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RESUMO

Cromossomos B s3o elementos gendmicos extras, ndo essenciais, presentes em diversas
espécies, incluindo Drosophila melanogaster. Nesta espécie, os Bs sdo predominantemente
heterocromaticos e originados do cromossomo 4. Apesar dos estudos conduzidos sobre os Bs
dessa espécie, muitas questdes permanecem inexploradas. Nesta tese, foi caracterizado a
composi¢cdo molecular dos cromossomos B de D. melanogaster, além de seus padrdes de
modificagdes epigenéticas e sua influéncia na transcrigdo global do genoma. Foram
identificadas 13 familias de DNAs satélites (DNAsats) no genoma, incluindo trés novas
sequéncias (Sat-307, Sat-597 e Sat-228). Analises citogenOmicas e genOmicas indicaram
enriquecimento de variantes especificas (AAGAT, AAGAG, dodeca-2 e AAGAGAAGAT) nos
Bs. Embora elementos transponiveis (TEs) como G2 Jockey também estejam presentes, sua
abundancia nos cromossomos Bs foi menor em comparagdo aos DNAsats. Andlises de
epigenéticas a nivel celular revelaram que os Bs permanecem transcricionalmente inativos em
tecidos somaticos e germinativos masculinos, com auséncia de RNA polimerase II e acetilagao
e enriquecimento em marcas de repressao.

A influéncia dos cromossomos B na linhagem germinativa foi investigada em testiculos
e ovarios de gendtipos com diferentes historicos de heranga deste cromossomo (perda e ganho).
Foram identificadas alteracdes na transcricdo de genes codificantes (CDSs), RNAs ndo
codificantes (ncRNAs) e TEs. Na primeira geracao, observou-se uma resposta transcricional
nos TEs, embora sem efeitos acumulativos nas geracdes subsequentes. Em contraste, os efeitos
sobre CDSs e ncRNAs foram progressivos, com impacto mais pronunciado apds 30 geragoes.
A expressdo diferencial apresentou alguns padrdes cromossomo-especificos, incluindo a
ativacdo preferencial de genes no cromossomo X e repressao no cromossomo 4, possivelmente
associadas a redistribuicao de heterocromatina. Notavelmente, o genotipo que perdeu os Bs ao
longo das geracdes apresentou maior instabilidade transcricional, sugerindo respostas
genomicas distintas entre linhagens expostas a presenca ou auséncia desses cromossomos.

Os resultados mostram que os B cromossomos, surgidos recentemente no genoma de D.
melanogaster, mesmo sendo repetitivos, transcricionalmente inativos e desprovidos de genes
completos, podem modular a arquitetura epigenética ¢ a expressao génica de forma dinamica.
Esses achados avancam a compreensdao dos impactos funcionais e evolutivos dinamicos dos
Cromossomos supranumerarios, revelando mecanismos de resposta gendmica frente a inser¢ao

de novos elementos.

Palavras-chave: DNA satélite, elementos de transposi¢do, expressdao génica, gametogénese



ABSTRACT

B chromosomes are extra, non-essential genomic elements found in various species,
including Drosophila melanogaster. In this species, B chromosomes are predominantly
heterochromatic and originated from chromosome 4. Despite previous studies on Bs in this
species many aspects remain unexplored. In this thesis, the molecular composition of the B
chromosomes in D. melanogaster was characterized, along with their epigenetic modification
patterns and influence on global genome transcription. A total of 13 satellite DNA (satDNA)
families were identified in the genome, including three novel sequences (Sat-307, Sat-597, and
Sat-228). Cytogenomic and genomic analyses indicated enrichment of specific variants
(AAGAT, AAGAG, dodeca-12, and AAGAGAAGAT) on the B chromosomes. Although
transposable elements (TEs), such as G2_Jockey, were also detected, their abundance on the B
chromosomes was lower compared to satDNAs. Cell-level epigenetic analyses revealed that B
chromosomes remain transcriptionally inactive in both somatic and male germline tissues,
showing absence of RNA polymerase II and acetylation marks, along with enrichment in

repressive histone modifications.

The influence of B chromosomes on the germline was investigated in testes and ovaries
of genotypes with distinct histories of B chromosome inheritance (gain or loss). Alterations in
the transcription of coding genes (CDSs), non-coding RNAs (ncRNAs), and TEs were
identified. In the first generation, a transcriptional response involving TEs was observed,
although no cumulative effects were detected in subsequent generations. In contrast, effects on
CDSs and ncRNAs were progressive, with a more pronounced impact after 30 generations.
Differential expression revealed some chromosome-specific patterns, including preferential
activation of genes on the X chromosome and repression on chromosome 4, possibly associated
with heterochromatin redistribution. Notably, the genotype that lost Bs over generations
exhibited greater transcriptional instability, suggesting distinct genomic responses depending
on the long-term presence or absence of B chromosomes. These results demonstrate that B
chromosomes, although recently emerged in the D. melanogaster genome and composed
mainly of repetitive, transcriptionally inactive sequences without intact genes, can dynamically
modulate epigenetic architecture and gene expression. These findings enhance our
understanding of the functional and evolutionary impacts of supernumerary chromosomes,

revealing mechanisms of genomic response to the insertion of novel chromosomal elements.

Key-words: satellite DNA, transposable elements; gene expression; gametogenesis
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1. INTRODUCAO
1.1. Cromossomos Bs: caracteristicas gerais

Para todas as espécies o conjunto de cromossomos essenciais carregam 0s genes
necessarios para e metabolismo, desenvolvimento e reproducao dos organismos, € juntos foram
o complemento A, que inclui os cromossomos autossdmicos e em diversas espécies também os
cromossomos sexuais. Entretanto, em varias espécies foi documentado a existéncia de um ou
mais cromossomos extras, também conhecidos como supranumerarios ou cromossomos B
(FERREE et al., 2024; HOUBEN et al., 2025; RANDOLPH, 1928; WILSON, 1907). Esses
cromossomos ja foram detectados em cerca de 15% dos eucariotos, abrangendo animais, plantas
e fungos (BEUKEBOOM, 1994; BORISOV; MYSHLIAVKINA, 2019). Ainda assim, o nimero
exato de espécies que possuem cromossomos B permanece incerto, pois muitas delas ainda nao
tém seus caridtipos completamente definidos. Além disso, em varias situagdes, os estudos
citogenéticos foram realizados com um ntmero limitado de individuos, sem uma abordagem
populacional ampla, o que pode ter levado a uma subestimagdo da real incidéncia dos

cromossomos Bs (D’AMBROSIO et al., 2017).

Os cromossomos B foram historicamente descritos como cromossomos parasitas, uma
vez que persistem nos genomas sem apresentar beneficios mensuraveis ao hospedeiro. Também
foram classificados como elementos gendmicos egoistas, por obterem vantagens na transmissao
e conseguirem manter-se nas populagdes, muitas vezes apresentando padroes de heranga nao
mendelianos, com taxas de transmissdo superiores aos 50% esperados para 0s cromossomos

ordinarios (FERREE et al., 2024; HOUBEN et al., 2025).

Os cromossomos Bs geralmente se originam intraespecificamente (embora pode ser
originado de hibridizacdo entre espécies — interespecificamente) de segmentos dos proprios
cromossomos do complemento A (Figura 1), por meio de eventos como duplicagdes ou quebras
cromossOmicas seguidas de reestruturacdes ou ainda por processos de translocacdao
(BORISOV; MYSHLIAVKINA, 2019; FERREE et al., 2024; HOUBEN et al., 2025). Logo
apos sua formagao, os Bs sdo denominados proto-Bs, e tendem a acumular caracteristicas que
os diferenciam estrutural e funcionalmente dos cromossomos A, uma vez que normalmente nao
se recombinam com esses, 0 que lhes permite seguir um caminho evolutivo proprio, sob menor
pressao seletiva. Isso leva ao acimulo e a diferenciacdo do contetido molecular, impulsionados
por mutagdes e insergdes, principalmente de elementos repetitivos, mas também de outras

sequéncias, além da aquisi¢do de mecanismos que favorecem sua propria transmissao, como o



drive meiodtico. Esses processos reforgam o carater dindmico dos Bs e explicam, ao menos em
parte, sua persisténcia nos genomas hospedeiros. No entanto, considerando-se que elementos
genomicos ndo essenciais tendem a ser eliminados ao longo do tempo, uma questdo intrigante
permanece: por que € como os cromossomos B persistem nos genomas? (AHMAD; MARTINS,
2019; BENETTA; AKBARI; FERREE, 2019; CAMACHO, 2005; HOUBEN, 2017).

Forga evolutiva
‘ proto-B Figura 1. Modelo evolutivo do cromossomo B.
Forgas evolutivas levando a formagdo do
cromossomo proto-B. O acimulo de mutagdes,
a amplificagdo de sequéncias repetitivas e a
Mutagéo l incorporacdo de fragmentos gendmicos
\, Acumulagac adicionais levam a formagio de um
... Amplificagdo . .
e, cromossomo B funcional (Figura baseada em
""""""" > Houben 2017 ¢ em Ahmad e Martins 2019).

CROMOSSOMO B

A composi¢ao molecular dos cromossomos B inclui tanto sequéncias codificantes quanto
ndo codificantes, que podem ter sido herdadas do cromossomo A ancestral de onde se
originaram ou adquiridas posteriormente, ao longo de sua evolucdo. Essa aquisi¢do pode
ocorrer por meio de mecanismos como transposicao de elementos moveis (TEs), recombinagao
intercromossdmica ou reparo imperfeito do DNA (BANAEI-MOGHADDAM et al., 2015;
HOUBEN et al., 2025). Como resultado, os cromossomos B apresentam uma composi¢ao

altamente variavel entre as espécies.

Dentre as sequéncias ndo codificantes, predominam os DNAs repetitivos, especialmente
DNAs satélites (DNAsat) e TEs, em consonancia com a natureza heterocromatica dos
cromossomos B (BORISOV; MYSHLIAVKINA, 2019; HUANG et al., 2016; KLEMME et al.,
2013; MELO et al., 2017; SCUDELER et al., 2015; VALENTE et al., 2014). Por muito tempo,
esses elementos foram considerados “DNA lixo”, por ndo codificarem proteinas ou
apresentarem fung¢do aparente (ORGEL; CRICK, 1980). Contudo, atualmente ja esta claro que
os DNAs repetitivos possuem fungdes criticas e participam de processos cruciais como a
regulagdo da expressio génica, replicagio e reparo do DNA (BIEMONT; VIEIRA, 2006;
CABRAL-DE-MELLO; PALACIOS-GIMENEZ, 2025; FELICIELLO; AKRAP;
UGARKOVIC, 2015; JAGANNATHAN; CUMMINGS; YAMASHITA, 2018; MILLS et al.,
2019; PLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2012; SHAPIRO; VON STERNBERG, 2005;



WEI; CHAN; BACHTROG, 2021). Esses elementos também sdo fundamentais, compondo as
regides centroméricas de cromossomos monocéntricos e assegurando a correta segregacao
cromossOmica durante o ciclo celular (ALLSHIRE; KARPEN, 2008; COURRET et al., 2024;
GARRIDO-RAMOS, 2017; IWATA-OTSUBO et al., 2017; UGARKOVIC, 2021)

Além disso, de modo geral, os elementos repetitivos contribuem para a diferenciacao
dos Bs em relacdo ao complemento A. O enriquecimento em DNAsats ja foi amplamente
documentado nos cromossomos B de diversos grupos (CAMACHO et al.,, 2021, como
gafanhotos (MILANI et al., 2018; RUIZ-RUANO et al., 2017, 2018), plantas (MARQUES;
KLEMME; HOUBEN, 2018; PENG; CHENG, 2011), e peixes (VALENTE et al., 2014).
Diversos trabalhos também identificaram a presenca de elementos transponiveis em Bs de
peixes (COAN; MARTINS, 2018; VALENTE et al., 2014), plantas (KLEMME et al., 2013),
fungos (COLEMAN et al., 2009) e insetos (MILANTI et al., 2021; MONTIEL et al., 2012).
Embora TEs codifiquem proteinas funcionais apenas usadas nos processos de transposi¢ao, na
maioria dos casos, seus transcritos podem afetar significativamente a organizagdo gendmica e
a regulacdo génica. A expressao diferencial de TEs associada a presenca de cromossomos B ja
foi registrada em diversas espécies, como gafanhotos (MONTIEL et al., 2012; RUIZ-RUANO
et al., 2017), centeio, Secale cereale (CARCHILAN et al., 2009; MA et al., 2017) e peixes
(COAN; MARTINS, 2018), refor¢cando sua relevancia funcional e adaptativa nos contextos

genomico e epigenético.

Os primeiros genes identificados nos Bs foram aqueles pertencentes a familias
multigénicas altamente repetitivas, como os genes de RNA ribossomico (45S e 5S), genes de
histonas e pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs ou DNAsn U), cuja prospecgdo e deteccao
foi facilitada justamente por seu carater repetitivo (AHMAD; MARTINS, 2019). Com os
avancos nas tecnologias de sequenciamento de alto rendimento e no desenvolvimento de
ferramentas para montagem gendmica, estudos mais recentes t€m revelado a presenga de
diversos outros genes nos Bs, incluindo genes que sdo de copia tinica no complemento A e com
potencial de atividade transcricional. Entre esses, destacam-se genes envolvidos em processos
celulares fundamentais, como divisao celular, orientacio de microtibulos, regulacdo da
transcricdo e do metabolismo. Além disso, foram identificados genes relacionados a fungdes
como sinaliza¢do celular, diferenciagdo sexual e sinapses neuronais, todos com evidéncias de
transcri¢ao ativa (AHMAD; MARTINS, 2019; DALLA BENETTA; AKBARI; FERREE, 2019;
OLIVEIRA et al., 2024).
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Além de conter genes proprios, os cromossomos B podem modular a expressao génica
do complemento A, afetando a regulagdo global do genoma. Hé evidéncias crescentes de que a
presenca ¢ a dosagem dos Bs estdo associadas a alteracdo da transcricdo de numerosos genes
localizados nos cromossomos A, incluindo genes envolvidos no reparo do DNA, metabolismo
e segregacdo cromossomica (BOUDICHEVSKAIA et al., 2022; HUANG et al., 2016;
NAVARRO-DOMINGUEZ et al., 2019; PARK; KIM; KIM, 2019; SHI et al., 2022). Essas
referéncias mostram que dezenas a centenas de genes ligados aos cromossomos A foram
encontrados diferencialmente expressos em resposta a presencga dos Bs, destacando um impacto

transcricional de grande escala.

Os cromossomos B também podem influenciar a expressao de elementos nao
codificantes, como microRNAs e TEs, os quais podem ser abundantes em seu conteudo de
sequéncia (HUANG et al., 2020; NASCIMENTO-OLIVEIRA et al., 2021; SHI et al., 2022). A
atividade dos TEs parece especialmente sensivel a dosagem dos Bs: estes podem atuar tanto
como reservatorios quanto como reguladores de TEs, com efeitos que se estendem aos
cromossomos A. Notavelmente, os Bs tém sido implicados no surgimento de regides produtoras
de piRNA que ajudam a suprimir a atividade dos TEs, estabelecendo um possivel ciclo de
retroalimentacdo no qual os Bs contribuem para a instabilidade genomica enquanto também

evoluem mecanismos para mitigar seu proprio impacto (OLIVEIRA et al., 2022).

Em conjunto, essas evidéncias reforgam a nogdo de que os cromossomos B, apresentam
um potencial consideravel para interagir com a maquinaria regulatoria celular e ndo sao
elementos gendmicos passivos, como pensado no passado. Seja por meio do seu conteudo
repetitivo, de genes codificadores ativos ou de elementos nao codificantes como microRNAs e
piRNAs, os Bs t€ém mostrado capacidade de influenciar tanto a expressao génica global quanto
a estabilidade gendmica. Esses multiplos niveis de interagdo sugerem que a presenga dos Bs
pode ter consequéncias evolutivas e funcionais significativas para os organismos portadores.
No entanto, apesar dos avangos recentes, ainda persiste uma lacuna importante no entendimento
sobre os mecanismos moleculares precisos que mediam esses efeitos, bem como sobre o
impacto fenotipico concreto que os Bs podem gerar. Estudos futuros que integrem abordagens
gendmicas, transcriptomicas, protedmicas e funcionais serdo fundamentais para elucidar o

papel bioldgico dos cromossomos B em diferentes contextos celulares e espécies.



1.2. Modelos evolutivos para a manutencio dos cromossomos B

Duas teorias iniciais foram propostas para explicar a evolugdo e manuteng¢do dos
cromossomos B nos genomas, as quais foram revisadas por Camacho (2005). Essas teorias
assumem que a frequéncia dos cromossomos B nas populagdes estaria em equilibrio, podendo
ocorrer segundo dois modelos principais: o parasitico e o heterotico. No modelo heterotico (ou
adaptativo) (WHITE, 1977), o equilibrio seria resultado de um balango seletivo entre os efeitos
benéficos e deletérios desses elementos sobre o fitness dos individuos. Nesse cenario, os Bs
confeririam vantagens adaptativas quando presentes em baixa cOpia, mas se tornariam
prejudiciais em altas doses, por afetarem negativamente o desenvolvimento, a fertilidade ou a
estabilidade gendmica. Essa dinamica impede a fixacdo completa dos Bs na populacao,

resultando em uma frequéncia intermedidria mantida por sele¢do balanceadora.

Por outro lado, o modelo parasitico, propde que o equilibrio ¢ mantido pelo conflito entre
o aumento da frequéncia dos cromossomos B, favorecido por mecanismos que promovem sua
transmissdo ndo mendeliana (como o drive meiotico), e os efeitos deletérios que eles causam
aos organismos hospedeiros. Nesse caso, os Bs seriam “egoistas”, que exploram o maquinario
do hospedeiro para garantir sua propria transmissao, independentemente do impacto sobre o
organismo. Segundo Camacho (2005), a grande maioria dos sistemas com cromossomos B
estudados até entdo enquadrava-se nesse modelo parasitico. A dinamica desse modelo pode ser

compreendida a partir do ciclo evolutivo proposto pelo autor, representado na figura 2.

e Primeira etapa - Invasdo: Um novo cromossomo B (neo-B), portador de forte capacidade
de drive, pode rapidamente invadir a populagdo. Com o aumento da frequéncia do B
impulsionado por seu drive, isso causa um Onus para o genoma hospedeiro, produzindo

um conflito intragendmico.

e Segunda etapa — Resisténcia: O hospedeiro pode desenvolver mecanismos de resisténcia,
com por exemplo, aumento de genes supressores do drive, diminuindo o acimulo dos

cromossomos Bs.

e Terceira etapa - Neutralizacdo: se os genes de neutralizagdo tiverem um custo menor que
a viruléncia pelos cromossomos Bs, os Bs podem chegar a neutralizacdo, sofrendo
supressao da acumulacdo. O B neutralizado pode seguir trés caminhos: (1) desaparecer
da populagdo por meio de mecanismos como a deriva genética e sele¢ao natural, (2) se
estabelecer na populagdo, convertido em elementos neutros e com taxa de transmissao

similar ao complemento A. (3) Invadir novamente a populagdo, por meio de uma nova
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variante, que pela alta taxa de acumulo de mutagdes dos cromossomos Bs, poderiam
adquirir novos mecanismos de acumulacao. Essa ultima possibilidade fecha um ciclo no
qual os Bs alternam repetidamente entre estados parasiticos € quase neutros, prolongando

significativamente a persisténcia do polimorfismo dos cromossomos B nas populagdes.

Esse modelo conceitual ajuda a compreender as diferentes fases evolutivas observadas
em populagdes naturais com cromossomos B e serve como base para interpretar os padrdes de

diversidade, expressao génica e impacto funcional desses elementos ao longo do tempo.

Etapa

quase-neutra
Defesa do

hospedeiro

Integracao

'--.-W

Extingcao

*
'....."

Etapa

parasitica Mutagao

., Regeneracgao
“
a
L]
N

Invasao

Figura 2. Ciclo de vida do cromossomo B e suas principais etapas. Figura baseada em Camacho (2005).

Além desses dois modelos classicos, o avango das tecnologias gendmicas proporcionou
um novo panorama, mais detalhado e complexo, sobre a composicao molecular e a evolucao
dos cromossomos B, dando origem a novas hipoteses. Ahmad e Martins (2019) propuseram
uma teoria mais ampla, que mantém a ideia do cromossomo B como um elemento egoista
(parasita), mas adiciona outras duas possibilidades para sua fun¢do e papel evolutivo: nao
parasita e acessorio (Figura 3). Nesse novo modelo, o cromossomo B inicialmente surge como

um elemento egoista que pode conter genes que aumentam sua capacidade de persisténcia,
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especialmente conferindo vantagens na divisdo celular e evitando a eliminagdo durante a
segregagdo cromossOmica, caracterizando seu comportamento parasitario. Contudo, apds a
estabilizacdo nos genomas, quando o cromossomo B ndo ¢ mais eliminado e passa a ser
transmitido de forma estavel, ele pode continuar acumulando novas sequéncias e genes, atuando
como um verdadeiro repositorio genético (AHMAD; MARTINS, 2019; RAJPAL et al., 2023).
Dessa forma, o cromossomo B deixaria de ser apenas um parasita para se tornar um elemento
acessorio do genoma, com potencial fun¢do adaptativa, influenciando o funcionamento e a
evolucao dos organismos que o carregam. Esse novo entendimento abre perspectivas para um
papel mais complexo e multifacetado dos cromossomos B, indo além da tradicional visdo de
elementos gendOmicos puramente egoistas.

SURGIMENTO DO
COMPLEMENTO A CROMOSSOMO B

l Acumulo de genes no B

a = w» ==

Supressao do drive e

neutralizagdao do B w

gesTTTTTTTTTTETTTTTTTTT iyl Cromossomo B suprimido
I, ’I, l\\
v 14 \%
Extingao Integragao Acessorio

Figura 3. Surgimento do cromossomo B ¢ sua interagdo no genoma do hospedeiro. Figura baseada em
Ahmad e Martins (2019).

1.3. Cromossomos B em Drosophila melanogaster

Os cromossomos B ndo foram extensivamente estudados ou descritos em espécies de
Drosophila, como revisado por Hanlon e Hawley (2018). A primeira descricio de um
cromossomo B no género ocorreu em Drosophila albomicans, em 1980. Desde entdo,
cromossomos supranumerarios foram relatados em outras sete espécies: D. malerkotliana, D.
kikkawai, D. subsilvestris, D. lini, D. pseudoananassae, D. yangana e D. huancavilcae, além

da descoberta mais recente em D. melanogaster (Figura 4) (BAUERLY et al., 2014).
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A identificagdo de cromossomos B em D. melanogaster representou um marco inédito,
considerando-se que essa espécie ¢ um modelo classico e amplamente utilizado em estudos
genéticos. O genoma de Drosophila melanogaster foi o primeiro de um animal multicelular a
ser sequenciado integralmente, em 2000, e desde entdo tornou-se uma referéncia fundamental
para estudos genomicos e evolutivos (ADAMS et al., 2000). Com aproximadamente 180 Mb
distribuidos em quatro pares de cromossomos — 0s autossomos 2, 3 e 4, além do cromossomo
sexual X —, o genoma contém cerca de 14 mil genes codificadores de proteinas, organizados
em regides de eucromatina ativa e heterocromatina repetitiva (HOSKINS et al., 2015). Essa
composi¢do combina elementos altamente conservados com extensas regides de DNA
repetitivo, incluindo DNAsats, TEs e familias multigénicas, o que fornece um modelo versatil
para investigar mecanismos de regulacdo génica, evolugdo de sequéncias repetitivas e dinamica
cromossomica. A vasta disponibilidade de ferramentas genéticas e moleculares em D.
melanogaster (JENKINS et al., 2022; OZTURK-COLAK et al., 2024) tem possibilitado
avangos significativos na compreensao de processos basicos de biologia celular e evolugao
gendmica, abrindo novas possibilidades para investigar com maior detalhe a evolucdo e os

efeitos gendmicos dos cromossomos B.

Figura 4. Cromossomos B de Drosophila
melanogaster. (a) Metafase mitotica de uma fémea
carregando 12 cromossomos B supranumerarios. O
DNA foi corado com DAPI (b) Ilustragdo
representativa da metafase mostrada em (a).
Cromossomos homologos sao mostrados na mesma
cor. Figura reproduzida e legenda traduzida de
Hanlon e Hawley (2018).

Os cromossomos Bs foram identificados em um estoque no laboratério do Prof. Dr. Scott
Hawley do Stowers Institute for Medical Research, que apresenta média de 10 cromossomos B
por individuo e apresenta duas caracteristicas genéticas adicionais: (1) um alelo nulo do gene
matrimony (mtrml126), que interage com a Polo quinase para regular a segregacdo de
cromossomos nao recombinantes durante a meiose feminina; e (2) o balancer TM3, um terceiro
cromossomo com multiplas inversoes que pode interferir na segregagao cromossdmica normal.
Quando individuos deste estoque com 10 Bs sdo cruzados com um estoque 0B (sem

cromossomos B e sem a mutagao em mtrm), os cromossomos B sdo inicialmente herdados, mas



tendem a ser perdidos ao longo das geragdes subsequentes (BAUERLY er al., 2014).
Descobertas recentes sugerem que essa perda progressiva dos Bs resulta da redugao de dosagem

ou da auséncia dos efeitos combinados da mutacdo em mt¢rm e da presenca do cromossomo

balancer TM3 (HANLON; HAWLEY, 2023).

Estudos citogenéticos e moleculares revelaram que esses cromossomos B sdo
majoritariamente heterocromaticos e apresentam marcas epigenéticas tipicas de silenciamento,
como a metilacdo de histona H3 na lisina 9 (H3K9me). Além disso, sua estrutura contém a
proteina centromérica CID (Centromere Identifier), responsavel por interagir com o fuso
meiodtico, além da proteina de cap de telomero HOAP (Heterochromatin Protein Associated).
Andlises de hibridizacao in situ fluorescente (FISH) utilizando uma sequéncia de DNA satélite
(AAGAT) sugerem que os cromossomos B de D. melanogaster compartilham similaridades
com o cromossomo 4, apontando para uma possivel origem a partir do mesmo. Acredita-se que
a formacao desses Bs tenha envolvido uma quebra na regido centromérica do cromossomo 4,
seguida pela geragdo de um isocromossomo (Figura 5). Um dos mecanismos mais
documentados para a formagdo de isocromossomos envolve justamente a quebra centromérica
durante a divisdo celular, com posterior fusdo dos fragmentos e reconstituicio de um
centromero funcional (BAUERLY et al., 2014; HANLON et al., 2018; HANLON; HAWLEY,
2018).

Satélite .

Y | W . Bem
e/ u * metafase

— — = > < > | W f [ 1]
’\ \ —®—-a—N

v (]

ol o Fusé&o dos dois bragos curtos,
C_romossomo 4 Quebra na regido diviséo erronea criando um isocromossomo
ligado ao fuso centromérica do centrémero (estrutura proposta para o cromossomo B)

Figura 5. Modelo para a formag@o do cromossomo B em D. melanogaster. Analises por FISH mostraram
que a sequéncia repetitiva AAGAT (mostrada em amarelo) ¢ consistente com a estrutura do cromossomo B
sendo um isocromossomo. Esse tipo de cromossomo deve se formar pelo erro na divisdo do centrdmero no
cromossomo quatro, deixando os fragmentos do brago curto, esquerdo, para se fundir e formar um
isocromossomo B. Figura reproduzida e legenda traduzida de Hanlon et al (2018).

Embora os Bs tenham origem estrutural relacionada ao cromossomo 4, analises de
conteido génico indicam que eles ndo retém genes codificadores provenientes deste
cromossomo. No entanto, sua presenca provoca efeitos significativos nos cromossomos A. Por
exemplo, a segregagcdo do cromossomo 4 durante a meiose feminina ¢ severamente afetada,

resultando em um aumento drastico na frequéncia de erros de segregacdo (mis-segregation).
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Além disso, foi observado que o grau de pigmentacdo ocular sofre variacdo por efeito de
posicao (Position Effect Variegation — PEV), afetando o gene marcador white (w). Esse
fenomeno decorre do silenciamento génico induzido pela proximidade com regides
heterocromaticas, sendo mais um indicativo da influéncia epigenética dos Bs. Apesar dessas
observacdes, os mecanismos moleculares subjacentes a esse efeito ainda ndo sdo
completamente compreendidos. O que se sabe, até o momento, ¢ que a heterocromatina presente
nos cromossomos B afeta a transcri¢ao de loci sensiveis a limites heterocromaticos (BAUERLY

etal.,2014).

1.4. Efeitos epigenéticos dos cromossomos B e 0 modelo de heterochromatin sink

Os cromossomos B de D. melanogaster sao predominantemente heterocromaticos,
apresentando enriquecimento em marcas epigenéticas associadas ao silenciamento
transcricional nos oocitos, como a trimetilagdo da lisina 9 da histona H3 (H3K9me3)
(BAUERLY et al., 2014). A introdu¢do de uma grande quantidade de DNA heterocromatico
adicional, como a presenga de multiplas copias de cromossomos B, pode provocar efeitos
globais sobre a organizagdo da cromatina no nucleo. Um dos modelos mais aceitos para explicar
tais efeitos ¢ o modelo de “heterochromatin sink”, originalmente proposto para 0 cromossomo
Y de D. melanogaster (FRANCISCO; LEMOS, 2014). Contudo, evidéncias indicam que esse
fenomeno ndo ¢ exclusivo do cromossomo Y, podendo ocorrer em resposta a qualquer
incremento substancial de sequéncias repetitivas e heterocromaticas (BROWN; NGUYEN;
BACHTROG, 2020), como o observado nos cromossomos B. Segundo esse modelo,
cromossomos ricos em heterocromatina atuam como "sequestradores" de proteinas e enzimas
responsaveis pelo estabelecimento e manuteng¢ao da heterocromatina. Como consequéncia, a
disponibilidade desses fatores epigenéticos para o restante do genoma ¢ reduzida, promovendo
alteracdes na deposi¢do de marcas heterocromaticas e modulando o silenciamento génico em

outras regioes, incluindo o complemento A.

Essa redistribui¢do epigenética pode ter implicagdes diretas sobre a regulagdo de TEs, cuja
repressdo ¢ altamente dependente da integridade da heterocromatina e da agdo de pequenos
RNAs nao codificantes, como os piRNAs, especialmente nas células germinativas (LE
THOMAS et al., 2013; OZATA et al., 2019). Assim, a presenga de multiplos cromossomos B
pode intensificar o efeito de sumidouro ou "sink", sequestrando ainda mais os fatores

necessarios para o silenciamento de TEs e aumentando o risco de sua desregulagdo (BROWN;
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NGUYEN; BACHTROG, 2020; FRANCISCO; LEMOS, 2014). Além dos TEs, hé evidéncias
de que os Bs podem afetar também a expressdo de genes codificantes no complemento A,
alterando a expressao global do transcriptoma. Esses efeitos se tornam particularmente criticos
durante processos como a espermatogénese € a oogénese, que exigem controle epigenético
preciso para garantir a manuten¢ao da estabilidade gendmica, o silenciamento apropriado de

TEs e a formagdo adequada de gametas.

1.5. Espermatogénese e oogénese em Drosophila melanogaster

A espermatogénese e a oogénese sdo processos fundamentais para a formagdo dos
gametas masculinos e femininos, respectivamente, em D. melanogaster. Ambos envolvem
divisdes celulares mitdticas e meidticas, com regulagdo precisa da expressao génica e da

dinamica epigenética para garantir a produgdo de gametas funcionais e geneticamente estaveis.

A espermatogénese ocorre de maneira continua e espacialmente organizada no testiculo
de machos adultos, seguindo um eixo apical-caudal, e pode ser dividida em trés fases principais:
mitotica (pré-meidtica), meiodtica e poOs-meidtica (Figura 6) (CLARK et al, 2002;
VIBRANOVSKI et al., 2009; WHITE-COOPER, 2010). Na regido apical, as células-tronco
germinativas se dividem assimetricamente para produzir uma gonialoblasto. Essa estrutura
passa por quatro divisdes mitoticas e duas divisdes meidticas incompletas, originando um cisto
com 64 espermatides haploides. Durante a fase pos-meiotica, essas espermatides sofrem
elongacdo e remodelagdo morfologica, desenvolvendo flagelos e sendo, ao final,
individualizadas para formar espermatozoides maduros (DEMARCO et al., 2014; FABIAN;
BRILL, 2012; WHITE-COOPER, 2010). Ao longo de todo o processo, mecanismos de controle
da expressdo génica, remodelamento da cromatina e segregagao cromossdmica sao cruciais para
garantir a integridade gendmica e a funcionalidade dos espermatozoides (DEMARCO et al.,

2014; VIBRANOVSKI et al., 2009; WHITE-COOPER, 2010).
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Figura 6. Esquema da espermatogénese mostrando a progressdo das células germinativas ao longo do testiculo,

desde as divisdes mitoticas até a individualizagao das espermatides. Figura reproduzida e traduzida de Avelino
etal., 2025.

A oogénese em Drosophila ocorre de maneira espacialmente organizada nos ovariolos,
seguindo um gradiente antero-posterior, e pode ser dividida em trés fases principais: formagao
do cisto germinativo, crescimento do ovocito e encapsulamento pelas células somaticas (Figura
7). No germario, as células-tronco germinativas originam cistoblastos que passam por quatro
divisdes mitoticas incompletas, formando um cisto de 16 células interconectadas, composto por
um ovocito e 15 células-nodrizas. Estas aumentam de tamanho por ciclos endorreduplicativos
e fornecem RNAs e proteinas ao ovoécito, cujo ntcleo permanece dormente até fases mais
avancadas. Em seguida, o cisto ¢ encapsulado por células foliculares somaticas, constituindo as
camaras de ovo que progridem ao longo do ovariolo até a maturagdo final do ovécito (LEBO;
MCCALL, 2021). Durante esse processo em D. melanogaster, ha uma dindmica regulatéria
critica envolvendo fatores transcricionais e modificagdes na cromatina que controlam a

progressdao do ciclo celular, a entrada na meiose e a maturagdo do ovocito (CABRITA;



MARTINHO, 2023; MORRIS; LEHMANN, 1999). Alteracdes nesses mecanismos podem
impactar diretamente a qualidade dos gametas femininos e sua capacidade de gerar

descendentes viaveis.
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Figura 7. Estrutura do ovario de Drosophila. (A) Posi¢do dos ovarios na fémea. (B) Esquema de um ovario
mostrando ovariolo e cdmaras de ovos. (C) Germario com células da linhagem germinativa, células-tronco e
células somaticas com cores da legenda. O filamento terminal, células cap e células de escolta formam o nicho
das células-tronco germinativas na regido 1. Cada camara de ovo deriva de uma célula-tronco germinativa. (D)
Esquema detalhado de um ovariolo que é composto por camaras de ovos em diferentes estagios de
desenvolvimento. Figura reproduzida e traduzida de Lebo e McCall 2021.

No entanto, a presenga dos cromossomos B adiciona um fator adicional de instabilidade
a esses processos. Estudos mostraram que os cromossomos B de D. melanogaster
frequentemente falham em se orientar adequadamente antes da metafase I, escapando ao
controle do sistema de segregacao distributiva —um mecanismo especializado garantir a correta
separacdo de cromossomos que ndo formam quiasmas, como ¢ o caso dos Bs (HANLON;
HAWLEY, 2023). Essas falhas de orientacdo ocorrem com maior frequéncia no estoque que
carrega a mutagdo no gene mtrm (matrimony) e o balancer TM3, que juntos parecem facilitar o
acumulo e a transmissdo dos Bs ao longo das geragdes. Quando os Bs sdo transferidos para
individuos com um genoma sem essas alteragdes (estoques 0B que podem ser chamados de
“wild-type” ou “+”), sua manutengdo ¢ prejudicada, levando a sua perda progressiva, como
visto em Bauerly e colaboradores (2014). Esses achados sugerem que o funcionamento normal
de mtrm pode atuar como um supressor natural do drive dos Bs, limitando sua transmissao

(HANLON; HAWLEY, 2023).



Além dos efeitos diretos na propria segregacao dos Bs, essas falhas podem indiretamente
comprometer a estabilidade genomica global, aumentando o risco de aneuploidias nos
cromossomos A e interferindo na dindmica epigenética geral. Como consequéncia, pode haver
desregulacdo da expressdo génica e de processos celulares essenciais para a gametogénese.
Considerando que tanto a espermatogénese quanto a oogénese envolvem uma extensa
reprogramacao epigenética — com ativagao e silenciamento coordenado de multiplos genes e
elementos repetitivos — a presen¢a dos Bs pode exercer um impacto funcional amplo, alterando

a paisagem transcriptomica e a integridade do genoma germinativo.

Investigar como os cromossomos B afetam a gametogénese em D. melanogaster ¢
fundamental para entender os mecanismos que garantem a manutencdo da estabilidade
genomica mesmo diante da presenca de elementos genéticos extras e potencialmente
parasiticos. A interag¢do entre Bs, cromossomos A, elementos transponiveis (TEs) e RNAs nao
codificantes (ncRNAs) durante a formacao dos gametas pode revelar como o genoma responde
¢ se adapta a pressdoes impostas por ocasido de heterocromatina adicional e sequéncias
repetitivas. Dessa forma, os estudos sobre os impactos dos Bs na gametogénese ndo apenas
aprofundam nosso entendimento sobre a biologia reprodutiva, mas também fornecem insights
valiosos sobre os fatores que moldam a evolugdo e a estabilidade dos genomas ao longo do

tempo.



6. CONCLUSOES FINAIS

Os resultados apresentados nesta tese avangcam no conhecimento sobre as consequéncias
do ponto de vista gebndmico e funcional da presenga de cromossomos Bs usando como modelo
Drosophila melanogaster. A partir de uma abordagem integrativa que combinou dados
citologicos, gendmicos, epigenéticos e transcriptomicos, foi possivel demonstrar que os
cromossomos B nao sdo elementos gendmicos neutros, mas sim componentes ativos, estrutural
e funcionalmente distintos, com impacto potencial sobre a regulacdo génica e a dinamica

evolutiva do genoma hospedeiro.

Inicialmente, caracterizamos a composi¢do repetitiva do cromossomo B e confirmamos
sua origem a partir do cromossomo 4, com base no enriquecimento de familias especificas de
DNAsats. Além disso, a baixa divergéncia entre as copias dessas sequéncias (alta
homogeneidade) no cromossomo B, sugerem que esses cromossomos ndo passaram por
substancial diferenciagdo, o que ¢ coerente com a emergéncia recente desses elementos em D.
melanogaster (menos de 25 anos). Apesar do enriquecimento de DNAsats, para os TEs, apenas
a familia G2-Jockey foi encontrada enriquecida nos genomas com B, destacando que a
composi¢do do cromossomo B ¢ governada por poucas familias de DNAsats. Além disso, a
descoberta de trés novos DNAsats (Sat-307, Sat-597 e Sat-228), localizados em regides
eucromaticas de cromossomos A, amplia o catdlogo de repeticdes da espécie e fornece modelos

promissores para o estudo de como elementos repetitivos podem modular a expressao génica.

Do ponto de vista funcional, evidéncias epigenéticas citoldgicas revelaram que os Bs
assumem um estado heterocromdtico reprimido, caracterizado pela auséncia de RNA
polimerase II (nas formas total e fosforiladas), e pela auséncia de marcas epigenéticas de
atividade transcricional que envolve acetilacdo de histonas e também pela presenca de marcas
epigenéticas de inativagdo da cromatina, como a metilagdo (H3K9mel e H3K9me2). Essa
inativagao nao ¢ casual, sendo verificada em tecido germinativo e somatico, e regulada por
modificagdes pos-traducionais em histonas, o que sugere um silenciamento ativo desses
cromossomos e pode representar uma forma de minimizar efeitos deletérios sobre o restante do
genoma. A semelhanca do estado epigenético entre os Bs e o cromossomo 4 reforga a relagao
de ancestralidade entre esses elementos e levanta hipoteses sobre mecanismos compartilhados

de regulagdo da heterocromatina.

Apesar de sua aparéncia citologicamente inativa, os cromossomos B demonstraram
exercer efeitos amplos e dinamicos sobre a regulacao transcricional do complemento A. Nossos

resultados revelam que os Bs ndo sdo elementos neutros: sua presenga ¢ capaz de alterar a



expressao de CDSs, ncRNAs e TEs, com impactos distintos conforme o tipo de sequéncia e o
tempo de interagdo com o genoma hospedeiro. Para CDSs e ncRNAs, os efeitos foram mais
discretos na geragdo inicial, mas se intensificaram ao longo das geragdes, indicando um
componente cumulativo. Ja os TEs responderam de forma mais imediata a introdug@o dos Bs,
mas sem manutencdo desse padrdo nas geracdes subsequentes, sugerindo uma ativagdo
transitoria seguida de re-silenciamento, possivelmente mediado por mecanismos como o

piRNA.

A intensidade da resposta transcricional variou entre os estoques analisados. Observamos
um impacto mais pronunciado sobre CDSs e ncRNAs no estoque que perdeu os Bs, o que pode
refletir uma resposta compensatdria a sua eliminag¢do ou a auséncia de mecanismos regulatorios
que favore¢cam sua manutenc¢ao. Alternativamente, em genomas permissivos ao drive, pode ser
menos oneroso eliminar o B do que manter mecanismos ativos de supressao. Esse contraste
entre estoques fornece um modelo experimental consistente com o ciclo de vida tedrico dos
cromossomos B proposto por Camacho, o qual prevé fases de invasdo, repressao e eventual

estabilizagdo ou eliminagao.

Destaca-se ainda o impacto especifico dos Bs sobre os cromossomos X e 4, sugerindo
que sua atuagdo regulatoria ndo € aleatoria, mas se concentra em regides mais vulneraveis a
perturbacdes epigenéticas. A ativacdo de genes no cromossomo X € a repressao progressiva de
genes no cromossomo 4 apontam para uma possivel competi¢do por fatores epigenéticos ou
sequestro de sinais heterocromaticos, especialmente considerando a homologia entre os Bs € o
cromossomo 4. A repressdao de ncRNAs associados a cromatina reforca o papel dos Bs como
moduladores epigenéticos, atuando como “sumidouros heterocromaticos” capazes de

influenciar o estado transcricional de regides especificas do genoma.

As analises funcionais corroboram esses efeitos contextuais. Nos ovarios, a introducéo
dos Bs alterou processos relacionados a cromatina e a recombinagdo desde a primeira geracao,
enquanto nos testiculos predominou uma resposta transcricional mais rapida e abrangente, com
destaque para vias metabolicas. Essa diferenga entre os tecidos germinativos pode refletir a
maior plasticidade do transcriptoma testicular, reconhecido como um ambiente mais permissivo

a inovagao ¢ a instabilidade gendmica.

Em conjunto, os resultados obtidos nesta tese contribuem significativamente para a
compreensao do papel funcional dos cromossomos B. Mais do que simples passageiros

silenciosos, a presenga dos Bs ¢ modular a organizag@o e o funcionamento dos genomas que 0s
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hospedam. Atuam como reguladores epigenéticos dinamicos, induzindo respostas imediatas e
ajustes compensatorios de longo prazo. Ao demonstrar sua capacidade de interferir de forma
coordenada e duradoura nos mecanismos de expressao génica, esta tese reforga o papel dos Bs
como agentes evolutivos ativos, com potencial para influenciar a arquitetura, a estabilidade e a

evolugdo do genoma hospedeiro.
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