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Resumo

Os cromossomos supernumerarios (cromossomos B) sdo elementos extras, nao
homdlogos ao complemento A e j& foram descritos em uma gama de espécies representando
0s principais grupos de eucariotos. Estudos com esses elementos tém sido mais direcionados
as investigacdes em nivel estrutural, sendo que aspectos funcionais tém sido pouco explorados.
Dentre as espécies de peixes, o0s ciclideos tem recebido grande interesse cientifico uma vez
que sofreram um répido e extenso processo de radiacdo adaptativa e até o momento,
cromossomos B ja foram descritos em 21 espécies de ciclideos, variando em quantidade de
um a trés. Considerando os aspectos citados, atrelados a possibilidade do uso de ferramentas
que integram dados funcionais, gendmicos e citogenéticos, o presente projeto visou analisar o
perfil transcricional de tecidos-alvo de A. latifasciata afim de investigar possiveis
interferéncias motivadas pelo cromossomo B relacionadas ao nivel de transcricdo em
individuos com presenca ou auséncia desse elemento extra. Uma gama de genes
diferencialmente expressos evidenciada nos tecidos analisados, mostra que B cromossomo
pode interferir em diferentes vias fisiologicas da célula. Os resultados mostraram grande
contribuicéo para a discussao sobre a importancia funcional do cromossomo B, identificando
varios genes relacionados ao ciclo celular, manutengdo da estrutura celular e resposta imune.
Foram identificados genes altamente expressos localizados no B, o que mostra sua
interferéncia direta. Entretanto a maioria dos genes diferencialmente expressos estdo
localizados nos cromossomos do complemento normal, cuja fungdo estd sendo afetada pela
presenca deste elemento. Outro ponto importante foi a observacdo de uma possivel acdo de
repressdo do cromossomo B em testiculo e aumento dos niveis de expressao em ovario,
sugerindo uma possivel acdo no mecanismo de "drive" desse cromossomo nos gametas

femininos.

Palavras-chave: Elemento extra numerario, expressdo génica, transcriptoma, genémica

funcional.



Abstract

Supernumerary chromosomes (B chromosomes) are extra elements, not homologous
to the A complement and have been described in a range of species in eukaryotes. Studies
with these elements have been focused in structural level, and functional aspects have been
poorly explored. Among fish species, cichlids have gaining scientific interest because the
rapid and extensive adaptive radiation process occurred in the group and B chromosomes
have been described in 21 cichlid species, ranging in number from one to three. Considering
these aspects, linked to the possibility of using tools that integrate functional and genomic
data and cytogenetics, we aimed to analyze transcriptional profiles of target tissues of A.
latifasciata in order to investigate possible interference motivated by B chromosome related
to the transcript expression levels in individuals with the presence or absence of this extra
element. A range of genes differentially expressed evidenced in the analyzed tissues shows
that B chromosome may be interfering in different pathways. The results contributed to the
discussion of functional aspects of B chromosome, identifying several genes related to cell
cycle, maintenance of cell structure and immune response. Highly expressed genes located on
B were identified. However, the majority of highly expressed genes is located on
chromosomes of the normal complement and seems to be affected by the presence of B.
Furthermore, our data suggest a possible repressive action of B chromosome in tests and
increasing expression genes in ovarian confirming the action of drive mechanism of this

chromosome in female gametic cells.

Keywords: Extra Element, gene expression, transcriptome, functional genomics.



1. Introducéo

1.1 Cromossomos supernumerarios

Os cromossomos B, também conhecidos como elementos supernumerérios, ndo sdo
homdlogos aos cromossomos do complemento normal (complemento A) (Jones e Rees 1982).
S&0 descritos como “elementos egoistas” (Wilson, 1907) e podem ser encontrados em alguns
individuos de uma mesma populacdo e ndo em outros, 0 que 0s caracterizam como elementos
ndo essenciais e dispensaveis (revisado em Burt and Trivers, 2006). Esses cromossomos sao
descritos como elementos parasitas e 0 genoma de individuos portadores do B é classificado
como “hospedeiro” (Camacho et al. 2000). Seu surgimento pode estar diretamente
relacionado a rearranjos cromossdmicos do tipo fusdo e fissdo ou a partir da geracdo de
individuos hibridos através do cruzamento entre espécies proximas (Camacho, 2000).

Quanto a composicdo gendmica, em geral sdo heterocroméaticos e compostos
basicamente de elementos repetitivos, esse enriquecimento de sequéncias mostra-se frequente;
pode causar a inativacdo de genes, modificar a ordem e a estrutura génica e assim, ocasionar a
gradual degeneracdo deste cromossomo por exemplo (Camacho et al. 2000; Valente et al.
2014).

Anélises estruturais descrevem a presenca de regides eucromaticas com descri¢do de
genes nucleares e ribossomais (Rajicic et al. 2015), como familias multigénicas de RNAr 45S
(Loreto et al. 2008; Fantinatti et al. 2011), sequéncias de microssatélites (Piscor and Parise-
Maltempi 2016) e histonas (Lépez-Leodn et al. 2008; Teruel et al. 2010; Bueno et al. 2013;
Silva et al. 2014; Utsunomia et al. 2016), entre outros, que podem interferir no genoma de
seus hospedeiros (Graphodatsky et al. 2005; Coleman et al. 2009; Acosta and Moscone 2011;
Valente et al. 2014).

Os cromossomos B tendem a se manter na populacdo e dentre os mecanismos que
facilitam essa permanéncia ressalta-se o “drive”. Nesse processo o B dirige-se durante a
meiose na fémea movendo em dire¢cdo ao ovocito, escapando assim de uma possivel
eliminacdo; em outros casos 0 B mantém-se destruindo cromossomos do complemento A,
como no caso de Nasonia vitripennis, por processos ainda ndo claramente elucidados
(revisado em Burt and Trivers, 2006; Pereira et al. 2009; Akbari et al. 2013). Em sua maioria,
0s cromossomos B se beneficiam da ndo disjuncdo como parte de seu mecanismo de auto-

acumulacdo (revisado em Burt and Trivers, 2006; Lin et al. 2014).
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No grupo de peixes, estudos citogenéticos os tém revelado em distintas populacdes de
diversas espécies; estes variam em tamanho, frequéncia e composi¢do. Os estudos estdo, em
sua maioria, restritos a analises convencionais envolvendo descri¢do da presenca e frequéncia
deste polimorfismo além da sua natureza eucromatica/heterocromatica (Mestriner et al. 2000;
Ziegler et al. 2003; Poletto et al. 2010a; Voltolin et al. 2010; Fantinatti et al. 2011, Silva et al.
2014; Valente et al. 2014; Rajicic et al. 2015).

Apesar da idéia de ser um elemento inerte, atualmente ha muitos relatos da influéncia
do cromossomo B na modulacdo génica do hospedeiro (Martis et al. 2012;Huanget al. 2016).
Estes cromossomos podem estar envolvidos em recombinagdo ectopica entre diferentes
cromossomos e estarem envolvidos no movimento de DNAs de organelas para o0s
cromossomos B (Martis et al. 2012;Valente et al. 2014). Estudos recentes relatam que esses
cromossomos podem ter originado cromossomos sexuais e também possuem um papel vital
na determinacdo sexual em algumas espécies de peixes e insetos (Yoshida et al. 2011; Martis
et al. 2012; Houben et al. 2013; Akbari et al. 2013; Valente et al. 2014).

N&o obstante 0 maior conhecimento do cromossomo B ser relacionado apenas a sua
questdo estrutural, alguns estudos mostram interferéncia transcricional direta desse elemento.
No estudo em Drosophila albomicans foi evidenciado transcritos do cromossomo B (Zhou et
al. 2012), além dos trabalhos com o roedor (Capreolus pygargus)(Trifonov et al. 2013), com
centeio (Secale cereale)(Carchilan et al. 2007; Carchilan et al. 2009; Banai-Moghaddan et al.
2013; 2015), em milho (Zea mays L.) (Jin et al. 2016) e no gafanhoto (Eyprepocnemis
plorans) (Teruel et al. 2010; Ruiz-Estévez et al. 2012) ambos evidenciando transcritos
especificos provenientes do cromossomo B, atestando sua interferéncia direta no genoma
“hospedeiro”.

Apesar das evidéncias da funcionalidade do cromossomo B em espécies de animais,
plantas e insetos tanto em nivel direto quanto na modulacdo de genes do complemento A
(Carchilan et al. 2007; Carchilan et al. 2009; Yoshida et al. 2011; Zhou et al. 2012; Akbari et
al. 2013; Trifonov et al. 2013; Jin et al. 2016) o que se observa é ainda um nivel de
investigacdo pontual no qual as andlises sdo restritas a poucas regides e/ou determinados
genes, fornecendo assim informagdes interessantes, entretanto, de certa forma limitadas.

Nesse panorama, 0 grupo de peixes que vem ganhando mais destaque no estudo e
analise a cerca do cromossomo B, refere-se a familia cichlidae. Na qual, dentre as
caracteristicas mais marcantes desse grupo citam-se sua rapida evolucdo adaptativa além da
descricdo de inUmeras espécies portadoras desse elemento extra numerario em seu genoma

(revisado por Kocher, 2004;Yoshida et al. 2011; Brawand et al. 2014). Outro fator importante
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que auxilia a analise comparativa refere-se a disponibilidade de genomas de referéncia de

varios individuos dessa familia permitindo analises em larga escala.
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6. Conclustes

Atualmente, cromossomos B vem ganhando maior foco nas investigacOes
cromossomicas, afim de identificar os mecanismos pelos quais se mantém no genoma dos
hospedeiros. Até o momento,pouco foi esclarecido quanto ao seu comportamento na célula e
as maiores descobertas estdo relacionadas ao seu conteddo génico ou em identificacGes
funcionais de forma pontual, restrita a sequéncias especificas.

No presente estudo foi evidenciado através da analise em larga escala de RNA uma
possivel interferéncia do cromossomo B no genoma do seu hospedeiro, ndo sé contribuindo
através de uma acao direta, com a expressdo de genes e sequéncias presentes no Cromossomo
B, como também modulando a transcricdo de genes presentes no complemento A. Outro
ponto importante foi a utilizacdo de uma abordagem técnica de montagem, a qual pode ser
reproduzida e utilizada como modelo em montagens de transcriptomas de amostras que
possuem elementos extra numerarios em seu genoma.

Além dos resultados encontrados, o desenvolvimento do estudo propiciou um ganho
extra para aquisicdo de dados de RNA que ja estdo sendo utilizados para abordagens
funcionais em outros trabalhos que utilizam A. latifasciata como modelo, enriquecendo e
contribuindo ainda mais para 0 conhecimento mais preciso do comportamento do
cromossomo B na célula bem como seus mecanismos de manutencdo e estabilidade durante

os ciclos de divisdo celular meiético e mitotico.
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