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Nothing in biology makes sense except in the light of evolution
(DOBZHANSKY, 1973).



RESUMO

Os genomas dos eucariotos sdo caracterizados por conter grande quantidade de sequéncias
repetitivas altamente dinamicas, seja no nivel cromossémico ou nucleotidico, com varios
mecanismos contribuindo para sua duplicacdo e expansdo, modulando o curso da evolugéo
cariotipica em diversos organismos. Entre essas sequéncias, 0s DNAs satélites (DNAsat) estéo
entre 0os elementos repetitivos mais dinamicos, normalmente encontrando-se localizados
principalmente em regifes cromossdémicas pericentroméricas, Cromossomos sexuais e
cromossomos B. O género Ancistrus Kner, 1854, pertence a familia Loricariidae e do ponto de
vista citogenético € um grupo muito interessante, pois 0s seus representantes apresentam uma
grande variacéo cariotipica, sendo encontrados individuos com 2n = 34 a 2n = 54 cromossomos,
além de sistemas cromossdmicos sexuais heteromorficos do tipo ZZ/ZW, XX/XY e sistemas
maultiplos, que contribuiram para a diversificacdo cariotipica do género. Em Ancistrus, o
conhecimento sobre a organizacdo gendmica ainda € limitado e ndo h& dados atualizados e
completos acerca de DNAsat, apesar de toda a diversificacdo e diferenciagdo cromossdmica
registrada no género. Em um trabalho prévio, de iniciacao cientifica, foram realizadas analises
citogendmicas de alto rendimento, juntamente com andlises de bioinformatica, para a
caracterizacdo do satelitoma de Ancistrus sp. Foram encontrados 39 satélites, correspondendo
a 11,5% do genoma sequenciado, tendo sido esta a primeira caracteriza¢do aprofundada do
satelitoma da espécie. Neste trabalho foram analisados os dois satélites mais abundantes do
genoma de Ancistrus sp., AnSat1-142 e AnSat2-139, através das plataformas RepeatExplorer2,
TAREAN e RepeatMasker, para a constatacdo da presenca e do compartilhamento dessas
sequéncias em outras espécies do género, Ancistrus multispinis, Ancistrus ranunculus e
Ancistrus cryptophthalmus. Através do RepeatMasker, foram estimadas a abundancia e a
divergéncia (Kimura-2-parameter — K2P) destes dois satélites nos genomas das espécies de
Ancistrus. As analises comparativas poderdo auxiliar no entendimento da organizacdo
gendmica e das relacdes filogenéticas entre os diversos taxons, além de contribuir para o
esclarecimento dos mecanismos evolutivos de sequéncias repetitivas em diferentes espécies de

peixes.

Palavras-chave: Bioinformatica; DNA satélite; RepeatMasker.



ABSTRACT

The genomes of eukaryotes are characterized by containing a large number of highly dynamic
repetitive sequences, either at the chromosomal or nucleotide level, with several factors
contributing to their duplication and expansion, modulating the course of karyotype evolution
in different organisms. Among these sequences, satellite DNAs (satDNAs) are among the most
dynamic repetitive elements, usually located mainly in pericentromeric chromosomal regions,
sex chromosomes and B chromosomes. The genus Ancistrus Kner, 1852, belongs to the
Loricariidae family and from the cytogenetic point of view is a very interesting group, as its
representatives have a large of karyotype variation, with individuals with 2n = 34 to 2n = 54
chromosomes, in addition to heteromorphic sexual chromosomal systems of the type ZZ/ZW,
XXIXY and multiple systems, which contributed to the karyotype diversification in the genre.
In Ancistrus, this knowledge about the genomic organization is still limited and there are no
updated and complete data about satDNAs, despite all the chromosomal diversification and
differentiation recorded in the genus. In a previous work, of scientific initiation, high-
throughput cytogenomic analyses were performed, together with bioinformatics analyses, for
the characterization of the satellitome of Ancistrus sp. A total of 39 satellites were found,
corresponding to 11.5% of the sequenced genome, and this was the first in-depth
characterization of this species satellitome. In this work, the two most abundant satellites of
Ancistrus sp. genome, AnSat1-142 and AnSat2-139, were analyzed using the RepeatExplorer2,
TAREAN and RepeatMasker platforms, to verify the presence and sharing of these sequences
in other species of the genus, Ancistrus multispinis, Ancistrus ranunculus and Ancistrus
cryptophthalmus. Through RepeatMasker, the abundance and divergence (Kimura-2-
parameter — K2P) of these two satellites in the genomes of Ancistrus species were estimated.
The comparative analyses can help in the understanding of genomic organization and
phylogenetic relationships among different taxa and contribute to the clarification of

evolutionary mechanisms of repetitive sequences in different fish species.

Keywords: Bioinformatics; Satellite DNA; RepeatMasker.
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1 INTRODUCAO
1.1 Sequéncias repetitivas

Os genomas de eucariotos sdo compostos por uma grande quantidade de diferentes
classes de sequéncias de DNA repetitivos, que podem estar dispersas por todo o genoma ou
repetidas localmente in tandem (GARRIDO-RAMOS, 2017). As repeticbes in tandem sao
encontradas principalmente em ou em torno de regides centroméricas e teloméricas, formando
a estrutura da heterocromatina (THAKUR et al., 2021). Basicamente, a fracdo repetitiva dos
genomas pode ser organizada em elementos moderadamente ou altamente repetitivos que se
dispdem em conjunto ou dispersos pelo genoma, onde formam familias de diferentes classes
génicas, como elementos transponiveis, DNAs ribossémicos, pseudogenes e DNA satélites,
constituindo o que é denominado de Repeatome (LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS,
2012; RUIZ-RUANO et al., 2016).

O DNA repetitivo representa uma por¢ao substancial do genoma, compreendendo mais
da metade do DNA nuclear em grande parte das espécies e, consequentemente, é o principal
responsavel pelas diferencas nos tamanhos dos genoma de diferentes organismos
(CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994; AMARAL; MATTICK, 2008;
TUTAR, 2012; BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015). Apesar das sequéncias
repetitivas ndo serem regides essencialmente codificantes de proteinas em sua maioria e tendo
sido por muito tempo consideradas sequéncias de “DNA lixo” (NOWAK, 1994), vem-se
gradativamente demonstrando seus papé€is ativos nos genomas dos mais diversos organismos
(SHAPIRO et al., 2005; BIEMONT; VIEIRA, 2006; PLOHL et al., 2012).

Com o avanco da genbmica, através das tecnologias de sequenciamento de Ultima
geracdo além de ferramentas de bioinformatica para analise de repeticbes, como
RepeatExplorer2 (NOVAK et al., 2020), RepeatMasker (SMIT et al., 2013-2015), TAREAN
(NOVAK et al., 2017) etc., a catalogacdo das porcdes repetitivas nos genomas tem ganhado
forca por meio da sua caracterizagdo, quantificacdo e localizacdo cromossémica, levando a um
aumento expressivo no numero de satélites descritos em espécies ndo-modelo (RUIZ-RUANO
et al., 2016; SILVA et al.,, 2017; UTSUNOMIA et al.,, 2019; CREPALDI; PARISE-
MALTEMPI, 2020; DA SILVA et al., 2020; CAMACHO et al., 2022), revelando muitas

familias de DNAs satélites envolvidas em diferentes fungdes celulares (THAKUR et al., 2021).
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Algumas funcionalidades incluem manutencdo e propagacdo do material genético
nuclear (MARTINS, 2007); formacdo da heterocromatina (TRAYNOR et al., 2019; OTAKE
et al., 2020); formacdo e manutencdo da regido centromérica (UTSUNOMIA et al., 2017;
VOZDOVA et al., 2020) e participacdo na diferenciacdo de cromossomos sexuais (PLOHL et
al., 2014; JAGANNATHAN; YAMASHITA, 2017; FERRETI et al., 2020; DA SILVA et al.,
2020; CREPALDI et al., 2021). Devido a essas funcionalidades, os componentes repetitivos do
genoma podem desempenhar um papel importante na diversificacdo evolutiva e na divergéncia
das espécies (HUGHES; HAWLEY, 2009).

1.2 Os DNAs satélites

Os DNAs satélites representam uma classe de sequéncias ndo codificantes altamente
repetidas in tandem, que podem variar de poucas dezenas até milhares de nucleotideos (DOS
SANTOS et al., 2021), sendo um dos mais abundantes componentes do genoma dos eucariotos
(PLOHL et al., 2012). Estas sequéncias estdo localizadas principalmente na heterocromatina,
nas regides pericentroméricas, centroméricas e subteloméricas dos cromossomos (THAKUR et
al., 2021), mas ndo sao restritos a elas (GARRIDO-RAMOS, 2015; KUHN, 2015; RUIZ-
RUANO et al., 2016; SILVA et al., 2017; MIGA et al., 2020).

Um anico genoma pode carregar centenas de familias de DNAsat, com diferentes
localizagOes e cada uma com suas proprias dindmicas e taxas de evolucdo (RUIZ-RUANO et
al., 2016). Além disso, possuem um alto grau de polimorfismo entre espécies diferentes,
podendo apresentar unidades de repeticdes (mondmeros) de tamanhos varidveis, com dezenas
ou até mesmo centenas de nucleotideos (LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012;
revisado por THAKUR et al., 2021).

Os primeiros estudos sobre DNA satélites (DNAsat) mostraram a descoberta de
sequéncias de nucleotideos frequentemente repetidas no genoma, ao ser observado o padréo de
reassociacdo da dupla fita de DNA in vivo, apds a desnaturacdo do mesmo (WARING;
BRITTEN, 1966). O termo “DNA satélite” originou-se pela origem dessas sequéncias serem
inicialmente isoladas em padrdes de bandas satélites em experimentos de ultracentrifugacéo de
gradiente de densidade de Cloreto de Césio (CsCl). Isto ocorria em decorréncia da diferenga no
teor de A + T do resto do DNA genbémico, formando fragdes ou picos diferenciados (satélites)
(ALBERTS et al., 2007; SZYBALSKI, 1968) e demonstrando um componente secundario que
poderia encontrar acima (DNA rico em AT) ou abaixo (DNA rico em GC) da banda
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correspondente ao volume do genoma (KIT, 1961; SUEOKA, 1961; revisado por THAKUR et
al., 2021).

Em geral, considera-se que 0os DNAs satélites evoluem por um processo denominado
evolugdo em concerto, que compreende uma fase de homogeneizacdo dos arranjos de
determinada sequéncia conduzida por mecanismos moleculares como crossing-over desigual e
conversao génica, e uma fase de fixacdo que ocorre naturalmente com a reproducédo sexuada
dos organismos (LORITE et al., 2017). Como consequéncia deste processo, 0s DNAsat
usualmente apresentam uma alta homogeneidade intraespecifica e diversificacdo
interespecifica, levando muitas destas sequéncias a serem espécie ou género-especificas
(SMITH, 1976; DOVER, 1986; PLOHL et al., 2012; GARRIDO-RAMOS, 2017; HALBACH
et al., 2020).

De acordo com Garrido-Ramos (2017), os DNAs satélites estdo organizados dentro das
espécies em diferentes familias, as quais podem ser compartilhadas entre espécies relacionadas
ou serem espécie-especificas. Deste modo, as espécies contém uma “biblioteca” de DNAsat,
cujo conjunto pode ser chamado de satelitoma (do inglés Satellitome) (RUIZ-RUANO et al.,
2016; SILVA et al., 2017). A evolucdo a longo prazo dos DNAs satélites segue caminhos
delimitados pela “hipodtese da biblioteca”, proposta por Fry; Salser (1977), que fundamenta-se
no fato de que espécies evolutivamente relacionadas compartilham um conjunto ancestral de
diferentes familias de DNAs satélites conservadas, que podem ser amplificadas de modo
independente nos genomas de cada espécie (GARRIDO-RAMOS, 2017).

Segundo Camacho et al. (2021), esse processo faz com que uma sequéncia contida nessa
biblioteca possa aparecer abundante em uma espécie e em poucas copias nas espécies irmas,
isto é, o satelitoma de uma espécie pode ou nao ser parcialmente ou totalmente compartilhado
com outras espécies e populacdes proximamente relacionadas (RUIZ-RUANO et al., 2016;
RODRIGUES et al., 2019). Os novos estudos sobre o0s possiveis papéis que os DNAs satélites
desempenham dentro dos genomas apontam para isolamento reprodutivo e consequente
aparecimento de novas espécies (HUGHES; HAWLEY, 2009; PITA et al., 2018), sem alteracéo
no numero cromossomico (PITA et al., 2017). De acordo com Ferree; Prasad (2012), a maneira
na qual os DNAsat conduzem a diferenciagéo entre espécies ainda ndo é muito conhecida, mas
acredita-se que atuem no emparelhamento cromossémico em hibridos, funcionando como uma
“barreira reprodutiva”.

Essas sequéncias repetitivas mudam rapidamente ao longo da evolugéo dos organismos,

tornando-se excelentes marcadores de segmentos cromossdmicos (MOSCONE et al., 2007).
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Com o avango da era gendmica, inumeros estudos propdem que as sequéncias repetitivas estao
envolvidas em uma grande variedade de funcdes e novidades genémicas (DIAZ-CASTILLO,
2017; LOWER et al., 2019), além auxiliarem na caracterizacdo de cromossomos sexuais
(PARISE-MALTEMPI et al., 2013; PUCCI et al., 2014; CREPALDI, 2019; UTSUNOMIA et
al., 2019). Embora o estudo das sequéncias repetitivas e dos DNAs satélites seja essencial para
a compreensdo da regulacéo funcional e evolucdo dos genomas, informacdes sobre a estrutura
organizacdo e abundancia de sequéncias repetitivas permanecem escassas, especialmente em
espécies ndo-modelo (BELYAYEV et al., 2020).

1.3 Ordem Siluriformes e Familia Loricariidae

Os Siluriformes sdo peixes neotropicais, popularmente conhecidos como bagres e
cascudos, que apresentam grande diversidade taxonémica e ecoldgica, tendo sido por este
motivo alvo de muitos estudos (DE PINNA, 1998; BRITTO, 2003; NEUHAUS et al., 2022).
Com 4127 espécies validas, divididas em 39 familias (FRICKE et al., 2022), este grupo
apresenta a maioria de suas espécies habitando regiGes tropicais e neotropicais, com poucos
representantes que alcangcam o extremo sul da América do Sul ou o0 extremo norte da América
do Norte (BURGESS, 1989; NELSON, 2006). Os peixes dessa ordem possuem em geral habito
noturno e crepuscular, habitando o fundo de rios e lagos, permanecendo entre troncos e rochas
(FERRARIS, 2007). De acordo com Nelson (1994), muitas espécies deste grupo sdo carnivoras,
mas outras se alimentam principalmente de algas que séo raspadas das folhas, pedras e galhos
submersos.

Dentro da ordem Siluriformes, Loricariidae é uma das familias de peixes neotropicais
mais numerosas, com 1.034 espécies validas (FRICKE et al., 2022), distribuidas por toda a
América Central e do Sul, desde o sudoeste da Costa Rica até o nordeste da Argentina
(ARMBRUSTER et al., 2016). De acordo com Roxo et al. (2019), as espécies representativas
desta familia constituem um grupo monofilético e estdo distribuidas em seis subfamilias:
Lithogeninae, Delturinae, Hypoptopomatinae, Neoplecostominae, Loricariinae, e
Hypostominae. Segundo Lujan et al. (2015), Hypostominae é a subfamilia mais numerosa e
amplamente distribuida, com 499 espécies vélidas (FRICKE et al., 2022), agrupadas nas
seguintes tribos: Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini, Pterygoplichthyini e Ancistrini.

Os loricariideos sdo popularmente conhecidos como “cascudos” e caracterizam-se pela

presenca de um “escudo 6sseo” que recobre todo o corpo e cabeca, além da presenga de
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pequenas estruturas 6sseas em forma de espinho chamadas de odontddeos (FISCH-MULLER,
2003). De acordo com Geerinckx et al. (2011), apresentam ainda a boca na posi¢édo ventral,
com l&bios formando um disco oral usado para aderir a substratos solidos e forrageamento.
Além disso, suas bocas sugadoras e dentes raspadores ajudam na dieta principalmente

detrivora-iliofaga, alimentando-se principalmente de algas e detritos.

1.4 Género Ancistrus Kner, 1854 (Hypostominae, Ancistrini)

O género Ancistrus, integrante da tribo Ancistrini, apresenta 75 espécies validas
(FRICKE et al., 2021) amplamente distribuidas na regido Neotropical, com as bacias dos rios
Amazonas e Paraguai, nos estados do Amazonas, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, abrigando
0 maior numero e diversidade de espécies do género (FISCH-MULLER, 2003). De acordo com
Sabaj et al. (1999), as espécies do género Ancistrus se diferenciam das demais espécies da
familia Loricariidae por ndo apresentarem placas e odontodes, apresentando apenas pequenos
tentaculos carnudos e odontodes interoperculares bem desenvolvidos.

As espécies deste género também sdo caracterizadas pela ocorréncia de cuidado parental
de ovos e larvas, de modo que este comportamento ocorre principalmente entre os individuos
machos que protegem o ninho de predadores e machos rivais durante 10 dias apds a ecloséo
dos ovos (SABAJ et al., 1999). Possuem habitos noturnos e, durante o dia, sdo encontrados
escondidos em troncos e pedras submersos (ZUANON, 1999). A coloragdo das espécies é
bastante variavel, do preto ao marrom esverdeado, podendo apresentar pintas ou manchas pelo
corpo (FERRARIS, 2007). Além destas caracteristicas, MARIOTTO (2008) ressalta o
dimorfismo sexual presente em Ancistrus, devido a existéncia de pequenos barbilhdes carnudos
e moles no focinho, onde em sua maioria é numeroso e bifurcado nos machos e curtos e esparsos

nas fémeas e em machos jovens.

. Figura 1 - Individuo de Ancistrus sp.

W 7 e

Fonte: André Karwath (2008). Disponivel em

<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ancistrus_sp._(aka).jpg>.
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1.5 Estudos Citogenéticos em Ancistrus

Do ponto de vista citogenético e evolutivo, as espécies do género Ancistrus fazem parte
de um grupo bastante interessante, uma vez que apresentam um numero dipl6ide que desvia da
condicdo ancestral, de 2n = 52 cromossomos, com a presenca de um alto nimero de
cromossomos acrocéntricos (de OLIVEIRA et al., 2007, 2008, 2009; MARIOTTO et al., 20009,
2011; KONERAT et al., 2015; FAVARATO et al., 2016; BARROS et al., 2017; BUENO et
al., 2018; GLUGOSKI et al., 2020). O nimero dipldide encontrado dentro do género varia entre
2n = 34 até 2n = 54 cromossomos, onde é possivel observar na maioria das espécies a reducdo
do 2n (SOUZA, 2003; ALVES et al., 2006; de OLIVEIRA et al., 2009; MARIOTTO et al.,
2011; RIBEIRO et al., 2015; GLUGOSKI et al., 2020).

De acordo com Glukoski et al. (2020), sabe-se que rearranjos cromossomicos, tais como
inversdes paracéntricas e pericéntricas, translocacoes, delecdes, duplicagdes e fusdes céntricas
ou rearranjos Robertsonianos (Rb) estdo envolvidos na evolucdo cariotipica da tribo Ancistrini.
Com excecdo de espécies com 2n =52 e 54 cromossomos, as fusdes céntricas sdo as principais
responsaveis pela redugdo do 2n encontrada no género Ancistrus (ALVES et al., 2003; SOUZA,
2003; de OLIVEIRA et al., 2009; MARIOTTO et al., 2011). Ademais, mecanismos como
inversdes, transposicdes e translocacGes contribuiram para a variacdo da morfologia dos
cromossomos com a manuten¢do do numero de cromossomos do complemento (MARIOTTO
etal., 2011; PRIZON et al., 2016).

Além da grande variacdo no nimero de cromossomos, algumas espécies desse género
podem apresentar diferentes sistemas de cromossomos sexuais simples e maultiplos, com
heterogametia em machos ou fémeas, como os sistemas XX/X0, XX/XY, XX/XY1Y2, ZZIZWN
e 2121757517175\ 1\W-, além da ocorréncia de polimorfismos cromossémicos envolvendo os
cromossomos portadores da regido organizadora de nucléolos para o grupo (ALVES et al.,
2003, 2006; MARIOTTO et al., 2004; MARIOTTO; MIYAZAWA, 2006; MARIOTTO et al.,
2009, 2013; PRIZON et al., 2017; de OLIVEIRA et al., 2007, 2008, 2018).

Em um trabalho prévio realizado no Laboratério de Citogenética Animal da UNESP de
Rio Claro, utilizando uma espécie de Ancistrus (Siluriformes: Loricariidae), foram realizadas
analises citogendmicas de alto rendimento em busca de DNAs satélites presentes no genoma
de Ancistrus sp. através de ferramentas de bioinformatica, utilizando o genoma de um
individuo. As andlises no RepeatExplorer2 mostraram a presenca de 39 satélites em Ancistrus

sp., com a abundancia compreendendo cerca de 11,5% do genoma (SILVA, 2016). A
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caracterizacdo cariotipica e 0 mapeamento cromossémico de DNAS repetitivos em peixes do
género Ancistrus podem auxiliar na compreensao dos mecanismos que levaram a diversificacdo
cariotipica no grupo e por isso tornam-se muito interessantes. Tendo sido essa a primeira
caracterizagdo aprofundada do satelitoma da espécie, foram reveladas familias de satDNAs com
diferentes particularidades, além de terem sido detectados os satélites mais abundantes no

genoma.

1.6 Apontamentos sobre os dois satélites mais abundantes isolados de Ancistrus sp.

Os dois satélites de Ancistrus sp. utilizados no presente trabalho, AnSat1-142 e AnSat2-
139, foram isolados e caracterizados previamente em um trabalho do nosso grupo de pesquisa
(SILVA, 2016). Estes satélites sdo os mais abundantes da espécie e apresentam localizacdo
cromossémica centromérica, possivelmente desempenhando fungdes especificas para essa
regido. O satélite mais abundante, AnSatl-142, apresenta a seguinte sequéncia:
ATATCAATAAATCATATGACTGTATTACAGTAGCAATTTATTTATAGAAAAAATT
AACTAAAATTCAACCAAGGCTTATTTTACTAAACTAAAGGTTGTAGTATGTTTATC
AGATGTGTCTCTCCACACTACAAGTGAAATT, sendo ela composta por 142 pares de
bases. O segundo satélite mais abundante, AnSat2-139, apresenta a seguinte sequéncia:
CTGTAACTCAGTCAGTTTTCGACCTACGGCCACGAAATTTGGCAGGCTTGGTCCC
GGGTGCAATCTGAGGTGATATGTGATGCCCATGGGGCCCCTGTGGACCCCGGGTG
GGCACTGGGGCCCCTGGGTGGGCCAATGA, com 139 pares de bases.
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2 OBJETIVOS

Levando em consideracdo os dois DNAs satélites mais abundantes encontrados
previamente no genoma de Ancistrus sp., AnSat1-142 e AnSat2-139, este trabalho teve como
objetivo investigar a presenca dessas sequéncias nos genomas de outras espécies do género
Ancistrus, como A. multispinis, A. ranunculus e A. cryptophthalmus, avaliando o
compartilhamento e similaridades em nivel de sequéncia, por meio de analises de alto
rendimento comparativas, utilizando ferramentas de bioinformatica e dados disponiveis em
bancos de dados publicos, na tentativa de melhor entender o comportamento evolutivo destas

sequéncias nas espécies de Ancistrus.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Busca em banco de dados

Para este trabalho foram utilizados genomas de espécies de peixes do género Ancistrus,
dos quais partiram as analises de bioinformatica. O genoma de Ancistrus sp. j& se encontrava
disponivel no Laboratorio de Citogenética Animal, da UNESP de Rio Claro, pois fez parte de
trabalhos anteriores. Os genomas das outras trés espécies, A. multispinis, A. ranunculus e A.
cryptophthalmus, encontravam-se armazenados em bancos de dados publicos, como o NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), e foram obtidos atraves da plataforma Sequence Read Archive
(SRA) (codigos de acesso: SRX4907758, SRX4893854 e SRX4893763, respectivamente).

3.2 Andlise comparativa dos genomas via RepeatExplorer2 e Geneious

A plataforma RepeatExplorer2 (RE) (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/)
(NOVAK et al., 2020) foi utilizada para a busca e primeira caracterizacio de DNAs satélites
gerais nas espécies de Ancistrus, exceto para Ancistrus sp., que ja possui o satelitoma descrito
(DOS SANTOS et al. - dados ndo publicados). Primeiramente, foi realizado o upload dos
arquivos dos genomas das trés espécies de Ancistrus obtidos no SRA, assim como da biblioteca
contendo as sequéncias dos satélites AnSat1-142 e AnSat2-139. Para o upload da biblioteca,
elaborada em trabalhos anteriores (DOS SANTOS et al. - dados ainda ndo publicados), foi
utilizada a ferramenta “Custom repeat database”, disponivel no proprio RE, que permite a
adicdo de uma biblioteca de sequéncias personalizada, gerando no output do programa uma
coluna com a informacdo para clusters que obtiveram hits de similaridade com as sequéncias
de interesse. Deste modo, essa ferramenta possibilita localizar o cluster correspondente de cada
uma das espécies de Ancistrus com similaridades com cada um dos satélites (AnSat1-142 e
AnSat2-139), o que permitiu a comparacéo entre eles.

Os arquivos dos genomas foram inseridos separadamente em “Preprocessing of FASTQ
paired-end reads”, em “RepeatExplorer Utilities”, e como resultado foram obtidos os arquivos
“Interlaced paired reads” e “Nucleotide composition after filtering”. Posteriormente, em
“RepeatExplorer2 — Clustering”, foi inserido o arquivo “Interlaced paired reads” de cada
genoma, assim como o arquivo FASTA da biblioteca de satélites. Apos as andlises, 0
RepeatExplorer2 gerou um output contendo os clusters de cada um dos genomas, revelando as

sequéncias dos genomas de Ancistrus com similaridades com AnSatl-142 e AnSat2-139. As
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sequéncias consenso dos clusters que apresentaram resultados pertinentes de identidade foram
analisadas e alinhadas manualmente para a busca por homologia, utilizando a ferramenta
MUSCLE (EDGAR, 2004), no software Geneious v.4.8.5 (DRUMMOND et al., 2009)

<https://www.geneious.com/>.

3.3 Analise no script do RepeatMasker

O script do RepeatMasker (SMIT et al., 2013-2015) foi utilizado para estimar a
abundancia e divergéncia (Kimura-2-parameter — K2P) para os dois satélites, AnSat1-142 e
AnSat2-139, em cada um dos genomas analisados (Ancistrus sp., A. multispinis, A. ranunculus
e A. cryptophthalmus), através do servidor Kasahara-ICG (Insect Cytogenomics Group),
localizado no Departamento de Biologia Geral e Aplicada, UNESP — Rio Claro. Apos as
analises no servidor, os graficos de abundancia e divergéncia foram construidos utilizando
tabelas geradas em Excel, seguido da quantificacdo dos dados em graficos landscapes no
programa RStudio (Version 1.2.1335).
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4 RESULTADOS

4.1 Comparacdo das sequéncias consenso dos genomas analisados com os satélites
AnSatl1-142 e AnSat2-139

Foi realizada a busca por similaridades das sequéncias consenso dos satélites AnSat1-
142 e AnSat2-139 nos trés genomas analisados (Ancistrus multispinis, Ancistrus ranunculus e
Ancistrus cryptophthalmus), automaticamente através do output gerado pelo RepeatExplorer2
(NOVAK et al., 2013) e manualmente através de analises no software Geneious
(DRUMMOND et al., 2009).

Via RepeatExplorer2 ndo foram encontradas similaridades para AnSatl-142 em
nenhum dos genomas analisados, diferente de AnSat2-139, que no output de A. multispinis
apresentou 100% de hits de similaridade com o cluster 181 (CL 181), com uma abundancia
relativa de 0,043% na espécie. Para A. ranunculus foi demonstrado que o cluster 52 (CL52)
apresentou 49,55% de hits de similaridade com o satélite AnSat2-139, com abundancia relativa
de 0,100%. O output do genoma de A. cryptophthalmus demonstrou que o cluster 178 (CL 178)
apresentou 79,03% de hits de similaridade com AnSat2-139, com abundancia relativa de
0,068%.

Posteriormente, o software Geneious foi utilizado para a confirmacdo da homologia
entre as sequéncias via alinhamento entre a sequéncia do satélite AnSat2-139 e as putativas nos
genomas analisados. O satélite AnSat1-142 ndo foi utilizado nesta analise comparativa e
manual pois ndo foram encontradas similaridades com as sequéncias dos trés genomas
analisados pelo RE. Entretanto, sera visto adiante que a presenca de AnSat1-142 nos genomas
das outras trés espécies de Ancistrus foi demonstrada através de analises no RepeatMasker. Para
a analise no Geneious, foi realizada a comparacdo manual das sequéncias consenso dos clusters
evidenciados pelo RE (CL 181, CL 52 E CL 178, de A. multispinis, A. ranunculus e A.
cryptophthalmus, respectivamente) com o segundo satélite mais abundante de Ancistrus sp.

Atraveés das analises, foram reveladas diferencas no tamanho (em pares de bases) das
sequéncias consenso com o segundo satélite mais abundante do genoma de Ancistrus sp., AnSat
2-139. As sequéncias consenso isoladas dos genomas de Ancistrus ranunculus e Ancistrus
cryptophthalmus apresentaram o mesmo tamanho que o deste satelite, ou seja, 139 pares de
bases; enquanto gque a sequéncia consenso isolada de Ancistrus multispinis apresentou o menor

tamanho dentre estas sequéncias, com 89 pares de bases (Tabela 1).
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Tabela 1 - Similaridade das sequéncias das trés espéecies de Ancistrus com o segundo satélite

mais abundante de Ancistrus sp., AnSat 2-139, por porcentagem de identidade. Dados obtidos
manualmente no software Geneious.

o Tamanho das sequéncias Similaridade com
Espécie Cluster
consenso (pb) AnSat2-139
A. multispinis 181 98 98,0%
A. ranunculus 52 139 95,7%
A. cryptophthalmus 178 139 97,8%

Fonte: autoria prépria.

Figura 2 - Alinhamentos realizados no software Geneious entre AnSat2-139 e as sequéncias

consenso obtidas dos genomas de: a) Ancistrus multispinis; b) Ancistrus ranunculus; c)
Ancistrus cryptophthalmus.
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2

Fonte: autoria propria.
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4.2 Quantificacdo de abundancia e divergéncia

Apds as analises no script do RepeatMasker (SMIT et al., 2013-2015), foram geradas
tabelas em Excel com os dados sobre a abundancia e a divergéncia das sequéncias dos satélites

nos genomas estudados neste trabalho (Tabela 2).

Tabela 2 — Dados sobre abundancia e divergéncia (K2P %) do RepeatMasker para AnSat1-142

e AnSat2-139 nas quatro espécies de Ancistrus.

Satélite Espécie Abundancia (%) Divergéncia (K2P %)
Ancistrus sp. 4,3294 4.90
A. multispinis 0,0001 8.15
AnSat1-142
A. ranunculus 0,0003 9.59
A. cryptophthalmus 0,0002 12.01
Ancistrus sp. 1,5037 8.71
A. multispinis 0,0450 8.78
AnSat2-139
A. ranunculus 0,0554 8.82
A. cryptophthalmus 0,0640 9.18

Fonte: autoria propria.

Analisando a tabela 2, pode-se perceber que Ancistrus sp. apresenta 0s maiores valores
de abundéncia para os dois satélites, AnSat1-142 (4,3294%) e AnSat2-139 (1,5037%) , o0 que
ja foi evidenciado em trabalhos anteriores, uma vez que estes sdo os satélites mais abundantes
desta espécie (DOS SANTOS et al - dados ndo publicados). A tabela também mostra que nas

outras trés espécies de Ancistrus (A. multispinis, A. ranunculus e A. cryptophthalmus), AnSat2-
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139 estd presente em maior abundancia do que AnSatl-142. Além disso, as analises do
RepeatMasker evidenciam a presenca de AnSatl-142 nestas trés outras espécies, em minimas
porcentagens de abundancia. Os dados também mostram que Ancistrus multispinis apresenta

0s menores valores de abundancia para os dois satélites.

4.3 Gréficos de abundéancia e divergéncia

A partir dos dados gerados pelo RepeatMasker, foram construidos graficos landscapes
no RStudio para evidenciar a abundancia dos satélites AnSat1-142 e AnSat2-139 nos genomas
de Ancistrus ao longo do tempo. Os gréaficos ilustram a abundancia relativa da sequéncia (eixo
y) e a divergéncia K2P em porcentagem (eixo X) dos satélites nos genomas analisados neste
trabalho, mostrando a abundancia para as variantes destas sequéncias nos diferentes graus de

divergéncia.
4.3.1 Gréfico landscape de AnSat1-142

Analisando o landscape comparativo de AnSat1-142 nos quatro genomas de Ancistrus,
observa-se apenas um pico de amplificagdo de baixa divergéncia para o genoma de Ancistrus
sp., sendo este 0 genoma com maior abundancia deste satélite. Para os genomas das outras trés
espécies (A. multispinis, A. ranunculus e A. cryptophthalmus), percebe-se uma abundancia
muito baixa ou quase nula de AnSatl-142, o que é evidenciado pela auséncia de picos de

amplificag&o.

Figura 3 - Gréafico landscape gerado a partir dos arquivos do script do RepeatMasker para
AnSatl-142. Eixo -y: abundancia relativa da sequéncia (abundance); Eixo -x: divergéncia K2P

(%) (divergence)
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Fonte: dados do trabalho.
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4.3.2 Gréfico landscape de AnSat2-139

O landscape comparativo das sequéncias dos genomas com AnSat2-139 também
revelou um pico de amplificagdo de baixa divergéncia para o genoma de Ancistrus sp., onde
este satélite encontra-se em grande abundéncia. Entretanto, diferentemente do gréfico para
AnSatl-142, este landscape mostra que o satélite AnSat2-139 encontra-se no genoma de A.
multispinis, A. ranunculus e A. cryptophthalmus em baixa abundancia, o que pode ser

observado devido aos pequenos picos de amplificagdo de baixa divergéncia.

Figura 4 - Gréafico landscape gerado a partir dos arquivos do script do RepeatMasker para
AnSat2-139. Eixo -y: abundancia relativa da sequéncia (abundance); Eixo -X: divergéncia K2P

(%) (divergence).
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Fonte: dados do trabalho.

As analises no script do RepeatMasker corroboram com os dados gerados pelo output
do RepeatExplorer2, revelando que o satélite AnSat2-139 esta presente no genoma das trés
outras espécies utilizadas neste trabalho, A. multispinis, A. ranunculus e A. cryptophthalmus.
Os dados do script também reforcam que o satélite AnSat1-142 encontra-se em uma abundancia
extremamente baixa ou quase nula no genoma dessas outras trés espécies, o que ja foi

evidenciado pelos dados do output.
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4.4 Validacao dos satélites AnSat1-142 e AnSat2-139 via PCR

Em um trabalho anterior, realizado no laboratério, foi dado inicio a validacdo
experimental dos dois satélites mais abundantes de Ancistrus sp., AnSat1-142 e AnSat2-139
(DOS SANTOS et al. - dados ndo publicados). A validagdo nao foi possivel para A. multispinis,
A. ranunculus e A. cryptophthalmus, pois 0s materiais citogenéticos para estas espécies ndo
encontravam-se disponiveis no laboratério. Os primers divergentes (forward e reverse) destes
satélites foram desenhados manualmente (Tabela 3) e validados via Reacdo de Cadeia em
Polimerase (PCR).

Tabela 3 - Primers divergentes (forward e reverse) desenhados para os satélites AnSat1-142 e
AnSat2-139.

Satélite Primer Sequéncia
Forward TTTTACTAAACTAAAGGTTGT
AnSatl1-142
Reverse TAAGCCTTGGTTGAATTTTA
Forward GATATGTGATGCCCATGGGG
AnSat2-139
Reverse CCTCAGATTGCACCCGGGA

Fonte: autoria propria.

Os resultados observados através de eletroforese em gel de agarose mostram que 0s dois
satélites foram amplificados em Ancistrus sp., confirmando sua presenca no genoma desta
especie (Figura 5). Posteriormente, tinha-se como objetivo realizar hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH) para a validagdo destes satélites em metafases encontradas nos materiais
de Ancistrus sp. Entretanto, devido ao incéndio do prédio do Instituto de Biociéncias (IB) da
Unesp de Rio Claro, essa validacdo nédo foi possivel, uma vez que todo o material bioldgico

armazenado no laboratorio foi queimado.
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Figura 5 - Amplificacdo dos DNAs satélites AnSat1-142 e AnSat2-139 em Ancistrus sp.
Ladder: 1KB Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific®.
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Fonte: dados do trabalho.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho foram realizadas analises gendmicas comparativas dos satélites
mais abundantes de Ancistrus sp. em outras trés especies do género, Ancistrus multispinis,
Ancistrus ranunculus e Ancistrus cryptophthalmus. O satélite AnSatl-142 est4 praticamente
ausente em A. multispinis, A. ranunculus e A. cryptophthalmus; com excecao de Ancistrus sp.,
possivelmente pelo fato deste satélite ter sido caracterizado a partir de uma sequéncia desta
espécie (DOS SANTOS et al. - dados ndo publicados). Os dados mostram que AnSatl-142
parece ser exclusivo de Ancistrus sp., sugerindo sua conservagdo nesta espécie corroborada por
sua alta abundéncia e pouca evidéncia nos reads de sequenciamento nas outras trés espécies do
género (A. multispinis, A. ranunculus e A. cryptophthalmus).

Assim como AnSatl-142, a caracterizagdo prévia de AnSat2-139 revelou sua
consideravel abundéncia no genoma de Ancistrus sp. As andlises realizadas neste trabalho
mostram que a presenca de AnSat2-139 foi melhor evidenciada em A. multispinis, A.
ranunculus e A. cryptophthalmus em comparacdo a AnSatl-142, porém com valores de
abundancia e divergéncia especificos, uma vez que estas sequéncias podem estar amplificadas
em taxas desiguais nas diferentes espécies (GARRIDO-RAMOS, 2017; THAKUR et al., 2021).
Deste modo, a presenca do satélite AnSat2-139 nas outras espécies de Ancistrus configura um
certo grau de compartilhamento de sequéncias entre elas, corroborando com a hipotese da
biblioteca de DNAs satélites (FRY; SALSER, 1977), que fundamenta-se no compartilhamento
de uma biblioteca comum de DNAsat entre grupos de espécies evolutivamente relacionadas.

Outros trabalhos encontraram resultados que demonstram a hipo6tese da biblioteca,
como de Utsunomia e colaboradores (2017), que revelaram o compartilhamento do DNA
satélite MsaSat01-177, previamente descrito no genoma de Moenkhausia sanctaefilomenae
(Characiformes: Characidae), em oito espécies de peixes pertencentes a quatro géneros da
familia Characidae, indicando a conservacao deste satélite neste grupo. Em um trabalho de
Camacho et al. (2022), foi analisado o satelitoma de gafanhotos das espécies Oedaleus decorus
e Locusta migratoria, pertencentes a subfamilia Oedipodinae, revelando que estas espécies
compartilham familias de DNAsat que estavam presentes no ancestral mais comum entre elas.
Assim como estes trabalhos, as analises comparativas dos genomas de Ancistrus realizadas aqui
revelaram o compartilhamento de AnSat2-139 nestas espécies, possivelmente tendo sido este
satélite pertencente a uma biblioteca ancestral de DNAsat, estando de acordo com a hipétese

da biblioteca.
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De acordo com Ruiz-Ruano et al. (2019), os graficos landscapes, gerados utilizando os
dados do RepeatMasker, para a analise de abundéancia e divergéncia para os satélites, podem
trazer informacdes sobre a “idade” das variantes de um DNAsat da mesma familia. Deste modo,
0s picos em baixa divergéncia revelam amplificacdo e homogeneizacgdo recentes, enquanto
picos em niveis alto de divergéncia provavelmente constituem variantes mais antigas e
degeneradas por acumulo de mutacbes. Neste trabalho, para Ancistrus sp., AnSatl-142
demonstrou amplificagdo em baixa divergéncia, sugerindo amplificacdo e homogeneizacéo
recentes deste satélite na espécie, enquanto que o landscape para AnSat2-139 revela picos de
amplificacBes de copias mais antigas. Para as outras espécies, o landscape gerado AnSat2-139
também revela picos de amplificacdo em baixa divergéncia, além da baixa abundancia
evidenciada pelo RepeatMasker.

Segundo Plohl et al. (2014) e Garrido-Ramos (2015), como componentes de fracdes
repetitivas dos genomas, os DNAs satélites sdo altamente dinamicos e sua abundancia pode
mudar rapidamente devido a mecanismos de expansdo e/ou diminui¢do dessas sequéncias.
Estas, por sua vez, podem ser amplificadas independentemente no genoma de cada espécie
(CAMACHO et al., 2022), levando a rapidas mudancas na distribuicdo e abundancia de suas
copias (PLOHL et al., 2012). Deste modo, diferentes mecanismos podem ter levado os satélites
AnSatl-142 e AnSat2-139 a serem mais abundantes, com certo grau de homogeneizacéo, no
genoma de Ancistrus sp., em comparagdo as outras espécies analisadas neste trabalho. Estes
dados sugerem que, em termos de amplificacdo, estes dois satélites estdo seguindo diferentes
caminhos evolutivos em diferentes espécies do género Ancistrus, como também demonstrado
em outras espécies de peixes do género Megaleporinus (CREPALDI et al., 2021) e de anfibios
do género Proceratophrys (DESTRO, 2022).

Os estudos sobre os mecanismos envolvidos na dinamicidade de DNAs satélites sdo
muito importantes para o melhor entendimento dessas sequéncias nos genomas de Ancistrus,
um grupo bastante interessante do ponto de vista citogenético e evolutivo, devido a grande
variacdo cariotipica registrada no género. As analises comparativas podem revelar a
organizacdo gendmica dessas sequéncias e contribuir para o entendimento das relacGes
filogenéticas entre diversos taxons, além de contribuir para o esclarecimento de mecanismos
evolutivos, principalmente para sequéncias repetitivas, por meio do compartilhamento de

bibliotecas de DNAsat em diferentes espécies de peixes.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através das analises comparativas dos satélites AnSatl-142 e
AnSat2-139 nos genomas de espécies do género Ancistrus condizem com a hipétese da
biblioteca para este tipo de sequéncia, revelando que um mesmo DNAsat pode seguir diferentes
caminhos evolutivos em diferentes espécies de peixes. Por meio de analises citogenémicas
comparativas, foi demonstrado que AnSat1-142 parece ser um satélite exclusivo de Ancistrus
sp., enquanto que o satélite AnSat2-139 esta compartilhado entre as espécies de Ancistrus sp.,
Ancistrus multispinis, Ancistrus ranunculus e Ancistrus cryptophthalmus, porém com
abundancia e divergéncia especifica para cada espécie.

Caso tivesse sido possivel, os préximos passos deste trabalho seriam a realizacdo dos
experimentos de FISH, para confirmar a presenca destes satélites no genoma de Ancistrus sp.,
cujo material citogenético encontrava-se armazenado em freezers no Laboratério de
Citogenética Animal, que foi acometido pelos incéndios do IB. Os dados obtidos através da
realizacdo de FISH para esta espécie seriam de extrema importancia para corroborar com 0s
dados de bioinformética, abordados neste trabalho, pois possibilitariam a comparacdo da
distribuicdo cromossomica de AnSat1-142 e AnSat2-139 em Ancistrus sp.
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