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GIGLIO, Leonardo Moura. Um novo conjunto de DNAs satélites compartilhado por todos
os Characoidei (Characiformes, Teleostei). 2022. 56 f. Dissertacdo (Mestrado Académico
em Biociéncias) — Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias e Letras,
Assis, 2022.

RESUMO

O genoma dos organismos eucariotos apresenta uma porgdo repetitiva bastante
expressiva, com a classe dos DNAs satélites podendo representar grande parte do DNA
nuclear e, também, contribuir para a diferenca do tamanho dos genomas entre diferentes
espécies. Considera-se que os DNAs satélites surgem a partir de duplicagdes de novo de
sequéncias preexistentes no genoma das espécies, se disseminam, e posteriormente expandem
seus arranjos, a forma em que se organizam. Esses arranjos passam por processos de
homogeneizacdo e posterior fixacdo de sua composi¢cdo, sob o regime da evolucdo em
concerto. Esses mecanismos evolutivos podem agir independentemente nas diferentes
espécies, inclusive, agir independentemente nos diferentes arranjos dentro de um mesmo
genoma, o0 que normalmente resulta em DNASs satélites género ou espécie especificos. Porém,
hoje temos conhecimento de alguns casos de satélites que se mantiveram conservados em
diferentes espécies distribuidas por taxons maiores, como toda uma ordem, apresentando
inclusive transcri¢do, 0 que vai contra as predi¢es da evolugdo em concerto em um contexto
de auséncia de funcdo. Outro modelo de evolugdo de DNAs satélites é o da hipotese library ,
que prediz que grupos proximamente relacionados compartilham uma por¢do do contetido
ancestral de DNAs satélites, apresentando normalmente diferencas quantitativas relativas a
sua abundancia no genoma. No presente estudo utilizamos a subordem dos peixes
Characoidei, da ordem dos Characiformes, altamente diversa e com origem antiga, e portanto
considerada ideal para verificar a existéncia de satélites compartilhados pelo grupo, testar a
hipotese library, e analisar a acdo da evolugdo em concerto nos satélites destas espécies. Para
isto, utilizamos bibliotecas gendmicas de 15 espécies de diferentes familias da ordem dos
Characiformes e realizamos analises bioinforméaticas com a aplicagdo do TAREAN, uma
ferramenta que utiliza um algoritmo de agrupamento de reads para realizar o isolamento dos
DNAs satélites das espécies, além de ferramentas de montagem de novo, alinhamento e
mapeamento de cOpias para realizar a comparacdo destes satélites entre as espécies.
Encontramos sete DNAs satélites presentes nas quatro superfamilias de peixes Characoidei
analisadas, demonstrando o compartilhamento de satélites super conservados por toda uma
subordem, o que contraria as predi¢cGes da evolugdo em concerto, e também corroboram com
a hipdtese library de evolucdo dos DNAs satélties.

Palavras-chave: DNA repetitivo. Ostariophysi. Bioinformatica.
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(Characiformes, Teleostei). 2022. 56 p. Dissertation (Masters in Bioscience) — Sao Paulo
State University (UNESP), School of Science, Humanities and Languages, Assis, 2022.

ABSTRACT

The eukaryotic genomes present a very expressive repetitive portion, with the satellite
DNAs class representing a great part of the nuclear DNA and, also, contributing to the
differences observed in the species genome sizes. Its assumed that the satellite DNAS
originate by de novo duplications in preexistent sequences in the genome, are scattered to
different locations and, subsequently, expand their arrays, the way they are organized. These
arrays goes through composition homogenization and fixation steps, under the concerted
evolution regime. These evolutive mechanisms can act independently in each species, or even
act differently in arrays of different genomic locations, and that usually results in genus- or
species-specific sallite DNAs. However, today we know of some cases of satellites that have
remained conserved in different species distributed over larger taxa, such as an entire order,
even presenting transcription, which goes against the predictions of concerted evolution in a
context of absent function. Another model of satellite DNA evolution is the library
hypothesis, which predicts that closely related groups share a portion of the ancestral content
of satellite DNAs, typically showing quantitative differences relative to their abundance in the
genome. In the present study, we used the suborder of Characoidei fishes, from the order
Characiformes, highly diverse and with ancient origin, and therefore considered ideal to
verify the existence of satellites shared by the group, test the library hypothesis, and analyze
the action of the concerted evolution in the satellites of these species. For this, we used
genomic libraries of 15 species from different families of the Characiformes order and
performed bioinformatic analyses with the application of TAREAN, a tool that uses a read
clustering algorithm to isolate the species satellite DNAs, as well as de novo assembly,
alignment, and copy mapping tools to compare these satellites between species. We found
seven satellite DNAs present in the four analyzed Characoidei fish superfamilies,
demonstrating the sharing of super conserved satellites across an entire suborder, which
contradicts the predictions of concerted evolution, and also corroborates with the library
hypothesis of satellite DNA evolution.

Keywords: repetitive DNA. Ostariophysi. Bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

O genoma dos eucariotos pode ser subclassificado em uma porcdo génica, que
compreende todos os genes de cdpia Unica, e por uma porcdo repetitiva do DNA, que
compreende diferentes tipos de sequéncias, como as familias multigénicas (com genes que
apresentam muitas copias no genoma), os elementos transponiveis dispersos pelo genoma, 0s
DNAs satélites (satDNAs) formando arranjos (arrays) organizados de seus mondmeros, 0S
pseudogenes, derivados de genes funcionais, e 0s RNAs ndo codificantes (ncRNA), podendo
apresentar diferentes funcdes celulares. O DNA repetitivo representa uma porgédo substancial
do genoma, compreendendo mais da metade do DNA nuclear em grande parte das espécies e,
consequentemente, é o principal responsavel pelas diferencas dos tamanhos dos genomas de
diferentes organismos (CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994; AMARAL,
MATTICK, 2008; TUTAR, 2012; BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015).

Os DNAs satélites formam uma classe de sequéncias que se encontram repetidas
formando arranjos de suas subunidades organizadas em tandem (repetidas sequencialmente
em uma orientagdo “cabega-cauda”), que podem variar de poucos a milhares de nucleotideos
(DOS SANTOS et al.,, 2021). O conjunto de satélites de uma espécie (satelitoma) pode
representar uma porcéo significativa de seu genoma, como no caso do gafanhoto Locusta
migratoria, com um conteudo de satélites que compreende aproximadamente 2,4% de seu
genoma, e do peixe Megaleporinus macrocephalus, com aproximadamente 12% de seu
genoma composto por satélites (PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2012; RUIZ-RUANO
et al.,, 2016; GARRIDO-RAMOS, 2017; UTSUNOMIA et al., 2019). Os satDNAs estdo
localizados principalmente na hererocromatina, nas regides pericentromérica e subtelomérica,
mas ndo sdo restritos a elas (PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2012; GARRIDO-
RAMOS, 2015; KUHN, 2015; RUIZ-RUANO et al., 2016; SILVA et al., 2017; MIGA et al.,
2020).

A origem de novos DNAs satélites geralmente se da a partir da duplicacdo de um
fragmento de sequéncia preexistente, que pode entdo ser disperso pelo genoma e localmente
amplificado por meio de translocagdo, do deslizamento da DNA polimerase durante o
processo de replicacdo, de insercfes, ou por crossing-over desigual, também podendo ser
extinto a partir de processos estocasticos (PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2012;
RUIZ-RUANO et al., 2016; LOWER et al., 2018; VONDRAK et al., 2020). Considera-se que
os satDNAs evoluem por meio de evolugdo em concerto, que compreende uma fase de

homogeneizacdo dos arranjos de determinada sequéncia conduzida por mecanismos
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moleculares como crossing-over desigual e conversdo génica, e uma fase de fixagdo que
ocorre naturalmente com a reproducdo sexuada dos organismos. Como consequéncia deste
processo, satDNAs usualmente apresentam uma alta homogeneidade intraespecifica e
diversificacdo interespecifica, levando muitas destas sequéncias a serem espécie- ou género-
especificas (SMITH, 1976; DOVER, 1982, 1986; PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC,
2012; GARRIDO-RAMOS, 2017; LORITE et al., 2017; HALBACH et al., 2020). Em 1977,
Fry e Salser propuseram o modelo da hipotese library (biblioteca, em uma traducéo livre) de
evolucdo de DNA satélites, que afirma que espécies proximamente relacionadas
compartilham uma porcdo do conteldo destas sequéncia no genoma, mas exibem, ap6s um
longo prazo evolutivo, um nimero de eventos de expansao de nimero de cdpias independente
e distinto em cada uma das linhagens, o que acaba resultando em diferentes padrbes de
amplificacdo ou de diminuicdo dos arranjos de cada satélite nas diferentes espécies,
produzindo as diferengas quantitativas existentes entre suas bibliotecas de DNAs satélites.

Por serem elementos gendémicos com uma dindmica evolutiva bem complexa e ndo
muito bem compreendida (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015), o estudo dos
DNAs satélites foi bastante dificultado no passado. Desde a década de 70, as principais
metodologias utilizadas para a identificagdo de novas sequéncias deste tipo eram a digestéo
com enzimas de restricdo e/ou a cinética de renaturacdo (HUTTON; WETMUR, 1973;
BOTCHAN, 1974; HORZ; ZACHAU, 1977; KOPECKA et al., 1978), metodologias pouco
efetivas e que, no caso da restricdo enzimatica, dependente da clivagem por acaso em sitios
especificos de algum satélite desconhecido. No entanto, este cendario se alterou com o passar
dos anos por conta do aperfeicoamento das tecnologias de sequenciamento massivo paralelo,
bem como pelo desenvolvimento de ferramentas bioinformaticas adequadas que permitissem
a analise da grande quantidade de dados gerada. Em 2013, por exemplo, o portal Galaxy, da
infraestrutura internacional Elixir, voltada para o estudo da biologia, implementou o conjunto
de ferramentas para a analise de sequéncias repetitivas RepeatExplorer (NOVAK et al., 2013),
com um metodo inovador de identificagdo de novo de sequéncias repetitivas a partir de reads
curtos de sequenciamento gendmico, baseado no agrupamento dos reads em clusters, e na
inspecdo visual dos gréaficos resultantes, que em conjunto com o protocolo satMiner,
desenvolvido por Ruiz-Ruano et al. (2016), permitiu o inicio da caracterizacdo dos
satelitomas das espécies. Em 2017, uma nova ferramenta foi implementada, 0 TAREAN
(Tandem Repeat Analyzer - NOVAK et al., 2017), automatizando a anélise dos graficos
gerados e facilitando a caracterizacdo de catalogos robustos de DNAs satélites, que levou ao

aumento expressivo no numero de satelites descritos em espécies nao-modelo (RUIZ-
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RUANO et al., 2016; SILVA et al., 2017; UTSUNOMIA et al., 2019; CREPALDI; PARISE-
MALTEMPI, 2020; SERRANO-FREITAS et al., 2020; STORNIOLI et al. 2021;
CAMACHO et al., 2022; KRETSCHMER et al., 2022).

A ordem dos Characiformes (superordem Ostariophysi) € um dos clados de peixes
mais ricos em numero de espécies do mundo, representando grande parte da diversidade de
peixes da ictiofauna Neotropical (MOREIRA, 2007; ARCILA et al., 2017; BETANCUR-R
etal., 2019; FRICKE, 2021). A origem antiga da ordem é bem estabelecida, com dados
moleculares que apontam para a existéncia do Gltimo ancestral em comum dos peixes da
superordem hé aproximadamente 150 milhdes de anos atrds (NEAR et al., 2012; DAI et al.,
2018; BURNS; SIDLAUSKAS, 2019; MELO et al., 2022), e recentemente, Melo et al. (2022)
reforcaram a ideia da parafilia dos Characiformes, com os Siluriformes como grupo irméo de
Characoidei, ambos formando um clado irmé&o de Citharinoidei, embora ainda ndo exista um
consenso sobre as relagBes filogenéticas recalcitrantes nestes grupos (FINK; FINK, 1981;
DIMMICK; LARSON, 1996; NAKATANI et al., 2011; CHEN; LAVOUE; MAYDEN, 2013;
BETANCUR-R et al., 2013; ARCILA et al., 2017; CHAKRABARTY et al., 2017).

Uma outra questdo interessante neste grupo é a origem do alto numero de espécies e
eventos de radiagdo adaptativa observados em determinadas linhagens (MELO et al., 2022).
Consequentemente, essa alta diversidade de espécies do grupo também levanta diversas outras
probleméaticas para serem estudadas, como a presenca, origem e diferenciacdo de
cromossomos sexuais e supranumerarios (SILVA et al., 2017; UTSUNOMIA et al., 2019;
CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020; SERRANO-FREITAS et al., 2020; STORNIOLI
et al., 2021; KRETCHSMER et al.,, 2022). Neste contexto, consideramos 0s peixes
Characiformes ideais para o estudo da dindmica evolutiva dos DNAs satélites.

Até recentemente, menos de uma dezena de satélites havia sido caracterizada para
peixes Neotropicais (revisdo em VICARI et al., 2010). Desde entdo, a caracterizacdo de
satelitomas tem permitido uma melhor compreensdo sobre os mecanismos que regem a
evolugdo destas sequéncias, além de permitir sua aplicacdo na anélise da distribuicdo dos
DNAs satélites pelo genoma das espécies, resultando em importantes evidéncias para o
entendimento de diferentes problematicas evolutivas em peixes (SILVA et al., 2017;
UTSUNOMIA et al., 2019; CREPALDI; PARISE-MALTEMPI, 2020; SERRANO-FREITAS
et al., 2020; STORNIOLI et al., 2021; KRETCHSMER et al., 2022).

No que se refere ao compartilhamento de satDNAs entre espécies relacionadas, alguns
poucos exemplos incluem satélites que se mantiveram conservados em alguns grupos por

longos periodos de tempo: como a familia do Alpha Satélite em primatas, com idade estimada
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na ordem de 35 milhdes de anos (WILLARD, 1991; ALEXANDROV et al., 2001); o DNA
satélite APSP-1, similar em vérias espécies do género Arphaenogaster de formigas, com idade
estimada entre 80-74 milhdes de anos (LORITE et al., 2017); de um satélite conservado por
aproximadamente 200 milhdes de anos no género Aedes que controla a expressao de alguns
genes durante o desenvolvimento (HALBACH et al., 2020); e do caso que mais inspira esse
trabalho, que é o CharSat01, um satélite presente em 14 espécies da superfamilia de peixes
Characoidei, e que ¢ ativamente transcrito (DOS SANTOS et al., 2021). Deve-se destacar que
casos de satélites compartilhados desafiam as predi¢cdes de evolucdo molecular de satDNAs
por evolucdo em concerto, o que levanta duvidas quanto a possivel existéncia de uma fungédo
gendmica/celular destas sequéncias, o que ja foi confirmado nos casos do Alpha Satélite, do
APSP-I, e dos tapiR1 e tapiR2 em Aedes (ALEXANDROV et al., 2001; LORITE et al., 2017;
SMALEC et al., 2019; DOS SANTOS et al., 2021).

Diante do exposto, consideramos que a caracterizacdo de novos satelitomas de
espécies pertencentes a subordem dos Characoidei com o uso de bibliotecas genémicas
provenientes de sequenciamento de segunda geracdo, aliado a aplicacdo de diferentes
ferramentas bioinformaticas, possibilitara um estudo comparativo entre peixes de diferentes
familias distribuidas pelo grupo, o que permitira testar a hip6tese library e verificar se existem
mais satélites conservados por toda a subordem, além de analisar a atuacdo da evolucdo em
concerto nos arranjos dos satélites. No presente estudo nds caracterizamos cinco novos
satelitomas de peixes Characoidei, além de complementar um catalogo previamente descrito.
Além disso, nossas analises evidenciaram a ocorréncia de sete satélites compartilhados por
diferentes familias da subordem, expandindo o conhecimento da diversidade de satélites em
peixes e servindo de subsidio para diversos estudos citogenéticos e de bioinformatica no

futuro.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi identificar novos casos de satélites conservados ao

longo de todos os Charachoidei. Para isso, 0s objetivos especificos foram:
A) Caracterizar 5 novos satelitomas das espécies pertencentes a diferentes familias
dos Characoidei: Hoplias malabaricus, Leporinus friderici, Cyphocharax

modestus, Pyrrhulina semifasciata e Astyanax mexicanus, além de complementar o
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satelitoma de Characidium gomesi, previamente descrito em Serrano-Freitas,
2020;
B) ldentificar satélites compartilhados por C. gomesi e por outra espécie da subordem

que apresentem alta conservacao de sua composicao.

3. MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram utilizadas bibliotecas genémicas de 15 espécies de peixes
da subordem Characoidei, representando 10 diferentes familias, sendo C. gomesi, da familia
Crenuchidae, considerado o clado mais basal dentro do grupo. A relacdo de todas as espécies

envolvidas no estudo e suas respectivas familias esta descrita na Tabela 1.

Crenuchidae --—=—
Hepsetidae

Alestidae

- Erythrinidae -
Cynodontidae
1 { Hemiodontidae <

- Serrasalmidae @-

Parodontidae

Anostomidae ‘ﬂh(

Prochilodontidae {-:.(

Chilodontidae
Curimatidae = e

Ctenoluciidae
Lebiasinidae i
Chalceidae

_: Acestrorhynchidae
Iguanodectidae
— Triportheidae <

Gasteropelecidae

Characidae =SB




150 Figura 1: Familias das espécies analisadas (em azul) e sua distribuicdo pela subordem
151  Characoidei.
152
153  Tabela 1: Espécies utilizadas no projeto e suas respectivas familias dentro da subordem dos
154  Characoidei.
Espécie Familia
Characidium gomesi Crenuchidae
Hoplias malabaricus Erythrinidae
Hemiodus gracilis Hemiodontidae
Pygocentrus nattereri Serrasalmidae
Myleus asterias Serrasalmidae
Colossoma macropomum Serrasalmidae
Piaractus brachypomus Serrasalmidae
Piaractus mesopotamicus Serrasalmidae
Leporinus friderici Anostomidae
Prochilodus lineatus Prochilodontidae
Cyphocharax modestus Curimatidae
Pyrrhulina semifasciata Lebiasinidae
Triportheus auritus Triportheidae
Psalidodon paranae Characidae
Astyanax mexicanus Characidae
155
156 As informac0es sobre as bibliotecas genémicas das espécies, incluindo a plataforma de

157  sequenciamento e seu tamanho, podem ser observadas na Tabela 2. Para o presente trabalho,
158 utilizamos algumas bibliotecas provenientes de trabalhos anteriores do nosso grupo de
159  pesquisa ou de colaboradores, citados na tabela, além de uma biblioteca obtida do banco de
160  dados Sequence Read Archive, do NCBI (A. mexicanus).
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Tabela 2: Plataformas de sequenciamento e tamanho das bibliotecas utilizadas.
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Espécie Plataforma Tamanho total (GB) Acesso NCBI ou Referéncia
C. gomesi Illumina HiSeq 0,8 GB -

H. malabaricus BGISEQ-500 1,4 GB -

H. gracilis Illumina MiSeq 0,5GB Rodrigues (2021)

P. nattereri Illumina HiSeq 59 GB Rodrigues (2021)

M. asterias Illumina MiSeq 0,6 GB Rodrigues (2021)

C. macropomum MGISEQ-2000 1,6 GB Rodrigues (2021)

P. brachypomus MGISEQ-2000 2,7GB Rodrigues (2021)

P. mesopotamicus  Illumina MiSeq 0,4 GB Rodrigues (2021)

L. friderici Illumina MiSeq 0,2GB -

P. lineatus BGISEQ-500 3,6 GB Stornioli et al. (2021)

C. modestus BGISEQ-500 2,4 GB -

P. semifasciata BGISEQ-500 2,1 GB -

T. auritus BGISEQ-500 3,4 GB Kretschmer et al. (2022)

P. paranae BGISEQ-500 17 GB dos Santos, em elaboracéo.
A. mexicanus Illumina HiSeq 54 GB SRA - SRR6386652

De um total de 15 espécies utilizadas no estudo (Tabela 2), nove delas ja possuiam seu
satelitoma caracterizado com o uso do TAREAN, portanto, as etapas 3.1, 3.2.1 e 3.2.2
(abaixo) ndo foram realizadas para estas espécies, com excecdo da andlise de correlacdo
estatistica dos tracos dos satelitomas (incluida na etapa de caracterizacdo dos satelitomas),

realizada com todos os catalogos.

3.1 Obtencéo das amostras e extracdo de DNA gendmico

Os animais foram coletados, mantidos, e posteriormente analisados de acordo com a
legislacdo de protecdo ambiental brasileira (permissdo para coleta MMA/IBAMA/SISBIO —
namero 3245), com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e com a
aprovacao do Instituto de Biociéncias (protocolos 405 e 504).

Para a obtencdo das bibliotecas genémicas das espécies, extraimos o DNA a partir de
tecido muscular, figado ou sangue, previamente preservados em etanol 100%, utilizando os
kits Wizard Genomic DNA Purification Kit (da Promega) e DNeasy Blood & Tissue (da
QIAGEN), seguindo as instrugdes dos fabricantes. Além disso, realizamos uma etapa
adicional para a remogéo de RNA, com RNAse A (da Invitrogen).

Os produtos da extracdo foram observados em gel de eletroforese composto por
agarose na concentracdo de 1%, corado com SYBR® Safe DNA (0,015uL/mL), visualizados
com a aplicacdo de luz ultravioleta (UV) de um transluminador, e fotografados com camera
Olympus C-5060, o que nos permitiu verificar a integridade do material extraido. O marcador
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Low DNA Mass Ladder, da Invitrogen, com peso e concentracdo moleculares padrdes, foi
utilizado na eletroforese, permitindo também inferir a qualidade do DNA extraido.

3.2 Anélises bioinforméticas

Para as andlises bioinformaéticas utilizamos bibliotecas genémicas de reads curtos
pareados (Tabela 2). A maior parte das analises bioinforméticas e de processamento de dados
foi realizada em um servidor remoto localizado no Instituto de Biociéncias de Botucatu, no
Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Biologia Estrutural e
Funcional da UNESP, sob os cuidados do professor Dr. Claudio de Oliveira. Outras analises
computacionais incluem a identificacdo e caracterizacdo dos satelitomas das espécies
utilizando a ferramenta TAREAN (Tandem Repeat Analyzer), do portal Galaxy. Portanto,
alguns recursos computacionais foram providos pelo projeto ELIXIR-CZ (LM2015047), parte
da infraestrutura internacional ELIXIR, uma organizacdo intergovernamental que relne
recursos para o estudo das ciéncias bioldgicas, como bancos de dados e armazenamento em

nuvem, softwares e ferramentas de analise, e servidores de alta capacidade computacional.

3.2.1 Isolamento de DNAs satélites com 0 TAREAN

Inicialmente, as bibliotecas foram preparadas, removendo-se os adaptadores, fazendo
uma selecdo da qualidade dos reads sequenciados, e padronizando-os para um tamanho de
100 pares de base.

A identificacdo dos DNAs satélites presentes no genoma das espécies foi realizada
utilizando o TAREAN (NOVAK et al., 2017), uma ferramenta do RepeatExplorer que
automatiza o processo de analise dos gréaficos obtidos das sequéncias repetitivas. Foram
executadas diversas iteracOes desta ferramenta com as configuracdes padrdes da mesma,
utilizando 500.000 paired-end reads. Ao final de cada iteracdo, o programa produz e retorna
uma lista com os provaveis DNAs satélites encontrados, com alta e baixa confianca. As
sequéncias consenso destes satélites encontrados (que sdo as sequéncias com O maior
pontuacdo de cobertura de k-mers) foram extraidas e inseridas em uma biblioteca
customizada, para fazer a filtragem da biblioteca genémica aplicada no TAREAN
anteriormente aquela rodada, a partir de um script customizado “deconseq_run.py”
(SCHMIEDER; EDWARDS, 2011), a fim de remover os reads semelhantes aos satélites ja
encontrados. Assim, esta biblioteca filtrada era utilizada na préxima rodada do TAREAN em
busca de novos satélites. Desta forma cada espécie teve um variado nimero de iteracfes da

ferramenta até que nenhum novo DNA satélite fosse encontrado. Um esquema simplificado
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do funcionamento do TAREAN encontra-se a seguir, na Figura 2 (adaptado de NOVAK et al.,
2017).

Reads curtos pareados do
genoma sequenciado da espécie ‘
em estudo
Agrupamento
baseado em grafico

Clusters de reads

Identificacao
automatizada

= Potenciais clusters de repeti¢cao — \
em tandem

Reconstrucao
das sequéncias
7 SequenCIas consenso N

D | CATALAC T TX CTACTATA

Figura 2: Workflow simplificado da ferramenta TAREAN (adaptado de NOVAK et al.,
2017). A) Insercdo de reads curtos pareados de sequenciamento de nova geragdo; B)
Agrupamento dos reads baseado em similaridades e sobreposicdo (90% de similaridade e pelo
menos 55% do tamanho total dos reads); C) ldentificacdo automatizada de graficos que

potencialmente representam satélites em tandem (estruturas circulares com o0s reads
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densamente conectados); D) Reconstrucdo da sequéncia consenso das familias de DNAs
satélites a partir da decomposicdo em k-mers e de estimativas de pontuacdo (score de

cobertura de k-mers) dos graficos identificados na etapa anterior.

3.2.2 Caracterizacgdo do satelitoma das espécies

ApOs a caracterizacdo de todos os possiveis DNAs satélites de uma determinada
espécie, uma etapa de filtragem manual foi realizada para a remocao de outras sequéncias
repetidas em tandem, como os elementos das familias multigénicas do DNA ribossomal 45S,
genes U de pequenos RNAs nucleares, e genes para histonas.

Em seguida, medimos as similaridades entre os DNAs satélites por meios de
algoritmos de alinhamento e montagem, usando a ferramenta global de alinhamento do
software Geneious (KEARSE et al., 2012), versdo 8.1, e o script personalizado
“rm_homology.py” (https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols), descrito em Ruiz-Ruano et
al. (2016), para agrupé-los como satélites de uma superfamilia (quando a similaridade € maior
ou igual a 50%, indicando uma possivel origem a partir de uma mesma sequéncia ancestral)
ou como variantes (quando a similaridade é maior ou igual a 80%), critérios estabelecidos em
Ruiz-Ruano et al. (2016). Nos casos de sequéncias extremamente similares (i.e. similaridade
maior ou igual a 95%), as mesmas foram consideradas sendo a mesma variante, e portanto,
uma delas (a de menor abundancia) era removida para evitar redundancias no catalogo final.

Para estimar a abundancia relativa de cada satélite no genoma das espécies (0 nimero
de reads mapeados dividido pelo nimero de nucleotideos analisados) e sua divergéncia
média, foi utilizado o software RepeatMasker (SMIT et al., 2017), que utiliza uma
implementagdo do algoritmo Smith-Waterman-Gotoh para comparar as sequéncias
nucleotidicas inseridas, no caso, em subamostras das bibliotecas das espécies contendo 5
milhGes de reads curtos pareados, exceto em C. gomesi e em L. friderici, onde o tamanho das
bibliotecas foram limitantes, e utilizamos subamostras de 4 milhdes e de 1 milh&o de reads
curtos pareados, respectivamente.

Os satélites foram nomeados de acordo com a sua abundancia no genoma, com 0S
critérios estabelecidos em Ruiz-Ruano et al. (2016), sendo o primeiro satélite do catalogo
aquele mais abundante, e assim por diante. Por exemplo, o satélite AmeSat01-1633 é o
satélite mais abundante caracterizado em A. mexicanus, e sua unidade de repeticdo possui
1633 pb de comprimento. Excepcionalmente, em C. gomesi 0s novos satélites encontrados
pelo TAREAN foram adicionados na sequéncia dos satélites anteriormente descritos em
Serrano-Freitas et al. (2020).
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A correlacdo estatistica (coeficiente de correlacdo de Pearson) entre os tragos dos
satelitomas foi estimada por meio de um script proprio customizado, construido na linguagem
Python 3, que utiliza as bibliotecas seaborn (WASKOM, 2021) e matplotlib (HUNTER,
2007) para realizar as medidas e fazer a plotagem do grafico do tipo heatmap para

visualizacao.

3.2.3 Comparac0es entre os catalogos das espécies

Considerando que diferentes analises filogenémicas evidenciaram que Crenuchidae é
grupo-irméo de todas as outras familias de Characoidei (OLIVEIRA et al., 2011; ARCILA et
al., 2017; MELO et al., 2022), partimos do principio de que, caso algum satélite estivesse
compartilhado entre C. gomesi e qualquer outra espécie em analise, seria potencialmente um
satélite conservado.

Antes de comparar os catalogos de satDNAs entre espécies, nds realizamos uma etapa
de clusterizagdo manual em C. gomesi, uma vez que uma certa abundancia genémica é
necessaria para que uma sequéncia seja caracterizada pela pipeline do TAREAN. Nesse
sentido, realizamos uma busca na biblioteca de C. gomesi por todos os satélites descritos para
as outras espécies do estudo (totalizando 841 satDNAs), utilizando o software RepeatMasker,
identificando e isolando todos os reads da biblioteca gendémica que apresentaram similaridade
com estes satélites, e gerando uma subamostra destes reads da biblioteca genbmica com um
script personalizado e gentilmente cedido pelo Dr. Francisco J. Ruiz-Ruano. Com esta
subamostra, utilizamos o TAREAN em busca de caracterizar satélites adicionais, que nao
foram identificados na analise anterior, mas que se encontram presentes na biblioteca de C.
gomesi, para serem utilizados nas anélises comparativas dos satelitomas. Novamente, estes
novos satélites foram adicionados ao final do catalogo.

Com os catdlogos de todas as espécies de estudo ja caracterizados, foi possivel
construir uma biblioteca com todos os satélites para realizar a comparacdo total, a fim de
verificar a existéncia de algum caso adicional de um DNA satelite compartilhado por C.
gomesi e diferentes espécies da subordem dos Characoidei. Para isso foram utilizados o script
“rm_homology.py”, resultando em todas as similaridades existentes entre o0s satélites, e a
ferramenta de montagem de novo implementada no software Geneious 8.1, resultando em
contigs de satélites que apresentam similaridades, nos indicando uma possivel relacdo. Todos
os dados obtidos de possiveis relacdes entre os satélites também foram visualmente

inspecionados com o auxilio da ferramenta de alinhamento do Geneious 8.1.
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Assim, as sequéncias descobertas conservadas foram selecionadas para uma analise do
perfil do satélite em todas as espécies do estudo utilizando o programa RepeatProfiler (NEGM
et al., 2021). Este programa mapeia 0s reads das bibliotecas selecionadas na referéncia
desejada (no caso, a sequéncia dos satélites repetida até passar do tamanho de 200 pares de
base) utilizando a ferramenta de alinhamento Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012),
além do conjunto de ferramentas SAMtools (LI et al., 2009) e das linguagens de programacao
Python 3 (VAN ROSSUM; DRAKE, 2009) e R (TEAM, 2013) para processar e permitir a
visualizacdo dos dados obtidos. Uma ressalva importante é a utilizacdo do parametro “—
singlecopy” no RepeatProfiler, o que permite a utilizagdo conjunta de genes de cdpia Unica na
referéncia, nos retornando um ndmero de copias mapeadas sobre a referéncia ja normalizado.
Os genes utilizados e seus respectivos nimeros de acesso sdo: coq6 [XM_017711829.1], foxI2
[XM_007232295.3], gastrula zinc finger [XM_022685636.1], lactamase [ XM _022682177.1],
msh4 [XM_017711771.1], ppfial [XM_022685633.1], prospero [XM_017708821.1], tubulin-
kinase [XM_017711762.1], zdhhc22 [XM_017711775.1], e znf106 [XM_017711848.1].

Para esta analise também foram utilizadas subamostras das bibliotecas de cada espécie
com 5 milhdes de reads curtos pareados, exceto nos casos onde o tamanho da biblioteca era
um fator limitante, como em C. gomesi e P. nattereri, ambas subamostras com 4 milhdes de
reads curtos pareados, em H. malabaricus, com 3,8 milhGes de reads curtos pareados, além de
M. asterias, P. mesopotamicus, H. gracilis e L. friderici, com subamostras de 3 milhdes, 2

milhdes, 1,9 milhdo e 1 milhdo de reads curtos pareados, respectivamente.

4. RESULTADOS

Descrevemos, com o uso da ferramenta TAREAN, 5 novos catalogos de DNAs
satélites das espécies H. malabaricus, L. friderici, C. modestus, P. semifasciata e A.
mexicanus, todas distribuidas em diferentes familias da subordem Characoidei.
Adicionalmente, complementamos o catalogo de C. gomesi, anteriormente descrito utilizando
a ferramenta RepeatExplorerl e o satMiner, com novas familias de satélites. Por fim,
realizamos uma andlise comparativa destes novos catalogos em conjunto com outros

anteriormente publicados, totalizando 15 espécies distintas.

4.1 Descricdo de DNAs satélites nas diferentes espécies
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Para a complementacédo do catalogo de C. gomesi com novos satélites isolados a partir
do TAREAN, foram realizadas 8 iteracbes do workflow envolvendo a ferramenta e o
deconseq, até que nenhum novo satélite em potencial fosse encontrado. Foram detectados 58
novos satélites, além dos 59 descritos anteriormente em Serrano-Freitas et al. (2020). Na
etapa de remocdo de outros tipos de elementos repetitivos, verificamos a ocorréncia de uma
copia perfeita do DNAr 5S no centro do satélite CgoSat09-236, e por conta disso, o satélite
foi desconsiderado nas analises posteriores. A caracterizacdo adicional de satélites
envolvendo o RepeatMasker e 0 TAREAN, usando como “iscas” os satDNAs presentes em
outras espécies, resultou em 23 satélites adicionais em C gomesi. Assim, o catalogo final
desta espécie foi composto por 139 satélites validos, representando 8,1% do genoma total
(Tabela 3). E o catalogo descrito no estudo com o maior nimero de satélites, apresentando 15
superfamilias. A maioria (71) dos satélites sdo grandes (maiores que 100 pares de base), com
média e mediana do RUL (Repeat unit lenght - tamanho da unidade de repeticdo da
sequéncia) de 341 e 103 pares de base, respectivamente, e uma mediana do contetido A+T de

63%, indicando uma prevaléncia de satélites ricosem Ae T.

Tabela 3: As caracteristicas principais dos satélites de C. gomesi. SF — superfamilia; RUL — o
comprimento da unidade de repeticdo; A+T — o contedo relativo de adenina e timina.

SF | Satélite RUL Divergéncia | Abundancia A+T(%)
CgoSat01-184 184 11,71 0,0042342 62
3 | CgoSat02-52 52 7,53 0,0030719 71
CgoSat03-19 19 6,42 0,0020133 68
1 | CgoSat04-236 236 11,51 0,0019645 64
CgoSat05-43 43 2,11 0,0014637 72
CgoSat06-60 60 6,71 0,0013877 53
CgoSat07-67 67 4,58 0,0011776 64
1 | CgoSat08-236 236 12,73 0,0011029 66
CgoSat10-42 42 13,53 0,0010053 52
CgoSat11-171 171 12,84 0,000935 70
CgoSat12-6-tel 6 15,62 0,0008692 50
CgoSat13-61 61 4,41 0,0008053 54
CgoSat14-46 46 4,61 0,0007919 74
CgoSat15-176 176 10,44 0,0007688 65
CgoSat16-43 43 21,22 0,0007602 56
CgoSat17-39 39 2,59 0,0006996 77
CgoSat18-25 25 3,82 0,0006548 72
2 | CgoSat19-237 237 10,48 0,0006432 66
CgoSat20-62 62 3,15 0,00063 81




CgoSat21-117 117 19,6 0,0006225 61
CgoSat22-178 178 5,66 0,0006106 61
CgoSat23-247 247 3,21 0,0004909 65
CgoSat24-230 230 8,74 0,0004853 61
CgoSat25-281 281 9,43 0,000485 64
CgoSat26-29 29 15,27 0,0004815 48
CgoSat27-32 32 1,88 0,0003915 59
CgoSat28-245 245 7,45 0,000384 66
CgoSat29-245 245 5,16 0,0003767 66
CgoSat30-34 34 4,09 0,0003501 71
CgoSat31-103 103 12,02 0,0003271 55
CgoSat32-21 21 14,96 0,0003195 76
CgoSat33-84 84 19,82 0,0003167 55
CgoSat34-43 43 6,31 0,0003115 51
CgoSat35-677 677 4,3 0,0003087 71
CgoSat36-114 114 6,28 0,0002566 47
CgoSat37-247 247 7,44 0,0002539 68
CgoSat38-71 71 3,74 0,0002537 76
CgoSat39-177 177 6,13 0,000247 64
CgoSat40-21 21 10,33 0,0002399 62
CgoSat41-146 146 10,34 0,0002392 69
CgoSat42-67 67 7,15 0,0002291 67
CgoSat43-48 48 3,34 0,0002238 79
CgoSat44-177 177 12,36 0,0002175 72
CgoSat45-437 437 5,9 0,0002158 67
CgoSat46-48 48 4,64 0,0002126 85
CgoSat47-115 115 521 0,0002016 44
CgoSat48-76 76 0,65 0,0001528 80
CgoSat49-57 57 4,99 0,0001514 70
CgoSat50-227 227 7,05 0,0001431 66
CgoSat51-32 32 2,37 0,00014 72
CgoSat52-143 143 9,35 0,0001356 73
CgoSat53-236 236 17,86 0,0001287 65
CgoSat54-103 103 3,86 0,0001238 37
CgoSats5-47 47 7,52 0,0001087 47
CgoSat56-109 109 4,97 0,0000946 39
CgoSat57-153 153 9,77 0,0000896 44
CgoSat58-43 43 5,59 0,0000414 54
CgoSats9-103 103 12,94 0,0000047 64
CgoSat60-2063 2063 7,81 0,009519278 61
CgoSat61-1957 1957 3,63 0,003223369 61
CgoSat62-563 563 6,1 0,00313754 55
CgoSat63-1972 1972 5,49 0,002832876 63
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9 | CgoSat64-22 22 19,72 0,002206022 50
CgoSat65-5621 5621 6,65 0,002119854 64

9 | CgoSat66-21 21 20,13 0,001779052 48
CgoSat67-1094 1094 14,28 0,001338686 63

10 | CgoSat68-767 767 13,25 0,001050766 66
9 | CgoSat69-53 53 5,15 0,000812277 55
CgoSat70-760 760 7,04 0,000695999 50

6 | CgoSat71-21 21 17,68 0,000630494 76
11 | CgoSat72-1521 1521 3,58 0,000623512 55
CgoSat73-1319 1319 3,4 0,000622291 57

12 | CgoSat74-1471 1471 0,98 0,000537865 58
CgoSat75-1560 1560 1,06 0,000495083 60

13 | CgoSat76-865 865 1,67 0,000385101 64
13 | CgoSat77-613 613 3,03 0,000359584 57
11 | CgoSat78-1169 1169 2,88 0,000352204 57
CgoSat79-2223 2223 1,67 0,00034288 38

3 | CgoSat80-57 57 4,96 0,000339984 67
CgoSat81-773 773 2,42 0,00029879 66
CgoSat82-1130 1130 3,23 0,000291599 59

14 | CgoSat83-42 42 6,77 0,000281572 67
CgoSat84-23 23 9,29 0,000219739 61
CgoSat85-22 22 10,73 0,000210421 64

15 | CgoSat86-607 607 11,37 0,000204157 58
13 | CgoSat87-818 818 2,46 0,00019876 59
CgoSat88-273 273 7,72 0,000186397 64

12 | CgoSat89-1175 1175 8,14 0,000182007 60
16 | CgoSat90-642 642 6,68 0,000181882 61
CgoSat91-110 110 13,02 0,000181004 57

10 | CgoSat92-624 624 1,49 0,000172311 60
CgoSat93-495 495 1,99 0,000168965 65

7 | CgoSat94-224 224 2,81 0,000159889 42
CgoSat95-438 438 6,17 0,000155608 57
CgoSat96-75 75 15,37 0,000148938 63

16 | CgoSat97-675 675 0,98 0,000147327 57
CgoSat98-111 111 11,2 0,000135557 54

14 | CgoSat99-15 15 11,17 0,000133444 67
CgoSat100-64 64 2,88 0,000125537 66
CgoSat101-146 146 14,46 0,000124726 58

2 | CgoSat102-237 237 4,89 0,000119127 68
CgoSat103-31 31 10,79 0,000115797 71
CgoSat104-327 327 4,77 0,000112819 59
CgoSat105-183 183 9,55 0,000110567 59

14 | CgoSat106-42 42 6,34 0,000109308 62
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CgoSat107-25 25 4,82 0,000108252 68
CgoSat108-43 43 11,86 0,000106274 70
CgoSat109-33 33 16,74 9,65817E-05 70
CgoSat110-42 42 22,15 9,02748E-05 48
CgoSat111-25 25 9,14 8,84443E-05 68
CgoSat112-57 57 3,24 8,82252E-05 53
CgoSat113-33 33 5,88 8,52277E-05 52
CgoSat114-16 16 5,84 8,36782E-05 69
CgoSat115-31 31 8,23 8,0875E-05 71
CgoSat116-33 33 9,87 7,89814E-05 64
CgoSat117-60 60 1,54 7,51646E-05 80
1 CgoSat118-165 165 12,01 0,00293196 62
CgoSat119-705 705 9,00 0,00146433 65
CgoSat120-657 657 11,55 0,000664552 57
CgoSat121-44 44 10,50 0,000414043 61
15 | CgoSat122-1208 1208 9,02 0,000308881 57
CgoSat123-756 756 1,49 0,000246487 67
CgoSat124-179 179 14,03 0,000201402 54
CgoSat125-36 36 26,68 0,00015792 61
CgoSat126-27 27 9,71 0,00013528 59
14 | CgoSatl127-21 21 17,84 0,000102094 71
CgoSat128-20 20 17,12 8,22067E-05 65
CgoSat129-32 32 5,91 7,46262E-05 68
CgoSat130-50 50 10,15 6,97512E-05 70
CgoSat131-62 62 5,34 6,90816E-05 74
CgoSat132-96 96 10,15 5,86596E-05 59
CgoSat133-173 173 7,16 4,04307E-05 54
CgoSat134-15 15 17,47 3,78156E-05 53
CgoSat135-21 21 7,28 3,62772E-05 61
CgoSat136-30 30 15,45 3,39728E-05 63
CgoSat137-130 130 12,82 3,30668E-05 71
CgoSat138-62 62 6,53 3,3021E-05 66
CgoSat139-48 48 15,31 2,27896E-05 62
CgoSat140-94 94 8,19 8,67822E-06 57

As espécies H. malabaricus, L. friderici, C. modestus, P. semifasciata e A. mexicanus
tiveram seus satelitomas descritos pela primeira vez. Em H. malabaricus (Tabela Suplementar
1) realizamos 5 iteragfes do workflow que envolve o TAREAN e o deconseqg, o menor
numero de iteracOes realizado para uma espécie neste estudo. Para L. friderici (Tabela
Suplementar 2) e P. semifasciata (Tabela Suplementar 3) foram realizadas 7 iteracOes. E para

C. modestus (Tabela Suplementar 4) e A. mexicanus (Tabela Suplementar 5) foram realizadas
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352 9 iteracOes do workflow. As principais métricas de todos os satelitomas utilizados no estudo,

353 inclusive aqueles descritos anteriormente em outros trabalhos, estdo sumarizadas na Tabela 4.

354

355 Tabela 4: Estatisticas dos satelitomas utilizados no estudo. Satélites grandes — satélites maiores que

356 100 pb; Div. média — média da divergéncia de Kimura dos satélites; % genoma — por¢do do genoma

357 total representada pelos satélites do catalogo.

N° de Satélites | RUL Mediana | Div. % Mediana

Espécies satélites | grandes | médio (pb) | RUL (pb) | média | genoma | A+T (%)
C. gomesi 139 71 341 103 8,42 8,1 63
H. malabaricus 56 39 493 228 6,09 10,3 58
H. gracilis 59 29 281 94 7,82 4.3 57
P. nattereri 57 29 472 115 7,92 3 57
M. asterias 31 9 113 62 10,2 3,3 60
C. macropomum 46 27 429 173,5 8,77 6,2 60
P. brachypomus 63 47 862 515 9,02 1,7 59
P. mesopotamicus 30 14 286 87,5 10,06 4,2 60
L. friderici 74 29 210 53,5 8,26 8,5 59,35
P. lineatus 51 20 349 59 8,25 51 54,8
C. modestus 105 40 233 52 8,29 8,2 55
P. semifasciata 71 44 391 182 7,43 6 61,4
T. auritus 53 10 121 61 7 6,1 59,4
P. paranae 101 39 286 75 8,39 12,6 57,1
A. mexicanus 45 28 327 175 8,24 3,8 59,4

358

359 Apo6s a complementacdo do satelitoma, a espécie C. gomesi, com 139 familias de

360 DNAs satélites, possui 0 maior catdlogo entre todos os satelitomas analisados neste estudo,

361 embora apresente menos familias do que M. macrocephalus, com 164 familias

362 (UTSUNOMIA et al., 2019), e M. elongatus, com 140 familias (CREPALDI; PARISE-

363 MALTEMPI, 2021), ambos caracterizados com o workflow que envolve o RepeatExplorerl e

364 o satMiner. A porcentagem do genoma composta pelos satélites variou de 3%, em P. nattereri

365 al2,6% em P. paranae, que teve uma representatividade gendmica de satélites menor apenas

366 do que a biblioteca genémica de fémea de M. macrocephalus (UTSUNOMIA et al., 2019),

367 com 13,4%. Os dados obtidos ndo apresentam nenhum padrdo aparente de relacdo entre

368  numero de satélites ou porcentagem do genoma composta por satéelites e o fato das espécies

369  serem mais basais ou mais derivadas.

370 Das 15 espécies do estudo, sete possuem uma maioria de satélites grandes (RUL maior

371  que 100 bp), demonstrando praticamente um equilibrio entre satélites pequenos e grandes

372 num geral, mesmo que a mediana do RUL de toda a amostra de 981 satélites seja de 91 pares
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de base. O satelitoma de P. brachypomus apresentou uma mediana bem alta comparado aos
outros catélogos, apresentando varios satélites bem maiores que ultrapassam 1000 pares de
base. Quanto ao conteudo A+T, todos os satelitomas apresentaram uma mediana maior que
54,8%, indicando uma predominancia de satélites mais ricosem Ae T.

Nas analises de correlagdo estatistica dos tracos dos satelitomas, observamos a
existéncia de poucos casos de correlacdo significativa entre as variaveis. RUL e divergéncia
apresentaram uma correlacdo moderada (maior que 0.35 — TAYLOR, 1990) para A.
mexicanus (coeficiente de correlacdo de Pearson igual a -0,36), H. gracilis (-0,53), M. asterias
(-0,5) e P. lineatus (-0,37). Os tracos RUL e conteudo A+T apresentaram uma correlacdo
moderada apenas para H. gracilis (-0,41). RUL e abundéncia apresentaram uma correlacao
moderada apenas para C. gomesi (0,36). Em todos o0s outros casos, em termos de espécies e de
tracos dos satelitomas (divergéncia e abundancia, divergéncia e conteudo A+T, e abundancia
e conteudo A+T), foram observadas apenas correlacdes fracas. Todos os coeficientes podem
ser observados na Tabela Suplementar 6. Quando unimos todos os catalogos das 15 espécies
do estudo, nenhuma correlacdo estatistica significativa foi observada (Figura 3). Portanto,
nossos dados ndo indicam a existéncia de um padréo de correlacdo linear entre os tracos dos

DNA s satélites neste grupo de peixes.
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Figura 3: Gréfico do tipo heatmap demonstrando os coeficientes de correlagdo de Pearson
entre os tracos dos satelitomas de todas as 15 espécies de Characoidei analisadas.

4.2 Analises comparativas dos catalogos de satélites

As anélises de similaridade revelaram que, de um catalogo final de 981 satDNAs,
cinco familias de satDNAs de C. gomesi apresentaram identidade elevada (maior que 80%) e,
consequentemente, uma extrema conservacdo na composicdo, em relacdo a familias de
satélites descritas em outras espécies, sendo estas CgoSat71-21, CgoSat26-29, CgoSat10-42,
CgoSat66-21, e CgoSat32-21. Além disso, destacam-se dois casos adicionais com alta
similaridade entre monémeros de satélites de C. gomesi e de outras espécies, porém com
valores de identidade inferiores a 80%, sendo estes CgoSat06-60 e CgoSat130-50.

As analises dos perfis desses satélites de C. gomesi compartilhados com outras
espécies, em todas as bibliotecas genémicas analisadas, utilizando o RepeatProfiler, revelou a
ocorréncia de reads mapeados em quase todas as espécies, inclusive nas espécies em que
determinado satélite ndo estava caracterizado em seus respectivos catalogos a priori. Este
resultado revelou que os satélites conservados analisados estdo presentes em todas as
superfamilias de Characoidei das quais possuimos amostras. O nimero maximo de cdpias
mapeadas dos 7 satélites de C. gomesi em todas as espécies, e 0 niUmero médio de cdpias
mapeadas por toda a referéncia, estdo sumarizados nas tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5: Pico maximo de copias mapeadas dos satélites selecionados nas bibliotecas das

espécies estudadas.

Pico do numero de copias mapeadas de cada satélite
CgoSat26- |CgoSatl0- |CgoSat71l- |CgoSat66- [CgoSat32- |CgoSat06- |CgoSatl30-

Espécie 29 42 21 21 21 60 50

C. gomesi 5.139 3.022 1.983 7.935 2.308 20.609 209
H. malabaricus 27 102 27 15 111 1.048 22
H. gracilis 624 434 1.386 129 185 214 321
P. nattereri 1.106 194 1.494 202 106 1.234 265
M. asterias 1.193 227 1.158 191 75 786 302
C. macropomum 2.444 313 1.761 447 138 2.516 261
P. brachypomus 2.786 238 1.672 506 115 1.706 265
P. mesopotamicus 2.279 590 5.036 1.003 459 2.147 550
L. friderici 776 505 603 40 132 285 256
P. lineatus 530 221 981 346 32 492 12
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C. modestus 506 160 172 271 709 155 41
P. semifasciata 66 89 7 245 33 28.503 0
T. auritus 2.231 338 1.952 331 1.436 2.494 2
P. paranae 1.220 76 416 101 1.495 9 26
A. mexicanus 791 84 397 38 761 9 7

Tabela 6: Média do numero de copias mapeadas dos satélites selecionados nas bibliotecas

das espécies estudadas.

Meédia do niumero de cdpias mapeadas de cada satélite

CgoSat26- [CgoSatl0- [CgoSat71- [CgoSat66- [CgoSat32- |CgoSat06- |CgoSatl30-

Espécie 29 42 21 21 21 60 50

C. gomesi 2119,96 1250,47 845,26 3106,40 990,84 9842,82 90,94
H. malabaricus 10,69 36,96 10,48 5,55 44,57 381,73 9,78
H. gracilis 256,98 174,50 587,44 46,77 78,52 86,31 124,52
P. nattereri 435,65 77,83 626,01 70,39 42,85 538,83 101,94
M. asterias 472,46 93,31 504,27 64,25 33,16 309,11 136,09
C. macropomum 961,03 123,76 783,62 169,14 59,44 1060,19 110,21
P. brachypomus 1048,60 94,04 712,82 180,20 51,23 728,47 116,49
P. mesopotamicus 978,31 238,73 2156,03 347,54 194,97 912,14 210,87
L. friderici 342,45 211,35 275,47 13,20 50,88 106,34 118,98
P. lineatus 221,71 90,03 434,42 133,56 13,38 212,02 4,25
C. modestus 218,43 58,60 72,01 100,19 308,90 59,65 17,11
P. semifasciata 23,53 33,62 1,90 104,62 13,88 10196,61 0
T. auritus 959,65 124,04 835,24 130,96 647,36 998,20 0,47
P. paranae 517,58 24,24 189,47 30,34 659,94 2,40 7,57
A. mexicanus 329,76 26,46 173,29 11,91 329,97 3,59 2,79

O primeiro caso (Alinhamento 1 - Figura 4) evidenciou a ocorréncia de um DNA

satélite praticamente idéntico, descrito independentemente em 8 espécies, o CgoSat71-21. A

analise do perfil deste satélite apresentou copias mapeadas em todas as espécies analisadas,

confirmando a organizagdo em tandem dos arrays. A biblioteca de P. semifasciata apresentou

um numero muito baixo de cépias, com um numero médio de coOpias mapeadas de 1,9,

indicando uma diminuicdo dos arrays deste satélite no genoma da especie pertencente a

familia Lebiasinidae, restando apenas algum resquicio de sua existéncia. Os graficos do perfil

do satélite em algumas das bibliotecas genémicas estdo dispostos na Figura 5, a fim de

exemplificagéo.
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Figura 4: Alinhamento 1: A) Alinhamento de 5 monémeros em tandem dos satélites que
apresentam alta similaridade com CgoSat71-21; B) As unidades de repeticdo de cada um dos

satélite alinhadas.
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Figura 5: Gréaficos de cobertura do CgoSat71-21 produzidos com o RepeatProfiler: A)
Gréafico da biblioteca de C. gomesi, de onde o satélite foi isolado, com uma cobertura
média/alta do satélite; B) Gréafico da biblioteca de H. malabaricus, com uma cobertura muito
baixa do satélite, mas que ainda demonstra a organizacdo dos arranjos em tandem do satélite;
C) Gréfico da biblioteca de P. mesopotamicus, com uma cobertura alta do satélite, maior até
do que em C. gomesi; D) Grafico da biblioteca de P. semifasciata, com uma cobertura
méaxima de 7 copias, porém com a cobertura média de 1,90, evidenciando a presenca



441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454

455

29

resquicial do satélite, que ja ndo apresenta uma organizacdo em tandem na biblioteca
gendmica da espécie.

Os outros alinhamentos apresentam satélites descritos independemente em alguns
catalogos, e que possuem uma uma distribuicdo entre as espécies bastante similar ao caso do
alinhamento 1. O alinhamento 2, do CgoSat26-29, apresenta satélites descritos em 10
diferentes espécies, variando de 27 a 31 pares de base (Figura 6). O satélite mais diferenciado
no contig é o CmoSat32-31, que ainda assim apresenta uma identidade variando de 70 a 77%
com 0s outros satélites, que por sua vez, apresentam uma identidade entre si que varia de 86 a
96%. A analise dos graficos de perfil do satélite descrito em C. gomesi revelou um nimero de
copias mapeadas em todas as bibliotecas gendmicas, demonstrando uma organizacdo dos
arrays em tandem nas espécies. Pode-se dizer que o satélite esta presente, mesmo que em um

baixo nimero de copias, no genoma de todas as espécies de Characoidei analisadas.
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Figura 6: Alinhamento 2: A) Alinhamento de 4 monémeros em tandem dos satélites que
apresentam alta similaridade com CgoSat26-29; B) As unidade de repeticdo de cada um dos

satélite alinhadas.

O alinhamento 3 (Figura 7) inclui 11 satélites de 42 pares de base altamente similares
descritos em diferentes espécies, dentre eles CgoSat10-42. A analise do perfil deste satélite
mostrou um namero consideravel de copias em todas as espécies analisadas, demonstrando
uma organizacdo dos arrays em tandem. Vale ressaltar que PmeSat07-42 foi mapeado nos
cromossomos de P. mesopotamicus por meio de hibridagdo in situ fluorescente (FISH), no
trabalho de Rodrigues (2021), onde demonstrou sinais, e portanto organizagdo em clusters,
nas regides teloméricas de diversos cromossomos da espécie. PliSatl2-42 também foi
mapeado por FISH nos cromossomos de P. lineatus em Stornioli et al. (2021), mas néo
demonstrou nenhum sinal. Nossos dados sdo congruentes com estes resultados de
mapeamento cromossémico anteriores, onde P. mesopotamicus, que demonstrou clusters do
satélite, apresentou aqui um numero maior de copias deste satélite em comparacdo a P.

lineatus, que ndo demonstrou clusters na analise com FISH.
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Figura 7: Alinhamento 3: A) Alinhamento de 3 mondmeros em tandem dos satélites que
apresentam alta similaridade com CgoSat10-42; B) As unidades de repeticdo de cada um dos

satélite alinhadas.

O alinhamento 4 (Figura 8), do CgoSat66-21, apresentou satélites descritos em trés
espécies. CgoSat66-21 e PseSat45-21 apresentam uma identidade de 95%, porém a variante
do satélite caracterizada em C. macropomum € bastante similar a dois monémeros da variante
menor em tandem, com uma insercdo adicional, apresentando uma distancia de 81%. Esta
organizacdo da variante de 43 bp caracteriza uma HOR com subrepetices homdlogas a
variante menor, como no caso da super familia 11 de satélites no gafanhoto Pyrgomorpha
conica (RUIZ-RUANO et al., 2018), ou das diferentes HORs do Alpha Satélite em humanos
(URALSKY et al., 2019). A analise do perfil do satélite de C. gomesi nas bibliotecas também
revelou cOpias mapeadas em praticamente todas as espécies, demonstrando um padrdo de
organizacgdo dos arrays em tandem, inclusive em H. malabaricus, com um ndmero baixo de
copias mapeadas (média de 5,5), indicando uma diminuicéo dos arrays do satélite no genoma
da referida espécie, da familia Erythrinidae, mas este padrdo de organizacdo dos arrays ainda

é observado.
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Figura 8: Alinhamento 4: A) Alinhamento de 6 mondmeros em tandem dos satélites
CgoSat66-21 e PseSat45-21, com 3 mondmeros em tandem do CmaSatl0-43; B) Uma
unidade de repeticdo de CmaSat10-43 alinhada com um dimero de ambos os satélites

menaores.

O alinhamento 5 (Figura 9) inclui o CgoSat32-21, que também foi descrito

independentemente em duas outras das espécies, C. modestus e P. paranae. O satélite de C.
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gomesi teve reads mapeados nas bibliotecas gendmicas de todas as espécies. Em T. auritus,
sem o satélite em seu catalogo, o numero de copias mapeadas foi consideravelmente alto,
inclusive, maior do que em C. modestus. O baixo numero de cOpias mapeadas em P. lineatus
e em P. semifasciata indica uma diminuicdo acentuada do tamanho dos arrays

especificamente nestas linhagens evolutivas.
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Figura 9: Alinhamento 5: A) Alinhamento de 6 monémeros em tandem dos satélites
CgoSat32-21, CmoSat38-21 e PpaSat09-21; B) Uma unidade de repeticdo dos satélites

alinhadas.

O alinhamento 6 (Figura 10) possui satélites descritos em duas espécies, CgoSat06-60
e PliSat05-45, apresentando uma similaridade de aproximadamente 91% entre si, mas uma
identidade de apenas 70%, devido a uma porcdo adicional de 15 pares de base presente em C.
gomesi. O satélite de C. gomesi apresentou cOpias mapeadas em todas as espécies, com
excecdo dos dois representantes dos Characidae, com um ndmero extremamente baixo de
copias mapeadas sugerindo a existéncia residual do satélite na familia. Porém, apenas em C.
gomesi o satélite de 60 pares de base apresentou uma estrutura em tandem uniforme, enquanto
em todas as outras, o gap de 15 pares de base sem cOpias mapeadas ficou bastante evidente
(Figura 11).
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Figura 10: Alinhamento 6: A) Alinhamento de 2 monémeros em tandem dos satélites

CgoSat06-60 e PseSat05-45. B) Alinhamento dos mondmeros dos satélites.
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Figura 11: Exemplos dos graficos de cobertura do CgoSat06-60 produzidos com o
RepeatProfiler: A) Grafico da biblioteca de C. gomesi, com uma alta cobertura do satélite,
demonstrando a organizacdo em tandem dos arrays; B) Gréafico da biblioteca de T. auritus,
com uma cobertura consideravel, mas irregular, destacando os gaps sem copias mapeadas.

Finalmente, o alinhamento 7 (Figura 12) revela a ocorréncia de 7 satélites com
tamanhos que variam de 50 a 54 pares de base, dentre eles CgoSat130-50, que apresenta uma
identidade em comparagdo aos outros satélites do contig que varia de 66 (MasSat08-54) a
78% (LfrSat25-54). Todos os outros satélites do alinhamento apresentam uma identidade
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entre si de pelo menos 80%. A andlise do perfil do CgoSat130-50 apresentou um ndmero alto
de cdpias na maioria das espécies, especialmente nos representantes da familia Serrasalmidae
(com destaque para P. mesopotamicus), demonstrando uma organizacdo dos arrays em
tandem. Em C. modestus, H. malabaricus, P. paranae e em P. lineatus 0 nimero de cépias
mapeadas foi baixo, mas o gréfico também indica uma estrutura em tandem dos arrays. Em A.
mexicanus e T. auritus, o nimero de copias mapeadas foi bastante reduzido, indicando apenas
uma presenca resquicial do satélite nestas espécies. P. semifasciata, por sua vez, nao
apresentou cobertura no grafico. Rodrigues (2021) também mapeou o satélite PmeSat21-54
nos cromossomos de P. mesopotamicus por meio de FISH, onde foram observados sinais, e
portanto organizacdo em clusters, nas regifes teloméricas de um par cromossémico da

especie.
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Figura 12: Alinhamento 7: A) Alinhamento de 2 monémeros em tandem dos satélites que
apresentam alta similaridade com CgoSat130-50; B) As unidades de repeticdo de cada um dos
satelite alinhadas.

5. DISCUSSAO

5.1 Caracterizacgdo de satelitomas e geracé@o de recursos gendmicos

Neste estudo, caracterizamos cinco novos satelitomas de peixes Characoidei (ordem

Characiformes), bem como atualizamos e ampliamos o catalogo de C. gomesi, totalizando 432

DNAs satélites descritos pela primeira vez, expandindo significativamente o conhecimento

acerca da diversidade e abundéncia destas sequéncias no genoma de peixes Neotropicais. Até
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0 momento, este é o primeiro estudo de caracterizacdo e comparacdo de satelitomas na
extensdo de toda uma subordem de peixes, que se diversificou ha aproximadamente 100
milhGes de anos (MELO et al., 2022). O alto nimero de satélites presentes nos genomas
destes peixes estad de acordo com o esperado para organismos eucariotos, 0 que também foi
observado em Drosophila (MELTERS et al., 2013; DE LIMA; RUIZ-RUANO, 2022),
reforcando que o surgimento e a ocorréncia de eventos de expansdo dos arranjos de satélites
sdo comuns nos genomas destes organismos.

Nossos resultados demonstram que os DNAs satélites representam uma porgéao
gendbmica bastante variada nas espécies analisadas, inclusive entre espécies pertencentes a
familias mais proximamente relacionadas (e.g. membros de Characidae), apontando para uma
rapida evolucao destas sequéncias em peixes Characiformes, com muitos eventos de expansao
e contracdo dos arranjos dos DNASs satélites, até em periodos mais curtos de diversificacao.

Além desta alta diversidade no contetdo total de satélites nos genomas das espécies
analisadas, observamos que diferentes satélites predominam nos genomas de cada uma delas.
Em muitos casos, os satélites mais abundantes sdo 0s mais provaveis candidatos a serem
centroméricos, como em alguns gafanhotos (CAMACHO et al., 2022), nos corvos e nas aves
do paraiso (PEONA et al., 2022), e em algumas espécies de Drosophila (DE LIMA; RUIZ-
RUANO, 2022), o que pode ser o caso também para os peixes aqui analisados. Os satélites
mais abundantes das espécies analisadas, assim como a maioria dos satélites do estudo,
apresentam uma maior propor¢do de conteido A+T, 0 que segue a tendéncia observada para
outros tipos de organismos como plantas, fungos, e outros vertebrados, mas se diferencia do
apresentado pelas aves (PEONA et al., 2022), com uma predominancia de satélites mais ricos
em G+C. Os dados apresentados contribuem para a realizacdo, no futuro, de experimentos
citogenéticos de mapeamento cromossémico e de analises bioinformaticas de investigacdo da
presenca de repeticBes internas nos monémeros dos satélites e da possivel formacdo de
estruturas secundarias, indicativos de funcdo, para obtermos mais evidéncias a respeito dos
satélites candidatos ao desempenho de funcdo centromérica. Vale ressaltar que, em aves,
nenhum destes outros indicativos foi encontrado para os satélites (PEONA et al., 2022). Em
conjunto, esses resultados indicam que a evolugdo de satélites pode ter uma consideravel
influéncia na grande diversidade de espécies apresentada pela ordem.

Apols a complementacdo dos satelitomas de C. gomesi, no estudo, e de P. paranae
(DOS SANTOS, em preparagdo), observamos que as estimativas da por¢do dos genomas
destas espécies compostas por DNASs satélites era subestimada (SERRANO-FREITAS et al.,
2020; SILVA et al., 2017), visto que alguns satélites descritos pela primeira vez nestas
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espécies apresentam uma abundéncia bastante elevada em seus respectivos genomas (como
CgoSat60-2063 e ApaSat46-39). Estes resultados revelam que a ferramenta TAREAN
(NOVAK et al., 2017) parece ter maior eficiéncia na caracterizacio de satDNAs, embora
estudos mais sistematizados devam ser realizados nesse sentido.

A descricdo extensiva de satélites realizada aqui também servira de subsidio na futura
anotacdo genémica desta classe de sequéncias em todas as espécies do estudo, o0 que pode ser
extrapolado para outras espécies e grupos de peixes, principalmente organismos nao-modelo
(BOMAN et al., 2019; PEONA et al., 2022). Devido aos DNAs satélites serem extremamente
repetitivos, e pode-se dizer homogéneos dentro do genoma das espécies, essas regides acabam
causando problemas durante a montagem de genomas, resultando em uma porcao
representativa subestimada (em alguns casos formando contigs totalmente independentes) ou
inexistente, como no genoma anteriormente montado de A. mexicanus (MCGAUGH et al.,
2014; SILVA et al., 2017). O estudo detalhado da estrutura da organizacdo dos arranjos dos
DNAs satélites s6 é possivel com a analise de reads longos ou genomas montados, o que
destaca a importancia da existéncia de sequéncias referéncias de satélites para auxiliar na

anotacdo desta porcdo repetitiva em diferentes espécies.

5.2 Evolucéo e compartilhamento de satélites conservados

Os sete alinhamentos demonstrados aqui representam satélites descritos que
apresentam uma organizacao em tandem, como evidenciado pelos graficos gerados na analise
do TAREAN, e também pelos graficos do RepeatProfiler. Devido a extensdo destes satélites
em diferentes espécies, sugerimos que todos se originaram, pelo menos, no Gltimo ancestral
em comum de toda a subordem Characoidei, com idade estimada em aproximadamente 140 a
78 milhGes de anos, antes da separacdo de Crenuchidae com as outras familias do grupo
(MELO et al., 2022). Apds se originar, estes satélites se mantiveram, em sua maioria,
extremamente conservados durante a histéria evolutiva das linhagens estudadas. Assim como
no caso do CharSat01-52, os satDNAs aqui caracterizados estdo entre 0s mais antigos ja
descritos, em conjunto com outros satélites de moluscos (BIV160, por exemplo) e de
Drosophila (tapiR), com idades estimadas de aproximadamente 540 e 200 milhdes de anos,
respectivamente (PLOHL et al., 2010; PETRACCIOLI et al., 2015; HALBACH et al., 2020;
DOS SANTOS et al., 2021).

Seguindo o exemplo de Dos Santos et al. (2021), sugerimos os nomes CharSat02-21
para CgoSat71-21, CharSat03-29 para CgoSat26-29, CharSat04-42 para CgoSat10-42,
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CharSat05-21 para CgoSat66-21, CharSat06-21 para CgoSat32-21, CharSat07-60 para
CgoSat06-60, e CharSat08-50 para CgoSat130-50, indicando que sdo DNAs satélites
compartilhados por toda a subordem Characoidei.

Atualmente, considera-se que os modelos da hipotese library em conjunto com a
evolucdo em concerto podem explicar a evolugdo de uma grande maioria dos DNAs satélites
descritos até entdo. Isso se aplica aos resultados aqui encontrados, onde as espécies
apresentaram satelitomas com uma composicao bastante diversa, onde a maioria dos satélites
passaram por eventos de diferenciacdo ao ponto de se descaracterizarem em relacdo as
familias de DNAs satélites presentes em um ancestral em comum, mas a0 mesmo tempo
compartilhando uma pequena por¢do de familias de satélites altamente conservadas que
tiveram origem antes da diversificacdo das espécies estudadas, e que hoje apresentam apenas
alteracdes quantitativas. De um total de 981 satélites estudados, a maioria sdo especificos, e
apenas sete satélites se encontram altamente conservados no genoma de espécies distribuidas
pelas quatro superfamilias de Characoidei estudadas (Crenuchoidea, Erythrinoidea,
Curimatoidea e Characoidea). O satélite CharSat01-52 (DOS SANTOS et al., 2021) também
se manteve altamente conservado em Crenuchoidea, Curimatoidea e Characoidea, além de
Alestoidea (superfamilia dos peixes da ordem que estdo distribuidos pelo continente africano,
com nenhuma amostra genémica analisada aqui), mas apresentou apenas resquicios de sua
existéncia no genoma de H. malabaricus (Erythrinoidea). Esses oito casos de conservacao
contrariam as predicdes de evolucdo molecular de satDNAs.

Nossos resultados indicam que o processo de homogeneizacdo vem acontecendo de
maneira similar nos arranjos dos satélites presentes em espécies que divergiram ha muito
tempo, mais especificamente, em toda uma subordem. O alinhamento 4 mostra a composigao
e organizacdo do satélite CgoSat66-21 em C. macropomum como uma HOR da variante
descrita nas outras espécies, um exemplo claro de diferenciacdo inicial das variantes nas
diferentes espécies relacionadas, que esta de acordo com a hip6tese library e com o modelo
de evolucdo de DNAs satélites proposto por Ruiz-Ruano et al. (2016), e também demonstra a
homogeneizacdo acontecendo nos arrays do satélite em C. macropomum, sofrendo os
mesmos efeitos da evolugdo em concerto.

No alinhamento 6, do CgoSat06-60, a diferenca no perfil do grafico de cobertura do
satélite apresentado pelas especies indica a presenca do satélite com 60 pares de base em C.
gomesi, e a presenca do satelite com 45 pares de base (praticamente idéntica @ maior porcéo
do satélite de C. gomesi) em todas as outras bibliotecas analisadas. Ou a variante deste satélite

que dominou o genoma de C. gomesi j& possuia 60 pares de base, passando pela delecdo de
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uma porcdo de 15 pares de base nas outras espécies, ou o satélite compartilhado por todas as
espécies possuia 45 pares de base inicialmente, se caracterizando na nova organizagdo de 60
pares de base no Crenuchidae posteriormente, apds a acumulacdo de eventos de diferenciacéo
desta sequéncia. Novamente, este resultado é um exemplo de compartilhamento de satélites
por espécies relacionadas, com uma abundancia diferencial entre elas, exemplificando o
modelo da hipdtese library. Também demonstra a atuacdo da evolugdo em concerto nos
arranjos das espécies, indicando uma homogeneizacao diferencial intraespecifica do satélite
em C. gomesi, ou uma homogeneizacédo diferencial em todas as outras espécies.

A alta conservacdo da composicdo dos satélites por toda uma ordem ou subordem
desafia as predigdes do modelo da evolucdo em concerto, na qual um satDNA evolui
rapidamente e de maneira independente, invariavelmente levando a diferenciacdo
interespecifica ao longo do tempo evolutivo, o que é observado na maioria dos satélites
descritos, que ja se diferenciaram em algum grau dentro do genoma de cada espécie. Por esta
razdo, casos de elevada conservacdo ndo sdo esperados e levantam davidas sobre as possiveis
causas destas ocorréncias, o que inclui a possibilidade da existéncia de funcao por parte destas
sequéncias, por exemplo (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015; DOS SANTOS
etal., 2021).

Outros fatores que poderiam influenciar na conservacdo da composicao do satélite por
longos periodos seria o fato de apresentarem combinacdes de nucleotideos que favorecessem
a atuacdo dos mecanismos de homogeneizacdo dos mesmos (PLOHL et al. 2008; 2012; DOS
SANTOS et al., 2021). Também, uma lenta taxa de evolucdo (baixa taxa de mutacdo e de
homogeneizacdo) poderia explicar essa conservagdo, como no caso dos esturjdes (DE LA
HERRAN et al., 2001), ou na possibilidade levantada para a manutencio do CharSat01-52 em
Characoidei por Dos Santos et al. (2021). Nossos dados ndo corroboram esta hipo6tese para 0s
satélites dos peixes aqui estudados, visto que de um total de 981 satélites analisados, apenas
oito casos (incluindo o CharSat01-52) de alta conservacdo da composi¢do nucleotidica ao
longo da subordem foram identificados, o que ndo indica uma lenta evolucdo da por¢édo
repetitiva composta por DNAS satélites dos genomas dessas espécies.

Fry e Salser (1977) também sugeriram que uma das etapas do percurso evolutivo de
um DNA satélite € a aquisicdo de funcéo, o que ndo descarta a possibilidade da manutencao
de um satDNA durante um longo periodo evolutivo independentemente dos mecanismos da
selecdo natural (CAMACHO et al., 2022). Por exemplo, ncRNA derivados de satélites podem
estar envolvidos em diversas fungdes celulares. Se em futuras analises com bibliotecas de

sequenciamento de RNA destas espécies forem encontrados sinais de transcri¢do dos satélites
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conservados descritos aqui, assim como foi encontrado para CharSat01-52 (DOS SANTOS et
al., 2021), essa seria uma possivel explicacdo para a sua manutencdo ao longo de milhdes de
anos de evolucdo (PEZER et al., 2012; PETRACCIOLLI et al., 2015; FERREIRA et al., 2019;
HALBACH et al., 2020; LOUZADA et al., 2020; DOS SANTOS ET AL., 2021).

Se estes satélites estdo sendo mantidos conservados devido a selegdo por apresentarem
alguma funcdo gendmica e consequentemente efeitos no fitness dos organismos é uma
questdo a ser investigada no futuro, por meio de andlises de localizacao dos arranjos proximos
a genes, na busca por motifs funcionais ou de formacdo de estruturas secundarias nas
sequéncias dos satélites (DOS SANTOS et al., 2021; CAMACHO et al., 2022).

Também, anélises em genomas montados ou em reads longos podem nos ajudar a
verificar a organizacdo dos arranjos dos satélites nas espécies, permitindo analisar a acdo da
evolucdo em concerto nestas sequéncias, e se estes demonstram diferentes organizacdes,
como no caso dos genomas dos corvos e das aves do paraiso (PEONA et al., 2022), além de
verificar a possivel associacdo com elementos transponiveis (KHOST; EICKBUSH;
LARRACUENTE, 2017; CECHOVA et al., 2019; HEITKAM et al., 2020; VONDRAK et al.,
2020).

5.3 Consideracdes finais

Ainda que diversos estudos envolvendo os DNAs satélites em peixes Neotropicais
venham sendo desenvolvidos (SILVA et al., 2017; UTSUNOMIA et al., 2019; CREPALDI;
PARISE-MALTEMPI, 2020; SERRANO-FREITAS et al., 2020; STORNIOLI et al., 2021;
KRETCHSMER et al., 2022), nosso entendimento a respeito da evolucdo de satélites nesse
grupo ainda ¢ limitado, especialmente devido a alta diversidade de espécies que apresenta.

Para a maioria das espécies ainda ndo existem genomas montados, 0 que é ainda mais
problematico se tratando da por¢do repetitiva dos genomas, que inclui os arranjos dos DNAs
satélites. Nestes casos, € importante realizar estudos que combinem a aplicacéo de diferentes
tecnologias na busca do entendimento da localizagdo cromossdmica e da organizacdo desses
arranjos no genoma das espécies, e para isso, combinados as analises bioinformaéticas, os
estudos citogeneticos se tornam essenciais (DEAKIN et al., 2019; DOS SANTOS et al., 2021,
DE LIMA; RUIZ-RUANO, 2022; PEONA et al., 2022).

Neste estudo caracterizamos cinco novos satelitomas de peixes Characoidei (ordem
Characiformes) e atualizamos outro catalogo previamente descrito, expandindo assim o

conhecimento acerca da composicdo e de alguns tracos destas sequéncias no genoma das
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espécies aqui estudadas. Além disto, identificamos sete familias de DNA satélite que sdo
compartilhadas por toda a subordem Characoidei. Os dados aqui obtidos abrem portas para
analises citogenéticas de mapeamento cromossémico destas sequéncias, andlises de
transcricdo, e analises bioinformaticas de localizacédo e colocalizacdo dos arrays dos satélites
em reads longos ou genomas montados, em busca de evidéncias sobre o motivo da
manutencdo destas sequéncias altamente conservadas no genoma de diferentes espécies,

desafiando as predicdes da evolucdo em concerto em um contexto de auséncia de funcéo.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR
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Tabela Suplementar 1: As caracteristicas principais dos satélites de H. malabaricus.

Satélite RUL Divergéncia | Abundancia A+T(%)

HmaSat01-513 513 3,91 0,021349729 60,4
HmaSat02-58 58 3,5 0,017459219 41,4
HmaSat03-326 326 4,91 0,014004296 62,9
HmaSat04-280 280 4,34 0,013427051 61,8
HmaSat05-613 613 2,55 0,008278522 50,2
HmaSat06-46 46 10,35 0,003311804 47,8
HmaSat07-192 192 3,35 0,002320505 64,1
HmaSat08-1750 1750 15,59 0,002118086 61,1
HmaSat09-325 325 5,44 0,00198271 57,8
HmaSat10-187 187 11,55 0,001981092 69
HmaSat11-673 673 2,06 0,001457462 49,3
HmaSat12-30 30 4,69 0,001423077 43,3
HmaSat13-967 967 1,56 0,00127414 64,3
HmaSat14-2774 2774 7,85 0,000981434 65,2
HmaSat15-58 58 3,65 0,000777821 51,7
HmaSat16-168 168 6,34 0,000682331 71,4
HmaSat17-152 152 11,74 0,000664605 63,8
HmaSat18-31 31 13,59 0,000647464 48,4
HmaSat19-43 43 4,59 0,000628207 53,5
HmaSat20-49 49 5,65 0,00058965 46,9
HmaSat21-322 322 10,17 0,000539633 75,8
HmaSat22-1040 1040 2,53 0,000506898 52,6
HmaSat23-42 42 5,64 0,000433703 52,4
HmaSat24-142 142 9,7 0,000431226 63,4
HmaSat25-972 972 3,84 0,000395658 45,9
HmaSat26-910 910 1,91 0,000337998 49,9
HmaSat27-237 237 12,39 0,000323374 41,8
HmaSat28-28 28 8,72 0,000318537 67,9
HmaSat29-51 51 6,72 0,000286963 66,7
HmaSat30-403 403 3,06 0,000284561 56,3
HmaSat31-284 284 8,38 0,000282706 63,4
HmaSat32-695 695 2,46 0,000276422 479
HmaSat33-729 729 1,09 0,000276213 50,6
HmaSat34-632 632 3,44 0,000262265 55,4
HmaSat35-1378 1378 0,8 0,00024979 44,1
HmaSat36-1027 1027 1,42 0,000226423 50
HmaSat37-683 683 1,41 0,000216687 49,5
HmaSat38-27 27 9,4 0,000214557 59,3
HmaSat39-767 767 0,65 0,00021221 57,6
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HmaSat40-129 129 10,17 0,000195037 71,3
HmaSat41-176 176 12,83 0,000193947 69,3
HmaSat42-1756 1756 2,45 0,000186158 57,6
HmaSat43-39 39 9,55 0,000163019 38,5
HmaSat44-941 941 5,83 0,00015898 59,4
HmaSat45-199 199 5,85 0,000157088 59,8
HmaSat46-760 760 1,66 0,000147378 53,6
HmaSat47-1420 1420 2,47 0,000145402 61,4
HmaSat48-49 49 519 0,000140011 46,9
HmaSat49-174 174 8,02 0,000134992 61,5
HmaSat50-21 21 6,8 0,000115041 71,4
HmaSat51-219 219 2,67 0,000112907 53
HmaSat52-211 211 4,78 0,00011133 58,3
HmaSat53-56 56 6,52 0,00010917 53,6
HmaSat54-93 93 8,9 0,000104253 62,4
HmaSat55-6 6 24,56 5,71822E-05 50
HmaSat56-1760 1760 2,05 4,66416E-05 62,3

Tabela Suplementar 2: As caracteristicas principais dos satélites de L. friderici.

Satélite RUL Divergéncia | Abundancia A+T(%)

LfrSat01-48 48 9,36 0,014493218 62,5
LfrSat02-42 42 13,25 0,005557683 57,1
LfrSat03-291 291 8,01 0,004706277 43,6
LfrSat04-694 694 7,11 0,004549426 47,7
LfrSat05-537 537 9,16 0,003905347 61,1
LfrSat06-605 605 6,02 0,003733762 55
LfrSat07-471 471 9,03 0,002281624 56,7
LfrSat08-62 62 4,87 0,002084119 71
LfrSat09-37 37 6,64 0,002069733 56,8
LfrSat10-677 677 9,6 0,001960178 58,1
LfrSat11-178 178 9,95 0,00192396 66,9
LfrSat12-166 166 9,93 0,001642228 53,6
LfrSat13-53 53 8,37 0,001629782 58,5
LfrSat14-1062 1062 5,14 0,001601327 59,9
LfrSat15-965 965 1,7 0,001438129 63,8
LfrSat16-246 246 14,16 0,001375683 61,8
LfrSat17-39 39 8,26 0,00121697 61,15
LfrSat18-67 67 10,62 0,00112405 62,7
LfrSat19-246 246 14,7 0,00108798 62,2
LfrSat20-25 25 8,39 0,001083386 60
LfrSat21-1011 1011 14,08 0,001018604 56,9
LfrSat22-35 35 9,25 0,001002604 51,4
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LfrSat23-32 32 11,68 0,000922396 46,9
LfrSat24-22 22 8,2 0,000872089 59,1
LfrSat25-54 54 10,08 0,000855238 61,1
LfrSat26-258 258 6,37 0,00078797 56,2
LfrSat27-29 29 13,71 0,000780198 48,3
LfrSat28-120 120 9,54 0,000752446 52,5
LfrSat29-65 65 7,6 0,000720594 64,6
LfrSat30-245 245 20,79 0,000715297 59,6
LfrSat31-708 708 17,95 0,000677881 55,6
LfrSat32-509 509 4,59 0,000643149 60,1
LfrSat33-39 39 10,92 0,00063805 53,8
LfrSat34-6 6 23,81 0,000623376 50
LfrSat35-24 24 17,09 0,000611436 50
LfrSat36-90 90 5,83 0,000605168 70
LfrSat37-21 21 14,59 0,000590822 71,4
LfrSat38-532 532 17,33 0,000568238 54,5
LfrSat39-1031 1031 3,35 0,000558238 55,9
LfrSat40-34 34 11,47 0,000530891 64,7
LfrSat41-284 284 13,34 0,000519545 56,3
LfrSat42-48 48 7,83 0,000509297 45,8
LfrSat43-30 30 12,69 0,000462178 63,3
LfrSat44-52 52 15,29 0,000449901 65,4
LfrSat45-34 34 7,28 0,000436515 64,7
LfrSat46-41 41 7,09 0,000425099 70,7
LfrSat47-44 44 6,66 0,000415723 63,6
LfrSat48-37 37 7,64 0,000409574 56,8
LfrSat49-707 707 4,21 0,000408644 53,5
LfrSat50-148 148 16,91 0,000399822 60,1
LfrSat51-531 531 10,76 0,000397465 59,1
LfrSat52-30 30 10,2 0,000394634 46,7
LfrSat53-31 31 9,56 0,000388416 45,2
LfrSat54-29 29 11,32 0,000375723 44,8
LfrSat55-44 44 4,61 0,000351277 70,5
LfrSat56-246 246 11,52 0,000340297 60,2
LfrSat57-27 27 7,72 0,000331941 48,1
LfrSat58-36 36 10,24 0,000327347 47,2
LfrSat59-31 31 11,67 0,000324119 61,3
LfrSat60-30 30 6,8 0,000320317 60
LfrSat61-41 41 14,12 0,000320287 61
LfrSat62-408 408 8,08 0,000294663 57,8
LfrSat63-67 67 5,41 0,000285535 70,1
LfrSat64-541 541 8,2 0,000267099 53
LfrSat65-51 o1 8,65 0,000261455 56,9
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LfrSat66-94 94 4,24 0,000259752 64,9
LfrSat67-29 29 9,64 0,000233238 55,2
LfrSat68-42 42 10,66 0,000220941 64,3
LfrSat69-60 60 6,98 0,000213188 73,3
LfrSat70-21 21 12,23 0,000212861 66,7
LfrSat71-177 177 8,82 0,000212119 70,1
LfrSat72-32 32 10,69 0,000204396 56,2
LfrSat73-177 177 11,17 0,000193515 65,5
LfrSat74-34 34 4,5 0,00016301 70,6

Tabela Suplementar 3: As caracteristicas principais dos satélites de P. semifasciata.

Satélite RUL Divergéncia | Abundancia A+T(%)

PseSat01-304 304 8,98 0,005458111 68,1
PseSat02-68 68 2,2 0,005339352 66,2
PseSat03-45 45 4,48 0,005313551 62,2
PseSat04-226 226 9,34 0,005006108 64,6
PseSat05-45 45 4,05 0,004210343 44,4
PseSat06-198 198 8,51 0,002821314 66,7
PseSat07-174 174 4,2 0,002811076 62,6
PseSat08-2005 2005 9,46 0,002293053 62,3
PseSat09-50 50 7,42 0,001993153 60
PseSat10-610 610 16,26 0,001795858 66,1
PseSat11-2510 2510 10,79 0,001752841 62,1
PseSat12-2219 2219 3,19 0,001722438 63,9
PseSat13-35 35 1,54 0,001519366 57,1
PseSat14-1235 1235 10,11 0,001139894 57,6
PseSat15-38 38 13,16 0,001078444 63,2
PseSat16-42 42 6,74 0,000959134 59,5
PseSat17-381 381 8,4 0,000843359 61,4
PseSat18-615 615 5,62 0,000710613 58,2
PseSat19-42 42 3,64 0,000687954 64,3
PseSat20-461 461 10,5 0,000665331 63,6
PseSat21-54 54 5,24 0,000662481 57,4
PseSat22-84 84 13,86 0,000648017 53,6
PseSat23-155 155 5,77 0,000647372 63,9
PseSat24-52 52 13,26 0,000617724 55,8
PseSat25-828 828 6,85 0,00058116 51
PseSat26-14 14 6,38 0,00055358 78,6
PseSat27-422 422 6,36 0,000546729 57,6
PseSat28-1284 1284 17,93 0,000524623 56,4
PseSat29-192 192 12,26 0,000451985 64,1
PseSat30-51 51 8,17 0,000429527 39,2
PseSat31-186 186 7,71 0,000396126 71
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PseSat32-880 880 2,71 0,000336522 66,9
PseSat33-6 6 22,15 0,000328281 50
PseSat34-165 165 6,23 0,00028134 64,2
PseSat35-23 23 9,4 0,000254937 52,2
PseSat36-195 195 3,03 0,000238349 70,8
PseSat37-300 300 4,17 0,00023586 57,7
PseSat38-80 80 14,83 0,000226345 66,2
PseSat39-1041 1041 9,4 0,000216727 62,3
PseSat40-39 39 8,94 0,000204851 64,1
PseSat41-124 124 6,74 0,000193793 56,5
PseSat42-1093 1093 1,04 0,000193535 60
PseSat43-28 28 8,78 0,000188027 57,1
PseSat44-445 445 3,44 0,000184421 57,3
PseSat45-21 21 16,12 0,00018215 47,6
PseSat46-837 837 6,88 0,000175851 62,5
PseSat47-21 21 10,79 0,000173431 66,7
PseSat48-32 32 5,37 0,000168048 53,1
PseSat49-33 33 571 0,000157304 60,6
PseSat50-1125 1125 8,52 0,000155022 65,6
PseSat51-713 713 5,04 0,00015334 62,3
PseSat52-159 159 4,46 0,000141223 67,3
PseSat53-23 23 7,6 0,000137959 56,5
PseSat54-673 673 6,97 0,000137498 57,7
PseSat55-87 87 6,15 0,00013515 67,8
PseSat56-162 162 4,63 0,00012941 67,3
PseSat57-43 43 7,35 0,000125633 48,8
PseSat58-372 372 2,52 0,000120691 56,7
PseSat59-46 46 11,99 0,000118046 60,9
PseSat60-944 944 7,03 0,000111412 61
PseSat61-469 469 3,94 0,000106063 61,4
PseSat62-213 213 4,55 0,000103126 61,5
PseSat63-463 463 2l 9,94E-05 sl
PseSat64-187 187 511 9,77E-05 62
PseSat65-182 182 9,25 9,22E-05 68,1
PseSat66-44 44 3,87 8,79E-05 61,4
PseSat67-198 198 4,59 8,31E-05 60,1
PseSat68-179 179 5,97 7,67E-05 61,5
PseSat69-759 759 4,27 7,53E-05 58,6
PseSat70-182 182 4,91 6,63E-05 53,8
PseSat71-592 592 3,85 6,46E-05 58,6

Tabela Suplementar 4: As caracteristicas principais dos satélites de C. modestus.

‘ SF ‘ Satélite

|RUL | Divergéncia | Abundancia

[AFTO9) |
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CmoSat01-108 108 12,58 0,0132727 52,8
CmoSat02-192 192 5,64 0,012516083 64,1
CmoSat03-72 72 7,32 0,007128718 47,2
CmoSat04-187 187 6,98 0,003612853 64,2
CmoSat05-36 36 8,39 0,003062482 58,3
CmoSat06-64 64 6,46 0,002778106 53,1
CmoSat07-772 772 8,41 0,002089989 59,1
CmoSat08-319 319 4,57 0,001982271 58,3
CmoSat09-20 20 10,54 0,001743883 55
CmoSat10-31 31 4,3 0,00163688 51,6
CmoSatl11-41 41 8,81 0,001495666 62,6
CmoSat12-158 158 16,43 0,001320825 49,4
CmoSat13-2520 2520 11,52 0,001287797 62,7
CmoSat14-43 43 10,13 0,001214282 30,2
CmoSat15-647 647 18,75 0,00106864 52,9
CmoSat16-65 65 6,63 0,001063416 66,2
CmoSat17-33 33 12,62 0,001061306 72,7
CmoSat18-50 50 7,44 0,001044099 40
CmoSat19-1076 1076 9,82 0,00103672 41,5
CmoSat20-40 40 18,84 0,000997723 55
CmoSat21-34 34 12,59 0,000884323 58,8
CmoSat22-30 30 13,99 0,00084585 46,7
CmoSat23-41 41 9,26 0,000773475 48,8
CmoSat24-43 43 4,76 0,000708194 53,5
CmoSat25-166 166 6,68 0,000694471 51,2
CmoSat26-41 41 3,98 0,000661497 58,5
CmoSat27-39 39 10,05 0,000601161 53,8
CmoSat28-36 36 7,02 0,000589204 69,4
CmoSat29-87 87 6,39 0,00057935 56,3
CmoSat30-6 6 24,59 0,000567145 50
CmoSat31-24 24 21 0,000552167 45,8
CmoSat32-31 31 11,35 0,000540568 54,8
CmoSat33-72 72 8,23 0,000460816 62,5
CmoSat34-100 100 18,05 0,000427326 56
CmoSat35-30 30 14,74 0,00037163 56,7
CmoSat36-991 991 7,92 0,000327283 62,1
CmoSat37-21 21 9,26 0,000323847 71,4
CmoSat38-53 53 8,42 0,000322934 56,6
CmoSat39-23 23 13,28 0,000321847 73,9
CmoSat40-3008 308 6,91 0,000317073 53,2
CmoSat41-52 52 12,07 0,000310866 67,3
CmoSat42-20 20 6,42 0,000303304 55
CmoSat43-18 18 8,01 0,000303023 44,4
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CmoSat44-66 66 10,54 0,00029434 60,6
CmoSat45-48 48 6,08 0,000292449 50
CmoSat46-49 49 8,42 0,000277741 59,2
CmoSat47-61 61 6,45 0,000260311 54,1
CmoSat48-25 25 10,48 0,000242095 56
CmoSat49-946 946 2,79 0,000242 65
CmoSat50-28 28 5,7 0,000234538 57,1
CmoSat51-52 52 12,96 0,000233339 53,8
CmoSat52-695 695 3,76 0,000233196 51,5
CmoSat53-48 48 6,85 0,000215852 50
CmoSat54-140 140 8,02 0,000215589 47,9
CmoSat55-42 42 5,99 0,000208317 64,3
CmoSat56-22 22 5,96 0,000206569 50
CmoSat57-48 48 5,72 0,000192151 47,9
CmoSat58-938 938 2,65 0,000189312 51,5
CmoSat59-47 47 4,73 0,000183889 40,4
CmoSat60-16 16 8,8 0,000182659 56,2
CmoSat61-39 39 9,4 0,000179917 51,3
CmoSat62-1638 1638 7,71 0,000175825 53,2
CmoSat63-36 36 0,74 0,000174414 41,7
CmoSat64-20 20 14,68 0,000172058 55
CmoSat65-853 853 14,04 0,000162207 59,2
CmoSat66-22 22 9,15 0,000161574 59,1
CmoSat67-245 245 6,86 0,000161529 il
CmoSat68-20 20 4,31 0,000155923 65
CmoSat69-755 58 1,65 0,000154756 57,6
CmoSat70-32 32 10,63 0,000151165 65,6
CmoSat71-38 38 8,05 0,000149269 55,3
CmoSat72-164 164 6,66 0,000147333 57,9
CmoSat73-37 37 3,78 0,000142814 45,9
CmoSat74-664 664 4,37 0,000142781 55
CmoSat75-48 48 6,44 0,000141385 56,2
CmoSat76-30 30 6,68 0,000140386 53,3
CmoSat77-60 60 8,08 0,000136359 56,7
CmoSat78-860 860 3,16 0,000129971 52,7
CmoSat79-240 240 10,03 0,00012954 38,3
CmoSat80-31 31 5,44 0,000128823 41,9
CmoSat81-71 71 9,03 0,000126681 60,6
CmoSat82-654 654 5,05 0,000125145 47,9
CmoSat83-407 407 12,45 0,000122393 58,2
CmoSat84-68 68 10,86 0,000122389 61,8
CmoSat85-37 37 4,5 0,000119764 56,8
CmoSat86-23 23 9,59 0,000114779 56,5
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CmoSat87-30 30 10,7 0,000114127 56,7
CmoSat88-213 213 5,35 0,00011293 54,5
CmoSat89-843 843 19 0,000109588 52,7
CmoSat90-748 748 2,78 0,000108638 57,1
CmoSat91-776 776 9,8 0,000107563 54,5
CmoSat92-23 23 7,5 0,000100212 52,2
CmoSat93-56 56 9,32 9,96327E-05 51,8
CmoSat94-195 195 5,55 9,91455E-05 52,3
CmoSat95-350 350 8,76 9,59267E-05 38,6
2 | CmoSat96-232 232 2,16 9,30287E-05 41,8
4 | CmoSat97-44 44 9,98 9,16644E-05 52,3
CmoSat98-228 228 9,34 8,44812E-05 52,2
CmoSat99-123 123 7,83 8,21109E-05 S
CmoSat100-172 172 7,8 8,10416E-05 49,4
CmoSat101-39 39 6,47 8,05297E-05 56,4
CmoSat102-319 319 6,51 7,83248E-05 52,7
CmoSat103-46 46 4,98 6,74624E-05 58,7
CmoSat104-582 582 1,94 5,4901E-05 61,2
CmoSat105-434 434 1,36 4,94554E-05 52,3

Tabela Suplementar 5: As caracteristicas principais dos satélites de A. mexicanus.

SF | Satélite RUL Divergéncia | Abundancia A+T(%)
AmeSat01-1633 1633 7,72 0,006940782 63,3
1 | AmeSat02-44 44 6,13 0,005565328 72,7
AmeSat03-738 738 12,78 0,005121691 54,6
AmeSat04-178 178 3,36 0,003773901 64,5
AmeSat05-580 580 5,67 0,002513866 64,8
AmeSat06-36 36 10,77 0,001293193 40,6
AmeSat07-328 328 15,14 0,001146492 62,5
AmeSat08-152 152 4,09 0,001064421 66,4
1 | AmeSat09-28 28 11,25 0,001025256 71,4
AmeSat10-236 236 10,24 0,000818207 64
AmeSat11-107 107 10,77 0,000654989 53,3
AmeSat12-796 796 4,56 0,000646847 61,7
AmeSat13-190 190 6,91 0,000575248 63,7
AmeSat14-177 177 14,99 0,000555644 67,2
AmeSat15-6 6 15,03 0,000418275 50
AmeSat16-70 70 9,82 0,000388785 57,1
AmeSat17-80 80 9,11 0,000339818 71,2
AmeSat18-51 51 4,92 0,000312291 58,8
AmeSat19-52 52 13,09 0,000298545 59,6
AmeSat20-1266 1266 4,42 0,000291915 55,1
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2 | AmeSat21-52 52 8,72 0,000277704 67,3
AmeSat22-85 85 11,24 0,000276953 56,5
AmeSat23-226 226 13,48 0,000270852 63,7
AmeSat24-743 743 3,71 0,000255853 56,1
AmeSat25-186 186 3,17 0,000251404 41,4
AmeSat26-44 44 11,4 0,000226805 50
AmeSat27-1245 1245 1,49 0,000222678 53,9
AmeSat28-42 42 7,67 0,000209881 50
AmeSat29-742 742 9,47 0,000201802 56,2
AmeSat30-52 52 14,35 0,000190163 67,3
AmeSat31-51 51 7,6 0,000184736 54,9

3 | AmeSat32-167 167 5,57 0,000180013 72,5
AmeSat33-175 175 9,56 0,000174543 59,4

3 | AmeSat34-173 173 11,29 0,000156503 59
AmeSat35-658 658 1,74 0,000150961 54
AmeSat36-353 353 10,31 0,000143743 69,1
AmeSat37-559 559 12,04 0,000142949 65,3
AmeSat38-581 581 2,54 0,000131995 57,7
AmeSat39-577 577 3,22 0,000131839 58,1
AmeSat40-142 142 5,96 0,000119328 76,8
AmeSat41-641 641 7,71 0,000112826 57,6

2 | AmeSat42-33 33 7,31 0,000108696 75,8
AmeSat43-372 372 4,8 0,000105366 56,2

2 | AmeSat44-24 24 10,55 9,60E-05 70,8
AmeSat45-48 48 5 9,02E-05 58,3
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Tabela Suplementar 6: Coeficiente de correlacdo de Pearson entre os tracos de todos os

satelitomas das 15 espécies de Characiformes estudadas.

Espécie RUL x RUL x RUL x | Diverg.x | Diverg.x | Abund. x
Diverg. Abund. A+T Abund. A+T A+T

C. gomesi -0,25 0,36 -0,13 0,029 -0,11 -0,022
P. semifasciata 0,0072 0,03 0,085 -0,035 -0,14 0,11
T. auritus 0,047 0,059 0,1 -0,078 0,038 0,075
P. paranae -0,1 | -1,30E-05 -0,11 -0,064 -0,027 -0,048
A. mexicanus -0,36 0,33 -0,15 -0,0074 0,082 0,12
H. malabaricus -0,31 -0,078 0,028 -0,12 0,2 -0,036
H. gracilis -0,53 0,027 -0,41 -0,051 0,14 0,15
P. nattereri -0,34 0,27 -0,12 0,35 0,14 0,13
M. asterias -0,5 0,13 0,16 -0,027 0,026 0,085
C. macropomum 0,00073 0,064 | -0,011 0,072 0,066 -0,058
P. brachypomus 0,012 0,076 -0,29 -0,016 -0,15 -0,034
P. mesopotamicus -0,35 0,27 -0,014 0,046 -0,19 -0,06
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