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Resumo

Os genomas dos organismos eucariotos estdo repletos de sequéncias de DNA
repetitivos. Dentre eles, os DNAs satélites (satDNAs) constituidos em arranjos de
sequéncias repetidas em tandem. Historicamente, técnicas distintas foram utilizadas
para o isolamento e caracterizacdo destes satDNAs, porém o advento de tecnologias de
Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), possibilitou a utilizacdo de reads curtos, que
juntos a ferramentas bioinformaticas, foi decisivo para estudos que permitiram a
caracterizacdo de colecGes de satDNAs (satelitomas) de uma espécie. O primeiro
satelitoma caracterizado em peixes foi realizado na espécie Psalidodon paranae, com a
utilizacdo da pipeline RepeatExplorerl e revelou uma quantidade significativa deste tipo
de sequéncia no genoma deste organismo, incluindo varias familias presentes no
cromossomo B desta espécie. Com isso, o objetivo inicial do estudo foi utilizar de uma
nova pipeline, o TAREAN, para uma reavaliacdo do satelitoma da espécie P. paranae e
uma comparacao entre diferentes pipelines usadas para a caracterizacdo destas
sequéncias, o que resultou em 56 novas familias caracterizadas para esta espécie. Com
o sequenciamento de seis novas bibliotecas de reads curtos de P. paranae, trés
individuos contendo cromossomo B e trés individuos ndao contendo, foram
apresentados dados de abundancia de todo este satelitoma, com enfoque em satélites
presentes no cromossomo B. Os resultados evidenciaram um satélite caracterizado por
TAREAN mais abundantes que o ApaSat02, que até o atual trabalho era o segundo mais
abundante da espécie, novos quatro DNAs satélites mais abundantes que o ApaSat03,
além de novos satélites muito presentes nos cromossomos B da espécie, apresentando
essa pipeline como um grande auxilio para a expansado dos satelitomas anteriormente
caracterizados. Além disso, uma andlise mais detalhada em reads longos possibilitou a
estudo de como cada DNA satélite do catalogo é estruturado ao longo do genoma de
Psalidodon paranae, apresentando seu tamanho médio e o valor maximo atingindo de
cada arrays destes DNAs satélites, auxiliando na explicacdo destes possuirem ou nao
uma sinais a nivel cromossémico e nos apontando futuros candidatos a aplicacdo da

técnica de FISH.
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Abstract

The genomes of eukaryotic organisms have a large number of repetitive DNA
sequences. Among them, the satellite DNAs (satDNAs) constitute arrays of tandem
repeated sequences. Historically, different techniques were used for the
characterization of satDNAs, the advent of Next Generation Sequencing (NGS)
technologies enabled the use of short reads, with bioinformatics tools, was decisive
for studies that allowed the characterization collections of satDNAs (satellitomes)in
a specie. The first fish satellitome characterized was for the species Psalidodon
paranae, characterized using the pipeline RepeatExplorerl and revealed a
significant amount of this type of sequence in the genome of this organism,
including several families present in the B chromosome of this species. Thus, the
initial objective of this study was using a new pipeline, TAREAN, to expand the
satellite of the Psalidodon paranae and a comparison between different pipelines
used for the characterization of these sequences, which resulted in 56 new families
characterized for this species. We perform the sequencing of six new libraries of
short reads of P. paranae, three individuals containing B chromosome and three
individuals not containing, abundance of all this satelitome were calculated,
focusing on satellites present in the B chromosome. Resulting in a satellite
characterized by TAREAN more abundant than ApaSat02, until the current work the
second most abundant of this species, in addition to four others more abundant
than ApaSat03, and new satellites very present in the B chromosomes of the
species, contributing for the expansion of previously characterized satellites. In
addition, a detailed analysis of long reads was performed and presented the
average size and the maximum value reached for each array of these satellite DNAs
of the Psalidodon paranae species, helping to explain the chromosomal signaling of

these satellite DNAs.
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1 Introdugao
1.1  Apresentagao das sequéncias repetitivas com enfoque em DNAs satélites

Os genomas eucarioticos sdo compostos por grandes quantidades de sequéncias
repetitivas com caracteristicas altamente dinamicas que podem estar dispersas pelo
genoma, como os elementos transponiveis (Yuan, 2018), ou organizadas em tandem,
como as familias multigénicas e os DNAs satélites (Charlesworth et al. 1994; Garrido-
Ramos 2017). Com excecdo das familias multigénicas, estas porcdes dos genomas nao
parecem exercer uma funcdo delimitada ou especifica. Apesar de poucos dados em
relacdo a expressdo, estudos a partir dos anos 2000, revelaram que alguns poucos DNAs
satélites podem desempenhar fungdes especificas, como formacdo da heterocromatina
(Lee et al. 2006; Traynor et al. 2019; Otake et al. 2020), organizacdo do centrébmero
(Plohl et al. 2014; Escudeiro et al. 2019; Louzada et al. 2020; Vozdova et al. 2020), além
de também participaram no processo de evolucdo dos genomas, principalmente pela
sua alta dindmica de expansdo e retracdo em curtos periodos de tempo (Gregory 2005).

Os DNAs satélites (satDNAs) constituem uma fragdo ndo codificante do genoma
dos organismos e consistem em longos arrays de sequéncias monomeéricas, repetidas
em tandem, estando localizados preferencialmente em regiGes pericentroméricas e
subteloméricas, embora também possam ocorrer nas regides intersticiais dos
cromossomos (Lopez-Flores and Garrido-Ramos 2012; Plohl et al. 2012). Estas
sequéncias podem constituir diferentes familias, que variam em localizacdo,
composicdo, tamanho da unidade de repeticdo e abundéancia (Garrido-Ramos 2015).
Nesse sentido, por representarem segmentos gendmicos altamente dinamicos e
suscetiveis a rdpidas mudancas, estas sequéncias sdo geralmente espécie- ou género-
especificas (Vicari et al. 2010; Garrido-Ramos et al. 2015).

A evolucdo a longo prazo dos satDNAs segue caminhos delimitados pela
“hipotese library” de evolucdo (Fry e Salser 1977), que é fundamentada na ideia de que
as espécies apresentam uma biblioteca (do inglés, library) permanente de DNAs
satélites. Esta biblioteca pode ser amplificada de modo independente nos genomas de
espécies diferentes, causando uma mudanca rapida no perfil de distribuicdo e
abundancia do DNA satélite até mesmo em espécies proximas (Plohl et al. 2012). Ruiz-
Ruano et al. (2016) complementaram essa proposta, propondo que o nascimento de

um satDNA se da pela duplicacdo de alguma sequéncia em um local do genoma,
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formando um pequeno array de sequéncias; entdo, este array é disseminado para
diversos locais do genoma e podem passar por processos locais de amplificacdo,
resultando no nascimento de um novo satDNA na espécie.

Uma vez que um determinado satDNA esteja disseminado na forma de arrays,
estas sequéncias passam por processos de homogeneizacdo intragendmica das
mutagdes, que ocorrem ao longo das repeticdes, sendo que sua fixagdo em grupos de
organismos reprodutivamente relacionados se da por um processo estocdstico
chamado “impulso molecular” (ou molecular drive, do inglés) (Dover 1986, 2002). Esse
processo é comumente chamado de “evolucdo em concerto” e é uma combinacdo de
processos intragenomicos (homogeneizacdo) e populacional (fixacdo) (Dover 2002).

O termo “DNA satélite” teve origem pela descoberta desses elementos em um
processo de ultracentrifugacdo de CsCl, no qual os satDNAs eram apresentados como
um pequeno pico neste perfil (Kit 1961). Nas décadas seguintes novas técnicas para a
caracterizagao de DNAs satélites foram criadas, como a cinética de renaturagdo (Hutton
et al. 1973; Botchan, 1974) e a digestdo com enzimas de restricdo, sendo essa a
principal forma de caracterizacdo de satDNAs até a introducdo de metodologias
gendmicas (Horz & Zachau, 1977; Kopecka et al. 1978).

Estes métodos, apesar de precisos, possuiam uma baixa eficiéncia devido ao
carater aleatdrio de se caracterizar satélites, pois dependia que um determinado DNA
satélite desconhecido possuisse um sitio de restricdo da enzima utilizada no
experimento. Além disso, mesmo que o resultado por enzimas de restricdo fosse
positivo, deve-se considerar que os satDNAs sdo sequéncias extremamente dinamicas e
com rapidas mutagdes, tornando-os, na maioria dos casos, espécie- ou género-
especificos, impossibilitando o estudo deles em espécies adicionais na maioria dos
casos. Apesar destas ressalvas, marcadores cromossdmicos importantes em peixes
Neotropicais foram descobertos por este método, como o caso do DNA satélite As51
(Mestriner et al. 2000), SATH1 e SATH2 (Jesus et al. 2003) e Pph2004 (Vicente et al.
2003).

A partir dos anos de 2013, com a expansdo da obtencdo de dados de
sequenciamento de nova geracdo, bem como o desenvolvimento de ferramentas
bioinformaticas adequadas, os estudos em DNAs satélites foram positivamente

impactados. Destaca-se, o desenvolvimento da pipeline RepeatExplorerl (Novak et al.
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2013), que possibilitou a caracterizacdo de cole¢Ges de satDNAs (satelitomas) de
qualquer organismo ndo-modelo, através do sequenciamento de baixa cobertura e
andlises bioinformaticas. Esse cenario favoravel refletiu-se no aumento do nimero de
espécies com satelitomas caracterizados (Ruiz-Ruano et al. 2016; Silva et al. 2017;
Utsunomia et al. 2019; Crepaldi & Parise et al. 2020; Serrano-Freitas et al. 2020;
Stornioli et al. 2021; Kretschmer et al. 2022) e em um maior entendimento sobre a
evolucdo destas sequéncias.

No entanto, destaca-se a importancia de também avancar no conhecimento
sobre a biologia estrutural destes DNAs satélites, sendo necessaria a utilizacdo de reads
longos provenientes de sequenciamento de 32 geracdo (Miga 2015; Khost et al. 2017;
Phillippy 2017; Harris et al. 2019). Este tipo de biblioteca sequenciada esta disponivel de
modo mais restrito, mas claramente permite uma andlise muito mais consistente ao
possibilitar a caracterizacdo destes elementos dentro dos seus respectivos arrays

(Krsticevic et al. 2015; VanBuren et al. 2015; Khost et al. 2017; Cechova et al. 2019).

1.2 Montagens de Satelitomas

O conjunto caracterizado de DNAs satélites em uma espécie é denominado
satelitoma (Ruiz-Ruano et al. 2016). Os primeiros satelitomas de peixes Neotropicais
(Silva et al. 2017; Utsunomia et al. 2019; Crepaldi & Parise 2020; Serrano-Freitas et al.
2020) foram caracterizados utilizando a pipeline RepeatExplorerl (Novak 2010). Este
software utiliza shorts reads para a montagem de contigs (determinados pelo consenso
entre a sobreposicdo de reads com alto grau de similaridade).

Cada contig é representado e associado a um grafico, onde os vértices
representam os reads e as arestas representam sobreposicdo de semelhanca entre os
reads (95% de similaridade e 55% de cobertura), formando um /ayout. Como os
satDNAs sdo sequéncias in tandem, os layouts dos seus graficos tendem a possuir um
formato esférico/anelar (Figura 1). A forma do grafico gerado depende da relagdo entre
tamanho do read e do mondmero, sendo que o grafico tera forma de anel quando o
read for menor do que o monémero do satélite e esférico quando o tamanho do read
for maior que o mondmero do satélite, devido a mais de uma sobreposicdo deste

satélite em um mesmo read (Figura 1). Nesse sentido, a determinacdo de um DNA

12
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Figura 1. Gréficos resultantes do Repeatexplorer1. Em (a), grafico esférico, resultante da
montagem de um satDNA cujos monomeros sdo menores do que os reads, em (b), gréfico

anelar, resultante da montagem de um satDNA cujos monémeros sdo maiores do que os reads.

Ap0ds a finalizacdo da pipeline do RepeatExplorerl, é necessaria uma varredura
em todos os graficos de formato esférico e anelar obtidos, candidatos a um DNA
satélite. Posteriormente, é necessario averiguar individualmente os contigs associados a
cada grafico. Essa etapa é realizada manualmente e sua finalizacdo resulta no
monodmero do possivel DNA satélite pertencente ao grafico e suas variantes. Com os
monomeros apresentados, realiza-se uma filtragem da biblioteca original, utilizando o

software deconseq (Schmieder & Edwards, 2011) (https://github.com/fjruizruano/ngs-

protocols/blob/master/deconseq run.py). Esse processo é repetido até nenhum novo

satélite ser encontrado na biblioteca gendmica da espécie analisada e cada uma destas
repeticdes é conhecida como uma iteracao.

Recentemente, Novdk et al. (2017), apresentaram uma nova ferramenta para a
caracterizacdo de DNAs satélites, também utilizando shorts reads e conhecida como
TAREAN (tandem repeat analyser) (Novadk et al. 2017). Uma ferramenta mais

automatizada quando comparada ao RepeatExplorerl, uma vez que apds a montagem

13


https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/deconseq_run.py
https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/deconseq_run.py

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

inicial dos cluters, uma decomposicdo em k-mers é realizada em todos os graficos
circulares, permitindo a determinacdo automatica da sequéncia consenso do DNA
satélite correspondente. Além disso, uma opc¢do extra denominada “reports” nos
apresenta variantes do satélite encontrado. Nesta abordagem, também ¢é necessdria a
repeticdo da etapa de filtragem dos satélites encontrados e uma nova realizacdo da
pipeline TAREAN, até uma completa varredura nos satélites da biblioteca em estudo. As
etapas posteriores para a construgdo e caracterizagdo de todo o satelitoma segue o
protocolo do satMiner (Ruiz-Ruano et al. 2016) para sua finalizacao.

Com o desenvolvimento do TAREAN, novos satelitomas foram caracterizados em
peixes Neotropicais, como nas espécies Prochilodus lineatus (Stornioli et al. 2021) e
Triportheus auritus (Kretschmer et al. 2022) além de diversos outros grupos, como a
ostra Crassostrea gigas (Tujic et al. 2021), as moscas Drosophila virilis e D. americana
(Silva et al. 2019), ou o triatomineo Rhodnius prolixus, em que o satelitoma foi
caracterizado utilizando TAREAN e RepeatExplorer2 (Montiel et al. 2021).

Além da descricdo da biblioteca de satélites de uma espécie, a caracterizacdo de
um satelitoma dd suporte para outras anadlises, por exemplo o desenvolvido por
Utsunomia et al. (2019) em Megaleporinus macrocephalus. Neste caso, foi possivel
observar uma maior concentracdo de DNAs satélites em fémeas da espécie (1.46% do
genoma a mais em relacdo ao macho), com trés satélites exclusivos da biblioteca das
fémeas, além do satélite mais abundante da espécie, o MmaSat01, ser apresentado em
uma proporg¢do maior no landscape feminino. Em adicdo a estes dados, 14 dos 30 DNAs
satélites analisados por FISH apresentaram sinais somente no cromossomo W da
espécie, possibilitando a criacdo de ferramentas ndo invasivas para sexagem de
individuos de M. macrocephalus.

Seguindo a abordagem de DNAs satélites em cromossomos sexuais, Kretschmer
et al. (2022), realizaram a descricdo do satelitoma da espécie Triportheus auritus e
mapeamento por FISH dos satélites com abundéancia diferencial entre machos e fémeas
nesta espécie e em mais duas da familia Triportheidae. Na técnica de FISH foram
revelados 15 DNAs satélites W-especificos em T. auritus, evidenciando um acumulo
significativo de DNAs satélites neste cromossomo. O FISH comparativo entre as trés
espécies revelou a trajetéria do cromossomo sexual para este grupo, visto que esta

familia possui uma origem em comum em seus cromossomos sexuais ZW.
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Além do auxilio para a diferenciacdo cromossémica, o estudo de satelitoma,
como apresentado por Stornioli et al. (2021) também é de grande auxilio para estudos
em Cromossomos supranumerarios, ou cromossomos B. Na espécie Prochilodus
lineatus, foram caracterizadas 51 familias de DNAs satélites. O mapeamento por FISH
revelou um grande acumulo de DNAs satélites nas trés variantes de cromossomos B da
espécie, um fato que é explicado devido a sua natureza ndo recombinante e a
predominancia de regifes heterocromaticas nestes elementos (Camacho et al. 2000).
Outro importante dado levantado por Stornioli et al. (2021) é a possivel origem do
cromossomo B em P. lineatus, a partir do par 4 de autossomos, visto que o satDNA
PliSat05 foi observado exclusivamente nos cromossomos B e nos dois autossomicos do

par 4 (Stornioli et al. 2021).

1.3 Ordem dos Characiformes, com foco na espécie Psalidodon paranae

A ictiofauna Neotropical, apresenta uma grande biodiversidade de peixes, com
pelo menos 6200 espécies validas (Reis et al. 2016; Albert et al. 2020). Dentre as mais
diversas ordens que pertencem a este grupo, o grupo dos Characiformes se destaca
pela riqueza de espécies, com cerca de 2200 espécies classificadas em 24 familias
(Eschmeyer & Fong 2020; Melo et al. 2021), com representantes dessa ordem
encontrados também em outras regides, como Africa subsaariana e América do Norte
(Moreira 2007).

O género Psalidodon (Characiformes, Characidae) engloba diversas espécies dos
popularmente conhecidos “lambaris”, e estd inserido na ordem dos Characiformes
(familia Characidae). Este género representa um grupo com relevancia para seres
humanos, uma vez que é utilizado como recurso alimenticio, pesca de subsisténcia,
pesca esportiva e para diversos estudos cientificos, devido aos complexos de espécies
nelas pertencentes, as varidveis de cromossomos B nelas encontradas e em grandes
compartilhamentos de sequéncias repetitivas entre as espécies (Moreira-Filho, 1991;
Artoni et al. 2006; Paiva et al. 2006; Silva et al. 2017, dos Santos et al. 2021).

A espécie Psalidodon paranae (Figura 2), antes nomeada como Astyanax
paranae (Teran et al. 2020), possui nimero diploide 2n = 50, podendo conter um
macrocromossomo B metacéntrico. Em estudo anterior, Silva et al. (2017) utilizaram o

RepeatExplorerl e a pipeline satMiner, para a caracterizacdo do satelitoma da espécie
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Psalidodon paranae, primeiro satelitoma de peixes Neotropicais, contendo um total de
45 familias de DNAs satélites, com uma predominancia de satélites pequenos (menores
que 100 pares de bases), sendo 59 pares de bases o valor da mediana destes. Em
relacdo ao cromossomo B, realizaram um estudo entre bibliotecas de P. paranae
contendo cromossomos B (1B) e ndo possuintes (0B), com foco em abundancia
comparativa entre elas, utilizando o software RepeatMasker (Smit et al. 2015), seguindo
pela realizacdo do log2 do quociente entre os valores de abundéancia 1B e OB. Como
resultante desta andlise, caracterizaram 18 satélites que apresentaram uma maior
abundancia em bibliotecas de individuos contendo o cromossomo B, no qual oito foram
visualizados pela técnica de hibridizacdo in situ fluorescente no cromossomo B da

espécie.

Figura 2. Espécime de Psalidodon paranae (a); metafase da espécie P. paranae contendo um

cromossomo B. Barra = 10 um. (b). Foto retirada de Silva et al. 2014.

Neste contexto, o presente trabalho buscou complementar o satelitoma da
espécie Psalidodon paranae, no qual 56 novos DNAs satélites foram caracterizados,
utilizando da ferramenta TAREAN, apresentando o diferencial desta ferramenta para o
RepeatExplorerl quanto a caracterizacdo de DNAs satélites. Além de realizamos o
mapeamento fisico de dez novos DNAs satélites em individuos de P. paranae contendo
o cromossomo B. Analisamos todo o novo catdlogo de satélites da espécie, agora
contando com 101 sequéncias, em uma biblioteca de reads longos, na busca de uma
melhor visualizacdo da estruturacdo de todo o satelitoma da espécie ao longo de seu

genoma. Complementar a estas analises, utilizamos também seis bibliotecas de P.
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paranae, no qual trés sdao de individuos portadores de cromossomos B e trés de nao
portadores, com énfase em investigar o quanto uma busca por abundancia de
sequéncias repetitivas pode ser influenciada ao se utilizar mais de um exemplar para a
realizacdo desta andlise e o quanto esta influéncia pode interferir em analises em

mapeamentos fisicos.

2 Objetivos

O presente estudo teve como objetivo caracterizar o satelitoma de P. paranae
utilizando o TAREAN, de forma a complementar a informacdo existente para esta
espécie.

De modo especifico, pretende-se:

a) Utilizar a ferramenta TAREAN para a caracterizacdo de novos satélites em
Psalidodon paranae, trazendo um comparativo em relacdo ao
RepeatExplorerl,;

b) Acessar a estrutura gendmica detalhada dos DNAs satélites ja descritos em
P. paranae através de reads longos;

c) Utilizar diferentes bibliotecas de reads curtos para comparar a abundancia
de cada satélite de Psalidodon paranae e sua diferenciacdo quanto a

espécimes com e sem cromossomos Bs.

3 Material e métodos

Foram coletados 25 individuos de P. paranae, com a utilizacdo de redes manuais e
varas de pesca, no ribeirdo Cascatinha (22253'22.5” S, 48229'22.4” W), pertencente a
bacia do rio Tieté, regido de Botucatu, Sdo Paulo. Para a seguinte fase de amostragem,
manutencdo e andlise dos animais utilizamos o acordo de regras internacionais em
experimentacdo animal, seguidas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual Paulista (CEEAA/IBB/UNESP), protocolo 1227.

O primeiro passo foi anestesiar e dissecar cada animal, a fim da utilizacdo de
fragmentos de seus tecidos renais, para os estudos citogenéticos e de fragmentos de
seu tecido muscular, para os estudos moleculares, fixando estes em etanol 95% para

futura extracdo de DNA.
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Todos os individuos utilizados neste trabalho foram fixados em formol 10%,
conservados em alcool 70% e foram depositados na colegdo de peixes do Laboratdrio
de Genética de Peixes, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, UNESP- Bauru-SP. Sob

os vouchers LGP14001-LGP14025.

3.1 Estimulagdao de mitoses

Para a obtencdo das preparacdes cromossOmicas, realizamos a estimulacdo de
mitoses, utilizando fermento bioldgico com aplicagdo deste na musculatura dorsolateral
do animal, seguindo o protocolo estabelecido por Oliveira et al. (1988) para peixes. A
técnica aplicada consiste em:

1. preparacdo de solucdo de fermento bioldgico (Fleischmann) com uma
proporc¢do de0,5g de fermento, 0,5g de aclcar e 7mL de dgua destilada;

2. incubacdo da solugcdo em uma estufa (37°C) por cerca de 20 min, ou até a fase
em que a solugdo comece a espumar;

3. injetar a solugdo na regido dorsolateral do peixe, na proporcdo de 1mL para
cada 100g de peso do animal. Para peixes com um baixo peso, como
Psalidodon, esta etapa pode ser dividida em duas doses, divididas e aplicadas
em um periodo de 48h; e

4. manter o animal em aquario bem aerado a 28°C.

3.2 Obtengdo dos cromossomos metafasicos mitéticos

A obtencdo de cromossomos metafdsicos foi realizada seguindo o protocolo
estabelecido por Foresti et al. (1981), nos individuos os quais realizamos a estimulacdo
da mitose. Utilizamos de colchicina para a inibicdo da polimerizacdo dos microtubulos e
seguida da hipotonizacdo das células em suspencao, finalizando com a utilizacdo de um
fixador formado por metanol e acido acético, na proporc¢ao 3:1.

1. injetar, na regido antero-medial, abaixo da nadadeira peitoral, solucdo aquosa

de colchicina (0,025%) na proporgdo de aproximadamente 1mL para cada 100g de

peso do animal;

2. manter o animal em um aqudrio areado por um periodo aproximado de 50

min.;
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3. Induzir os animais a morte através da imersdao em solugdo de benzocaina e
retirar fragmentos de rim anterior. Transferir o material para uma placa de petri,
contendo 7mL de uma solugdo hipotoénica de KCI (0,075M);

4. dissociar o material com o auxilio de pincas de disseccdo e seringa de 3mlL,
resultando em uma solugdo homogénea;

5. transferir a solucdo obtida para um tubo de centrifuga e incubar esta solucdo
em estufa a 37°C por 21 min;

6. retirar o tubo da estufa, inserir 7 gotas de fixador gelado (metanol e acido
acético na proporcdo de 3:1, respectivamente); agitar levemente a mistura com
uma pipeta Pasteur e deixar repousar por 5 min a temperatura ambiente;

7. adicionar 6 mL de fixador e novamente agitar a mistura, sem a formacdo de
bolhas e levar a centrifuga (900 + 100 rpm) por 10 min;

8. retirar o sobrenadante, e inserir 7mL de fixador junto ao material precipitado,
centrifugando 7 min a 900 + 100 rpm;

9. repetir a etapa 8 entre duas ou trés vezes para uma completa fixacdo das
células em suspensao;

10. pingar o material em laminas previamente tratadas em solugdo de HCL 10%;

11. deixar secar ao ar.

33 Extracdao do DNA genémico

A extracdo de DNA gendmico total dos fragmentos de tecido obtidos foi
realizada utilizando o Kit NucleoSpin® Tissue Columns Collection Tubes (2ml), seguindo
as orientacBes dos fabricantes. Além disso, um posterior tratamento para remover o
RNA residual destas amostras foi realizado, com a adicdo da RNase A (20 mg/ml -
Invitrogen). A qualidade das extracGes de DNA obtidas foi verificada com a utilizacdo do

equipamento 2100 Bioanalyzer, em gel de agarose a 1%.

34 Sequenciamento massivo (Next Generation Sequencing — NGS)
O principal desafio deste trabalho foi dissecar a estrutura gendmica detalhada dos
DNAs satélites em P. paranae e o tamanho médio dos arrays, tarefa impossivel de se

cumprir utilizando reads curtos. Assim, o sequenciamento PacBio foi realizado para um
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individuo portador de cromossomo B. Este tipo de sequenciamento produz reads com
um tamanho médio de 10kb e tamanho maximo de 60kb, facilitando a investigacdo da
estrutura de sequéncias longas, como é o caso dos DNAs repetitivos. Visando uma
cobertura de aproximadamente 3x e considerando uma faixa média de 4-5Gb por
célula SMRT, utilizamos uma célula SMRT de sequenciamento para o individuo.

Para complementar o estudo de abundancia e divergéncia de cada DNA satélite,
além de aprofundar em um estudo comparativo de DNAs satélites presentes e ausentes
no cromossomos B da espécie Psalidodon paranae foi realizado também o
sequenciamento de shorts reads para seis individuos de P. paranae, trés portadores de
cromossomo B e trés ndo portadores, utilizando da plataforma BGISEQ-500 da BGI (BGI
Shenzhen Corporation, Shenzhen, China), maiores detalhes dos sequenciamentos de

short reads estdo apresentados no topico 4.2.2 do Capitulo | da dissertacao.

3.5 Analises bioinformaticas

As analises bioinformaticas foram realizadas de forma remota, utilizando um
servidor localizado no Laboratoério de Biologia e Genética de Peixes, Departamento de

Morfologia, Universidade Estadual Paulista, Brasil.

3.5.1 Anadlise estrutural detalhada do satelitoma de Psalidodon paranae
Utilizando 0 pacote NoiseCancellingRepeatFinder (NCRF)

(https://github.com/makovalab-psu/NoiseCancellingRepeatFinder) (Harris et al. 2019),

foi possivel identificar em quais reads, na biblioteca de reads longos, estavam presentes
os satélites contendo monémeros de até 250 pares de bases (pb). Com os resultados
gerados pelo NCRF, e utilizando linguagem de programacdo Python, rodamos
simultaneamente, Raincloud plots (Allen et al. 2019) (

https://github.com/RainCloudPlots/RainCloudPlots ), apresentados nas figuras 4, 5 e nas

figuras 1 e 2 do material suplementar, nos retornando graficos que permitem uma

interpretacdo visual do tamanho dos arrays de cada DNA satélite analisado.

3.6 Desenho dos primers e preparag¢ao das sondas
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A escolha dos satélites para a criacdo dos primers foi baseada em sua abundancia
na espécie e sua diferenciacdo entre bibliotecas OB e 1B. Para os satélites cujo
mondmero possui um tamanho de até 600 pares de base, desenhamos primers
divergentes, ja satélites com seu tamanho superior a 600 pb, desenhamos primers
convergentes, como apresentado na Figura 3, pretendendo gerar um amplicon préximo

aos 600 pb, auxiliando na técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH).

a Forward

SatDNA < 600bp

b
Forward Aproximadamente 600bp Reverse

SatDNA > 600bp

Figura 3. Primers divergente (a); e convergentes (b).

Utilizando o DNA gendmico de P. paranae, realizamos reacées de Amplificacdo em
Cadeira da Polimerase (PCR) para cada um dos dez satélites em estudo, utilizando as
concentragdes: 1x Buffer, 2 uM de DNTPs, 1,5 mM de MgCly, 0,2 uM de cada primer,
0,25 U de Tag polymerase e 1-100 ng de DNA. Para a posterior confeccdo das sondas, o
mesmo padrdo foi mantido, com pequenas alteracdes, no qual houve a troca dos dNTPs
regulares por dNTP + % dTTP (2 uM), além da incorporacdo de digoxigenina-11dUTP
(Roche Applied Science).

Devido a alta diversidade quanto a abundancia e tamanho do monomeros dos
DNAs satélites-alvo, as reagdes no termociclador tiveram variacdes de acordo com as

seguintes condicdes:

95°C 6minutos

95°C 20 segundos

54~62°C  10~40 segundos 30X
72°C 10~40 segundos

72°C 14 minutos
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3.7 Hibridagao in situ fluorescente (FISH)

A técnica de FISH foi utilizada de acordo com Pinkel et al. (1986), com algumas
modificacBes implementadas no Laboratdrio de Genética de Peixes (LAGENPE). Todas
as sondas de DNA que utilizamos nestas hibridacdes foram produzidas a partir de 10
pares de primers especificos desenhados para regides de interesse dos satélites
estudados no trabalho.

A técnica de FISH foi realizada sempre em dois dias e seus procedimentos sdo:

Primeiro dia:

Primeira lavagem:

1. Lavar as laminas em solugdo PBS 1x, por 3 min.

Tratamento com Pepsina:

1. Incubar em 0,005% pepsina/10mM HCl por 10 min, a 37°C;

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

Fixagao com formaldeido

1. Fixar em 1% em PBS 1x/50 mM MgCl, por 10 min, em temperatura ambiente;

2. Lavar em PBS 1x por 3 min;

3. Desidratar em série alcodlica (70%,85% e 100%) gelada por 3 min. em cada e

secar as laminas.

Mix de Hibridagao

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

10%, 3 ul 2xSSC, entre 1 ul de sonda por lamina e 5 pul de dgua);

Pré-Hibridagao

1. Desnaturar as laminas em formamida 70% em 2xSSC, por 1:30min. a 70°C;

2. Desnaturar a sonda em 982C por 10 min;

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

Hibridagao

1. Montar as ldminas com mix de hibridacdo, cobrir com laminula e incubar em

camara Umida a 37°C overnight.

Segundo dia:

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

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

Bloqueio

1. Incubar as laminas em Tampdo 5% NFDM/4xSSC (2,5g de leite em pé desnatado
+ 10 mL de 20xSSC + 40mL H20) por 15 min a temperatura ambiente;

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

1. Incubar as ldaminas com 100 uL de NFDM/0,5 pL de anti-digoxigenina rodamina
por 1h em camara umida a 37°C;

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

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

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

em um local escuro até sua visualizacdo.
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4 Capitulo |

Ampliagdo na caracterizagdo de DNAs satélites em Psalidodon paranae (Teleostei;

Characiformes) e o estudo de suas abundancias

4.1 Introdugao

O genoma dos seres eucariotos é bastante heterogéneo em sua composicao,
podendo ser encontrados genes de cépia Unica, pseudogenes, RNAs ndo-codificantes,
elementos repetitivos, dentre outras sequéncias. Em geral, as sequéncias repetitivas
podem ser subclassificadas em dois principais grupos: i) elementos dispersos; e ii)
repetidos em tandem (YUAN et al. 2018). Os elementos dispersos compreendem os
elementos transponiveis, como 0s transposons e retrotransposons, e sao sequéncias
moveis, muitas vezes com capacidade autonoma. Por outro lado, as repeticGes em
tandem sdo sequéncias formadas por uma menor unidade, conhecida como
mondmero, o qual tendem a se repetir em sentido head-to-tail, ou seja, um monémero
localizado sequencialmente a outro, formando longos arrays desta mesma repeticdo,
variando de dezenas até milhares de vezes (Charlesworth et al. 1994; Garrido-Ramos
2017). Entre as repeticGes em tandem conhecidas, pode-se citar as familias
multigénicas codificantes, como os genes ribossdmicos 5S e 18S, e os DNAs satélites
(satDNAs), que ndo sdo codificantes (Garrido-Ramos 2017). Os satDNAs podem ser
divididos em satélites simples, quando os monémeros sdo menores ou iguais a 10 pares
de bases (pb), satélites, quando maior que 10 pb e menor que 100 pb e satélites
complexos, possuindo 100 pb ou mais (Wei et al. 2018). Por definicdo, o conjunto de
todas as familias caracterizadas de DNAs satélites de uma espécie é denominado
satelitoma (Ruiz-Ruano et al. 2016).

Na década passada, a caracterizacdo de DNAs repetitivos, de forma massiva,
tornou-se muito mais valida, devido a uma ampliacdo e barateamento das tecnologias
de sequenciamento de nova geracdo, além de uma intensidade maior nas pesquisas
destas areas, sendo criadas entdo diversas pipelines com foco no estudo destas
sequéncias, como RepeatExplorerl, satMiner e TAREAN (Novak et al. 2013; Ruiz-Ruano
et al. 2016; Novak et al. 2017). O primeiro satelitoma desenvolvido para peixes

Neotropicais é pertencente a espécie Psalidodon paranae e corresponde a 45 familias
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de DNAs satélites, desenvolvido utilizando do software RepeatExplorerl (Silva et
al.2017). Utilizando de sequencias repetitivas para mapeamento cromossdémicos, como
18S, 5S e histonas, foi apresentado o cromossomo B de Psalidodon paranae como um
isocromossomo devido a apresentar uma grande homologia destas pinturas entre seus
bracos, além de sua possivel origem ser dada pela divisdo centromérica incorreta de um
cromossomo proto-B acrocéntrico produzindo um iso-B metacéntrico (Silva et al. 2014;
Silva et al. 2016). Estes trabalhos, tanto de estudo do cromossomo B quanto o
pioneirismo de satelitoma em peixes, além de ser uma espécie de facil captura,
manuseio e realizacdo de técnicas laboratoriais, contribuiram para o lambari Psalidodon
paranae se tornar um peixe modelo para o estudo de cromossomo B e nas andlises de
sequencias repetitivas.

No presente trabalho, realizamos o sequenciamento de reads curtos em seis
novas espécimes de Psalidodon paranae, trés individuos possuintes de cromossomo B e
trés individuos sem estes cromossomos supranumerarios, com o objetivo de
complementar o satelitoma desta espécie, utilizando da pipeline TAREAN, buscando seu
diferencial em relacdo a RepeatExplorerl, além de um estudo diferencial destas
sequéncias repetitivas em individuos OB e 1B. Para um estudo quanto a estruturagao e
melhor entendimento quanto a sinais em cromossomos ao utilizar a técnica de FISH,
realizamos também um sequenciamento de reads longos de um individuo de P. paranae
possuidor de um cromossomo B, utilizando de ferramentas computacionais para estas

analises.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Amostras

Individuos de P. paranae foram coletados com o uso de redes de pucd e vara de
pesca no coérrego Cascatinha (22953’22.5” S, 48929'22.4” W), bacia do rio Tieté,
Botucatu, Sdo Paulo, Brasil. Os procedimentos de amostragem, manutencdo e andlise
dos animais foram realizados de acordo com as regras internacionais em
experimentacdo animal, seguidas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual Paulista (IBB/UNESP), protocolo CEEAA/IBB/UNESP, nimero de
protocolo 1227. Todos os animais coletados e analisados foram fixados em formol 10%

e conservados em alcool 70%, apos isso, foram depositados na colegdo de peixes do
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Laboratorio de Genética de Peixes, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, UNESP-Bauru-

SP.

4.2.2 Extracdo de DNA e sequenciamento do genoma

Seis individuos de P. paranae foram selecionados para sequenciamento de nova
geracao (NGS), sendo trés portadores de 1 cromossomo B (1B) e trés nao-portadores de
B (OB). Para estes sequenciamentos utilizamos a plataforma BGISEQ-500 da BGI (BGI
Shenzhen Corporation, Shenzhen, China) (paired-end 2x100bp) e (paired-end 2x150bp),
com coberturas de sequenciamento de aproximadamente 4,7x; 4,7x e 0,5x para as
bibliotecas contendo cromossomo B e 4,7x; 3,9X e 0,6x para as bibliotecas 0B,
considerando que o genoma de P. paranae tem tamanho estimado em 1.87 Gb.

Neste caso, extraimos DNA gendmico dos musculos preservando-os em etanol
100%, utilizando o Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguindo as
instrucdes fornecidas pelo fabricante. Uma etapa adicional de remocdo de RNA foi
realizada com a utilizacdo de RNAse A (Invitrogen). Os resultados gerados pela etapa
anterior foram conferidos em gel de agarose a 1%, para a verificacdo da integridade do
DNA gendmico extraido.

Para a comprovacdo de que cada individuo sequenciado realmente pertencesse a
espécie P. paranae, realizados a montagem do genoma mitocondrial para os seis
espécimes de estudo, utilizando o software NOVOplasty (Dierckxsens et al. 2016). Apds
a caracterizacdo do contig do mitogenoma ( de aproximadamente 16.6 kb), a anotacdo
do genoma mitocontrial foi realizada utilizando o software MitoFish ( lwasaki et al.

2013), pelo site (http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp/) utilizando a aba “fish mitogenome

annotation”, nos resultando em um output com o genoma mitocondrial circular de cada

individuo montado.

4.2.3 Caracterizagao do satelitoma por TAREAN

Utilizando o satelitoma de P. paranae caracterizado por Silva et al. (2017) como
database referencial, contando com as 45 diferentes familias de DNAs satélites,
caracterizamos o satelitoma da mesma espécie pelo TAREAN (Novak et al. 2017),
seguido pela etapa do RepeatExplorer?2 (Novdk et al. 2013), utilizando o protocolo

satMiner, criado por Ruiz-Ruano et al. (2016) para um comparativo entre o TAREAN e o
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RepeatExplorerl (Novak et al. 2013). Todas as bibliotecas passaram por uma etapa de
filtragem de qualidade e correcdo nos tamanhos dos reads, utilizando o software
Trimmomatic (Bolger et al. 2014), utilizando os filtros LEADING:3; TRAILING:3;
SLIDINGWINDOW:4:15; MINLEN:100 e CROP:101. Posteriormente realizamos uma
selecdo aleatdria de 2x 500.000 reads para a clusterizacdo no TAREAN. Apds a
prospeccdao dos DNAs satélites pelo TAREAN, utilizamos o programa DeconSeq
(Schmieder & Edwards, 2011) para a remocdo de reads com similaridade aos satDNAs
nas bibliotecas de estudo, escolhendo novamente 2x 500.000 reads para a clusterizagdo
no TAREAN e repetindo este processo até que mais nenhum satélite fosse relatado
como output da pipeline.

Apos finalizado o TAREAN, realizamos o mesmo processo pelo RepeatExplorer?2,
utilizando como base as bibliotecas utilizadas na ultima iteracdo do TAREAN, a procura
de clusters com um grafico circular ou anelar, seguida pela analise dos contigs
associados utilizando o software Geneious 8.1. Utilizamos o dotplot destes clusters para
a caracterizacdo de novos mondmeros e realizamos o workflow similar ao TAREAN, até
mais nenhum satélite ser detectado.

Com o catdlogo completo, seguimos para uma etapa de filtragem e remocdo de
familias multigénicas. Finalmente, realizamos uma busca de similaridade entre as
sequénias do catdlogo, utilizando o padrdo de estabelecido por Ruiz-Ruano et al. (2016)
para classificar os satDNAs quanto a uma mesma superfamilia, familia ou uma variante.

Para a determinacdo de parametros de abundancia e divergéncia de cada familia
de satDNA, utilizamos o software RepeatMasker (Smit et al. 2017), utilizando a opcgdo
“cross_match” nas seis diferentes bibliotecas de reads curtos, utilizando dez milhdes de
reads para cada amostra para a analise. A estimativa da abundéancia foi obtida com a
proporcdo entre a quantidade de reads mapeados em cada satélite dividido pelo total
de nucleotideos analisados. A partir deste resultado, nomeamos cada familia do
satelitoma com base em ordem decrescente de abundancia, como sugerido por Ruiz-
Ruano et al. (2016), inserindo-os aos ja pré-existentes. Também como resultante do
RepeatMasker, averiguamos a divergéncia média entre as familias de satDNAs,
utilizando a distancia entre as sequéncias, para isso utilizamos o Kimura-2- parametro,
tendo como base o script calcDivergenceFromAlign.pl pertencente ao RepeatMasker

(Smit et al. 2017).
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4.2.4 Estudo do satelitoma em reads longos
Utilizando 0 pacote NoiseCancellingRepeatFinder (NCRF)

(https://github.com/makovalab-psu/NoiseCancellingRepeatFinder) (Harris et al. 2019),

analisamos reads longos da biblioteca PacBio no qual cada um dos satélites do estudo,
com até 250 pares de bases, estavam presentes. Para esta analise utilizamos os
parametros: maxnoise = 20%; scoring = pacbio; stats = events e minlength = 15 vezes o
tamanho do mondémero. Apds a conclusdo do NCRF, realizamos uma filtragem de seu
output total, obtendo os tamanhos e quantidades de arrays de cada satélite do estudo.
Para a visualizacdo grafica destes resultados, utilizamos o programa Raincloud
plot (Allen et al. 2019), com algumas pequenas modificaces para um resultado
simultaneo de todos os satélites do estudo, como apresentados nas Figuras 1 e 2 do
material suplementar, auxiliando para um entendimento visual do tamanho e

quantidade de arrays de cada um destes DNAs satélites.

4.2.5 Hibridizagdo in situ fluorescente — FISH

A técnica de FISH foi procedida como descrito em Pinkel et al. (1986), com
algumas modificacGes estabelecidas pelo nosso laboratdrio. As sondas utilizadas para
todos os DNAs satélites deste trabalho foram marcadas utilizando digoxigenina-11-
dUTP, tendo como base a amplificagdo das sequéncias satélites no genoma de P.
paranae e anti-digoxigenina-rodamina para a deteccdo dos sinais, enqguanto os
cromossomos foram contra-corados por DAPI. Para cada satélite em estudo, um

minimo de 20 metafases foi analisado para a confirmacdo dos resultados.

5 Resultados
5.1 Satelitoma de Psalidodon paranae

Apds nove iteracdes com TAREAN e uma iteracao de RepeatExplorer2, 56 novos
satélites foram caracterizados. Nas duas primeiras iteracdes do TAREAN foram
caracterizados 29 dos 45 satélites antes caracterizados pelo RepeatExplorerl, nas
seguintes interacdes foram encontrados mais oito dos satélites apresentado por Silva et
al. (2017), sendo que os oito restantes (ApaSat22, ApaSat25, ApaSat28, ApaSat30,

ApaSat32, ApaSat37, ApaSat4l e ApaSat42) ndo foram encontrados em nenhuma das
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iteracOes.Destaca-se que varios dos novos satélites apresentaram abundancia maior em
relacdo aos que haviam sido caracterizados por Silva et al. (2017) (Tabela 1). Neste
contexto, para ndo alterar a denominacdo de sequéncias que foram publicadas
previamente, todos os novos satélites encontrados aqui foram inseridos a partir do
ApaSat46.

Em relacdo aos tamanhos de cada mondmero (RUL, de“repeat unit lengths”) dos
101 satélites, a variacdo foi de 6 a 4841 pb, apresentando uma mediana de 70 pb, nos
45 primeiros satélites, realizado por RepeatExplorerl a mediana era de 59 pb e nos 93
satélites encontrados por TAREAN a mediana possui 77 pb. Quanto ao conteldo A+T, o
valor minimo foi de 30.3% e o valor maximo de 80.5%, possuindo uma média de 57.4%,
ocorrendo entdo uma tendéncia a satélites ricos em conteddo A+T, como apresentado
por Silva et al. (2017) (Tabela 1).

Além da superfamilia apresentada em Silva et al. (2017), aqui foram encontradas
sete novas (SF2- ApaSatOl e ApaSat46; SF3- ApaSat30, ApaSat69 e ApaSat73; SF4-
ApaSat49, ApaSat50 e ApaSAt59; SF5- ApaSat6l e ApaSat93; SF6- ApaSat87 e ApaSat88;
SF7- ApaSat90 e ApaSat100; SF8- ApaSat95 e ApaSat98) (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas dos 101 satélites de P. paranae obtidas por SatMiner e TAREAN com
base nas seis bibliotecas em estudo (RUL = “repeat unit length”; A+T (%) = porcentagem de

contetido AT do mondémero).

2 ApaSat01 51 54.9 0,052435062 0,034046689 7,185

1 ApaSat02 236 64.8 0,004804598 0,004565518 15,665
ApaSat03 91 51.6 0,002438174 0,002325241 9,458333

1 ApaSat04 233 63.1 0,001623148 0,001537732 17,83667
ApaSat05 23 52.2 0,000593099 0,000760427 11,57
ApaSat06 86 46.4 0,000813441 0,000456893 5,278333
ApaSat07 6 50.0 0,000186907 0,000145688 16,85667
ApaSat08 35 62.9 0,000655514 0,000548761 9,433333
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ApaSat09
ApaSatl0
ApaSatll
ApaSatl2
ApaSatl3
ApaSatl4
ApaSatl5
ApaSatl6
ApaSatl7
ApaSatl8
ApaSatl9
ApaSat20
ApaSat21
ApaSat22
ApaSat23
ApaSat24
ApaSat25
ApaSat26
ApaSat27
ApaSat28
ApaSat29
ApaSat30
ApaSat31
ApaSat32
ApaSat33
ApaSat34
ApaSat35
ApaSat36
ApaSat37
ApaSat38
ApaSat39
ApaSat40
ApaSat4l

21
179
22
69
22
184
51
54
365
58
77
18
68
63
37
78
27
195
178
52
52
50
165
85
112
59
37
21
38
107
32
189
33

75.0
63.1
50.0
60.9
56.5
63.0
54.9
48.1
51.8
46.6
66.2
50.0
48.5
56.5
43.2
56.4
51.9
65.1
39.9
55.8
67.3
64.0
63.0
58.8
64.3
37.3
48.6
57.1
57.9
41.1
50.0
65.6
30.3

0,000545433
0,000560899
0,000306046
0,000340654
0,000176354
0,000222579
0,000320842
0,000269628
0,000086196
0,00025751

0,000315784
0,00016362

6,24263E-05
0,000172424
0,000099719
6,94253E-05
6,76247E-05
0,000170074
0,00011931

0,00015219

0,000129623
0,000175153
0,000144518
3,84683E-05
0,000201549
0,000196155
8,06513E-05
0,000123395
3,82107E-05
0,000108975
9,22477E-05
0,000341354
0,000037194

0,000615273
0,000492921
0,000339504
0,000385519
0,000120015
0,0001772
0,000242189
0,000286717
0,000106445
0,000243381
0,000313174
3,32533E-05
7,58523E-05
0,000153352
5,67853E-05
5,99083E-05
5,33713E-05
0,000151595
0,000128565
0,000159857
0,000135664
0,000138532
0,000165725
2,49297E-05
7,40017E-05
0,00017164
0,000075607
0,00014325
1,34133E-05
0,0001349
0,000008949
0,000103631
4,14193E-05

15,54167
4,225
10,52833
3,546667
8,511667
6,37
7,085
9,073333
1,243333
6,973333
5,815
13,21
1,773333
17,01833
3,665
5,753333
14,115
7,966667
8,571667
15,665
13,88333
14,84167
10,30667
7,66
4,616667
1,43
4,18
6,565
4,741667
16,79167
8,546667
8,565
10,055
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ApaSat42
ApaSat43
ApaSat44
ApaSat45
ApaSat46
ApaSat47
ApaSat48
ApaSat49
ApaSat50
ApaSat51
ApaSat52
ApaSat53
ApaSat54
ApaSat55
ApaSat56
ApaSat57
ApaSat58
ApaSat59
ApaSat60
ApaSat6l
ApaSat62
ApaSat63
ApaSat64
ApaSat65
ApaSat66
ApaSat67
ApaSat68
ApaSat69
ApaSat70
ApaSat71
ApaSat72
ApaSat73
ApaSat74

90
61
21
113
39
97
4841
631
1633
1543
1813
595
152
42
92
40
499
42
2258
187
106
1277
61
29
80
27
43
20
32
24
75
354
58

66.7
68.9
38.1
75.1
48.8
44.6
42.0
73.9
63.0
73.7
51.0
55.5
64.5
57.1
53.4
57.5
66.3
50.0
61.0
68.4
60.4
51.8
70.5
44.8
71.2
63.0
60.5
50.0
56.2
66.7
56.0
69.5
65.5

7,35167E-05
0,000145389
0,000105435
5,79233E-05
0,013966168
0,00245406

0,002542092
0,003588679
0,003168859
0,002308124
0,001296854
0,001642283
0,001503833
0,001002504
0,000803213
0,000591998
0,000598357
0,000374007
0,000645128
0,000522933
0,000368419
0,000352373
0,000420323
0,000307267
0,000341097
0,000292668
0,000140675
0,000112334
0,00022819

0,000195716
0,000239986
0,000255035
0,000175205

5,75353E-05
0,000117577
3,85947E-05
5,51633E-06
0,010090606
0,001789784
0,00292509
0,003518296
0,002689567
0,002156108
0,00154454
0,00101407
0,001341473
0,001038557
0,000878313
0,000503159
0,000551366
0,000208647
0,000417107
0,000437774
0,000345223
0,000333233
0,000449695
0,000267524
0,000360566
0,000307149
0,00006692
7,72237E-05
0,000232747
0,000157123
0,000289671
0,000262451
0,000179025

4,786667
9,078333
24,69667
4,446667
1,863333
15,4
7,983333
13,375
9,106667
7,133333
3,23
7,648333
6,803333
13,78
21,13333
2,466667
9,438333
6,85
11,98333
10,5
4,21
2,42
5,566667
16,17167
6,748333
6,391667
4,008333
8,766667
14,03333
26,915
9,001667
8,641667
5,883333
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ApaSat75 1251 53.5 0,000158948 0,000179529 1,85
ApaSat76 185 68.6 0,000207487 0,000177954 6,23
ApaSat77 166 71.7 0,000206439 0,000263488  7,346667
ApaSat78 393 55.2 0,000155062  0,0001856 8,086667
ApaSat79 657 53.4 0,000152106 0,000168053 1,036667
ApaSat80 191 62.3 0,000188692 0,000211636  8,553333
ApaSat81 40 67.5 0,000132085 0,000126259 14,765
ApaSat82 1279 53.6 0,000134732 0,000170621 6,188333
ApaSat83 33 48.5 0,000105129 7,55573E-05 14,29833
ApaSat84 52 44.2 9,72613E-05 0,000127061 8,76
ApaSat85 68 58.8 8,36723E-05 8,63883E-05 3,528333
ApaSat86 648 67.3 0,000162574 0,000168921 8,07
6 ApaSat87 584 58.4 0,000145436 0,000124538 2,36
6 ApaSat88 20 60.0 7,28863E-05 0,000056821 9,04
ApaSat89 24 55.8 9,25673E-05 5,48467E-05 17,80333
7 ApaSat90 80 58.7 9,57123E-05 0,000125476  7,316667
ApaSat9l 43 58.1 9,04323E-05 0,000111439  7,173333
ApaSat92 52 47.7 0,000113577 6,21963E-05 13,76667
5 ApaSat93 142 72.5 0,000131237 0,000133467 9,29
ApaSat94 205 51.7 0,000071144 9,10503E-05 4,955
8 ApaSat95 34 55.9 6,09023E-05 4,07737E-05 5,163333
ApaSat96 419 49.9 7,81223E-05 0,000097486 1,506667
ApaSat97 59 54.2 0,000082698 9,48597E-05 3,235
8 ApaSat98 548 56.4 0,000077397 0,000094291 10,47333
ApaSat99 580 57.1 8,40413E-05 9,33687E-05 5,678333
7 ApaSatl100 41 80.5 4,92593E-05 3,29663E-05 7,613333
ApaSat101 70 57.1 0,000056755 4,38627E-05 6,463333

5.2 Distribuicdo de arrays de satDNAs em reads longos de P. paranae

Raincloudplots para todos os DNAs satélites do catdlogo cujo mondmero fosse
menor do que 250 pares de bases (limitante do software NoiseCancellingRepeatFinder;
Harris et al. 2019) foram gerados. Nestas figuras é possivel compreender a mediana dos

arrays, que foi apresentada para cada satélite. Tendo em vista que DNAs satélites com
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um tamanho de array superior a dez mil pares de bases tendem a ser visiveis com a
técnica de FISH (dos Santos et al. 2021), o ApaSat54 se tornou um étimo candidato para
a aplicacdo deste estudo, visto que existem 4 arrays superiores a 10 kb de extensdo,
sendo um destes de 22,5kb (Figura 4), além de apresentar valor de mediana elevada,
chegando a quase 4 mil pares de bases, como apresentado na tabela 2. A FISH
corroborou com estes dados, pois apresentou sinal em quatro pares de cromossomos
autossomicos (Figura 5).

Os dados gerados pelo NCRF e sua interpretacdo foram importantes para
compreender a ocorréncia de sinais de FISH para o ApaSat54 e a auséncia em ApaSat57
e ApaSat68 (Figura 4). Além de uma possivel explicacdo da falta de sinais visiveis em
FISH do ApaSat20, ApaSat36, ApaSat38 e ApaSat44 nos cromossomos autossdémicos
(Figura 5).

O estudo em reads longos auxiliou em analisar o ApaSat20, que contem arrays
proximo a 1.5 kb, o ApaSat36, contendo seus arrays proximos a 1.3kb, o ApaSat38,
contendo arrays préximos a 3.5kb e o ApaSat44, contendo arrays proximos a 1.4kb,
sendo que os outliers de todos estes DNAs satélites ndo apresentaram tamanhos
superiores a 10kb e com excecdo do ApaSatd44, que apresenta 53 reads, todo
apresentam poucos reads, auxiliando na compreensdo destes ndo sinalizarem nos

cromossomos autossémicos nas técnicas de FISH (Figura 5).

Tabela 2. Abundancia, mediana e tamanho médio dos arrays gerados pelo Raincloud plot.

ApaSat01 8483818 1556,5 1972,063691
ApaSat02 450641 7203 8666,173077
ApaSat06 2995 1497,5 1497,5
ApaSat08 49709 2766,5 3550,642857
ApaSat09 46203 1511 2887,6875
ApaSatll 202058 1940 2377,152941
ApaSatl2 198449 2086 2390,951807
ApaSatl5 20183 1147,5 1441,642857
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ApaSat18
ApaSat20
ApaSat21
ApaSat22
ApaSat23
ApaSat24
ApaSat25
ApaSat28
ApaSat29
ApaSat31
ApaSat34
ApaSat35
ApaSat36
ApaSat38
ApaSat39
ApaSat4?2
ApaSat43
ApaSat44
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ApaSat85 116675 2204 2482,446809
ApaSat88 44050 1314 2202,5
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65 arrays 607 arrays 107 arrays
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Figura 4. FISHs e graficos Raincloud plot de trés novos satélites do estudo, junto da quantidade

de arrays, mediana e média de seus arrays.
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Figura 5. Satélites que ndo apresentaram cluterizagdo nos cromossomos autossomicos em Silva

etal. 2017.
5.3 Distribuicdo cromossémica de dez novas familias de satélite em Psalidodon
paranae

Foram desenhados 10 novos pares de primers contemplando 10 novas familias
de satDNAs, apresentadas na tabela 3, escolhidas a partir da abundéancia destas familias
(ApaSat47 até ApaSat51) ou do seu diferencial entre individuos 1B e OB (ApaSat53,
ApaSat54, ApaSat57, ApaSat60 e ApaSat68). Todas as reacBes de PCR foram bem
sucedidas, sendo possivel a confeccdo de sondas para os mesmos. O mapeamento por
FISH detectou clusters de trés destes novos satélites, ApaSat49, ApaSat53 e ApaSat54.
Enquanto o ApaSat49 e o ApaSat53 foram mapeados dispersos pelos cromossomos, o
ApaSat54 foi mapeado em 4 pares de cromossomos autossémicos. Apenas o ApaSat53
apresentou sinais conspicuos no cromossomo B da espécie em andlise. Os demais
satDNAs analisados foram considerados ndo cluterizados a nivel cromossdmico, devido

a auséncia de sinal no FISH (Tabela 3; Figura 6).
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825  Tabela 3. Presenca ou auséncia de clusterizagéo das familias de DNAs satélites mapeados na

826  espécie Psalidodon paranae (C = clusterizado,; NC = ndo clusterizado).

827
Satélites Presenca de cluster
NC
ApaSat47
NC
ApaSat48
C
ApaSat49
NC
ApaSat50
NC
ApaSat51
C
ApaSat53
C
ApaSat54
NC
ApaSat57
NC
ApaSat60
NC
ApaSat68
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856
857

858
859

ApaSat54 ApaSat51 ApaSat49 ApaSat47

ApaSat60

ApaSat57 ApaSat53 ApaSat50 ApaSat48

ApaSat68

Figura 6. HibridizacBes das dez novas familias de satélites em cromossomos metafasicos de

Psalidodon paranae.
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5.4 Estudos comparativos entre bibliotecas 0B/1B em Psalidodon paranae

Com o sequenciamento de seis individuos de P. paranae, trés destes 1B e trés
0B, realizamos uma busca pela abundancia e divergéncia de cada um dos 101 satélites
do estudo em cada biblioteca. Para esta andlise, fizemos subamostragens de
2x5.000.000 de reads de cada biblioteca gendmica e depois utilizamos o software
RepeatMasker (Smit et al. 2017), utilizando a opg¢do “cross_match”, para obter valores
de abundancia e diversidade do catdlogo total de 101 satDNAs. Apds o estudo de
abundéancia individual, realizamos um estudo de abundancia entre as bibliotecas de
individuos 1B e OB, como apresentado na Tabela 3 do material suplementar, para uma
melhor compreensdo de marcagao que ocorreram nestes cromossomos B.

Para complementar o estudo de abundancia entre bibliotecas 1B e OB,
realizamos a construcdo de graficos de estimativas (Gardner-Altman estimation plot)
(Ho et al. 2019), com foco nos primeiros 45 satélites caracterizados por Silva et al.
(2017). Esta abordagem grafica, utiliza a média de um grupo controle, no nosso caso as
bibliotecas 1B e a normaliza para o valor zero do grafico, que ao comparada com o valor
da média do grupo teste (bibliotecas 0B) gera o tamanho da diferenca, conhecido como
tamanho de efeito (effect size), além de apresentar o intervalo de confianca e um
grafico realizando uma reamostragem de cinco mil vezes dos dados utilizados (Ho et
al.2019) (Figura 3 do material suplementar).

Ao realizar os estudos de abundéancia por razdo entre médias, junto ao de
estimativa, nota-se que um de suas bibliotecas de individuo possuinte do cromossomo
B possui valores de abundancia muito diferencial em relagdo a outras duas bibliotecas,
como apresentado nos DNAs satélites ApaSatOl e ApaSat44 (Figura 3 do material
suplementar), além de uma total auséncia do ApaSat31l (Tabela 1 do material
suplementar). Realizamos um estudo de cobertura de genes presentes no cromossomo
B em Psalidodon paranae, notando uma alteracdo no valor dos picos ao se comparar as
outras duas bibliotecas portadores de cromossomo B (Figura 8), dando indicios deste
ser uma possivel variante do cromossomo B. Para realizar um estudo comparativo,
retiramos esta biblioteca na nossa analise, utilizando entdo duas bibliotecas de
individuos com cromossomo B e trés bibliotecas de individuos ndo portadores deste
cromossomo, montando uma tabela com todas as razdes entre a média 1B sobre OB,

graficos de estimativa pra todos os DNAs satélites que apresentam sinais de FISH no
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892 cromossomo B e uma tabela contendo todos os valores de estimativa para os 101
893  satélites de P. paranae (Tabela 4; Figura 7; Tabela 4 do material suplementar).
894

895 Tabela 4. Razdo de abundéancia entre duas bibliotecas 1B e trés bibliotecas 0B de Psalidodon

896 paranae, em ordem decrescente.

ApaSat45 14,1468970935
ApaSat39 13,1506872276
ApaSat20 7,1787089014
ApaSat37 4,1751739563
ApaSat44 3,3507738548
ApaSat40 3,1935135239
ApaSat33 3,0771942073
ApaSat68 3,0115660490
ApaSat92 2,5742031953
ApaSat59 2,5437454069
ApaSat06 2,3279373420
ApaSat89 2,1519903975
ApaSat23 2,0645295734
ApaSat100 2,0347273481
ApaSat95 2,0321326673
ApaSat01 1,9671525181
ApaSat69 1,9602928291
ApaSatl3 1,9124204264
ApaSat53 1,8291068568
ApaSat25 1,8106536593
ApaSat83 1,7603784323
ApaSatl5 1,7327895883
ApaSat46 1,7315103275
ApaSat88 1,7100103835
ApaSat47 1,7068095541
ApaSat07 1,6667879304
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ApaSat34
ApaSat24
ApaSat32
ApaSat08
ApaSat60
ApaSat26
ApaSat71
ApaSat101
ApaSat57
ApaSat65
ApaSat76
ApaSat10
ApaSat54
ApaSatl4
ApaSat81
ApaSat30
ApaSat85
ApaSat22
ApaSat43
ApaSat62
ApaSat58
ApaSat03
ApaSat02
ApaSat42
ApaSat50
ApaSat87
ApaSat63
ApaSaté61
ApaSat04
ApaSat27
ApaSat35
ApaSatl8
ApaSat51

1,5642448065
1,5319321185
1,5275174157
1,4693409149
1,4555341915
1,4443944818
1,4438050525
1,4217785816
1,3607041640
1,3501855906
1,3298433487
1,3220403283
1,3021816808
1,2799609105
1,2509524074
1,2253457075
1,2171030039
1,2097983724
1,1987378484
1,1798110012
1,1737881757
1,1698802404
1,1636372915
1,1539778455
1,1507463408
1,1460990383
1,1453851155
1,1451836296
1,1278092515
1,0816774438
1,0617270888
1,0469504562
1,0454617765
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ApaSat55
ApaSat4l
ApaSat67
ApaSat21
ApaSat49
ApaSatl6
ApaSat66
ApaSat52
ApaSat29
ApaSat79
ApaSat99
ApaSat82
ApaSat05
ApaSat86
ApaSat93
ApaSat75
ApaSat74
ApaSat28
ApaSat9l
ApaSatll
ApaSat78
ApaSat96
ApaSat94
ApaSat73
ApaSat70
ApaSat12
ApaSatl7
ApaSat80
ApaSat19
ApaSat36
ApaSat56
ApaSat48
ApaSat38

1,0345591577
1,0035410195
1,0017597322
0,9789349482
0,9649657107
0,9633314383
0,9627146739
0,9606574257
0,9534866864
0,9470791953
0,9470682527
0,9469643244
0,9457309055
0,9414027042
0,9311163836
0,9290309644
0,9282921380
0,9229549388
0,9216477176
0,9189617609
0,9159310631
0,9152955296
0,8925118341
0,8888230565
0,8764817592
0,8653731423
0,8514517715
0,8454054046
0,8437746469
0,8318689194
0,8305208088
0,8211582298
0,8139975636
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897

898

899

900

ApaSat98
ApaSat97
ApaSat09
ApaSat64
ApaSat84
ApaSat72
ApaSat90
ApaSat77
ApaSat31

0,8078395605
0,8006195116
0,7944335279
0,7912751976
0,7573626247
0,7512246652
0,6997253119
0,6841857241
0,3616027789
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Figura 7. Cromossomos B marcados retirados do trabalho de Silva et al. 2017, no qual cada
numero representa seu satélite (01 = ApaSat01...44 = ApaSat44) e graficos de confianca para
todos os satélites que apresentaram sinais de FISH no cromossomo B. No grafico de confianca
ambos os grupos sdo plotados nos eixos esquerdos; a diferenca média é plotada em eixos
flutuantes a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenca média é
representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% é indicado pelas extremidades

da barra de erro vertical.
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Figura 8. Gréficos de cobertura de genes presentes no cromossomo B de Psalidodon paranae
para as seis bibliotecas de estudo. Notar a ocorréncia de picos diferenciais da biblioteca 1B

(85965) em relacdo as outras duas bibliotecas 1B (78775 e 78965).

6 Discussao
6.1 Expansdo do satelitoma de Psalidodon paranae e um comparativo entre as
ferramentas RepeatExplorer1 e TAREAN

Utilizando a ferramenta RepeatExplorerl, Silva et al. (2017) caracterizou de pela
primeira vez o satelitoma de um peixe Neotropical, Psalidodon paranae. Em seu
trabalho foram apresentadas 45 familias de DNA satélites para a espécie, nas quais o
ApaSat02 e ApaSat04 foram considerados os Unicos satélites a pertencerem a uma
mesma superfamilia, além da apresentacdo de 16 satélites pertencentes ao
cromossomo B (Figura 7), sendo dois deles exclusivos deste cromossomo, ApaSat20 e
ApaSat44. Neste contexto, o presente trabalho utilizou mais uma ferramenta de analise,
o TAREAN (Novak et al. 2017), caracterizando 56 novos satélites para a espécie P.

paranae (ApaSat46 até ApaSat101), além de 37 familias anteriormente ja caracterizadas
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(totalizando 93 satélites caracterizados pelo TAREAN). Assim, 56 satélites foram
caracterizados exclusivamente pelo TAREAN, enquanto o ApaSat22, ApaSat25,
ApaSat28, ApaSat30, ApaSat32, ApaSat37, ApaSat41l e ApaSat42 foram DNAs satélites
exclusivos da analise de RepeatExplorerl. Com a expansao da colecdo de DNA satélite
em P. paranae, setes novas superfamilias de DNA satélites foram caracterizadas,
totalizando oito superfamilias para a espécie, dos quais quatro foram encontradas
exclusivamente pelo TAREAN (SF2- ApaSatO1 e ApaSat46; SF3- ApaSat30, ApaSat69 e
ApaSat7/3; SF4- ApaSat49, ApaSat50 e ApaSAt59; SF5- ApaSatbl e ApaSat93; SF6-
ApaSat87 e ApaSat88; SF7- ApaSat90 e ApaSat100; SF8- ApaSat95 e ApaSat98).

A Superfamilia 2 é de extrema importancia, pois o ApaSat01, também conhecido
como As51, possui uma variante de 39 pares de bases (ApaSat46), sendo estes os dois
satélites mais abundantes da espécie, como notado nas Tabela 1 e 2 do material
suplementar, além de dois satélites extremamente conservados no género Psalidodon
(Goes et al. 2022). Utilizando de reads longos é possivel notar a abundancia destes dois
satélites, como apresentado nas figuras 1 e 2 do material suplementar, ambos
possuindo a maior quantidade de reads no atual estudo, além do ApaSatO1 contendo
arrays enormes, chegando a valores de 14 mil pares de bases.

A composicdo A+T manteve-se maior que 50%, como nos 45 primeiros satélites,
tendo uma porcentagem de 57,4% e corroborando a tendéncia de que DNAs satélites
sdo mais ricos em conteudo A+T (Silva et al. 2017; Utsunomia et al. 2019; Serrano-
Freitas et al. 2020; Stornioli et al. 2021). A composicdo A+T nos DNAs satélites
encontrados exclusivamente por TAREAN (ApaSAt46 até ApaSat101) teve um acréscimo
de 3.2% em relacdo aos 45 primeiros satélites da espécie e uma diferenciacdo de 3.5%
de comparado com os satélites exclusivos do RepeatExplorerl e uma diferenca de
1.97% ao comparar os 45 satélites caracterizados por RepeatExplorerl e os 93
caracterizados por TAREAN. Dos sete DNAs satélites que possuem seu conteldo A+T
superior a 70%, quatro deles sdo considerados satDNAs complexos, porém seis deles
foram encontrados utilizando a ferramenta TAREAN, resultando em indicios que ndo ha
uma relacdo direta entre tamanho de satélite e seu conteddo A+T, mas sim no modo de
gue estes DNAs satélites foram caracterizados, visto que todos os satélites superiores a
2 mil pares de bases e 85,7% dos satélites mais ricos em AT foram caracterizados pela

ferramenta TAREAN.
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A utilizacdo do TAREAN para caracterizar um satelitoma também tende a
caracterizacdo de satélites complexos, com mondmeros superiores a dois mil pares de
bases e como apresentado por Novak et al. (2017), podendo chegar em até 5 kb. De
fato, no satelitoma da espécie de peixe Prochilodus lineatus, caracterizado com
TAREAN, um DNA satélite com mondomero de 3008 bp (PliSat7) foi apresentado
(Stornioli e Goes et al. 2021), enquanto em Triportheus auritus, satélites que alcangcam
2229 bp (TauSat04) também foram descritos (Kretschmer e Goes et al. 2022). Em
contrapartida, andlises de satelitbmica comparativa que utilizam apenas a pipeline
RepeatExplorer1, tendem a encontrar monémeros com tamanho reduzido, como visto
em Silva et al. (2017), que disponibilizaram um catalogo com poucos satélites
complexos, sendo o maior com 365 pares de base (ApaSatl7). Em Utsunomia et al.
(2019), aproximadamente um terco do satelitoma de Megaleporinus macrocephalus é
considerado complexo (57 satélites), no entanto ndo ha a ocorréncia de nenhum
monomero superior a dois mil pares de bases. Também apresentado em Serrano-
Freitas et al. (2020), ao realizar a caracterizacdo do satelitoma de Characidium gomesi,
foi apresentado o CgoSat35 como o maior do satelitoma da espécie, contendo 677
pares de base. Nos novos 56 satélites caracterizados no atual trabalho, foram
encontrados pelo TAREAN dois novos satélites com seu tamanho superior a dois mil
pares de bases, sendo eles o ApaSat48, contendo 4841 pb e o ApaSat60, contendo 2258
pb, além de que aproximadamente 50% dos satélites caracterizados por TAREAN de P.
paranae possuem seu monémero superior a 100 bp, sendo considerados complexos.

A complementariedade das duas ferramentas utilizadas (RepeatExplorerl e
TAREAN) indica que a aplicacdo de ambos os métodos permite a caracterizacdo de um
catdlogo mais completo de DNAs satélites em uma espécie pois, dentre os oito satélites
exclusivos em RepeatExplorerl, alguns, como o ApaSat28, estd organizado em
pequenos arrays (800 pares de base por NCRF), ou, ate mesmo, longos arrays
(ApaSat22, ApaSat25 e ApaSAt42).

Dos 56 novos satDNAs caracterizados, foram produzidas 10 sondas para satélites
abundantes ou com diferenciacdo em bibliotecas 1B/0B (Tabela 4, Figura 6), sendo trés
destes clusterizados em nivel cromossémico, o ApaSat49, escolhido devido a sua
abundancia, ApaSat53 e ApaSat54, escolhidos devido a possivel presenca no

cromossomo B. Os experimentos de FISH do ApaSat49 e ApaSat53 revelaram marcacdes

47



992

993

994

995

996

997

998

999

1000

1001

1002

1003

1004

1005

1006

1007

1008

1009

1010

1011

1012

1013

1014

1015

1016

1017

1018

1019

1020

1021

1022

dispersas nos cromossomos, enquanto a FISH com ApaSat54 mostrou sinais
cromossdmicos em 4 pares de cromossomos autossomicos. Considerando os trés casos,
apenas ApaSat53 foi mapeado visivelmente no no cromossomo B. Os raincloud plots
nos auxiliam na compreensao da clusterizagGo do ApaSat54, devido a este possuir
arrays que chegam em até 22.5 mil pares de base (Figura 2 suplementar), ja que arrays
com um tamanho maior de 10 mil pares de bases tendem a apresentar sinais
clusterizados nas técnicas de FISH (dos Santos et al. 2021).

O presente trabalho demonstra que a caracterizacdo de DNA satélites utilizando
a ferramenta TAREAN pode ser de grande auxilio par a complementacdo de satelitomas
antes caracterizados por RepeatExplorer1, mais que dobrando o catalogo de satélites da
espécie P. paranae, caracterizando satélites complexos com mondmeros de tamanho
raramente apresentados anteriormente, além de um aumento do numero de
superfamilias na espécie, como o caso do As51 (ApaSat01) e sua variante de 39 pb
(ApaSat46), sendo estes os DNAs satélites mais abundante da espécie. A caracterizagao
por TAREAN e o estudo de abundancia e divergéncia também auxiliou na caracterizacdo
de novos satDNAs extremamente abundantes, como o caso do ApaSat46, ApaSat47,
ApaSat48, ApaSat49 e ApaSat50, todos mais abundantes que o ApaSatO03 e DNAs
satélites com potencial de clusterizagdo a nivel cromossémico, como apresentado pelo
ApaSat49, ApaSat53 e ApaSat54, além de um decréscimo na média de divergéncia

Kiruma dos satélites caracterizados por TAREAN se comparado aos do RepeatExplorerl.

6.2  Andlise do satelitoma de Psalidodon paranae em reads longos

Os Raincloud plots foram de grande auxilio para a explicacdo de duvidas
apresentadas ao longo do trabalho, como por exemplo a auséncia de clusterizagéo no
cromossomo B do ApaSat39 e no ApaSat45 em Silva et al. (2017), sendo que estes dois
satélites foram os que apresentaram os maiores valores na proporcdo 1B/OB nas 6
bibliotecas de estudo (10,5 e 10,3 respectivamente) e graficos de estimativa com
médias diferenciais (figura 7). No entanto, é possivel notar nos boxplots destes dois
satélites (Figura 1 do material suplementar) e em suas analises em reads longos, tabela
2, que ambos possuem somente um read contendo seu array além, de seu pequeno

tamanho (3100 bp e 2725 bp, respectivamente), podendo explicar que mesmo
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ocorrendo sinais em cromossomos autossémicos ha sua auséncia no cromossomo B,
apesar de sua alta abundancia nas bibliotecas 1B.

Estas analises nos ajudam a melhor compreender, por exemplo, a clusterizagdo
do ApaSat54, pois em seu grafico boxplot existem valores discrepantes (outliers)
contendo quatro reads nos quais os arrays sdo maiores do que 10kb, chegando até
22,5kb (mediana = 4434 pb) para um total de 65 reads analisados com 343849 bp
totais, contando a soma total dos arrays, possibilitando entdo sua clusterizacéo a nivel
cromossomico (Figura 4). O estudo do ApaSat54 auxilia no entendimento da auséncia
de sinais a niveis cromossémicos do apaSat57 e ApaSat68, em que ambos possuem uma
grande quantidade de reads (607 e 107, respectivamente), no entanto, possuem uma
mediana destes reads muito baixa, sendo em ApaSat57 um valor quatro vezes menor ao
de ApaSat54, explicando a auséncia de clusterizagdo em nivel cromossémico destes
DNAs satélites, mesmo que ambos abundantes na espécie, além de corroborar com a
ideia de que ndo somente a quantidade de arrays, mas também os respectivos
tamanhos sdo fundamentais para a observacdo de sinais visiveis de FISH.

Um satélite de grande importédncia para a citogenética de peixes, o As51
(Mestriner et al. 2000), também conhecido por ApaSat01 (Silva et al. 2017) é um caso
atipico nesta analise, pois como apresentado em trabalhos anteriores (Abel et al. 2006;
Kantek et al. 2009; Vicari et al.2010; Vicari et al. 2011), este satélite possui marcacdes
em diversos cromossomos de espécies de Psalidodon, como em P. paranae. Nossas
anadlises revelam uma baixa mediana e média do tamanho de seus arrays (1556 e 1972,
respectivamente), porém com sete arrays superiores a 10 mil pares de bases e este
satélite e sua variante (ApaSat46) possuem as maiores abundancias no estudo com as
bibliotecas de reads longos, apresentando 8483818 bp ao longo dos arrays deste DNA
satélite, sendo estes arrays superiores a 10 kb e sua enorme abundancia os principais
motivos de sinais estarem presente em diversos cromossomos da espécie P. paranae.

Os estudos em reads longos nos apresentaram um possivel foco para futuras
andlises, o ApaSat62, que mesmo possuindo uma mediana préxima a 3kb, possuem
cinco reads com arrays superiores a 10kb e quase 200000 bp presentes em seus arrays,
sendo entdo este DNA satélite um bom candidato para futuros experimentos de FISH. O
atual trabalho apresentou o estudo com sequéncias de reads longos uma importante

ferramenta para a compreensdo de como ocorre a estruturacdo genémica dos DNAs
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satélites encontrados tanto por RepeatExplorerl quanto por TAREAN, nos dando
indicios de possiveis candidatos a apresentarem marcacdes cromossdmicas, além de ser
mais um método de auxilio para o estudo de abundancia do catdlogo de DNAs satélites
de uma espécie, como apresentado uma extrema abundancia da Superfamilia 2 (
ApaSat01 e ApaSat46) no qual, em pares de bases, representam quase 74% do estudo

em reads longos.

6.3 Estudo de abundancia em bibliotecas de reads curtos OB e 1B

Com o estudo de abundancia em cinco bibliotecas de reads curtos, trés delas de
espécimes OB e duas de espécimes 1B, foi possivel caracterizar quais dos satélites
pertencentes ao catdlogo de Psalidodon paranae estdo presentes em grande escala nos
cromossomos B da espécie, mesmo quando ndo hd marcacdo cromossdmica, como o
caso do ApaSat39 e ApaSat45, que possuem valores de abundancia muito maiores nas
bibliotecas contendo 1B, como apresentado nas tabelas 1 e 2 do material suplementar,
além de altos valores na proporc¢do de abundancia entre as bibliotecas 1B e 0B (13,1 e
14,1, receptivamente) (Tabela 4).

Dois casos interessantes de DNAs satélites exclusivos do cromossomo B em nivel
cromossémico em P. paranae sdo ApaSat20 e ApaSat44 (Silva et al. 2017), presentes em
uma baixa abundancia em biblioteca OB. Nossas anadlises, utilizando agora cinco
bibliotecas para a comparacado da razdo entre a abundancia das trés bibliotecas 1B pelas
trés bibliotecas OB, revelou em ApaSat20 uma razdo de 7,1 enquanto do ApaSat44
resulta em 3,3, apresentando também uma concentracdo destes nas bibliotecas de
individuos com cromossomo B da espécie. Utilizando graficos de estimativa também é
possivel notar grande diferenca entre as duas bibliotecas 1B, se comparadas as trés
bibliotecas OB, auxiliando na compreensdo de sinais exclusivos aos cromossomos B da
espécie (Figura 7).

Referente ao As51, também conhecido por ApaSat01, este possui um alto valor
entre a propor¢do de abundancia 1B/0B (1.9) e ndo é clusterizado no cromossomo B. Ao
realizar o estudo de estatisticas de estimativa & possivel notar que as duas bibliotecas
1B também sdo dadas como diferentes em relacdo as trés OB (Figura 7). O provavel
motivo das duas andlises apresentarem um resultado contrdrio aos sinais na FISH pode

ser apresentado na analise em Jongs reads, visto que o ApaSatOl1 e ApaSat46 juntos
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representam mais de 70% de toda a analise dos arrays, sendo extremamente presentes
na espécie P. paranae, muito provavelmente possuindo uma quantidade de seus
mondmeros no cromossomo B, o que leva a essa diferenciacdo das bibliotecas, mas ndo
a ponto de formar arrays de tamanho possiveis a acarretar sinais a niveis
cromossOmicos, pois a maior porcentagem de seus arrays possuem tamanhos proximos
a 1500bp (Tabela 2).

Utilizando somente o método de razdo entre bibliotecas 1B/0OB, com exceg¢do
ApaSat05 e ApaSatl9, que possuem uma razao inferior a 1, todos os resultados
corroboram com os sinais em FISH dos 16 satélites (Tabela 4). Ao utilizar o estudo
grafico Gardner-Altman, nota-se que o ApaSat05, ApaSat18 e ApaSat19 apresentaram
um padrdo comum entre os dois tipos de bibliotecas, com resultados muito similares ao
método de estudo entre a razdo, o caso do ApaSatl8 pode ser explicado por possuir
uma biblioteca OB (78769) com uma abundancia de satélites superior as outras duas
(Figura 7; Tabela 2 do material suplementar), podendo ser observados em alguns casos
como ApaSat01, ApaSat02, ApaSatl5, ApaSat20 e ApaSat34. Por outro lado, ApaSat23,
ApaSat37, ApaSat39 e ApaSat45, apresentaram valores diferenciais nos dois métodos
de analises a ndo sao clusterizados em nivel cromossdémico no cromossomo B. Uma
alternativa para explicar a ndo ocorréncia de sinais destes 4 satélites no B é que o
ApaSat39 e ApaSat45 possuem apenas 1 array em nossas analises em reads longos,
enquanto o ApaSat23 possui somente 16 arrays com uma baixa abundancia (Tabela 2).

O estudo utilizando mais de uma biblioteca de reads curtos quando se deseja
um enfoque em algum diferencial, no caso do presente estudo, abundancia e
cromossomo B, auxilia para dados estatisticos mais concisos, o que retorna uma maior
precisdo de quais DNAs satélites podem ser candidatos para futuras analises
citogenéticas. A utilizacdo de mais de uma biblioteca de reads curtos também garante
uma maior confiabilidade nos dados gerados em ordem de abundéancia de cada satélite
qgque forma o satelitoma da espécie, se comparado separadamente os satélites
caracterizados por RepeatExplorer1, ApaSat0O1 até o ApaSat45, e TAREAN, ApaSat46 até
0 ApaSat101. Estas analises retornam uma melhor confiabilidade de quanto um satélite
realmente é abundante em uma espécie, visto que a criacdo do satelitoma é realizada,
em grande parte dos casos, utilizando a biblioteca de somente um individuo e com isso,

satélite que possuem uma baixa abundancia pode ser melhor estudado tendo como
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base mais de um individuo a espécie, como o caso do ApaSat37, que no atual trabalho

se tornou o satélite menos abundante da espécie.
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Tabela 1. Abundancia, média e desvio padrdo das trés bibliotecas 1B de P. paranae.

Satélites

ApaSat01
ApaSat02
ApaSat03
ApaSat04
ApaSat05
ApaSat06
ApaSat07
ApaSat08
ApaSat09
ApaSat10
ApaSatll
ApaSatl2
ApaSatl3
ApaSatl4
ApaSat15
ApaSatl6
ApaSatl7
ApaSatl8
ApaSat19
ApaSat20
ApaSat21
ApaSat22
ApaSat23
ApaSat24
ApaSat25
ApaSat26
ApaSat27
ApaSat28

Biblioteca
78757_B
0,076289398
0,00539699
0,002854778
0,001733889
0,000772962
0,001135622
0,000244313
0,000795429
0,000415547
0,000625501
0,000312832
0,000309438
0,000452479
0,000224886
0,000456844
0,00027705
0,00011912
0,000231817
0,000237916
0,000272253
0,000060126
0,000172541
0,00014471
0,000096539
0,000117834
0,000172336
0,000116091
0,000116272

Biblioteca
78965_B
0,057660662
0,005228224
0,002585729
0,001734647
0,000665356
0,000991613
0,000241349
0,000817204
0,00056204
0,000677821
0,000311151
0,000357797
0,000006558
0,000228733
0,00038248
0,000275357
0,000062145
0,000277798
0,00029058
0,000205179
0,000088383
0,000198509
0,00008976
0,000087012
0,00007544
0,000265589
0,00016204
0,000178809

Biblioteca
85965_B
0,023355125
0,003788581
0,001874014
0,001400907
0,000340979
0,000313088
0,000075058
0,00035391
0,000658713
0,000379376
0,000294154
0,000354728
0,000070025
0,000214117
0,000123203
0,000256477
0,000077323
0,000262914
0,000418856
0,000013429
0,00003877
0,000146222
0,000064687
0,000024725
0,0000096
0,000072296
0,000079798
0,000161488

Média da
Abundancia
0,052435062
0,004804598
0,002438174
0,001623148
0,000593099
0,000813441
0,000186907
0,000655514
0,000545433
0,000560899
0,000306046
0,000340654
0,000176354
0,000222579
0,000320842
0,000269628
0,000086196
0,00025751
0,000315784
0,00016362
6,24263E-05
0,000172424
0,000099719
6,94253E-05
6,76247E-05
0,000170074
0,00011931
0,00015219

Desvio
Padrao 1B
0,0268512474
0,0008839338
0,0005067583
0,0001924664
0,0002248736
0,0004392602
0,0000968751
0,0002614238
0,0001224306
0,0001593656
0,0000103327
0,0000270777
0,0002412276
0,0000075763
0,0001751527
0,0000114205
0,0000295057
0,0000234621
0,0000930658
0,0001343235
0,0000248864
0,0000261437
0,0000409305
0,0000390036
0,0000545386
0,0000966664
0,0000412154
0,0000322887
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ApaSat29
ApaSat30
ApaSat31
ApaSat32
ApaSat33
ApaSat34
ApaSat35
ApaSat36
ApaSat37
ApaSat38
ApaSat39
ApaSat40
ApaSat4l
ApaSat42
ApaSat43
ApaSat44
ApaSat45
ApaSat46
ApaSat47
ApaSat48
ApaSat49
ApaSat50
ApaSat51
ApaSat52
ApaSat53
ApaSat54
ApaSat55
ApaSat56
ApaSat57
ApaSat58
ApaSat59
ApaSat60
ApaSat61l

0,000120507
0,000153246
0,000119853
0,000041246
0,000202229
0,000120416
0,000076872
0,000107491
0,000046628
0,00008977
0,000075561
0,000315293
0,00004146
0,000061151
0,000103339
0,000132261
0,000010373
0,019614674
0,003388467
0,002378881
0,003373745
0,003011697
0,002141573
0,001925733
0,0019323
0,001602993
0,001126315
0,000658111
0,000666081
0,000680836
0,000621811
0,000664993
0,000500939

0,0001382
0,000186254
0,000162536
0,000034915
0,000253206
0,000416559
0,000083676

0,00013084
0,000065378
0,000129846

0,00015981
0,000346601
0,000041672
0,000071638
0,000178549
0,000126383
0,000145705
0,015329303
0,002721175
0,002425043
0,003416325
0,003178321
0,002366684
0,001041814
0,001777386
0,001890691
0,001022583
0,000800804
0,000703221
0,000613537
0,000439677
0,000549234
0,000501725

0,000130163
0,00018596
0
0,000039244
0,000149212
0,000051489
0,000081406
0,000131853
0,000002626
0,000107308
0,000041372
0,000362168
0,00002845
0,000087761
0,000154279
0,00005766
0,000017692
0,006954526
0,001252538
0,002822352
0,003975968
0,003316558
0,002416116
0,000923014
0,001217162
0,001017814
0,000858613
0,000950724
0,000406692
0,000500699
0,000060534
0,000721157
0,000566136

0,000129623
0,000175153
0,000144518
3,84683E-05
0,000201549
0,000196155
8,06513E-05
0,000123395
3,82107E-05
0,000108975
9,22477E-05
0,000341354
0,000037194
7,35167E-05
0,000145389
0,000105435
5,79233E-05
0,013966168
0,00245406

0,002542092
0,003588679
0,003168859
0,002308124
0,001296854
0,001642283
0,001503833
0,001002504
0,000803213
0,000591998
0,000598357
0,000374007
0,000645128
0,000522933

0,0000088588
0,0000189729
0,0000221042
0,0000032360
0,0000520003
0,0001939621
0,0000034642
0,0000137823
0,0000322117
0,0000200899
0,0000609567
0,0000238739
0,0000075733
0,0000134041
0,0000383850
0,0000414783
0,0000761092
0,0064392112
0,0010927310
0,0002438073
0,0003360768
0,0001526506
0,0001463400
0,0005478552
0,0003762250
0,0004448069
0,0001349758
0,0001463214
0,0001615505
0,0000910228
0,0002863431
0,0000876661
0,0000374167
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ApaSat62
ApaSat63
ApaSat64
ApaSat65
ApaSat66
ApaSat67
ApaSat68
ApaSat69
ApaSat70
ApaSat71
ApaSat72
ApaSat73
ApaSat74
ApaSat75
ApaSat76
ApaSat77
ApaSat78
ApaSat79
ApaSat80
ApaSat81l
ApaSat82
ApaSat83
ApaSat84
ApaSat85
ApaSat86
ApaSat87
ApaSat88
ApaSat89
ApaSat90
ApaSat9l
ApaSat92
ApaSat93
ApaSat94

0,000416163
0,00038187
0,000321168
0,000379628
0,000346644
0,000297247
0,000234329
0,00019086
0,000182697
0,000227871
0,000210438
0,000238177
0,000150517
0,000167395
0,000197006
0,000164067
0,000178426
0,000161005
0,000190742
0,000164464
0,000139511
0,000139205
0,000098727
0,000082754
0,000154299
0,000153741
0,000081646
0,000133989
0,000070985
0,000103971
0,000154663
0,000112852
0,000078968

0,000398432
0,000381491
0,000390497
0,000342787
0,000347601
0,000318132
0,000168739
0,000111902
0,0002253

0,000225838
0,000224778
0,000228368
0,000181858
0,000166181
0,000276295
0,000196482
0,000161567
0,000157314
0,000167095
0,000151424
0,000183633
0,000126814
0,000093735
0,000127533
0,000163747
0,000131724
0,000112683
0,00010207

0,000104612
0,000101444
0,000165549
0,000135694
0,000083559

0,000290663
0,000293757
0,000549304
0,000199385
0,000329045
0,000262624
0,000018957
0,000034241
0,000276574
0,00013344

0,000284743
0,000298561
0,000193239
0,000143269
0,000149159
0,000258768
0,000125192
0,000137998
0,000208239
0,000080366
0,000081051
0,000049368
0,000099322
0,00004073

0,000169677
0,000150844
0,00002433

0,000041643
0,00011154

0,000065882
0,00002052

0,000145164
0,000050905

0,000368419
0,000352373
0,000420323
0,000307267
0,000341097
0,000292668
0,000140675
0,000112334
0,00022819

0,000195716
0,000239986
0,000255035
0,000175205
0,000158948
0,000207487
0,000206439
0,000155062
0,000152106
0,000188692
0,000132085
0,000134732
0,000105129
9,72613E-05
8,36723E-05
0,000162574
0,000145436
7,28863E-05
9,25673E-05
9,57123E-05
9,04323E-05
0,000113577
0,000131237
0,000071144

0,0000679200
0,0000507630
0,0001169560
0,0000952269
0,0000104480
0,0000280359
0,0001103946
0,0000783104
0,0000470052
0,0000539425
0,0000394180
0,0000380121
0,0000221245
0,0000135923
0,0000642127
0,0000481293
0,0000272067
0,0000123562
0,0000206485
0,0000452617
0,0000514577
0,0000486863
0,0000030684
0,0000434088
0,0000077558
0,0000119632
0,0000448231
0,0000469007
0,0000216929
0,0000212987
0,0000807736
0,0000166108
0,0000176772
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1411
1412

ApaSat95
ApaSat96
ApaSat97
ApaSat98
ApaSat99
ApaSat100
ApaSat101

0,000086535
0,000076583
0,000074394
0,000065292
0,000082402
0,000070997
0,00006176

0,00007918
0,000101874
0,000077499
0,000087052
0,000094451
0,000063158
0,000062966

0,000016992
0,00005591
0,000096201
0,000079847
0,000075271
0,000013623
0,000045539

6,09023E-05
7,81223E-05
0,000082698
0,000077397
8,40413E-05
4,92593E-05
0,000056755

0,0000382049
0,0000230206
0,0000117965
0,0000110850
0,0000096945
0,0000311099
0,0000097320

Tabela 2. Abundéancia, média e desvio padrdo das trés bibliotecas OB de P. paranae.

Satélites

ApaSat01
ApaSat02
ApaSat03
ApaSat04
ApaSat05
ApaSat06
ApaSat07
ApaSat08
ApaSat09
ApaSat10
ApaSatll
ApaSatl2
ApaSat13
ApaSat14
ApaSatl5
ApaSatl6
ApaSatl7
ApaSatl8
ApaSat19
ApaSat20
ApaSat21

Biblioteca
78769
0,043656434
0,005480538
0,001918363
0,001745319
0,000820675
0,000638331
0,000241439
0,000596079
0,00056403
0,000667553
0,000369628
0,000396934
0,000011147
0,000180881
0,000424049
0,000305688
0,000126465
0,000230152
0,000314985
0,000066616
0,000096436

Biblioteca
78969
0,025911086
0,003355543
0,001789742
0,00132027
0,00049822
0,000352726
0,000102777
0,000507715
0,000657071
0,000378804
0,000327027
0,000381743
0,000177288
0,000179034
0,000178462
0,000265257
0,000082316
0,000217755
0,000281225
0,000018627
0,000053131

Biblioteca
85970
0,032572547
0,004860473
0,003267618
0,001547606
0,000962385
0,000379621
0,000092848
0,000542488
0,000624718
0,000432405
0,000321858
0,000377879
0,000171609
0,000171686
0,000124055
0,000289206
0,000110553
0,000282235
0,000343311
0,000014517
0,00007799

Meédia da
Abundancia
0,034046689
0,004565518
0,002325241
0,001537732
0,000760427
0,000456893
0,000145688
0,000548761
0,000615273
0,000492921
0,000339504
0,000385519
0,000120015

0,0001772
0,000242189
0,000286717
0,000106445
0,000243381
0,000313174
3,32533E-05
7,58523E-05

Desvio
Padrdo OB
0,0073191149
0,0008922443
0,0006684268
0,0001736659
0,0001942244
0,0001287653
0,0000678274
0,0000363461
0,0000385665
0,0001254076
0,0000214049
0,0000082246
0,0000770160
0,0000039715
0,0001304988
0,0000165995
0,0000182564
0,0000279364
0,0000253788
0,0000236506
0,0000177437
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ApaSat22
ApaSat23
ApaSat24
ApaSat25
ApaSat26
ApaSat27
ApaSat28
ApaSat29
ApaSat30
ApaSat31
ApaSat32
ApaSat33
ApaSat34
ApaSat35
ApaSat36
ApaSat37
ApaSat38
ApaSat39
ApaSat40
ApaSat4l
ApaSat42
ApaSat43
ApaSat44
ApaSat45
ApaSat46
ApaSat47
ApaSat48
ApaSat49
ApaSat50
ApaSat51
ApaSat52
ApaSat53
ApaSat54

0,000205826
0,000019418
0,000089756
0,000104691
0,000157805
0,000105922
0,00017996

0,000144899
0,00013818

0,000135969
0,000068962
0,000112676
0,000302007
0,000061685
0,000142815
0,000037711
0,000174696
0,000013448
0,000099808
0,000034474
0,000053957
0,000135839
0,000039106
0,000002208
0,013919456
0,002479199
0,002519209
0,003261246
0,002546825
0,001963134
0,002053265
0,001090026
0,001462514

0,000119603
0,000044732
0,000055271
0,000032869
0,000167637
0,000141025
0,000157118
0,000144293
0,000146901
0,000182161
0,000005672
0,000075532
0,000071511
0,000082715
0,000152617
0,000002092
0,000081704
0,0000018
0,000100535
0,000029098
0,000064165
0,000128735
0,000032298
0,000010269
0,006891176
0,001518547
0,002381845
0,003445212
0,002826398
0,00230068
0,001054137
0,000874406
0,001124408

0,000134627
0,000106206
0,000034698
0,000022554
0,000129342
0,000138747
0,000142492
0,000117799
0,000130516
0,000179044
0,000000155
0,000033797
0,000141403
0,000082421
0,000134319
0,000000437
0,000148299
0,000011599
0,00011055

0,000060686
0,000054484
0,000088157
0,00004438

0,000004072
0,009461186
0,001371607
0,003874217
0,00384843

0,002695477
0,00220451

0,001526217
0,001077779
0,001437498

0,000153352
5,67853E-05
5,99083E-05
5,33713E-05
0,000151595
0,000128565
0,000159857
0,000135664
0,000138532
0,000165725
2,49297E-05
7,40017E-05
0,00017164
0,000075607
0,00014325
1,34133E-05
0,0001349
0,000008949
0,000103631
4,14193E-05
5,75353E-05
0,000117577
3,85947E-05
5,51633E-06
0,010090606
0,001789784
0,00292509
0,003518296
0,002689567
0,002156108
0,00154454
0,00101407
0,001341473

0,0000376082
0,0000364417
0,0000227153
0,0000365320
0,0000162389
0,0000160378
0,0000154183
0,0000126346
0,0000066938
0,0000210789
0,0000312169
0,0000322204
0,0000964981
0,0000098451
0,0000074765
0,0000171943
0,0000391283
0,0000051112
0,0000049015
0,0000137992
0,0000046928
0,0000210043
0,0000049457
0,0000034457
0,0029035963
0,0004911668
0,0006734727
0,0002452240
0,0001142117
0,0001419892
0,0004080980
0,0000988841
0,0001538278
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ApaSat55
ApaSat56
ApaSat57
ApaSat58
ApaSat59
ApaSat60
ApaSat61
ApaSat62
ApaSat63
ApaSat64
ApaSat65
ApaSat66
ApaSat67
ApaSat68
ApaSat69
ApaSat70
ApaSat71
ApaSat72
ApaSat73
ApaSat74
ApaSat75
ApaSat76
ApaSat77
ApaSat78
ApaSat79
ApaSat80
ApaSat81
ApaSat82
ApaSat83
ApaSat84
ApaSat85
ApaSat86
ApaSat87

0,001157212
0,000856901
0,000615658
0,000612293
0,000387397
0,000481949
0,000477244
0,000397041
0,000368198
0,000410106
0,000351067
0,000362484
0,000291075
0,00014465

0,000133529
0,000230509
0,000211374
0,000256553
0,000231107
0,00019614

0,00018278

0,000229804
0,00020915

0,000176988
0,000176744
0,000207607
0,000151391
0,00015472

0,000123878
0,000118474
0,000136649
0,000181108
0,00015718

0,000924461
0,000883524
0,000472202
0,000491577
0,000148883
0,000402506
0,000459181
0,000321349
0,00023873

0,000494872
0,000243292
0,000370125
0,000335649
0,000030398
0,000062645
0,000225301
0,000144566
0,000300658
0,000294419
0,000176307
0,000137861
0,000189245
0,000301324
0,000165104
0,000126445
0,00019626

0,000097698
0,000151824
0,000054801
0,000118872
0,000067342
0,000175458
0,000109714

0,001033999
0,000894515
0,000421618
0,000550227
0,00008966

0,000366866
0,000376898
0,000317278
0,000392772
0,000444107
0,000208214
0,00034909

0,000294723
0,000025712
0,000035497
0,000242431
0,000115428
0,000311802
0,000261827
0,000164628
0,000217946
0,000114812
0,000279989
0,000214707
0,00020097

0,000231042
0,000129688
0,000205319
0,000047993
0,000143836
0,000055174
0,000150198
0,000106719

0,001038557
0,000878313
0,000503159
0,000551366
0,000208647
0,000417107
0,000437774
0,000345223
0,000333233
0,000449695
0,000267524
0,000360566
0,000307149
0,00006692
7,72237E-05
0,000232747
0,000157123
0,000289671
0,000262451
0,000179025
0,000179529
0,000177954
0,000263488
0,0001856
0,000168053
0,000211636
0,000126259
0,000170621
7,55573E-05
0,000127061
8,63883E-05
0,000168921
0,000124538

0,0000950749
0,0000157917
0,0000821854
0,0000492887
0,0001286872
0,0000481035
0,0000436731
0,0000366788
0,0000675728
0,0000348304
0,0000607846
0,0000086939
0,0000202075
0,0000549967
0,0000413277
0,0000071701
0,0000401635
0,0000238558
0,0000258508
0,0000130075
0,0000327753
0,0000476194
0,0000393974
0,0000211461
0,0000310392
0,0000144827
0,0000220538
0,0000245637
0,0000342807
0,0000118631
0,0000358852
0,0000134388
0,0000231140
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1413
1414
1415
1416
1417

ApaSat88
ApaSat89
ApaSat90
ApaSat9l
ApaSat92
ApaSat93
ApaSat94
ApaSat95
ApaSat96
ApaSat97
ApaSat98
ApaSat99
ApaSat100
ApaSatl101

0,000089299
0,000058587
0,000130625
0,000138109
0,000107613
0,00011169

0,000154075
0,000083095
0,000115814
0,000089209
0,000102875
0,00011145

0,000072978
0,000054389

0,000049038
0,000067115
0,000128051
0,000089702
0,000029426
0,000162515
0,000047434
0,000020218
0,000067484
0,000091038
0,000075473
0,000076778
0,000017297
0,000042077

0,000032126
0,000038838
0,000117751
0,000106506
0,00004955

0,000126195
0,000071642
0,000019008
0,00010916

0,000104332
0,000104525
0,000091878
0,000008624
0,000035122

0,000056821
5,48467E-05
0,000125476
0,000111439
6,21963E-05
0,000133467
9,10503E-05
4,07737E-05
0,000097486
9,48597E-05
0,000094291
9,33687E-05
3,29663E-05
4,38627E-05

0,0000239808
0,0000118431
0,0000055623
0,0000200676
0,0000331486
0,0000213768
0,0000456478
0,0000299298
0,0000213878
0,0000067394
0,0000133234
0,0000141940
0,0000285132
0,0000079664

Tabela 3. Razdo de abundancia entre trés bibliotecas 1B, contendo uma possivel variagdo de

cromossomo B e trés bibliotecas 0B de Psalidodon paranae, em ordem decrescente.

ApaSat45
ApaSat39
ApaSat20
ApaSat40
ApaSat37
ApaSat44
ApaSat33
ApaSat68
ApaSat92
ApaSat59
ApaSat06
ApaSat23
ApaSat89

10,5003323464
10,3081536112

4,9204190056
3,2939371424
2,8487077535
2,7318455054
2,7235737934
2,1021368799
1,8261097921
1,7925392210
1,7803765728
1,7560696424
1,6877476601
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ApaSat53
ApaSat60
ApaSat32
ApaSat01
ApaSat100
ApaSat95
ApaSatl3
ApaSat69
ApaSat83
ApaSat46
ApaSat47
ApaSat15
ApaSatl101
ApaSat07
ApaSat88
ApaSat42
ApaSat25
ApaSat30
ApaSatl4
ApaSat71
ApaSat43
ApaSat08
ApaSaté61
ApaSat50
ApaSat57
ApaSat87
ApaSat76
ApaSat24
ApaSat65
ApaSat34
ApaSat10
ApaSat22
ApaSat26

1,6194958206
1,5466726763
1,5430745163
1,5400928315
1,4942314887
1,4936682990
1,4694370688
1,4546619991
1,3913804969
1,3840762058
1,3711484419
1,3247619624
1,2939249780
1,2829242399
1,2827358430
1,2777655470
1,2670597199
1,2643498389
1,2560849208
1,2456276200
1,2365428613
1,1945359301
1,1945271651
1,1782041717
1,1765616988
1,1678100066
1,1659589294
1,1588593685
1,1485559569
1,1428238506
1,1379099544
1,1243674683
1,1218974282
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ApaSat54
ApaSat58
ApaSat51
ApaSat62
ApaSat35
ApaSatl8
ApaSat63
ApaSat04
ApaSat02
ApaSat03
ApaSat81
ApaSat49
ApaSat19
ApaSat93
ApaSat70
ApaSat74
ApaSat73
ApaSat85
ApaSat55
ApaSat86
ApaSat29
ApaSat67
ApaSat28
ApaSat66
ApaSat16
ApaSat64
ApaSat27
ApaSat56
ApaSat79
ApaSatll
ApaSat99
ApaSat4l
ApaSat80

1,1210306081
1,0852277708
1,0705049716
1,0671933477
1,0667178083
1,0580530910
1,0574352306
1,0555467523
1,0523665296
1,0485681556
1,0461406052
1,0200049494
1,0083350984
0,9832917083
0,9804222324
0,9786603361
0,9717445669
0,9685605695
0,9652848567
0,9624262971
0,9554756739
0,9528524158
0,9520382843
0,9460025386
0,9403976744
0,9346846196
0,9280128807
0,9144948272
0,9051053338
0,9014484842
0,9001021042
0,8979864476
0,8915860383
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1418

1419

1420

1421

1422

1423

1424

1425

1426

1427

1428

ApaSat09
ApaSat75
ApaSatl2
ApaSat31
ApaSat97
ApaSat48
ApaSat36
ApaSat52
ApaSat78
ApaSat72
ApaSat21
ApaSat98
ApaSat9l
ApaSatl7
ApaSat38
ApaSat96
ApaSat82
ApaSat77
ApaSat94
ApaSat05
ApaSat84
ApaSato0

0,8864899538
0,8853629961
0,8836260415
0,8720367517
0,8717930698
0,8690644426
0,8613918292
0,8396376569
0,8354630666
0,8284789756
0,8229981939
0,8208312564
0,8114962745
0,8097728397
0,8078201330
0,8013697693
0,7896546537
0,7834863871
0,7813700115
0,7799555513
0,7654716120
0,7627959737
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1429
1430
1431
1432
1433

Tabela 4. Gréfico contendo as estatisticas de estimativa, apresentado a média das duas

bibliotecas 1B como Grupo Controle, a média das duas bibliotecas OB como Grupo Teste, 0

Limite inferior e superior atingido pelo Grupo Teste, e, quando ha diferenca entre os grupos,

demarcado por “S” na quinta coluna e por “N” quando a diferenca ndo ocorre.

Grupo Grupo Teste Limite inferior Limite superior Diferencga entre Sinais no
Controle bibliotecas cromossomo B em
FISH
ApaSat01B ApaSatO1A - - S
0,048157825000000  0,019919344000000
ApaSat02B ApaSat02A - 0,000045625666667 N X
0,002041447000000
ApaSat03B ApaSat03A - 0,000547364500000 N
0,001022162333333
ApaSat04B ApaSatO4A - - S
0,000413998000000  0,000054474333333
ApaSat05B ApaSat05A - 0,000243226000000 N X
0,000220939000000
ApaSat06B ApaSatO6A - - S X
0,000773931000000  0,000439518666667
ApaSat07B ApaSat07A - - S
0,000148501000000  0,000001392000000
ApaSatO8B ApaSat08A - - S X
0,000298601500000  0,000217213666667
ApaSat09B ApaSat09A  0,000022219333333  0,000219955333333 S
ApaSat10B ApaSat10A - 0,000015892000000 N
0,000281150000000
ApaSatl11B ApaSat11A  0,000010707000000  0,000057636500000 S
ApaSati2B ApaSat12A  0,000021370000000 0,000081144333333 S
ApaSat13B ApaSat13A - 0,000166944000000 N
0,000387844666667
ApaSat14B ApaSat1l4A - - S X
0,000057047000000  0,000045928500000
ApaSat15B ApaSat15A - 0,000004387000000 N X
0,000314653333333
ApaSat16B ApaSat16A - 0,000024837000000 N
0,000010946500000
ApaSat17B ApaSat17A - 0,000053712000000 N
0,000027391666667
ApaSat18B ApaSat18A - 0,000033057000000 N X
0,000055910666667
ApaSat19B ApaSat19A  0,000001898333333  0,000095953000000 S
ApaSat20B ApaSat20A - - S
0,000256366000000  0,000155929333333
ApaSat21B ApaSat21A - 0,000024012666667 N
0,000026965666667
ApaSat22B ApaSat22A - 0,000020301000000 N
0,000073898000000
ApaSat23B ApaSat23A - - S
0,000116854000000  0,000004045333333
ApaSat24B ApaSat24A - - S
0,000057077500000  0,000002019500000
ApaSat25B ApaSat25A = 0,000005310333333 S
0,000091841666667
ApaSat26B ApaSat26A - - S
0,000136247000000  0,000011253666667
ApaSat27B ApaSat27A - 0,000023415333333 N
0,000045176333333
ApaSat28B ApaSat28A - 0,000051198666667 N
0,000031441666667
ApaSat29B ApaSat29A - 0,000023786000000 N
0,000020401000000
ApaSat308 ApaSat30A - - S
0,000053183333333  0,000011806666667
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ApaSat31B
ApaSat32B
ApaSat33B8
ApaSat34B
ApaSat35B

ApaSat368
ApaSat378B

ApaSat38B
ApaSat39B
ApaSat40B
ApaSat41B
ApaSat42B
ApaSat43B
ApaSat44B
ApaSat45B
ApaSat46B
ApaSat47B
ApaSat48B
ApaSat49B
ApaSat508B
ApaSat51B
ApaSat52B
ApaSat53B
ApaSat54B
ApaSat55B

ApaSat56B
ApaSat57B

ApaSat58B
ApaSat59B
ApaSat60B
ApaSat61B
ApaSat62B
ApaSat63B

ApaSat64B
ApaSat65B

ApaSat668
ApaSat67B

ApaSat31A
ApaSat32A
ApaSat33A
ApaSat34A
ApaSat35A

ApaSat36A
ApaSat37A

ApaSat38A
ApaSat39A
ApaSat40A
ApaSat41A
ApaSat42A
ApaSat43A
ApaSat44A
ApaSat45A
ApaSat46A
ApaSat47A
ApaSat48A
ApaSat49A
ApaSat50A
ApaSat51A
ApaSat52A
ApaSat53A
ApaSat54A
ApaSat55A

ApaSat56A
ApaSat57A

ApaSat58A
ApaSat59A
ApaSat60A
ApaSat61A
ApaSat62A
ApaSat63A

ApaSat64A
ApaSat65A

ApaSat66A
ApaSat67A

0,000012208666667

0,000039252000000

0,000219409000000

0,000321750666667

0,000021991000000
0,000006311000000

0,000064389333333

0,000028104000000

0,000154743666667

0,000246550666667

0,000012468000000

0,000017505333333

0,000090392000000

0,000097693666667

0,000142875666667

0,011866828000000

0,001967880000000

0,000020117000000

0,000133785000000

0,000581945333333

0,000323091333333

0,000714236000000

0,000990103000000

0,000661919666667

0,000165341333333
0,000064971333333

0,000264741666667

0,000169705000000

0,000512410000000

0,000286247000000

0,000124041000000

0,000097528000000

0,000143140000000
0,000030942666667
0,000159721333333
0,000001967500000

0,000025841000000

0,000060230000000

0,000030881500000

0,000114315666667
0,000104759000000

0,000005549000000

0,000039026666667

0,000020790000000
0,000076127000000

0,000063345666667

0,000208081333333
0,000010488666667

0,000038866666600
0,000027764000000

0,000084942000000

0,000002791000000

0,003552532500000

0,000575622000000
0,001472255000000

0,000340279000000

0,000272579666667
0,000094993666667

0,000678408333333

0,000691442333333

0,000157156333333
0,000082763000000

0,000229076666667

0,000068993000000

0,000034893500000

0,000143347000000

0,000093766000000

0,000024088000000

0,000010256500000
0,000003089666667

0,000145448666667

0,000010140500000
0,000022524000000

0,000024760000000
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1434
1435
1436
1437
1438
1439

ApaSat68B
ApaSat69B

ApaSat70B
ApaSat71B

ApaSat72B
ApaSat73B

ApaSat74B8
ApaSat75B
ApaSat768

ApaSat77B
ApaSat78B

ApaSat79B

ApaSat80B
ApaSat81B

ApaSat82B
ApaSat83B

ApaSat84B
ApaSat85B

ApaSat86B
ApaSat878B
ApaSat88B
ApaSat89B

ApaSat90B
ApaSat91B

ApaSat92B
ApaSat93B
ApaSat94B
ApaSat95B
ApaSat96B

ApaSat97B
ApaSat98B

ApaSat99B
ApaSat100B

ApaSat101B

ApaSat68A
ApaSat69A

ApaSat70A
ApaSat71A

ApaSat72A
ApaSat73A

ApaSat74A
ApaSat75A
ApaSat76A

ApaSat77A
ApaSat78A

ApaSat79A

ApaSat80A
ApaSat81A

ApaSat82A
ApaSat83A

ApaSat84A
ApaSat85A

ApaSat86A
ApaSat87A
ApaSat88A
ApaSat89A

ApaSat90A
ApaSat91A

ApaSat92A
ApaSat93A
ApaSat94A
ApaSat95A
ApaSat96A

ApaSat97A
ApaSat98A

ApaSat99A
ApaSat100A

ApaSat101A

0,000207055000000

0,000146313666667
0,000001737000000
0,000102730333333
0,000031775000000

0,000002165500000

0,000013337000000

0,0000259534000000

0,000161483000000
0,000012668000000

0,000009360666667

0,000034560000000
0,000009300333333

0,000060246000000

0,000030843666667

0,000088942666667
0,000019879666667

0,000068303000000

0,000013549000000

0,000046023666667

0,000074919666667

0,000095151000000
0,000016572333333

0,000013005500000

0,000130680000000

0,000019169000000

0,000033825500000

0,000067123666667

0,000021744500000
0,000012319666667

0,000002445000000

0,000012639666667

0,000059482000000

0,000024922666667

0,000062173000000

0,000011050333333
0,000055760000000

0,000015480500000
0,000093934666667

0,000055187000000
0,000035119000000
0,000039436000000
0,000005758666667

0,000121049500000
0,000044710500000

0,000033735166667

0,000056135333333

0,000007267333333
0,000048941666667

0,000009131500000
0,000047605000000

0,000030792666667
0,000023042333333

0,000009634000000

0,000007865500000

0,000040640333333
0,000057924000000

0,000035401500000

0,000052493000000
0,000037556333333

0,000072811500000

0,000002375000000

0,000034795000000

0,000028385500000
0,000038683000000

0,000022524000000

0,000005900500000

0,000007371000000

73



1440

2 soec. - B [ o 5. i _
i - H i f f
ApaSat01 ApaSat02 ApaSat06 ApaSat08 ApaSat09 ApaSat11
Eon | - L Em H ' H -
i T b - — [ § § B
ApaSat12 ApaSat15 ApaSat18 ApaSat20 ApaSat21 ApaSat22
o | S !wu -l“’l ] h ’"W R
i t Faca k.. [ f
ApaSat23 ApaSat24 ApaSat25 ApaSat28 ApaSat29 ApaSat31
Feon Fuomw &w Fanen. Exyos. B
t ] Far ¢ t 11
ApaSat34 ApaSat35 ApaSat36 ApaSat38 ApaSat39 ApaSat42
i i P
Foan T ¥ 11
s ] . o
1441 ApaSat43 ApaSat44 ApaSat45

1442  Figura 1. Raincloud plots dos satélites caracterizados por Silva et al. (2017)
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Figura 2. Raincloud plots dos novos satélites caracterizados no atual trabalho.
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Figura 3. Graficos de confianga apresentando um grafico em que ndo ha diferenca entre as

bibliotecas (ApaSat01) e todos os que apresentaram diferenca média entre 1B e 0B. Ambos os

grupos sdao plotados nos eixos esquerdos; a diferenca média é plotada em eixos flutuantes a

direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenca média é representada

como um ponto; o intervalo de confianca de 95% é indicado pelas extremidades da barra de

erro vertical. Nestes graficos foi inserido a terceira biblioteca 1B, sendo possivel notar a

diferenca dela para as demais em casos como ApaSAt01, ApaSat39 e ApaSat44.
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