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Resumo

Com a popularizagdo do sequenciamento de nova geragao tornou-se possivel estudar elementos
que, outrora, era inacessivel o estudo massivo, como por exemplo os DNAs satélites. Com isso,
houve um grande desenvolvimento de formas de se estudar estes elementos e melhor
compreender sua possivel funcionalidade e dinamica evolutiva. Portanto, visando descrever os
processos evolutivos dessas sequéncias em Actionpterygii, seis catalogos de DNAs satélites
foram descritos, com 233 novos DNAs satélites distribuidos nas seis espécies, com 106 DNAs
satélites compartilhados entre todas as espécies exceto Polypterus senegalus, a maioria deles
no género Acipenser, corroborando a predicdo da hipdtese Library. Além disso, foi
caracterizado 12 DNAs satélites altamente conservados (>95% de similaridade) e observou-se
que um conjunto de satDNAs foi encontrado apenas no género Acipenser, nao ocorrendo nos
demais grupos externos, demonstrando que este conjunto de sequéncias possui uma origem de,
pelo menos, 100 ma. Por fim, o satDNA Hindlll, que ja foi isolado em outras espécies de
Acipenser, foi isolado no presente estudo enquanto outros satDNAs foram encontrados em

possiveis regides de IncRNA ou mRNA de scaffolds nao ancorados de Acipenser ruthenus.

Palavras-chave: Satelitomica comparativa, Evolucao em Concerto, Hipotese Library.



Abstract

With the popularization of next-generation sequencing, it has become possible to study
elements that were previously inaccessible to large-scale study, such as satellite DNAs. This
has led to significant developments in methods for studying these elements and better
understanding their potential functionality and evolutionary dynamics. Therefore, aiming to
describe the evolutionary processes of these sequences in the Actionpterygii clade, six catalogs
of satellite DNAs were described, with 233 new satellite DNAs distributed across the six
species, with 106 satellite DNAs shared among all species except Polypterus senegalus, most
of them in the genus Acipenser, corroborating the prediction of the Library hypothesis.
Furthermore, 12 highly conserved satellite DNAs (>95% similarity) were characterized, and it
was observed that a set of satDNAs was found only in the genus Acipenser, not occurring in
other outgroups, demonstrating that this set of sequences has an origin of at least 100 million
years ago. Finally, satDNA HindIll, which has already been isolated in other Acipenser species,
was isolated in the present study, while other satDNAs were found in possible IncRNA or

mRNA regions of unanchored scaffolds of Acipenser ruthenus.

Keywords: Comparative satelitomics, Concerted evolution, Library Hypothesis.
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1. Introducio

1.1 Genoma de organismos eucarioticos e DNA satélite

O genoma de organismos eucaridticos apresenta diversos elementos que conferem sua
complexidade tnica. Entre eles, destacam-se os genes responsaveis pela expressao de proteinas
ao longo da vida dos organismos; os pseudogenes, que sdo copias de genes que perderam sua
fungdo devido a mutagdes e que podem surgir tanto por duplicagdo quanto por
retrotransposi¢ado, influenciando a regulagao génica; e os elementos repetitivos, cuja principal

funcdo ¢ a regulacdo do genoma e de sua estrutura (Biscoti et al., 2015).

Os elementos repetitivos podem ser divididos em duas grandes categorias: i) os
elementos repetitivos dispersos ¢ ii) os elementos repetitivos em tandem (Yuan et al., 2018). A
primeira categoria inclui transposons e retrotransposons, que possuem a capacidade de se
mover pelo genoma e se duplicar, inserindo-se em regides distintas (Kojima, 2019). J4 a
segunda categoria ¢ composta por familias multigénicas e DNAs satélites (satDNAs). As
familias multigénicas sdo formadas pelo gene e pelo espacador, que juntos compdem o
mondmero. Por outro lado, os satDNAs consistem em mondmeros organizados em
conformagdo cabega-cauda, formando longos arrays repetidos, que podem alcancar centenas a
milhares de copias e ser encontrados em diferentes regides do genoma, como as centromericas,
pericentroméricas, intersticiais e subteloméricas, preferencialmente associadas a
heterocromatina, sendo um elemento estrutural do genoma (Garrido-Ramos, 2017; Ruiz-Ruano

etal., 2016).

Os DNAs satélites (satDNAs) sdo elementos altamente diversos, cujas caracteristicas
incluem composi¢do de bases, conteudo A+T, tamanho do mondémero, extensdo dos arrays,
que podem ser longos e concentrados em regides especificas do genoma ou curtos e dispersos
e niimero de copia no genoma (Satovié-Vuksi¢; Plohl, 2023). Segundo a teoria da evolugdo em
concerto (Elder; Turner, 1995), os monomeros de satDNA evoluem de maneira coordenada, de
modo que mutagdes ocorridas nessas sequéncias sd3o homogeneizadas dentro do individuo e,
posteriormente, na populacdo, ou eliminados. Esse processo ocorre por meio da fixacdo ou
eliminacdo das mutacdes nos arrays de satDNA, promovido por mecanismos de troca nao
reciproca, como crossing-over desigual e conversdo génica (Elder; Turner, 1995; Satovié-

Vuksi¢; Plohl, 2023; Smith, 1976).



Sob uma perspectiva evolutiva, ¢ possivel observar que espécies proximas
compartilham essas sequéncias, embora apresentem padrdes distintos de abundancia e
divergéncia. Em alguns casos raros, essas sequéncias podem ser conservadas em grandes
grupos taxondmicos, enquanto, em outras situacdes, novos satDNAs podem surgir
independentemente nessas espécies (Dos Santos et al., 2021; Garrido-Ramos, 2017; Ruiz-

Ruano et al., 2016; Sales-Oliveira et al., 2024).

Para explicar a diversidade de DNAs satélites entre diferentes espécies, Fry & Salser
(1977) propuseram a hipotese Library. Esta hipotese afirma que espécies proximas
compartilham DNAs satélites, mas com perfis distintos de abundancia, enquanto espécies mais
distantes podem nao compartilhar DNAs satélites, possuindo uma "biblioteca" completamente
diferente. Estudos recentes corroboram essa hipotese, demonstrando que espécies proximas,
como membros dos géneros Psalidodon e Astyanax (Goes et al., 2022), compartilham DNAs
satélites, assim como membros da familia Serrasalmidae (Goes et al., 2023). Estudos realizados
com duas espécies de gafanhotos demonstraram que ambas as espécies possuem bibliotecas
especificas de satDNA que sdo resultados de processos de amplificacdo e contragdo especificos
oriundos de um conjunto de satDNAs presentes no ancestral em comum (Camacho et al., 2022)
e, observando grupos mais amplos, foi identificado um DNA satélite conservado na subordem
Characoidei, denominado CharSat01-52 (dos Santos et al., 2021), refor¢ando a validade da
hipdtese Library ao explicar os diferentes padrdes de abundancia observados tanto em espécies

proximas quanto em espécies mais distantes.

O advento do sequenciamento de segunda geracao reduziu significativamente os custos
para sequenciar organismos ndo-modelo, € com o desenvolvimentos de pipelines especificas
para caracterizacdo de elementos repetitivos, principalmente DNAs satélites (Ruiz-Ruano et
al., 2016). Os estudos com esses elementos ganharam notoriedade e permitiram um maior
conhecimento acerca da dindmica evolutiva, localizagdo gendmica, bem como as possiveis
fun¢des. Como exemplo, na infraclasse Teleostei, estudos que observaram o acuimulo de DNAs
satélites em cromossomos B (Stornioli et al., 2021), em cromossomos sexuais (De Moraes et
al., 2023) e estudos comparativos (dos Santos et al., 2021; Utsunomia et al., 2017)
demonstraram que € possivel aliar a bioinforméatica com a citogenética classica, dando origem
a citogenOmica, area que visa justamente responder grandes perguntas existentes ha décadas e
levantar novas questdes devido a quantidade massiva de dados gerados pela bioinformatica e

as questdes naturalmente desenvolvidas e que serdo trabalhadas nos proximos anos.



Nos Actinopterygii basais (Hughes et al., 2018), os estudos com DNAs satélites
concentram-se principalmente na ordem Acipenseriformes. Dois DNAs satélites conservados
foram descritos por Robles e colaboradores (2004), onde observaram que uma das principais
caracteristicas do grupo, a evolu¢do molecular lenta, reflete-se na evolugdo desses elementos
repetitivos. Os dois DNAs satélites conservados, Pstl e Hindlll, apresentam taxas de mutagao
de 0,07% a 0,11% por milhao de anos, respectivamente, e 0 DNA satélite HindIIl ¢ amplamente
distribuido na ordem Acipenseriformes (Lanfredi et al., 2001). Outros estudos utilizaram DNAs
satélites para investigar a presenca de cromossomos sexuais em Acipenser ruthenus,
identificando possiveis pares cromossomicos com acumulo de sequéncias repetitivas (Biltueva
et al., 2017). Além disso, foi descrito que, apds eventos de duplicacdo gendmica exclusivos
deste grupo, a distribuicdo cromossdmica dos DNAs satélites correlaciona-se com as alteragdes

cariotipicas observadas em Acipenser baerii (Biltueva et al., 2020).

1.2 Aspectos genomicos de Acipenseriformes

Ao longo da historia evolutiva dos vertebrados, ocorreram dois eventos de duplicacdo
gendmica na base do grupo, ha aproximadamente 600 milhdes de anos, resultando em
alteracdes gendmicas significativas ao longo do tempo (Dehal; Boore, 2005). Dentro da
infraclasse Teleostei, um terceiro evento de duplicagdo gendmica ocorreu ha cerca de 320
milhdes de anos (Vandepoele et al., 2004). Esses eventos podem ser vantajosos para as
espécies, pois promovem alteracdes epigenéticas, mudangas na expressao génica e nas vias de
regulagdo do genoma, potencializando a adaptagdo a condigdes ambientais extremas ou, até
mesmo, levando ao surgimento de novas espécies (Rieseberg et al., 2007; Sémon; Wolfe, 2007;

Van De Peer; Maere; Meyer, 2009).

Em Actinopterygii, grande parte dos faxa que compde o grupo ndo apresentam
evidéncias de eventos de duplicagdo gendmica, exceto na ordem Acipenseriformes, que
apresentam eventos de duplicacdo exclusivos, resultando em numeros dipldides elevados,
superiores a 200 cromossomos em algumas espécies, refletindo um elevado grau de poliploidia
funcional e estrutural (Du et al., 2020; Trifonov et al., 2016). Estes eventos nao sao exclusivos
do grupo supracitado, notavelmente eventos de duplicagdo gendmica ocorreram dentro de

Teleostei, sendo o Salmoniformes o grupo de maior destaque, na qual o evento ocorreu entre



50 - 100 ma em um processo de autoploidizagdo e com subsequente rediploidizacao (Dysin et

al., 2022)

1.3 Importancia da ordem Acipenseriformes

O taxon Actinopterygii ¢ um dos grupos mais diversos de Vertebrata, compreendendo
mais de 30 mil espécies validas e representando mais da metade dos vertebrados descritos (Van
Der Laan; Eschmeyer; Fricke, 2014). Esses organismos possuem ampla distribuigao
geografica, ocupando praticamente todos os continentes e mares, e apresentam elevada
diversidade morfofisiologica, além de grande importancia comercial, bioldgica e para estudos

evolutivos (Friedman, 2015).

Um dos grupos de destaque dentro de Actinopterygii ¢ a familia Acipenseridae,
conhecida principalmente pelos esturjoes, que t€ém grande importancia economica devido a
producdo de caviar, uma fonte de renda significativa para diversas comunidades ha séculos
(Bronzi; Rosenthal; Gessner, 2011). Entretanto, a intensa exploragdo desses peixes para
consumo e produgdo de caviar resultou no declinio populacional de varias espécies, que agora
constam na lista de espécies ameacadas de extingdo, agravado pela destruicdo de habitats

devido as atividades antropicas (Pikitch et al., 2005; Raposo et al., 2023).

Os Acipenseridae sao encontrados exclusivamente no hemisfério norte e incluem os
géneros Acipenser, Polyodon e Psephurus. O género Acipenser abrange 25 espécies de
esturjoes, muitas com relevancia econdmica, enquanto Polyodon spathula e Psephurus gladius
sdo espécies de grande porte, com desenvolvimento lento e habitos diddromos ou
potamddromos (Ludwig, 2008). Ja o grupo externo ¢ a familia Polypteridae, Ginica familia que
possui representantes atuais na base dos Actinopterygii, contendo 13 espécies do género
Polypterus, incluindo a espécie P. senegalus, presente no estudo, e uma espécie do género

Erpetoichthys (Near; Thacker, 2024)

Entre as espécies de interesse deste estudo, destacam-se: 1) Acipenser oxyrinchus,
encontrada no Atlantico Norte, principalmente na costa leste; ii) Acipenser ruthenus, restrita
ao Mar Negro, majoritariamente de a4gua doce, mas com populagdes estuarinas; iii) Acipenser
schrenckii, do Nordeste da Asia (Rio Amur), com habitos de agua doce e estuarinos; iv)
Acipenser sinensis, presente no leste da Asia (bacia do rio Yangtze, China), com

comportamento anadromo; v) Polyodon spathula, espécie de d4gua doce encontrada no interior
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da América do Norte (Choudhury; Dick, 1998) e Polypterus senegalus, encontrado em grande
parte da Africa equatorial (Lévéque, 1997).

Entender os elementos repetitivos no genoma, em especial os DNAs satélites, ¢
fundamental para compreender a estrutura gendmica, a evolucao e auxilia na montagem de
genomas com maior precisao (Shapiro & Sternberg, 2005; Tang et al., 2011; Terresen et al.,
2019). O presente estudo tem como objetivo compreender a historia evolutiva dos satDNAs
em um dos ramos basais dos Actinopterygii, grupo relevante e diversificado dentro dos
vertebrados, visando compreender sua dinamica evolutiva, associagdes com possiveis outros

elementos e satDNAs conservados nos taxa estudados.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Estudar a evolucdo de satDNAs em Actinopterygii basais, buscando compreender a

diversidade, caracteristicas, associagdes e dindmica evolutiva.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar todos os satelitomas caracterizados, visando encontrar DNAs satélites
compartilhados no grupo;

¢ Quantificar a similaridade destes DNAs satélites e agrupa-los;

e Buscar os DNAs satélites altamente conservados em todas as espécies do estudo;

e Analisar os satDNAs conservados em /ong-reads ou genomas a nivel cromossomico;



3. Material e métodos

3.1 Espécies utilizadas

As seguintes espécies da ordem Acipenseriformes foram analisadas no presente
trabalho: Polyodon spathula, Acipenser oxyrinchus, Acipenser schrenckii, Acipenser sinensis
e Acipenser ruthenus, ¢ um representante da familia Polypteridae foi utilizado como grupo
externo, a espécie Polypterus senegalus. Todas estas bibliotecas estdo de acesso publico na
plataforma NCBI, e o nimero de acesso para cada biblioteca, junto com demais dados referente

as bibliotecas e aos genomas dos organismos estao sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas gendmicas das espécies estudadas, com o tamanho estimado do
genoma, e o tamanho total da biblioteca, em gibabases, e o respectivo codigo de acesso na base

de dados “Sequence Read Archive — SRA”

Espécie Tamanho Tamanho total | Cobertura Caédigo de
estimado do | da  biblioteca acesso
genoma (gb) (gb)
Polypterus senegalus Sem dados 11,2 - SRR11149362
Polyodon spathula 1,55 4,70 3,03x% SRR11149443
Acipenser oxyrinchus 2,14 1,09 0,5% SRR 11679494
Acipenser schrenckii Sem dados 16,85 - SRR11183103
Acipenser sinensis Sem dados 0,87 - SRR6327824
Acipenser ruthenus 1,81 6,30 3,48x SRR8371834

3.2 Caracterizacao dos satelitomas

A caracterizacdo de todos os satelitomas das espécies come¢a com o download das
bibliotecas paired-end do SRA e um pré-processamento, iniciando com a checagem de sua
qualidade através do FastQC (Andrews, 2010) utilizando um servidor de alta capacidade, aos
cuidados do Prof. Dr. Claudio de Oliveira, do Instituto de Biociéncias da UNESP — Botucatu,
e depois as bibliotecas foram avaliadas quanto a qualidade e tamanho dos reads utilizando o

software Trimmomatic (Bolger; Lohse; Usadel, 2014) visando remover reads de baixa



qualidade e cortar aqueles que sobraram para 101 pares de base, o padrao para as analises

subsequentes.

Para isolar propriamente o satelitoma das espécies, foi utilizado o software
RepeatExplorer2 (Novak; Neumann; Macas, 2020), na qual foi realizado uma subamostragem
de 500.000 reads para cada biblioteca, totalizando 1.000.000 reads, e na primeira iteracao foi
utilizado o script rexp prepare normaltag (Ruiz-Ruano et al., 2016) para preparar essa
biblioteca para ser enviada ao servidor Galaxy, que foi utilizado até a finalizagao das iteragdes
no RepeatExplorer2 (The Galaxy Community, 2024). No servidor, o RepeatExplorer2 foi
rodado com as configuragdes padrdes, a inica mudanca foi a alocacdo de memodria RAM para
“Extra-Long”, com as sequéncias obtidas, e para as iteragdes subsequentes, essas sequéncias
foram utilizadas para filtrar a biblioteca original de modo a permitir que o RepeatExplorer2
conseguisse obter novos satDNAs utilizando o sofiware DeconSeq (Schmieder; Edwards,
2011) e o script rexp_prepare_deconseq.py (Ruiz-Ruano et al., 2016). A biblioteca resultante,
apos a remogao dos reads pertencentes a sequéncias de iteragdes anteriores, foi enviada para o
Galaxy novamente, o RepeatExplorer? foi rodado nas mesmas configuragdes, e o ciclo

continuou até que nao fosse possivel isolar mais nenhum satDNA.

Com este catdlogo bruto foram removidas as familias multigénicas, sequéncias
altamente conservadas entre os diversos faxa de Vertebrata, utilizando o sofiware Geneious 7.1
usando sua func¢do de anotacdo, que busca similaridade entre uma base de dados (sequéncias
de multigénicas) e sequéncias alvo (satDNAs), também foi realizado a busca por similaridade
entre as sequéncias utilizando o RepeatMasker (Smit, A. F. A.; Hubley, R.; Green, P., 2015) e
a opcdo “de novo assembly” do Geneious, de forma a retirar-se satélites iguais (> 95% de
similaridade), de encontrar as variantes de uma mesma familia (> 80% de similaridade e <
95%), sendo que estes elementos sdo contabilizados na abundancia, mas removidos do catdlogo
final, e agrupando aqueles que possuem uma relacdo de similaridade > 50% em Super Familias

(Ruiz-Ruano et al., 2016).

Para o célculo de abundancia e divergéncia dos satelitomas foi utilizado o software
RepeatMasker (Smit, A. F. A.; Hubley, R.; Green, P., 2015) utilizando 5.000.000 de reads,
totalizando 10.000.000. Quando nao foi possivel utilizou-se o maximo de reads disponivel para
a espécie. De forma a padronizarmos a nomenclatura dos satDNA foi utilizada a convengao
proposta por Ruiz-Ruano e colaboradores (2016) que consiste em nomear os satélites utilizando

a primeira letra do género e as duas primeiras do epiteto especifico, a sigla Sat, seguido pelo



numero do satélite, em ordem decrescente de abundancia, e pelo tamanho da unidade de
repeticao, como exemplo, o primeiro satélite da espécie Acipenser oxyrinchus ¢ o AoxSat01-
4200. A tabela 2 contém informagdes gerais sobre todos os satelitomas caracterizados para as

espécies, e as tabelas completas estdo no material suplementar (Tabelas S1 — S6).

3.2 Satelitomica comparativa e BLAST

Visando melhor compreensao da colecao de satDNAs compartilhado entre as espécies
foi realizado um estudo comparativo usando o catdlogo completo de todas as espécies do
estudo, em uma primeira etapa a opgdo “de novo assembly” do Geneious foi utilizada para
filtrar potenciais similaridades, essas sequencias foram alinhadas para identificar as
similaridades e, a posteriori, 0 RepeatMasker para comparar os catalogos de satDNAs. Para
isso, todos os satelitomas foram agrupados em um arquivo fasta e foi realizado uma analise
para encontrar satDNAs potencialmente similares, na qual todos os satDNAs foram mantidos,
exceto aqueles que apresentavam mais de 80% de similaridade, na qual apenas um
representante foi mantido no fasta final, conforme indicado nas tabelas S7 e 3. Ap0s isso, este
fasta foi utilizado no RepeatMasker contra as bibliotecas de cada estudo, e a posteriori os
resultados de abundancia e divergéncia dos satDNAs encontrados foram plotados em graficos
do tipo RepeatLandscape, utilizando um script previamente estabelecido por Ruiz-Ruano et al.
(2016) denominado satminer_quant.py (https://github.com/fjruizruano/ngs-
protocols/blob/master/satminer quant.py ) gerando assim graficos de propor¢dao genomica € a

Divergéncia-2-Kimura para todos os catalogos (Figuras 1 - 6).

Para a andlise via BLAST (Sayers et al., 2025) foi utilizado a versdo web com os
satDNAs da tabela 3, coluna 1, e os seguintes parametros para a busca: standard database;
“highly similar sequences (megablast)” e as demais opcdes, no BLAST, foram mantidos no
padrdo; de forma a filtrar os resultados, e buscar apenas aqueles mais especificos e com valor
biolégico, os resultados foram filtrados para: Query coverage > 95% e e-value o menor
possivel, no minimo 1. Estes resultados nos levaram a Scaffolds de sequenciamento para as
respectivas espécies, que foram utilizados para analisar a regido que o satDNA foi dado como
resultado do BLAST e todos os resultados obtidos foram sumarizados na tabela 4. De forma a
comparar um dos resultados obtidos as seguintes sequéncias do DNA satélite HindlIl foram
utilizadas para fazer um alinhamento: Acipenser transmontanus: AJ286603.1, A. brevirostrum:

AJ555334.1, A. stellatus: AJ555347.1.



Para analisar os Scaffolds e a possivel presenca de satDNAs foi utilizado a funcao
"Genome data viewer" do NCBI, na qual ¢ possivel visualizar os Scaffolds que contém a
anotacdo do gene previsto, extrair essa regido e visualiza-la, a possivel presenga do respectivo
satDNA ¢ observada utilizando o Geneious, com sua fun¢do de anota¢do. Com isso, obteve-se
as seguintes regides: long non-coding RNA (XR 009323890.1) do AoxSat01-4200, as regides
dos mRNA para os satélites AoxSatl4-52, AscSat25-57, AscSat27-43 e AscSat28-80
(respectivamente: XM_059020450.1, XM _059018971.1, XM_059021770.1,
XM _059020903.1).

Para identificar a regido que o DNA satélite pudesse estar foi observado o DotPlot do
DNA satélite contra a sequéncia supracitada, e assim regides que possuem a repeticdo foram
extraidas e alinhadas, usando a configuragdo padrdao do algoritmo de alinhamento Global
Alignment with free end gaps do Geneious 7.1, além de utilizar a fungdo de anotagdo do
Geneious para poder marcar esses DNAs satélites nos genes previstos. Tanto esses genes como

os alinhamentos foram salvos e montados como as figuras 3, 4 ¢ S8 com o Photoshop CS6.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacao dos satelitomas

4.1.1 Polyodon spathula

Foram realizadas 6 iteracdes no RepeatExplorer2 (RE2) para a espécie, totalizando 69

possiveis satDNAs caracterizados. Apos isso, uma andlise em busca de familias multigénicas,

elementos que possam vir a ser isolados como satDNAs, foi realizada e nenhuma familia foi

encontrada. Na analise de similaridade foram retirados 4 satélites, totalizando 65 satDNAs para

a espécies, com a presenga de 4 superfamilias contendo 27 satDNAs nestas (Tabela 2, Tabela

S1), e para a analise de abundancia e divergéncia dessas sequéncias foi realizado um subsample

de 4.500.000 de reads para cada biblioteca (totalizando 9.000.000) e obtivemos os dados que

geraram a Tabela final do satelitoma (Tabela S1) bem como o RepeatLandscape, que apresenta

a abundancia dos satDNAs e a divergéncia por nivel de substituicdo de Kimura (Figura S1).

Tabela 2. Caracteristicas gerais dos satelitomas caracterizados neste estudo. RUL: Repeat unit

length.
Espécie satDNAs | Super Mediana Média da | Média da | Média do
Familias da RUL abundincia | divergéncia contetudo
(%) (%) A+T (%)
Polyodon 65 4 27 | 178 0.0004176 6.53 55.31
spathula satDNAs)
Acipenser | 34 2 (4 satDNAs) | 51.5 0.001258 7.84 52.38
oxyrinchus
Acipenser | 42 4 (10| 153 0.001027 7.29 56.02
schrenckii satDNAs)
Acipenser | 53 5 (1139 0.000448 7.09 47.79
sinensis satDNAs)
Acipenser | 30 1 (2 satDNAs) | 59 0.000619 6.16 52.08
ruthenus
Polypterus | 09 - 485 0.000763 5.65 57.61
senegalus
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4.1.2 Acipenser oxyrinchus

Ap6s trés iteragdes no RE2 foram encontrados 36 satDNAs para a espécie, na busca por
familias multigénicas foram retiradas duas sequéncias, e nas andlises de similaridade nado foi
encontrado nenhuma variante ou satDNA igual, totalizando 34 satDNAs para a espécie, com a
presenca de 2 SF com 4 satDNA nelas (Tabela 2, Tabela S2). A analise de abundancia e
divergéncia foi realizada utilizando subsamples de 4.000.000, totalizando 8.000.000 reads
total, com tanto a tabela final do satelitoma sendo gerada (Tabela S2) como o RepeatLandscape

(Figura S2).

4.1.3 Acipenser schrenckii

Nesta espécie foram realizadas sete iteragcdes no RE2 para caracterizar-se 44 possiveis
satDNAs, com a andlise de familias multigénicas foram retiradas duas sequéncias, totalizando
42 sequencias caracterizados. A analise de similaridade nao apresentou nenhum elemento como
variantes tampouco mesmo satDNA, apenas quatro SF com 10 satDNAs nelas (Tabela 2, Tabela
S3). Na andlise de abundancia e divergéncia 10.000.000 reads foram utilizados, permitindo a

construgdo da tabela para a espécie (Tabela S3) e a geracao do RepeatLandscape (Figura S3).

4.1.4 Acipenser sinensis

Foram caracterizados 54 satDNAs nas seis iteragoes do RE2, sem a presenga de familias
multigénicas para esta espécie. Com um caso de mesma sequéncia sendo caracterizada mais de
uma vez, a espécie apresenta um satelitoma contendo 53 satDNAs, com 5 SF que possuem 11
satDNAs distribuidos nelas (Tabela 2). A analise de abundancia e divergéncia, realizadas com
um subsample de 10.000.000 de reads, permitiu a finalizacdo da tabela desta espécie (Tabela

S4) e a construgao do RepeatLandscape dos satDNAs (Figura S4).
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4.1.5 Acipenser ruthenus

Com trés iteracdes no RE2 foram isolados 32 possiveis satDNAs, que, na andlise de
presenca de familias multigénicas, foi encontrado um elemento, além de uma variante de uma
mesma familia na anélise de similaridade realizada, logo, o catdlogo desta espécie compreende
30 satDNAs caracterizados, com uma SF com dois satDNAs (Tabela 2). Um subsample de
10.000.000 reads foi necessario para os calculos de abundancia e divergéncia, que gerou os
dados presentes na Tabela do satelitoma desta espécie (Tabela S5) bem como no

RepeatLandscape (Figura S5).

4.1.6 Polypterus senegalus

Apos trés iteragoes no RE2 foram isolados 11 possiveis satDNAs nesta espécie que,
apos a analise da presenga de multigénicas, na qual uma sequéncia foi retirada, e na analise de
similaridade, na qual mais uma sequéncia foi retirada, contém 9 satDNAs caracterizados, sem
a presenga de Super Familias (Tabela S6). Utilizou-se um subsample de 10.000.000 reads para
os calculos de abundancia e divergéncia, com os dados obtidos sendo encontrados na Tabela

S6 e na Figura S6.

4.2 Satelitomica comparativa na ordem Acipenseriformes

A andlise comparativa foi feita utilizando todos os satelitomas descritos para as espécies
deste estudo e relevou a presenca de 106 familias de satDNA que apresentam similaridade (>
50%), resultando em 28 familias conservadas de satDNA (Tabela S8). A maioria dos satDNAs
presente nas familias conservadas foram caracterizados em membros do género Acipenser e
compartilham similaridades entre si, com apenas 18 satDNAs deste grupo das familias
conservadas que foram caracterizados em Polyodon spathula e ndo foram encontrados
satDNAs similares em Polypterus senegalus. Ao observar os satDNAs conservados dentro do
grupo foi possivel constatar que existe um predominio de satDNAs curtos (< 100 pb; 16 no

total) em relagdo aos longos (>100 pb; 8; tabela 3), com todos eles possuindo mais que 50% de
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composi¢do A+T, com a maioria sendo satDNAs com uma abundancia média/baixa nos

genomas na qual foram caracterizados e com uma baixa taxa de divergéncia.

Tabela 3. satDNAs conservados dentro da ordem Acipenseriformes.

satDNA 1 satDNA 11 % de Similaridade
AoxSat14-52 AscSat20-52 100
AscSat28-80 AoxSatl16-80 100
AruSat08-31 AscSat38-31 100
AscSat25-57 PspSat23-57 98.246
AscSat26-28 AsiSat25-28 100
AscSat27-43 PspSat46-43 100
AscSat41-187 AoxSatl1-187 99.465
AscSat07-271 AsiSat01-271 99.262
AscSat02-171 AsiSat21-171 98.83
AoxSat01-4200 AscSat01-4200 98.571
AruSat30-36 PspSat26-36 97.222
AsiSat29-40 PspSat63-40 95

Para compreender a possivel presenga destes satDNAs conservados nas outras espécies
do estudo foi realizado uma analise comparativa com todos os satDNAs, exceto aqueles que
apresentavam similaridade superior a 80%, contra todas as bibliotecas utilizadas, gerando
landscapes com a cobertura dos satDNA nas bibliotecas. De uma maneira geral, observando
os graficos para as espécies do género Acipenser foi possivel observar que as bibliotecas de
satDNAs do género se encontram representadas nos genomas do género, com altas quantidades
de sequéncias com baixa taxa de divergéncia (0 — 5% em niveis de substitui¢do de Kimura),
enquanto Polyodon spathula, o grupo externo do género, também foi encontrado, mas com

taxas maiores de divergéncia nas espécies (0 - >5% nas espécies de Acipenser).

Observando apenas o grafico de P. spathula foi possivel observar que, além de seus
proprios satDNAs, as sequéncias encontradas no género também estdo presentes nesta espécie,
mas com divergéncias maiores que as encontradas no género, conforme previsto pela hipotese
Library, indicando um processo de homogeneizagdo e fixacdo ocorrendo para certas
sequéncias, que deram origem a satDNAs com baixas taxas de divergéncias nas espécies do
género Acipenser, € que este conjunto de satDNAs possui uma origem anterior a separagao de
P. spathula e de Acipenser. Em contrapartida, o grafico de Polypterus senegalus indica
presenca quase exclusiva de sequéncias apenas desta espécie, com baixissima representacdo de

sequéncias de outras espécies que, provavelmente, sao artefatos da analise, como alinhamento
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de regides pequenas ¢ com alguma similaridade com a referida biblioteca, visto que em
nenhuma outra andlise de similaridade obteve resultado que demonstrasse a presenca de
satélites compartilhado, o que indica que ndo houve origem das sequéncias compartilhadas

entre Acipenseriformes nesta espécie.
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Figura 1. RepeatLandscape de grande parte dos satDNAs do estudo contra o genoma de Acipenser oxyrinchus. Cada cor representa o

catalogo parcial de satDNAs da espécie.
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Figura 2. RepeatLandscape de grande parte dos satDNAs do estudo contra o genoma de Acipenser ruthenus. Cada cor representa o catalogo

parcial de satDNAs da espécie.
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Figura 3. RepeatLandscape de grande parte dos satDNAs do estudo contra o genoma de Acipenser schrenckii. Cada cor representa o

catalogo parcial de satDNAs da espécie.

18



Figura 4. RepeatLandscape de grande parte dos satDNAs do estudo contra o genoma de Acipenser sinensis. Cada cor representa o catalogo

parcial de satDNAs da espécie.
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Figura 4. RepeatLandscape de grande parte dos satDNAs do estudo contra o genoma de Polyodon spathula. Cada cor representa o catalogo

parcial de satDNAs da espécie.
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Figura 5. RepeatLandscape de grande parte dos satDNAs do estudo contra o genoma de Polypterus senegalus. Cada cor representa o

catalogo parcial de satDNAs da espécie.
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4.3 Resultados do BLAST

A comparagdo das sequéncias altamente conservadas com a base de dados do NCBI, via
BLAST, trouxe como resultado seis DNAs satélites com algum tipo de resultado consideravel,
com o AoxSat01-4200 sendo extremamente similar com um possivel IncRNA, os DNAs
Satélites AoxSatl14-52, AscSat25-57, AscSat27-43 e AscSat28-80 apresentando similaridade
com diversas classes de possiveis mRNA e com o AscSat02-171 apresentando similaridade

com 0 DNA satélite HindIll.
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Tabela 5. Resultados sumarizados do BLAST. Como em alguns casos a quantidade de dados

era alta, apenas um resultado foi apresentado na coluna “Resultados do BLAST”, com a

sequéncia de maior valor sendo descrita, com o cédigo de acesso para determinada sequéncia

e na coluna organismos outras espécies que tiveram hit que condizem com os parametros

estabelecidos para a analise.

satDNA [ Resultado do BLAST Organismos: Codigo de acesso
AoxSat01- | PREDICTED: Acipenser ruthenus uncharacterized Acipenser ruthenus - 1 | XR 009323890.1
4200 LOC131730125 (LOC131730125), ncRNA hit.
Diversos mRNA, como exemplo: PREDICTED: Acipenser ruthenus - 91 | XM_059020450.1
AoxSat14- Acipenser ruthenus guanine nucleotide binding hits; Polyodon spathula
52 protein (G protein), gamma 3 (gng3), transcript - 9 hits.
variant X4, mRNA
Arugelit08- Nio houve correspondéncia i i
Am§2t30- Nio houve correspondéncia i i
Correspondéncia com o DNA satélite HindlIll, como: Acipenser . AJ286603.1
AscSat02- . . . transmontanus - 3 hits;
Acipenser transmontanus Hindlll satellite DNA . .
171 familv. clone pTR1 A. brevirostrum - 1 hit;
Y p A. stellatus - 1 hit.
As028731t 07- Nio houve correspondéncia i i
Acipenser ruthenus - 24 | XM_059018971.1
AscSat25- Diversos mRNA, como exemplo: PREDICTED: hits; Acipenser
57 Acipenser ruthenus uncharacterized LOC117968050 brevirostrum - 1 hit;
(LOC117968050), transcript variant X1, mRNA Polyodon spathula - 5
hits.
Ascggt%— Nao houve correspondéncia i i
AscSat27- Diversos mRNA, como exemplo: PREDICTED: Acipenser ruthenus - 12 | XM_059021770.1
43 Acipenser ruthenus CD48 antigen-like hits; Polyodon spathula
(LOC117409995), transcript variant X1, mRNA - 2 hits.
Diversos mRNA, como exemplo: PREDICTED: Aczp enser rut@?nus ) 84 | XM_059020903.1
AscSat28- . . . hits; A. baerii - 1 hit;
20 Acipenser ruthenus cathepsin D-like Polvedon spathula - 12
(LOC131731654), mRNA yodon
Ascl'SSa7t41- Nio houve correspondéncia i i
A51ie(1)t29— Nio houve correspondéncia i i

Devido a similaridade encontrada AscSat02-171 com o DNA satélite Hindlll foi

realizado um alinhamento deste satélite (Figura 2) com trés sequéncias isoladas em outras

espécies de esturjoes para quantificar a similaridade apresentada, na qual foi observado que

existe um alto grau de similaridade, com Acipenser transmontanus apresentando o maior valor
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de similaridade, com 97.661%, seguido de Acipenser brevirostrum, com 91.813% e com

Acipenser stellatus com 89.474%.

1 10 0 a0 50 70 a0 100 10 120 130 140 150 1680 1m
Consensus CTTTCTC AL AST TG GAGEATTG AAA TTATSALLL AL TAL ARTTGC CCA AAA TTATTATT TTT TG ATAGS EEG CACCACTCCAC TTT T A AL A I3 50C CTO TCT ARA TT T/ CTACTTC TS AL AT AR AR ATTOTS TTTTCT TS ACAGGAACG AACC TG TAAG
Identity

FUC 1, Acipenser brevirostrum
FD 2 Acipenser stellatus

FID 3, Acipensertransmontanus
FEV A AscSat02-171

Figura 6. Alinhamento de AscSat02-171 com sequéncias isoladas de HindIlI de outras espécies

do género Acipenser.

Quatro regides possivelmente transcritas foram identificadas nos scaffolds de Acipenser
ruthenus, uma regido de long non-coding RNA (IncRNA) que teve similaridade com o DNA
satélite AoxSat01-4200, quatro regides, em scaffolds distintos, com mRNAs diferentes, como
do transcrito guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 3 (gng3), transcript
variant X4, mRNA para o AoxSatl14-52, um mRNA ndo caracterizado para AscSat25-57, o
transcrito CD48 antigen-like transcript variant XI mRNA para AscSat27-43 e o transcrito
cathepsin D-like para AscSat28-80, sendo todos esses resultados previstos pelo algoritmo de

predicdo do NCBI, nao sendo dados efetivamente observados por experimento.

A regido do AoxSat01-4200 ¢ uma regido na qual o DNA satélite estd praticamente
inteiro inserido em IncRNA, com 4,179 pares de base presentes no final da regido, (Figura 3a)
com ~90% de similaridade com essa regido; o AoxSat14-52 esta presente apenas em uma
regido do transcrito, com 95,572% de similaridade com a regido que ele esta presente (Figura
3b). O AscSat25-57 esta presente em uma longa regido do transcrito (1,771 pares de base),

onde o mesmo esté repetido em tandem, com 96,842% de similaridade (Figura 3c).

O AscSat27-43 estd presente em uma regido do transcrito (Figura 4b-1) com 86,068%
e, além disso, outro DNA satélite foi encontrado, o AscSat25-57 (figura 4b-ii), previamente
descrito em outro transcrito, presente em tandem nessa regido de ~3.500 pares de base, mas ja
apresentando uma divergéncia em relagdo a sequéncia do transcrito, com o alinhamento
possuindo 74,246% de similaridade com o DNA satélite; por fim, o AscSat28-80 esta presente
em uma regido de ~600 pares de base, também em tandem, com uma similaridade de 96,696%
(figura 4a); todas as regides encontradas na analise do dotplot foram extraidas e alinhadas, com

os alinhamentos presentes na Figura S7.
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Figura 7. As regides extraidas dos scaffolds e o alinhamento com o satDNA
demonstrando a presenca dele. a) AoxSat01-4200 no IncRNA; b) AoxSat14-52 com 0 mRNA;
c) AscSat25-57, com o asterisco indicando a regido que ele se encontra em tandem no possivel

transcrito.
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Figura 8. As regides extraidas dos scaffolds e o alinhamento com o satDNA demonstrando a
presenca dele. a) AscSat28-80 com a regido do DNA satélite destacada, mostrando que ele esta
em tandem neste possivel transcrito. b) AscSat27-43 na regido do possivel transcrito; € possivel
observar que existem dois DNAs Satélites neste transcrito, em i observa-se o AscSat27-43
numa regido final do transcrito, € em ii observa-se uma longa regido, em tandem, do DNA

Satélite AscSat25-57.
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5. Discussao

No presente contexto da Biologia, a gendmica ¢ uma area que vem se expandindo e se
tornando cada vez mais importante, seja no ambito médico, de pesquisa e desenvolvimento,
ambiental ou, no contexto do presente estudo, evolutivo, e essa importancia ¢ multifacetada,
onde os diversos elementos do genoma s3o importantes para se ter uma melhor compreensao

do genoma eucarioto e sua evolucdo, estruturacao e funcionamento.

Os DNAG s satélites se tornam elementos importantes, pois sua descri¢ao e compreensao
auxiliam tanto em processos de montagem de genoma, como permite compreender as
caracteristicas particulares deste elemento, que por muito tempo levantou mais questoes do que
respostas, mas com o advento da gendmica, foram sendo explorados e mais bem
compreendidos. Logo, compreender a evolucdo de satDNAs em Acipenseriformes, uma das
ordens basais dentro de Actinopterygii, ¢ construir um arcabougo que vai permitir o
entendimento da dindmica evolutiva de satDNAs em um dos faxa mais ricos, abundantes e com
uma ampla diversidade tanto de espécies como de caracteristicas genomicas de Vertebrata, na
qual j& existe estudos comparativos em Characoidei, descrevendo inclusive a expressdo do

CharSat01, um satDNA conservado (Dos Santos et al., 2021).

Neste estudo foi realizado a descrigdo de seis novos satelitomas em Actinopterygii, 4
satelitomas para o género Acipenser, nas espécies A. oxyrinchus, A. schrenckii, A. sinensis, A.
ruthenus, € um satelitoma para o género Polyodon, em P. spathula, grupo irmado do género
Acipenser, e de Polypterus senegalus, grupo externo de Acipenseriformes. Como ja descrito
em outros satelitomas dentro de Teleostei, a abundancia dos satDNAs no genoma ¢ baixa, ndo
sendo maior que 0.001% (Goes et al., 2023; Kretschmer et al., 2022; Utsunomia et al., 2017),
diferente do que acontece em outros taxa, como no género Drosophila, na qual o satelitoma de

certas espécies pode ultrapassar 25% (De Lima; Ruiz-Ruano, 2022).

A satelitobmica comparativa revelou caracteristicas interessantes para o grupo, o
primeiro caso ¢ a alta quantidade de satDNAs compartilhados, principalmente entre os
membros do género Acipenser, foram encontrados 106 satDNAs compartilhados entre os taxa,
com grande parte deles sendo compartilhados dentro do género Acipenser, o que corrobora a
hipotese Library (Fry; Salser, 1977) que, em um dos seus pressupostos, diz que cada espécie
contém uma biblioteca de satDNAs que podem ser compartilhados, mas vao apresentar padrdes

de expansao e contragao diferentes nas espécies, o que ¢ observado no presente estudo, com
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satDNAs compartilhados, mas com valores de abundancia que diferem entre as espécies, como
também ¢ observado em outros satelitomas descritos para peixes (Goes et al., 2022, 2023;
Stornioli et al., 2021), como também em outros grupos, como em Coleoptera (Mora et al.,
2024), em aves (Setti et al., 2024) e em Crocodylia (Sales-Oliveira & dos Santos et al., 2024),
sendo este ultimo grupo particular por apresentar algumas caracteristicas similares com a
ordem Acipenseriformes, tempo de divergéncia parecido e uma lenta evolugdo molecular. A
conservacdo destes elementos ao longo de milhdes de anos pode ocorrer por uma possivel
fungdo estrutural ou funcional (Satovié-Vuksié; Plohl, 2023) ou devido a propria evolugdo
molecular lenta neste grupo de organismos (Robles et al., 2004), sendo necessario uma

investigacdo mais aprofundada nestes aspectos.

As caracteristicas gerais dos satDNAs compartilhados demonstra que existe um
predominio de satDNAs curtos em relagdo aos longos, possivelmente indicando que alguns
satDNAs curtos se originaram de novo no ancestral em comum, visto que existe uma hipdtese
de que os curtos possam se originar de novo em uma dada espécie (Camacho et al., 2022) e
que, com o passar do tempo, aumente sua complexidade e tamanho do monomero (Stephan;
Cho, 1994). Todos os satDNAs conservados apresentaram baixa divergéncia, o que ¢ explicado
pelo fato de que mesmo possuindo uma evolucdo molecular e homogeneizagao lenta este
evento vém acontecendo hé pelo menos 150 ma, para aqueles satDNAs que ndo se originaram
de novo no género Acipenser, € ha 100 ma (Shen et al., 2020) para aqueles que se originaram
de novo, tempo suficiente para que essas sequéncias possam ser homogeneizadas (De La
Herran et al., 2001). Conforme ja observado em trabalhos de outro grupo de peixes, os
Teleostei, existe um viés de a média de conteudo A+T neste grupo ser maior que 50%, como
exemplo existem satelitomas com 55% (Silva et al., 2017) e até mesmo 65% (Serrano-Freitas
et al., 2020) de conteudo A+T, na qual ¢ possivel observar este viés na base de Actinopterygii,
com a Unica exce¢ao sendo Acipenser sinensis que possui o conteudo A+T de aproximadamente

48%.

A andlise de similaridade permitiu analisar um grupo de satDNAs que possivelmente
se originaram dentro da ordem Acipenseriformes, pois ndo foram encontrados em Polypterus
senegalus, grupo externo da ordem. A origem pode ter ocorrido por formagdo de novo dessas
sequéncias ou oriundas de outras sequéncias, fato que nao foi possivel descrever devido a baixa
representatividade de membros da familia Polypteridae, que contém 14 membros, mas apenas
um foi estudado no presente estudo (Near; Thacker, 2024) e, da mesma forma, para a ordem

Acipenseriformes, que possui uma boa representagdao de genomas em bases de dados publicas,
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mas que carece de um completo sequenciamento de individuos deste grupo, o que poderia
corroborar ou refutar a hipotese de origem desse grupo de satDNAs em Acipenseriformes,
entretanto, os dados apresentados sdo consistentes com as hipéteses outrora apresentados por
diversos autores, como Fry & Salser (1977) e Camacho et al., (2022) sobre origem e

diversificacao de satDNAs, e permite formular esta hipotese.

Uma hipédtese que tem forca ¢ de que os satDNAs conservados no génreo Acipenser se
originou ha, pelo menos, 100 milhdes de anos (Shen et al., 2020) pois ndo foram encontrados
tanto no grupo externo do género, Polyodon spathula, como no grupo externo da Ordem, na
familia Polypteridae, e os padrdes de expansdo e contragdo das bibliotecas estdo de acordo com
a hipotese Library (Fry; Salser, 1977; Camacho et al., 2022; Satovié-Vuksié; Plohl, 2023), para
confirmar esta hipotese ¢ necessario expandir as analises, abarcando as demais espécies de

Acipenser para tragar o caminho evolutivo destas sequéncias.

Na familia conservada 5 observou-se que os satDNAs AoxSat01-4200 e AscSat01-4200
apresentam 98,571% de similaridade, o que levanta a hipotese para a conservacdo deste
satDNA devido a uma possivel funcdo estrutural no genoma, como ja foram reportados
satDNAs abundantes que apresentam uma padrao de marcacao centromérico/pericentromérico
(vide PliSat01-225 e PliSat02-184 em Stornioli et al., 2021 e PmeSat05-247 e CmaSat05-247
em Goes et al., 2023) além do fato de que satDNAs sao elementos importantes no centromero
(Hartley; O’Neill, 2019; Melters et al., 2013), porém, para validar, sdo necessario experimentos
com Hibridag¢do in situ de Fluorescéncia com sondas deste satDNAs para primeiro confirmar a
sua localizacdo citogenética e posteriormente estudos de expressao para analisar se, de fato,

eles sdo expressos € podem apresentar uma fungao.

De forma a compreender se os satDNAs possuem alguma similaridade com elementos
depositados na base de dados do NCBI uma analise de BLAST foi realizada, onde observou-
se cinco resultados relevantes. Um satDNA conservado em algumas espécies de Acipenser, o
HindIll, (Biltueva et al., 2020) foi encontrado no presente estudo, o AscSat02-171 (Figura 6)
esta presente em trés das cinco espécies do estudo, sendo que em Polyodon spathula e
Acipenser oxyrinchus ele ndo foi encontrado, enquanto que em A. ruthenus apresenta uma
cobertura fragmentada, o que pode indicar que ele estd sofrendo processo de divergéncia da
sequéncia original e homogeneizagdo (Satovié-Vuksi¢; Plohl, 2023), enquanto que em A.

schrenckii e A. sinensis ele fol encontrado.

29



Em estudo previamente realizado, foi observado que o satDNA HindIIl nao foi
encontrado em P. spathula e A. oxyrinchus e encontrado em A. ruthenus (Robles et al., 2004),
o que o presente estudo corrobora, junto com o fato de que as sequéncias analisadas
apresentaram baixa divergéncia, provavelmente pelo fato de que possuem uma evolugdo
molecular mais lenta ou apresenta uma possivel funcdo (Ludwig et al., 2001) e, mesmo
divergindo ha aproximadamente 64 ma do ancestral em comum dos individuos analisados

(Shedko, 2022) apresentam uma consideravel taxa de conservagao.

O satDNA AoxSat01-4200 foi encontrado em uma regido de um possivel long non-
coding RNA (IncRNA), sendo um DNA satélite bem abundante em todas as espécies estudadas,
o IncRNA possui 14,643 pares de base ¢ o satDNA estd presente apenas em uma regido do
IncRNA, o que levanta as hipoteses de que ou ele € ativamente transcrito pois possui uma
funcdo, visto que IncRNA sdo moléculas na qual apenas a regido funcional ¢ mais conservada,
com as demais regides menos reguladas (Zampetaki; Albrecht; Steinhofel, 2018), enquanto que
a segunda hipotese ¢ justamente que o satDNA esté presente nessas regides onde ¢ passivel que
mutagoes ou insercdes de sequéncias ocorram sem prejudicar o funcionamento do IncRNA num

geral (Geisler; Coller, 2013; Zampetaki; Albrecht; Steinhofel, 2018).

Os demais casos sdo de moléculas presentes em possiveis regides génicas que podem
ser expressas, em todos os casos os satDNAs estdo presentes em regides de introns ou na
periferia dos genes, apesar da possivel origem de um satDNAs ser muito debatida, ¢ possivel
levantar a hipotese de que eles estdo presentes nessas regioes devido a uma possivel inser¢ao
via algum elemento transponivel, ja que existem evidéncias de que a movimentacao de TEs
pelo genoma pode carregar satDNAs, que, posteriormente, podem se expandir e gerar longos
arrays (McGurk; Barbash, 2018; Satovié-Vuksi¢; Plohl, 2023). E importante destacar que,
apesar de promissores, os resultados ainda precisam ser mais validados pois as sequéncias
isoladas através da andlise do NCBI sdo sequéncias previstas a partir do algoritmo e da
caracteristica dessas regides dos scaffolds, sendo necessario primeiro a confirmagdo da
existéncia dessa estrutura no genoma da(s) espécie(s) e, a posteriori, testar as hipoteses

apresentadas.
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6. Conclusao

Com o presente estudo foi possivel descrever cinco novos satelitomas para a ordem
Acipenseriformes e um para a familia Polypteridae, contribuindo para a expansdo da analise
de satDNAs em Actinopterygii e sua evolucdo. Foi possivel observar que estes elementos
apresentam um padrao de conservagdo neste grupo, com uma quantia consideravel dos
elementos sendo conservados entre as espécies e indicando que certas sequéncias tenham se
originado h4, pelo menos, 100 milhdes de anos, no género Acipenser, demonstrando que estas
sequéncias podem ser conservadas por longos periodos, conforme ja demonstrado em outros
grupos e, agora, em Actinopterygii. Os resultados do BLAST permitiram concluir que o
satDNA HindIll foi isolado, sendo o AscSat02-171, e corrobora o descrito previamente na
literatura, enquanto outros satDNAs foram encontrados em possiveis regidoes de mRNA e um

deles em regido de IncRNA, o que sugere uma possivel transposi¢ao via elemento transponivel.
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8. Material Suplementar

Tabela S1. Tabela completa do satelitoma de Polyodon spathula.

SF F?;?[')I:\?:e Mondmero | Abundancia | Divergéncia| A+T (%)
PspSat01-219 219 0.002562666 1.51 58
PspSat02-2520 2520 0.001994443 8.26 62
PspSat03-2182 2182 0.001299179 3.61 63

2 PspSat04-178 178 0.001200525 9.99 62

PspSat05-80 80 0.001199661 9.66 43
PspSat06-69 69 0.001101885 3.69 59

2 PspSat07-178 178 0.000994863 7 60

PspSat08-1679 1679 0.000805663 9.93 55
PspSat09-29 29 0.000741369 6.49 55
PspSat10-18 18 0.000729849 11.84 55
PspSat11-359 359 0.000693656 5.77 60

3 PspSat12-138 138 0.000664864 15.71 46

PspSat13-47 47 0.000634725 3.91 55

1 PspSat14-497 497 0.000523954 2.15 46

1 PspSat15-263 263 0.00051763 7.71 45

2 PspSat16-177 177 0.000515587 6.73 61

2 PspSatl7-177 177 0.000500674 11.83 67

1 PspSat18-338 338 0.000484559 3.35 47

PspSat19-39 39 0.000441413 6.76 48

PspSat20-969 969 0.000438125 7.62 37
PspSat21-56 56 0.00040048 9.33 57

2 PspSat22-357 357 0.000379581 3.42 62

PspSat23-57 57 0.000369864 3.86 61
1 PspSat24-587 587 0.000356037 2.67 46
3 PspSat25-315 315 0.00034075 5.79 45
PspSat26-36 36 0.000340086 4.21 55

3 PspSat27-496 496 0.000320589 6.94 45

1 PspSat28-290 290 0.000288768 6.43 44
PspSat29-510 510 0.000278003 8.18 59

2 PspSat30-177 177 0.000274088 13.8 62
PspSat31-224 224 0.000253507 11.04 57

4 PspSat32-814 814 0.000252144 1.55 56

3 PspSat33-1334 1334 0.000248478 10.57 43

4 PspSat34-490 490 0.000247535 5.52 55

4 PspSat35-1293 1293 0.00023869 2.69 54

4 PspSat36-550 550 0.000229485 3.54 56

1 PspSat37-150 150 0.000219338 9.38 42

2 PspSat38-178 178 0.00019542 7.9 61

1 PspSat39-1346 1346 0.000193799 1.64 45
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PspSat40-46 46 0.000191329 2.62 65
PspSat41-358 358 0.000187695 3.91 59
PspSat42-58 58 0.000185541 6.87 55
PspSat43-324 324 0.000178033 8.83 60
PspSat44-82 82 0.000171842 1.89 57
PspSat45-39 39 0.000171741 5.47 61
PspSat46-43 43 0.000169019 6.68 65
PspSat47-518 518 0.000158206 4.98 58
PspSat48-30 30 0.00015448 5.94 73
PspSat49-47 47 0.000152497 9.29 48
PspSat50-40 40 0.00015067 3.45 60
PspSat51-65 65 0.000144235 5.22 61
PspSat52-27 27 0.000143377 10.9 62
PspSat53-631 631 0.000137894 7.26 52
PspSat54-188 188 0.000136512 8.06 42
PspSat55-29 29 0.000131607 6.21 62
PspSat56-68 68 0.000131535 8.79 57
PspSat57-1006 1006 0.000131215 1.81 54
PspSat58-49 49 0.000126357 7.66 42
PspSat59-40 40 0.000122782 5.23 65
PspSat60-441 441 0.000114841 8.74 54
PspSat61-32 32 0.000112509 5.19 53
PspSat62-24 24 0.000110237 14.69 37
PspSat63-40 40 8.95E-05 2.12 50
PspSat64-287 287 8.61E-05 7.17 55
PspSat65-47 47 8.36E-05 3.98 74
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Tabela S2. Tabela completa do satelitoma de Acipenser oxyrinchus.

SF Fsggﬁ:e Mondmero Abundancia Divergéncia '?:;0-;
AoxSat01-4200 4200 0.010950727 2.92 53
AoxSat02-2596 2596 0.010918123 4.37 62

AoxSat03-25 25 0.005136328 20.91 56

1 AoxSat04-1303 1303 0.003768878 3.27 49
AoxSat05-40 40 0.002833053 5.75 55

1 AoxSat06-473 473 0.002084321 2.1 40
2 AoxSat07-297 297 0.000765766 13.84 62
AoxSat08-358 358 0.000732273 1.23 58
AoxSat09-241 241 0.000549446 3.66 46
AoxSat10-248 248 0.000513331 4.39 52
AoxSat11-187 187 0.000461855 5.5 59
AoxSatl12-42 42 0.000412635 8.86 50
AoxSat13-26 26 0.000375486 12.27 38
AoxSat14-52 52 0.000254623 6.98 60
AoxSat15-138 138 0.000226222 9.61 57
AoxSat16-80 80 0.000208188 6.32 58
AoxSat17-52 52 0.000206629 9.46 44
AoxSat18-60 60 0.00019253 6.63 55
AoxSat19-26 26 0.000190101 14.42 54
AoxSat20-31 31 0.000180475 4.94 52
AoxSat21-57 57 0.000176132 3.99 60

2 AoxSat22-93 93 0.00016436 9.76 55
AoxSat23-178 178 0.00016149 15.2 59
AoxSat24-30 30 0.000157274 10.7 43
AoxSat25-34 34 0.000149581 7.51 50
AoxSat26-31 31 0.000142392 7.81 48
AoxSat27-42 42 0.000135483 11.52 36
AoxSat28-33 33 0.000119114 5.15 55
AoxSat29-51 51 0.000113078 3.06 55
AoxSat30-30 30 0.00010563 7.2 57
AoxSat31-35 35 0.000102754 8.23 51
AoxSat32-44 44 9.58354E-05 8.45 48
AoxSat33-22 22 8.98514E-05 7.7 59
AoxSat34-17 17 8.15728E-05 12.92 47
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Tabela S3. Tabela completa do satelitoma de Acipenser schrenckii.

SF Fggt]gﬁ:e Mondmero | Abundéancia | Divergéncia '?2;0-;_

AscSat01-4200 4200 0.009556292 2.82 53
AscSat02-171 171 0.009548315 4.43 65
AscSat03-656 656 0.003879089 7.41 58
AscSat04-952 952 0.003659897 7.92 62
AscSat05-2441 2441 0.001788477 6.88 65

3 AscSat06-40 40 0.001617712 8.23 55
AscSat07-271 271 0.001417546 3.86 55
AscSat08-25 25 0.001252631 11.73 44
AscSat09-513 513 0.001161345 1.89 52

4 AscSat10-135 135 0.001063056 10.91 48
4 AscSat11-36 36 0.000982894 9.51 38
AscSat12-89 89 0.000733309 11.63 61

4 AscSat13-188 188 0.000571939 4.69 48
1 AscSat14-179 179 0.000524619 9.12 59
AscSat15-982 982 0.000517029 4.96 66
AscSat16-1291 1291 0.000472299 7.16 58

3 AscSat17-40 40 0.000455953 15.66 57
1 AscSat18-178 178 0.000312517 9.63 60
AscSat19-625 625 0.000303255 8.54 40
AscSat20-52 52 0.00029812 7.44 60

2 AscSat21-27 27 0.000274576 12.01 48
AscSat22-242 242 0.000262499 9.52 43
AscSat23-1600 1600 0.000247828 1.04 66
AscSat24-1488 1488 0.000229729 6.6 56
AscSat25-57 57 0.000196814 4.8 60
AscSat26-28 28 0.000196129 5.01 53
AscSat27-43 43 0.000195324 7.37 65
AscSat28-80 80 0.000187686 6.41 57
AscSat29-121 121 0.000183261 7 53
AscSat30-59 59 0.000158045 6.91 56
AscSat31-65 65 0.000157986 6.88 55

3 AscSat32-481 481 0.000139455 17.45 60
2 AscSat33-33 33 0.000131054 6.25 45
AscSat34-22 22 0.000128852 12.12 50
AscSat35-49 49 0.000117904 8.67 55
AscSat36-645 645 0.000100474 4.02 59
AscSat37-40 40 7.72E-05 5.41 60
AscSat38-31 31 9.77E-06 5.36 51
AscSat39-179 179 9.67E-06 8.86 65
AscSat40-51 51 8.95E-06 1.83 72
AscSat41-187 187 8.82E-06 3.04 59
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AscSat42-185 | 185 | 7.30E-06 | 5.4 61
Tabela S4. Tabela completa do satelitoma de Acipenser sinensis.

SF F?;?[')I:\?:e Mondémero | Abundancia | Divergéncia '?E;O;-
AsiSat01-271 271 0.003701484 3.82 o4
AsiSat02-789 789 0.003270578 2.33 57

4 AsiSat03-25 25 0.002650693 11.19 44
AsiSat04-188 188 0.00135224 5.45 47

2 AsiSat05-28 28 0.001025199 6.01 53
AsiSat06-22 22 0.000821329 4,79 45
AsiSat07-26 26 0.000773713 3.97 50
AsiSat08-47 47 0.000675442 6.41 48
AsiSat09-55 55 0.000611604 3.52 52

3 AsiSat10-33 33 0.000586215 10.29 39
AsiSat11-36 36 0.000548691 9.64 38

S) AsiSatl12-43 43 0.000501359 3.5 46
AsiSat13-145 145 0.000485588 6.26 36

1 AsiSat14-29 29 0.000410863 5.53 48
AsiSat15-47 47 0.000405411 8.38 57
AsiSat16-36 36 0.000390281 6.29 44
AsiSatl7-241 241 0.000386593 9.69 43
AsiSat18-46 46 0.000339841 10.57 45
AsiSat19-40 40 0.000294349 6.38 45
AsiSat20-34 34 0.000292901 11.43 41
AsiSat21-171 171 0.000268798 5.85 65
AsiSat22-1488 1488 0.000267466 4.12 63
AsiSat23-39 39 0.000263824 3.97 38

1 AsiSat24-21 21 0.00023825 13.67 47
AsiSat25-28 28 0.000225225 7.55 53
AsiSat26-39 39 0.000222604 12.04 35
AsiSat27-49 49 0.00021306 8.08 44
AsiSat28-179 179 0.000171306 9.41 56
AsiSat29-40 40 0.000168146 5.81 52

4 AsiSat30-25 25 0.000163519 15.59 56
AsiSat31-43 43 0.000159359 3.74 46
AsiSat32-36 36 0.000159027 6.76 47
AsiSat33-56 56 0.000155546 7.55 44
AsiSat34-41 41 0.000153007 9.28 41
AsiSat35-45 45 0.000143714 5.41 53
AsiSat36-30 30 0.000133382 9.36 46
AsiSat37-18 18 0.00013096 15.63 55

2 AsiSat38-22 22 0.00013072 13.29 59
AsiSat39-38 38 0.000130352 7.93 50

2 AsiSat40-28 28 0.000120345 6.88 50
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AsiSat41-34 34 0.000115665 6.17 47
AsiSat42-30 30 0.000108162 3.1 50

3 AsiSat43-37 37 0.000107379 5.64 40
AsiSat44-69 69 0.000107274 3.3 46
AsiSat45-48 48 9.77E-05 3.64 45
AsiSat46-37 37 9.72E-06 4.41 45
AsiSat47-39 39 9.52E-06 3.37 43
AsiSat48-50 50 9.46E-06 2.02 52
AsiSat49-27 27 8.97E-06 10.34 48
AsiSat50-49 49 8.67E-06 6.96 51
AsiSat51-29 29 8.31E-06 8.35 48
AsiSat52-38 38 7.38E-06 6.65 42

5 AsiSat53-47 47 6.21E-06 4.87 44

Tabela S5. Satelitoma completo de Acipenser ruthenus.
SF F?;?[')Iﬁ:e Mondmero | Abundancia | Divergéncia '?E;;;-

AruSat01-802 802 0.004207056 9.57 58
AruSat02-26 26 0.003838254 10.84 42
AruSat03-579 579 0.002077354 17.69 60
AruSat04-3303 3303 0.001348726 6.73 59
AruSat05-2441 2441 0.000526176 3.44 59
AruSat06-43 43 0.000489687 6.56 53
AruSat07-46 46 0.000483128 7.79 50
AruSat08-31 31 0.000443658 4.99 51
AruSat09-167 167 0.000434438 2.03 66
AruSat10-152 152 0.000432766 6.26 36
AruSat11-138 138 0.000388734 5.84 55
AruSat12-36 36 0.000339815 5.14 50
AruSat13-39 39 0.000330842 5.37 48
AruSat14-121 121 0.000310889 6.4 48
AruSat15-224 224 0.000277489 3.32 44
AruSat16-82 82 0.000259385 5.08 48
AruSat17-49 49 0.000253127 4.16 48
AruSat18-1149 1149 0.000227071 4.62 49
AruSat19-40 40 0.00022257 4.46 60
AruSat20-1059 1059 0.000220009 2.57 65
AruSat21-68 68 0.000201911 3.93 39
AruSat22-38 38 0.000201887 8.07 42
AruSat23-178 178 0.000188131 6.95 55

1 AruSat24-50 50 0.00018539 3.29 56
AruSat25-24 24 0.000162015 9.08 41
AruSat26-26 26 0.000143368 5.39 46
AruSat27-32 32 0.00010367 5.56 53

1 AruSat28-179 179 0.000101324 11.51 63
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AruSat29-41 41 9.83E-05 4.96 46
AruSat30-36 36 8.04E-05 3.28 58
Tabela S6. Satelitoma completo de Polypterus senegalus.
SF | Familia de satDNA | Monémero | Abundancia | Divergéncia | A+T
(%)
PseSat01-485 485 0.005085299 |5.19 54
PseSat02-38 38 0.000630884 | 13.47 57
PseSat03-1345 1345 0.000269918 | 5.74 61
PseSat04-1017 1017 0.000221878 | 1.57 58
PseSat05-94 94 0.000179339 | 6.27 53
PseSat06-940 940 0.000160463 | 7.92 57
PseSat07-388 388 0.00013277 | 4.01 60
PseSat08-1206 1206 0.000119162 | 1.07 54
PseSat09-142 142 6.43E-05 5.61 65
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Tabela S7. Satélites retirados da analise de presenga em todas as espécies por possuirem mais
de 80% de similaridade. * Satélites mantidos como representantes do respectivo agrupamento
¢ mantidos na analise.

SatDNAT *

SatDNA 1I

SatDNA III

SatDNA IV

AcaSat12-21

AsiSat38-22

AoxSat03-25

AsiSat30-25

AruSat02-26

AscSat08-25

AsiSat03-25

AoxSat05-40

AscSat06-40

AscSatl17-40

AscSatl11-36

AsiSatl1-36

AoxSat09-241

AscSat22-242

AsiSatl7-241

AscSat41-187

AoxSatl1-187

AruSat07-46

AoxSatl12-42

AoxSatl14-52

AscSat20-52

AoxSat15-138

AruSatl1-138

AscSat07-271

AsiSat01-271

AscSat28-80

AoxSat16-80

AscSat31-65

AoxSat18-60

AruSat08-31

AscSat38-31

AoxSat20-31

AoxSat21-57

AscSat25-57

PspSat23-57

AoxSat23-178

AruSat23-178

AscSatl14-179

AsiSat28-179

AruSat09-167

AscSat02-171

AsiSat21-171

AruSat30-36

PspSat26-36

AscSat33-33

AsiSat10-33

AscSat26-28

AsiSat25-28

AscSat27-43

PspSat46-43

AscSat30-59

PspSat42-58

AscSat35-49

PspSat49-47

AsiSat29-40

PspSat63-40

AoxSat01-4200

AscSat01-4200
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Tabela S8. Analise comparativa dos membros da ordem Acipenseriformes, todos os satélites

apresentam no minimo 50% de similaridade.

Familia Familia Familia
Conservada satDNA: Conservada satDNA: Conservada satDNA:
1 AruSat20- 7 AoxSat05- 18 AoxSat23-
1059 40 178
AscSat23- AruSat03- AruSat23-
1600 579 178
) AoxSat31- AscSat06- AruSat28-
35 40 179
AruSat27- AscSatl7- AscSat14-
32 40 179
AruSat29- AscSat32- AscSat18-
41 481 178
AscSat34- 3 AoxSat22- AsiSat28-
22 93 179
. AscSatl0- PspSat04-
AsiSat05-28 135 178
. AscSatl1- PspSat07-
AsiSat14-29 36 178
. AscSatl3- PspSat16-
AsiSat16-36 138 177
. AsiSatl1- PspSat17-
AsiSat24-21 36 177
. AoxSat09- PspSat22-
AsiSat36-30 9 241 357
. AruSatl5- PspSat30-
AsiSat38-22 274 177
. AscSat22- PspSat38-
AsiSat40-28 240 178
AsiSatl7- PspSat41-
PspSat55-29 241 358
AscSat41- AoxSat24-
PspSat62-24 10 187 19 30
3 AoxSat04- AoxSatll1- AsiSat24-
1303 187 21
AoxSat06- 1 AruSat07- 20 AruSat09-
473 46 167
AoxSat08- AoxSatl2- AscSat02-
358 42 171
AruSat10- 12 AoxSatl4- AsiSat21-
152 52 171
AscSat19- AscSat20- 21 AruSat30-
625 52 36
AsiSatl3- 13 AoxSatl5- AsiSat41-
145 138 34
PspSat08- AruSatl1- PspSat26-
1679 138 36
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PspSatl1- AscSat07- 2 AsiSat22-
359 271 1488
AoxSatl3- AsiSat01- AscSatl5-
26 271 982
AoxSat33- AscSat28- AscSat21-
2 14 20 23 27
. AoxSatl6- AscSat33-
AsiSat38-22 20 33
) AscSat31- AsiSat10-
AsiSat40-28 15 65 33
AoxSat01- AoxSatl8- AsiSat43-
4200 60 37
AscSat01- 16 AruSat08- 24 AscSat26-
4200 31 28
AoxSat03- AscSat38- AsiSat25-
25 31 28
AruSat(02- AoxSat20- 25 AscSat27-
26 31 43
AscSat08- 17 AoxSat21- PspSat46-
25 57 43
. AscSat25- AscSat30-
AsiSat03-25 57 26 59
. PspSat23- PspSat42-
AsiSat30-25 57 53
AscSat35-
27 49
PspSat49-
47
AsiSat29-
28 40
PspSat63-
40
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Figura S1. RepeatLandscape de Polyodon spathula.
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Figura S2. RepeatLandscape de Acipenser oxyrinchus.
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Figura S3. RepeatLandscape de Acipenser schrenckii.
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Figura S4. RepeatLandscape de Acipenser sinensis.
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Figura S5. RepeatLandscape de Acipenser ruthenus.
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Figura S6. RepeatLandscape de Polypterus senegalus.
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Figura S7. Alinhamentos dos resultados do BLAST. Em a foi realizado o alinhamento do
AscSat02-171 com sequéncias de Hindlll isoladas de outras espécies de esturjoes, de b — e
regides que apresentaram repeticoes foram isoladas e alinhadas e em f diversas regides

apresentaram repeti¢oes, todas foram extraidas e alinhadas.
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