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Resumo

Os cromossomos B sdo elementos genomicos supranumerarios presentes em diversas espécies
de eucariotos e caracterizados por alta propor¢do de sequéncias repetitivas, complexa origem e
capacidade de burlar a segregacdo mendeliana. As espécies de peixes do
género Psalidodon vem se tornando um modelo de estudo de cromossomos B em peixes,
especialmente a espécie P. paranae. Esta espécie apresenta um isocromossomo B associado a
possiveis fungdes na diferenciacdo sexual e na modulagdo da expressdo génica. Neste mesmo
género, P. bockmanni apresenta um isocromossomo B que compartilha a mesma origem do
isocromossomo B de P. paranae, no entanto sem associagdes evidentes com possiveis impactos
na diferenciacdo sexual. Portanto, este trabalho teve como objetivos (i) realizar a montagem do
genoma de P. paranae a nivel cromossOmico e caracterizar estruturalmente o cromossomo B,
e (il) investigar diferencas no perfil protedmico de ovarios de fémeas com (1B) e sem
cromossomo B (0B) e buscar por proteinas codificadas pelo cromossomo B. A montagem
gendmica combinou dados PacBio HiFi, Nanopore e Omni-C, resultando em um genoma
altamente contiguo para os cromossomos do complemento A (1,53 Gb; N50 = 58,03 Mb) e
sequéncias mais fragmentadas para o cromossomo B, no entanto com dois scaffolds
correspondendo a 25% do tamanho esperado para este cromossomo. Analises bioinformaticas
e de citogenética molecular mostram que ambos os scaffolds pertencem a bragos diferentes do
cromossomo B, estdo localizados nas regides subteloméricas, apresentam menor densidade de
DNA s repetitivos, maior densidade génica e diferengas estruturais (incluindo uma inversao de
4,3 Mb), indicando que o cromossomo B ndo ¢ um isocromossomo perfeitamente simétrico,
como anteriormente definido. A andlise protedmica por espectrometria de massas identificou
proteinas diferencialmente expressas em ambas as espécies analisadas, sendo 64 em Psalidodon
paranae e 102 em Psalidodon bockmanni. As andlises de enriquecimento e de interacdo
proteica indicam que os efeitos do cromossomo B estdo associados principalmente a vias de
metabolismo energético e de sinalizagdo/crescimento celular, com destaque para a
superexpressdo da via de sinalizagdo mTOR. Uma possivel diferenga funcional entre os
cromossomos B de ambas as espécies foi observada, com fémeas 1B de P. paranae
apresentando superexpressao da fosforilacao oxidativa, enquanto fémeas 1B de P. bockmanni
apresentaram subexpressdo, indicando um processo de transicdo metabdlica nesta ultima
espécie. Além disso, a deteccdo de peptideos derivados dos genes aladl e rnfl7 em P.
bockmanni indica que transcritos do cromossomo B sdo de fato traduzidos em proteinas,

abrindo novas perspectivas para os estudos de mecanismos de atuagao destes cromossomos.



Abstract

B chromosomes are supernumerary genomic elements found in a wide range of eukaryotic
species and are characterized by a high proportion of repetitive sequences, complex origins,
and the ability to evade Mendelian segregation. Fish species of the genus Psalidodon have
emerged as a model for studying B chromosomes in fishes, particularly P. paranae. This species
harbors a B isochromosome associated with potential roles in sex differentiation and
modulation of gene expression. Within the same genus, P. bockmanni also possesses a B
isochromosome that shares a common origin with that of P. paranae, but without evident
associations with impacts on sex differentiation. Therefore, the objectives of this study were:
(1) to assemble the P. paranae genome at the chromosomal level and structurally characterize
the B chromosome, and (ii) to investigate differences in the ovarian proteomic profile between
females with (1B) and without the B chromosome (0B), as well as to identify proteins encoded
by the B chromosome. The genome assembly combined PacBio HiFi, Nanopore, and Omni-C
data, resulting in a highly contiguous assembly for the A complement chromosomes (1.53 Gb;
N50 = 58.03 Mb) and more fragmented sequences for the B chromosome. However, two
scaffolds corresponded to 25% of the expected size of this chromosome. Bioinformatic and
molecular cytogenetic analyses showed that both scaffolds belong to different arms of the B
chromosome, are located in subtelomeric regions, and exhibit lower densities of repetitive DNA
and higher gene density, along with structural differences (including a 4.3 Mb inversion). These
findings indicate that the B chromosome is not a perfectly symmetrical isochromosome, as
previously defined. Proteomic analysis by mass spectrometry identified differentially expressed
proteins in both analyzed species, with 64 in Psalidodon paranae and 102 in Psalidodon
bockmanni. Enrichment and protein interaction analyses indicated that the effects of the B
chromosome are mainly associated with energy metabolism pathways and cell
signaling/growth, with emphasis on the upregulation of the mTOR signaling pathway. A
possible functional difference between the B chromosomes of the two species was observed, as
1B females of P. paranae showed upregulation of oxidative phosphorylation, whereas 1B
females of P. bockmanni exhibited downregulation, suggesting a metabolic transition process
in the latter species. Furthermore, the detection of peptides derived from the aladl and rnf17
genes in P. bockmanni indicates that transcripts from the B chromosome are indeed translated
into proteins, opening new perspectives for understanding the mechanisms of action of these

chromosomes.
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Introducio Geral

Além do conjunto padrdo de cromossomos (cromossomos A ou genoma A), cerca de 15%
dos eucariotos possuem cromossomos extras identificados como cromossomos B. Estes
cromossomos nao apresentam um par homologo obrigatério e carregam grande quantidade de
informacdes redundantes, sendo encontrados em fungos, plantas e animais (Houben et al., 1996;
Covert, 1998; Silva et al., 2016). Estes cromossomos sdo dispensaveis, pois ndo estdo presentes
em todos os individuos da mesma espécie € nao sdo essenciais para a sobrevivéncia dos

individuos portadores (Foresti et al., 1989; Camacho, 2005).

Os cromossomos B sdo encontrados majoritariamente na forma de heterocromatina e sdo
compostos por DNAs repetitivos, tais como DNA ribossomal, DNA satélite, genes U snDNA,
genes de histonas e elementos transponiveis (Camacho, 2005). Em geral, os esses cromossomos
surgem a partir dos cromossomos A, muito provavelmente devido a erros durante a divisdo
celular. Na maioria dos casos, ap6s o seu surgimento, esses elementos desaparecem por nao
conseguirem se fixar na populagdo, ou por serem eliminados pelo genoma A (Camacho et al.,
2000). No entanto, alguns desses elementos possuem conteudo génico e/ou estrutura que
favorecem a sua perpetuagdo através de geracdes e diversos estudos nas ultimas décadas
mostram que estes cromossomos evoluiram mecanismos ativos de perpetuagcdo que podem
exercer efeitos benéficos, deletérios ou neutros nos individuos portadores (Camacho et al.,
2000; Pokorné e Reifova, 2021). De acordo com Valente et al. (2017), a perpetuacao destes
cromossomos ¢ ativamente garantida devido a manipulagdes em todo o sistema celular a fim de
beneficiar sua propria sobrevivéncia. Desta forma, estes cromossomos sdo entendidos como

elementos gendmicos parasitarios ou egoistas (Ostergren, 1945; Nur, 1962).

De forma geral, os cromossomos B ndo causam efeitos fenotipicos perceptiveis (Burt e
Trivers, 2006). Contudo, em algumas espécies a presenga destes cromossomos levam a efeitos
fenotipicos mais evidentes, como a alteracdo da coloragdo do aquénio em Haplopappus gracilis
(Jackson e Newmark, 1960) e a alteracao do tempo da florada masculina em milho (Ruas et al.,
2025). Com o refinamento crescente das técnicas de biologia molecular, um niimero cada vez
maior de estudos vem desvendando efeitos complexos menos perceptiveis destes cromossomos.
Alguns exemplos incluem: a elimina¢do dos cromossomos B apenas nas células das raizes de
Aegilops speltoides durante a fase embrionaria (Ruban et al., 2020); a presen¢a de um gene
adquirido por hibridagdo interespecifica chamado de haploidizador em Nasonia vitripennis, que

causa uma conversao sexual de fémeas em machos ao expulsar todo o genoma vindo do
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espermatozoide (Dalla Benetta et al., 2020); a presenca de um gene determinante de sexo
feminino epistaticamente dominante ao Y em ciclideos (Clark e Kocher, 2019); e a presenca e
atividade do gene gdf6b determinante de sexo masculino no cromossomo B de Astyanax

mexicanus (Imarazene et al., 2021).

O contetido génico dos cromossomos B parece ser um fator importante para garantir sua
perpetuagdo (Ruiz-Ruano et al., 2019). Uma marcante caracteristica inerente a maioria dos
cromossomos B ¢ a sua capacidade de burlar a taxa de transmissao mendeliana, se acumulando
na prole através de um mecanismo chamado de drive (Camacho, 2005). Um dos mais
conhecidos mecanismos de drive se da durante a meiose feminina (Akera et al., 2017). Devido
a assimetria do fuso meidtico, o cromossomo B se liga preferencialmente ao lado do ovocito no
fuso e evita ser eliminado no corpusculo polar (Kayano, 1957; Hewitt, 1976; Zurita et al., 1998).
No entanto, os cromossomos B podem realizar o drive de outras maneiras, como aumentando
em numero por individuo, aumentando o niimero de individuos portadores de cromossomos B
na populagdo, e diversas outras formas (Revisdo em Jones, 2018). E interessante destacar que
varios genes relacionados com o ciclo celular j4 foram encontrados em cromossomos B
(Valente et al., 2014; Makunin et al., 2018; Park et al., 2019; Silva et al., 2021a) e, desta forma,
¢ possivel de se especular que estes cromossomos egoistas consigam ativamente manipular a
maquinaria celular em beneficio préprio (Ruiz-Ruano et al., 2019). No entanto, casos de
cromossomo B com transmissdo abaixo de 50% também sao verificados em algumas espécies

e nesses casos tendem a extingao (Camacho et al., 2000; Penitente et al., 2013).

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., 2022), muitos dos quais possuem frequéncias variadas e estabilidade mitdtica,
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. (2021a) encontraram pelo menos 21 genes codificadores de proteinas
nos cromossomos B metacéntricos grandes (BM) de P. paranae e P. scabripinnis, sendo que
alguns destes genes estavam superexpressos em individuos 1B. Ainda, os cromossomos B do
complexo P. scabripinnis parecem estar relacionados a diferencia¢do do sexo. Isto se deve aos
diversos registros de maior frequéncia de cromossomos B em fémeas desta espécie (Revisao
em Silva et al., 2022), além da descoberta de que gonadas de individuos 1B machos
superexpressam o gene dmrtl e fémeas subexpressam o gene fox/2a (Castro et al., 2018; 2019),

ambos envolvidos com vias metabolicas de diferenciagdo sexual.
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Dentre as variantes de cromossomo B encontradas em Psalidodon, a variante BM é um
isocromossomo metacéntrico com tamanho similar ao primeiro par cromossdmico (Silva et al.,
2017). Em P. scabripinnis e P. paranae foi demonstrado que durante a meiose os bragos da
variante BM realizam autopareamento (Mestriner et al., 2000; Silva et al., 2021b). Desta forma,
de acordo com Silva et al. (2021b), estes cromossomos poderiam escapar do silenciamento
meidtico causado por cromatina ndo-sinaptada e assim expressar os seus proprios genes. Neste
sentido, a expressao de genes relacionados ao processo de meiose poderia auxiliar a transmissao
do cromossomo B, como pode ser o caso dos genes msh4 e nusapl, dois genes envolvidos
relacionados a processos de divisdo celular que sdo expressos a partir dos cromossomos B em

ovarios (Silva et al., 2021a, b).

Fora do complexo P. scabripinnis, a espécie Psalidodon bockmanni também apresenta uma
variante de cromossomo BM (Silva et al., 2016). Silva et al. (2021a) identificaram que esta
variante abriga pelo menos 14 genes codificadores de proteina, sendo que 9 destes sao
compartilhados com o cromossomo BM do complexo P. scabripinnis, incluindo os genes msh4
e nusapl, o que indica uma origem em comum para ambas as variantes. No entanto, ao contrario
do observado no complexo P. scabripinnis em P. bockmanni ndo € observado maior presenca
do cromossomo B em um dos sexos ou outros efeitos fenotipicos associados a sua presenga, o

que sugere mecanismos diferentes de atuagdo para perpetuagao destes cromossomos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avangar os estudos de cromossomo B em
Psalidodon paranae e Psalidodon bockmanni através de duas abordagens distintas. No primeiro
capitulo desta tese, foi realizada a montagem em nivel cromossomico e anotagao do genoma de
um individuo portador de cromossomo B de P. paranae. Além da obteng¢do de um genoma de
referéncia para a espécie, esta abordagem nos permitiu avaliar a estrutura e composicao do
cromossomo B em escala cromossomica. No segundo capitulo, foram investigadas as
diferencas no perfil protedmico global em ovarios de P. paranae e P. bockmanni com (1B,
variante BM) e sem cromossomo B (0B). Para as andlises protedmicas utilizamos a anotagao
obtida do genoma de P. paranae e transcriptoma montado de P. bockmanni para construir um

banco de proteinas preditas e comparar com dados brutos de espectrometria de massas.
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