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Resumo

Cromossomos B sdo elementos supranumerarios do genoma de eucariotos, com diversos
aspectos ainda incognitos. Apesar de sua composicdo pobre em genes codificadores de
proteinas, a descricdo de transcritos provenientes destes elementos vem alterando a visao de
que séo estruturas inertes no genoma. Dentre os peixes do género Psalidodon, uma grande
diversidade desses elementos pode ser observada, com a ocorréncia de micro a macro
cromossomos B com diferentes morfologias. Estudos anteriores demonstram a ocorréncia
de pelo menos 21 genes nos cromossomos B de Psalidodon paranae e Psalidodon
scabripinnis, sendo que ambas as espécies possuem maior presenca de cromossomos B em
fémeas, 0 que sugere sua atuacao nas vias de diferenciagdo do sexo. Desta forma, o presente
estudo visou investigar o conteudo génico da variante BfMa de Psalidodon fasciatus para
testar a hipotese de origem comum com outras variantes no género, bem como investigar se
a presenca de cromossomos B leva a expressdo diferencial de genes da via de diferenciacdo
do sexo em P. paranae. Para isso, foram coletados e analisados individuos de P. paranae e
P. fasciatus e as analises de qPCR permitiram identificar oito genes codificadores de
proteina na variante BfMa de P. fasciatus (amhr2, ccpgl, cia30, g2e3, msh4, nobox, nusapl,
sbno2), sendo que seis destes ja foram descritos na variante BfMb da mesma espécie. Dessa
forma, é altamente provavel que ambas as variantes possuam uma origem comum e se
diversificaram ao ponto de perder ou adquirir genes exclusivos. Ainda, devido ao
compartilhamento de cinco genes entre os cromossomos B de Psalidodon ja analisados,
pode-se concluir que a variante BfMa também compartilha de uma origem comum com as
demais variantes do género ocorrida ha cerca de 4 milhdes de anos e que sua origem nao se
deu por hibridacdo interespecifica recente. As analises de RT-gPCR em gb6nadas de P.
paranae mostraram a expressao diferencial de trés genes em fémeas (cypl9ala, esrl e
nobox) e de dois em machos (dmrtl e nobox). A subexpressdo dos genes cypl9ala e esrl
em fémeas poderia ser reflexo de um processo de desregulacdo causado pelo cromossomo
B, ou uma resposta do genoma A para neutralizar o genoma B, ou ainda um possivel efeito
funcional destes cromossomos, que levaria a uma distor¢cdo do periodo reprodutivo. A
superexpressdo do gene nobox poderia refletir a existéncia de um mecanismo de acumulo
destes cromossomos, determinando uma maior eficiéncia no processo de oogénese e um
maior sucesso reprodutivo para fémeas +B. Em machos, a superexpressdo do gene dmrtl
poderia causar uma alteragdo do ciclo reprodutivo dos individuos, como j& foi verificado

ocorrer em P. scabripinnis por outros autores.



Abstract

B chromosomes are supernumerary elements found in the genome of eukaryotes and have
several aspects still unknown. Despite its poor composition in protein-coding genes, the
description of transcripts from these elements has changed the view that they are inert
structures in the genome. Among the fish of the genus Psalidodon, a great diversity of these
elements can be observed, with the occurrence of micro to macro B chromosomes, with
different morphologies. Previous studies have demonstrated the occurrence of at least 21
genes in the B chromosomes of Psalidodon paranae and Psalidodon scabripinnis, with both
species having a greater presence of B chromosomes in females, which suggests their role
in sex differentiation pathways. Thus, the present study aimed to investigate the gene content
of the BfMa variant of Psalidodon fasciatus to test the hypothesis of a common origin with
other variants in the genus, as well as to investigate whether the presence of B chromosomes
leads to the different expression of genes in the differentiation pathway of the sex in P.
paranae. For this, individuals of P. paranae and P. fasciatus were collected and analyzed
and the qPCR analysis allowed the identification of eight protein-coding genes in the BfMa
variant of P. fasciatus (amhr2, ccpgl, cia30, g2e3, msh4, nobox, nusapl, and sbno2), being
that six of these have already been described in the BfMb variant of the same species. Thus,
it is highly likely that both variants have a common origin and have diversified to the point
of losing or acquiring unique genes. Still, due to the sharing of five genes between the B
chromosomes of Psalidodon already analyzed, it can be supposed that the BfMa variant also
shares a common origin with the other variants of the genus, in a process that occurred about
4 million years ago and that its origin was not due to recent interspecific hybridization. RT-
gPCR analyzes in P. paranae gonads showed differential expression of three genes in
females (cypl9ala, esrl and nobox), and two in males (dmrtl and nobox). The under
expression of the cypl9ala and esrl genes in females could reflect a dysregulation process
caused by the B chromosome, or a response of the A genome to neutralize the B genome, or
even a possible functional effect of these chromosomes, which would lead to a distortion of
the reproductive period. The overexpression of the nobox gene could reflect the existence of
a mechanism of accumulation involving these chromosomes, determining greater efficiency
in the oogenesis process and greater reproductive success for +B females. In males,
overexpression of the dmrtl gene could cause an alteration in the reproductive cycle, as has

already been observed before in P. scabripinnis.



Sumario

Capitulo 1 - Analise de conteudo génico da variante BfMa de Psalidodon fasCiQtus ................ceeeeeeeneesresneessnsenns 10
11 Qg T [ TorTo NPT PP POTPS 11
1.1.2  Cromossomos B NO EENEIO PSANIOUON ...........cueeeeeeeereeetresiesteestesissstessssstssssssssssssastessesassessesasssssesassessesassesens 13
1.2 ODJELIVOS ...ovuveeresrireesisiressssstsessssssessessssessessssessssssssssssssesstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssasasssnsesasssssessssensessssnses 14
13 MALEITAl € MELOUOS ....evvuveereeeeeereeretretssissississ s ssssse s s bss bt s sss s sse s ssnbsnbsn bt st sassssns 15
1.3.1 Material

L.3.2 IMIBLOUOS. ...eveeveereereereeeeetseisesetssasssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssassssssssssesssssnsssssnsssssssnnssssasssssassssses
1.3.2.1 ESHMUIGCEAO 0B MILOSES ...vucvreerirtreerieireesietesssssesasssssssastsssessssssesassssssastessessssssessssssessssssesassessesassssesassssesassassns 16
1.3.2.2 Obtengdo dos cromossomos Metafasicos MILOTICOS .......uuruerrrrrrecrrrirrersrrerresessrsesissssessssssssssssssssssssssssssssssssans 16
1.3.2.3 Coloragdo conVeNCioNal COM GIEIMSA ........cecueerreerrsresetestrsssessesssessesastessesasssssessssessessssessesassssesassssesassessesassessns 16
1.3.2.4 Deteccdo da heterocromatina constitutiva (Banda C) ..........ceeuverveurerrerisrnressssnssssssssessssssssssssssssssssssssssesses 16
1.3.2.5 Hibridacdo in situ fluorescente (FISH)

1.3.2.6 EStudos CariotipiCOS ......cvrurrerererseresesinsesesssessessssssesssssasessssssnens

1.3.2.7 EXtracdo de DNA SENOMICO........euccuretreeieetesstsstessssssesassestessssessessssssesassessessssssessssssesassessessssessesassessasastessesassesses
1.3.2.8 Analise de conteldo génico das variantes do cromossomo B por gPCR.........ccueecenerrecsrnnrrensinesssssssssssssesenns 17
1.3.2.9 ANGIISES ESTALISLICAS ..cvuvvrrerereresrissisisissesessessessessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssesssssssssssssssssnsssssssssssssassssses 18
14 RESUIATOS ...ecvuveeerreriasissisisissesissssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssessssssssnssessssassesssssssenes 18
1.4.1 Variabilidade cariotipica e presenga de cromossomos B em P. fasciatus do Rio Alambari...........ccceeeeeeinenne 18

1.4.2 Genes presentes na variante BfMa de P. fasciatus

1.5 DISCUSSA0 ...ucvreuneuerreneseerenesesseasesessessesssseasssessensssesssasssessessssssssassssssensssessessssesssasssesssasssesssasssssssasssssssasssssssasssesssassesssasssssns
1.6 CONCIUSBES ...cuvvereereereereeeerssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssasssssassssssssessssssssessessesssnssnsssssssassssses 22
1.7 REFEIENCIAS.....eureuriueeriisetreieiseissiseiss sttt tasasseasesse st s s s bbb s bbb bRt st st s s s s st b st st s bbb sas 23
Capitulo 2 - Efeitos do cromossomo B na expressdo de genes de diferenciacdo sexual em Psalidodon paranae...29
2. L INEFOTUGEO. .. .ucveeceerereesistseassssssssstsssssssssssssssssssssasssssesssssssssssssssesssssssssassessasasssssassssassassssessassssasssssssesssssssesssssssensasssssssssnsees 30
2.2 MALENIAl € MEBLOUOS .....evvererrrirrisisessissessessessessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesssssssssssenssssensessssssssasssssansans

2.2.1 Coleta e analises cariotipicas
2.2.2 Extracdo de RNA total e conversdo para cDNA

2.2.3 Desenho de Primers para analise de expressdo génica Por RT-PCR.......c.cccreeeeenessnsinesssssssssssssssssssssses 33
2.2.4 Andlise de expressao ENICA — RT-GPCR.........cccvvurirrernminiesnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 33
2.2.5 ANBLISE ESTALISLICA. ....cvurvererreriresesessssesesessasesseasssssssssssssssssssssssssssssssssas s s sssssssssssssssssssssssessssssnssssensessnssssssssssasssssansans 33
2.3 RESUIAUOS. ...cevrveerrireieireisissieie et sssssssssasssasesssassssssssssesssssssss st bbb bbb s asssssasstssassnssassessessntsnsssssebsssssusssessssans 33
2.3.1 Teste de eficiéncia dos primers dESENNAOS............c.ccueeeerieeeeeeieeesesies st sss s ss s ssssesssssssesassassessssassesassesanen 34
2.3.2 Padronizagdo de genes de referéncia para andlise de expressdo génica por RT-gPCR ........cccoceveveverreerecsrneens 34
2.3.3 Expressdo de genes associados a diferenciacdo sexual €m P. parange...............eeeeeeeeeereeineessessseessessnssssessnns 35
2.4 DISCUSSEO ..uueuereuereerenesessessesssstussssssesssssssessssssssasssssssassssssessssssssasssssssasssssssassstsssssssssssssssssssussstassasssssssssssssssusssssssassssnsssssnes 37
2.5 CONCIUSDES ...covreeerrerensesesensissssessessssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssnsssssssnssssssssnses 40
2.8 REFEIENCIAS ...vevvvrrereereiiereieissisie sttt ssstsssasesseasessssss bbb s b ss bt bbbt bbb st a st asa b st s sse s s snbse b st se bbb bassnns

CONSIAEIAGOES GEIQIS.....euevererrereersreessssreassssssssssssssssssssssssssssssssssessasssssssassssessssssssssassssassassssessassssesssssssesssssssesssssssesssssssesssssssens

Material suplementar



Capitulo 1 10

Capitulo 1 - Analise de conteudo génico da variante
BfMa de Psalidodon fasciatus
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1.1 Introdugéo

Cromossomos B sdo elementos supranumerarios do genoma de eucariotos
descobertos ha cerca de 115 anos (Wilson, 1907). Desde entdo, diversos estudos vém
tentando elucidar o seu papel biologico (Jones, 2017; Valente et al., 2017; Vujosevi¢ et al.,
2018) e, no entanto, diversos aspectos estruturais e funcionais destes elementos genémicos

ainda permanecem incognitos.

Esses elementos estdo presentes em apenas uma por¢do dos individuos de uma
determinada populacdo e podem até mesmo apresentar variacao intraindividual (Foresti et
al.,, 1989). Devido a essas caracteristicas, sdo considerados ndo essenciais para a
sobrevivéncia dos portadores (Camacho, 2005) e os efeitos fenotipicos causados por eles s&o
pouco perceptiveis (Burt e Trivers, 2006). Entretanto, alguns efeitos fenotipicos causados
pela presenca dos cromossomos B foram relatados em algumas espécies, tais como
resisténcia a ferrugem da folha em Avena sativa (Dherawattana & Satanaga, 1973),
coloracgéo do aquénio em Haplopappus gracilis (Jackson & Newmark, 1960) e resisténcia a
antibidticos em Nectria haematococca (Coleman et al., 2009).

A origem dos cromossomos B em muitos casos ocorre a partir dos cromossomos
componentes do complemento padrdo da prépria espécie e, deste modo, podem carregar
informacdo genética redundante ja presente nestes cromossomos (Martis et al., 2012). No
entanto, os cromossomos B também podem ser adquiridos de espécies proximas atravées do
processo de hibridacdo (Camacho, 2005; Tosta et al., 2015). Apesar de sua origem a partir
dos cromossomos do complemento padréo, os cromossomos B ndo se recombinam com 0s
cromossomos do complemento A durante o processo de meiose, seguindo desta forma seu
préprio caminho evolutivo (Camacho, 2005). Em geral, os cromossomos B sdo
majoritariamente compostos por heterocromatina e ricos em sequéncias de DNA repetitivo
como DNA satélite, DNA ribossomal e elementos transponiveis (Camacho, 2005). Devido
a estas caracteristicas, alguns autores primeiramente 0s consideraram como elementos
inertes do genoma (Rhoades & McClintock, 1935), enquanto outros os classificavam como

elementos parasitas (Ostergren, 1945).

Com o surgimento das primeiras evidéncias moleculares de atividade génica e
presenca de genes codificadores de proteinas (GCPs) nos cromossomos B (Leach et al.,
2005; Graphodatsky et al., 2005), ficou evidente que ndo se tratam de elementos

geneticamente inertes, mas que podem atuar ativamente e desempenhar um papel bioldgico.
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Neste contexto, a utilizagdo de metodologias genéticas moleculares e o avango das
tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS) permitiram que diversos novos genes
fossem identificados nos cromossomos B (Ruban et al., 2017; Ahmad et al., 2019),
possibilitando que a pesquisa sobre 0s cromossomos B dessem um expressivo salto nos
ultimos 10 anos com relacéo a caracterizacéo do conteddo génico destes cromossomos, tendo
sido constatado que varios genes desses componentes gendmicos sdo ativamente transcritos
em diversas espécies (Trifonov et al., 2013; Navarro-Dominguez et al., 2017; Ahmad et al.,
2020; Blavet et al., 2021; Silva et al., 2021). Com isso, alguns efeitos complexos destes
cromossomos estdo sendo desvendados, como por exemplo a eliminagdo dos cromossomos
B apenas nas raizes de Aegilops speltoides durante a fase embrionaria (Ruban et al., 2020),
a presenca de um gene adquirido por hibridacdo interespecifica chamado de haploidizador
em Nasonia vitripennis, que causa uma conversao sexual de fémeas em machos ao expulsar
todo 0 genoma vindo do espermatozoide (Dalla Benetta et al., 2020) e a presen¢a de um gene
determinante de sexo feminino epistaticamente dominante ao Y em peixes ciclideos (Clark
& Kocher, 2019).

De acordo com Ruiz-Ruano et al. (2019), o contetdo génico dos cromossomos B
parece ser um fator importante para garantir sua perpetuacao. A ocorréncia e manutencao da
frequéncia destes cromossomos pode ser explicada por dois modelos, ou pela ocorréncia
simultanea de ambos (Pokornd & Reifova, 2021). No primeiro modelo, 0os cromossomos B
levam a alteragdes fenotipicas benéficas e, desta forma, conferem vantagem adaptativa para
os individuos portadores (Dherawattana & Satanaga, 1973; Coleman et al., 2009). Ja o
segundo modelo assume que estes cromossomos se fixam na populagédo devido a capacidade
de burlar a taxa de transmissdo mendeliana, se acumulando na prole através de um
mecanismo chamado de drive (Camacho, 2005). Em muitos casos, esta acumulagdo ocorre
durante o processo meidtico nas fémeas, em que o cromossomo B preferencialmente segrega
para 0 odcito, ao invés de se fixar no corpusculo polar (Kayano, 1957; Hewitt, 1976; Zurita
et al., 1998). De acordo com Akera et al. (2017), o processo meidtico no odcito feminino
providencia uma grande oportunidade para elementos genémicos egoistas se acumularem,
devido a assimetria do fuso meiotico. Ao se ligarem preferencialmente ao lado do ovdcito
no fuso, as taxas de transmissdo podem ultrapassar as taxas mendelianas esperadas. E
interessante destacar que diversos genes relacionados com o ciclo celular ja& foram

encontrados em cromossomos B (Valente et al., 2014; Makunin et al., 2018; Park et al.,
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2019; Silva et al., 2021), sendo possivel especular que estes cromossomos consigam

manipular a maquinaria celular em beneficio proprio (Ruiz-Ruano et al., 2019).

1.1.2 Cromossomos B no género Psalidodon

Estima-se que a regido Neotropical possua cerca de 27% do total de espécies de
peixes, 0 que a torna a regido biogeografica mais rica do mundo com relacdo a fauna deste
taxon (Reis et al., 2016). Dentre os peixes, 0s componentes da ordem Characiformes ganham
grande destaque por serem um dos grupos mais representativos (Fricke et al., 2021). Inserido
nesta ordem, o género Psalidodon (Characiformes, Characidae) recentemente redescrito por
Teran et al. (2020), possui ampla distribuicdo na América do Sul (Ornelas-Garcia et al.,
2008). No entanto, este género possui uma sistematica complexa (Rossini et al., 2016). O
género Psalidodon € caracterizado pela ocorréncia de espécies cripticas (Pansonato-Alves et
al., 2013; Gavazzoni et al., 2018) e complexos de espécies, tais como os complexos P.
scabripinnis (Moreira-Filho & Bertollo, 1991) e P. fasciatus (Artoni et al., 2006), sendo que
uma variabilidade cariotipica significativa é encontrada entre os componentes destes
complexos de espécies que apresentam, além de numeros diploides distintos, também
diferentes variantes de cromossomos B (Maistro et al., 1992; Mizoguchi & Martins-Santos,
1997).

Com relacdo a variabilidade cariotipica no género Psalidodon, sdo encontrados
numeros diploides desde 2n=36 em P. schubarti (Daniel-Silva & Toledo, 2001) até 2n=50
em diversas outras espécies (Oliveira et al., 2009), alem de algumas espécies e populacdes
apresentarem elementos supranumerarios ou cromossomos B em seu genoma. De acordo
com Oliveira et al. (2009), a morfologia e tamanho dos cromossomos B em Psalidodon é
variada, podendo ser encontrados desde macro a micro cromossomos. No entanto, de acordo
com Moreira-Filho et al. (2004), a variante metacéntrica com tamanho similar ao do primeiro
par de cromossomos do complemento A é a mais recorrente. Devido a isso, foi proposta
pelos autores a hipotese de que este cromossomo corresponderia a variante ancestral comum
em Psalidodon. Essa hip6tese foi posteriormente confirmada por Silva et al. (2016, 2021)
com base no compartilhamento de sequéncias de DNA repetitivo e de genes codificadores
de proteinas (GCPs), com base em analises realizadas nos cromossomos B de P. paranae,

P. scabripinnis, P. fasciatus e P. bockmanni.

Um efeito funcional interessante dos cromossomos B foi relatado em P.

scabripinnis, com alteracfes observadas no periodo reprodutivo de seus portadores (Castro
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Consideraces Gerais

O desenvolvimento deste projeto forneceu um melhor entendimento sobre a origem
e as relagdes evolutivas dos cromossomos B do género Psalidodon, bem como sobre os

mecanismos de atuacdo destes cromossomos a nivel de expressdo génica.

A presenca de cromossomos B no género Psalidodon esté associada a um complexo
historico evolutivo. No entanto, o compartilhamento de genes entre a variante BfMa,
analisada no presente estudo, e outras variantes do género, indica que esta variante também
teria se originado em um mesmo processo de formacédo ha cerca de 4 milhdes de anos atras.
Dentre os genes compartilhados entre todas as variantes, pelo menos trés estéo relacionados
a funcbes do ciclo celular, e desta forma é possivel especular que tenham sido genes
importantes para 0 sucesso evolutivo destes cromossomos. O compartilhamento de seis
genes da variante BfMa dentre os 11 genes encontrados em BfMb de P. fasciatus indica que
estes cromossomos sdo capazes de perder ou adquirir genes exclusivos e seguir caminhos
evolutivos distintos dentro de uma mesma espécie. Ainda, apesar da ocorréncia de
hibridagdo interespecifica entre P. fasciatus e P. paranae, o acimulo de diferencas
estruturais entre as variantes BfMa e BpM, bem como o acumulo de diferencas no contetido
génico, permitem descartar a hipétese de surgimento da variante BfMa por hibridacédo

especifica recente.

Em seguida, a analise de expressdo diferencial de genes associados com a via de
diferenciacdo do sexo em P. paranae ajuda elucidar os possiveis efeitos funcionais destes
cromossomos. As analises indicam que os genes envolvidos com a producdo e acdo de
hormdnios estrdgenos encontram-se subexpressos em fémeas +B. Essa subexpressao poderia
levar a menor producéo e acdo destes hormonios e poderia ser um reflexo da distor¢cdo dos
feedbacks regulatdrios causados pelos cromossomos B, bem como um mecanismo de
supressdo da acdo destes cromossomos por parte do genoma A. Neste sentido, a
superexpressdo do gene dmrtl em machos +B poderia ser um indicio desta supressao,
indicando uma corrida armamentista entre 0s genomas A e B. Ainda, a subexpressdo de
genes da via estrogénica também poderia ser entendida como um efeito funcional dos
cromossomos B, levando a uma menor producao de estrogeno e alterando o ciclo reprodutivo
da espécie. A superexpressdo do gene nobox em fémeas +B poderia levar a uma maior
producdo de ovocitos e conferir um importante efeito adaptativo para os cromossomos B,

indicando assim um mecanismo de acimulo destes cromossomos.
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Por fim, consideramos que os resultados e as hipoteses aqui apresentados fornecem
novas perspectivas para o estudo de cromossomos B em peixes. Ainda, posteriores analises
de NGS podem elucidar de forma mais ampla as relagdes evolutivas entre diferentes
variantes de cromossomo B em Psalidodon. Também, anélises dos efeitos dos cromossomos
B na expressdo de gbnadas de juvenis em periodo de determinagdo sexual podem elucidar
de forma completa 0 mecanismo de atuagao destes cromossomos durante o ciclo de vida.





