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RESUMO

Os cromossomos B sdo cromossomos adicionais de natureza dispensavel e estdo
amplamente distribuidos entre os genomas dos organismos eucariotos. No género de peixe
Psalidodon, esses cromossomos parecem desempenhar papéis importantes na determinacao sexual,
embora muitos aspectos permanecam desconhecidos. Em Psalidodon paranae observou-se
expressao diferencial de genes envolvidos com a regulagdo sexual em machos e fémeas,
influenciados pela presenca do cromossomo B. Em estudos anteriores realizados no nosso
laboratorio, foram identificados genes nos cromossomos B de P. fasciatus, como trfl e ruvbll,
relacionados a regulagdo telomérica, sugerindo uma intera¢ao entre cromossomos B e a maquinaria
de manutencdo telomérica. Os telomeros sdo complexos nucleoproteicos presentes nas
extremidades cromossomicas, formados por sequéncias de DNA ndo codificantes repetidas em
tandem e por proteinas que formam o complexo shelterin. O encurtamento dos teldmeros a cada
divisdo celular ¢ evitado através da enzima telomerase, que promove o alongamento dos terminais
cromossomicos. Considerando que os cromossomos B sdo replicados a cada divisao celular, que
sdo elementos que demandam da célula uma quantidade maior desses componentes da maquinaria
telomérica, além de ser um elemento capaz de influenciar a expressao de genes que favorecem sua
propria manuten¢do e transmissdo, supomos que sua presenga no genoma poderia influenciar a
operacdo da maquinaria de manutencdo dos telomeros dos individuos portadores. Portanto, o
objetivo deste estudo ¢ analisar se existe alteragdo na maquinaria telomérica, em diferentes estagios
de ciclo de vida de P. paranae, associadas a presenca do cromossomo B. Para avaliar a influéncia
do cromossomo B na maquinaria telomérica, foram conduzidas andlises de expressao génica por
RT-gPCR. Além disso, foi realizada a padronizagao da técnica de Southern Blot para analisar os
fragmentos teloméricos (TRF - Telomeric restriction fragments) da espécie estudada,
possibilitando sua aplicagdo futura na analise do comprimento telomérico. Os resultados indicam
que os individuos 1B apresentam subexpressdo de genes relacionados a manutengdo telomérica,
como genes codificadores de proteinas de shelterin (potl, tppl, trf2 e rapl) ¢ da subunidade
catalitica da enzima telomerase (tert) sugerindo que a presenga do cromossomo B influencia o
desempenho da maquinaria telomérica.



ABSTRACT

B chromosomes are dispensable, additional chromosomes widely distributed among the
genomes of eukaryotic organisms. In the fish genus Psalidodon, these chromosomes appear to play
important roles in sex determination, although many aspects remain unknown. In Psalidodon
paranae, differential expression of genes involved in sexual regulation has been observed between
males and females, influenced by the presence of the B chromosome. Previous studies conducted
in our laboratory identified genes on the B chromosomes of P. fasciatus, such as trfl and ruvbli,
which are related to telomeric regulation, suggesting an interaction between B chromosomes and
the telomere maintenance machinery. Telomeres are nucleoprotein complexes located at
chromosome ends, composed of tandemly repeated non-coding DNA sequences and proteins
forming the shelterin complex. Telomere shortening with each cell division is prevented by the
enzyme telomerase, which elongates chromosome termini. Considering that B chromosomes are
replicated during each cell division, thus requiring the cell to allocate a greater amount of telomeric
maintenance machinery components and given that B chromosomes can influence the expression
of genes favoring their maintenance and transmission, we hypothesize that their presence in the
genome may affect the operation of the telomere maintenance machinery in carrier individuals.
Therefore, this study aims to analyze whether alterations occur in telomeric machinery at different
life cycle stages of P. paranae associated with the presence of the B chromosome. Gene expression
analyses were performed using RT-qPCR to evaluate the influence of the B chromosome on the
telomeric machinery. Additionally, the Southern blot technique was standardized to analyze
telomeric restriction fragments (TRF) of the studied species, enabling its future application in
telomere length analysis. The results indicate that 1B individuals show underexpression of genes
related to telomere maintenance, including shelterin complex protein-coding genes (pot!, tppl,
trf2, and rapl) and the catalytic subunit of the telomerase enzyme (terf), suggesting that the
presence of the B chromosome influences the performance of the telomeric machinery.
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1  INTRODUCAO
1.1 Cromossomos B

Os cromossomos B sdo elementos adicionais do genoma presentes em diversos organismos
eucariotos. Sao considerados elementos egoistas e, em muitos casos, ndo seguem as leis de
segregacdo mendeliana. Esses elementos sdo considerados dispenséaveis pelo fato de ndo serem
encontrados em todos os individuos de uma mesma populagdo. Os cromossomos B possuem
morfologia e tamanhos variados dentre as espécies € sao compostos majoritariamente de
heterocromatina. Estes cromossomos podem apresentar genes codificadores de proteinas que
podem ser ativamente transcritos, mas sua composi¢ao principal ¢ dada por sequéncias de DNA
repetitivo, assim como DNA ribossomal, DNA satélite e genes para histonas (GREGORY, 2005;
MARTIS et al., 2012).

Nos ultimos 10 anos, o entendimento sobre a complexidade dos cromossomos B vém
crescendo substancialmente, gragas a evolugdo metodoldgica em relacdo as técnicas de biologia
molecular e ferramentas resolutivas de bioinformatica (RUBAN et al., 2017). Diferentes estudos
vém sendo realizados sobre a significancia desses cromossomos, incluindo aspectos da sua
composigdo, processos pelos quais sdo transmitidos e perpetuados nas espécies, bem como sua
origem, evolugdo, etc(BLAGOJEVIC, 2023). Algumas fun¢des e comportamentos biologicos
importantes relacionados a esses elementos foram revelados, tais como algumas relacionadas a
determinagio sexual (BENETTA et al., 2020; CLARK; KOCHER, 2019; DALIKOVA etal., 2017;
IMARAZENE et al., 2021a), patogenicidade (BALESDENT et al., 2013; TORGASHEVA et al.,
2019) resisténcia a patégenos (DHERAWATTANA; SADANAGA, 1973) e resisténcia a
antibioticos (MIAO; COVERT; VANETTEN, 1991) A presenca dos cromossomos B também pode
alterar a expressdo de genes paralogos no genoma A (cromossomos do complemento padrao) e este
efeito ja foi observado em diversos organismos. Em Eyprepocnemis plorans, algumas variantes de
cromossomos B reduziram a expressao da proteina HPS70, que ¢ uma proteina atuante no
mecanismo de resposta ao estresse metabolico (CASTRO et al., 2013; JONES et al., 2008). Em trigo
e centeio, de 5 a 6% dos transcritos dos cromossomos do complemento padrio A sdo
diferentemente expressos em portadores de cromossomo B (BOUDICHEVSKAIA et al., 2022).
Contudo, quando estdo presentes em grande niimero, esses cromossomos adicionais também
presentes em grande numero, esses cromossomos adicionais também podem causar efeitos

deletérios como observado em centeio, como alteracoes de viabilidade e fertilidade (JONES, 1995).
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1.2 Cromossomos B em Psalidodon

A regido Neotropical possui enorme importancia em questdo de biodiversidade no mundo.
Cerca de 27% do total de espécies de peixes € encontrado nesta regido, o que a torna a regido
biogeografica mais rica do mundo em fauna deste taxon (REIS et al., 2016). Dentre as diversas
ordens de peixes, os Characiformes se destacam pela sua grande representatividade, com cerca de
2.361 espécies validas (FRICKE; FONG, 2025). Inserido nesta ordem, o género Psalidodon da
familia Acestrorhamphidae ¢é caracterizado pela ocorréncia de espécies cripticas (GAVAZZONI et
al., 2018; PANSONATO-ALVES et al., 2013) e complexos de espécies, tais como P. scabripinnis
(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991) e P. fasciatus (ARTONI et al., 2006). Em algumas
destas espécies € observada uma variabilidade cariotipica, assim como niimeros dipldides distintos
e, principalmente, diferentes variantes de cromossomos B (MAISTRO et al., 1992; MIZOGUCHI;
MARTINS-SANTOS, 1997).

As espécies do género Psalidodon representam excelentes modelos de estudo de
cromossomos B em peixes, uma vez que pelo menos oito espécies possuem cromossomos B
(SILVA et al., 2021b), muitos dos quais possuem frequéncia variada e estabilidade mitotica,
permitindo uma ampla variedade de estudos. Dentre elas, o complexo de espécies Psalidodon
scabripinnis abriga a espécie P. paranae e possui os cromossomos B mais estudados do
género. Recentemente, Silva et al., (202 1b)encontraram pelo menos 21 genes codificadores de
proteinas nos cromossomos B metacéntricos grandes (BM) de P. paranae e P. scabripinnis.
Dentre eles, foi verificado que os genes nusapl, nobox e msh4 encontram-se superexpressos
em individuos portadores de B (1B) , sugerindo possiveis impactos em processos celulares e
reprodutivos. O nusapl atua na divisdo celular e organizagdo do fuso mitético, podendo afetar
a proliferacdo celular quando pouco expresso. O nobox € um fator de transcricao fundamental
para a diferenciagdo e manutencdo dos ovarios, e sua subexpressao pode indicar
comprometimento da fun¢do ovariana. J4 o msh4 ¢ essencial para a recombinagdo meiotica e
segregacao dos cromossomos, e niveis reduzidos podem estar relacionados a falhas na meiose.

Em P. scabripinnis, (CASTRO et al., 2019) observaram que o gene dmrtl encontra-se
superexpresso em machos e o gene fox/2 encontra-se subexpresso em fémeas. Em associagdo
a estas alteragdes, os autores identificaram que os cromossomos B estdo relacionados a uma
alteracao do ciclo reprodutivo da espécie, levando a extensdo do ciclo em machos e redugado

do ciclo em fémeas, determinando um periodo reprodutivo curto e tardio de dezembro a
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fevereiro. Ainda, Vidal, (2022) identificou uma diminui¢do de expressdo de dois genes
(cypl9ala e esrl) envolvidos com a via estrogénica em fémeas portadoras de B em P. paranae,
que poderiam levar a uma menor produgdo e acao de horménios, induzindo um possivel atraso
na progressao de células germinativas para a oogénese inicial e, portanto, do periodo
reprodutivo. Estes dados indicam que os cromossomos B do complexo scabripinnis sdo
elementos genéticos ativos e possivelmente determinantes de alteracdes na maquinaria celular,
principalmente em mecanismos regulatorios.

Apesar de menos estudados e compreendidos, os cromossomos B de outras espécies
pertencentes ao mesmo género tem sido objeto de investigacdo por parte do nosso grupo de
pesquisa, envolvendo aspectos sobre sua provavel origem evolutiva e a presenca de genes
potencialmente sujeitos a transcrigdo ativa, dentre outros temas. No decorrer das andlises do
conteudo génico presente em variantes do cromossomo B na espécie P. fasciatus (Vidal in
prep.), constatou-se a presencga do gene #rf1, que codifica uma proteina envolvida na regulacao
e protecdo dos telomeros (LANGE; STEENSEL, 1997) e do gene ruvbll, que codifica uma
proteina implicada em remodelamento da cromatina, na regulacdo da expressao génica, no
reparo de DNA e pode estar envolvida na biogénese da telomerase (SCHOROVA et al., 2019).
Estes dois genes desempenham fungdes relevantes na maquinaria de manutengdo telomérica,
contribuindo de forma crucial para a preservagdo da integridade gendmica e regulagdo de
atividades celulares fundamentais. Esses resultados motivaram a formulagdo da hipdtese de
que a presenga do cromossomo B pode exercer influéncia sobre o funcionamento desta
maquinaria, a qual desempenha papel vital na integridade gendmica e senescéncia celular.
Desta forma, a investigacdo da possivel influéncia da presenca de cromossomos B na
magquinaria telomérica podera revelar efeitos e implicagdes destes cromossomos em aspectos

biologicos de seus hospedeiros.

1.3  Telomeros e Telomerase

Localizados nas extremidades dos cromossomos lineares de organismos eucaridticos, 0s
telomeros sdo estruturas nucleoproteicas cuja fungdo € a de manter a integridade e estabilidade do
genoma. Quando funcionais, eles protegem as extremidades dos cromossomos lineares de serem
reconhecidas e processadas pela maquinaria de reparo a danos no DNA, evitando fusdes e

degradacdes nos terminais dos cromossomos. Eles s3o compostos por repeticdes em tandem de
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sequéncias curtas de DNA ndo codificante, associadas a proteinas teloméricas (CANO, 2006;
SHAY; WRIGHT, 2019).

Na maioria das espécies de vertebrados, as proteinas teloméricas formam um complexo
conhecido como shelterin, que ¢ composto por subunidades proteicas: TRF1, TRF2, TIN2, RAP1,
TPP1 e POTI (ver Tabela 1)(Figural). Ort6logos a estas proteinas sdo encontrados na maioria dos
eucariotos estudados (PALM; DE LANGE, 2008) e a interagdo destas proteinas com o DNA
telomérico forma uma capa protetora que impede que o DNA telomérico seja reconhecido como
quebra em dupla fita. Além disso, esse complexo auxilia na formagao de estruturas protetoras do
tipo T-loop nas extremidades dos cromossomos e regula a atividade enzimatica da telomerase,
promovendo ou ndo seu acesso ao DNA telomérico durante os ciclos de replica¢do celular (DE

LANGE, 2005).

Tabelal — Subunidades conservadas em eucariotos do complexo shelterin e suas respectivas fungoes.

SUBUNIDADE FUNCAO

'TRF1 est4 envolvida na regulagdo do comprimento do telomero € na inibigdo da
TRF1 (Telomeric Repeat- . . o o
replicagdo excessiva do DNA. Atua suprimindo a atividade da telomerase e
binding Factor 1): o ) )
contribui para a prote¢@o dos teldomeros contra fusdes indesejadas.

2TRF2 desempenha um papel crucial na manutengdo da estrutura do teldmero,

TRF2 (Telomeric Repeat- prevenindo a fusdo de extremidades cromossdmicas e inibindo a ativagdo da
binding Factor 2): resposta ao dano do DNA. Também esta envolvida na regulacao da replicagdo do
telomero.

SPOT1 se liga diretamente as extremidades de teldmero simples e impede o
POT1 (Protection of
reconhecimento dessas extremidades como quebras de DNA. Além disso,
Telomeres 1):
colabora com TPP1 na regulacdo do comprimento do telomero.

4TIN2 atua como uma ponte fisica e funcional entre TRF1 e TRF2, ajudando a
TIN2 (TRF1-Interacting
estabilizar o complexo telomérico shelterin. Essa estabilizacdo ¢ crucial para a
Nuclear protein 2):
integridade estrutural do teldmero.

36 TPP1 auxilia na estrutura do Shelterin, garantindo que os teldmeros fiquem

protegidos e nao sejam reconhecidos como quebras de DNA. Também possui um

TPP1 (TINT1, PTOP, PIP1): ) ) )
dominio especifico (TEL patch) que recruta e ativa a telomerase, garantindo a
elongagdo dos teldomeros quando necessario.

"RAP1 interage com TRF2 para modular a estrutura do teldomero. Além disso,
RAP1 (Repressor-Ativador

atua inibindo a ativacdo da resposta ao dano do DNA induzida pelas extremidades
de Proteina 1):

dos telomeros.
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Fonte: 'BIANCHI et al., (1997); 2SMOGORZEWSKA; STEENSE; DE LANGE, (1998);’)LOAYZA; DE LANGE,
(2003); “KIM; KAMINKER; CAMPISI, (1999); SHWANG et al., (2012); 'NANDAKUMAR et al., (2012), ARAT;
GRIFFITH, (2012)

RAF1 interacts with TRF2
TRAF1 and TRFZ? bind to and improves its selective
telomeric DNA repeats with binding to telomeric DNA
high affinity

Facilitates T-loop
farmation

Telomeric double - Crrich
stranded DNA | .. &’ overhang
(1015 ko long) AR " TTGAGGTTAGGGTTG

A " ' \ 150-200 nt long

[ TINZ binds to beth TRF1 and ] [ POT1 binds to 3’ overhang ]
n

THFZ to stabilize their assoclatio through its N-terminal OB-fold

Figural — Esquema ilustrativo da formagdo de complexo shelterin e suas subunidades. (JAFRI et al., 2016)

TRF1 e TRF2 se ligam a regido de dupla fita do DNA telomérico (BIANCHI et al., 1997,
BROCCOLI et al., 1997) Embora apresentem semelhancas estruturais (COURT ET AL., 2005), essas
proteinas desempenham fungdes distintas nos telomeros e interagem com diferentes conjuntos de
parceiros [revisado em PALM; DE LANGE, (2008)]. TRF1 regula negativamente o do
comprimento telomérico (ANCELIN et al., 2002) e auxilia na replicagdo do DNA telomérico
(SFEIR et al., 2009), enquanto TRF2 ¢ fundamental para o encapsulamento dos teldmeros (DE
LANGE, 2005) e para protegé-los contra a ativacao das vias de reparo de danos ao DNA (CELLI;
DE LANGE, 2005). Ambas as proteinas interagem com TIN2, que estabiliza sua associagdo com
0 DNA telomérico (COURT et al., 2005). Além disso, TRF2 se liga diretamente ao RAP1, enquanto
TRF1 nao estabelece essa conexao (LI; OESTREICH; DE LANGE, 2000). No complexo, POTI e
TPP1 formam uma parceria funcional (LIU et al., 2004; XIN et al., 2007) e estdo presentes em
quantidades equivalentes nas células (TAKALI et al., 2010). POT1 se associa a extremidade 3’ da
fita rica em guanina, onde se liga as repetigdes TTAGGG de fita simples (BAUMANN; CECH,
2001). A estabilidade dessa interagdao depende de TPP1 (HOCKEMEYER et al., 2007), que
desempenha um papel essencial na protecdo da POT1 e na inibig¢do de respostas de reparo de danos
no DNA na regido telomérica (CHURIKOV; PRICE, 2008; GUO et al., 2007). TPP1 também facilita
a ligagdo de POT1 a TIN2 (HOUGHTALING et al., 2004; LIU et al., 2004; WANG et al., 2007).

Como TIN2 também interage com TRF1 e TRF2, essa proteina estabelece conexdes entre os



14

diferentes componentes do complexo shelterin, garantindo sua organizacdo estrutural e
funcionalidade (CHEN; LIU; SONGYANG, 2007; YE et al., 2004).

A telomerase ¢ um complexo ribonucleoproteico altamente conservado entre os eucariotos,
responsavel pela manuten¢do da integridade telomérica. Sua composicao bdasica inclui dois
elementos centrais: a subunidade catalitica TERT (telomerase reverse transcriptase), que possui
atividade de transcriptase reversa, e o componente de RNA TERC (telomerase RNA component),
que atua como molde para a adicdo das sequéncias repetitivas aos telomeros (ARMANIOS;
BLACKBURN, 2012; BLACKBURN; EPEL; LIN, 2015); (Figura 2). Além dessas unidades
principais, a telomerase compreende diversas proteinas acessorias, fundamentais para a montagem,
estabilidade e transporte do complexo, como Dyskerin (DKC1), NOP10, NHP2, GAR1 ¢ TCABI
(BLACKBURN; EPEL; LIN, 2015), que atuam na maturagao e protecdo do RNA TERC.

Figura 2 — Complexo ribonucleoproteico telomerase e suas subunidades centrais TERT e TERC (TER).

(GOODSELL, 2018)

Embora essa composicdo geral seja bem estabelecida em modelos como humanos,
Tetrahymena e leveduras, em vertebrados nao-modelo, como peixes, os dados ainda sao limitados.
Em Danio rerio, um dos modelos mais utilizados em estudos de envelhecimento e biologia
molecular, os genes tert e terc foram identificados e caracterizados (ANCHELIN et al., 2011).
Apesar da caracterizagdo funcional dos componentes centrais, a composi¢do completa do

complexo telomerase no zebrafish ainda ndo foi totalmente elucidada. As proteinas acessorias, por
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exemplo, ndo foram amplamente descritas, € o RNA TERC apresenta elevada variacdo de
sequéncia entre espécies, o que dificulta comparagdes diretas com outros vertebrados
(HARTMANN et al., 2009).

Na auséncia de atividade da telomerase e da manutencao dos teldmeros por meio do
processo de elongacdo que ela promove, os cromossomos sofrem encurtamento progressivo. Esse
fendmeno ocorre devido ao problema de replicagdo terminal, causado pela incapacidade da
maquinaria de replicacdo convencional em duplicar completamente as extremidades 5’ da fita
retardada ap6s a remocgao do primer de RNA, além da dificuldade na recriagao da saliéncia 3’ rica
em guanina na fita lider (BONNELL; PASQUIER; WELLINGER, 2021; TAKALI et al., 2024).
Para compensar essa perda, a telomerase adiciona repeti¢cdes teloméricas a extremidade 3" do DNA,
permitindo a subsequente sintese complementar e, assim, prolongando os telomeros
(Figura3)(BONNELL; PASQUIER; WELLINGER, 2021). Ademais, o encurtamento excessivo
pode resultar na desprote¢ao das extremidades teloméricas, ativando vias de resposta a danos no
DNA mediadas pelo complexo shelterin, que atua prevenindo reparos inadequados e auxiliando na

manutenc¢do do controle do ciclo celular (DE LANGE, 2018).
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Figura 3 - A manutencdo a longo prazo do comprimento do DNA telomérico requer telomerase.(BLACKBURN;

EPEL; LIN, 2015)

Estima-se que naturalmente hd uma perda entre 50 e 150 pares de base da regido terminal dos
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cromossomos a cada divisdo celular em humanos e em outros vertebrados, num processo continuo
que consequentemente leva a célula a senescéncia ou apoptose (SMOGORZEWSKA; DE LANGE,
2004). Além disso, em Danio rério, ja foi documentado que a auséncia da agdo da telomerase pode
levar a fendtipos degenerativos prematuros, diminuindo a expectativa de vida do individuo
(HENRIQUES et al., 2013).

Em organismos eucariotos multicelulares, a atividade da telomerase pode variar nos
diferentes tecidos e ao longo do ciclo de vida dos organismos. Em algumas espécies, como no caso
de humanos, células somadticas diferenciadas apresentam baixa ou nenhuma atividade da
telomerase e por isso, neste caso, os telomeros encurtam progressivamente até que atinjam um
tamanho critico a ponto de limitar o crescimento celular e induzir as células a senescéncia
replicativa, fendmeno este também conhecido como limite de Hayflick e a um posterior estado de
crise, com perda dos checkpoints do ciclo celular (HAYFLICK, 1998). De forma geral, células
com grande capacidade proliferativa como as células germinativas e as células tronco embriondrias,
apresentam atividade continua da telomerase e por isso ndo perdem telomeros ao longo das
multiplas divisdes celulares (GREIDER, 2003). No caso do peixe zebrafish, a enzima telomerase
apresenta atividade mesmo em tecidos compostos por células somaticas; no entanto, esta atividade
¢ reduzida ao longo do ciclo de vida (ANCHELIN et al., 2011). Contudo, células sométicas que
ultrapassam o estado de crise e continuam proliferando podem reativar a atividade da telomerase
(mecanismo responsavel pela manutengdo dos teldmeros em cerca de 85 a 90% das células
cancerigenas) ou, alternativamente, recorrer a mecanismos independentes, como o Alternative
Lengthening of Telomeres (ALT), observados em uma menor parcela dos casos. (SHAY;
WRIGHT, 2019). Esse mecanismo ALT ¢ baseado principalmente em eventos de recombinacao
homodloga, nos quais um teldémero encurtado pode ser alongado utilizando outro teldmero como
molde, promovendo variagdes no tamanho telomérico dentro da populagdo celular (SOBINOFF;
PICKETT, 2017). Além dos mecanismos enzimaticos, fatores epigenéticos também influenciam a
estabilidade e a manutencao dos telomeros. Alteracdes nos padroes de metilagdo do DNA e na
estrutura da cromatina telomérica tém sido associadas a ativacao de vias alternativas de elongagao
(BLASCO, 2007). Ainda, RNAs nao codificantes teloméricos, como TERRA (Telomeric Repeat-
containing RNA), exercem papel regulador importante, interagindo com proteinas do complexo
shelterin e modulando a atividade da telomerase (AZZALIN et al., 2007).

A manutengao da estabilidade telomérica depende da a¢do coordenada de diversos fatores.
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Além das proteinas comumente associadas a manutengdo do telomero (DE LANGE, 2005), outras
proteinas também desempenham papéis fundamentais nesse processo. A helicase RTELI1
(Regulator of Telomere Length 1) ¢ um desses fatores, conhecida por sua participacao na prevengao
do encurtamento excessivo dos teldmeros e ¢ fundamental na prevengao de estruturas secundarias
nos telomeros, como os T-loops e as G-quadruplexes, facilitando a replicagdo telomérica e
prevenindo a instabilidade cromossdmica (DENG et al., 2013; VANNIER et al., 2012). Valente et
al., (2014), identificaram o gene rtell no cromossomo B do ciclideo Astatotilapia latifasciata, o
que levanta questdes sobre sua possivel fungdo nesse elemento genético e sua relacdo com a

regulagdo telomérica em organismos portadores de cromossomos B.

1.4  Resultados preliminares sobre genes da maquinaria telomérica em Psalidodon

Em andlises preliminares, (NADAI, 2022)foi investigado se genes envolvidos com a
maquinaria telomérica (tert, dkcl, ruvbl2, trfl, tin2, rapl, tppl, potl) estariam presentes nos
cromossomos B de P. paranae. Para isso, foram utilizadas bibliotecas de DNA obtidas em DA
(SILVA et al., 2021b). As analises bioinformaticas nao revelaram diferenca no nimero de copias
para nenhum gene analisado entre as bibliotecas 0B e 1B, sugerindo auséncia destes genes no

cromossomo B da espécie (Figura 4).

tert

gDNAPa

Number of copies

:',l" 0
Position

Figura 4 - Grafico de cobertura em DNAseq do gene codificador da subunidade catalitica da enzima telomerase (fer?).
Notar a alta similaridade nos padrdes de cobertura entre bibliotecas ZB e PB, indicando que estes genes ndo se

encontram no cromossomo B. PB = presenca de B; ZB = zero B. Retirado de Nadai (2022).

No entanto, resultados obtidos em novas analises bioinformaticas em nosso laboratorio
(VIDAL, 2022b) indicam a presenca dos genes trf] e ruvbll na variante de cromossomo BfMa de
P. fasciatus (Figura 5). Considerando que os cromossomos B frequentemente carregam sequéncias
derivadas do genoma A e podem também reter genes funcionais, € possivel que a presenca desses

genes tenha implicagdes funcionais ainda desconhecidas, incluindo um possivel papel adaptativo
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para estes cromossomos. A retencgao de genes como #7f1 e ruvbll sugere a necessidade de investigar
se os cromossomos B podem atuar na regulacdo telomérica, seja modulando diretamente a

estabilidade dos teldmeros ou influenciando processos celulares relacionados.

~ gy

et

Figura 5 — Analise de conteudo génico de variantes de cromossomo B em Psalidodon fasciatus. Adaptado de

VIDAL, (2022b)

A possivel conexdo entre os cromossomos B e a atividade telomérica representa uma
questdo bioldgica interessante, uma vez que esses elementos gendmicos adicionais precisam ser
duplicados a cada divisdo celular. Essa demanda extra pode impactar a dindmica da maquinaria de
manutenc¢do dos teldmeros, exigindo um maior suprimento dos componentes desse sistema. Além
disso, por serem estruturas gendmicas suplementares ao conjunto cromossomico tipico da espécie,
os cromossomos B podem influenciar diretamente a manuten¢do telomérica no genoma total do
individuo. Esse fendmeno pode resultar em custos biologicos que, por sua vez, poderiam ter efeitos

funcionais significativos para os portadores, refor¢cando a importancia de investigar essa relagao.

2 OBJETIVO

O presente projeto se insere no programa geral de estudos citogenéticos de peixes
neotropicais que vem sendo desenvolvidos no Laboratério de Biologia e Genética de Peixes do
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu
(SP), visando a um melhor conhecimento do genoma e da estrutura cromossdmica dos peixes.
Como ja apresentado, as espécies do género Psalidodon constituem um interessante modelo para
o estudo dos cromossomos B. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivos:

e Verificar se a presenga de cromossomos B estd associada a alteragdo no tamanho de
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