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RESUMO

REIS, Dinaiza Abadia Rocha, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Contribuicées da gendomica em estudos evolutivos no complexo de espécies cripticas
Hypostomus ancistroides (Siluriformes, Loricariidae). Orientadora: Karine Frehner Kavalco.
Coorientadores: Rubens Pasa e Jorge Abdala Dergam dos Santos.

Os cascudos sao peixes pertencentes a familia Loricariidae que apresentam distribui¢do em toda
regido Neotropical. Hypostomus ancistroides (Loricariidae: Hypostominae) € considerado um
complexo de espécies cripticas, visto que diversos morfotipos ja foram encontrados em
diferentes bacias em toda sua drea de distribui¢do, em especial na bacia do Alto rio Parana. Este
complexo de espécies possui representantes com variacdoes relacionadas a morfologia e
principalmente, & macroestrutura cariotipica. Sao observados polimorfismos quanto ao nimero
diploide, férmulas cariotipicas, localizagcdo de genes ribossomais e presenca de sistemas
cromossOmicos sexuais. Uma populagdo do rio Paranapanema, Hypostomus aff. ancistroides,
apresenta caracteristicas peculiares: nimero cromossdmico reduzido, pequenas diferencas
morfoldgicas, monofiletismo quando comparada as outras populagdes e ainda, a existéncia de
um sistema cromossodmico sexual simples tnico para o grupo, o que sugere tratar-se de um novo
taxon. O objetivo deste trabalho foi investigar, sob uma abordagem evolutiva e utilizando
ferramentas da genOmica, as caracteristicas que distinguem duas espécies do complexo de
espécies cripticas “Hypostomus ancistroides” (Hypostomus aff. ancistroides e Hypostomys
ancistroides). Os objetivos especificos foram identificar e comparar os genomas mitocondriais
completos, os padrdes de metilagdo de DNA e os satelitomas duas espécies, assim como validar
e identificar fisicamente os DNAs satélites encontrados. Os genomas mitocondriais
apresentaram organizacdo semelhante aos dados disponiveis para peixes e vertebrados,
entretanto, a regido D-loop em H. ancistroides ¢ composta por 321 pb a mais que H. aff.
ancistroides. Além disso, a topologia da arvore filogenética utilizando os 13 genes
codificadores de proteinas mostra localizacdo em ramos diferentes das duas espécies, refletindo
a diferenciacao entre elas. Foram observadas diferengcas no niimero de sequéncias repetitivas
entre os satelitomas, sendo muitas destas exclusivas de cada espécie. Na hibridagdo com
satDNAs, alguns hibridaram nas duas espécies e outros apresentaram-se como espécie-
especificos. Nao foram encontrados sitios em nenhum dos cromossomos sexuais,
provavelmente por serem compostos em grande parte por eucromatina. Quanto ao padrdo de
metilacdo do DNA, H. ancistroides apresentou relacdo entre regides compostas por

heterocromatina e metiladas. Ja individuos de H. aff. ancistroides, demonstraram marcacoes



positivas por quase todos os cromossomos do complemento, com o macho apresentando padrao
mais hipermetilado. Os cromossomos X e Y foram identificados como praticamente metilados,
sugerindo inativag¢do de genes. Com base em todos os dados apresentados, reforca-se que H.
aff ancistroides é uma nova espécie do complexo, pois apresenta diferencas morfoldgicas,
citogenéticas, moleculares, mitocondriais e gendmicas em relacdo a H. ancistroides, sendo

necessdrio ser formalmente descrita e nomeada como uma espécie taxonomicamente valida.

Palavras-chave: Cascudo. DNA repetitivo. Evolug¢do. Metilagao. Mitogenoma. Satelitoma.



ABSTRACT

REIS, Dinaiza Abadia Rocha, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2020.
Contributions of genomics in evolutionary studies in the cryptic species complex
Hypostomus ancistroides (Siluriformes, Loricariidae). Adviser: Karine Frehner Kavalco. Co-
advisers: Rubens Pasa and Jorge Abdala Dergam dos Santos.

Armoured catfishes are fish belonging to the Loricariidae family that are distributed throughout
the Neotropical region. Hypostomus ancistroides (Loricariidae: Hypostominae) is considered a
complex of cryptic species, since several morphotypes have already been found in different
basins throughout their range, especially in the Upper Parand River basin. This species complex
has representatives with variations related to morphology and mainly, to the karyotype
macrostructure. Polymorphisms are observed in terms of diploid number, karyotype formulas,
location of ribosomal genes and presence of sex chromosome systems. A population of the
Paranapanema river, Hypostomus aff. ancistroides, has peculiar characteristics: reduced
chromosome number, small morphological differences, monophyletism when compared to
other populations, and the existence of a simple sexual chromosome system unique to the group,
which suggests that it is a new taxon. The aim of this work was to investigate, under an
evolutionary approach and using genomic tools, the characteristics that distinguish two species
from the cryptic species complex “Hypostomus ancistroides” (Hypostomus aff. ancistroides
and Hypostomys ancistroides). The specific objectives were to identify and compare the
complete mitochondrial genomes, the DNA methylation patterns and the two species satellites,
as well as to validate and physically identify the satellite DNAs found. The mitochondrial
genomes showed an organization similar to the available data for fish and vertebrates, however,
the D-loop region in H. ancistroides is made up of 321 bp more than H. aff. ancistroides. In
addition, the topology of the phylogenetic tree using the 13 protein-coding genes shows location
in different branches of the two species, reflecting the differentiation between them. Differences
in the number of repetitive sequences were observed between satellitomas, many of which are
unique to each species. In the hybridization with satDNAs, some hybridized in the two species
and others presented themselves as species-specific. No sites were found on any of the sex
chromosomes, probably because they are largely composed of euchromatin. As for the DNA
methylation pattern, H. ancistroides showed a relationship between heterochromatin and
methylation regions. H. aff. ancistroides, showed positive markings on almost all complement
chromosomes, with the male showing a more hypermethylated pattern. The X and Y

chromosomes were identified as practically methylated, suggesting inactivation of genes. Based



on all the data presented, it is reinforced that H. aff ancistroides is a new species of the complex,
as it presents morphological, cytogenetic, molecular, mitochondrial and genomic differences in
relation to H. ancistroides, being necessary to be formally described and named as a

taxonomically valid species.

Keywords: Armoured catfish. Evolution. Methylation. Mitogenome. Repetitive DNA.

Satelitome.
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1 INTRODUCAO GERAL

O rio Parana é formado pela confluéncia dos rios Paranaiba e Grande, sendo o principal
curso d’agua da bacia do Prata e o segundo maior em extensdo na América do Sul
(AGOSTINHO, J ULIOJ r., 1999). Sao 3.809 km desde sua nascente, na Serra da Mata da Corda
(MQG), até desaguar no rio da Prata, na altura da foz do rio Uruguai (AGOSTINHO, JULIO Jr.,
1999). E dividido em trechos, sendo o superior, alto e parte do médio localizados em territério
brasileiro (PAIVA FILHO, 1982).

A bacia do Alto rio Parana (Figura 1) inclui toda a drenagem do rio Parand a montante do
Reservatério de Itaipu (BONETTO, 1986; BRITSKI, LANGEANI, 1988), abrangendo os
estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Mato Grosso do Sul e Goias (SOUZA-FILHO,
STEVAUX, 1997). Drena uma area de 891.000 km? (AGOSTINHO, JULIO Jr., 1999), onde
sdo encontrados tributdrios de grande porte, como Paranaiba, Grande, Tiet€ e Paranapanema
(CASTRO et al., 2003). Este sistema de drenagens possui o maior nimero de estudos em peixes
de 4gua doce no Brasil (AGOSTINHO et al., 2007), apesar do conhecimento ainda ser
insuficiente (VICENTIN et al., 2019) em relacdo a diversidade ictiofaunistica possivelmente
existente.

Segundo Ab’Saber (1998), esta bacia € considerada uma area complexa pelas atividades
tectonicas ocorridas desde o Tercidrio. A configuracdo geoldgica atual € resultado de um
soerguimento de terras que separou os rios das bacias costeiras, que drenam para o Oceano
Atlantico, dos rios que correm para o interior do continente (OYAKAWA et al., 2006). Além
disso, existem muitos eventos de captura de cabeceiras, como descrito por Castro et al. (2003)
para os rios Tieté e Paraiba do Sul. Desta forma, a regido do Alto rio Parand € uma area com
histéria complexa (LANGEANI et al., 2007), onde € possivel observar evidente endemismo de
peixes (CASTRO et al., 2005).

O grupo “peixes” apresenta grande diversidade, com 35.401 espécies validas
reconhecidas atualmente (FRICKE et al., 2020a). O Brasil € beneficiado por possuir as maiores
redes hidrogréficas da regido Neotropical (STEVAUX et al., 1997), conhecida por ser a regidao
com maior diversificacdo de icitiofauna de agua doce do mundo (LOWE-MCCONNELL,
1999).

A diversidade da comunidade de peixes pode se modificar conforme os trechos de um rio
devido processos historicos e evolutivos, resultantes de pressdes seletivas para cada espécie

(MARTIN-SMITH, 1998; MEADOR, GOLDESTEIN, 2003). Assim, a investigacdo de
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populagdes naturais de cursos d’agua auxilia no conhecimento biologico, ecoldgico e evolutivo

dos organismos.

Figura 1: Bacia do Alto Rio Parana dividida em suas sub-bacias.
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Fonte: SUDERHSA (2007) — editado pela autora.

Loricariidae € a maior familia da ordem Siluriformes € uma das maiores familias de

peixes do mundo (NELSON, 2006). Esta familia é subdivida em subfamilias, onde esta inserida

Hypostominae com 483 espécies vdlidas (FRICKE et al., 2020a) e seus representantes,

conhecidos popularmente como cascudos, apresentam grande variacdo quanto a coloracio e

morfologia externa (OYAKAWA et al., 2005). Estes peixes, normalmente restritos a dgua doce,

permanecem entre pedras e galhos durante o dia, iniciando seu forrageamento com o por do sol

(WEBER, 2003).

Do ponto de vista cariotipico, Hypostominae apresenta o maior nimero de estudos, com

espécies que variam de 38 cromossomos (Ancistrus sp., ALVES et al., 2003) a 84 cromossomos

(Hypostomus sp. 2, CEREALI et al., 2008). Sdo reconhecidas cinco tribos monofiléticas

pertencentes a esta subfamilia: Corymbophanini, Rhinelepini, Pterygoplichthyni, Ancistrini e

Hypostomini (ARMBRUSTER, 2004).
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A tribo Hypostomini apresenta um unico género, Hypostomus (REIS et al., 2003),
considerado o mais abundante género de cascudos nos rios brasileiros (BRITSKI, 1972). Estes
animais alimentam-se de algas, sedimentos e detritos (HANH er al., 2004), e possuem
adaptacdes para aquisicao e processamentos destes recursos, como a boca em forma de ventosa,
os dentes raspadores e o longo intestino (DELARIVA, AGOSTINHO, 2001). Sua distribui¢dao
geografica € ampla e apresentam comportamento pouco migratorio, o que facilita a formagado
de populagdes isoladas (ALVES et al., 2005; BICKFFORD et al., 2007).

Hypostomus apresenta o maior nimero de espécies cariotipadas na subfamilia
Hypostominae, mas hd inconsisténcias quanto ao menor numero diploide encontrado.
Muramoto et al. (1968) descreve Hypostomus plecostomus com 54 cromossomos, entretanto
andlises moleculares utilizando genes nucleares e mitocondriais (ROCHA-REIS et al.,
submetido)! sugerem que esta espécie pode estar erroneamente identificada, visto que agrupou-
se com o outgroup, Pterygoplichthys (tribo Pterygoplichthyni), e que ha descri¢des de H. prope
plecostomus e H. cf. plecostomus (ALVES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015,
respectivamente) com 68 cromossomos. Desta forma, o menor numero diploide encontrado
seria 64 cromossomos, em H. faveolus (BUENO et al., 2013), H. cochliodon (BUENO et al.,
2013; RUBERT et al., 2016), H. aff. cochliodon (BECKER et al., 2014), entre outros
Hypostomus spp. (ARTONI et al., 1998; MILHOMEM et al., 2010). J& o maior nlimero
diploide encontrado € 84 cromossomos, descrito para Hypostomus perdido por Cereali et al.
(2008).

A ampla variacdo existente sugere que o género seja composto por alguns grupos
monofiléticos (ALVES et al., 2006; ARMBRUSTER, 2004; MONTOYA-BURGOS, 2003;
MULLER, WEBER, 1992; ZAWADZKI et al., 2004). Rocha-Reis et al. (submetido)! sugere a
existéncia de pelo menos dois grupos monofiléticos em Hypostomus, baseados no nimero
diploide: o primeiro, formado por espécies que apresentem 64-68 cromossomos, € o segundo,
formado por 72-84 cromossomos, sendo os arranjos Robertsonianos (fissdes céntricas e
inversdes pericéntricas) os responsaveis por esta diversidade, ja que desempenham importante

papel na evolucao destes loricariideos (ARTONI, BERTOLLO, 1996).

! High congruence of karyotypic and molecular data on Hypostomus species from the Parana River
basin, de autoria de Rocha-Reis, D. A.; Pasa, R.; Kavalco, K. F. Submetido ao jornal cientifico peridédico
Organims Diversity and Evolution.
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Hypostomus ancistroides: um complexo de espécies

Por definicdo, complexos de espécies cripticas sdo grupos de duas ou mais espécies
classificadas como apenas uma (BICKFORD et al., 2007). Para que seja um complexo, deve
haver isolamento reprodutivo intraespecifico, seja pré-zigdtico, como incompatibilidade
gamética e/ou isolamento reprodutivo (MIY ATAKE, SHIMIZU, 1999; LANDRY et al., 2003),
ou pds-zigdtica, como inviabilidade do hibrido e/ou sele¢do sexual contra hibridos (NOOR et
al., 2001; ORR, 1995; PRESGRAVES et al., 2003). Em peixes, sao descritos varios casos de
complexos de espécies, como em Astyanax scabrippinis (MOREIRA-FILHO, BERTOLLO,
1991), Hoplias malabaricus (BERTOLLO et al., 1986; DERGAM, BERTOLLO, 1990),
Eigenmannia (MOYSES et al., 2010), Serrasalmus rhombeus (NAKAYAMA et al., 2001;
TEIXEIRA et al., 2006), Synbranchus (FORESTI et al., 1992; UTSUNOMIA, 2013), entre
outros.

Hypostomus ancistroides Thering (1911) (Figura 2) sdo peixes herbivoros, encontrados
em trechos de igarapés (CASATTI et al., 2001) e que possuem distribuicdo natural na bacia do
Alto rio Parand, bacia do rio Tieté e bacia do rio Ribeira de Iguape (FRICKE et al., 2020b).
Segundo Weber (2003), na bacia do alto rio Parand existem cerca de 25 espécies de
Hypostomus, o que indica uma complexa histéria evolutiva deste género nesta regido. Desta
forma, H. ancistroides seria um complexo de espécies, pois diferentes morfotipos ja foram
encontrados em diferentes bacias de sua drea de distribuicio (HOLLANDA CARVALHO,
2011), incluindo a regido do Alto rio Parana.

Além das pequenas variacOes morfoldgicas encontradas, existem diversas variacdes
cariotipicas entre as populagdes de H. ancistroides. O nimero diploide comumente encontrado
¢ de 68 cromossomos, embora tenham sido descritas populacdes com 66 cromossomos
(MAURUTTO et al., 2012; ROCHA-REIS et al., 2018). A variacdo nas férmulas cariotipicas
€ extrema, pois nenhuma das 19 populagdes ja descritas apresentam formulas semelhantes, cada
populacdo possui uma especifica (ALVES et al., 2006, 2012; ARTONI, BERTOLLO 1996;
BUENO et al. 2012; ENDO et al. 2012; FERNANDES et al. 2012; KAVALCO et al.,
submetido?, LARA KAMEI et al., 2017; MAURUTTO et al., 2012; PANSONATO-ALVES et
al. 2013; ROCHA-REIS et al., 2018; RUBERT et al. 2011; TRALDI et al. 2013). Observa-se
também polimorfismos relacionados a nimero e localizacdo de Regides Organizadoras de

Nucléolo, de DNAs ribossomicos como rDNA 5S e 18S, e padrées de heterocromatina

2 Chromosomal Radiation: a model to explain karyotypic diversity in cryptic species, de autoria de
KAVALCO, K. F.; ROCHA-REIS, D. A.; BRANDAO, K. O.; DERGAM, J. A.; PASA, R. Submetido
ao jornal cientifico periddico Heredity.
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constitutiva (ROCHA-REIS et al., submetido)®. Ainda sdo descritos dois casos de sistemas
cromossdmicos sexuais, um do tipo ZZ/ZW em uma populacdo do rio Ivai (LARA KAMETI et
al.,2017) e um do tipo XX/XY em uma populacio de do rio Paranapanema (ROCHA-REIS et
al., 2018)

Figura 2: Exemplar de Hypostomus ancistroides (LIRP 2716, 55,2 cm de comprimento

padrio).

Fonte: CASATTI et al. (2005).

Esta populagdo do rio Paranapanema, coletada nas proximidades do municipio de Sao
Miguel Arcanjo/SP, foi descrita citogeneticamente por Rocha-Reis et al. (2018) e é composta
de individuos identificados como Hypostomus aff. ancistroides, por apresentarem algumas
diferencas morfolégicas em relacdo a H. ancistroides. Os exemplares possuem 66
cromossomos, em contrapartida aos 68 comumente observados; apresentam sistema
cromossdmico sexual tipo XX/XY tnico para a espécie; e ainda possuem estruturacdo bem
diferenciada com dados moleculares quando comparada com as demais populacdes de
Hypostomus. Todas essas caracteristicas indicam uma nova espécie dentro do complexo

“ancistroides” (ROCHA-REIS et al., 2018).

Genomica

A era gendmica iniciou-se com a conclusio do Projeto Genoma Humano, onde buscou-
se sequenciar quase a totalidade do DNA humano (VENTER et al., 2001). Neste projeto, foram
obtidos cerca de 3,2 bilhdes de pares de bases e aproximadamente 30.000 genes

(INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2001). Com o

3 High congruence of karyotypic and molecular data on Hypostomus species from the Parand River
basin, de autoria de Rocha-Reis, D. A.; Pasa, R.; Kavalco, K. F. Submetido ao jornal cientifico periédico
Organims Diversity and Evolution.
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grande volume de informacdes, havia necessidade de ferramentas computacionais mais
especializadas que fossem capazes de armazenar, organizar e analisar a grande quantidade de
dados, buscando-se auxilio na Bioinformatica (SMITH, 1998).

Atualmente, através do sequenciamento de genomas completos dos organismos e de
andlises computacionais sdo possiveis diversas abordagens, como montagem e anotacdo de
genomas (Whole Genome Shotgun — WGS), estudos de mRNA e miRNAs através de cDNA
(RAN-Seq), identificacdo de regides mutadas ou divergentes em relagdo a uma sequéncia de
referéncia (Andlise de Variantes), Metagendmica, Transcriptdmica, Protedmica, e ainda,
estudos em Citogendmica. Neste dltimo campo, busca-se detectar alteracdoes gendmicas e

cromossOmicas através de técnicas, como por exemplo, Hibridacado in situ Fluorescente.

Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

O Sequenciamento de Nova geracdo surgiu em meados dos anos 2000 pela necessidade
de tecnologias alternativas e conjuntos de dados mais avancados para investigar questoes
bioldgicas mais complexas apds o sequenciamento do genoma humano (GOODWIN et al.,
2016). A primeira plataforma de sequenciamento de alto rendimento produziu uma queda de
50.000 vezes no custo de sequenciamento do genoma, e por isso foi apelidado de Nova Geracao
(GOODWIN et al., 2016).

Os sequenciamentos de leitura curta sdo divididos em duas categorias: aqueles que sao
feitos por ligagdo (Plataformas SOLiD, 454) e aqueles realizados por sintese (Plataformas
[Mlumina, Ian Torrent). No sequenciamento por ligacdo, uma sequéncia sonda que estd ligada a
um fluor6foro ird hibridar com um fragmento de DNA, que serdo ligados a um
oligonucleotideos adjacente para gerar imagens. A emissao de luz do fluoréfroro que indicara
a identidade das bases complementares as posicdes especificas dentro da sonda. J4 no
sequenciamento por sintese, € utilizada uma polimerase e o sinal emitido, seja por fluoréforos
ou alteracdes na concentragdo idnica, identifica a incorporagdo da base na fita. Todas as
abordagens incluem clivagem do DNA em fragmentos, ligacao a adaptadores e amplificagao,
mas com estratégias diferentes (GOODWIN et al., 2016; MARDIS, 2008; McCOMBIE et al.,
2019). O sequenciamento utilizando a plataforma Illumina (Figura 3) é o mais comumente
utilizado. Este sistema de leituras curtas permite sequenciamento de “pequenas unidades de
bancada de baixo rendimento a grandes instrumentos de ultra rendimento dedicados ao
sequenciamento do genoma completo (WGS) a nivel populacional” (GOODWIN et al., 2016).

No Illumina, ha o uso de uma estac@o de cluster microfluida onde os fragmentos de DNA

sao adicionados a superficie de uma célula de fluxo de vidro. Metodologicamente, este sistema
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usa terminadores semelhantes aqueles do sequenciamento de Sanger, onde a extremidade 3°-
OH da ribose € bloqueada. O fragmento de DNA ¢ iniciado por uma sequéncia complementar
a uma regido adaptadora, que iniciard a ligacdo da polimerase. Em cada ciclo, quatro
desoxiribonucleotideos marcados diferentemente e com 3’-OH bloqueada sdo incorporados.
Apés a incorporagdo de um tnico desoxiribonucleotideo que € complementar a cadeia
alongada, ¢é realizada a leitura onde identifica-se o nucleotideo que foi incorporado em cada
cluster da superficie. Apds remocao do fluoréforo e do grupo de bloqueio, um novo ciclo pode
se iniciar. No final de todo o processo, a sequéncia de cada cluster é calculada e passa por

filtragens de qualidade (GOODWIN et al., 2016; MARDIS, 2008).

Figura 3: Sequenciamento por sintese utilizado pela Plataforma Illumina. Neste
sistema, fluor6foros marcados com cores diferentes e com a extremidade 3’-OH bloqueada
sdo adicionados na célula de fluxo, onde vao hibridar com a base complementar; em cada
cluster pode ser incorporada uma base diferente (imagem a esquerda). A identificagdo das
bases incorporadas € realizada através da leitura dos fluor6foros, possibilitada pela emissao de
canais laser em cada cluster (imagem ao centro). Posteriormente, os fluor6foros sdo clivados e
lavados da célula de fluxo, e desbloqueia-se a extremidade 3’-OH para iniciar um novo ciclo,

onde serdo adicionados novos nucleotideos marcados (imagem a direita).

a lllumina

Nucleotide addition Imaging Cleavage

Fluorophore-labelled, terminally blocked Slides are imaged with either two or Fluorophares are cleaved and washed
nucleotides hybridize to complementary four laser channels. Each cluster from flow cells and the 3-OH group
base. Each cluster on a slide can emits a colour corresponding to the is regenerated. A new cycle begins
incorporate a different base. base incorporated during this cycle. with the addition of new nucleotides.

Fonte: GOODWIN et al. (2016).
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Genoma mitocondrial

O genoma mitocondrial ¢ uma molécula circular de cadeia dupla (BOORE, 1999). Em
peixes, assim como em vertebrados, o tamanho varia de 16 a 20 kb de comprimento, e € formado
por 13 genes codificadores de proteinas, 22 genes de tRNA, dois genes de rRNA, 12S e 16S, e
uma regido controle ndo codificante com sitios para iniciacdo de replicacdo e transcricdo
(SATOH et al., 2016; TAANMAN, 1999).

A organizagdo conservada deste genoma entre os vertebrados facilita o alinhamento e
comparagdo entre as espécies, sendo usados em estudos de origem, evolucio e relagdes entre
os organismos (SACCONE et al., 1999). Segundo Liu et al. (2019), diferencas nas estruturas
de genomas mitocondriais podem refletir histéria evolutivas distintas em eucariotos, pois
coevoluem de acordo com os organismos em que estdo alojados (PENG et al., 2006).

Apesar da diversidade de espécies presentes em Hypostominae, apenas duas espécies
possuem o genoma mitocondrial completo sequenciado: Hypostomus plecostomus (LIU et al.,
2016) e Hypostomus francisci (PEREIRA et al., 2019). Assim, a descri¢do de mitogenomas
completos para diversos organismos torna-se necessaria para que sejam possiveis comparagoes,

buscando compreender as histdrias evolutivas dos tdxons.

DNA repetitivo

O DNA repetitivo eucaridtico € dividido em duas principais classes: aqueles que estdo
organizados em tandem e aqueles que estdo dispersos no genoma (Figura 4) (LOPEZ-FLORES,
GARRIDO-RAMOS, 2012). Na primeira classe, entre as repeticdes em tandem, existem os
DNAs moderamente repetitivos — RNAs ribossdmicos, familias de genes codificadores de
proteinas, repeticOes teloméricas curtas —, e aqueles DNAs altamente repetitivos — DNAs
microssatélites, minissatélites e satélites ndo codificantes, incluindo DNA centromérico. Ja na
segunda classe, entre os DNAs que estdo dispersos no genoma, héd retrogenes e
retropseudogenes, familias de genes compostas por membros dispersos (DNA moderadamente
repetitivo), e elementos transponiveis (TEs). Estes elementos méveis, como transposons de
DNA e retrotransposons, incluem repeti¢des terminais longas (LTR) e elementos intercalados
longos (LINEs) que sdo altamente repetitivos, € ainda, elementos intercalados curtos (SINEs),
que sao moderadamente repetitivos (LOPEZ-FLORES, GARRIDO-RAMOS, 2012). O
primeiro passo para andlises de DNA repetitivo trata-se da identificagdo e classificacdo,
realizadas por comparagdo com sequéncias de referéncias bem caracterizadas (JURKA et al.,

2005).
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Figura 4: Classificacdo dos diferentes tipos de DNAs repetitivos em genomas eucarioticos.
De forma geral, as sequéncias repetitivas sio divididas naquelas que estdo dispostas em
tandem ou naquelas que estdo dispersas no genoma. Em cada classe, existem sequéncias
altamente repetitivas (DNAs satélites, minissatélites, microssatélites, LTRs, LINEs) ou

moderadamente repetitivas (familias multigénicas em tandem - que incluem os RNAs

ribossOmicos -, sequéncias teloméricas curtas, SINEs).

DNA repetitivo eucariotico

)
r \

DNA repetitivo em tandem DNA repetitivo disperso
| A
r \ ' !
Genes DNA satélite Genes Transposons de DNA
paralogos (incluindo DNA araloqos
em tandem centromerico) g 9 Retrogenes e
ISpersos retropseudogenes
Minissatélites Microssatélites Retrotransposons

J
[ \

LTR LINEs SINEs

DNA telomérico

LTR — Repeticdo Terminal Longa; LINEs — Elementos Intercalados Longos; SINEs — Elementos Intercalos

Curtos.

Fonte: LOPEZ-FLORES E GARRIDO-RAMOS (2012) — adaptado pela autora.

O termo DNA satélite (satDNA) tornou-se conhecido devido a aparéncia que estas
sequéncias apresentaram apds centrifugacdo em gradiente de densidade de alta velocidade do
DNA. Como eram abundantes e possuiam conteido de bases diferente do restante do DNA,
formaram-se bandas satélites, que foram extraidas e usadas em Hibridacdes in situ Fluorescente
(FISH) para identificar suas localizacdes (BISCOTTI et al., 2015; GALL, PARDUE, 19609;
JOHN et al., 1969).

Essa por¢ao do genoma que nao € codificante estd localizada, na maioria das vezes, em
regides de heterocromatina, seja pericéntricas ou subteloméricas (BISTOTTI et al., 2015;
LOPEZ-FLORES, GARRIDO-RAMOS, 2012), embora hd casos se presenca em regioes
eucromaticas, como na mosca das frutas Drosophila malanogaster (KUHN et al., 2012), no

besouro castanho Tribolium castaneum (BRAJKOVIC et al., 2012; PAVLEK et al., 2015), no
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gafanhoto migratério Locusta migratoria, (RUIZ-RUANO et al., 2016), no barbeiro Triatoma
infestans (PITA et al., 2017), entre outros.

Os satDNAs podem ser organizados em familias, que apresentam varia¢cdes quanto a
sequéncia de bases, o tamanho do motivo de sequéncia que se repete, a abundancia e sua
localizacdo no genoma (GARRIDO-RAMOS, 2017). Ainda segundo Garrido-Ramos (2017),
existem algumas consideracdoes acerca das distribuicdes destes conjuntos de satDNAs:
diferentes familias de satDNAs podem estar presentes em uma mesma espécie; espécies
relacionadas podem compartilhar uma mesma biblioteca de satDNAs; espécies podem possuir
familias especificas de satDNA; e que os satDNAs podem representar ou nem sempre uma
grande proporcao do genoma.

Os dados sobre DNAs repetitivos em eucariotos sao fragmentados, visto que na maioria
das vezes sdo realizadas apenas subestimativas, onde a abundéncia total destas sequéncias nos
genomas deve ser superior ao estimado (GARRIDO-RAMOS, 2017). Felizmente, com o
Sequenciamento de Nova Geracao € possivel fazer abordagens mais concisas destes elementos
repetitivos, estudando os satelitomas. Este termo, proposto por Ruiz-Ruano et al. (2016) refere-
se a toda colecdo de diferentes familias de satDNAs de um genoma, permitindo a andlise
comparativa intra e interespecifica, fornecendo informagdes sobre organizacao e evolu¢do nao

apenas de satDNAs, mas também sobre questdes cromossdmicas.

Metilacao do DNA

A epigenética é definida como mudancas hereditarias reversiveis na expressdo génica que
ocorrem devido a alteragdes que ndo sejam na sequéncia primdria do DNA (ESTELLER, 2008;
SINGH et al., 2013). Kaidery et al. (2013) define alguns mecanismos considerados
epigenéticos, como metilagdo do DNA, modificagcdo pos-transcricional das histonas (acetilagdo,
metilacdo, fosforilagdo e ubiquitinizagdo) e mecanismos baseados no RNA, como microRNA,
RNA circular e RNA nao codificante.

Em organismos eucariotos, a metilacio de DNA € encontrada exclusivamente em
residuos de citosinas, tornando-se essencial no desenvolvimento embrionario de mamiferos
como camundongos, que apresentam letalidade precoce com a auséncia de DNA
metiltranserases (DNmTs) (LI et al., 1992; OKANO et al., 1999). Os padroes de metilagao
encontrados s@o varidveis em eucariotos, onde sao observados desde distribui¢io em mosaico,
como em Arabidopsis thaliana, Neurospora crassa, Apis millifera e Ciona intestinalis, até
padrdes considerados globais em vertebrados, como Danio rerio, Xenopus laevis e Homo

sapiens (para revisdao, SUZUKI, BIRD, 2008).
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Em peixes, regides metiladas nos genomas normalmente estdo associadas a regides de
heterocromatina constitutiva, como descrito por Almeida-Toledo et al. (1998) e Schmid et al.
(2015), sendo os padrdes especificos de cada espécie (SCHMID et al., 2015). Isso ocorre porque
as regides heterocromadticas sdo compostas por sequéncias de DNA repetitivo que diferem em
quantidade, sequéncia e localizacdo, onde € possivel encontrar variagdes, visto que estas
sequéncias ndo sdao submetidas a pressao seletiva (SCHMID et al., 2015).

Bird e Wolffe (1999) destacam que a metilacdo de DNA em citosinas funciona, de forma
geral, para manter o estado reprimido da cromatina, silenciando de maneira estavel a atividade
dos promotores, e assim, inibindo genes. Sendo um mediador do silenciamento trasncricional,
a metilacdo possui potencial para modificar expressdes gé€nicas que ocorrem durante o
desenvolvimento dos organismos, variando significativamente de acordo como tipo de célula
(SUZUKI, BIRD, 2008). Desta forma, para compreender qual a funcio das metilagdes no DNA,

o primeiro passo € o conhecimento de sua distribuicdo no genoma das espécies (BIRD, 2002).

1.1 Objetivos

O objetivo geral do trabalho foi investigar, sob uma abordagem evolutiva, as
caracteristicas que distinguem duas espécies do complexo de espécies cripticas “Hypostomus
ancistroides”, utilizado ferramentas da gendmica e buscando possiveis variagdes entre as
espécies que poderiam ser causa ou consequéncia das diferencas morfoldgicas, cariotipicas e
moleculares encontradas entre Hypostomus aff. ancistroides e Hypostomus ancistroides.

Os objetivos especificos incluem a descri¢do e comparacdo dos genomas mitocondriais
completos das duas espécies; a prospeccao e descri¢ao dos satelitomas de ambas, com posterior
validacdo e localizacdo fisica de DNAs satélites encontrados utilizando a técnica de Hibridagao
in situ Fluorescente; e por fim, a descri¢do dos padrdes de metilagdo de DNA encontrados em

cada uma dessas espécies do complexo.
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2 CHAPTER I — The complete mitochondrial genome of two species of armoured
catfish, genus Hypostomus (Siluriformes, Loricariidae, Hypostominae)*

Dinaiza Abadia Rocha-Reis, Rubens Pasa, Fabiano Bezerra Menegidio, John Seymour (Pat)

Heslop-Harrison, Trude Schwarzacher, Karine Frehner Kavalco

ABSTRACT

Mitochondrial DNA can be very useful for phylogenetic studies, biological and genetic
identification of populations. The genus Hypostomus is considered the dominant fish in
Brazilian rivers and has a substantial morphological and genetic variety. Here we describe the
mitochondrial genome of two Hypostomus species, H. ancistroides and H. aff. ancistroides. We
also performed Bayesian inference to elucidate the phylogenetic positioning of these species,
since the last is morphologically similar to H. ancistroides, but presents very distinct karyotype
data, characterized by a lower chromosomal number and the presence of an XY sexual
chromosomal system. The whole-genome sequencing was performed in a Novaseq 6000 by
[Nlumina and for the assembly of the mitogenome we used Novoplast software. Bayesian
inference was performed with the addition of four Hypostominae and one Hypoptopomatinae
species as outgroup. The organization of both mitogenomes was similar to that reported for fish
and metazoans, ranging from 16.5 to 16.8 kb, with 13 PCGs, 22 tRNAs and 2 rRNAs. We found
size variation in the non-coding region (D-loop), which was responsible for the total size
variation. We attributed this increase (321 bp) to possible sequence duplications in this region.
The topology of the phylogenetic tree presents the grouping of Hypostominae representatives,
but with Pterygoplichthys as the sister group of H. 33lecostomus and H. ancistroides, which
may be due to sequence analogy or just sampling tendency. By contrast, the position of H. aff.
ancistroides in a different branch than H. ancistroides reinforces the idea that they do not belong
to the same taxon, but that it is actually a new species of the cryptic species complex

“ancistroides”.

Keywords: Armoured catfish, Mitogenome, Upper Parana River basin, WGS

* This paper will be submitted to the journal Genomics (ISSN 0888-7543)
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CAPITULO I - Genomas mitocondriais completos de duas espécies de cascudos, género

Hypostomus (Siluriformes, Loricariidae, Hypostominae)

Dinaiza Abadia Rocha-Reis, Rubens Pasa, Fabiano Bezerra Menegidio, John Seymour (Pat)

Heslop-Harrison, Trude Schwarzacher, Karine Frehner Kavalco

RESUMO

O DNA mitocondrial pode ser muito util para estudos filogenéticos, identificagdo bioldgica e
genética de populacdes. O género Hypostomus € considerado dominante em peixes nos rios
brasileiros e possui uma grande variedade morfoldgica e genética. Aqui descrevemos o genoma
mitocondrial de duas espécies de Hypostomus, H. ancistroides e H. aff. ancistroides. Além
disso, realizamos Inferéncia Bayesiana para elucidar o posicionamento filogenético dessas
espécies, uma vez que a tltima € morfologicamente semelhante a H. ancistroides, mas apresenta
dados de cariétipo muito distintos, caracterizados por um nimero cromossdmico mais baixo e
pela presenca de um sistema cromossdmico sexual XY. O sequenciamento do genoma completo
foi realizado no Novaseq 6000 da Illumina e para a montagem do mitogenoma foi utilizado o
software Novoplast. A inferéncia Bayesiana foi realizada com a adicao de quatro espécies de
Hypostominae e uma de Hypoptopomatinae como outgroup. A organizacdo de ambos os
mitogenomas foi semelhante a relatada para peixes e metazodrios, variando de 16,5 a 16,8 kb,
com 13 PCGs, 22 tRNAs e 2 rRNAs. Encontramos variacdo de tamanho na regido nao
codificadora (D-loop), responsdvel pela variacdo do tamanho total. Atribuimos esse aumento
(321 pb) a possiveis duplicagcdes de sequéncia nesta regido. A topologia da arvore filogenética
apresenta o agrupamento de representantes de Hypostominae, mas Pterygoplichthys como
grupo irmao de H. plecostomus e H. ancistroides, o que pode ser devido a analogia da sequéncia
ou apenas a tendéncia de amostragem. Por outro lado, a posi¢cdo de H. aff. ancistroides em um
ramo diferente de H. ancistroides reforca a idéia de que eles ndo pertencem ao mesmo taxon,

mas que na verdade ¢ uma nova espécie do complexo de espécies cripticas “ancistroides”.

Palavras chave: Bacia do Alto rio Parand, Cascudo, Mitogenoma, WGS
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2.1 Introduction

Hypostomus Lacépede (1803) represents the dominant genus of armoured catfish
(Siluriformes, Loricariidae, Hypostominae) in Brazilian rivers (BRITSKI, 1972). These fish
present a large interspecific variation in the pattern of body colour and external morphology
(OYAKAWA et al., 2005), which makes it difficult to identify some species. In addition, the
various cytogenetic phenotypes, including different chromosomal numbers, karyotype formulas
and location of ribosomal genes (ROCHA-REIS et al., not yet published)*, intensify efforts in
the search for more appropriate methodologies for species identification.

Hypostomus ancistroides lhering (1911) shows a natural distribution in the
hydrographic basins of the Tieté river, Ribeira de Iguape river and the Upper Parand River
(FRICKE et al., 2020). The Upper Parand River region is sheltered to about 25 species of the
genus Hypostomus (WEBER, 2003), indicating a complex evolutionary history of this taxon in
this hydrographic basin and evidencing the species complex of H. ancistroides, since different
morphotypes are found in different basins of their distribution area.

A population belonging to this cryptic species complex and collected in the
Paranapanema River basin, was named Hypostomus aff. ancistroides for presenting
characteristics different from the other populations already described. The individuals, although
it is morphologically similar to H. ancistroides, presents very distinct karyotype data,
characterized by a lower chromosomal number and the presence of a neo-XY sexual
chromosomal system (ROCHA-REIS et al., 2018).

Often the delimitation of species within a complex is difficult, because populations may
not change so much the morphology, but are usually reproductively isolated (LANE, 1997).
Consequently, populations can be identified in different evolutionary units using methodologies
that are not based only on morphological data (ROCHA-REIS et al., 2018).

The mitochondrial genome (mtDNA) of vertebrates is a circular and closed molecule,
with conserved gene content (BILLINGTON, HEBERT, 1991). It is 16-20 kb in length and
consists of a light and a heavy chain where a non-coding control region and 37 genes are found:
13 protein-coding genes (PCGs), 22 RNA transfer genes (tRNAs) and two ribosomal RNA
genes (rRNAs) (BERNT et al., 2013; BOORE, 1999; TAANMAN, 1999). Features such as
high evolutionary rate, low recombination and maternal inheritance make mtDNA an effective

molecular marker and useful tool for biological identification studies, phylogenetic analyses

4 High congruence of karyotypic and molecular data on Hypostomus species from the Parand River
basin, authored by Rocha-Reis, D. A.; Pasa, R.; Kavalco, K. F. Submitted to the scientific journal
Organims Diversity and Evolution.
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and population genetics (CACCONE et al., 2004; HARRISON, 1989; HIRASE et al., 2016;
MA et al., 2012).

In this paper, we describe the complete mitochondrial genome of two Hypostomus
species: H. ancistroides, belonging to the Tieté river basin, and H. aff. ancistroides, collected
in the Paranapanema River Basin. In addition, we seek to elucidate the phylogenetic positioning
of these species based on their mitogenomas, in order to corroborate the literature data that
suggest they are different evolutionary units. In spite of being very large and diverse, this is

only the third and fourth mitogenomes described to this genus.

2.2 Materials and Methods
2.2.1 Specimen collection and DNA extraction

Hypostomus ancistroides specimens were collected from the Tieté river basin, near the
municipality of Conchas, Sdo Paulo state, Brazil (22°59'57.84" S; 48°0'16.09" O) -
ATTACHMENT A. Hypostomus aff. ancistroides was collected from a stream near the
municipality of Sao Miguel Arcanjo, State of Sdo Paulo, Brazil (23°54°44.58” S; 47°57°40.50”
O) - ATTACHMENT A. Tissue and DNA samples from individuals are deposited in the Tissue,
Cell Suspension and DNA Bank of the Laboratory of Ecological and Evolutionary Genetics at
the Universidade Federal de Vicosa — Campus Rio Paranaiba. All technical standards for
euthanizing animals were in accordance with the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) from Brazil.

Total genomic DNA was extracted from liver and heart samples according to the
instructions of Invitrogen's DNA extraction and purification kit. The samples were monitored
on a 1% agarose gel, with subsequent measurement of DNA quality and concentration by

spectrophotometry, using NanoDrop 2000, and by fluorometry, using Qubit.

2.2.2 Sequence assembly and sequence analysis

The Whole Genome Sequencing was performed by Novaseq 6000 (Illumina, San Diego,
CA) at Novogene company, UK. For the assembly de novo of the mitogenome, Novoplast 3.7
(DIERCKXSENS et al., 2017; https://github.com/ndierckx/NOVOPlasty) was used with 2x150
raw reads and three distinct kmers (19, 21 and 23). Subsequently, the consensus sequence was
mapped against the complete mitochondrial genome of Hypostomus plecostomus available on
GenBank (NC_025584.1), using Bowtie2 software (LANGMEAD, SALZBERG, 2012) with

all standard parameters — default.



37

The mitochondrial sequences obtained were noted in MitoAnnotador (IWASAKI et al.,
2013) present in MitoFish. The analyzes as a base composition were performed with Fasta
Statistics 1.0.1 (SEEMANN, GLADMAN, unpublished), available at The Galaxy Project
(https://usegalaxy.org/) (AFGAN et al., 2018). The complete mitochondrial genomes of the two
species are available from GenBank with accessions MT066232 for Hypostomus ancistroides

and MTO081402 for Hypostomus aff. ancistroides.

2.2.3 Phylogenetic analysis

The phylogenetic positions of H. ancistroides and H. aff. ancistroides were determined
by comparison with four Hypostominae species and Hypoptopoma incognitum (MOREIRA et
al., 2015) as outgroup (Table 1). The complete mitogenome sequences were aligned with
ClustalW (THOMPSON et al., 1994), implemented in the MEGA 7.0.21 software (KUMAR et

al., 2018) with all standard parameters — default.

Table 1: Species used in Bayesian inference for phylogenetic reconstruction

Species ID Reference

Hypostomus francisci
(Hypostomini, Hypostominae,  Personal comunication  Pereira et al. (2019)

Loricariidae)

Hypostomus plecostomus

(Hypostomini, Hypostominae, NC025584 Liu et al. (2016)
Loricariidae)
Pterygoplichthys disjunctivus
sop o NCO015747 Nakatani et al.
(Pterygoplichtini, ) )
) o (identical to AP012021) (2011)
Hypostominae, Loricariidae)
Hypoptopoma incognitum
(Hypoptopomatinae, NC028072 Moreira et al. (2015)

Loricariidae)

Bayesian inference was performed using the MRBAYES 3.2.7 software (RONQUIST et
al.,2012), with the concatenation of the 13 protein-coding genes. For each gene, an independent
search for the best nucleotide replacement model was performed using PartitionFinder 2.1.1
software (LANFEAR et al., 2016), according to the Bayesian Information Criterion (BIC).

After 10 million MCMC simulations, chain size per 1,000 generations was evaluated using
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Tracer 1.7 (RAMBAUT et al., 2018) to checked chain convergence. The first 25% of the trees
were discarded as burn-in. Tree visualization was performed using FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) and image editing with Inkscape

(https://www.inkscape.org).

2.3 Results and Discussion
2.3.1 Organization of mitochondrial genomes

The organization of the mitogenomes of the two species was very similar to the other
ostariophysian fish (SATOH et al., 2016), and consequently to other Hypostomus already
described: 13 PCGs, 22 tRNA genes, two rRNA genes, and a control region (D-loop) (Figure
1A and 1B). However, we found different sizes for the two mitochondrial genomes: H.
ancistroides presented 16826 bp, while H. aff. ancistroides 1s 16505 bp (Figure 1,
ATTACHMENT B).

The base composition of the mitochondrial genome of H. ancistroides was estimated as
31.7% A, 26.6% C, 14.6% G and 26.9% T. For H. aff. ancistroides was found 31.5% A, 26.5%
C, 14.7% G and 27.1% T. In both mitogenomes, most genes are located in the heavy chain,
with only eight tRNAs and a protein-coding gene found in the light chain (Figure 1,
ATTACHMENT B).

2.3.2 Protein-Coding Genes (PCGs)

Both mitogenomes described were the same size for PCGs, although they may have
varied the start and end position within the genome (ATTACHMENT B). Thirteen protein-
coding genes have been identified: ATP6 (683 bp), ATP8 (168 bp), COI (1551 bp), COII (691
bp), COIII (784 bp), Cytb (1138 bp), ND1 (975 bp), ND2 (1045 bp), ND3 (349 bp), ND4 (1381
bp), ND4L (297 bp), ND5 (1827 bp) and ND6 (522 bp), representing about de 70% of the
mitogenomes.

There were overlapping coding between ATP8 and ATP6, ND4L and ND4, ND5 and
ND6. Except for COI that starts with GTG, the other protein-coding genes use the ATG codon
for initiation. The stop codons were identified as TAA (for ATP8, ND4L, ATP6, ND1, COI,
and NDS5), TAG (for ND6) and incomplete T-stop (for ND3, COII, COIII, ND2, Cytb and
ND4). Except for ND6, all other protein-coding genes were found in the heavy chain
(ATTACHMENT B).


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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2.3.3 Ribosomal and transfer RNA genes

We found two rRNA genes, 12S rRNA (954 bp) and 16S rRNA (1677 bp), located
between tRNAPP and tRNAY, separated by tRNAV (Figure 1A and 1B, ATTACHMENT B),
as is common in other vertebrates (INOUE et al., 2000).

Figure 1: Representation of the complete mitochondrial genomes of Hypostomus ancistroides
(A) and Hypostomus aff. ancistroides (B). The main difference between mitogenomas is the
size of the non-coding region (d-loop). In (C), comparison of this region between the two
species: the homologous bases between individuals are in red, and the exclusive bases of H.

ancistroides are in blue, represented as white spaces in the sequence of H. aff. ancistroides.
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Twenty-two tRNAs were found in both mitogenomes, with sizes ranging from 67 to 75
bp. There was a single tRNA size difference between the two species: tRNAM® has 74 bp in H.
ancistroides and 73 bp in H. aff. ancistroides. Only eight tRNAs are located in light chain:
tRNAS? (RNAAR tRNAAST (RNASY, tRNATT, (RNAS, tRNACM, tRNAP© (Table 2). Some
tRNAs had atypical codons such as tRNAX" (UAA), tRNAST (UGA), tRNAS" (GCU) and
tRNAM (UAG).

2.3.4 Non-coding region

We found differences in the size of the non-coding region: H. ancistroides presented 1186
bp D-loop; whereas this same region in H. aff. ancistroides is 865 bp (Figure 1C,
ATTACHMENT B). This variation of base pairs is responsible for the large overall size
difference of mitochondrial genomes, where the parameters for total and D-loop size of H. aff.
ancistroides is more similar to data available in the literature for Hypostomus.

An explanation for this difference would be the use of the recirculated circular DNA
retrieval methodology between the individual DNA sequencing reads. Other methodologies
were tested (SOAPdenovo2, MIRA, MITObin - data not shown), although the NovoPlasty was
considered more satisfactory (DIERCKXSENS et al., 2017; GAN et al., 2019; SCHMIDT,
MCDOUGALL, 2019; YANG et al., 2019), with high accuracy and genome coverage
(DIERCKXSENS et al., 2017). Thus, we believe that the actual sizes of the non-coding regions
are as shown.

The simplest biological factor for this difference between the two species may be due to
duplication of fragments within the non-coding region. Moretiz and Brown (1986) found
mtDNA from different sized lizards, where 4.8 kb exceeded were due to tandem duplications
of a region that included regulatory sequences in addition to tRNA and rRNA genes.

The fact that the D-loop is considered the main non-coding region of the mitochondrial
genome, which regulates replication and transcription processes, makes this region more
variable and with faster evolution rates (CLAYTON, 1991; SHADEL, CLAYTON, 1997),
makes it an important interest for the phylogeny of organisms, especially of nearby taxa/groups.
Thus, a directed approach with D-loop sequences may provide insights into the difference in
these sequences sizes, as well as a useful system for investigating the molecular and

evolutionary biology of animal mtDNA.
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2.3.5 Phylogenetic analysis

The tree topology obtained by Bayesian inference (Figure 2) shows the grouping of
representatives of the Hypostominae subfamily, with Hypostomus and Pterygoplichthys in one
same clade and Hypoptopoma (Hypoptopomatinae subfamily) as an external group.

The interesting fact of this results is that P. disjunctivus appeared as the sister group of
H. plecostomus and H. ancistroides, closer to these species than the other two individuals of
the same genus, H. francisci and H. aff. ancistroides (Figure 2).

This proximity of P. disjuncitvus can be interpreted as a sequence analogy, in which genes
evolved in the two tribes in a convergent mode, culminating in similar sequences in the two
species but which in fact do not reflect ancestry; or because of the small sampling of
Pterygoplichthys, since only one individual of this genus was incorporated in the analysis.

However, another hypothesis would be the existence of introgression of mitochondrial
genes. In fish, cases of species of the same genus have already been observed in which there is
hybridization and introgression of genes, as is the case of Tridentiger obscurus and Tridentiger
brevipinis (MUKALI et al., 1997), Pseudoplatystoma corruscans and Pseudoplatystoma
reticulatum (PRADO et al., 2012), and still in the genus mentioned above, Pterygoplichythys
disjunctivus and Pterigoplichythys pardalis JUMAWAN et al., 2011).

Figure 2: Bayesian phylogenetic tree for Hypostomus mitogenomes using Hypoptopoma

incognitum as outgroup. Numbers at each node represent the posterior probability.

Hypostomus francisci

Hypostomus aff. ancistroides

Hypostomus ancistroides

0.862

0.934

Hypostomus plecostomus
1

Pterygoplichthys disjunctivus

Hypoptopoma incoghitum

0.05
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The hybridization resulting in introgression or the incorporation of foreign genes from
one species into another may explain discrepancy between characters, whether morphological,
from allozymes, mtDNA or nuclear DNA (DOWLING, DeMARALIS, 1993). In Perciforme
Lepidiolamprologus, Schelly et al. (2006) found agreement between morphological and nuclear
data, but at odds with results obtained from mtDNA, suggesting introgression of genes.
Armbruster (2004) using morphological data proposed hypotheses for the classification of
Loricariidae, where Hypostomus and Pterygoplichythys appear in separate clades; Lujan et al.
(2015), based on nuclear and mitonchondral genes, discusses possible phylogenetic
relationships between the Hypostomini and Ancistrini tribes, but Pterigoplichthys remains in a
separate clade from the rest of the Hypostomus. Thus, we interpret the position of
Pterigoplichthys in Figure 2 as a possible introgression of genes.

Despite the aforementioned difference in the size of the D-loop sequences, the
phylogenetic reconstruction was built with the absence of this region, and even so, it resulted
in positioning in different clades between H. ancistroides and H. aff. ancistroides (Figure 2).
This scenario demonstrates the separation between the two species and reinforces the
hypothesis that H. aff. ancistroides is a new species of the complex (ROCHA-REIS et al.,
2018), based on morphological, cytogenetic, gene and mitochondrial differences and need to

be formally described and named as a taxonomically valid species.
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3 CAPITULO II - Satelitomas e cross-amplificacdo de satDNAs em duas espécies do
complexo Hypostomus ancistroides (Siluriformes, Loricariidae)

Dinaiza Abadia Rocha-Reis, Rubens Pasa, Fabiano Bezerra Menegidio, John Seymour (Pat)

Heslop-Harrison, Trude Schwarzacher, Karine Frehner Kavalco

RESUMO

Eucariotos possuem diversas copias de sequéncias repetitivas no genoma. Dentre elas, os
satDNAs abrangem sequéncias altamente varidveis e dispersas, e organizam-se em familias que
variam quanto ao tipo de sequéncias, a abundancia, o tamanho e a localiza¢do nos genomas. O
género Hypostomus é o mais representativo dentre os cascudos de distribuicdo sul americana e
apresenta expressiva variacao cariotipica. O objetivo deste trabalho foi prospectar o satelitoma
e determinar seu mapeamento fisico no genoma de duas espécies cripticas de Hypostomus — H.
aff. ancistroides e H. ancistroides, com e sem sistema cromossdomico sexual XX/XY. Apds
sequenciamento do genoma total de ambas as espécies, os satDNAs foram isolados utilizando
softwares especificos, amplificados e hibridados in sifu em preparacdes cromossOmicas de
individuos machos de fémeas. Os satelitomas apresentaram diferencas em relacdo ao nimero
de sequéncias repetitivas encontradas, além de muitas sequéncias exclusivas para cada espécie
e que ndo apresentavam similaridades com nenhum acesso depositado previamente em bancos
de dados. Um total de onze satDNAs foram resgatados pela analise. Quatro nao hibridaram em
nenhum individuo, mostrando padrao disperso. Trés deles (Sat02Han, Sat19Han e Sat27Han)
hibridaram em cromossomos das duas espécies, apesar de apresentarem fendtipos varidveis em
nimero de sitios. Dois satDNAs, SatO3Han e SatO3HanXY hibridaram apenas nos
cromossomos da espécie a partir da qual foram isolados. Um padrao oposto foi verificado para
SatlOHanXY e Sat21Han, hibridando apenas nos cromossomos da espécie da qual ndo foram
isolados. Nao foram encontradas hibrida¢des de satDNAs nos cromossomos sexuais X e Y
analisados, visto que sdo compostos quase inteiramente por eucromatina. Apesar do nimero
crescente de estudos que abordam sequéncias repetitivas em peixes, ainda ndo € possivel
estabelecer tendéncias com precisdo, destacando-se o fato de que satDNAs sdo sequéncias

altamente dindmicas e muitas delas comportam-se como espécie-especificas.

Palavras-chave: Citogendmica, DNA repetitivo, DNA satélite, Hibridagao in situ Fluorescente



48

CHAPTER II - Satellitomes and cross-amplification of satDNAs in two species of the

Hypostomus ancistroides complex (Siluriformes, Loricariidae)

Dinaiza Abadia Rocha-Reis, Rubens Pasa, Fabiano Bezerra Menegidio, John Seymour (Pat)

Heslop-Harrison, Trude Schwarzacher, Karine Frehner Kavalco

ABSTRACT

Eukaryotes have several copies of repetitive sequences in the genome. Among them, satDNAs
encompass highly variable and dispersed sequences, and are organized into families that vary
in the type of sequences, abundance, size and location in the genomes. The genus Hypostomus
is the most representative among the South American armoured catfishes and has an expressive
karyotype variation. The objective of this work was to prospect the satellite and determine its
physical mapping in the genome of two cryptic species of Hypostomus - H. aff. ancistroides
and H. ancistroides, with and without XX/XY sexual chromosome system. After sequencing
the total genome of both species, satDNAs were isolated using specific software, amplified and
hybridized in situ in chromosomal preparations from male to female individuals. The
satellitomas showed differences in relation to the number of repetitive sequences found, in
addition to many sequences exclusive to each species and that did not present similarities with
any access previously deposited in the database. A total of eleven satDNAs were rescued by
the analysis. Four of them did not hybridize to any individual, showing a dispersed pattern.
Three of them (Sat02Han, Sat19Han and Sat27Han) hybridized on chromosomes of the two
species, despite having variable phenotypes in number of sites. Two satDNAs, SatO3Han and
Sat03HanXY hybridized only on the chromosomes of the species from which they were
isolated. An opposite pattern was verified for Sat10HanXY and Sat21Han, hybridizing only to
the chromosomes of the species from which they were not isolated. No hybridization of
satDNAs was found in the sex X and Y chromosomes analyzed, since they are composed almost
entirely by euchromatin. Despite the growing number of studies that address repetitive
sequences in fish, it is still not possible to establish trends with precision, highlighting the fact

that satDNAs are highly dynamic sequences and many behave as species-specific.

Keywords: Cytogenomics, Fluorescent in situ Hybridization, repetitive DNA, satellite DNA
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3.1 Introducao

Na subfamilia Hypostominae (Loricariidae, Siluriformes), o género Hypostomus é o mais
representativo em termos de abundancia de cascudos em rios brasileiros (BRITSKI, 1972) e de
estudos citogenéticos. Baseado em descri¢des cariotipicas, sdo mais de 25 espécies distribuidas
em cerca de 120 populag¢des, onde € observado grande niimero de polimorfismos relacionados
a nimeros diploides, padrdes de bandamentos cromossdmicos, nimero e localizagdo de genes
ribossdmicos, entre outros (ROCHA-REIS et al., submetido)°.

Hypostomus ancistroides é considerado um complexo de espécies pela presenca de
diferentes morfotipos distribuidos em toda sua drea de distribuicito (HOLLANDA
CARVALHO, 2011). Além da diferenca morfolégica, sdo relatadas variacdes desde nimeros
cromossOmicos e formulas cariotipicas, até presenca de sistemas sexuais (ALVES et al. 2006,
2012; ARTONI E BERTOLLO 1996; BUENO et al. 2012; ENDO et al. 2012; FERNANDES
et al. 2012; LARA-KAMEI et al. 2017; MAURUTTO et al. 2012; PANSONATO-ALVES et
al. 2013; ROCHA-REIS et al. 2018; RUBERT et al. 2011; TRALDI et al. 2013).

Dados de uma populagdo de H. aff. ancistroides proveniente de Sao Miguel Arcanjo/SP
(ROCHA-REIS et al., 2018) evidenciam a existéncia de uma nova espécie do complexo, pois
além das pequenas diferencas morfoldgicas, sdo encontrados alguns fendtipos contrastantes:
natureza monofilética desta populagdo, nimero cromossdmico reduzido (2n = 66 em
contrapartida aos 68 cromossomos comumente descritos) e a existéncia do dnico sistema
cromossdmico sexual tipo XX/XY para o género.

Os genomas nucleares de eucariotos sdo compostos por um alto nimero de copias de
sequéncias repetitivas de DNA, como elementos transponiveis (TEs), familias multigénicas
(rDNA, histonas) e DNAs satélites (CAMACHO et al., 2015; CHARLESWORTH et al., 1994,
CHOO et al., 1989; JOHN, MIKLOS, 1979; JURKA et al. 2005).

O termo DNA satélite (satDNA) abrange uma gama de sequéncias repetitivas em tandem
que sao altamente varidveis e dispersas nos genomas eucaridticos. As familias de satDNA
variam quanto a sequéncia de nucleotideos, sua abundancia, o tamanho da unidade repetitiva e
sua localizacao (GARRIDO-RAMOS, 2017).

Sequéncias de satDNA podem variar entre individuos de uma populacdo e entre espécies,

tornando-se importante o estudo destas sequéncias para identificar e entender melhor as

5 High congruence of karyotypic and molecular data on Hypostomus species from the Parand River
basin, de autoria de Rocha-Reis, D. A.; Pasa, R.; Kavalco, K. F. Submetido ao jornal cientifico periédico
Organims Diversity and Evolution.
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diferentes familias repetitivas que constituem um genoma, e como elas podem estar envolvidas
em processos evolutivos que moldam genomas (NOVAK et al., 2010, 2013).

Com o advento de novas tecnologias, como Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), e
desenvolvimento de novas ferramentas computacionais, torna-se mais acessivel o estudo de
satDNAs. Aliando estas novas metodologias a citogenética molecular (mais precisamente
Hibridacdo in situ Fluorescente), é possivel observar a distribuicdo de diversas classes de
sequéncias repetitivas no genoma. Como mencionado por Biscotti et al. (2015), a abordagem
cromossOmica € muito importante e vital para compreender a distribui¢do e evolucdo de
repeti¢des no genoma, mostrando a “origem, modo evolutivo e fun¢do” destas sequéncias. Estes
autores ainda destacam que a citogenética molecular comparativa pode possibilitar a
“compreensao da natureza e comportamento desse importante componente gendémico’.

Desta forma, uma abordagem integrativa entre citogenética molecular e genémica pode
auxiliar no entendimento acerca da organizacdo dos genomas das espécies e permite buscar
novas hipéteses que ajudem na delimitacdo mais precisa dentro de complexos de espécies. Além
disso, a comparagdo entre duas espécies, uma portanto um neo sistema cromossomico sexual,
permite a busca de evidéncias sobre a origem e evolucdo destes elementos no genoma. O
objetivo deste trabalho foi descrever os satelitomas presentes em duas espécies de Hypostomus,
Hypostomus ancistroides ¢ Hypostomus aff. ancistroides, e analisar quais os fenétipos de
satDNAs encontrados nas duas espécies e em outras populacdes do complexo de espécies H.

ancistroides por meio da Hibridacao in situ Fluorescente.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Amostragem, preparagdes cromossomicas e extracdo de DNA

Individuos de cinco populacgdes de cascudos foram coletados na bacia do Alto rio Parana,
no estado de Sao Paulo, Brasil. A Tabela 1 mostra informag¢des sobre nimero de individuos,
pontos de coleta (ver também ANEXO A) e coordenadas geograficas. Todos os procedimentos
de amostragem e eutandsia dos animais foram executados de acordo com o Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) do Brasil. As amostras retiradas dos
individuos fazem parte do Banco de Tecido, Suspensdo Celular e DNA do Laboratério de
Genética Ecoldgica e Evolutiva (LaGEEvo) da Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio
Paranaiba e receberam ntiimero individual de voucher.

A obtenc¢do de cromossomos mitéticos foi realizada de acordo com Gold et al. (1990),
com algumas modificagdes (para mais informacdes, ver ANEXO C). A extragdo de DNA foi

realizada a partir de figado e coracdo dos individuos, utilizando kit apropriado (PureLink™
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Genomic DNA Kit) e seguindo as instru¢des do fabricante (Invitrogen). Apds checagem da
qualidade do DNA em gel de agarose 1%, Nanodrop e Qubit, as amostras foram enviadas para

servico terceirizado de sequenciamento.

Tabela 1: Detalhes da localiza¢do dos pontos de coleta e dos individuos utilizados no estudo.

Exemplares coletados

Espécie Municipio Coordenadas geograficas
M F  Total
H. aff. ancistroides  S@ao Miguel Arcanjo  23°54°14.30”S 47°55°46.75”0 11 16 27
Araras 22°22°59.64”S  47°25°49.50”0 7 9 16
Botucatu 22°52°29.15”S  48°22°27.50”0 4 5 9
H. ancistroides
Indaiatuba 23°05°39.12”S  47°15°38.16”0 6 4 10
Terra Roxa 20°43°34.00”S  48°19°15.80”0 2 3 5

3.2.2 Obtengado, isolamento e amplificagdo de satDNAs

Foram sequenciados dois individuos machos, um H. aff. ancistroides (Sdo Miguel
Arcanjo) e um H. ancistroides (Conchas/SP — 23°00°03.00”S; 48°00°00.00”0). O
sequenciamento foi tipo Whole Genome Sequencing (WGS) realizado por Novaseq 6000
(Illumina, San Diego, CA) pela companhia Novogene, UK. Apds o recebimento dos dados
brutos, as andlises foram realizadas na plataforma The Galaxy Project (https://usegalaxy.org/)
(AFGAN et al., 2018). As avaliacdes de qualidade das reads foram realizadas com a ferramenta
FastQC 0.72 (ANDREWS, 2010), enquanto a retirada dos adaptadores e filtragem foram feitas
com Trimmomatic 0.36.5 (BOLGER et al., 2014).

Para identificacao de sequéncias de satDNA nos dados, foram utilizados os softwares
RepeatExplorer 1.0.0 (NOVAK et al., 2013) seguida de Tandem Repeat Analyser (Tarean)
1.0.0 (NOVAK et al., 2017). Os DNAs satélites encontrados foram comparados utilizando
ferramentas como Blastn (Basic Local Alignment Search Tool) e banco de dados como Dfam
(HUBLEY et al. 2016).

Posteriormente, foram identificados aqueles que eram exclusivos de cada espécie e
realizou-se uma regressao linear entre o tamanho do fragmento dos satDNAs, em pares de
bases, e a cobertura que cada satDNA possuia no genoma completo (Figura 1). Isto auxiliou na
escolha dos DN As satélites para serem amplificados, visto que uma maior cobertura no genoma,

pode refletir em maiores probabilidades de serem identificados via hibridacao fluorescente.
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O proximo passo foi desenhar primers para amplificacdo dos satDNAs escolhidos,
utilizando Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi).
Todos os primers foram desenhados de forma que apresentassem mesma temperatura de
melting, ajustada para 59°C. Para cada Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram utilizadas
2,5 uLL de 10x Buffer com Mg2+, 1 uL de ANTP (10mM), 1 uL de cada primer (10mM), 80 ng
de DNA e 0,2 ulL de Taq Polimerase (BioTaq). O programa para amplificagdo consiste em um
ciclo de desnaturacio inicial a 95°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30s, 59°C por
30s, e 72°C por 1min30s, e uma extensao final de 72°C por 5 mim. Os produtos de PCR foram
visualizados em gel de agarose 1% e caso houvesse amplificacdo, quantificamos as amostras

utilizando NanoDrop 2000 (ThermoFisher).

Figura 1: Regressdo linear entre o tamanho do fragmento de satDNA (em pb) — X, por
suas respectivas coberturas no genoma — Y. Em azul, satDNA isolados em H. aff.

ancistroides; em vermelho aqueles isolados em H. ancistroides.

All satellite sequences

3.2.3 Marcacdo das sondas e Hibridacdo in situ Fluorescente

Foram utilizadas marcacao direta e indireta nas sondas de satDNA. Aquelas de forma
indireta foram marcadas com kit BioPrime Array CGH Genomic Labelling System (Invitrogen)
seguindo instrugdes do fabricante, com algumas modificacdes (ANEXO C), utilizando biotin-
11-dUTP ou digoxigenin-11-dUTP. As marcagdes diretas foram realizadas com Texas Red
(Sulforhodamine 101 Acid Chloride), de acordo com o protocolo mencionado acima, e com
Cyanine5 (Cy5) ou 6-Carboxyfluorescein (6 FAM), estas ultimas realizadas por servigo
terceirizado (ThermoFisher). A correspondéncia de cada satDNA com o fluorocromo que foi
marcado estd descrita na Tabela 2. A purifica¢do das sondas procedeu de acordo com protocolo

do kit de marcacao.


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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A Double-FISH foi realizada conforme Schwarzacher e Heslop-Harrison (2000)
(ANEXO C), com Alexa 647-Streptavidin como anticorpo para Biotin, e FITC-anti-
digogixenin como anticorpo para Digoxigenin. As laminas foram montadas para visualiza¢ao
com Antifade e DAPI. As andlises foram realizadas em Fotomicroscopio Monocromatico
Olympus BXS53, presente no Beagle — Laboratério de Sistemdtica Molecular da Universidade
Federal de Vigosa; e no Fotomicroscopio de Fluorescéncia Nikon Eclipse Ti, pertencente ao
Cento de Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI — ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais. Todas as imagens foram visualizadas e editadas utilizando os softwares Image J
1.52a (SCHNEIDER et al., 2012) e GIMP 2.10.12 (GNU Image Manipulation Program —

WWW.gimp.org).

Tabela 2: SatDNAs e fluorocromos utilizados no estudo

Sonda Marcacao direta Marcacao Indireta
Fluorocromo Fluorocromo Anticorpo

Sat03HanXY Biotin Alexa 647-Streptavidin
Satl0OHanXY Biotin Alexa 647-Streptavidin

SatO1Han Cy5

Sat02Han 6 FAM

SatO3Han Biotin Alexa 647-Streptavidin

Sat04Han Digoxigenin FITC-anti-digogixenin

Sat07Han Biotin Alexa 647-Streptavidin

Sat19Han 6 FAM

Sat20Han Biotin Alexa 647-Streptavidin

Sat21Han Cy5

Sat27Han Texas red

3.3 Resultados e Discussao
3.3.1 Descricdo dos satelitomas nas duas espécies

Foram encontrados 38 satélites putativos e dois Long Terminal Repeats (LTR) em H.
ancistroides, dentre os quais 36 foram considerados sequéncias de satDNAs: um era regiao
repetitiva de rDNA 5S; dois eram sequéncias de tRNA (tRNA-Phe e tRNA-Glu) e um era
snRNA (gene/pseudogene snRNA — U2 e US). Em H. aff. ancistroides, foram identificados 18
satélites putativos e um elemento LTR, dos quais 18 eram sequéncias de DNA satélite e um

combinou com sequéncias repetitivas de rDNA 5S. Os DNAs repetitivos variaram de 17 a 2660
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pb em H. ancistroides e de 17 a 2920 pb em H. aff. ancistroides. Os dados relacionados aos
nomes das sequéncias repetitivas, tipo de sequéncias, tamanhos, propor¢do genOmica, €
homologia de sequéncia estdo sumarizados no ANEXO D, e as sequéncias de cada satélite
descritas no ANEXO E.

Dois DNAs repetitivos eram compartilhados entre as duas espécies: rDNASS-1190_Han
e rDNASS-1190_HanXY eram a mesma sequéncia, correspondente ao gene do DNA
ribossomico 5S em Vertebrata; enquanto Sat05-2660_Han e Sat01-2920_HanXY foram
compativeis com sequéncias de retrotransposons (R2 e Penélope) encontrados em Danio rerio.
Entre as sequéncias satélites exclusivas nas espécies que possuiam algum tipo de similaridade
de sequéncias com bancos de dados, foram encontradas doze em H. ancistroides e trés em H.
aff. ancistroides. J4 sequéncias exclusivas, mas que nio apresentavam similaridade, 26 foram
obtidas de H. ancistroides e 14 a partir do genoma de H. aff. ancistroides (Tabela 3).

Dados de satelitomas, assim como de genomas completos em Hypostomus, sao ausentes
na literatura. Em tdxons préximos evolutivamente de Loricariidae, tem-se dados de “draft
genome” apenas para Ictalurus punctatus (JIANG et al., 2013), nimero infimo comparado a
diversidade de espécies em Siluriformes. Para sequéncias repetitivas, a maioria dos trabalhos
aborda localizacao fisica de rDNA 18S e rDNA 58S, mas sdo poucos os trabalhos que analisam
sequéncias diferentes, como genes de histona H3, elementos transponiveis como Rex!/ e
sequéncias teloméricas (PANSONATO-ALVES et al., 2013). Desta forma, as descri¢des aqui
apresentadas tratam-se dos dois primeiros satelitomas para espécies de Hypostomus.

As diferencas entre os dois conjuntos de DNAs satélites nas duas espécies sdo evidentes,
pois apenas duas sequéncias foram compartilhadas em contraste com o grande nimero de
exclusivas (Tabela 3). Isso demonstra como H. aff. ancistroides é geneticamente diferente de
H. ancistroides, e que tais caracteristicas vao muito além de dados morfoldgicos, cariotipicos e
moleculares (ROCHA-REIS et al., 2018), mas estdo presentes no genoma nuclear e

mitocondrial (para mais detalhes, consultar capitulo anterior).

3.3.2 Hibridagdo de sequéncias de satDNA
Todos os individuos de H. aff. ancistroides apresentaram 66 cromossomos, como descrito
em Rocha-Reis et al. (2018) e todos os individuos de H. ancistroides foram cariotipados com

2n = 68 (KAVALCO et al., submetido)®.

® Chromosomal Radiation: a model to explain karyotypic diversity in cryptic species, de autoria de
KAVALCO, K. F.; ROCHA-REIS, D. A.; BRANDAO, K. O.; DERGAM, J. A.; PASA, R. Submetido
ao jornal cientifico periddico Heredity.
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Dentre os satDNAS que foram testados via PCR, trés nao amplificaram mesmo apds
testes subsequentes: Sat06_HanXY, Sat07_HanXY, e Sat18_HanXY. Da mesma forma, quatro
satDNAs nao hibridaram nos cromossomos de nenhuma espécie apds a FISH: SatO1Han,
Sat04Han, Sat07Han e Sat20Han. Como nao foi possivel a hibridacao, estas quatro sequéncias
repetitivas ndo puderam ser validadas como satélites de fato, podendo constituir artefatos ou

falsos DNAs satélites.

Tabela 3: Resumo das sequéncias repetitivas encontradas para cada espécie analisada,

identificando sequéncias compartilhadas, exclusivas que apresentam similaridade com bancos

de dados e exclusivas sem similaridade.

Sequéncias
Hypostomus ancistroides Hypostomus aff. ancistroides
repetitivas
Compartilhadas  rDNASS_Han Sat05_Han rDNASS HanXY SatO1 _HanXY
Sat04 _Han Sat23 Han
Sat08 Han Sat25 Han
Exclusivas com Sat09 Han Sat27 Han Sat03_HanXY Sat18 _HanXY
similaridade Sat13 Han Sat29 Han Sat09 HanXY
tRNA_Han tRNA_Han
snRNA_Han Sat38 Han
Sat01_Han Sat19 Han
Sat02_Han Sat20_Han
Sat03_Han Sat21_Han
Sat06_Han Sat22 Han Sat02_HanXY Satll _HanXY
Sat07_Han Sat24 _Han Sat04_HanXY Sat12_HanXY
Sat10_Han Sat26_Han Sat05_HanXY Satl3_HanXY
Exclusivas
. Satl1_Han Sat30_Han Sat06_HanXY Satl4_HanXY
Sat12_Han Sat31_Han Sat07_HanXY Satl5_HanXY
Satl4_Han Sat32 Han Sat08 HanXY Satl16_HanXY
Satl5_ Han Sat33_Han Sat10_HanXY Satl7_HanXY
Sat16_Han Sat35_ Han
Satl7_Han Sat36_Han
Sat18 Han Sat37 Han
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SatDNAs presentes nos genomas, mas ndo detectaveis em FISHs ja foram observados
em Scophthalmus maximus por TABOADA et al. (2018). Segundo estes autores, essa
discrepancia pode estar relacionada as limitagdes da técnica, uma vez que as hibrida¢des podem
nao detectar as unidades repetitivas que estdo em baixo nimero de copias, impossibilitando o
pareamento das sondas como DNA alvo, ou mesmo degenerando as sequéncias nos pontos de
fusdo durante o procedimento.

Em contrapartida, foram observados satDNAs que hibridaram nas duas espécies:
Sat02Han, Satl9Han e Sat27Han. A principio, acredita-se que essas sequéncias repetitivas
sejam mais conservadas ou que as unidades repetitivas estejam em grande nimero, permitindo
a hibridacdo de muitas unidades. Apesar disso, os fendtipos encontrados variaram entre
espécies, entre populacdes e até no mesmo individuo (Figura 2).

Para o Sat02Han, em H. aff. ancistroides foram identificados quatro sitios em
cromossomos de individuos de ambos os sexos, sempre com um par mais evidente e um par
mais sutilmente marcado (Figura 2 — A e B). Todas as marcacdes estdo em cromossomos do
tipo st/a e sdo subteloméricas. No macho, ainda observou-se um cromossomo quase totalmente
marcado (Figura 2A — seta), consequentemente com quase toda sua composicao repleta de
sequéncias repetitivas. Individuos de H. ancistroides de Araras e Botucatu apresentaram
hibridacdo com esse satDNA, mas de forma peculiar. Na fémea de Araras (Figura 2C),
identifica-se quatro sitios, assim como mencionado para a espécie anterior, com marcacdes em
um par de forma conspicua e outra bem mais sutil. No macho de Botucatu, trés fenotipos
possiveis para este DNA repetitivo foram observados (Figura 2 — D, E, F): trés, cinco e seis
sitios, respectivamente.

Hibridacdes com Satl9Han também apresentaram variagdes. Machos de H. aff.
ancistroides apresentaram apenas dois sitios marcados, em cromossomos acrocéntricos, na
regido subtelomérica (Figura 3A), enquanto fémeas variaram entre dois e cinco sitios (Figura 3
— B e C, respectivamente), sempre com um par bem evidente. Machos de H. ancistroides
provenientes de Indaiatuba ndo mostraram hibrida¢do com este satDNA, mas em fémeas desta
populacdo observamos trés sitios, onde um cromossomo sempre demonstrava marcagcdo bem
evidente (Figura 3D).

Os fendtipos para Sat27Han também foram variados. Cromossomos de machos de H. aff.
ancistroides nao hibridaram, mas cromossomos das fémeas apresentaram apenas um sitio,
localizado no maior acrocéntrico do complemento cromossdémico em regido centromérica

(Figura 3E). Machos ndo demonstararam hibridacdo, mas fémeas de H. ancistroides
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provenientes de Araras apresentaram dois sitios, localizados também no maior acrocéntrico e

em outro menor, também deste tipo cromossomico, ambos em regido centromérica (Figura 3F).

Figura 2: FISH em metafases de duas espécies de Hypostomus utilizando o SatO2Han como
sonda. Machos (A) e fémeas (B) de H. aff. ancistroides exibiram quatro sitios. Um
cromossomos do macho demonstrou-se quse completamente formado por esta sequéncia (A -
seta). Fémeas de H. ancistroides provenientes de Araras (C) mostraram também a presenca de
quatro sitios. Machos de H. ancistroides de Botucatu exibiram trés fenétipos: trés (D), cinco
(E) e seis (F) sitios. Os cromossomos foram contrastados com DAPI (azul). Cabecas de setas

indicam os sitios nos Cromossomos.
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Figura 3: Metéfases de duas espécies de Hypostomus apés técnica de FISH utilizando
satDNAs como sondas. Machos (A) de H. aff. ancistroides apresentaram dois sitios de
Sat19Han (marca¢des em verde), enquanto fémeas variaram entre dois (B) e cinco (C) sitios
para este satélite. Machos de H. ancistroides nao apresentaram hibrida¢ao, mas fémeas
reveleram um fen6tipo com trés sitios (D). Com Sat27Han (marca¢des em vermelho), machos
de nenhuma das espécies hibridaram, mas fémeas de H. aff. ancistroides apresentaram uma
marcacao (E), enquanto fémeas de H. ancistroides apresentaram dois sitios (F). Os
cromossomos foram contrastados com DAPI (azul). Cabecgas de setas indicam os sitios nos

Cromossomaos.

10 pm
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A hibridacao destes trés satDNAs nas duas espécies reflete o que propde a “Hipdtese de
Bibliotecas” (FRY, SALSER, 1977). Segundo ela, grupos de organismos relacionados
compartilham uma biblioteca comum de sequéncias satélites que podem ser amplificadas em
genomas distintos de forma independente. Porém, mesmo presentes em espécies relacionadas,
satDNAs sdo sequéncias altamente dindmicas e estdo suscetiveis a mudancas bruscas que
podem mudar sua distribui¢io e abundancia (PLOHL et al., 2012), incluindo ndo apenas niveis
diferenciais de amplificagao, mas também afetando a distribui¢do cromossdmica. Utsunomia et
al. (2017) trabalharam com bibliotecas de satDNAs na familia Characidae e encontraram
padrdes parecidos, com amplificacdes diferenciais de alguns satDNAs em diferentes espécies
de Astyanax, Hyphessobrycon e Moenkhausia.

Apenas fémeas hibridaram com Sat27Han e apenas fémeas de H. ancistroides mostraram
sitios positivos para Sat]19Han. Diferencas entre fendtipos com marcadores citogenéticos entre
os sexos podem ser eventuais casos de sistemas cromossOmicos sexuais putativos, entretanto,
pelo baixo nimero de individuos analisados, ainda ndo ha evidéncias suficientes para se afirmar
tal fato. Novas hibridacOes sdo necessdrias, aumentando o nimero de amostras para que seja
possivel explicar com maior clareza este padrdo.

Apesar destes trés satDNAs estarem presentes nas duas espécies, foram encontrados dois
casos interessantes com os demais satélites analisados. Sat03Han ndo apresentou sinal em
nenhum individuo de H. aff. ancistroides (Figura 4A), mas apresentou marcacdes em H.
ancistroides em praticamente todos 0s cromossomos, quase sempre na regiao centromérica
(Figura 4B). Ja o Sat03HanXY hibridou apenas em H. aff. ancistroides, apresentando apenas
um par de cromossomos marcados (Figura 4C), enquanto que H. ancistroides teve sinal
negativo (Figura 4D).

Regides pericentroméricas e subterminais sdo geralmente ricas em heterocromatinas —
sequéncias repetitivas de DNA que s@o caracterizadas pela repeticio de monOmeros
relativamente longos (LONG, DAWID, 1980; SINGER, 1982; SOUTHER, 1984) —, assim
pode-se ter associacdo de heterocromatinas e sequéncias de satDNA. Como SatO3Han esta
predominantemente localizado nas regides centroméricas de individuos de H. ancistroides,
acredita-se que faga parte da composicao geral da heterocromatina que permeia 0s centromeros
naturais para esta espécie, mas que sdo diferentes dos que seriam observados em H. aff.
ancistroides. Desta forma, tem-se a hibridagao diferencial.

O fato de hibridarem apenas nas espécies em que foram isolados demonstra a

especificidade que pode existir para tais sequéncias. Apesar de serem isolados de espécies
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proximas, cada familia de satDNA pode seguir um caminho evolutivo independente em cada
espécie, tornando-se assim sequéncias repetitivas consideradas espécie-especificas.

O caso inverso também foi observado, onde dois satDNAs nao hibridaram na espécie em
que foram isoladas, mas apresentaram sinais positivos na outra espécie. Sat10HanXY mostrou-
se negativo em H. aff. ancistroides (Figura 5A), mas apresentou dois sitios conspicuos em
individuos de H. ancistroides (Figura 5B). Em contrapartida, Sat21Han hibridou apenas em H.
aff. ancistroides (Figuras 5C), onde € possivel visualizar quatro sitios conspicuos e quatro mais

sutis, e nenhum sinal em H. ancistroides (Figura 5D).

Figura 4: Fen6tipos encontrados em cromossomos de duas espécies de Hypostomus apds
Hibridagao in situ Fluorescente, utilizando sondas de DNA satélite (marcacdes em rosa). H.
aff. ancistroides ndo apresentou hibridacdo (A) com SatO3Han, enquanto H. ancistroides (B)
demonstrou sitios em quase todos os cromossomos na regiao centromérica. Com
Sat03HanXY, H. aff. ancistroides exibiu um par de cromossomos marcados (C) e H.
ancistroides nao hibridou (D). Os cromossomos foram contrastados com DAPI (azul).

Cabecas de setas indicam os sitios nos cromossomos.
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Esta discrepancia na localizacdo de Sat10HanXY e Sat21Han demonstra a diversidade
que pode existir entre as familias de DNA repetitivos. Garrido-Ramos (2017) destaca como
podem apresentar padrdes variados, visto que ha mudangas quanto a localiza¢io, abundancia,
sequéncia de nucleotideos e também, quando ao tamanho da unidade repetitiva. Desta forma,
apesar de estarem presentes e serem abundantes no genoma das espécies em que foram isolados,
estes satDNAs podem estar distribuidos de maneira muito dispersa, sendo pequeno o

comprimento da unidade que se repete, tornando-os indetectaveis pela técnica de hibridagao.

Figura 5: Metéfases de duas espécies de Hypostomus apds técnica de FISH. Os DNAs
satélites utilizados como sondas hibridaram de forma diferencial (marcacdes em rosa).
Sat10HanXY nao hibridou (A) em individuos de H. aff. ancistroides, mas apresentou dois
sitios em H. ancistroides. Ja com Sat21Han, H. aff. ancistroides apresentou diversos sitios
(C), alguns conspicuos e outros sutis, enquanto H. ancistroides nao exibiu marcacoes
positivas (D). Os cromossomos foram contrastados com DAPI (azul). Cabecas de setas

indicam os sitios nos cromossomos.
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Nao foram encontrados sitios especificos nem sinais de hibridagdo dos satDNAs
analisados nos cromossomos sexuais de H. aff. ancistroides. Embora em peixes o surgimento
destes cromossomos esteja relacionado com sua heterocromatinizagiao (CIOFFI et al., 2012), e
que isto, por sua vez, estaria associado com a presenca de DNAs repetitivos, na espécie
analisada eles sdo quase interiamente eucromaticos (ROCHA-REIS er al., 2018). Como esta
espécie € a unica do complexo “ancistroides” que apresenta este sistema sexual até o momento,
acredita-se que aliado ao fato de sua quase completa eucromatinizacgio, a origem e diferenciagdo
recentes dos cromossomos X € Y possam ser responsaveis pela auséncia de satDNAs ou pela
dificuldade de deteccao. Na planta Silene latifolia, mesmo com andlise de alto rendimento para
DNAss repetitivos, Macas et al. (2011) encontraram baixa divergéncia na composi¢ao repetitiva
entre 0s cromossomos sexuais, relacionando isso a sua origem recente. Desta forma, o acimulo
de satDNAs estaria ocorrendo em um estagio inicial da evolugdo dos cromossomos sexuais de
S. latifolia (HOBZA et al., 2006), e que a presenca de repetitivos como microssatélites em vez
de satDNAs, sugere que a disseminacdo desta classe de repetitivos antecede mudancgas
estruturais que ocorrem durante a evolucdo do cromossomo Y (KUBAT et al., 2008). A
investigacdo da presenca de microssatélites nos cromossomos X e Y de H. aff. ancistroides
poderia entdo, auxiliar na compreensdo dos processos que permeiam a evolugdo dos
Cromossomos sexuais nesta espécie.

SatDNAs sdo consideradas sequéncias dindmicas que podem sofrer mudancas ripidas e
ser geralmente especificas para cada género ou espécie (GARRIDO-RAMOS et al., 1999; de
la HERRAN et al., 2001; LANFREDI et al., 2001; LECLERC et al., 1999; MARTINS et al.,
2006; ROBLES et al., 2004). Toda essa especificidade de sequéncias ainda nido permite que
sejam tracadas tendéncias evolutivas bem embasadas para sequéncias repetitivas em peixes.
Mas sem duivida, a abordagem integrada de gendmica e citogenética molecular pode auxiliar e
muito em futuros trabalhos, mesmo com algumas limita¢des da técnica em detectar pequenas
unidades repetitivas. Todos os satDNAs encontrados e validados, bem como os satelitomas
completos das duas espécies representam grandes contribui¢des nos estudos citogendmicos
para o género Hypostomus. Isso abre caminhos para comparacdes mais robustas e auxilia na

busca para o entendimento da estrutura e funcionamento dos genomas de loricariideos.
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4 CAPITULO III - Diferentes padrdes de metilacao de DNA em duas espécies do
complexo Hypostomus ancistroides (Siluriformes, Loricariidae)

Dinaiza Abadia Rocha-Reis, Karina de Olivera Brandao, Rubens Pasa, John Seymour (Pat)

Heslop-Harrison, Trude Schwarzacher, Karine Frehner Kavalco

RESUMO

Em eucariotos, a metilagdo do DNA ocorre exclusivamente em residuos de citosina e apresenta
padrdes diferentes entre espécies animais, que variam de pequenos mosaicos a metilacao global.
Normalmente, por¢des metiladas s@o coincidentes com regides repetitivas, como aquelas ricas
em heterocromatinas, e acredita-se que estejam relacionadas com o silenciamento de genes
adjacentes. O objetivo deste trabalho foi identificar os padroes de metilacao existentes em duas
espécies de cascudos do complexo de espécies cripticas Hypostomus ancistroides, todos
provenientes na bacia do Alto rio Parand. A deteccdo de regides metiladas foi realizada usando
imunocolora¢do com anticorpo monoclonal anti-5-metilcitosina. Individuos de H. ancistroides
apresentaram um padrdo correspondente entre metilagcdes e regides de heterocromatina.
Entretanto, individuos de H. aff. ancistroides apresentaram em quase todos os cromossomos do
complemento marcagdes positivas. Houve diferencas entre machos e fémeas, com o macho
apresentando o complemento cromossdmico hipermetilado e as fémeas com marcagdes em
menor quantidade, onde sdo observados cromossomos com pouca metilagdo ou com apenas
regides centroméricas ou subterminais metiladas. Os cromossomos sexuais X e Y desta
populacdo foram identificados como quase completamente metilados, o que sugere a inativagao
de genes, embora mostrem-se pouco ou totalmente eucrométicos em bandamentos C. Apesar
da existéncia de estudos que identifiquem a localizacdo de regides metiladas nos genomas, a
sua influéncia e como ocorre sua interagdo nos caridtipos ainda ndo sdo bem conhecidas em
peixes. As variacOes existentes podem refletir em diferencas no papel que desempenham nas

histérias evolutivas de cada grupo e precisam ser investigadas.

Palavras-chave: Anti-5-MeC, Heterocromatina, Sistema Cromossomico Sexual.
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CHAPTER III - Different patterns of DNA methylation in two species of the complex

Hypostomus ancistroides (Siluriformes, Loricariidae)

Dinaiza Abadia Rocha-Reis, Karina de Olivera Brandiao, Rubens Pasa, John Seymour (Pat)

Heslop-Harrison, Trude Schwarzacher, Karine Frehner Kavalco

ABSTRACT

In eukaryotes, the methylation of DNA it occurs exclusively in cytosine residues and presents
different patterns between animal species, ranging from small mosaics to global methylation.
Usually, methylated portions are coincident with repetitive regions, such as those rich in
heterochromatin, and are believed to be related to the silencing of adjacent genes. The objective
of this work was to identify the methylation patterns existing in two species of armoured catfish
of the criptic species complex Hypostomus ancistroides, all from the Upper Parana River basin.
The detection of methylated regions was performed using immunostaining with a monoclonal
anti-5-methylcytosine antibody. H. ancistroides individuals showed a corresponding pattern
between methylations and heterochromatin regions. However, individuals of H. aff.
ancistroides showed positive markings in almost all chromosomes. There were differences
between males and females, with the male presenting the hypermethylated chromosome
complement and the females with lesser markings, where chromosomes with little methylation
or with only methylated centromeric or subterminal regions were observed. The sex
chromosomes X and Y of this population have been identified as almost completely methylated,
which suggests the inactivation of genes, although they show little or totally euchromatic in C
banding. Despite the existence of studies that identify the location of methylated regions in
genomes, their influence and how their interaction occurs in karyotypes are still not well known
in fish. These variations may reflect differences in the role they play in the evolutionary

histories and need to be investigated.

Key words: Anti-5-MeC, Heterochromatin, Sexual Chromosome System.
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4.1 Introducao

Complexos de espécies cripticas sdo grupos de duas ou mais espécies que podem ser
classificadas como somente uma (BICKFORD et al., 2007), visto que a morfologia dos
organismos é muito semelhante. Entretanto, caracteristicas genéticas podem ndo estar em
concordincia com tais dados. Hypostomus ancistroides € considerada um complexo de
espécies, pois sdo encontrados diversos morfotipos nas bacias hidrogrificas que abrangem sua
drea de distribuicio (HOLLANDA CARVALHO, 2011). Apesar da morfologia semelhante dos
individuos, ha variagdo de nimero diploide e cada populacdo descrita na literatura apresenta
uma férmula cariotipica prépria (ROCHA-REIS et al., submetido)’.

Rocha-Reis ef al. (2018) descrevem uma populagdo coletada no rio Paranapanema
(municipio de Sdo Miguel Arcanjo, estado de Sdo Paulo) que apresenta caracteristicas unicas:
diminui¢cdo do numero cromossOmico, padrdes cariotipicos e estruturagdo molecular
diferenciada das demais populagdes, e ainda, um sistema sexual simples XX/XY tnico para a
espécie. Ainda de acordo com esses autores, esta seria uma unidade evolutiva diferente de todo
o restante das populacdes do complexo “Hypostomus ancistroides”, e que precisa de mais
estudos para compreender o surgimento desse sistema neo-XY.

Em eucariotos, a metilacdo do DNA € encontrada exclusivamente em residuos de citosina
(LI et al., 1992), e para entender sua funcdo no genoma € preciso conhecimento de sua
distribuicao (BIRD, 2002). Em animais, os padrdes encontrados sdo bastante varidveis,
principalmente entre invertebrados e vertebrados. Em Caenorhabditis elegans, sao
indetectaveis citosinas marcadas e DNA metiltransferase convencional (BIRD, 2002). Em
Drosophila melanogaster, encontram-se baixos niveis de metilacio e genes semelhantes
aqueles que codificam metiltransferases de DNA (GOWHER et al., 2000; LYKO et al., 2000).
No outro extremo, existem os vertebrados que possuem um padrdo conhecido como global,
onde a metilacdo esta distribuida em grande parte do genoma (BIRD, 2002).

Acredita-se que a metilacdo do DNA seja um mecanismo de controle de expressao génica
(BASHKEEL et al., 2019; CEDAR, 1988; IRVINE et al., 2002; KASS et al., 1997, WAGNER
et al., 2014), permitindo maior ou menor expressao de determinados genes. Em mamiferos, foi
encontrada grande relacdo entre sequéncias metiladas e silenciamento de genes (EDEN,

CEDAR, 1994; GREENBERG, BOURC’HIS, 2019; MOORE et al., 2013; YODER et al.,

7 High congruence of karyotypic and molecular data on Hypostomus species from the Parand River
basin, de autoria de Rocha-Reis, D. A.; Pasa, R.; Kavalco, K. F. Submetido ao jornal cientifico peridédico
Organims Diversity and Evolution.
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1997, WEBER et al., 2007). Também estio normalmente associadas a regides de
heterocromatina, como em lampréias do mar (Petromyzon marinus), que apresentaram maior
metilacdo em heterocromatinas ricas em GC em linhagem germinativa e em menor nivel em
cromossomos somadticos (COVELO-SOTO et al., 2014). Ja em plantas como Arabidopsis
thaliana, transposons e elementos repetitivos estdo sujeitos a metilacdo direcionada como
forma de defesa do genoma (SUZUKI, BIRD, 2008). Desta forma, como metilagdes sdo
comuns em sequéncias repetitivas e cromossomos sexuais estao normalmente envolvidos com
acumulacdo de heterocromatina (CIOFFI et al., 2012), espera-se que Cromossomos
heteromorficos entre os sexos apresentem um padrao metilado.

O objetivo deste trabalho foi identificar os padrdes de metilacio em duas espécies de
peixes do complexo Hypostomus ancistroides (Siluriformes, Loricariidae) e avaliar as possiveis
diferencas existentes entre as espécies e individuos. Para tal, o padrdo de metilacdo foi
comparado entre individuos machos e fémeas de espécies com auséncia (Hypostomus
ancistroides) e presenca (Hypostomus aff. ancistroides) de sistema cromossdmico sexual

simples XX/XY.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Locais de coleta e amostragem

Espécimes de Hypostomus aff. ancistroides e Hypostomus ancistroides foram coletados
na bacia do Alto rio Parana (Tabela 1, ANEXO A). Os procedimentos de captura e eutanasia
foram realizados em concordancia com as diretrizes do Conselho Nacional de Experimentacao
Animal (CONCEA) do Brasil. Todos os exemplares e seus materiais bioldgicos retirados fazem
parte do Banco de Tecido, Suspensdo Celular e DNA do Laboratério de Genética Ecoldgica e
Evolutiva (LaGEEvo) da Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio Paranaiba e possuem
numero de voucher. Os individuos utilizados na andlise possuiam mesma idade, foram mantidos
nas mesmas condi¢des fisioldgicas e processados sob circunstancias idénticas, visando

minimizar qualquer variagdo relacionada a maturacdo, meio externo ou manuseio do material.

4.2.2 Preparagoes cromossémicas e técnicas citogenéticas

Para as andlises citogenéticas, cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de células
do rim anterior dos exemplares de acordo com Gold et al. (1990), com algumas modificacdes.
A deteccao da heterocromatina constitutiva foi realizada segundo Sumner (1982), também com

algumas modifica¢des (ANEXO C).
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As metafases foram analisadas e fotografadas com microscépio 6ptico Olympus BX 41
com auxilio do software QCapture Pro 6.0. As imagens foram editadas utilizando os softwares
GIMP 2.10.12 (GNU Image Manipulation Program — www.gimp.org) e Photoshop 9.0 e os
tipos cromossdmicos foram estabelecidos segundo a razdo dos bracos conforme Levan et al.

(1964).

Tabela 1: Detalhes da localiza¢do dos pontos de coleta e dos individuos utilizados.

Bacia
Espécie Municipio Coordenadas geograficas
hidrografica
H. aff. ancistroides Sao Miguel Arcanjo 23°54°14.30”S  47°55°46.7570 Paranapanema
Araras 22°22°59.64”S  47°25°49.50”0 Tieté
Botucatu 22°52°29.15”S  48°22°27.50”0 Tieté
H. ancistroides

Indaiatuba 23°05°39.12”S  47°15°38.16”0 Tieté

Terra Roxa 20°43°34.00”S  48°19°15.80”0 Grande

4.2.3 Imunocoloragdo de anti-5-metilcitosina (anti-5-MeC)

Os padroes de metilacio de DNA em metafases cromossomicas foram detectados
utilizando anticorpo monoclonal anti-5-metilcitosina mAb (162 33 D3) Calbiochem. A
imunocoloragdo foi realizada segundo protocolo descrito por Borowska et al. (2011), com
modificagdes. Os materiais foram fixados em solu¢do de metanol/acido acético (3:1) por 30
minutos em temperatura ambiente, com posterior desidratacao em etanol 100% por 5 minutos.
As laminas foram fixadas em solug@o de formaldeido (1% formaldeido/1xPBS/MgCl> 50mM)
por 10 minutos e novamente desidratadas em série alcodlica com etanol 70%, 80% e 100% por
dois minutos cada. A desnaturacdo ocorreu com solucao de 40% formamida por 3 minutos a
75°C em camara de hibridacdo, seguida de quatro lavagens em 2xSSC. O tampao de bloqueio
era composto por 0,5% BSA diluido em 1xKPBS com 0,5% de Tween-20, e foi incubado nas
laminas por uma hora em camara imida a 37°C. Apds remogao deste tampao, as laminas foram
incubadas com solucdo de anticorpo primdrio de anti-5-metilcitosina, diluido em
1xPBS/0,5%Tween-20/0,1% BSA (1:250), e mantidas em camara umida a 4°C overnight. A
detec¢do do anticorpo primdrio foi realizada com Alexa 488 anti-mouse IgG diluido em
1xPBS/0,5%Tween-20/0,1% BSA (1:200), com incubacao por 90 minutos em camara imida a
37°C. Finalmente as laminas passaram por lavagens em 1xPBS/0,5% Tween-20 e foram

montadas com solu¢do de DAPI/antifade. As andlises foram realizadas em Fotomicroscépio


http://www.gimp.org/
http://www.gimp.org/
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Monocromdtico Olympus BX5.3. As imagens capturadas foram editadas com os softwares
Image J 1.52a (SCHNEIDER et al., 2012) e GIMP 2.10.12 (GNU Image Manipulation Program

— WWWw.gimp.org).

4.3 Resultados

Os complementos cromossdmicos das espécies analisadas foram determinados com base
em coloragdo com Giemsa. Individuos de H. aff. ancistroides possuem 66 cromossomos
(ROCHA-REIS et al., 2018), com heteromorfismo relacionado ao sexo, caracterizando um
sistema cromossdmico sexual do tipo XX/XY. Todos os individuos de H. ancistroides
presentaram 2n = 68 (KAVALCO et al., submetido)?, com variacdao de féormulas cariotipicas
entre populagdes de diferentes localidades.

Os fenétipos de heterocromatina constitutiva mostram, de uma forma geral, bandas
conspicuas e sutis, localizadas normalmente em regides subterminais e pericentroméricas de
véarios cromossomos do complemento (Figura 1). Em H. aff. ancistroides, os cromossomos X
apresentam bloco conspicuo no braco longo em regido terminal em ambos 0s sexos, enquanto
0 Y apresenta-se totalmente eucromdtico (Figura 1A e 1B - caixas, apud Rocha-Reis et al.,
2018).

A partir da imunocoloracdo observamos hipermetilacio em individuos de H. aff.
ancistroides, tanto em fémeas quanto em machos, em contraste com as demais espécies (Figuras
2 e 3). Encontramos ainda diferencas entre os sexos em H. aff. ancistroides, uma vez que o
macho apresenta todos os cromossomos com padrao hipermetilado e a fémea apresenta alguns
cromossomos hipermetilados, além de algumas marcacdes discretas, presentes apenas no braco
curto ou longo, ou em maior quantidade nos centromeros (Figura 2A e 2B, Figura 4). Detalhe
para os cromossomos sexuais X e Y, que apresentam-se quase completamente metilados

(Figura 4 — caixas).

Figura 1: Cariétipos em Giemsa de duas espécies de Hypostomus apds técnica de
bandamento C. Os blocos mais escuros nos cromossomos indicam regides de heterocromatina
constitutiva. Em (A) e (B), fémea e macho, respectivamente, de H. aff. ancistroides,
evidenciando o heteromorfismo de sexo. Cromossomos sexuais estdo nas caixas. Em seguida,

cariétipo de H. ancistroides para Araras (C), Botucatu (D), Indaiatuba (E) e Terra Roxa (F).

8 Chromosomal Radiation: a model to explain karyotypic diversity in cryptic species, de autoria de
KAVALCO, K. F.; ROCHA-REIS, D. A.; BRANDAO, K. O.; DERGAM, J. A.; PASA, R. Submetido
ao jornal cientifico periddico Heredity.
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Figura 2: Padrdes de metilagdo encontrados para as duas espécies de Hypostomus analisadas.
Regides em verde representam imunocoloragdo positiva a anti-5-MeC, enquanto os
cromossomos estao em azul pelo uso de DAPI. Fémea (A) e macho (B) de H. aff. ancistroides
apresentaram padrdes diferenciados entre si, enquanto fémea (C) e macho (D) de H.

ancistroides apresentaram padrao semelhante.

4.4 Discussao

Os trabalhos que abordam padrdes de metilagcdo do DNA a nivel citogenético em peixes
sao escassos. Almeida-Toledo et al. (1998) trabalharam com individuos diploides e triploides
de pacu (Piaractus mesopotamicus) produzidos artificialmente e identificaram apenas duas
regides positivas para anti-5-MeC, que eram coincidentes com marcagdes de heterocromatina

constitutiva. Schmid et al. (2015) também observaram padrdes coincidentes de metilacdo e
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heterocromatina constitutiva em nove espécies de Characiformes. Entretanto, algumas regides
com fluorescéncia intensa de metilacdo exibiram bandas C fracas ou moderadas. Além disso,
todos os cromossomos sexuais presentes nestas nove espécies, sejam XY ou ZW também
apresentaram padroes de hipermetilacdo da heterocromatina. J4 Motta-Neto et al. (2018)
identificaram padrdes de hipermetilacdo em duas espécies de Bodianus (Labridae) mais
parecidos com o que encontramos, onde a maioria dos cromossomos apresentavam regioes

positivas.

Figura 3: Cariétipos de fémea (A) e macho (B) de H. aff. ancistroides demonstrando a
diferenciagdo nos padrdes de metilacdo entre os sexos. Cromossomos sexuais estao nas
caixas. Os cromossomos foram contrastados com DAPI (em azul), enquanto regides em verde

representam imunocoloracao positiva a anti-5-MeC.

A principio, é possivel observar uma forte relagdo entre heterocromatina constitutiva e
regides metiladas. Isto € esperado, visto que tais regides sdo ricas em sequéncias repetitivas de

DNA, que podem ser muito longas e que ndo sdo transcritas (LONG, DAWID, 1980; SINGER,



76

1982; SOUTHER, 1984), tornando-as mais vulnerdveis a processos de metilacio sem
consequéncia fenotipica para o individuo, uma vez que estariam silenciadas. A baixa pressao
seletiva nestas regides permite que ocorra variacao no genoma das espécies, e isto estd paralelo
as mudancas rapidas nos padrdes de metilagao que sdo observados (SCHMID et al., 2015).

Este modelo de associagdo entre heterocromatina e metilagao explica parte dos fenétipos
encontrados neste trabalho. Em H. ancistroides pode ocorrer relaciao e/ou coincidéncia destas
regides (detalhes em Figura 1C, D, E e F; Figura 2C e 2D), apesar de ser evidente que a
metilagdo aparece de forma quantitativamente maior que o bandamento C - resultados
semelhantes aqueles encontrados por Schmid et al. (2015). Infelizmente, pela qualidade dos
cromossomos obtidos, ndo foi possivel determinar em quais cromossomos dos complementos
sdo observadas metilagdes. Assim, pode-se inferir que as regides marcadas positivamente com
anti-5-MeC podem corresponder a heterocromatina constitutiva rica em GC em H. ancistroides.

Entretanto, o padrdo de metilacio encontrado para H. aff. ancistroides € global,
semelhante ao encontrado por Motta-Neto et al. (2018) e mais comumente encontrado para
vertebrados, distribuido por quase todo o genoma (BIRD, 2002). Além disso, como Rocha-Reis
et al. (2018) propos, esta populacdo € morfologicamente semelhante a H. ancistroides, mas
apresenta peculiaridades que sugerem que se trate de uma nova espécie a ser descrita. Os
individuos desta populacio apresentam diminui¢do do nimero diploide, sistema cromossdomico
sexual unico para o morfétipo (XX/XY) e monofiletismo molecular fortemente estruturado
(ROCHA-REIS et al., 2018). Essas diferencas, aliadas ao padrao completamente diferente de
metilacdo, reforcam sua diferente posicao filogenética e seu reconhecimento como uma unidade
evolutiva significante. Além disso, indicam que os processos de metilacdo de DNA podem estar
envolvidos na diferenciacdo genética da populacio e no surgimento do sistema sexual,
observado apenas nesta populacio até o momento.

Os fendtipos de anti-5-MeC encontrados em fémeas e machos de H. aff. ancistroides
foram diferentes entre si em todas as metafases analisadas (Figura 2A e 2B; Figura 4). Como
observado por Schmid et al. (2015), cromossomos sexuais podem revelar-se positivos a
metilacdo, coincidindo com regides heterocromdticas. No presente estudo, 0s cromossomos X
analisados possuem blocos de heterocromatina constitutiva apenas na regidao subterminal do
braco longo, enquanto o Y apresenta-se totalmente eucromatico (Figura 1A e 1B — caixas), em
contraste com os padrdes completamente metilados encontrados (Figura 4A e 4B — caixas).
Como a metilacdo pode ser considerada um controlador de expressdo génica, ela pode estar

silenciando regides génicas nestes cromossomos sexuais e, neste sentido, ndo importaria que os
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cromossomos tivessem grandes por¢des ou fossem totalmente eucromaticos, haveria inibicado
de transcri¢do dos genes.

Como os padrdes de metilacdo encontrados ndo sao coincidentes com os fendtipos de
bandamento C para H. aff. ancistroides, deve existir outro mecanismo que explique os padroes
hipermetilados observados. Jabarri ef al. (1997) encontraram relagcdo entre temperatura corporal
e niveis de metilacdo em grupos de vertebrados. Neste sentido, grupos como peixes e anfibios
possuiriam maiores niveis de metilagdo, enquanto répteis, aves € mamiferos apresentariam um
padrao menos metilado. Varriale e Bernardi (2006) discutem que este menor nivel de metilagao
em vertebrados de “sangue quente” seja devido a uma maior taxa de desaminagdo relacionada
a maior temperatura corporal. Estes autores ainda compararam os padrdes de metilacdo entre
peixes que habitam dguas com diferentes temperaturas, € encontraram que peixes de regides
polares apresentam niveis de metilacdo de DNA mais altos que peixes de regides
temperadas/tropicais, € estes dltimos ainda apresentam niveis maiores que aves € mamiferos.
Assim, hd uma relagdo inversa entre metilagdo de DNA e temperatura corporal (VARRIALE E
BERNARDI, 2006).

A metilacdo de DNA € um processo epigenético que pode modificar a evolucao genética
e/ou cariotipica dos organismos (MOTTA-NETO et al., 2018). Entretanto, apesar de ser
crescente o nimero de estudos identificando sua localizacdo, a sua influéncia e a sua interagao
nos cariétipos ainda nio sdo bem conhecidas em peixes. E fato que os padrdes observados
podem seguir uma tendéncia, como a coincidéncia com regides heterocromdticas, porém estas
variam entre individuos, populacdes e espécies. Esta variacdo pode refletir em diferencas no
papel que as metilacdes desempenham nas histérias evolutivas de cada grupo e precisam ser
mais bem estudadas para que se possa estabelecer modelos que auxiliem na compreensao deste

importante processo.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Os genomas mitocondriais de Hypostomus aff. ancistroides e Hypostomus ancistroides
apresentam mesma organiza¢do dos demais vertebrados, com mesmo arranjo e nimero de
genes. Entretanto, as diferengas encontram-se nas regides ndo codificantes, o D-loop, com H.
ancistroides apresentando 321 pb excedentes quando comparado a H. aff. ancistroides,
responsavel também pela diferenca dos tamanhos totais dos mitogenomas. Além disso, a
topologia da arvore filogenética utilizando os 13 genes codificadores de proteinas demonstra a
localizagao das duas espécies em ramos diferentes, reforcando a diferenciagdo entre elas.

A prospecgao dos satelitomas permitiu observar diferengas entre o nimero de sequéncias
repetitivas presentes nos genomas de H. aff. ancistroides e H. ancistroides. Apenas duas
sequéncias eram compartilhadas, em contrapartida com o enorme numero de sequéncias
exclusivas de cada espécie. Apos Hibridagdo in situ Fluorescente, trés dos onze satDNAs
analisados hibridaram nas duas espécies, apresentando variacdo em nuimero e localizacdo, e
outros dois DNAs satélites foram encontrados apenas na espécie isolada. Isso demonstra a
especificidade de sequéncias repetitivas e evidencia satelitomas diferentes entre as espécies.

Os padroes de metilagdo encontrados também demonstram variacdo. Enquanto individuos
de H. ancistroides apresentaram padrao hipometilado, relacionado a regides heterocromaéticas,
H. aff. ancistroides demosntrou padriao hipermetilado, como todos os cromossomos exibindo
marcacOes positivas. Destaque para o padrdo mais metilado em machos do que fémeas desta
populacdo e para os cromossomos sexuais X € Y, que possuem praticamente todo conteudo
metilado. Embora sejam compostos em grande parte por eucromatina, a metilacao
provavelmente inibe diversos genes nestes cromossomos.

Todos os resultados apresentados reforcam a ideia que H. aff. ancistroides nao pertence
a mesma unidade evolutiva que H. ancistroides. A redu¢ao do nimero diploide que inviabiliza
cruzamentos e provoca isolamento reprodutivo, as pequenas diferencas morfoldgicas
existentes, o surgimento do sistema cromossdmico sexual tinico para o complexo de espécies,
o monofiletismo molecular, a diferenciacdo em tamanho e conteido de bases no genoma
mitocondrial, as diferencas entre os satelitomas e os fendtipos de hibridacido e o padrao de
metilagdo completamente diferente demonstram que esta € uma nova espécie que necessita de

identificacdo e descri¢@o para tornar-se taxonomicamente valida.
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6 ANEXOS

6.1 ANEXO A/ATTACHMENT A — Mapa hidrografico da bacia do Alto rio Parana
demonstrando os pontos de amostragens das populacdes analisadas neste estudo. As cores dos
circulos no mapa sdo correspondem aquelas na legenda, de acordo com as coordenadas
geograficas do municipio mais préximo do local de coleta, todos no estado de Sdo Paulo,
Brasil. Terra Roxa pertence a bacia hidrogréfica do rio Grande, Sdo Miguel Arcanjo estd
localizada na bacia do rio Paranapanema e os demais pontos sdo pertencentes a bacia do rio

Tieté.
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6.2 ATTACHMENT B - Characteristics of mitochondrial genomes of Hypostomus ancistroides and Hypostomus aff. ancistroides.

Hypostomus ancistroides Hypostomus aff. ancistroides
Codon Codon
Gene Start  Stop Size (pb) Start Stop IGN* Strand | Gene Start  Stop  Size (pb) Start  Stop IGN* Strand
tRNAP 1 68 68 0 H | tRNAP® 1 68 68 0 H
12S rRNA 69 1022 954 0 H 12S rRNA 69 1022 954 0 H
tRNAVY 1023 1094 72 0 H tRNAVY 1023 1094 72 0 H
16SrRNA 1095 2771 1677 0 H 16S rRNA 1095 2772 1678 0 H
tRNALeY 2772 2846 75 0 H tRNALeY 2773 2847 75 0 H
ND1 2847 3821 975 ATG TAA +4 H ND1 2848 3822 975 ATG TAA +4 H
tRNA" 3826 3897 72 0 H |(RNA™ 3827 3898 72 0 H
tRNAS 3898 3968 71 -1 L tRNAS 3899 3969 71 -1 L
tRNAMt 3968 4037 70 0 H tRNAM 3969 4038 70 0 H
ND2 4038 5082 1045 ATG T-- 0 H ND2 4039 5083 1045 ATG T-- 0 H
tRNATP 5083 5153 71 +2 H tRNAT?P 5084 5154 71 +2 H
tRNAAR 5156 5224 69 +1 L | (RNAAR 5157 5225 69 +1 L
tRNAAS 5226 5298 73 +32 L tRNAAS 5227 5299 73 +32 L
tRNA®® 5331 5397 67 0 L tRNA®® 5332 5398 67 0 L
tRNADT 5398 5467 70 +1 L tRNATY" 5399 5468 70 +1 L
COI 5469 7019 1551 GTG TAA 0 H COoIl 5470 7020 1551 GTG TAA 0 H
tRNASer 7020 7090 71 +4 L tRNASer 7021 7091 71 +4 L

[oe}
W
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6.3 ANEXO C - Protocolos

Técnica alternativa para preparacoes cromossomicas em peixes (HANKS) (GOLD et al.,

1990)

l.

Retirar o rim e colocd-lo em uma cuba de vidro contendo 8mL de solucdo modificada de
Hanks (ou meio 1640 ou TC199, com ou sem soro fetal bovino).

Dissociar o material, com auxilio de uma pin¢a de dissec¢do e de uma seringa de vidro
desprovida de agulha.

Adicionar uma ou quatro gotas de colchicina a 0,0125%.

Incubar em estufa a 36-37°C por cerca de 25 minutos.

Ressuspender o material, utilizando uma pipeta Pasteur, e centrifugé-lo, por 10 minutos, a
900 rpm.

Remover o sobrenadante, com uma pipeta Pasteur, e acrescentar solucao hipotonica de KC1
a 0,075M (10-12 mL).

Ressuspender o material e incuba-lo, por aproximadamente 25 minutos, em estufa a 36-
370 C.

A partir deste passo, o material é trabalhado segundo os procedimentos de fixacdo da

técnica de “air-drying”.

HANK'S:

Solugdo A:

e 8 gdeNaCl

e 04 gdeKCl

e 0,047 g de Na,HPO4 ou

e 0,0898 g de Na2HPO4.7H20 ou
e 0,12 g de NaHPO4.12H>0

e 0,06 gde KHoPO4

e 100 mL de 4dgua destilada.

Solugdo B:

e 0,14 g de CaCl2
e 0,2 gde MgS04.7H,0
e 100 mL de 4dgua destilada.
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Solugdo de Vermelho Fenol:
e 0,14 g de vermelho fenol
e 0,2gdeNaOHO0,1 N
e 100 mL de 4gua destilada

Misturar as solu¢des A e B juntamente, com 0,35 g de bicarbonato de sédio, 1 g de dextrose e
2 mL de vermelho fenol. Completar com 4gua bidestilada até 1 litro. Deve ficar com uma
coloragao vermelha. Armazenar em frasco ambar a 4° C. (OBS: a solucdo de vermelho fenol

deve ser armazenada no freezer).

Deteccao da heterocromatina constitutiva (Banda-C) (SUMNER, 1972)

1. Tratar o material preparado, segundo a técnica descrita para cromossomos mitoticos, com
HC1 0,2N a temperatura ambiente durante 15 minutos.

2. Lavar a lamina em 4dgua corrente e deixar secar ao ar.

3. Colocar a lamina em solucdo aquosa de hidréxido de bario (Ba(OH).28H20) 5%, recém-
preparada e filtrada, a 42°C, durante 1,5 minutos.

4. Para interromper a acdo da solugdo de hidréxido de bério e evitar precipita¢do, submergir
rapidamente a lamina em solu¢do de HCI 0,2N, lavar em 4gua corrente e deixar secar ao
ar.

5. Colocar a lamina em solucio salina 2xSSC a 60°C durante 25 minutos.

6. Lavar a lamina em 4gua corrente e secar ao ar.

7. Corar com solucdo de Giemsa diluida a 5% em tampao fosfato (pH=6,8), durante 5

minutos.

Acido Cloridrico - HCL0,2 N:
e 16,6 mL de HCI
e (.s.p. 1 litro de 4gua destilada
Colocar 900 mL de 4gua destilada em uma proveta ou Erlenmeyer e deixar o acido escorrer

lentamente pela parede do frasco. Completar para 1 litro. OBS: nunca diluir a 4gua no acido.

Hidroxido De Bdrio (5%)
e 2.5 gde Ba(OH),. 8H,0
e (.s.p. 50 mL de dgua destilada
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Diluir o hidréxido de bario em um frasco e filtrar. A solugdo serd supersaturada. Deixar em

banho-maria a 42° C.

Solugdo de 2xSSC

e 17,53 g de NaCl

e 8,82 g de Na3CsHs07.2H,O (citrato de sddio cristalino)

e (.s.p. 800 mL de dgua destilada
Dissolver tudo e acertar o pH 7,0 com NaOH 10 N (se estiver 4cido) ou com HCI 1 N (se
estiver basico). Completar com agua destilada para um volume de 1000mL. Guardar em frasco

ambar.

Adapted protocol for generating fluorescently labelled genomic DNA

This protocol follows BioPrime® Array CGH Genomic Labeling System user guide, scaled

down to save expensive labelled nucleotides.

Reaction set-up:

1. Add 200 ng of each genomic DNA sample to be lapelled to a new 1.5 mL microcentrifuge
tube and suspend in sterile distilled water to a final volume of 19 pL.

2. Add 0.1 pL [1 microgram (ug)] of the Control DNA included in the kit (supplied at 10
pg/ul) per reaction.
Add 16 pL of 2.5x Random Primers Solution to each sample.

4. Incubate at 95°C in an incubator/thermal cycler or water bath for 5 minutes, and then
immediately cool on ice for 5 minutes.

5. Onice, add the following to each tube to differentially label each sample:

Probel Probe2 Probe3

10X dCTP or dUTP Nucleotide Mix 3uL 3uL 3uL
Biotin-dCTP or -dUTP 1.8 uL -- --
Digoxigenin-dCTP or -dUTP -- 1.8 uL --
Fluorochrome -dCTP or d-UTP -- -- 1.8 uL
Exo-Klenow Fragment 0.8 uL 0.8 uL 0.8 uL

6. Mix gently and perform a quick spin down (5 seconds).

7. Incubate at 37°C for overnight.
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Add 5 pL of Stop Buffer to each tube and place on ice. The reaction can be at -20°C

overnight, if necessary.

Purification

0.

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

Add 400 pL of Binding Buffer B2 (prepared with 6 mL of 100% isopropanol) to each tube
and vortex for 30 seconds to mix.

Load each sample onto a PureLink® Spin Column, preinserted in a collection tube.
Centrifuge at 11,000 g for 1 minute at room temperature. Discard the flow-through and
place the column back in the tube.

Add 600 pL of Wash Buffer W1 (prepared with 40 mL of 100% ethanol) to the column.
Centrifuge at 10,000 g for 1 minute at room temperature. Discard the flow-through and
place the column back in the collection tube.

Add 200 pL of Wash Buffer W1 again to the column.

Centrifuge at 10,000 g for 1 minute at room temperature. Discard the flow-through.

Spin at maximum speed for an additional 2-3 minutes to remove any residual wash buffer.
Discard the flow-through.

Place the Spin Column in a new, sterile Amber Recovery Tube (supplied in the kit).

Add 50 pL of ultrapure distilled water to the centre of the column and incubate at room
temperature for 1 minute.

Centrifuge at maximum speed (~20,000 g) for 2 minutes. The flow-through contains the

purified labelled DNA probes. (Discard the column after use).

Adapted protocol for Fluorescent in situ Hybridization (FISH) (SCHWARZACHER,
HESLOP-HARRISON, 2000)

Pre-treatment:

1.

Refix the slides in 3:1 methanol/ acetic acid for 30 minutes at room temperature and air-
dry.

Dehydrate the slides in 100% ethanol for 5 minutes at room temperature. Repeat the
procedure one more time and air-dry.

Apply 200 pL of RNAse solution (0.4% diluted in 2xSSC) to each slide and cover with a
plastic coverslip. Incubate for 1 hour at 370C in a humid chamber.

Wash the slides in 2xSSC for 10 minutes at room temperature, removing the
coverslip. Repeat the wash one more time.

Wash the slides in 1xPBS for 5 minutes at room temperature.
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6. Fix the material in formaldehyde solution (1% formaldehyde/ 1xPBS/ MgCl12 50mM) for
10 minutes at room temperature, in the fume hood.

7. Wash the slides in 1xPBS for 5 minutes at room temperature.

8.  Wash the slides in 2xSSC for 10 minutes at room temperature.

9. Dehydrate the slides in ethanol series: 70%, 80% and 100% ethanol for 2 minutes
each, at room temperature. Discard the 70% ethanol used and keep in storage the
80% and 100% to prepare 70% and 70%/80%, respectively.

10. Air-dry the slides while preparing the denaturation solution.

Hybridization:

11. Apply 40 pL of hybridization mix (see “solutions” at the end of the protocol) in the slides

and cover with a plastic coverslip and place in a thermal cycler or hybridization system.
Denature for 8 minutes at 800C then coll the slide to 370C and leave at this temperature
for 12 to 48 hours depending on the probe size and type (PCR product or labelled oligo,

respectively).

Post-hybridization washes

12.

13.

14.

15.
16.

Put the slides in 2xSSC heated at 420C to remove the coverslips and wash the slides for 5
minutes.

Wash the slides in a stringent wash solution (high stringency - 20% formamide/
0.1xSSC or low stringency- 0.1xSSC) at 420C for 5 minutes. Repeat the stringency wash
one more time.

Wash the slides in 0.1xSSC at 420C for 5 minutes. Repeat one more time.

Wash the slides in 2xSSC for 5 minutes at room temperature.

If you applied three probes or don’t need to apply immunostaining than proceed the
detection of the signal. For sequential immunostaining, you cannot use probe marked with

green fluorochromes in FISH (FITC or Alexa 488, for example), just red or far red.

Detection of the FISH'’s signal

17.

18.

Incubate the slides in detection buffer (4xSSC/ 0.2% Tween-20) for 5 minutes at
room temperature.
Apply 200 pL of blocking buffer (5% BSA in 4xSSC/ 0.2% Tween-20) in the slides and

cover with a plastic coverslip. Incubate for 15 minutes at room temperature while
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proceeding the preparation of the antibody solution (see “solutions” at the end of the
protocol).

19. Remove the coverslip, drain the slides and apply 50 pL of antibody solution to each slide.
Replace the coverslip and incubate slides at 370C for 60 minutes in a humid chamber.

20. Wash in detection buffer at 420C for 10 minutes. Repeat two more times.

21. Proceed to the dehydration with 70%, 80% and 100% ethanol for 5 minutes each,
and air-dry the slides.

22. Stain the slides applying 40 pL. of DAPI/antifade solution [0.2 pg/mL] (or Vectashield
Mounting Medium with DAPI) and cover with a large glass coverslip (50x24mm). Keep

the slides refrigerated in dark until analyzing it in epifluorescence photomicroscopy.

Solutions:
RNAse 0.4% - q.s.p. 1 slide.
- 0.8 uLL. RNAse stock [10mg/mL];
-199,2 uLL 2xSSC.

Formaldehyde 1% - q.s.p. 100 mL.
- 1 mL formaldehyde;

- 10 mL 10xPBS;

-5 mL IM MgCl2;

- 84 mL destilled water.

Hybridization mix q.s.p.1 slide. (to more slides, multiply them add 1 pL).

Master mix - final volume: 34 pL

- 20 pL. 100% formamide;

-4 uL 20xSSC;

- 8 uL 50% dextran sulphate;

- 1 pL Salmon sperm DNA [1 pg/pL];

- 0.5 pL 100mM EDTA;

- 0.5 uL 10% SDS.

To the master mix add 25 to 200 ng of the labelled probe and complete with ultrapure water
to 40 uL.

Stringency wash solution
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For low stringency - 0.1xSSC without formamide (GISH, very small probes).

For high stringency - 20% formamide / 0.1xSSC (repetitive probes) - q.s.p. two wahses.
-40 mL 100% formamide;

- 10 mL 2xSSC;

- 150 mL destilled water.

Detection buffer - 4xSSC/ 0.2% Tween-20 - g.s.p. one incubation and 3 washes.

- 100 mL 20xSSC;

- 1 mL Tween-20;

- 400 mL destilled water.

Blocking buffer (FISH) - 5% BSA in 4xSSC/ 0.2% Tween-20
- 0.25g Bovine Serum Adult (BSA);
- q.s.p. 50 mL 4xSSC/ 0.5% Tween-20 (detection buffer).

Antibody solution (FISH) - q.s.p. 8 slides and 2 probes
For the probes labelled with Biotin:

- 2 uL. Alexa 594-streptavidin [200 pg/mL]

For the probes labelled with Digoxigenin:

- 4-6 pL FITC-anti-digoxigenin [200 pg/mL]

Add 400 pL blocking buffer (50 pL/slide).

DAPI solution - [0.2 ng/mL] - 40 pL - g.s.p. 1 slide.

Normally this solution is prepared in hight quantity and kept in the freezer.
- 8 uL DAPI stock [4 pg/mL];

- 32 pL antifade (PBS/ glycerol).

Phosphate-buffered saline — PBS

10x (mass):

- 14.196g Na2HPO4 (disodium phosphate);

- 2.4496g KH2PO4 (monopotassium phosphate);
- 80.0669g NaCl (sodium chloride);

- 2.0129g KCl (potassium chloride).

- ¢.s.p. 1000 mL distilled water.
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Start with 800 mL of distilled water to dissolve all salts. The pH of PBS is ~7.4. If necessary,
pH can be adjusted using NaOH (sodium hydroxide) or HCI (hydrochloric acid). Add
distilled water to a total volume of 1000 mL before autoclaving. Keep at 4°C and dilute to

1x before use.

Saline-sodium citrate, salt sodium citrate or standard saline citrate buffer — SSC

20x (mass)

- 175.3 g NaCl (sodium chloride);

- 88.2 g Na3C6H50.2H20 (di-hidrated sodium citrate);

- 900 mL distilled water.

Dissolve the solutes and adjust to pH 7.0 with NaOH (sodium hydroxide) or HCI
(hydrochloric acid) if necessary. Add distilled water q.s.p. 1000 mL distilled water and

sterilize by autoclaving.

Adapted protocol for Immunostaining of Anti-5-MeC (BOROWSKA et al., 2011)

Pre-treatment:

1.

Refix the slides in 3:1 methanol/ acetic acid for 30 minutes at room temperature and air-
dry.

Dehydrate the slides in 100% ethanol for 5 minutes at room temperature. Repeat the
procedure one more time and air-dry.

Wash the slides in 1xPBS for 5 minutes at room temperature.

Fix the material in formaldehyde solution (1% formaldehyde/ 1xPBS/ MgCl12 50mM) for
10 minutes at room temperature, in the fume hood.

Wash the slides in 1xPBS for 5 minutes at room temperature.

Wash the slides in 2xSSC for 10 minutes at room temperature.

Dehydrate the slides in ethanol series: 70%, 80% and 100% ethanol for 2 minutes
each, at room temperature. Discard the 70% ethanol used and keep in storage the
80% and 100% to prepare 70% and 70%/80%, respectively.

Air-dry the slides while preparing the denaturation solution.
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Denaturation:

0.

10.

Apply 200 puL of denaturation solution (40% formamide/1xSSC) in the slides and cover
with a plastic coverslip. Incubate during 5 minutes at 72°C in hybridization system or
thermal cycler.

Wash in 2xSSC 4 times, the first very fast (2 minutes) to remove coverslips and the major

formamide solution. The other three washes apply for 10 minutes each.

Immunostaining

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Wash the slides in 1xPBS/0.5% Tween-20 for 10 minutes at room temperature.

Apply 200 pL of blocking solution (Buffer 2 — 0.5% BSA in 1xPBS/0.5% Tween-20) and
cover the slides with a plastic coverslip. Incubate for 1 hour at 37°C in a humid chamber.
Remove the blocking solution by washing the slides in 1xPBS/0.5% Tween-20 for 10
minutes at room temperature.

Apply 100 pL of primary antibody solution of anti-S-MeC (diluted at 1:250) and place
a plastic coverslip. Incubate either at 37°C for 90 minutes or at 4°C overnight in a humid
chamber (the best result is overnight at 4°C).

Wash the slides 3 times in 1xPBS/0.5% Tween-20 for 10 minutes each at room
temperature.

TO detect primary antibody treat the slides with 100 uL of Alexa 488 anti-mouse IgG
(diluted at 1:200). Apply plastic coverslips and incubate at 37°C for 90 minutes in a humid
chamber.

Remove the unbounded antibodies washing the slides 3 times in 1XxPBS/0.5% Tween-20
for 10 minutes each at room temperature.

Stain the slides applying 40 uL of DAPI/antifade solution (or Vectashield Mounting
Medium with DAPI) and cover with a glass coverslip. Keep the slides refrigerated in dark

until analyzing in epifluorescence photomicroscopy.

Disassembly the slides to reuse it:

19.

20.

To use the same slides for in sifu hybridization, proceed the heating of the slides to remove
the coverslips. Keep the slides at 37°C for 30 to 50 minutes in a humid chamber and
withdraw the coverslip without slipping.

Wash the slides in 1xPBS/0.5% Tween-20 for 5 minutes at room temperature. Repeat this

step one more time.
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21. Wash the slides in 2xSSC for 10 minutes at room temperature. Repeat this step one more
time.

22. Proceed to the dehydration with 70%, 80% and 100% ethanol for 5 minutes each, and air-
dry the slides. Discard the 70% ethanol used and keep in storage the
80% and 100% to prepare 70% and 70%/80%, respectively.

Solutions:
Formaldehyde 1% - q.s.p. 100 mL.
- 1 mL formaldehyde;
- 10 mL 10xPBS;
-5 mL 1M MgCl2;
- 84 mL destilled water.

Denaturation solution
- 80 puL. 100% formamide;
- 120 puL 2xSSC.

IxPBS/0.5% Tween-20
-5 mL de Tween-20;
- 995 mL de 1xPBS.

Blocking solution
Buffer 1 - 1xPBS/0.5% Tween-20/0.1% BSA — q.s.p. 50 mL — stock in refrigerator
- 0.05 g Bovine Serum Adult (BSA);
- 50 mL 1xPBS/0.5% Tween-20.
Buffer 2 — 1xPBS/0.5% Tween-20/0.5% BSA — q.s.p. 50 mL — (one Coplin jar) — freshly
made
- 0.25 g Bovine Serum Adult (BSA);
- 50 mL 1xPBS/0.5% Tween-20.

Monoclonal antibody anti-5-MeC [1:250] — q.s.p. 1 slide
- 0.4 pL stock anti-5-MeC;
- 99.6 puL blocking buffer 1.
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Alexa 488 anti-mouse IgG [1:200] — q.s.p. 1 slide
- 0.5 pL stock Alexa 488 anti-mouse;
- 99.5 pL blocking buffer 1.

DAPI solution - [0.2 ng/mL] - 40 pL - g.s.p. 1 slide.

Normally this solution is prepared in hight quantity and kept in the freezer.
- 8 uL DAPI stock [4 pg/mL];

- 32 uL antifade (PBS/ glycerol).

Phosphate-buffered saline — PBS

10x (mass):

- 14.196g Na2HPO4 (disodium phosphate);

- 2.4496g KH2PO4 (monopotassium phosphate);

- 80.0669g NaCl (sodium chloride);

- 2.0129g KCl (potassium chloride).

- ¢.s.p. 1000 mL distilled water.

Start with 800 mL of distilled water to dissolve all salts. The pH of PBS is ~7.4. If necessary,
pH can be adjusted using NaOH (sodium hydroxide) or HCI (hydrochloric acid). Add
distilled water to a total volume of 1000 mL before autoclaving. Keep at 4°C and dilute to

1x before use.

Saline-sodium citrate, salt sodium citrate or standard saline citrate buffer — SSC

20x (mass)

- 175.3 g NaCl (sodium chloride);

- 88.2 ¢ Na3C6H50.2H20 (di-hidrated sodium citrate);

- 900 mL distilled water.

Dissolve the solutes and adjust to pH 7.0 with NaOH (sodium hydroxide) or HCI
(hydrochloric acid) if necessary. Add distilled water g.s.p. 1000 mL distilled water and

sterilize by autoclaving.



6.4 ANEXO D — Caracteristicas dos DNAs satélites isolados de Hypostomus ancistroides e Hypostomus aff. ancistroides.

Proporcao  Probabilidade - Tamanho

Nome Tipo Genémica satélite (pb) Homologia de sequéncia
Hypostomus ancistroides
Sat01-80_Han Satélite putativo 0.037 0.775 80
Sat02-80_Han Satélite putativo 0.560 0.545 80
Sat03-464_Han Satélite putativo 0.500 0.0417 464
Sat04-2620_Han Satélite putativo 0.280 0.047 2620 TCl/Marlner—tyXerlI?An-(aSl'ltt;)rItl 0112;: S_ ]]gilAlt;gg)S poson D rerio;
Sat05-2660_Han Satélite putativo 0.230 0.0558 2660 R2-like non-LTR-retrotransposon; Penelope-like retrotransposon Danio rerio
rDNAS5S-1190_Han Satélite putativo 0.220 0.106 1190 5S rRNA gene/pseudogene Vertebrata
Sat06-191_Han Satélite putativo 0.180 0.049 191
Sat07-1850_Han Satélite putativo 0.075 0.0227 1850
Sat08-17_Han Satélite putativo 0.060 0.64 17 Cottoperca gobio genome assmebly, chromosome 1
Sat09-21_Han Satélite putativo 0.056 0.0277 21 Denticeps clupeoides genome assembly, chromosome 1
Sat10-282_Han Satélite putativo 0.031 0.0383 282
Sat11-46_Han Satélite putativo 0.027 0.246 46
Sat12-192_Han Satélite putativo 0.025 0.00924 192
Sat13-29_Han Satélite putativo 0.023 0.105 29 Denticeps clupeoides genome assembly, chromosome 15
Sat14-45_Han Satélite putativo 0.019 0.0393 45
Sat15-52_Han Satélite putativo 0.018 0.427 52
Sat16-31_Han Satélite putativo 0.017 0.024 31
Sat17-34_Han Satélite putativo 0.013 0.0281 34
Sat18-42_Han Satélite putativo 0.013 0.0357 42
tRNA-698_Han Satélite putativo 0.012 0.098 698 tRNA-Phe (decoding TTY) gene/pseudogene Vertebrata
snRNA-853_Han LTR element 0.26 0.0343 853 U2 snRNA; U5 snRNA (spliceosomal RNA gene/pseudogene) Vertebrata
Sat19-80_Han Satélite putativo 0.550 0.851 80
Sat21-52_Han Satélite putativo 0.018 0.974 52
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Sat22-138_Han Satélite putativo 1.200 0.0407 138
Sat23-559_Han Satélite putativo 1.100 0.0084 339 Mariner-12_DR T;FIC/}VISa;EI:rE}II\IE?It)rlilljfﬁrs:l)l?s’poson Danio rerio
Sat24-174_Han Satélite putativo 0.530 0.0803 174
Sat25-2600_Han Satélite putativo 0.280 0.2450 2600 Tandem and Simple Repeats - ATT (Start 824 - End 884)
Sat26-191_Han Satélite putativo 0.230 0.0211 191
Sat27-2290_Han Satélite putativo 0.068 0.0433 2290 ncRNA Pygocentrus nattereri
Sat29-17_Han Satélite putativo 0.054 0.6890 17 Sphingomonas sp. YZ-8 plasmid unnamed 1, complete sequence
Sat30-80_Han Satélite putativo 0.038 0.0664 80
Sat31-46_Han Satélite putativo 0.035 0.1070 46
Sat32-335_Han Satélite putativo 0.033 0.0952 335
Sat33-192_Han Satélite putativo 0.023 0.0145 192
Sat35-41_Han Satélite putativo 0.022 0.0357 41
{RNA-866_Han Satélite putativo 0021 0.0496 866 tg;ﬁ?;fgﬁcﬂi‘;g(‘ifgg;ngge i‘éfgu%i‘;‘zgze\‘jgféeb‘r’ga
Sat36-31_Han Satélite putativo 0.016 0.0190 31
Sat37-31_Han Satélite putativo 0.013 0.0564 31
Sat38-1030_Han LTR element 0.27 0.0129 1030 Erpetoichthys calabaricus genome assembly, chromosome 18
Hypostomus aff. ancistroides
Sat01-2920_HanXY Satélite putativo 0.380 0.780 2920 R2-like non-LTR-retrotransposon; Penelope-like retrotransposon Danio rerio
rDNAS5S-1190_HanXY  Satélite putativo 0.300 0.727 1190 5S rRNA gene/pseudogene Vertebrata
Sat02-52_HanXY Satélite putativo 0.120 0.853 52
Sat03-1130_HanXY Satélite putativo 0.033 0.775 1130 MmaSat093-953 Megaleporinus macrocephalus
Sat04-138_HanXY Satélite putativo 1100 0.0413 138
Sat05-80_HanXY Satélite putativo 0.540 0.6990 80
Sat06-208_HanXY Satélite putativo 0.350 0.2250 208
Sat07-174_HanXY Satélite putativo 0.320 0.0490 174
Sat08-80_HanXY Satélite putativo 0.085 0.2640 80
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Sat09-17_HanXY Satélite putativo 0.032 0.0813 17 Campylobacter showae strain 129_VTPP genome assembly, chromosome I

Sat10-335_HanXY Satélite putativo 0.031 0.0413 335
Sat11-31_HanXY Satélite putativo 0.028 0.0317 31
Sat12-46_HanXY Satélite putativo 0.022 0.6370 46
Sat13-31_HanXY Satélite putativo 0.017 0.0782 31
Sat14-45_HanXY Satélite putativo 0.017 0.0428 45
Sat15-58 HanXY Satélite putativo 0.015 0.0173 58
Sat16-42_HanXY Satélite putativo 0.014 0.0306 42
Sat17-40_HanXY Satélite putativo 0.010 0.6970 40
Sat18-2610_ HanXY LTR element 03 0.138 2610 Penelope-like retrotransposon Danio rerio; AGGGTT (1073-1107);

AGGGTTT (1073-1104); ATTT (2572-2608)
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6.5 ANEXO E — Sequéncias dos DNAs satélites obtidas apds a prospeccao dos satelitomas em Hypostomus ancistroides e Hypostomus aff.

ancistroides.

Nome Sequéncia consenso
Hypostomus ancistroides
Sat01-80_Han GTTTAGGCACTTCGGCGCTGTATGCGCTCTGATCCGATAGTAATTAGAAAGCAGATTCATTTGTTTATTAACTTCTGAAC
Sat02-80_Han GAGCGCTGATTTATATGAATGAAGCGCTGTTTAATCACGAGCTGTGAGGCGAGTTTTAAAAAGGAGGGAAGCGTCTTAGT

Sat03-464_Han

TTAGCGGAAACTCATTTTACGCCTCGCGCTGATTCCTTGTACTCATTACTCTCTTGGTTGCTTAGGAAAGTCCGTTTCAACTGAA
TGTGTGATTTTATACTGTTTCACTTTATATATGTCAATGGAAAAAAATATTTTTCAACTGAATGACTGTTCTCACTTTATGTTAC
CCAAAACTAAATGTATACATTGTCTTTTGTAAAAGAGCACCTCAAACAGTGTCAACGAGCTCTCTTTTACAGAAGAGCATTTTT
CTGCCTCGCTTTGACTGCTTGTACTCGTTGCAGATATTGTCGCTTAGGAAACAGTCAGTTTCAACCAACTGACTGTTCTTACACT
AATTCGCTTTAACTTTATGTATATCAATGGGAAAATAGTCCTTTTCAGCTGAGTGAATGATCTTACCTCATGTTACCCAAAACA
AAGTGTATAACCTTTTGTATTACACCACAAACAGCTCTTCT

Sat04-2620_Han

TCTAACCCAAAAACCTCACCTGTTCCATCCCGCGCCCCCCGCTTATCCTTAAAGGAGGGTATGGGTGGTGTGGGACATGAACA
GGTGATTGGATAAAAGCCCAGACAGGCTTGGGCATGAGTCGCTTAGTTGAGTGGCGCATGCTTTCTTCTATATCACCGTCATGT
CCCAAGGAGCGACCCTAGCCCTCTAATAATAACCCTTAGCACGGCTTAATAAATAAATAAAAATAAACCAACAATAGGACAA
AACCTAACTTTATGCATAAACTGTAATCTTAGCCCTAACTCAAAATCTACACCTAACCCTAAGCCCTAAACTTAACCCGGATAC
CTCACCTGTTCCGTCCCGCGCCCCCCGCTTTTCCTGACAGGAGGGTAGGGGTGGTGTGGGACATGAATAGGTGATTGGATAAA
GCCCAGACAGGCTTGGGTGTGTCCTGCTCGGTTGAGTGGTGCATGCTTTCTTCCACATCACTGTCATGACCCAAGGAGCGACCC
CAGCCCTCGAAGCATAACCCTTAGAACTCCTAAAAATCCAACCATAGGCCTAAAACCTAACCTTAATACCTAAACTCCACCAT
GAACCTAACCATAACCCCTAACCCCAACCCCCTAGGCCTAACCCTTAGGACACTTAAAAATTCAACTATAAGCCTAAACCTAA
CCATAATACCTAAACTTAACCATAAACCCTAATCTTGACCCCAACTCAAAACCCTACACATAACCCTAAGACCTAACATTAACT
TTAAACCTAACCCTAACTTTAATTCTTAACCTAACCCTTAACTATAACTTTAAACCTCAAACCGAACCCTATGCCTGAGCCCTA
AACCTCAACTTAGTCCTAAAACGTAACCATAACTCTTTTCCCTCTCATTTTAATCCCAAAAGCCTTAAACTTTACCCAGTCAAAC
TTAAGAAAAGTGCGATCTAGAAAACGGCCACAAGAGGGCAGCAAAGGATTAAAAATAAACGTTCCCCCTTTAAATTTGACGC
CATTGCGTTTTGAAATGACTTTTAACTTAACATCGTCATTTAAACTATGCAATCACCTTTAACTGGGCCCCTTCTACAGATATTC
TGTTAAAGGTAATTATTCTGATCAACCAGATCTGTACCAAAAACGAGCAAAAACTAGATTAGAACTTTTAAGAACAACAAGTT
AACGCAAAGCCTCATGGGTAGTATAATTATTGGTCATTTAAACTGTAATAACGCTTGACTTGCAATAGAAATAAATAAATTAA
ATAAATAAATAAATCATTTATCGAGTTTTATAAGTAAAAATCCATGTAAATCTGAAGTTTTGACCAGACTACACATGGGCATAT
GAACTAGTCTCACCCTGATGGGGAAGCTGAATCCGGTTAGGCACCTGGATGGGCTATCCAACCAGAAAACCTGCCTTATAGGG
GCTGACAGTTTTCTTACAGAAGCCTGTTGCCTCATGGGACTTCCCAGTAGAAGCTTGTTGGCTGAGTCTGCAGCCATCCGCTGG
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GGTACAAGGTTCCAGCCCATGTTCAGCGCGGCATAAACTCTGCTCGACTGACCTCAGAAAGACCAAGGCGGTGAGTAACCTTA
TTCAAGGTACATTTTAAAGGTTATTAGATCTTAAAGCTAATCTTGACAACAAAAGCTTATGTCAATGTATAACCCAAGATTCGA
AGTTCAGCGTCAACAAAAATAATAATAAATAAATAAATAAATAAATGAATAAATGAATGAATAAATAAATAAATAAATAAAA
TAAAATAAATAAATTAAAAGTAAAAAATCTCAACCCAAAAATAGGAAAACCTATTCTACGTGGAGAAGCAACAGACAAGGTC
ACATCTCGAGTGAAAAATAGGAAAACCCATTCCATTACAAAGTACCAGATCTAAATGATCAGAAAATCAAACAAATAAATAA
AAATTGGACATGGGACACAAAGTCGAGGACTGATCAACCTACGGCTGGCCACCTCGGATGAAGGCGTACAGTGTTCATGGCCG
AAACGTCTGATGATTCCGAGGCACACTGCTGATGATTGTTGTTCCACAAAACAAAACAATTGGAACTCAAAACACATCTCAAT
TGCTGGTACTATACCTCAACCCAAAATAGGAAAACTTATTCAATTTCATGAAGCAACAGCCCGATAAAAAGTCACACCTTAAC
GGAAAAATAGGAAAAGCTATTCCATTAGGAGAAGCATCAGATCTAAAGGGTCATTACTACATCTTAACTCAAAAATAAGGAA
ATTTATTCCACTTGTATTCCCAATATTCTAACTCCTAAATGACAGGATCAAAATACAGAACCACCTAATACAATACTTAAAACA
GCTCCTATTCTGCTAACTTCTAGTAATCCCAGTTGAGTTGCACTCGATTGGTTTTGGTAAATAAGCAGACGACAGGGGTCTGCT
GCAGGGACAATGGCATAACTTAACAAGCGCCGGCCCGTGCACAGCCCTTGATTTCCTATCTAACCGCGCTACAGGGTAGCGAC
GGGGGGAATCATTGTATTTTCACAAAAACCTAACCCTGCCAGAGCCTTCGGACCTAGTGTGCCAACTGAACCAAAGCAGTCCC
AGAGGTTAGTAGTTAGGAGTACAATATACATTTA

Sat05-2660_Han

TCAATGGGCTTTGTGGCTGAGATCCGCAGCTTATTGCGCTCATGGGCTTGCTGGGCACAGCAGTGAAAAACGACTCTTATTTAG
TCATGGGGGGGCCTTGATAGGCGTTATGCGGCGGACTCCAAAGCATAGGCCTCCATCGGCCAAGCAAACAGAGTCAGCAGGG
CAGGAACTCAAGCCGGTACCCCCACGCTTGGGAACCGCAGCCCGGTGTACTATCATTTATTTATTGAGTGGTCAAAAATATGAT
GAACCCACTGCTGTAGGGAATAACTCAGTCATATTTGTACAAAGTCCCATTAACTTATTAACCTCAGCTGGAGTAATTTCCCTT
ATGGGTTACTGAGGTTATGGTTAGGACAAGATTTTAATTAAGGTTAGGGTTAGGAGGTTAGGTTTAGGGCTAGATTTTAATTAT
GATTAAGACTAAAATTTAAATTAAGGTAAGAGTTGAGGCTAAATTTTAATTAAGGTCATGGTTAGGGTAAAAGCTAAATCTCT
AACCTCAGCTTGATTTATTTCCCTTAAGGGGTACTGAGCTTAGGTGTTATGGTCAGGATTGGAGCTATGCCGTAAATTAGGATT
ATTGTTTAACCTCAGATGAATGTGTCCCTTATGGGGTACTGAGGTTAAGTGTTAGGTTCTAGTAGTCTTAAGGGTAAAAATCTA
ATTCTTTCTTTTAGTGGGGTTGTCAGTCCCACATTGTAATCATTGAACTGGAAACAGAGTCAGAACTGTTAGTGTTCAAAGGTG
GTGTTTGAGGATAGCCATGCCAATTAAGCTATCTGGCATTGAATAGGATTTTAGGACCCATCTTCAGTAGTGTACCTCAGAGTC
ATAAGGTGTGTAGGCCTTTAAGCACTACCATTAAACATCAAGATAGAGGTGGGCTAGTAAGCCATCAGAAACCATATCGGCAC
CTCTTCGGTAGTAATATACCTCAGAGTCACTGGGTGTTTCAGCCTTTTGAACACTATACACCCTCTTCTGAGGTGGCCCGCCAA
GGTGATCAGTCTCAGCGTGTGTCCCATGTCCAATAAATTATGGTGTGGCTATTACATTAACATGTCAAACTAAACACCAACAGT
TAGGTGGGGTTAAGAAACTATTGGTGAAATCACTTCAGGTAAAACAACATTGACTTGCACTTCAATTAAGAGTACTCACCACC
ATAGGTTTCCTGAAGTCAATCCAGCAGAGTCCACACCACGATCAGCATAGTTGGGAACCCCGAATCCCAGCGGATGGCTCTGG
AATAAGTCATCAAGCTTCTACTGGGAAGTCCCCTGGGTCCACAAGCTTTTAAGAAGCAACTTTAGGACCCTATCAGGAAGCAT
GTCGACTAGGACAGCCAGTCCAAGTACCTAACAGGCATCGTCTTCACCAATGTGGCGAGACTTAAAACATTCAACTAAAACCA
GTCTGAACCCAAATCCAGATCAAGAGCTTTAATCTGACAAAAAACCTATTCTCCTATTTACCTTATTATTATTAATATTTAAAG
GTTATTGCATTTTAAGTTAACACCAGTTACATTACCCATGAGGCTTTGTGTTAACTTCCCTTGAACCACCCTAATTTATATCAAG
TCCATTTGCTTATAGTGTTAGTTTTAATGAAATAATTTTCATGGGGGATAAAAAAAGGTTTAGGTGATGGCCTAGAGTAAATTA
TGAATAAACTTCAATACGTTTAAGTAAACTCACCTTATATTTACAAGGGAGACCCCCATGTTTGATCCTATGTCGCCCTCTTGTG
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GGCGTTTAGCGTTATAAACGCCACTTAATTATGACTGAGTTTTTTTTAAGAAAGAGGGAATGTTTTTCAGTTTTAAATGATGGC
AAAGTAGTAGGGGGAGCAAAGATTCCTAGGGGAGAAGACCCAGGGGGGACAAGTCCCGCAAACATGGGTGGCACTGGCTGG
ATTAGGATTGGGGTTAGGGGAAATGATACCCCAAGCCGAGACTCCGAGTAAGCTCTGAATCGAGCAACCCAAGAGAACTCGTT
GTGCACTGGCCTACCACATGTCACTTAGACCCAGGTCCAACCTGTGACCAACTCCCTCTTAAGGATATTAAGCCCCCCAATTIT
GAATATTGGCAGCTGGGTGATGACCACTCTATCATTAAAGCCCGTATAGGCTTTTAAGGGCTGAATTCTCTGGCGGAGGGTCTG
AGTCAGTCCCCACCCATATAACCGTATTTCCGCCACAAGAAACCATATCGGCTCAGCAAACGGAATCAGTCAGGGAGGACGCT
GAACCGACCCTTCCACGTTCAAGAACAGCTCATTAGGATTCAAGTAGTTCAGGTAAGTGATCTTAGTTTATTTTTTGTAGCCAA
ATTCCAGGGGAAAATGGCAAGATATGTTTAAAATTAATCTACTTTAGATACCTATCTTTTAATAAAATTTCAGTCTTGGTTAGA
ACTAAACTTAAAAAGGGAACATATTCTTTTAACCTCAGCTGGATTACTTTCCCTTATGTGGTACTGAGGTTAAGTGTTGGGGTT
CCATTGGGGTGAACCTAGTTTGAGCCATATGGCCTTAGTCTATTTTTTGTGGCTGAATTCCACGGCAGAGGGTCCGAACCAGTC
CCCAAGATAGCCGTACTCTGCCGCAAGGAACCTTAATGGGCTTCGTTGCTGGAGTCCGCGGCGAGGTGCC

rDNASS-1190_Han

AGGGGGAATCTAAAAAGTGATGCACTTGGAGCTAGATGCATAAGTAGACGATATTTTTCCACCGAGTGACGTTCCAAGCAAAT
ATTTTAGACCACTCTCATCTTGTCCGTTCAAAATGCTAATCAGGTATAGCCCTGCACACAGCCTGCATGGGAGACCCACTCTCA
ACACCAGGTGATGCAAAATTCTCACGCTCTACCGCATTCTCTTGGCAAAGTCCTACAAGCTGCTCAGCAAAATTGACTGCAAAT
CCCAGCACACAGTCACACAACTGCAACGCCACTTGCTTTCATGCACCTGTGCAAGCCACGGGACTGGAGGACTGCTGTGTGCA
GAGCAGACTGCATTATGACATCAGAGTTTCCTATTAAAGATCCAGAATTCCCGTAATGGGGTCACTACAGTTCAGATCCAGTTG
AAAGTTGCATGTTGAAAACAAAAGCGTGGACAAATGAGCCAACGGATGAATGATGCAAGCTGTGCTGTGACCCGGGCAGGCC
GTAACGGAACAGCGAGGTCACCTCTGGGGCAAATTGACAGAGACTTGGGTAGACTTGGGTTTTTGACAAGAAAAATCTGAAG
AAATGAGCGAATGGTAAAGCGGGCTCCAGCCAAACGTTTAACGGCGGTCAGGTTAGAGCATAAAGAGCCGCGCCCACCCGGC
TGCTTCCGCTTGCGGCCACACTGCCTTGAGAGTGCCCGATCTCGTCAGATCTCGGAAGCCAAGCAAGGTCGGGCCTGGTCAGT
ACCTGGATGGGAGACTGCCTGGGAATCCCAGGTGCTGCAAGCTTTTTGCGCTGGAGTCCGTCCAGCTGTTGGTGAAAGAGGCG
TTTGAATTTGAAGAAAGGGTCCGATTGTCCTTTGTTGTGAGCTTGATTTGTGGTAGCCCTGCGAGGCAGTTGTGTGATTGACAG
GTGTAAAGAATGTTTGCGTGATTATGACGTAATGGTTTCCTGAATGGGCCTGTAATGTGTGTAATTGAGGTGAGGTCCAGGTTG
TGTTTTGCAAATGAAAGCATGAGTGTAGGAATGAATGTGTGAAGGAGTGAGTTGGGCATTAGGACCTATTCGTGTGGTAATGT
AAGAGTGAGGTGATTGATGTGGCCTGTTGTATTTGGATGGAGGTTAAATATGGTGTTTGTAATCTTTGTGTGTCATCTTTTTTTT
TTGTTCAAAAAAAAAAAAAAAG

Sat06-191_Han

ACGGATGTCTCTCCCCAGACACAGGGCAGGTGCCCGGGCCTTGTCTCGTGTCCCGCTCTACCGGAGGTCGAAGGAACCAGGGC
AAGGGATGCGGAGGCCTCTGCCCGCCCAGGAGGCCTGATGTGTGGGTATGGACCTCCATGTGTTTTCCCTTGAGCCAAGTCTCG
AAAAACTCAACCGCAGGAGGGACG

Sat07-1850_Han

GTGAGAACAAGCAGATACAAACCTGCAGCTCACAGGAGAACCACTGCGAAATGGTGTATCCAAACATCCTGTTTGCTCTGTGG
GTGTCCTGGGAGTACTCCCGCGGACCAGAACAAAGAGATAATTCAGTTTCAATACTCAACAATGGTCTATAGACCATAGAAGA
GTCCATCATGTTCTGAAGACTTACACTGAACTGGAACAGGGGTCCAGACCATGGCAGCCTGACCATCACCAGTCCATCCAGTA
CTGCAACATCCTAAGAATGAAATGAAAAATTGAAATATGAAATGCATAATATAGCATATAATATGAGAAACATGAGTAACAA
CGGGACTATCCTTCAAGGCCGATGACCATGGTCGCTGCCTGGATGGGTGGCAGCTGTAGATCTGTAATCAGAGACAAACATTA
GACTAATCATTAGGATTGGTAATGTGACATGCACAAACCTTATCAATATGTAACCAAGAGCATTTGGTGTTATGGAAATGTGTT
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CATTCTTGATCTTTTCTGTATTAGATCAATTCTAGAAAAGCAGATACTTACAATACAGCCAATAAACCCAAAGAAATAAAGAG
AACAATAAAACAGAAATCTGTTTTATGGTTTTAGTGATTTTAATGCTTTGCTTTGACTCAGTAATAACACAGTGTTTAGTGAACT
GCACCATTTATTCACAACTTTAAAATACACCATATCCCTTATATATAACAGCTATATATACAATGAGGTACATTTTTGTGGCCA
AGTCGTCCATAATTATAATTCAGGTAATGCAACAAAATGTCATATATATCATACATTAGTAACGTGAAAACGTAAAAATATAA
TATTACATTGACCAGGGGTGCTAAAAAATGATATACAACGCTATATTTTGGATATGGAAGGCAGTATATTCTCGTTTCTGTAAA
ATGGCGCAGGTTTACATCCGGACACTGGCTTCAGGAACAATTTCCGATTTTACATTGCTAGCATGTATCCATGACAACGTGGTT
ACATTTCGGCTAGTTTATTTACACTTTGTTTTGTTCAGGTAATAAATGACTTCGGACTGTACTAAATAGTATTTCACTTGATGTT
ACAAACACTTTTAATCATCCCAGTTCAGTATTTTTTACAAATTATGTAGTGAAGACGGAGAAATTTAGGAAACTTCGCAAATTA
GCAATAATGCTAAAGCTAATTTACGGATTTGAGCAGCAAGAGTGATTTTATTGGAAGTTGTTGGATTTATTGTGTGTGTTGTAA
ACTTTAGCTGCAACATAAATGCAACTTAGCTTGATGAAAAATCCACATTCTGGACTGGGGGCAGATGATCTGGTCGTCCAGGT
CATCTCAGAGTTCCGGCTCAGCGTCCGGGGAAATTACAGCACAGGAGAAAATGAGGAGAAAGAGAGAGAGAAAGGTGATGGT
TAATGATTTAGTAAGGGATGAACAGATTCATTAATTCACTCATAATATAATAATGAATACATTTAACAATAATTCAAACATTTA
TGTTAAACCAAAACAAAATAAAACCTTAAAATGGATGAATTCTGTTAAAAATGAGTTCAGAAGAATCCAGTAGGTGGGGCTGG
ACGTCTGGCTGTTGGCGGAGGGATGAGAGGTGCCTGAAGGGTGTTGGTGTCACTGGACTCCGAAGAGCCCCAACACCCATCCT
TGTTCAGCCACACAGCCTTGCAGGTCCTGGACATGGTAGTGTGCTGTAACAAACACAGAAACACAGTTATTAACAGGATTCTG
AAAGCCCATGTAAAAACCATTAAAGAAAACATCTCATAAACTCTTACCAGGAAGCTTTCCTGCACTTCTGAGGTGTGTGATGA
CTCACACACCTCAGAA

Sat08-17_Han CAGCGTTCAACCTACAT

Sat09-21_Han GTAGAAACAAGTAGATAGAAA
TCAAATTTTTGGTAACCGCCGGACCTTACGATTTTGGTGATTTTGGGTGAAATTTTGGACATCTTCAGATCTTCTTCATTTTTGC

Sat10-282 Han ACCATAGAATTATAAGAACAATAGTAATGCGTCAGTAGAGTATTGTGACTCTGGCATTCTCCAATTTTGAAATATTGCCGTCCA

- ACTTTCGATGTCGATCGCATTATTTTCATCAAAATTAAAATCATCATATCTCAGGATTGGAGGGTGATAGATCAATGAAATTTA

CTTTTCCTGCATCTACATAGCGCCAAAAA

Satl11-46_Han ATGCTGGATACACACTACATAGTGCACTACATAGGGAGTGAGGATA
GTTTTCCCTGAGATCTGCCCTCGTTTTCCACCTCCGAGGCTCCGTTCGCGGAGAACCAGATTTCAGACCGGGAAGGCGCACCGC

Satl12-192_Han GGTCCGCCTGGGCGAGCAGCCGTGCCCGCGGTGGAAATCCTGGAAGTCTAAGTCAGAAGGGGCGCATCCCAGTCGGACGGGG
CCGAGCCAGTGGACTATTCACGGGTG

Sat13-29_Han CTCACACACAGATACTTAAAGCTCTCTCG

Sat14-45 Han ACAAGCATGCAGAAACAAAGAGATAGGCAGGCAGGCAGAGACAAG

Sat15-52_Han ATCCTACCTACATTATTATCAGTTCTGATAAAGTTATACAGCCTGTAAAATC

Sat16-31_Han CAATAAACAGTACAGCAGCTACCGCCCAACA

Sat17-34_Han GATGTTCTGGTACCAGTTCCAGTCCTCACACTAA

Sat18-42_Han

CAACTGAAGCTACGACCACAACAACAGAACCAACCACAACTA
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tRNA-698 Han

TTTCGGCACGGTGCTCATGTCTTCGTGTTAAAATACTCTTAGGTCATACAGTAAACATACAGTGACAATAGAGGACACGCTGTA
AAGACAGTTTCATCTAAGGTTTTCATGTATGTAGGATATCAGCTATTTCTATTGTATATGTTTTAAACCAACATTTTAATGCCAC
TTAACCCGGTGCAAGAGTGACCTCATGTGGGGACATTGAGTAACCACAACTACTTACCCTGAATACACTCACTGCGTGGTAGT
GTGATTCATTTAGGAAAATGGATAGAGGTTTATCAAAAAAGGTGGATAGGACCTTAAGATCTTCAGTCTAACGCTCTCCCAAC
TGAGCTTTTTCAGCACATTGCAAAGTGTTGCTGCTTTGAGCAGCATAACCTTGCTGTTACAGCTTTTAGCTGGTCGGTATTGTGT
AGAAATGCCAGCCCATGGCATATATGGGTACGTTTTTCCAGTGTTTTCAAATATATGCTGTATATTGTGTTCTCTGCAAACATCA
ACACGCTAGTAAATGAAACGAAGAAAATGAGCACAATTCCTCATTCAATTAGACGAATTTTGAAAGGGATGAGAGAACACTG
TTCCAGACCTTCTATAACCAGAAACGCTGCTCTTGTGTACTCACTTGCCGAAACCCGGGATCGAAAAAGGGACCTTTAGATCTT
CAGTCTAACGCTCTGCCAACTGAGCTA

snRNA-853 Han

TTTTTTTTTAAGTAAAATGGAGGGAAAACGCAAAACTGAACAATAAGGGTGTGTGGCCCTGTCGAAAACCCCTTTCAGACCGA
CACCCATCTCTGGAGACCTGAGAGCTTCGTCTACTTATGGACTTGTTTATTGATTTCTGTTTCTGGACTGTTTCAGAAACTGCAC
CGTTCCTGGAGGTACTGCAATACCAGGCCGATGCGTGGAGCGGACGGAGCAAGCTCCTCTTCCGGCTCCCGGGCCTAAAAATC
CATTTAATATGAAGTCTCCATATAGGAGACATATCAGATATTGAACTGATAAGAACAGATACTACACTTGATCTTAGCCAAAA
GGCCGAGAAGCGATGACCAGAAACTTGCACATGCGCTGCTCGAGAAGAGAGCCTCATGCAGCAGCAGCAGGCCTCGTGCTCC
ATGGTCCTCTCCGCTGATCTAGAAGGGCTGTGTGGGGGAGACAGAGAGAGAGAAACAACGACAAAATACCAAACTCATAAAA
CTAGTGGAGAACAGGCCCCTTCTCCCACAGCTTCTGTTTTTGTGACCACCAAAGTCAGCTTTGCCCAGACAAAGCCTTCCAAAA
ATACAACAAACTCATCCCTCTCCACGGAAATCTTTAGTAAAAGGCGAAAGATTTATGCGTGAATGAAGAGAAACCAGAGCCGA
CGGGCCAAGCGGCCAGCTCTCCTACCCATAATCTGAGGCCTAGGAAGAGGGCTCGGGGCACAAGAGCACGGTCGCGTCTCTCC
AAGGGAGGGCGGGCTCTGTGCCCAGTCCACGTCACAAAGTGCTTGCCTGCTCAAAGGAAAGACAACCGATCTGTTGAGTCCCT
GATTAAATACCCCCCCACACTT

Sat19-80_Han

GCTTCCCTCCTTTTTAAAACTCGCCTCACCGCTCGTGATTAAACAGCGCTTCATTCATATAAATCAGCGCTCACTAAGAC

Sat21-52_Han

TGATTTTACAGGCTGTATAACTTTATCAGAACTGATAATAATGTAGGTAGGA

Sat22-138_Han

ACCCGGGACCAACCCTACCAAATTTCGTGGGCGTAGGTCGAAAACTGACTGAGTTACGGTCAATGGGCCCCCAGGGGCCCCAG
TGCCCAGCCGGGGTCCAAAGGGGCCCCATTGACATCACATATCACCTCAAGGTCC

Sat23-559_Han

GTGTTGGACAATGAAACTGAAACACCTGTCATTTTAGACCACAATAATTTATTAGTATGGTGTAGGGCCTCCTTTTGCGGCCAA
TACAGCGTCAATTCGTCTTGGGAATGACATATACAAGTCCTGCACAGTGGTCAGAGGGATTTTAAGCCATTCCTCTTGCAGGAT
AGTGGCCAGGTCACTACGTGATGCTGGTGGAGGAAAACGTTTCCTGACTCGCTCCTCCAAAACACCCCAAAGTGGCTCTTGAT
ACATCACACAAAGACTTGCTGTCTTGGTCACAGATGCGCCAGCAAGACGTGCACCAACAATTTGTCCTCTTTTGAACTCTATGT
CACCCATAATGTTGTGTGCATTGCAATATTTTGAGCAAAACTGTGCTCTTACCCTGCTAATTGAACCTTCACACTCTGCTCTTAC
TGGTGCAATGTGCAATTAATGAAGATTGGCCACCAGGCTGGTCCAATTTAGCCATGAAACCTCCCACACTAAAATGACAGGTG
TTTCAGTTTCATTGTCCAACACCTGTATATATATATATATATATATATATATACAG

Sat24-174_Han

GGACTTTCCTAAGCGACCAAGACAGCAATGAGTACAAGGAATCAGCGCGAGGCAGAAAAATGCTTTTCTGTAAAGAAGAGCT
CGTTGACACTGTTTGAGGTGCTCTTTTACAAAAGACAATGTATACATTTAGTTTTGGGTAACATAATGTAAGAACAGTCATTCA
GTTGAAAC
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Sat25-2600_Han

AACCTCTGGGACTGCTTTGGTTCAGTTGGCACACTAGGTCCGAAGGCTCTGGCAGGGTTAGGTTTTTGTGAAAATACAATGATT
CCCCCCATCTCTGCAATCCGCAGGTGGTTAGATAGGAAATCAAGGAATGTGCACTGGCCGGCGCTTGTTAAGTTATGCCATTGT
CCCTGCAGCAGACCCCTGTCGTCTGCTTATTTACCAAAACCAATCGAGTGCAACTCAACTGGGATTACTAGAAGTTAGTAGAAT
AGGAGCTGTTTTAAGTATTGTATTAGGTGGTTCTGTATTTTGATCCTGTCATTTAGGAGTTAGAATATTGGGAATACAAGTGGA
ATAAATTTCCTTATTTTTGAGTTAAGATGTAGTAATGACCCTTTAGATCTGATGCTTCTCCTAATGGAATAGCTTTTCCTATTTTT
CCGTTAAGGTGTGACTTTTTATCGGGCTGTTGCTTCATGAAATTGAATAAGTTTTCCTATTTTGGGTTGAGGTATAGTACCAGCA
ATTGAGATGTGTTTTGAGTTCCAATTGTTTTGTTTTGTGGAACAACAATCATCAGCAGTGTGCCTCGGAATCATCAGACGTTTCG
GCCATGAACACTGTACGCCTTCATCCGAGGTGGCCAGCCGTAGGTTGATCAGTCCTCGACTTTGTGTCCCATGTCCAATTTTTAT
TTATTTGTTTGATTTTCTGATCATTTAGATCTGGTACTTTGTAATGGAATGGGTTTTCCTATTTTTCACTCGAGATGTGACCTTGT
CTGTTGCTTCCCCACGTAGAATAGGTTTTCCTATTTTTGGGTTGAGATTTTTTACTTTTAATTTATTTATTTTATTTTATTTATTTA
TTTATTTATTCATTTATTTATTTATTTATTTATTATTATTTTTGTTGACGCTGAACTTCGAATCTTGGGTTATACATTGACATAAG
CTTTTGTTGTCAAGATTAGCTTTAAGATCTAATAACCTTTAAAATGTACCTTGAATAAGGTTACTCACCGCCTTGGTCTTTCTGA
GGTCAGTCGAGCAGAGTTTATGCCGCGCTGAACATGGGCTGGAACCTTGTACCCCAGCGGATGGCTGCAGACTCAGCCAACAA
GCTTCTACTGGGAAGTCCCATGAGGCAACAGGCTTCTGTAAGAAAACTGTCAGCCCCTATAAGGCAGGTTTTCTGGTTGGATA
GCCCATCCAGGTGCCTAACCGGATTCAGCTTCCCCATCAGGGTGAGACTAGTTCATATGCCCATGTGTAGTCTGGTCAAAACTT
CAGATTTACATGGATTTTTACTTATAAAACTCGATAAATGATTTATTTATTTGTTTAATTTATTTATTTCTATTGCAAGTCAAGCG
TTATTACAGTTTAAATGACCAATAATTATACTACCCATGAGGCTTTGCGTTAACTTGTTGTTCTTAAAAGTTCTAATCTAGTTTT
TGCTCGTTTTTGGTACAGATCTGGTTGATCAGAATAATTACCTTTAACAGAATATCTGTAGAAGGGGCCCAGTTAAAGGTGATT
GCATAGTTTAAATGACGATGTTAAGTTAAAAGTCATTTCAAAACGCAATGGCGTCAAATTTAAAGGGGGAACGTTTATTTTTAA
TCCTTTGCTGCCCTCTTGTGGCCGTTTTCTAGATCGCACTTTTCTTAAGTTTGACTGGGTAAAGTTTAAGGCTTTTGGGATTAAA
ATGAGAGGGAAAAGAGTTATGGTTACGTTTTAGGACTAAGTTGAGGTTTAGGGCTCAGGCATAGGGTTCGGTTTGAGGTTTAA
AGTTATAGTTAAGGGTTAGGTTAAGAATTAAAGTTAGGGTTAGGTTTAAAGTTAATGTTAGGTCTTAGGGTTATGTGTAGGGTT
TTGAGTTGGGGTCAAGATTAGGGTTTATGGTTAAGTTTAGGTATTATGGTTAGGTTTAGGCTTATAGTTGAATTTTTAAGTGTCC
TAAGGGTTAGGCCTAGGGGGTTGGGGTTAGGGGTTATGGTTAGGTTCATGGTGGAGTTTAGGTATTAAGGTTAGGTTTTAGGCC
TATGGTTGGATTTTTAGGAGTTCTAAGGGTTATGCTTCGAGGGCTGGGGTCGCTCCTTGGGTCATGACAGTGATGTGGAAGAAA
GCATGCACCACTCAACCGAGCAGGACACACCCAAGCCTGTCTGGGCTTTATCCAATCACCTATTCATGTCCCACACCACCCCTA
CCCTCCTGTCAGGAAAAGCGGGGGGCGCGGGACGGAACAGGTGAGGTATCCGGGTTAAGTTTAGGGCTTAGGGTTAGGTGTAG
ATTTTGAGTTAGGGCTAAGATTACAGTTTATGCATAAAGTTAGGTTTTGTCCTATTGTTGGTTTATTTTTATTTATTTATTAAGCC
GTGCTAAGGGTTATTATTAGAGGGCTAGGGTCGCTCCTTGGGACATGACGGTGATATAGAAGAAAGCATGCGCCACTCAACTA
AGCGACTCATGCCCAAGCCTGTCTGGGCTTTTATCCAATCACCTGTTCATGTCCCACACCACCCATACCCTCCTTTAAGGATAAG
CGGGGGGCGCGGGATGGAACAGGTGAGGTTTTTGGGTTAGATAAATGTATATTGTACTCCTAACTACT

Sat26-191_Han

TGCGGTTGAGTTTTTCGAGACTTGGCTCAAGGGAAAACACATGGAGGTCCATACCCACACATCAGGCCTCCTGGGCGGGCAGA
GGCCTCCGCATCCCTTGCCCTGGTTCCTTCGACCTCCGGTAGAGCGGAACACGAGACAAGGCCCGGGCACCTGCCCTGTGTCTG
GGGAGAGACATCCGTCGTCCCTCC

Sat27-2290_Han

GCTGTGGTTCTTACATTCCATGTTTCTTAACTGTCTTTCAGTTACTGTGACCTAAACATGACCTGTTCTGTTTCAGCGTGTTGGAG
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ACCATATCTCCGAGGTGTCAATGAACATCAAGAAGGAGTCATCACACACCTCAGAAGTGCAGGAAAGCTTCCTGGTAAGAGTT
TATGAGATGTTTTCTTTAATGGTTTTTACATGGGCTTTCAGAATCCTGTTAATAACTGTGTTTCTGTGTTTGTTACAGCACACTAC
CATGTCCAGGACCTGCAAGGCTGTGTGGCTGAACAAGGATGGGTGTTGGGGCTCTTCGGAGTCCAGTGACACCAACACCCTTC
AGGCACCTCTCATCCCTCCACCAACAGCCAGACGTCCAGCCCCACCTACTGGATTCTTCTGAACTCATTTTTAACAGAATTCATC
CATTTTAAGGTTTTATTTTGTTTTGGTTTAACATAAATGTTTGAATTATTGTTAAATGTATTCATTATTATATTATGAGTGAATTA
ATGAATCTGTTCATCCCTTACTAAATCATTAACCATCACCTTTCTCTCTCTCTTTCTCCTCATTTTCTCCTGTGCTGTAATTTCCCC
GGACGCTGAGCCGGAACTCTGAGATGACCTGGACGACCAGATCATCTGCCCCCAGTCCAGAATGTGGATTTTTCATCAAGCTA
AGTTGCATTTATGTTGCAGCTAAAGTTTACAACACACACAATAAATCCAACAACTTCCAATAAAATCGCTCTTATTGCTCAAAT
CCGTAAATTAGCTTTAGCATTATTGCTAATTTGCGAAGTTTCCTAAATTTCTCCGTCTTCACTACATAATTTGTAAAAAATACTG
AACTGGGATGATTAAAAGTGTTTGCAACATCAAGTGAAATACTATTTAGTACAGTCCGAAGTCATTTATTACCTGAACAAAAC
AAAGTGTAAATAAACTAGCCGAAATGTAACCACGTTGTCATGGATACATGCTAGCAATGTAAAATCGGAAATTGTTCCTGAA
GCCAGTGTCCGGATGTAAACCTGCGCCATTTTACAGAAACGAGAATATACTGCCTTCCATATCCAAAATATAGCGTTGTATGC
AATTTCTTTAGCACCCCTGGTCAATGTAATATTATATTTTTACGTTTTCACGTTACTAATGTATGATATATATGACATTTTGTTG
CATTACCTGAATTATAATTATGGACGACTTGGCCACAAAAATGTACCTCATTGTATATATAGCTGTTATATATAAGGGATATG
GTGTATTTTAAAGTTGTGAATAAATGGTGCAGTTCACTAAACACTGTGTTATTACTGAGTCAAAGCAAAGCATTAAAATCACT
AAAACCATACAACAGATTTCTGTTTTATTGTTCTCTTTATTTCTTTGGGTTTATTGGCTGTATTGTAAGTATCTGCTTTTCTAGA
ATTGATCTAATACAGAAAAGATCAAGAATGAACACATTTCCATAACACCAAATGCTCTTGGTTACGTATTGATAAGGTTTGTG
CATGTCACATTACCAATCCTAATGATTAGTCTAATGTTTGTCTCTGATTACAGATCTACAGCTGCCACCCATCCAGGCAGCGAC
CATGGTCATCGGCCTTGAAGGATAGTCCCGTTGTTACTCATGTTTCTCATATTATATGCTATATTATGCATTTCATATTTCAATT
TTTCATTTCATTCTTAGGATGTTGCAGTACTGGATGGACTGGTGATGGTCAGGCTGCCATGGTCTGGACCCCTGTTCCAGTTCG
GTGTAAGTATTGAGAACATGATGGACTCTTCTATGGTCTACAGATCATTGTTGAGTATTGAAACTGAATTATCTCTTTGTTCTG
GTCCGCGGGAGTACTCCCAGGACACCCACAGAGCAAACAGGATGTTTGGATACACCATTTCGCAGTGGTTCTCCTGTGAGCTG
CAGGTTTGTATCTGCTTGTTCTCCATTATATAACATCATTTTATTTGCCTTTACTAATGGAACATTATAGTTGATGCTTCTATTG
ATTTTCACAGCAGGTGGAGGTGAAGCTGCAGCATAAGACCTATTATGCAGGCCTGGAGTCTGAGCACTGGTGGGTGCTCAGT
AATCAGTTCTACCAGCTGCACCAACAGGTAACTTTTAAATGGAAAGTCTGGGCTCTGTAAGGTTTAGCTCATGATTAATACCT
GACTGCACTATATTTGTCTTGCAGCTCCCTCCATTGCACTACGGCACAGTCATCGTCACGGCCTGCATTAAAGTAAGACTGAT
GCCAATTTGGACAAAACACATTTTTT

Sat29-17_Han GCGTTCAACCTACATCA
Sat30-80_Han AGAGCGCATACAGCGCCGAAGTGCCTAAACGTTCAGAAGTTAATAAACAAATGAATCCGCTTTCTAATTACTATCGGATC
Sat31-46_Han ACTATGTAGTGTGTATCCAGCATTATCCTCACTCCCTATGTAGTGC

Sat32-335_Han

GAAAAGATCTGAGGAGATCTCTTTTTTGGCCTAAAATCAAATTTTTGGTAACCGCCGGACCTTACGATTTTGGTGATTTTGGGT
GAAATTTTGGACATCTTCAGATCTTCTTCATTTTTGCACCATAGAATTATAAGAACAATAGTAATGCGTCAGTAGAGTATTGTG
ACTCTGGCATTCTCCAATTTTGAAATATGGCCGTCCAACTTTCGATGTCGATCGCATTATTTTCATCAAAATTAAAATCATCAT
ATCTCAGGATTGGAGGGTGATAGATCAATGAAATTTACTTTTCCTGCATCTACATAGCGCCAAAAATCTGCCTTGCGAATTTG
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Sat33-192_Han

CGCGGTGCGCCTTCCCGTTCTGAAATCTGGTTCTCCGCGAACGGAGCCTCGGATGGAAAACGAGGGCAGATCTCAGGGAAAAC
CACCCGTGAATAGTCCACTGGCTCGGCCCCGTCCGACTGGGATGCGCCCCTTCTGACTTAGACTTCCAGGATTTCCACCGCGGG
CACGGCTGCTCGCCCAGGCGGACGG

Sat35-41 Han

ATGCTTGTCTTGTCTCTGCCTGCCTGCCTCTTTGTTTCTGC

tRNA-866_Han

GTCTCTCCCTGATGGTCTAGTGGCTAGGATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCCCGGGTTCGATTCCCGGTCAGGGAAGCTCAGC
AATCTCTTTCCTTTTACAGCAGATTCTGCTGTTAAACCATTTCGCCATGGGAGTACTTGACACGACAAAAAAACAAAACACTGA
CTCCTTCGAGCCGGAGTTGAACCAGCGACCTAAGGATAGCTTCTTTACCAACTACAGTCCTCCGCTCTACCAACTGAGCTATCG
AAGGGAACAAGCAAGCCCTTGCTCTGAGTAAACTCAAAGCATAACTGGATTCAGACTACTCTTTTATACCCACGAAAACAAGT
GCTTGCCTTCTATGCACAAAGCGGATGGATAATCCAAGGATTTTTATACTGCTTGAAAACAGTCAAAATCACCACTTCTCTCAA
GCGCCAAATTTCCAGTCTTTTGCAAAACGTTCAGGTGCCAAGGCTAGATTCATGAGCCAACTTAGCTCCACGTTGTTGAAAACA
ACATCCTTTCAGAATGATCAAAAGACACTGGTCTCAAGTGTGTCAATGAGATTGTGTCCTTAGCCATTAGGCTGTTAACCACAC
GTAATAAGCAAGTCTTTCCTGTGTTACCTAGGTGGGTAAAGTGAAGGCAATATTCCAACAAGTTGGACTGCTGTTCACATCGTG
ATAGAAATCTTGCAAGTTGTTGCAATGAGAAGAAGTTTGAGCAATTTGTAGTTGTTATGACTATTTGAAAGAAGGTTCCGAATG
ATGAGCAAAGAGGGAGGGGCCATTTTAGGTTTGTCTTGATGGGAGGGCAATTTCTGGAAAGTAATGAGCTTCGGAAAAGTACG
TAACTGGCCACAAAGCAACTCGCTGTTT

Sat36-31_Han

GGACGGGACCGCAGTATAAACTAGAGAAGGC

Sat37-31_Han

GCCCAACACGATAAACAGTAGAGCAGCTACC

Sat38-1030_Han

GACGTTCCCTTTTTACAAAAATGGCTTCTTTTACTCCCCGTTCAAACCAGCGTTCCTCCCTATCAAGGATCTTCACGTCTTCATCC
TTGAAAGAGTGGCCACTGGCCTGTAGGTGGGTGTAAACCGCAGAGTCCTGGCCTGATGAGGTAGCTCTTCTATGTTGTGCCATC
CGTTTCGCCAGCGGCTGTTTGGTTTCCCCAATGTACAATTCCTGGCAATCCTCCCGGCACTTAACAGCATACACTACATTACTCT
GTTTGTGCTGGGGGACCCGATCCTTGGGGTGGACCAGTCTCTGGCGTAGCGTGTTTTGGGGTTTGAAAGCCACCGAGACGCGGT
GTTTTGAAAATATGCGTCTCAATTTTTCCGACGTTCCTGCCACATATGGAATCACCACTGGTTTACGTTTAGACTGCGGTTGTTGT
TCTCCTCTCGTCGATCTGCTGGAGCACTGTTTGGGTGTCTTACCGGCTTTGACGAAGGCCCAGTTCGGATAACCACATTTGCCCA
GGGCCTGCTTAATGTGAGATTTCTCTCCATCCTTGGCCGCTGTGTCAGTGGGGACGCTGTCTGCTCGGTGGTACAGTGTCCTGAT
GACTCCTAATTTGTGCTCCAATGGATGATGAGAGTCAAACCTTAAGTACTGATCCGTATGTGTTGGCTTACGGTAAACATCAACT
TTCAATTGTCCCCCATCTCCAATCACAACTTCACAATCCAAGAAGGCTAACCTGTTCATCTGGACATAGGTTTTTGTGGGAGATA
CGTTTCGTCACTCATCTAAGTGACTTCTTCAGTCTCAGCTAGTTGGAAATCTTCCCCAATCTTATATACAGCACATTTGCATAATG
ACTCATACCAGCACCATTACATAACAATGGGACCGGTGATTAGTTTAATATGCAGATAGCCATGGCCATTAATGACAATGGCCA
CGTGTGCCATTCACACAGGATTGGGGAATAGCTGCGACGGCAGCGTTGTAAGATGGTGAGAGGTGTACTCTGAGGCCCCCTCCT
CGGTTCAGGGATG

Hypostomus aff. ancistroides

Sat01-2920_HanXY

AAAAAAAACTCAGTCATAATTAAGTGGCGTTTATAACACTAAACGCCCACAAGAGGGCGACATAGGATCAAACATGGGGGTCT
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CCCTTGTAAATATAAGGTGAGTTTACTTAAAAAACGTATTTAAGCTTATTCACAATTTACTCTAGGCAATCACCCAAACCTTTTC
TTTATCCCCCATGAAAATCATTTCATTCAAACTAACACTATAAGCAAATGGACTTGATACAAATTAGGGTGGTTCAAGGGAAGT
TAACACAAAGCCTCCTGGGTAATGTAACTGGTGTTAACTTAAAAGGCAATAACCTTTAAATAATAATAATAGGGTAAATAGGA
GAGTAGGTTTTTTGTCAGATTAAAGCTCTTGATCTGGATTTGGGTTCAGACTGGTTTTAGTTGAATGTTCAAGTCTCGCCACATT
GGTGAAGACGATGCCTGTTAGGTACTTGGACTGGCTGTCCTAGTCGACATGCTTCCTGATAGGGTCCTAAAGTTGCTTCTTAAA
AGCTTGTGGACCCAGGGGACTTCCCAGTAGAAGCTTGATGACTTGTTCCAGAGCCATCCGCTGGGATTCGGGGTTCCCAACTAT
GCTGATCGTGGTGTGGACTCTGCTGGATTGACTTCAGGAAACCTATGGTGGTGAGTACTCTTAATTGAAGTGCAAGTCAATGTT
GTTTTACCTGAAGTGATTTCACCAATAGTTTCTTAACCCCACCTAACTGTTGGTGTTTAGTTTGACATGTTAATGTAATAGCCAC
ACCATAACTAATTGGACATGGGACACACGCTGAGACTGATCACCTTGGCGGGCCACCTCAGAAGAGGGTGTATAGTGTTCAAA
AGGCTGAAACACCCAGTGACTCTGAGGTATATTACTACCGAAGAGGTGCCGATATGGTTTCTGATGGCTTACTAGCCCACCTCT
ATCTTGATGTTTAATGGTAGTGCTTAAAGGCCTACACACCTTATGACTCTGAGGTACACTACTGAAGATGGGTCCTAAAATCCT
ATTCAATGCCAGATAGCTTAATTGGCATGGCTATCCTCAAACACCACCTTTGAACACTAACAGTTCTGACTCTGTTTCCAGTTC
AATGATTACAATGTGGGACTGACAACCCCACTAAAAGAAAGAATTAGATTTTTACCCTTAAGACTACTAGAACCTAACACTTA
ACCTCAGTACCCCATAAGGGACACTTATTCATCTGAGGTTAAACAATAATCCTAATTTACGGCATAGCTCCAATCCTGACCACA
ACACCTAACCTCAGTACCCCTTAAGGGAAATAAATCAAGCTGAGGTTAGAGATTTAGCTTTTACCCTAACCATGACCTTAATTA
AAATTTAGCCTTAACTCTTACCTTAATTTAAATTTTAGTCTTAACCATAATTAAAATCTAGCCCTAAACCTAACCTCCTAACCCT
AACCACAACCCTAATTAAAATTTAGCCCTAACCCTTACCCTAACCTTAATTAAAATCTTGCCCTAACCTTAACCTCAGTAACCC
ATAAGGGAAATTACTCCAGCTGAGGTTAATAAGTTAATGGGACTTTGTACAAATATGACTGAGTTATTCCCTACAGCAGTGGG
ATCATCATATTTTTGACCACTAAATAAATAAATGAAGCACACCGGGCTGCAGTTCCCAAGCGTGGGGGTACCGGCTTGACTTC
CTGCCCTGCTGACTCTGTTTGCTTGGCCGATGGAGGCCCATGCTTTGGAGTCCACCGCATAACGCCTATAAAGGCCCCCCCATG
ACTAAATAAGAGTCGTTTTTCACTGCTGTGCCCAGCAAGCCCATGAGCGCAATAAGCTGCGGATCTCAGCCACAAAGCCCCTT
GAGGCATCCCCGCCGCGGACTCCAGCAACGAAGCCCATTAAGGTTCCTTGCAGCAGAGTACGGCTATCTTGGGGACTGGTTC
GGACCCTCTGCCGTGGAATTCAGCCACAAAAAATAGACTAAGGCCATATGGCTCAAATTAGGTTTGACTCAATGGAACCCCA
ACATTTAACCTCAGTACCACATAAGGGAAAGTAATCCAGCTGAGGTTAAAAGAACATGTTCCTCTTTAAGTTTAGTTCTAACC
AAGACTGAAATTGTATTAAAAGATAGGTAACTAAAGTAGATTAATTTTAAACATATCTTGCCATTTTCCCCTGGAATTTGGCT
ACAAAAAATAAACTAAGATCACTCACCTAAATTACTTGAATCCTAATAAGCTGTTCCTGAGCGTGGAAAGGTCGGTTGGGCG
TCCTCCCTGGCTGATTCCGTTTGCTGAGCCGATGGAGGTCTGTGCAGAAGGGTCCGCAGCACAAAGGCTATTCGCAGGCTGTT
TCCTGTTACTGAACCCACCATGCCCATGAGCGCGATGGGCTGTGTACCTCGGTGACGATCAAAACTGAACCCACCAAGCCCA
TAAGTGCGATGAGCTGTGGACCTCAGTCACATAAAGCCGATCGGTGCACCTCGCTGCGGACTCCTGCAACAAAGCCTATTGT
GGTTTCTTGTGGCGGAAATACGGTTATATGGGTGGGGACTGACTCAGACCCTCCGCCAGAGAATTCAGCCCTTAAAAGCCTA
TACGGGCCTTAATGATAGAGTGGTCATCACCCAGCTGCCAATATTCAAAATTGGGGGGCTTAATATCCTTAAGAGGGAGTTG
GTCACAGGTTGGACCTGGGTCTAAGTGACATGTGGTAGGCCAGTGCACAACGAGTTCTCTTGGGTTGCTCGATTCAGAGCTT
ACTCAGAGTCTCGGCTTGGGGTATCGTTTCCCCTAACCCCAACCCTAATCCAGCCAGTGCCACCCATGTTTACGGGACTTGTT
CCCCCTGGTTCTTCTCCCCTAGGAATCTTTGCTCCCCCTACTACTTGGCCATCATTTAAAACTGAAAAACATTCCCTCTTTCCTT

rDNAS5S-1190_HanXY GAAAAACAAAGATTACAAAGACCATATTTAACCTCCATCCAAATACAACAGGCCACATCAATCACCTCACTCTTCCATTACCA
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CACGAATAGGTCCTAATGCCCAACTCATTCCTTCACACATTCATTCCTACACTCATGCTTTCATTTGCAAAACACAACCTGGAC
CTCACCTCAATTACACACATTACAGGCCCATTCAGGAAACCATTACGTCATAATCACGCAAACATTCTTTACACCTGTCAATCA
CACAACTGCCTCGCAGGGCTACCACAAATCAAGCTCACAACAAAGGACAATCGGACCCTTTCTTCAAATTCAAACACCTCTTT
CACCAACAGCTGGACGGACTCCAGCGCAAAAAGCTTGCAGCACCTGGGATTCCCAGGCAGTCTCCCATCCAGGTACTGACCA
GGCCCGACCTTGCTTGGCTTCCGAGATCTGACGAGATCGGGCACTCTCAAGGCAGTGTGGCCGCAAGCGGAAGCAGCCGGGT
GGGCGCGGCTCTTTATGCTCTAACCTGACCGCCGTTAAACGTTTGGCTGGAGCCCGCTTTACTATTCGCTCATTTCTTCAGATT
TTTCTTGTCAAAAACCCAAGTCTACCCAAGTCTCTGTCAATTTGCCCCAGAGGTGACCTCGCTGTTCCGTTACGGCCCGCACG
GGTCACAGCACAGCTTGCATCATTCATCTGTTGGCTCATTCGTCCACGCTTTTGTTTTCAACATGCAACTTTCAACTGTATCTG
AACTGTAGTGACCCCATTACGGGAATTCTGGATCTTTAATAGGAAACTCTGATGTCATAATGCAGTCTGCTCTGCACACAGCA
GTCCTCCAGTCCCATGGCTTGCACAGGTGCATGAAAGCAAGTGGCGTTGCAGTTGTGTGATTGTGTGCTGGGATTTGCAGTCC
ATTTTGCTGAGCAGCTTGTAGGACTTTGCCAAGAGAATGCGGTAGAGCGTGAGAATTTTGCACCACCTGGTGTTGAGAGTGG
GTCTCCCATGCAGGCTGTGTGCAGGCCTACACCTGCTTAGCATTTTTGAACGGACAGGATGTGAGTGGTCTAAAAGGTTTGCT
TGGAACGTCACTCGGTGGAAAAATATCGTCTACTTAGGCATCTAGCTCGAGGTGCATCAATTTTTAGATTCCCCCTCTTTTTTG
TTTTTTTGAACAAAAAAAAAAATT

Sat02-52_HanXY

TGATAATAATGTAGGTAGGATGATTTTACAGGCTGTGTAACCTTATCAGAAC

Sat03-1130_HanXY

TGTTTTAGAGTGAGCAAATCACAGTTGTTTGATATCATTTACTGAAATAATATTGATTGCTAGAAAATAGTTTCATACTGAGG
AACATGTTTCAGGAGATTTCTGCATATCTGGCTGGCCACAGATTGAGACATTAGCAGCTCCACCCACATCAAAGTACTTTGGC
ACCCCCAAACTGATAATTGTACACAATTACATGTGAAAGACCCATGTAATTCAAAAACACTCAACCAGCAATTATTGTATAC
TTGCAATCATTTCTTTACTACCATACCATGGTGATAGGTAATTAAAGAAGAAGTGGAAAAAGACATCTGTGGCAAAGACAAG
AATGCCCCAAAGAATAGCACTTATGACTGGAATAACATCCAGTGCTTTTGATTGACTTAATCTTGTTGCTTTTTTTCTGCAAGC
ATTCAAGATGTTCCATTAAGTGATAAATTTTTGTCACGTTAGTTCTTGTTGGATAAATCAATATTATCTAGCCCAACAAACAG
CAATTTCCACTGCAACACAGAATTGATAGAACTATTTTTGTGATATTAACTGAGTTACTGTTGTTCTCTCATGCTAGATGATGT
TGCTGAAGTCACTATAAACTACACCAACAAAAAGCACTTTCCAAAAGAGAAAGAATGGATAGAACCACTGTTGGAGTATTAC
CTGTGACAATCGTGTGAGCATAACATTTTCTAGTGCTCAACTAAATGTAAGAAATTTTTCACTTAGCTGAATGACTACATCTT
GTCGACTGATCATGAATAAAATTATCCTTGCATATAGATTATAATGTTATTTCCAACTGTTTTCAAGGATGGGAAAAGAGAAG
TCTTTGGAACAGATGAGACTGCCCCAAATAAAAGCACTTATGAAAGAAATAACATCCAGTGCTCCTATTTGAAGTAATCTAAT
TGTTACTCTGTGTAACTGGTAGACATTGTCCCACTACAGTCAAATTTCTGGCATGCCATATTAACAAGCTCTTGTTGCTTGAGC
CACTTGAAACTACCCCAACAAATAGCACTTACCAAAGAAAAATCAGGTTAGAGCCATTGTTAGAGTAAGAGCTGTGACACTG
TTCTCAGTAGAACATCTTCTTTGTGTAGTCCTCAGCTAAAAGAAAGAAT

Sat04-138_HanXY

GCCGGGGTCCAAAGGGGCCCCAGTGACATCACATATCACCTCAAGGTCCACCCGGGACCAACCCTACCAAATTTCGTGGGCGT
AGGTCGAAAACTGACTGAGTTACGGTCAATGGGCCCCCAGGGGCCCCAGTGCCCA

Sat05-80_HanXY

CGCCTCACTGCTCGTGATTAAACAGCGCTTCATTCATATAAATCAGCGCTCACTAAGACGCTTCCCTCCTTTTTAAAACT

Sat06-208_HanXY

GAGACGGATGTCTCTCCCCAGACACAGGGCAGGTGCCCGGGCCTAGTCTCGTGTTCCTCTCTGCCAGAGGTCGAAGGAACCAG
GGCAAGGGATGCGGAGGCCTCTGCCCGCCCAGGAGGCCTGATGTGTGGGTATGGACCTCCATGCGTTTTCCCTTGAGCCAAGA
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CTCGAAAAACTCACCCGCAGGAGGGACGCAACCAGGCGGGGG

Sat07-174_HanXY

TCCGTTTCAACTGAATGACTGATCTTACATTATGTTACCCAAAACTAAATGTATACATTGTCTTTTGTAAAACAGCACCTCAAA
CAGCGTCAACGAGCTCTCTTTTACAGAAAAGCATTTTTCTGCCTCGCTCTGATTCCTTGTACTCGTTGCAGATATGGTCGCTTAG
GAAAG

Sat08-80_HanXY

AAACGTTCAGAAGTTAATAAACAAATGAATCCGCTTCCTAATTACGATCGGATCAGAGTGCATACAGCGCCGAAGTGCCT

Sat09-17_HanXY

GAACGCTGATGTAGGTT

Sat10-335_HanXY

TGAATTTCATCGATCTGTCACACTCCAATCAAGAGATATGATGATTTTAATTTTGATGAAAATAATACGATCGACATTGAAAG
TTGGACGTCCATATTTCAAAATTGGAGAATGCCAGAGTCACAATACTCTACTGACGCATTACTATTGTTCCTAATATGCTATG

GTGCAAAAATGAAGAAGATCTGAAGATGTCCAAAATTTCACCCAAAATCACCAAAATCGTAAGGTCCGGGGGTTACAAAAA

ATTTGATTTTTGGCCAAAAAAGTGATCTCCTCAGATCTTTACCAAATTCACACAGCAGATTTTTGACGCTACGTAGATGCAGG
AAACG

Satl11-31_HanXY

TAAACAGTACAGCAGCTACCGCCAAACACGA

Sat12-46_HanXY

TCCCTATGTAGTGCACTATGTAGTGTGTATCCAGCATTATCCTCAC

Sat13-31_HanXY

GCAGTATAAACTAGAGAAGGCGGACGGGACC

Sat14-45_HanXY

AAGACAAGCATGCAGAAACAAAGAGATAGGCAGGCAGGCAGAGAC

Sat15-58_HanXY

CCACTAACACACAACCCATCATTACAACAATGTACAACACTACAAACACACAAAAACA

Sat16-42 HanXY

TTGTGGTCGTAGCTTCGGTTGTAGTTGTGGTTGGTTCTGTTG

Sat17-40_HanXY

CATTTTCCTTGAATAATTAACATTGTCCAAGAATGTTTCC

Sat18-2610_HanXY

TTTGTTGACGCTGAACTTCGAATCTTGGGTTATACATTGACATAAGCTTTTGTTGTCAAGATTAGCTTTAAGATCTAATAACCTT
TAAAATGTACCTTGAATAAGGTTACTCACCGCCTTGGTCTTTCTGAGGTCAGTCGAGCAGAGTTTATGCCGCGCTGAACATGGG
CTGGAACCTTGTACCCCAGCGGATGGCTGCAGACTCAGCCAACAAGCTTCTACTGGGAAGTCCCATGAGGCAACAGGCTTCTG
TAAGAAAACTGTCAGCCCCTATAAGGCGGGTTTTCTGGTTGGATAGCCCATCCAGGTGCCTAACCGGATTCAGCTTCCCCATCA
GGGTGAGACTAGTTCATATGCCCATGTGTAGTCTGGTCAAAACTTCAGATTTACATGGATTTTTACTTATAAAACTCGATAAAT
GATGTATTTATTTATTTAATTTATTTATTTCTATTGCAAGTCAAGCGTTATTACAGTTTAAATGACCAATAATTATACTACCCAT
GAGGCTTTGCGTTAACTTGTTGTTCTTAAAAGTTCTAATCAAGTTTTTGCTCGTTTTTGGTACAGATCTGGTTGATCAGAATAAT
TACCTTTAACAGAATATCTGTAGAAGGGGCCAAGTTAAAGGTGATTGCATAGTTTAAATGACGATATTAAGTTAAAAGTCATT
TCAAAACGCAATGGCGTCAAATTTAAAGGGGGAACGTTTATTTTTAATCCTTTGCTGCCCTCTTGTGGCCGTTTTCTAGATTGC
ACTTTTCTTAAGTTTGACTGGGTAAAGTTTAAGGCTTTTGGGATTAAAATGAGAGGGAAAAGAGTTATGGTTACGTTTTAGGA
CTAAGTTGAGGTTTAGGGCTCAGACATAGGGTTCGGTTTGAGGTTTAAAGTTATAGTTAAGGGTTAGGTTAAGAATTAAAGTT
AGGGTTAGGTTTAAAGTTAAGGTTAGGTCTTAGGGTTATGTGTAGGGTTTGAGTTGGGGTCAAGATTAGGGTTTATGGTTAAG
TTTAGGTATTATGGTTAGGTTTAGGCTTATAGTTGAATTTTTAAGTGTCCTAAGGGTTAGGCCTAGAGGGTTAGGGTTAGGGTT
TAGGGTTTAGGGTTAGGTTCATGGTGGAGTTTAGGTATTAAGGTTAGGTTTTAGGCCTATGGTTGGATTTTTAGGAGTTCTAAG
GGTTATGCTTCGAGGGCTGGGGTCGCTCCTTGGGTCATGACAGTGATGTGGAAGAAAGCATGCACCACTCAACCGAGCAGGA
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CACACCCAAGCCTGTCTGGGCTTTATCCAATCACCTATTCATGTCCCACACCACCCCTACCCTCCTGTCAGGAAAAGCGGGGG
GCGCGGGACGGAACAGGTGAGGTATCCGGGTTAAGTTTAGGGCTTAGGGTTAGGTGTAGATTTTGAGTTAGGGCTAAGATTA
CAGTTTATGCATAAAGTTAGGTTTTGTCATATTGTTGGTTTATTTTTATTCATTTATTTATTTATTTATTTTTCTCTCTTTTAAGC
CGTCCTAAGGGTTATTATTATTAGAGGGCTAGGGTCGCTCCTTGGGACATGACGGTGATATAGAAGAAAGCATGCGCCACTC
AACTAAGCGACTCATGCCCAAGCCTGTCTGGGCTTTTATCCAATCACCTGTTCATGTCCCACACCACCCATACCCTCCCTTAA
GGATAAGCGGGGGGCGCGGGATGGAACAGGTGAGGTTTTTGGGTTAGATAAATGTATATTGTACTCCTAACTACTAACCTCT
GGGACTGCTTTGGTTCAGTTGGCACACTAGGTCCGAAGGCTCTGGCAGGGTTAGGTTTTTGTGAAAATACAATGATTCCCCCC
ATCACTGCAATCCGCAGGTGGTTTAGATAGGAAATCAAGGAATGTGCACTGGCCGGCGCTTGTTAAGTTATGCCATTGTCCC
TGCAGCAGACCCCTGTCGTCTGCTTATTTACCAAAACCAATCGAGTGCAACTCAACTGGGATTACTAGAAGTTAGTAGAATA
GGAGCTGTTTTAAGTATTGTATTAGGTGGTTCTGTATTTTGATCCTGTCATTTAGGAGTTAGAATATTGGGAATACAAGTGGA
ATAAATTTCCTTATTTTTGAGTTAAGATGTAGTAATGACCCTTTAGATCTGATGCTTCTCCTAATGGAATAGCTTTTCCTATTT
TTCCGTTAAGGTGTGACTTTTTATCGGGCTGTTGCTTCATGAAATTGAATAAGTTTTCCTATTTTGGGTTGAGGTATAGTACC
AGCAATTGAGATGTGTTTTGAGTTCCAATTGTTTTGTTTTGTGGAACAACAATCATCAGCAGTGTGCCTCGGAATCATCAGA
CGTTTCGGCCATGAACACTGTACGCCTTCATCCGAGGTGGCCAGCCGTAGGTTGATCAGTCCTCGACTTTGTGTCCCATGTC
CAATTTTTATTTATTTGTTTGATTTTCTGATCATTTAGATCTGGTACTTTGTAATGGAATGGGTTTTCCTATTTTTCACTCGAG
ATGTGACCTTGTCTGTTGCTTCTCCACGTAGAATAGGTTTTCCTATTTTTGGGTTGAGATTTTTTACTTTTAATTTATTTATTT

TATTTTATTTATTTATTTATTTATTATT
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