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A sabedoria é um paradoxo.

O homem que mais sabe é aquele que mais reconhece a vastiddo da sua ignordncia.”

Friedrich Nietzsche



Resumo

Cromossomos B séo elementos gendmicos adicionais ao complemento de cromossomos padrao
presentes em cerca de 15% dos organismos eucariotos e sdo dispensaveis para sua
sobrevivéncia. Estes elementos sdo compostos principalmente por sequéncias de DNA
repetitivo, mas podem também possuir genes codificadores de proteinas e pseudogenes. Os
pseudogenes podem desempenhar diversos papéis regulatérios no organismo, o que poderia
levar a um interessante efeito funcional quando associados aos cromossomos B. Desta forma,
0 presente estudo visou caracterizar os pseudogenes sbno2-B e simcl-B encontrados
previamente no cromossomo B de Psalidodon paranae, visando identificar os processos
evolutivos envolvidos na sua formacdo, além de verificar se estes pseudogenes estdo presentes
nos cromossomos B de outras espécies de peixes do género Psalidodon e comparar suas
estruturas gendmicas, bem como sua expressdo. Para isso foram coletadas amostras de
individuos das espécies P. paranae, P. bockmanni e P. fasciatus (duas populacdes), as quais
foram aplicadas e utilizadas técnicas de sequenciamento de reads curtos de DNA e RNA e
reads longos de DNA. As analises bioinformaticas foram validadas por PCR e gPCR.
Adicionalmente, foram padronizados genes de referéncia para futuras analises de expressao
génica por RT-gPCR. Com isso, foi possivel verificar que os genes sbhno2 e simcl apresentam
juncbes éxon-éxon em bibliotecas gendmicas 1B das quatro espécies analisadas, o que pode
indicar que estas sequéncias sofreram processo de retrotransposicdo para um cromossomo B
ancestral em Psalidodon. A andlise comparativa das variantes de cromossomos B de
Psalidodon mostrou que ambos 0s pseudogenes possuem estrutura altamente conservada, com
algumas excecdes em que sofreram degeneracdo. A analise de RNAseq mostrou que ambos 0s
genes sbno2 e simcl apresentam subexpressdo em gonadas de individuos de P. paranae com
cromossomos B, o que poderia indicar que alteracGes na expressao da cOpia canbnica seriam
decorrentes de alteracfes determinadas pela presenca dos pseudogenes. Ainda, a presenca de
SNPs-B especificos em regides de baixa cobertura indica que copias com diferentes estruturas
existam no cromossomo B, o que sugere que provavelmente os genes sbno2-B e simcl-B se
inseriram no cromossomo B durante sua origem, e posteriormente sofreram processo de

retrotransposicéo para o proprio cromossomo B.



Abstract

B chromosomes are genomic additional elements to the complement of standard chromosomes
present in about 15% of eukaryotic organisms and are dispensable for their survival. These
elements are mainly composed of repetitive DNA, but may also have protein-coding genes and
pseudogenes. Pseudogenes can play several regulatory roles in the organism, which could lead
to an interesting functional effect when associated with B chromosomes. Thus, the present study
aimed to characterize the sbno2-B and simcl-B pseudogenes previously found in the B
chromosome of Psalidodon paranae, in order to identify the evolutionary processes involved
in their formation, in addition to verifying whether these pseudogenes are present in the B
chromosomes of other fish species of the genus Psalidodon and comparing their genomic
structures, as well as their expression. For this, individuals of the species P. paranae, P.
bockmanni and P. fasciatus (two populations) were collected. Sequencing techniques of short
DNA and RNA reads and long DNA reads were used. Bioinformatic analyzes were validated
by PCR and gPCR. Additionally, reference genes were standardized for future gene expression
analysis by RT-gPCR. Thus, it was possible to verify that the sbno2 and simcl genes present
exon-exon junctions in 1B genomic libraries in the four analyzed species, which indicates that
these sequences underwent a retrotransposition process to an ancestral B chromosome in
Psalidodon. Comparative analysis of the B chromosome variants of Psalidodon showed that
both pseudogenes have a highly conserved structure, with some exceptions where they suffered
degeneration. RNAseq analysis showed that both genes sbno2 e simcl are underexpressed in
the gonads of individuals with B chromosomes, which could indicate that alterations in the
expression of the canonical copy would be due to alterations determined by the presence of
pseudogenes. The presence of B-specific SNPs in low coverage regions indicates that copies
with different structures exists in the B chromosome, which suggests that probably sbno2-B and
simc1-B were acquired by the B chromosome in its origin, and after these copies went to

retrotransposition processes to the B chromosome.
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Introducéo

Cromossomos B, também chamados de cromossomos supranumerarios, sao elementos
adicionais encontrados em diversas espécies de eucariotos que foram descritos pela primeira
vez em percevejos Metapodius a cerca de um século atras (Wilson, 1907). Estes cromossomos
caracterizam-se por ndo possuirem par homdlogo e por disseminarem comportando-se como
elementos parasitas do genoma. De maneira geral, esses elementos sdo dispensaveis para a
sobrevivéncia, uma vez que ndo sdo encontrados em todos os individuos de uma populacéo.
Esses cromossomos possuem  diversos morfotipos, sendo encontrados desde
Microcromossomaos, macrocromossomos, a isocromossomos B, aqueles que apresentam uma
similaridade quanto ao contetido de ambos os bracos (Houben et al., 2001; Rubtsov et al., 2004;
Silva et al., 2014). A respeito da origem desses elementos, é sabido que podem surgir a partir
de cromossomos do complemento padrdo, também denominados de cromossomos A
(Camacho, 2005) ou serem adquiridos através de processos de hibridizacdo entre espécies
proximas (Tosta et al., 2015). Ap6s sua origem, 0s cromossomos B que apresentam maiores
taxas de transmissdo, através de um mecanismo chamado de drive, persistem nas populacdes
por um longo periodo de tempo e se tornam verdadeiros cromossomos B. Esse mecanismo € o
fator responsavel pelo sucesso evolutivo dos cromossomos B, e pode ocorrer em diferentes
maneiras, como drive mei6tico, aumento de nimero por individuo e aumento de individuos

portadores de B na populacao (Jones, 2018).

Os primeiros estudos realizados com cromossomo B que visaram descobrir a
composicao desses elementos, revelaram que estes apresentavam um alto grau de condensagéo
da cromatina, o que fez surgir a ideia de que esses elementos eram elementos inertes (Rhoades
e McClintock, 1935). Entretanto, com o avango dos estudos de cromossomos B, foi possivel
verificar que esses cromossomos apresentam uma alta diversidade de sequéncias, como
elementos repetitivos, DNAs ribossomais, DNAs satélite e elementos transponiveis (Camacho
et al., 2000; Camacho, 2005) bem como genes codificadores de proteinas e pseudogenes
(Navarro-Dominguéz et al., 2017a; Carmello et al., 2017; Clark e Kocher, 2019).

Pseudogenes e sua presenga em cromossomos B

Pseudogenes séo sequéncias de DNAs oriundas de genes funcionais que passaram por
importantes mutacGes como delegdes, inser¢des e mutaces pontuais. Pseudogenes podem ser

classificados quanto aos seus mecanismos de origem (Pink et al., 2011), sendo divididos em
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pseudogenes ndo processados e processados (Garewal et al., 2021). Pseudogenes néo
processados sdo divididos em pseudogenes unitarios, quando a sequéncia original sofre
processos de mutacao, causando a perda da fungédo génica; e duplicados, quando a sequéncia de
um gene passa por um processo de duplicacdo e esta copia sofre os efeitos de mutacdes
(Garewal et al., 2021). Pseudogenes processados, por sua vez, surgem através de processos de
retrotransposicdo de uma sequéncia de DNA. Este processo se inicia com a transcrigdo de um
segmento de mRNA a partir de determinadas sequéncias do genoma e, em seguida, estes MRNA
sdo processados para remocao dos introns pelo processo de splicing. Finalmente, 0 mMRNA
processado é transcrito reversamente gerando sequéncias de cDNA que se inserem em novos
sitios no genoma. Dessa forma, pseudogenes retroinseridos ndo possuem introns, sendo

caracterizados pela presenca de juncées éxon-éxon no DNA (Yusuf Tutar, 2012).

Pseudogenes podem desempenhar um grande papel evolutivo e regulatério, uma vez
que essas sequéncias sao passiveis de sofrerem alteracdes e ganharem novas fungdes, enquanto
a sequéncia do gene original € mantida conservada (Yusuf Tutar, 2012). Com relacdo aos
mecanismos regulatorios, os pseudogenes podem formar pequenos siRNAs ou competirem por
fatores de transcrigdo (Pink et al., 2011), o que pode levar a alteracdo na expressdo das copias
candnicas. E interessante destacar que a presenca de pseudogenes vem sendo notada em
diversas espécies com cromossomos B, assim como em centeio (Banaei-Moghaddam et al.,
2013), em que 15% dos pseudogenes no cromossomo B possuem transcri¢do ativa, no
gafanhoto Eyprepocnemis plorans, em que a presenca de pseudogenes foi encontrada no
cromossomo B24, (Navarro Dominguez et al., 2017), e por fim a presenca de pseudogene
retroinserido, evidenciado pela auséncia de introns, em cromossomo B do peixe ciclideo

Astatotilapia latifasciata (Carmello et al., 2017).

Os peixes do género Psalidodon representam um 6timo modelo de estudos para
cromossomos B, devido a alta diversidade de cromossomos B presentes em 8 espécies das 33
descritas atualmente (Fricke et al., 2020; Moreira-Filho et al., 2004; Oliveira et al., 2009). Silva
et al. (2021) descreveram a presenca de genes codificadores de proteinas nos cromossomos B
de quatro espécies em Psalidodon, sendo que o compartilhamento de genes revelou uma origem
em comum para 0 cromossomo B dessas espécies. Alguns destes genes possuem regides
codificadoras incompletas, assim indicando a presencga de pseudogenes nos cromossomos B.
Sendo assim o presente projeto visou caracterizar sequéncias pseudogenicas encontradas em
quatro variantes de cromossomos B presentes em trés espécies, bem como analisar o historico

evolutivo desses pseudogenes dentro do género.



12

Objetivos

O presente projeto se insere no programa geral de estudos citogenéticos de peixes
Neotropicais que vem sendo desenvolvido no Laboratério de Biologia e Genética de Peixes
do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Instituto de Biociéncias da UNESP,
Botucatu-SP, visando um melhor conhecimento do genoma e da estrutura cromossdémica dos
peixes e, em particular, das células eucariontes. Como ja demonstrado, as espécies do género
Psalidodon constituem um interessante modelo para o estudo dos cromossomos B, uma vez
que estes elementos gendmicos ocorrem em diferentes espécies, apresentando expressiva
variacdo morfologica e estrutural, bem como uma estrutura molecular especifica, constituida
principalmente por regides repetidas, genes funcionais e pseudogenes. Dessa forma, o
presente estudo tem como objetivos gerais a identificacdo dessas regides e caracterizar
possiveis atividades funcionais determinadas pela sua presenca.

De modo especifico, pretende-se:

- caracterizar os pseudogenes sbno2 e simcl encontrados no cromossomo B de P. paranae,

visando identificar os processos evolutivos envolvidos na sua formacao;

- investigar se esses pseudogenes sS40 expressos a partir dos cromossomos B que 0s portam em
P. paranae;

- verificar se os pseudogenes sbno2 e simcl estdo presentes nos cromossomos B de outras
espécies de Psalidodon, bem como comparar a estrutura gendmica dessas sequéncias entre as

espécies.

Materiais e Métodos

Os materiais e os meétodos utilizados, juntamente com os resultados obtidos e sua
discussao, estdo organizados na forma de artigos em dois capitulos e deverdo ser publicados

apos as correcdes e aprimoramento do texto.
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Resultados

As informacBes obtidas nos estudos citogenéticos e moleculares efetuados sobre a
presenca e estrutura gendmica dos pseudogenes sbno2 e simcl nos cromossomos B de espécies
do género Psalidodon, resultaram na proposta de artigos cientificos que sdo apresentados a

seguir, na forma de capitulos:

Capitulo I — Anélise estrutural dos pseudogenes sbno2-B e simcl-B em

Psalidodon paranae (Characiformes, Characidae).

Capitulo Il — Anélise da origem e estrutura dos pseudogenes sbno2-B e simc1-B

em espécies do género Psalidodon (Characiformes, Characidae).





