Serrasalmidae, apresentou os menores numeros de sequéncias compartilhadas
entre todas as espécies. No total, 34 DNAs satélites estiveram presente em ao menos 2
espécies, enquanto apenas 6 estdo presentes em todas as espécies (Tabela suplementar 1).

Utilizando a clusterizagdo forcada dos satDNAs, identificamos diversos DNAs
satelites ndo encontrados pelos métodos convencionais de caracterizacdo de satelitomas.
O que pode ser justificado pela menor abundancia destas sequéncias ou mesmo por uma
forma diferencial de organizacdo. Nesse sentido, foram encontrados mais 24 DNAs
satélites em P. mesopotamicus, 11 em P. brachypomus, 8 em C. macropomum, 7 em P.
nattereri, 5 em M. asterias e 3 em H. gracilis. Além disso, utilizando a ferramenta
RepeatExplorer2, foram identificados mais 10 DNAs satélites para P. mesopotamicus, 7
para P. brachypomus, 8 para C. macropomum, M. asteris e P. nattereri e 5 para H.
gracilis. Apos avaliacdo, obtivemos um resultado final de presenca/auséncia de DNAS
satélites entre as espécies aqui estudadas, com alteragfes substanciais em relacdo ao
primeiro diagrama de Venn (Figura 1b). Destaca-se o aumento de sequéncias

compartilhadas entre todas as espécies de 6 para 17.
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Figura 1: Diagrama de Venn mostrando o nimero de familias de satDNAs (>80%)
compartilhadas entre as seis espécies apds cada nivel de analise. (A) Satélites
compartilhados apds a caracterizacdo classica. (B) Satélites compartilhados apés a

clusterizacdo forcada. (C) Filogenia da familia Serrasalmidae.

Os resultados obtidos através do mapeamento de reads e visualizacdo gréafica dos
perfis de abundancia (RepeatProfiler) apresentaram varias sequéncias com padrdes de
DNAs satélites, com 97 sequéncias para P.mesopotamicus e P. brachypomus, 80 para
C.macropomum, 78 para H.gracilis, 77 para P.nattereri e 58 para M.asterias. De forma
geral, os gréaficos de cobertura apresentaram padrdes similares, podendo ou nédo haver
variacdo quantitativa, como por exemplo o PmeSat07 (Figura 2a), presente em todas

espécies, apresentou uma cobertura similar nas seis espécies, com um pico proximo a
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6000 copias, enquanto 0 MasSat16 (Figura 2b), também identificado em todas espécies,
apresentou padrdes de cobertura variando de acordo com a filogenia do grupo, sendo que
dentro do clado Colossomatinae houve variagdo média de 700 copias, enquanto entre 0s
clados Mylenae e Serrasalminae 1500 copias em media, ao ponto que H. gracilis,
representante da familia Hemiodontidae, apresentou uma cobertura de apenas 40 copias.
Os gréficos de perfis de variante também seguiram certos padroes filogenéticos. Apesar
de algumas sequéncias terem apresentado perfis semelhantes entre todas as espécies,
como o Pmesat07 (Figura 2c), em sua grande maioria, os perfis apresentaram maior
semelhanca de acordo com a proximidade filogenética entre os grupos, como o MasSat16
(Figura 2d). Outras sequéncias apresentaram padrdes de repeticdes distintas aos DNAs
satélites aqui descritos, como por exemplo o PbrSat08 (Figura 2e) que se apresentou
completo apenas entre P.mesopotamicus e P.brachypomus, e nas demais espécies,
apresentou fragmentos de mondmeros conservados. Os gréficos obtidos nesta analise
também mostraram que alguns satélites com resquicios identificados via RepeatMasker,
ndo apresentaram representacdo grafica como o CmasSat37 (Figura 2f).

A busca por mapeamento de reads via RepeatMasker dos DNAs satélites aqui
descritos, mostraram que dos 198 DNAs satélites inicialmente catalogados, apenas 38 néo
apresentaram nenhum mapeamento em todas as espécies, das 146 sequéncias presentes
em pelo menos 1 individuo representantes do grupo Colossomatinae, apenas 9 ndo
estiveram presentes nas 3 especies. Dos 46 DNAs satélites inicialmente identificados
apenas em H. gracilis, 32 tiveram sinais em todas as espécies, e apenas 5 se mostram
exclusivos do grupo.

As MSTs dos trés DNAs satélites selecionados aleatoriamente mostraram baixo
nivel de homogeneizacdo intraespecifico, evidenciando um elevado nimero de haplétipos
(monémeros) compartilhados entre as espécies (Figura 3), revelando um cenério
inesperado de acordo com as predi¢fes de evolugcdo molecular de satDNAs. Por outro
lado, a MST construida com os satélites identificados via RepeatMasker, apresentou
menos mondmeros (conforme esperado) e uma maior variagdo entre monémeros, embora

um haplotipo central pdde ser observado (Figura 3c).
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Figura 3: Minimum spanning trees de 3 DNAs satélites compartilhados entre as seis
espécies analisadas no presente trabalho. (A) PmesSat10; (B) PmeSat19; (C) MasSat16

Dentre os 23 DNAs satélites de Piaractus mesopotamicus selecionados para
hibridacdo, 18 apresentaram sinais clusterizados nos cromossomos desta espécie (Figura
4). Os DNAs satélites PmeSat03, 04, 05, 09, 11, 14 e 15, apresentaram acumulo
principalmente nas regides centroméricas, sendo o PmeSat05 (Figura 4e), presente em
quase 100% dos cromossomos. Por outro lado, os DNAs satélites PmeSat01, 2, 6, 7,8 ,12
20, 21, 26 e 27 apresentaram marcacdes localizadas principalmente na regido telomérica
dos cromossomos. O DNA satélite PmeSat17 foi o Gnico com padrbes de marca¢do mista,

ocupando tanto a regido do centrébmero quanto do telémero.
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Figura 4: Hibridagfes in situ fluorescéncia dos DNAs satélites de Piaractus

mesopotamicus

4.4 Discussao

Neste estudo, nos caracterizamos 0s satelitomas de cinco espécies da familia

Serrasalmidae (Colossoma macropomum, Myleus asterias, Piaractus brachypomus,
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Piaractus mesopotamicus e Pygocentrus nattereri) e de espécie pertencente a familia
Hemiodontidae (Hemiodus gracilis), sendo compostos por 46, 31, 63, 30, 57 e 59 familias
de DNAs satélites, respectivamente, sendo o satelitoma de P. mesopotamicus, 0
representante com menor nimero de DNAs satélites entre as espécies de peixes ja
estudadas até o momento, sendo essas Psalidodon paranae, Characidium gomesi e
Megaleporinus macrocephalus, todas pertencentes & ordem dos Characiformes e
apresentando 45, 59 e 164 familias de DNAs satélites caracterizados, respectivamente
(Silvaetal. 2016; Utsunomia et al. 2019; Serrano-Freitas et al. 2020). Embora os niUmeros
anteriores de satDNAs em peixes ja fossem significativos, nenhuma andlise integrativa
havia sido realizada, exceto para uma ou duas sequéncias sabidamente compartilhadas
entre um grupo de espécies (Utsunomia et al. 2017; Rodrigues et al. 2019; dos Santos et
al. 2021). Nesse sentido, os resultados apresentados aqui ndo sO aumentam
significativamente o conhecimento quantitativo de satDNAs em peixes, mas também
estabelece um framework de analise comparativa que deve ser Gtil em estudos posteriores.

Os DNAs satélites sdo sequéncias dindmicas e altamente suscetiveis a mutacdes
que se fixam e se espalham rapidamente nas populacées, o que leva essas sequéncias a se
tornarem espécie- ou grupo-especificas ao longo do tempo (Garrido-Ramos 2017). No
entanto, em alguns casos raros, essas sequéncias podem se manter conservadas em um
grupo de espécies durante um longo periodo de tempo (Robles et al. 2004; Plohl et al.
2010; Halbach et al. 2020; dos Santos et al. 2021), o que poderia estar relacionado a
possivel funcdo destas sequéncias ou a outras causas, como taxas diferenciais de
homogeneizacdo (Plohl et al. 2010; Ferreira et al. 2020; Halbach et al. 2020).
Notavelmente, a andlise comparativa detalhada realizada neste trabalho, mostra um
interessante padréo de conservacdo de repeti¢cdes in tandem entre espécies que divergiram
ha aproximadamente 60 milhdes de anos (Kolmann et al. 2021).

Uma das principais barreiras para os estudos comparativos dos catalogos de DNAs
satélites ¢ a metodologia de andlise utilizada. Embora a caracterizacdo de novo de
satDNAs a partir de short-reads tenha sido amplamente utilizada em espécies ndo-modelo
(Macas et al. 2010; Novak et al. 2013; Ruiz-Ruano et al. 2016), a determinacdo da
presenca/auséncia de um determinado DNA satélite em um genoma (processo
fundamental para estudos evolutivos) era problematica, uma vez que a ndo-detecgéo de
um determinado satDNA em uma espécie ndo implica necessariamente na auséncia desta
sequéncia na espécie referida (falso negativo). Particularmente, em Serrasalmideos, se

apenas considerassemos 0s satDNAs dos catalogos originais, teriamos 6 satDNAS
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compartilhados, enquanto as andalises subsequentes revelaram que este nUmero € muito
maior. Tal padréo esta de acordo com a hipétese library de evolugdo a longo prazo de
satDNAs, sendo que as mudancas observadas aqui foram majoritariamente quantitativas
(Fry e Salser 1977). Além disso, € interessante verificar que a proximidade filogenética
entre cada espécie parece relacionada ao numero de DNAs satélites compartilhados,
embora a anélise de correlagdo ndo tenha nos mostrado isso.

A busca por sequéncias especificas utilizando o algoritmo RepeatMasker é
comumente utilizada, sendo possivel, a identificacdo de sequéncias repetitivas em
espécies proximas através de um banco de dados (Palacios-Gimenez et al. 2020b). Aqui,
as andlises de RepeatMasker realizadas utilizando o catdlogo completo de sequéncias (n=
198 satDNASs), mostrou que mesmo ndo clusterizados, a grande maioria das sequéncias
identificadas estdo presentes nos genomas das espécies de alguma forma. No entanto, as
andlises de RepeatProfiler mostraram que muitas dessas sequéncias ndo apresentam
padrbes de repeticdo em tandem (Figura 3f). O cenario complexo também pode ser
analisado no caso do satélite MasSat16, por exemplo, encontrado inicialmente apenas em
M. asterias, porém com reads identificados em todas as espécies (via RepeatMasker). E
interessante verificar que a MST obtida para este satDNA (Figura 2.c) apresentou padroes
de homogeneizacdo semelhantes aos satélites clusterizados, inclusive com a ocorréncia
de um monbémero conservado e compartilhado. Além disso, esta mesma sequéncia
apresentou padrédo de organizacdo de um DNA satélite via RepeatProfiler (Figura 3b, d).
Nesse sentido, a ndo clusterizacdo de todas as sequéncias identificadas apenas via
RepeatMasker podem acontecer por: i) Baixa abundancia dessas sequéncias organizadas
in tandem no genoma; ii) Disposicdo isolada no genoma em forma de elementos
transponiveis, visto que muitos DNAs satélites sdo originados a partir dessas sequéncias,
ou mesmo de regides génicas (Valeri et al. 2018; Vondrak et al. 2020). Nesse sentido,
ressaltamos que a integracdo de multiplas ferramentas para a analise comparativa de
satDNAs deve ser aplicada para minimizar os impactos das desvantagens de cada tipo de
andlise isoladamente.

Ja é sabido que os DNAs satélites pericentroméricos dos eucariotos podem
desempenhar fungdes ativas nos individuos (Jagannathan et al. 2018; Traynor et al. 2019).
Assim, o alto nimero de marcacOes pericentroméricas do PmeSat05 em P.
mesopotamicus, além da alta abundancia deste mesmo satDNA em P. brachypomus
(PbrSat07) poderia indicar que este DNA satélite pode desempenhar algum papel

importante na organiza¢do dos centromeros dentro do clado dos Colossomatinae, visto
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gue esta sequéncia se mostrou exclusiva do grupo, embora analises mais significativas
devam ser realizadas sobre este tdpico.

Sequéncias repetitivas compartilnadas entre  populacBGes/espécies estdo
submetidas a mudancas principalmente quantitativas, e como reflexo, com o passar de
milhares de anos, acabam passando também por mudancas qualitativas (Fry e Salser
1977), essas mudancas acabam fazendo com que individuos proximos apresentem
padrdes de sequéncias repetitivas distintas, com mondmeros homogeneizados de forma
independente em cada espécie (Utsunomia et al. 2017; Rodrigues et al. 2019). Contudo,
a anélise de MSTs contruidas para dois DNAs satélites aleatdrios clusterizados em todas
as espécies estudadas (Pmesatl0 e 19), e um identificados em todas espécies via
RepeatMasker e RepeatProfiler (MasSatl6), apresentou um padrdo diferente do
observado em estudos anteriores para esse tipo de sequéncia. Aqui, observamos
sequéncias bem conservadas com uma grande quantidade de monémeros compartilhados
entre todas as 6 espécies, para os trés DNAs satélites. Estes dados, juntamente com a
comparacdo dos mondmeros clusterizados por TAREAN e RepeatExplorer2, onde a
grande maioria dos DNAs satélites que apresentaram resultados foram classificados pelo
menos ao nivel de variante (>80%), e a alta similaridade encontrada nos gréaficos de
RepeatProfiler corroboram com as hip6teses aqui apresentadas de que essas sequéncias
em Serrasalmideos possam estar ligada a uma evolucdo molecular lenta ou uma possivel
restricao seletiva.

Com esses resultados, podemos observar um alto nivel de conservacdo de DNAS
satelites entre os individuos da familia Serrasalmidae, seguindo um exemplo interessante
da “hipotese library” de evolugdo de satDNAs a longo prazo. Também identificamos
“falhas” nas metodologias classicas de caracterizacdo de satelitomas onde o nimero de
satDNAs descritos, ndo representard a real totalidade dessas sequéncias dentro do
genoma-alvo, podendo gerar resultados contraditorios a depender do tipo de andlise
comparativa a ser realizada, como por exemplo uma comparacdo filogenética entre
espécies mais distantes ou presenca de um DNA satélite especifico em determinada

espécie. Criando assim, uma metodologia que visa diminuir essa perda de informac&o.
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6. Material suplementar
Tabela sl1: Lista dos primers desenhados e utilizados para amplificacdo dos DNAs

satélites analisados no presente trabalho

Sats Forward Reverse

PmeSat01 GGGAGCGTCTTTTTGGTCAT AGGAGCATTGGAATCCGCTT
PmeSat02 GCAAAGGCGTTCGAAGTGAA AGGTGGACCTTCATGTAATTATTT
PmeSat03 TTTTAGCGAGAGGACACTGG CCAGGTTCTTGTTCTCAAGC
PmeSat04 GCACTACCTCGCCTAAATCA CCCTCTATTATCCACAGAGG
PmeSat05 GTACAATGAGCTCTCAGTAACA CACTTGGGTGACTAGACCTG
PmeSat06 CCATTTGCTGCACATCCTGC CCACTCTGCTATCCCAGTCT
PmeSat07 ACTCACTGGCCACTTTATTAG GAAGCACAAGGTGGGTGTTT
PmeSat08 TGTCCAAGAAATTCAAATTCCATCA GACATTTTGATGCCTTGGAGAG
PmeSat09 GGTCCAGCCTATTCGGAAAC CGCAAAATTGTCAGGCATGG
PmeSatll GGCCTGTTTTCTTGCTAATCC CGTTTGGCAGAGTAGATATTCT
PmeSatl2 CCTAATGAGAAACTGTAGAACAG GACTCTAAATGTAGGTATTGTGA
PmeSatl3 GTTCTATCTATGTAGCAATTTTACG GAATATATCTGTAAACTTTCTACGA
PmeSatl4 GGATGCCCATGAAACTACCC CAGAGTGATCATCTCTGGCAG
PmeSatl5 CTTCCGCGAGGGCTATATTTA CGACCACAAACCTCATCCCA
PmeSatl6 TTAGTAAGGCGTGGGAACGA ACGCATTAGGATCTCGTTCC
PmeSatl7 CACTGAGATTAATAACTGATCATC GCTAAAGCCTGAGTAGACTG
PmeSat1l8 ATACTGGATTAAAATCACTCCACAA GTGTGTGTAGTTTTTACAGTCTGA
PmeSat20 CCTCGCCTGTTATTTTCATCTG CGTTCGATTGTGGTGGAAAACA
PmeSat21 CGCCCTCTAAAGGCGTCATT GAGCGACGTTTGTTTATTTGATG
PmeSat24 GGTTGAAAATGAAAATCGGGCT TTCAACGTCTGTCCAACGTC
PmeSat26 GTTAAAGTTGTTATGGTCTCCC TTAGTCTCTGAGAGGGACTTT
PmeSat27 GGCGATATGGCTTCTACTGT CCTACGCTTCCTGTAGTGTA
PmeSat28 GACCACCATCCAGTGATCCA GGCAGCATTTAACCTGGTAG

43



1272
1273
1274
1275
1276
1277

Tabela S1: Principais caracteristicas dos 30 satélites identificados para P. mesopotamicus

através das anélises de Satminer e TAREAN.

Sats RUL Divergéncia  Abundancia A+T

PmeSat01 508 8.10 0.00938024564847 0.586614173228
PmeSat02 143 10.74 0.00837050449506 0.559440559441
PmeSat03 1068 11.85 0.00752829571648 0.588014981273
PmeSat04 118 10.75 0.00321929695752 0.627118644068
PmeSat05 247 18.62 0.00192171681118 0.619433198381
PmeSat06 1853 8.38 0.00173876485004 0.561791689153
PmeSat07 42 15.06 0.00112403828288 0.52380952381
PmeSat08 177 14.96 0.000920100454153  0.655367231638
PmeSat09 696 7.88 0.000761637713173  0.666666666667
PmeSatl0 21 16.97 0.000699945265908  0.761904761905
PmeSatll 1242 1.82 0.000649832617711  0.585346215781
PmeSatl2 72 6.72 0.000531965654574  0.680555555556
PmeSatl3 92 4.75 0.000517202820966  0.739130434783
PmeSatl4 956 1.48 0.000516145167085  0.632845188285
PmeSatl5 157 5.05 0.00051570800348 0.503184713376
PmeSatl6 42 12.12 0.000440791860828  0.452380952381
PmeSatl7 65 6.26 0.000382465774774  0.630769230769
PmeSatl8 67 9.11 0.000368667924422  0.65671641791
PmeSatl9 30 10.15 0.000351078636727  0.566666666667
PmeSat20 142 13.53 0.00033793955365 0.570422535211
PmeSat2l 54 10.04 0.000319230160131  0.518518518519
PmeSat22 28 10.87 0.000303496299531 0.5

PmeSat23 38 8.25 0.000262868288428  0.631578947368
PmeSat24 83 9.93 0.000238189697859  0.542168674699
PmeSat25 6 23.98 0.000219544770862

PmeSat26 81 7.68 0.000212368841098  0.641975308642
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PmeSat27
PmeSat28
PmeSat29
PmeSat30

102
398
30
33

11.35
6.54
13.14
5.67

0.000190154080428
0.000171192864555
0.000165872361886
6,82E+06

0.598039215686
0.572864321608
0.6

0.636363636364

Tabela S3: Principais caracteristicas dos 46 satélites identificados para C. macropomum

através das analises de Satminer e TAREAN.

Sats RUL Divergéncia  Abundéancia A+T

CmaSat01 144 6.62 0.0138973781848 0.5625
Cmasat02 543 13.07 0.00534262106699 0.580110497238
CmaSat03 177 4.27 0.00515832279798 0.649717514124
CmaSat04 141 5.22 0.00464981734198 0.574468085106
CmaSat05 247 26.04 0.00447214603145 0.631578947368
CmaSat06 3168 14.69 0.00399020836011 0.570391414141
CmaSat07 525 1.99 0.00318866832067 0.571428571429
CmaSat08 285 8.90 0.00280954742442 0.585964912281
CmaSat09 42 12.92 0.00166286059191 0.547619047619
CmaSatl0 43 19.89 0.0015857992685 0.488372093023
CmaSatll 234 5.46 0.00130603538822 0.57264957265
CmaSatl2 1846 591 0.00103171863519 0.663596966414
CmaSatl3 2220 12.00 0.00100770295495 0.60045045045
CmaSatl4 170 0.03 0.000957265170423 0.564705882353
CmaSatl5 21 17.19 0.000899790364136 0.761904761905
CmaSatlé 955 0.73 0.000761711743253 0.632460732984
CmaSatl7 1946 7.25 0.000604870328876 0.535457348407
CmaSatl8 30 9.28 0.000584418722099 0.566666666667
CmaSatl9 38 6.71 0.000552801883318 0.657894736842
CmaSat20 72 3.10 0.000547511227581 0.652777777778
CmaSat21 28 10.39 0.000514748729523 0.535714285714
CmaSat22 68 5.11 0.000499621950424 0.632352941176
CmaSat23 898 12.74 0.00046263412187 0.599109131403
CmaSat24 327 3.34 0.00046092372631 0.525993883792
CmaSat25 6 20.53 0.000460113191856 0.5
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1282
1283
1284
1285

CmaSat26
CmaSat27
CmaSat28
CmaSat29
CmaSat30
CmaSat31
CmaSat32
CmaSat33
CmaSat34
CmaSat35
CmaSat36
CmaSat37
CmaSat38
CmaSat39
CmaSat40
CmaSat41
CmaSat42
CmaSat43
CmaSat44
CmaSat45
CmaSat46

50
394
183
34
919
54
237
66
101
30
1250
51
30
192
932
263
83
62
324
289
30

4.40
4.28
4.23
17.93
14.39
8.78
16.73
6.47
6.93
11.94
2.49
2.66
11.07
7.47
2.00
9.78
10.92
7.20
9.01
4.82
6.48

0.000432846381179
0.000414915104909
0.000355566836959
0.000348643721667
0.000344462155235
0.000341978394701
0.000327204725656
0.000321991406416
0.000318887155379
0.000298551853102
0.000248489959924
0.000217900077888
0.000195997662399
0.000150033404571
0.000142098919735
0.000140756022415
0.000134218390595
0.000121626330188
0.000118418364313
0.000102014034236
9,73E+06

0.64
0.555837563452
0.535519125683
0.705882352941
0.67247007617
0.537037037037
0.594936708861
0.651515151515
0.60396039604
0.533333333333
0.5992
0.627450980392
0.633333333333
0.619791666667
0.510729613734
0.577946768061
0.602409638554
0.612903225806
0.682098765432
0.622837370242
0.433333333333

Tabela S2: Principais caracteristicas dos 63 satélites identificados para P. brachypomus

através das anéalises de Satminer e TAREAN.

Sats RUL Divergéncia  Abundancia A+T

PbrSat01 515 2.68 0,012875504 59,00%
PbrSat02 141 6.87 0,009422533  56,70%
PbrSat03 1068 8.66 0,007667539 58,60%
PbrSat04 118 12.11 0,005386788 58,50%
PbrSat05 2846 18.21 0,00386478  55,10%
PbrSat06 4663 7.28 0,003396685 58,40%
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PbrSat07
PbrSat08
PbrSat09
PbrSat10
PbrSat11
PbrSat12
PbrSat13
PbrSat14
PbrSat15
PbrSat16
PbrSat17
PbrSat18
PbrSat19
PbrSat20
PbrSat21
PbrSat22
PbrSat23
PbrSat24
PbrSat25
PbrSat26
PbrSat27
PbrSat28
PbrSat29
PbrSat30
PbrSat31
PbrSat32
PbrSat33
PbrSat34
PbrSat35
PbrSat36
PbrSat37
PbrSat38
PbrSat39
PbrSat40

247
2316
1853
1938
805
42
1144
145
1205
1886
709
246
72
3441
1242
1045

119
68
28

142

959

1362
1657

280
66
54

1229

246

2088

2110
102
1036
398

14.07
15.35
7.59
4.25
17.26
13.01
10.68
1.69
14.75
17.43
13.08
14.88
3.42
10.31
0.87
20.21
12.45
19.81
4.52
7.94
12.45
0.42
2.77
9.14
4.25
5.99
13.80
7.50
16.89
12.64
0.85
6.18
20.41
4.73

0,003183446
0,002315818
0,002256969
0,002003409
0,001736843
0,001582115
0,001460463
0,001429465
0,001301884
0,000831961
0,000802942
0,00079504

0,000758758
0,000711926
0,000665974
0,000613969
0,000611479
0,000600364
0,000585416
0,000528041
0,000511717
0,000485928
0,000485051
0,000481648
0,000470939
0,000469611
0,000452272
0,000451901
0,00044252

0,000439853
0,000408955
0,000375784
0,000349877
0,00029613

60,70%
50,60%
56,20%
66,70%
60,00%
54,80%
59,40%
50,30%
58,90%
59,10%
51,30%
64,20%
66,70%
51,00%
58,50%
58,50%
50,00%
63,00%
63,20%
50,00%
57,70%
63,90%
52,30%
55,30%
55,70%
65,20%
53,70%
55,50%
60,60%
54,60%
55,20%
59,80%
44,40%
55,80%
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PbrSat41
PbrSat42
PbrSat43
PbrSat44
PbrSat45
PbrSat46
PbrSat47
PbrSat48
PbrSat49
PbrSat50
PbrSat51
PbrSat52
PbrSat53
PbrSat54
PbrSat55
PbrSat56
PbrSat57
PbrSat58
PbrSat59
PbrSat60
PbrSat61
PbrSat62
PbrSat63

2778
427
91
1125
48
1465
97
929
1124
247
184
83
1184
638
1793
33
83
43
83
42
142
576
1499

6.40
15.65
4.73
1.72
6.35
12.07
4.98
7.24
2.10
15.36
13.74
9.63
8.50
11.03
2.17
2.00
9.91
5.51
5.68
7.96
9.26
5.55
3.42

0,000268741
0,000253935
0,00025105
0,000244063
0,00022996
0,000228783
0,000224946
0,0002025
0,000192386
0,000186513
0,000175016
0,000168597
0,000165996
0,000155304
0,000148322
0,000132779
0,000125882
0,000122367
0,000108886
9,59E-05
9,31E-05
9,02E-05
6,56E-05

50,20%
61,10%
73,60%
59,60%
64,60%
51,80%
59,10%
68,70%
52,50%
61,50%
55,40%
55,40%
58,60%
65,70%
52,00%
60,60%
59,00%
65,10%
53,00%
59,50%
68,30%
64,60%
59,80%

Tabela S4: Principais caracteristicas dos 31 satélites identificados para M. asteris através
das andlises de Satminer e TAREAN.

Sats RUL Divergéncia Abundancia A+T
MasSat01 246 9.78 0.0155750399132 0.617886178862
MasSat02 73 4.48 0.00200919623041 0.643835616438
MasSat03 42 13.30 0.00159889180317 0.547619047619
MasSat04 30 11.85 0.00143213262398 0.566666666667
MasSat05 418 3.19 0.00136684182804 0.61004784689
MasSat06 67 6.95 0.0012986534446  0.65671641791
MasSat07 52 9.75 0.00118314836272 0.365384615385
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1289
1290
1291
1292

MasSat08
MasSat09
MasSat10
MasSatl1
MasSat12
MasSat13
MasSat14
MasSat15
MasSat16
MasSat17
MasSat18
MasSat19
MasSat20
MasSat21
MasSat22
MasSat23
MasSat24
MasSat25
MasSat26
MasSat27
MasSat28
MasSat29
MasSat30
MasSat31

54
63
68
102
177
21
28
177
62
946

38
40
142
30
30
34
34
36
54
83
150
97
130

8.57
14.88
11.45

7.42

9.73
17.10
13.25
12.78
11.46

1.61
24.82
12.68

7.24

7.78
11.79
12.63
21.37
8.11
12.16
11.27

6.89

3.19

6.46

2.15

0.00110620835952
0.00104325072519
0.000866701624048
0.000754205807515
0.000724463279112
0.000675853230408
0.000585006316348
0.000579585413059
0.000480060828089
0.000293946669866
0.00029065217324
0.000288804961206
0.000269474128736
0.00025827012372
0.000201628324652
0.000194070450578
0.000173960891467
0.000164721812977
0.000148410809984
0.000146118395703
9,54E+05
9,45E+06
9,37E+06
2,15E+06

0.518518518519
0.650793650794
0.661764705882
0.588235294118
0.621468926554
0.761904761905
0.464285714286
0.661016949153
0.661290322581
0.627906976744
0.5
0.631578947368
0.625
0.584507042254
0.366666666667
0.633333333333
0.705882352941
0.558823529412
0.527777777778
0.444444444444
0.578313253012
0.54
0.59793814433
0.592307692308

Tabela S5: Principais caracteristicas dos 57 satélites

através das analises de Satminer e TAREAN

identificados para P. nattereri

Sats RUL Divergéncia Abundancia A+T
PnaSat01 247 23.60 0.00639413828292 0.603238866397
PnaSat02 1960 9.58 0.00505243437666 0.635714285714
PnaSat03 1779 2.53 0.00171284044825 0.544125913435
PnaSat04 1810 16.12 0.00141639064446 0.525966850829
PnaSat05 42 13.35 0.00118144756624 0.547619047619
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PnaSat06
PnaSat07
PnaSat08
PnaSat09
PnaSat10
PnaSatl1l
PnaSat12
PnaSat13
PnaSat14
PnaSat15
PnaSat16
PnaSatl17
PnaSat18
PnaSat19
PnaSat20
PnaSat21
PnaSat22
PnaSat23
PnaSat24
PnaSat25
PnaSat26
PnaSat27
PnaSat28
PnaSat29
PnaSat30
PnaSat31
PnaSat32
PnaSat33
PnaSat34
PnaSat35
PnaSat36
PnaSat37
PnaSat38
PnaSat39

177
2469
65
21
66
72
921
83
1712
30
1953
94

101
917
236
791
50
284
30
62
66
44
1299
27
53
698
948
115
52
51
1020
36
444

13.06
5.33
3.93

18.18
4.12
2.94
1.58
3.76
4.09

10.18
0.97

13.11

24.19
4.22
1.85

10.10
6.80

15.04
1.11

13.41

13.18

10.70
8.74
1.43

10.23

16.29
9.82
1.67
4.29
7.11
9.34
1.62
5.60
6.30

0.00104869608468
0.000882880195128
0.000763801506872
0.000753238255879

0.00070673942789
0.000703410753169
0.000541162980583
0.000515326735239
0.000429971990068
0.000411457973958
0.000403214319672
0.000389570387708
0.000380841435309
0.000379701946788
0.000364375505508
0.000328235761244

0.00032102470162

0.00028659953483
0.000273725238639

0.00027083055298

0.00026646607678
0.000265659028156
0.000247890062233
0.000233278740859
0.000217623066497
0.000216525266581
0.000210522107547
0.000204548878793
0.000199615727272
0.000190974427836

0.00017692643709

0.00017365762293
0.000172913641682
0.000165164905956

0.677966101695
0.609153503443
0.630769230769
0.761904761905
0.651515151515
0.625
0.640608034745
0.650602409639
0.579439252336
0.533333333333
0.521249359959
0.606382978723
0.5
0.574257425743
0.529989094875
0.529661016949
0.561314791403
0.52
0.489436619718
0.533333333333
0.661290322581
0.515151515152
0.568181818182
0.554272517321
0.481481481481
0.679245283019
0.448424068768
0.607594936709
0.460869565217
0.634615384615
0.56862745098
0.527450980392
0.583333333333
0.497747747748

50



1293
1294
1295

PnaSat40
PnaSat41
PnaSat42
PnaSat43
PnaSat44
PnaSat45
PnaSat46
PnaSat47
PnaSat48
PnaSat49
PnaSat50
PnaSat51
PnaSat52
PnaSat53
PnaSat54
PnaSat55
PnaSat56
PnaSat57

1121
185
30
530
980
785
276
566
654
42
31
267
46
392
18
58
48
63

4.53
7.37
12.95
1.29
1.78
1.77
8.36
4.27
12.37
13.66
6.56
7.90
5.03
6.83
7.77
7.26
4.71
7.42

0.000164087415873
0.000157616061743
0.000150108906134
0.000145064585001
0.000143575553567
0.000140102572139
0.000126485363639
0.000123202653277
0.00011333955705
0.000106980441471
0.000103256259477
0.000102738893207
9,65E+06
9,33E+05
9,02E+06
7,94E+06
5,40E+06
4,94E+05

0.540588760036
0.578378378378
0.633333333333
0.547169811321
0.562244897959
0.51847133758
0.554347826087
0.657243816254
0.703363914373
0.619047619048
0.741935483871
0.554307116105
0.565217391304
0.563775510204
0.5
0.706896551724
0.604166666667
0.492063492063

Tabela S6: Principais caracteristicas dos 59 satélites identificados para H.gracilis através
das analises de Satminer e TAREAN

Sats RUL Divergéncia Abundancia A+T
HgrSat01 569 3.46 0.00920622483749 0.579964850615
HgrSat02 236 10.00 0.00413189732566 0.627118644068
HgrSat03 59 7.45 0.00355544251478 0.559322033898
HgrSat04 613 7.50 0.00301409247217 0.535073409462
HgrSat05 461 5.79 0.00200522325208 0.570498915401
HgrSat06 42 9.40 0.00192286117467 0.571428571429
HgrSat07 60 2.85 0.00187306019085 0.683333333333
HgrSat08 236 11.06 0.00142073361841 0.64406779661
HgrSat09 6 16.75 0.0013135623539 0.5
HgrSat10 21 15.49 0.00112916522872 0.761904761905
HgrSat11 65 5.65 0.000870170792452 0.661538461538
HgrSat12 66 1.66 0.000857851073788 0.651515151515
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HgrSat13
HgrSat14
HgrSat15
HgrSatl6
HgrSatl7
HgrSatl1l8
HgrSat19
HgrSat20
HgrSat21
HgrSat22
HgrSat23
HgrSat24
HgrSat25
HgrSat26
HgrSat27
HgrSat28
HgrSat29
HgrSat30
HgrSat31
HgrSat32
HgrSat33
HgrSat34
HgrSat35
HgrSat36
HgrSat37
HgrSat38
HgrSat39
HgrSat40
HgrSat41
HgrSat42
HgrSat43
HgrSat44
HgrSat45
HgrSat46

91
94
30
54
15
246
75
126
511
59
59
888
51
32
288
59
30
1215
41
911
958
29
20
1080
49
288
49
22
638
216
1050
72
717
33

5.68
3.24
11.71
9.57
8.77
6.51
7.46
7.71
11.99
14.34
17.44
1.48
12.10
14.89
2.85
17.39
9.49
1.60
12.11
4.86
1.81
14.47
15.13
8.35
8.28
14.75
10.21
6.78
9.02
5.25
1.46
7.72
2.26
11.67

0.000744231889718
0.000664598668575
0.000634120867705
0.000556308598716
0.000535599125922
0.000474340032157
0.000416355051514
0.000413196676875
0.000410917914718
0.000384987350298
0.000384848464117
0.000374066781311
0.000333023342806
0.00033193797302
0.000278603107481
0.000278543952255
0.000270527133242
0.000269037964743
0.000259429098579
0.000240514858275
0.000227971378542
0.000220751869087
0.000217228275231
0.000200523353994
0.000197046055532
0.000195171092086
0.000188087896846
0.000174315017212
0.000169327974521
0.000165295131335
0.00016230136254
0.000157792705585
0.00015581229152
0.000143207084594

0.593406593407
0.627659574468
0.566666666667
0.592592592593
0.6
0.59756097561
0.426666666667
0.404761904762
0.391389432485
0.508474576271
0.525423728814
0.613738738739
0.647058823529
0.53125
0.520833333333
0.474576271186
0.633333333333
0.550617283951
0.658536585366
0.43358946213
0.442588726514
0.758620689655
0.6
0.480555555556
0.448979591837
0.638888888889
0.448979591837
0.590909090909
0.405956112853
0.481481481481
0.501904761905
0.680555555556
0.41980474198
0.575757575758
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1296
1297

HgrSat47
HgrSat48
HgrSat49
HgrSat50
HgrSat51
HgrSat52
HgrSat53
HgrSat54
HgrSat55
HgrSat56
HgrSat57
HgrSat58
HgrSat59

882
402
100
41
266
516
454
38
364
513
37
272
201

3.21
3.46
11.99
7.15
2.70
1.17
3.08
12.34
2.25
3.83
2.61
6.01
6.29

0.000141759067557

0.000136777168799

0.000136450529077

0.000128845224674

0.000118791408336

0.000117168497589

0.502267573696
0.504975124378
0.46
0.682926829268
0.612781954887
0.501937984496

0.00011308164311 0.422907488987

9,12E+06
9,00E+06
8,66E+05
7,68E+05
7,59E+06
7,50E+06

0.578947368421
0.543956043956
0.446393762183
0.567567567568
0.621323529412
0.63184079602

Tabela S7: Satélites compartilhados via caracterizacdo classica

Pacu pirapi tamba myl pygo hemi
12 19 20 2 11 44
18 32 33 6 10 11
27 38 34 11 19 14
17 25 22 10 8 7

7 12 9 3 5 6
21 33 31 8 X 16
29 X 38 23 42 29
22 26 21 14 30 X
19 X 18 4 15 15
10 X 15 13 9 10

1 1 X X X X
14 28 16 17 12 X
28 40 27 X 53 X

3 3 X X X X

X 48 30 X X X

8 X 3 15 6 X

2 2 4 X X X

X 47 X 30 X X
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1298
1299
1300
1301
1302
1303
1304

1305
1306

1307
1308
1309

30 56 X 25 X X

X X 35 X 25 26
6 9 X X X X
X 49 X X 40 X
11 21 36 X X X
X X X 1 X 18
15 14 X X X X
5 7 X X X X
20 27 X X X X
4 4 X X X X
13 43 X X X X
24 59 X X X X
X 57 42 X X X
X X X X 31 25
X X X 16 26 X
X X X X 49 31

Figura sl1: Conjunto de imagens evidenciando a existéncia de uma HOR. (A) dotplot
mostrando a existéncia de um conjunto de monémero separado por uma insercao. (B)
alinhamento entre PmeSat01 e PmeSat02 mostrando alto nivel de homologia. (C)
alinhamento de um mondmero de PmeSat01 com um trimero de PmeSat02, corroborando

com o observado em (A).

Pmesatol
20 0
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1310
1311
1312
1313
1314
1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331

7. Consideracoes finais

A comparacéo entre espécies de uma mesma familia, a partir de seus satelitomas,
mostrou-se eficiente até certo ponto, apesar de relatar de forma correta 0s niveis
filogenéticos entre cada espécie, estas analises podem apresentar uma perda de
informacdo considerdvel causadas pelas limitacfes na identificacdo de novo de DNAs
satélites em novas espécies. Nesse sentido, a aplicacdo de uma metodologia que utilize
um catalogo geral de sequéncias repetitivas para buscar estas sequéncias em outros
genomas pode fornecer respostas um pouco mais adequadas, em termos de persisténcia
evolutiva de sequéncias repetitivas in tandem.

Afim de realizar uma caracterizagdo ainda mais completa, as ferramentas
bioinforméaticas RepeatMasker e RepeatProfiler mostraram-se como 6timos recursos
complementares para analises evolutivas e estruturais dessas sequéncias dentro dos
genomas. Essas ferramentas também apresentaram sinais de presenca para novos DNAs
satélites, porém a utilizacao desses resultados para definicdo de presenca/auséncia, ainda
requer mais estudos, devido a falta de visualizacdo concreta da real organizacdo dessas
sequéncias no genoma.

O presente trabalho descreve uma metodologia mais completa para a identificagéo
e comparacdo de DNAs satélites em um grupo de espécies com grande periodo de
diversificacdo, tendo apresentado resultados satisfatorios nas andlises do grupo
Serrasalmidae, onde o resultado obtido em cada uma das etapas esta diretamente
relacionado a relacdo filogenética de cada espécie aqui utilizada, indo de acordo com a

“hipotese library”.
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