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Resumo

As células possuem um conjunto regular de cromossomos denominados
cromossomos do complemento A e, eventualmente cromossomos extras a
esse complemento. Uma destas classes de elementos extras é denominada de
cromossomos B (Bs) e ocorrem em uma ampla diversidade de eucariotos
incluindo fungos, plantas e animais. Desde sua descri¢cdo, os Bs tem atraido a
atencao dos pesquisadores. Para ser classificado com um um cromossomo B,
este deve apresentar algumas caracteristicas como: ter uma morfologia distinta
dos cromossomos As, numero da copia pode variar entre os individuos que o
possuem, muitas vezes s&8o0 heterocromaticos, ndo sdo homologos ao
complemento A, ndo se pareiam ou se recombinam aos As, e frequentemente
exibem heranca ndo-Mendeliana. Os cromossomos B tem sido descritos em
diversos vertebrados, incluindo o peixe ciclideo Astatotilapia latifasciata, natural
dos lagos Kyoga e Nawampasa, lagos satélites ao lago Vitoria no leste
Africano, este ciclideo possui 44 cromossomos e a presenca de 1 a 2
cromossomos B. O objetivo deste trabalho foi investigar o comportamento
meidtico dos cromossomos B via imunocoloragdo com anticorpos especificos
contra proteinas do complexo sinaptonémico, coesinas e modificacbes de
histonas; cruzamentos direcionados entre machos e fémeas com e sem B; e
andlise de expressdo dos genes synaptonemal complex protein 2-like,
mitochondrial cardiolipin hydrolase-like, separin-like, tubulin beta-1 chain-like e
kinesin-like. A imunocoloragdo com o0s anticorpos H3K27me3 e H3K4me3
apresentou uma distribuicdo global na fase de paquiteno. Ja4 o anticorpo
H3K9ac apresentou-se de forma dispersa ao longo de todas as regifes da
cromatina interfasica e mantido até o paquiteno da préfase |, onde esta
associada ao complexo sinaptonémico. Utilizando-se da tecnologia de super
resolucdo de iluminacédo estruturada (SIM) observamos, com o dobro da
resolucdo, anticorpos especificos contra coesinas e proteinas do complexo
sinaptonémico. Todos 0s cromossomos, incluindo o B, apresentam a estrutura
regular de complexo sinaptonémico sendo estas fundamentais para garantir a
progressdo meibtica e a manutencdo do cromossomo B na célula. A hipotese
do auto pareamento do cromossomo B investigado foi confirmada e esse auto-
pareamento é um mecanismo que possibilta que o cromossomo B se
mantenha nas células durante a divisdo meiotica. A partir dos dados de
cruzamentos direcionados e andlise estatistica podemos inferir que existe um
drive meidtico atuando na espécie A. latifasciata, sendo este mais intenso nas
fémeas. Além disso, a expressao de alguns genes presentes no cromossomo B
apresentam-se mais intensa em fémeas, evidénciando o envolvimento desses
genes no controle da transmissao meiética deste cromossomo.



Abstract

The cells have a regular set of chromosomes known as A chromosomes.
However, there are extra chromosomes and one of them is the extra elements
called B-chromosomes (Bs) that occurs in a wide variety of eukaryotes including
fungi, plants and animals. Since its description, Bs have attracted the attention
of the researchers. To be classified as a B, some characteristics must be
present such as: distinct morphology of A chromosomes, number of copy can
vary between the individuals bearing it, they are often heterochromatic, they are
not homologous to the A complement set, they did not pare or recombine with
As, and often exhibit non-Mendelian heritage. B chromosomes have been
described in several vertebrates, including the cichlid fish Astatotilapia
latifasciata, native to Kyoga and Nawampasa lakes, satellite lakes to Victoria
lake in East Africa, which has 44 chromosomes and the presence of 1 to 2 B
chromosomes. This work aimed to investigate the meiotic behavior of B
chromosomes via immunostaining with specific antibodies against
synaptonemic complex proteins, coesins and histone modifications; directed
crosses between males and females with and without B; and gene expression
analysis: synaptonemal complex protein 2-like, mitochondrial cardiolipin
hydrolase-like, separin-like, tubulin beta-1 chain-like and kinesin-like.
Immunostaining with antibodies H3K27me3 and H3K4me3 showed a global
distribution in the pachytene phase. The H3K9ac antibody was dispersed
throughout all the regions of the interphase chromatin and maintained until the
pachytene, where it is associated with the synaptonemic complex. Using
structured lighting super-resolution (SIM) technology, we observed, with double
of the resolution, specific antibodies against coesins and proteins of the
synaptonemic complex. All chromosomes, including B, present the regular
structure of the synaptonemic complex, which are fundamental to guarantee the
meiotic progression and maintenance of the B chromosome in the cell. The self-
pairing hypothesis of the investigated chromosome B has been confirmed and
this self-pairing is a mechanism that allows the B chromosome to be maintained
in the cells during the meiotic division. From the data of directed crossings and
statistical analysis we can infer that there is a meiotic drive acting in the species
A. latifasciata, being this more evidentin females. In addition, the expression of
some intact B chromosome genes is more intense in females, evidencing the
involvement of these genes in the control of the meiotic transmission of
chromosome B.
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1. Introducéo
1.1. Cromossomos supranumerarios ou B

Wilson foi o primeiro a observar um cromossomo supranumerario no
inseto Metapodius (WILSON, 1907) e desde sua descricdo esses
cromossomos tem atraido a atencdo dos pesquisadores. Porém, o termo
cromossomo supranumerario ou B foi incorporado apartir 1928 quando
Randolph usou o termo para distingui-los dos cromossomos autossomos
regulares (As) do cariotipo (RANDOLPH, 1928).

O conjunto regular de cromossomos é denominado cromossomos do
complemento A e os cromossomos B sdo chamados de elementos extra a esse
complemento. Existem algumas caracteristicas importantes que um
cromossomo deve possuir para ser identificado como um cromossomo B e ndo
outra classe de cromossomo especial, como cromossomo sexual ou segmento
cromossOmico. Segundo revisdo recente (DOUGLAS, BIRCHLER, 2017), as
caracteristicas abaixo definem cromossomos B.

1- Bs sdo cromossomos nao essenciais, sao dispensaveis para o
genoma. Nao sdo encontrados em todos os membros de uma populacédo e o
ndmero da copias pode variar entre os individuos que possuem Bs. Na
verdade, o numero de Bs podem até variar entre as células de um individuo
(MENDELSON, ZOHARY 1972; OHTA 1996; VUJOSEVIC, BLAGOJEVIC
2004).

2-Bs tem uma morfologia distinta dos cromossomos As e muitas vezes
sdo heterocromaticos. Além disso, os Bs ndo sdo homodlogos aos As, ndo se
pareiam ou se recombinam com 0s cromossomos do complemento A durante a
meiose (JONES, REES 1982; VUJOSEVIC, BLAGOJEVIC 2004).

3- Bs frequentemente exibem heranca nado-Mendeliana. Nas plantas,
isso geralmente ocorre por ndo-disjuncao pos-meidtica em gametoéfitos, mas
também pode ocorrer pré-meiose como no gafanhoto Locusta migratoria ou
durante a meiose como no lirio Lilium callosum ou depois da fertilizacdo do
o0cito como na vespa parasita Nasonia vitripennis. Poucos mamiferos com Bs
exibem mecanismos de direcdo, mas 0s que possuem esse mecanismo de
migracao preferencial o exibem na fémea, e este € denominado drive mei6tico
(KAYANO 1957; NUR 1963; NUR et al. 1988; JONES 1991; VUJOSEVIC,
BLAGOJEVIC 2004).
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Portanto, os cromossomos B sédo definidos como supranumerarios
dispensaveis para o genoma, ndo homologos aos cromossomos A, e ainda,
tém sido caracterizados por apresentarem diferentes morfologias, sé&o
herdados por mecanismos ndo Mendelianos, frequéncia variavel e por nao
carregarem genes com grandes efeitos (figura 1). As caracteristicas apontadas
aqui foram discutidas na primeira conferéncia internacional sobre cromossomo
B em 1993, na Espanha (1st B ChromosomeConference), e continuam sendo
discutidas e atraindo mais esforcos para responder as questdes sobre a
evolucdo do cromossomo B nas diferentes espécies, se esses cromossomos
carregam genes, se sdo ativos, se codificam proteinas, como se mantém na
célula, etc.

O cromossomo B esta presente em 15% dos eucariotos (BEUKEBOOM,
1994) e grande parte das espécies conhecidas com Bs pertencem ao Reino
Vegetal. Um ultimo levantamento feito por Jones (2017), desde a década de
1982 até o presente, 406 novas espécies foram descritas com B, totalizando
1685 espécies. Como ja4 mencionado, as angiospermas representam a maioria
com 66% das espécies com B, em menor quantidade, porém ndo menos
significativo estdo os animais com 32%. Dentre estes, mais de 100 espécies de
peixes ja foram descritas com cromossomos B e em sua maioria estudos
provenientes do Brasil (JONES, 2017).

Pelo fato dos Bs serem componentes dispensaveis do genoma, o papel
que eles desempenham na vida do hospedeiro tem sido de grande interesse
para os pesquisadores. Os Bs podem ter efeitos negativos, neutros ou positivos
em seu hospedeiro e muitas vezes sao vistos como elementos egoistas ou
parasiticos que sequestram a maquinaria celular necessaria para se replicar e
se transmitir as células filhas (OSTERGREN, 1945; JONES, REES 1982;
CAMACHO et al. 2000).

Geralmente, a medida que o numero de Bs aumenta, o tamanho da
célula e sua massa também aumentam (MUNTZING, AKDIK; 1948), o tempo
necessario para completar a mitose aumenta (EVANS et al. 1972), e os niveis
de proteina nucleolares e de RNA diminuem (KIRK, JONES, 1970).
Possivelmente, a idéia de que Bs sdo elementos parasitas foi apoiada por
numerosos casos em que a presenca de Bs, especialmente em numeros
elevados, é prejudicial para o hospedeiro e causa reducdo do desempenho do
célula (JONES, REES; 1982).
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Além disso, a visdo de que o B ndo € essencial ao genoma vem de
algumas evidéncias de que as altera¢cdes nos cromossomos do complemento A
podem causar fenétipos distorcidos, j a presenca do B ndo estava associada a
nenhum fendtipo até entdo (SIEGEL, AMON 2012). Evidéncias como esta
levantaram hipoteses de que Bs ndo possuiam funcao para a célula, no entanto
com o avanco dos estudos essa visao foi modificada.

No fungo Nectria haematococca, Bs sao responsaveis pela resisténcia a
antibioticos e a patogenicidade (COLEMAN et. al., 2009). Foi demonstrado
também, que a presenca de Bs diminui a atividade de enzimas antioxidantes na
planta Acanthophyllum laxiusculum sob condi¢cdes de estresse por salinidade
(MERATAN et. al., 2013).

Em centeio, estudos genbmicos demonstraram que 0 cromossomo B
desta espécie € rica em sequéncias derivadas de genes. Comparando essas
sequéncias com a espécie ancestral de centeio comprovou-se que essas
sequéncias tém origem do complemento A ancestral e que 15% desses
fragmentos (pseudogenes) séo transcritos no genoma do hospedeiro.
Provavelmente existe uma compensacdo na dosagem dos transcritos
independente do niumero de cépias (BANAEI-MOGHADDAMet. al., 2013).

Em insetos, Camacho et. al., (2011) sugerem gue o cromossomo B, em
muitos casos, se assemelha ao cromossomo sexual. Eles apresentam pontos
de condensacdo e descondensacdo durante a meiose assim como O
cromossomo X, além disso, a origem do cromossomo sexual a partir do
cromossomo B também foi sugerida com base em extensa revisédo de dados da
literatura.

Além de Camacho, Yoshida et. al., (2011) associou cromossomos B a
cromossomos sexuais. Estudos com o0s peixes ciclideos do lago Victoria
demonstrou que os cromossomos B tém um efeito funcional na determinagéo
do sexo feminino e a analise de FISH usando um clone BAC contendo DNA do
cromossomo B sugeriu que os cromossomos B sédo derivados de cromossomos
sexuais. Determinacdo de sequéncias deste clone (104,5 kb) revelaram a
presenca de varios genes codificadores de proteinas no cromossomo B,
sugerindo que os cromossomos B tém o potencial de conter genes funcionais.
Como alguns cromossomos sexuais de anfibios e artrépodes sao considerados

derivados dos cromossomos B, os cromossomos B em ciclideos do Lago
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Victoria podem representar uma transicdo evolutiva para a geracdo de
cromossomos sexuais (YOSHIDA etal 2011).

Clark et. al., (2017) caracterizaram o cromossomo B de varias espécies
de ciclideos do lago Malawi do leste da Africa por meio do sequenciamento
gendmico e identificaram blocos de DNA gue se repetiam somente nas fémeas
que carregam o0 cromossomo B (B-carriers). Das sete espécies com
cromossomo B, 43 fémeas das 323 investigadas possuiam o B e nenhum
macho dos 317 investigados carregam esses fragmentos de B. Ou seja, a
presenca do cromossomo B é exclusivo das fémeas e essas sequéncias
originam um Unico cromossomo B. A presenca do B envolve dois mecanismos
de drive: um envolvendo néo-disjuncédo e segregacao preferencial na divisdo
mitética e a outra envolvendo segregacao preferencial durante a meiose |I.

Segundo Houben (2017), apesar dos possiveis efeitos negativos do B,
eles se mantém na célula porque conta com um mecanismos de drive que o
seleciona. Eles ndo se recombinam na meiose e, portanto, tem seu proprio
caminho evolutivo.

Sendo assim, mecanismos que promovem a manutencao e transmissao
do cromossomo B na célula pode ser a chave para entender a maioria dos Bs.
Na tentativa de entender o cromossomo B da espécie Astatitilapia latifasciata,
propomos estudar o comportamento do cromossomos B durante a divisdo
meidtica por meio de analises do complexo sinaptonémico, utilizando para isso
microscopia de super resolucdo. Bem como, observar padrbes de modificacbes
de histona que possam estar envolvidas com silenciamento deste cromossomo.

Juntamente com as analises meidticas, cruzamentos direcionados entre
individuos com e sem cromossomos B foram conduzidos na tentativa de ilustrar
um padrao de segregacdo e se existe um mecanismos drive atuando durante
esse processo de divisdo celular. Além disso, analises de expressao diferencial
de genes do ciclo celular presentes no cromossomos B, também foram
conduzidos. A expressao diferencial destes também podem estar atuando na

manutencao e permanéncia do B na célula.
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Figura 1:Fotomicroscopia de diferentes morfologias do cromossomo B em espécies
distintas. a) Metafase | da meiose em macho do coleéptero Dichotomius geminatus
(cabeca de seta indica o cromossomo B), o cromossomo tem um padrdo de
condensacdo semelhante ao dos autossomos, mas foi facilmente reconhecido como
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elemento univalente na metafase | e foi freqientemente observado fora do bloco
formado por autossomos (Fonte: CABRAL-DE-MELLO et al. 2010). b) Metéfase da
mitose do peixe Poecilia formosa, setas indicam 2 microcromossomos B (Fonte:
LAMATSCH et al. 2011). ¢) Fase de paquiteno da espécie de ciclideo Crenicichla
lepidota, seta indica o cromossomo B isolado dos bivalentes.d) Esquema
representando os cromossomos da foto “c” (Fonte: PIRES et al. 2015). e, f) Cariétipos
da espécie de peixe, foco deste estudo, Astatotilapia latifasciata com 44 cromossomos
e 1 ou 2 cromossomos B (Fonte: POLETTO et al., 2010).

1.2. Peixes Ciclideos como material de estudo

Os peixes vivem em quase todo tipo de ambiente aquatico, desde os
grandes oceanos, lagos, rios, riachos e até pequenas pogas d’agua no deserto.
Como consequéncia da adaptacdo a esses diversos habitats, os peixes
possuem grandes variedades morfolégica e diversidade de espécies. Essas
caracteristicas fazem com que a compreensdo da sua sisteméatica e histéria
evolutiva seja um tema ainda muito discutido, tornando-os um excelente
modelo nos estudos voltados a questdes adaptativas, taxonémicas e evolutivas
(POUGH et. al, 2003; NELSON, 2006).

A familia Cichlidae, pertencente a ordem Perciformes, contém mais de
3.000 espécies distribuidas pela América do Sul e Central, sudeste da india,
Madagascar e Africa. As espécies presentes nos grandes lagos africanos
(Malawi, Tanganyka e Victoria) sofreram uma rapida radiacdo adaptativa, o que
tornou estes peixes um modelo fundamental para os estudos de biologia
evolutiva e de grande interesse para a citogenética (figura 2).

Em relacdo a andlise de cromossomos B em representantes da familia
Cichlidae, os mesmos foram descritos em diversas espécies pertencentes a
subfamilia sul-americana (Cichlinae), tais como Gymnogeophagus balzanii
(FELDBERG, BERTOLLO, 1984), Geophagus brasiliensis, Cichlasoma
paranaensis, Crenicichla niederleinii (MARTINS-SANTOS et al., 1995), Cichla
monoculus, Cichla sp. e Crenicichla reticulata (FELDBERG et al., 2004),
Crenicichla lepidota (PIRES et al. 2015; PERAZZO et al., 2018) e em espécies
da subfamilia africana Pseudocrenilabrinae, como Astatotilapia latifasciata,
Metriaclima lombardoi (POLETTO et al.,, 2010; FANTINATTI et al., 2011,
CLARK et al. 2017), Metriaclima zebra "Boadzulu”, Metriaclima greshakei,
Metriaclima mbenji, Labeotropheus trewavasae, Melanochromis auratus,
Metriaclima zebra "Nkhata Bay" (CLARK et al. 2017), Lithocromis rubripinnis,
Haplochromis plagiodon, Pundamilia pundamilia, Haplocromis pyrrhocephalus,

Neochromis greenwoodi, Haplochromis tanaos, Lithochromis rufus,
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Haplochromis sp. ‘purpleyellow’, Neochromis rufocaudalis, Haplochromis sp.
“Matumbi Hunter” e Haplochromis fisheri (YOSHIDA et al., 2011), variando em
quantidade de 1-3.

A espécie Astatotilapia latifasciata natural dos lagos Kyoga e
Nawampasa, lagos satélites ao lago Vitoria no leste Africano (STEEVES et al.
2010), possui cariétipo padréo constituido por 44 cromossomos, sendo 14
meta-submetacéntricos e 30 subtelo-acrocéntricos, sem Cromossomos sexuais
diferenciados morfologicamente (figura 1e, f). Alguns individuos desta espécie
possuem um ou dois cromossomos B metacéntricos, caracterizado como o
maior do complemento, com tamanho de 3,35 pym, o que corresponde a 6,48%
do genoma total, e que se mostram totalmente heterocrométicos e constantes

em todas as células dos individuos que as possuem (FANTINATTI et al., 2011).

Mapeamento fisico cromossdmico indica acumulo de sequéncias
repetitivas nestes cromossomos, incluindo DNA ribossomal 18S inativo. Esta
abordagem também revela uma relacéo estreita entre o conteado genémico do
cromossomo B e o maior cromossomo do complemento A (parl). Deste modo,
sugere-se que estes elementos supranumerarios tenham surgido por
aneuploidia de algum cromossomo do complemento A, seguido por perda de
eucromatina, formando um proto-cromossomo B. Posteriormente, ocorreu
ganho de sequéncias repetitivas em um braco cromossémico seguido da
formacdo de um isocromossomo (POLETTO et al.,, 2010; FANTINATTI et al.,
2011).

Investigando com mais detalhes o conteido de cromossomos B de A.
latifasciata, um estudo usando abordagens gendmicas integradas, dentre elas
0 sequenciamento de genomas inteiros, foi conduzido e revelou que além do
acumulo de sequéncias repetitivas existem também copias génicas com alta
integridade e de fragmentos de genes nos CromossOmos supranumerarios
(VALENTE et al. 2014). Mais recentemente foram sequenciadas bibliotecas de
pequenos (FANTINATTI, MARTINS; 2016) e longos RNAs (MARQUES, 2015)
de diversos tecidos, indicando que cromossomos supranumerarios afetam a
expressao de genes e de miRNAs, revelando aspectos funcionais destes
elementos. Outros estudos revelam a diversidade de sequéncias presentes
nestes elementos, como a presenca de retrogenes (CARMELLO et. al, 2017) e
genes de RNAs longos néo codificadores (RAMOS et al. 2017).
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Assim, este conjunto de abordagens diversificadas e complementares
tem tornado a espécie A. latifasciata um modelo importante na compreensao
da origem, evolucéo e funcdo de cromossomos B.

Até o momento abordagens citogenéticas e genémicas vem somando
para ajudar a esclarecer a origem evolutiva do cromossomo B e sua
constituicdo gendmica. Porém, poucos tentam responder como 0 Cromossomo
B se mantém na célula e quais mecanismos eles utilizam para isso. Investigar a
divisdo meidtica, o processo de segregacdo dos cromossomos e a atuacao de
alguns genes nesses momentos especificos pode ajudar a entender melhor o

cromossomo B das espécies.
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Figura 2: Localizacdo dos lagos africanos onde os peixes ciclideos sofreram rapida
radiacdo adaptativa. Destaque para o lago Victoria, onde encontra-se os lagos
satélites Kyoga e Nawampasa no qual a espécie Astatotilapia latifasciata, foco deste
estudo, foi descrita (fonte: BRAWAND et al., 2014). Na imagem a direita, as cinco
espécies que foram sequenciadas por Brawand et al (2014): Pundamilia nyererei
(endémica do lago Victoria); Neolamprologus brichardi (endémica do lago
Tanganyika); Metriaclima zebra (endémica do lago Malawi); Oreochromis niloticus (dos
rios do norte da Africa); Astatotilapia burtoni (de rios que se conectam com o lago
Tanganyika). Principais ecotipos de cada lago: a) pelagico; b) raspador de algas; c)
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carnivoro (ausente no lago Tanganyika); d) triturador; e) comedor de caracol; f)
comedor de plantas de recife; g) comedor de insetos h) comedor de organismos
pelagicos; i) ancestral dos rios também encontrado em lagos (ausente do lago
Tanganyika). A esquerda, arvore filogenética que ilustra as relagbes entre as cinco
espécies sequenciadas (vermelhas), grandes radiacdes adaptativas e grandes
linhagens dos rios.

1.3. Analise meiética e imunodeteccéao aplicadas ao cromossomo B

A maioria dos organismos eucarioticos se reproduzem sexualmente, um
processo que envolve a fusdo de gametas dos dois sexos para formar um novo
organismo. Um pré-requisito € o complemento cromossdmico tornar-se
reduzido de dipléide a hapléide durante a diferenciacdo celular gamética. Este
tipo especial de divisdo celular chama-se meiose (FRAUNE et al. 2012).

A meiose comec¢a com uma célula-mae que € dipléide, o que significa
que tem duas coépias de cada cromossomo. A célula-mée sofre uma rodada de
replicacdo de DNA seguida de dois ciclos separados de divisdo nuclear. O
processo resulta em quatro células-filhas que sdo haploides, o que significa
que elas contém a metade do numero de cromossomos da célula dipl6ide. O
processo é dividido em meiose | e meiose Il, e ambas as divisbes meidticas
tém diferentes fases. A meiose | é um tipo de divisdo celular exclusiva das
células germinativas, enquanto a meiose Il é similar a mitose.

Esse processo € essencial para produzir gametas com o numero exato
de cromossomos. Nos humanos, 30% dos abortos espontaneos séo resultados
de eventos de segregacdo cromossdmica incorreta (GERTON, HALLEY 2005).
Alguns exemplos desta segregacao incorreta, porém viaveis, sdo as sindromes
de Down (trissomia do cromossomo 21), Turner (monossomia do cromossomo
X) e Klinefelter (XXY).

Na maioria dos organismos a segregacao incorreta dos cromossomos
inviabiliza o desenvolvimento celular, embora, as caracteristicas essenciais da
meiose como, emparelhamento, cross-over e recombinacdo de homologos é
conservada nos diferentes grupos taxondmicos. Presume-se, que a meiose
evoluiu apenas uma vez nos Eucariotos (WILKINS, HOLLIDAY; 2009).

A maquinaria de recombinacdo meiética, que € responsavel pelo
crossing-over mostra uma forte conservacao evolutiva e pode ser encontrada
na meiose nos organismos modelo Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster e em mamiferos com pouca variacédo
(VILLENEUVE, HILLERS, 2001; COLE et al. 2010).
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As células que se replicam por meiose, independente da espécie,
utilizam de recursos especializados que permitem a progressdo para outras
fases. Como por exemplo, as cromatides-irmas sdo mantidas unidas tanto na
meiose quanto na mitose por complexo de proteinas coesinas. Um exemplo
exclusivo da meiose € que o0s cromossomos homélogos devem ser
identificados e pareados corretamente para, posteriormente, se separar na
primeira divisdo da meiose (meiose 1), os cromossomos homologos interagem
através da recombinacéo e ainda assim, devem se segregar corretamente na
meiose |. A primeira divisdo € seguida da dissolucdo da coesdo entre 0s
cromossomos homoldgos e segregacao das cromatides-irmas progredindo
para a segunda divisdo meidtica (GERTON, HALLEY, 2005).

O mecanismo de homologia ainda ndo é bem compreendido, mas a
montagem de uma estrutura protéica conhecida como complexo
sinaptonémico, que medeia sinapses de homélogos, € um importante facilitador
ou estabilizador de emparelhamento homdlogo (HUNTER, 2003; HANDEL,
SCHIMEDNTI, 2010).

O complexo sinaptonémico € uma estrutura protéica meiose-especifica
bem conservada entre diferentes espécies (WILKINS, HOLLIDAY, 2009;
VILLENEUVE, HILLERS, 2001). Como revelado por microscopia eletrénica de
transmissdo, quando totalmente montados, os complexos sinaptonémicos
formam estruturas semelhantes a fitas de 200 nm de espessura que se
estendem ao longo de um cromossomo bivalente (COLE el al. 2013; HOUTER,
2003). O complexo sinaptonémico tém uma organizacdo caracteristica em
escalas que é altamente conservada através de evolucdo e consiste em dois
elementos laterais, em que a cromatina de cromossomos homdlogos €
anexada a uma regido central . A regido central mantém 0s cromossomos
homologos juntos e é constituido por numerosos filamentos transversais e o
elemento central.

Atualmente, sete componentes protéicos do complexo sinaptonémico
foram identificados em mamiferos: as proteinas mais presentes no elemento
lateral sdo SYCP2 e SYCP3 (LAMMERS et al., 1994; OFFENBERG et al.,
1998); a proteina do filamento transversal é SYCP1 (MEUWISSEN et. al.,
1992); e as proteinas do elemento central sdo SYCE1l, SYCE2, SYCE3 e
TEX12 (COSTA, et al. 2005; HAMER et al. 2006; SCHRAMM et al. 2011) -
Figura3.
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Figura 3: Estrutura do complexo sinaptonémico mostrando as principais proteinas
presentes no elemento lateral (SYCP3), central (SYCP1) e a cromatina associada a
ele (fonte: FENG et al., 2017).

Dados de identificacdo do complexo sinaptonémico vem sendo
explorado em diferentes espécies. Em peixe existem algumas descricbes como
em Prochilodus lineatus (DIAS et al., 1995), Orzias latipes (IWAI et al., 2006),
Oreochromis niloticus (OCALEWICZ et al., 2009; ARAYA-JAIME et al., 2015),
Eigenmannia sp2, Astyanax paranae e Characidium gomesi (ARAYA-JAIME et
al., 2015; SERRANO et al., 2016). Estes trabalhos tiveram como obijetivo
esclarecer o comportamento e pareamento de Cromossomos sexuais ou
cromossomos B, bem como, demonstrar montagem da estrutura do complexo
sinaptonémico por meio da imunocoloracdo. No entanto, estas analises estao
restritas a microscopia eletrénica ou convencional de fluorescéncia.

A microscopia de fluorescéncia é uma ferramenta inestimavel para a
biologia. Ela é essencial para examinar uma grande variedade de moléculas,
caminhos e dinamicas biolégicas em células vivas, tecidos e animais inteiros.
Em contraste com outras técnicas (como o0 microscopio eletronico), a imagem
de fluorescéncia € compativel com células que estdo sendo mantidas em

cultura, o que permite a observagdo Optica de eventos minimamente invasivos
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ocorrendo em uma grande extensdo de escalas de tempo. Em termos de
resolucdo espacial, véarias técnicas, incluindo tomografia por emissao de
pésitrons, ressonancia magnética e tomografia 6ptica, podem gerar imagens de
animais e humanos em resolu¢cdes entre 10 centimetros e 10 micrémetros,
enquanto que as técnicas de microscopia eletronica e sonda de varredura
apresentam maior resolucdo, muitas vezes aproximando-se dos niveis

molecular e atbmico (figura 4).
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Figura 4: Resolucao espacial de técnicas de imagem biolégica. Fonte: ZEISS.

Entre estes dois extremos no poder de resolugdo encontra-se o
microscopio Optico. Além dos beneficios derivados da capacidade de imagem
das células vivas, a desvantagem mais significativa para todas as formas de
microscopia de fluorescéncia (incluindo o campo largo, a varredura a laser, o
disco giratorio, a multiphoton e a reflexdo interna total) sdo os limites da
resolucao espacial que foram elucidados pela primeira vez e descrito por Ernst
Abbe no final dos anos 1800.

Atualmente, as técnicas modernas e bem estabelecidas de microscopia
de fluorescéncia podem facilmente proporcionar a visualizacdo de uma
variedade de caracteristicas em células e tecidos isolados, como o ndcleo, a
mitocondria, o complexo de Golgi, o citoesqueleto e o reticulo endoplasmatico.

Vérias imagem em fluorescéncia sao freqientemente usados para acompanhar
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dinamicamente proteinas e peptideos de sinal, bem como para monitorar
outras interacdes em células vivas. A resolucdo espacial limitada, no entanto,
exclui a capacidade de visualizar estruturas importantes, incluindo vesiculas
sinapticas, ribossomos ou interacdes moleculares, que apresentam intervalos
de tamanho que se situam sob os limites da deteccdo em microscopia de
fluorescéncia (INGARAMO et al. 2014).

Esse limite de difrac¢cdo do microscépio optico foi superado por meio de
duas estratégias. A primeira estratégia foi a utilizacdo de conjuntos lentes para
se obter mais informacdo da amostra analisada eassim surgiu 0 microscopio
confocal. O microscopio € capaz de focar um cone de luz laser em uma
profundidade pré-determinada da amostra a ser estudada. Mudando-se o ponto
focal (mantendo a profundidade) é possivel iluminar todo o plano em estudo,
ponto a ponto. Ao retornar pelo mesmo caminho Optico, a luz devida a
fluorescéncia é separada utilizando-se um conjunto de espelhos chamados
divisor de luz. Em seguida a luz separada passa por um pequeno orificio,
chamado pinhole, capaz de separar apenas a luz proveniente do ponto focado,
eliminando a luz emitida por pontos fora de foco. Com isso s6 a luz dos pontos
em foco € registrada, com a ajuda de tubos fotomultiplicadores. Estes sinais
gerados pelas fotomultiplicadoras sao processados por um computador e assim
imagens bidimensionais extremamente precisas podem ser construidas
(PAWLEY, 2006).

No inicio da década de 1990, os instrumentos com objetivas opostas
desenvolvidos por Stefan Hell, Mats Gustafsson, David Agard e John Sedat
(técnicas denominadas 4Pi e I5M) conseguiram alcancar uma melhoria na
resolucao axial de cerca de 100 nanémetros usando configuracdes confocal e
widefield, respectivamente. No entanto, mesmo que esses instrumentos
tenham sido capazes de produzir um aumento de cinco vezes na resolucéo
axial, a resolucdo lateral permaneceu ndo melhorada (CHOWDHURY et al.,
2017).

A segunda estratégia foi avancar em qualidade de iluminacdo e na
resolucdo lateral, dando inicio a tecnologia de super resolugcdo. Como ja
mencionado, na década de 1990, a tecnologia de microscépio
fundamentalmente nova, pioneira por Stefan Hell, conseguiu superar o limite de
difracéo de resolucéo lateral, o que, em ultima instancia, levou a uma revolucao
na microscopia de fluorescéncia. Como resultado, foram introduzidas uma
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ampla gama de metodologias novas que agora sao designadas coletivamente
microscopia de super resolucao e apresentam resolucéo lateral e axial medidas
em dezenas de nanémetros e até menos. O que é compartilhando em todas
essas novas técnicas é que eles sao capazes de capturar imagens abaixo do
limite de difracdo ao alternar os fluoroforos on e off sequencialmente no tempo
para que os sinais possam ser gravados consecutivamente (GUSTAFSSON,
2000).

Os avancos mais significativos na imagem de super resolucdo foram
alcancados no que é chamado de microscopia de campo distante e envolvem
modulacdo espacial ou temporéria da transi¢do entre dois estados moleculares
de um fluoréforo (como mudar entre um estado escuro e brilhante) ou
reduzindo fisicamente o tamanho da funcédo de propagacédo de pontos utilizada
na iluminacdo de excitacdo. Entre os métodos que melhoram a resolucao por
modificacdo da propagacdo de pontos ou PSF (point-spread function), as
técnicas mais importantes sdo referidas pelas siglas STED (deplecao de
emissdo estimulada, do laboratério de Stefan Hell) e SSIM (microscopia de
iluminacdo estruturada saturada, iniciada por Mats Gustafsson). As técnicas
que dependem da deteccdo e da localizacdo precisa de moléculas Unicas
incluem PALM (microscopia de localizagdo fotoativada, introduzida por Eric
Betzig e Harald Hess) e STORM - microscopia de reconstrucdo Optica
estocéstica, relatada pela primeira vez por Xiaowei Zhang (CHOWDHURY et
al., 2017).

Especificamente sobre a tecnologia de super resolugédo por Microscopia
de lluminacdo Estruturada (Structured lllumination Microscopy - SIM) utilizada
neste trabalho, esta é baseada num padrao de iluminacdo através de franjas de
Moiré (Moiré fringes). Padrdes de Moiré sdo imagens produzidas quando um
observador observa através de duas estruturas periddicas sobrepostas em
movimento, com padrbes semelhantes a ondas, a formacao de franjas claras e
escuras, denominadas franjas de Moiré (figura 5). Quando essa superposicao
ocorre formando um pequeno angulo de intersecdo entre as linhas dos dois
reticulos, pequenos deslocamentos em um dos dois reticulos provocara
grandes deslocamentos nas franjas de moiré, isto €, o deslocamento sera
magnificado (GUSTAFSSON, 2000).

O conceito da Microscopia de lluminacdo Estruturada pode ser bem
compreendido por meio do conhecimento do efeito Moiré. Quando a amostra

26



iluminado, a imagem que € vista através do microscopio contém, além da
imagem normal, as informac¢des das franjas de moiré. A regido observavel
agora contém nao apenas as informacgdes usuais, mas também informacdes
que se originam duas regides deslocadas (figura 5d). As partes desses
circulos deslocados que se encontram fora da regido normalmente observavel
representam informacdo nova que ndo €& acessivel em um microscopio
convencional. A imagem observada é uma soma dessas contribuicfes, e ndo é
possivel separa-los usando uma unica imagem. No entanto, os coeficientes
pelos quais sdo adicionados em conjunto depende da fase (conhecida e
controlavel) da luz de iluminacdo estrutura. Ao gravar trés ou mais imagens da
amostra com diferentes fases de iluminacdo, os componentes podem ser
separados por aritmética, e as informacdes restauradas. (GUSTAFSSON,
2000).

Se a distancia de deslocamento for escolhida para ser o maior possivel
(ou seja, a iluminacdo padrdo escolhido é o melhor possivel), é possivel
acessar informacfes para dobrar a resolugédo normal na direcdo do padréo. Ao
repetir esta ou mais vezes com o padrdo orientado em diferentes direcdes,
pode-se reunir essencialmente toda a informacdo dentro de um circulo duas
vezes maior como a regido observavel fisicamente (figura 5e). Com Esta
informacdo, uma imagem da amostra pode ser reconstruida ao dobro da
resolucdo normal (GUSTAFSSON, 2000; CHOWDHURY et al., 2017).

Existem muitas variacbes nessas técnicas, bem como métodos
avangcados que podem combinar ou mesmo melhorar o desempenho de
esquemas de imagem existentes.

Considerando a ampla distribuicdo de cromossomos B entre as mais
variadas formas de vida, torna-se relevante entender o comportamento
meidtico deste cromossomo através da investigacdo do pareamento
cromossOmico, organizacdo da estrutura de pareamento e se existe algum
padrdo de silenciamento do B por meio da técnica de imunodeteccéo
combinada com a tecnologia de microscopia de super resolugcéao. Além disso, a
investigacdo do padréo de segregacdo e a atuacdo do B na expressdo de
genes envolvidos com o ciclo celular, também se mostram interessantes. Tais

investigacdes visdo contribuir ao entendimento do cromossomo B.
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Figura 5: Franjas de Moiré: conceito de aprimoramento de resolucdo por iluminacao
estruturada. (a) Dois padrdes de linha sdo mostrados sobrepostos (multiplicados) para
produzir franjas de moiré que se manifestam como listras quase verticais na regido de
sobreposi¢do. (b) Denota a regido observavel do espaco reciproco que define os
detalhes da amostra disponiveis com um microscopio de fluorescéncia com difracdo
convencional. (c) As possiveis posi¢oes dos dois componentes laterais sédo limitadas
pelo mesmo circulo que define a regido observavel (tracejada). (d) Se a amostra
estiver iluminada com uma luz estruturada, aparecerdo franjas de moiré que
representam informac¢des que mudaram de posicdo no espago reciproco. A regido
observavel contera, além das informagBes normais, informacdes movidas que se
originam em dois deslocamentos. (e) A partir de uma sequéncia dessas imagens com
diferentes orientacdes e fases do padrédo, é possivel recuperar informagfes de uma
area duas vezes o tamanho da regidao normalmente observavel, correspondendo ao
dobro da resolugédo normal. (Fonte: GUSTAFSSON, 2000).

2. Justificativa

O presente trabalho pretende contribuir ao entendimento do
cromossomo B através da investigacdo do pareamento cromossomico,
organizacdo da estrutura de pareamento e se existe algum padrdo de
silenciamento do B por meio da técnica de imunocoloragdo combinada com a
tecnologia de microscopia de super resolucdo. Além disso, pretende-se ainda
investigar seu padrdo de segregacdo via cruzamentos direcionados e a

atuacao do B na expresséao de genes envolvidos com o ciclo celular.

3. Hipodteses

O cromossomo B metacéntrico dobra-se sobre si mesmo, autopareando-
se e formando corretamente a estrutura do complexo sinaptonémico durante a
fase de pareamento dos cromossomos homaologos; o drive meidtico em fémeas

possibilita a manutengcdo do cromossomo B nas proles; e a presenca de genes
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integros no cromossomo B, envolvidos com divisdo celular, podem ter

contribuicdo na manutencgdo do B nas células.

4. Objetivos

4.1. Objetivos gerais
Investigar o comportamento dos cromossomos B por meio de analise
meidtica, analises do complexo sinaptonémico, cruzamentos direcionados e

analise de expressao de genes associados a divisdo celular.

4.2. Objetivos especificos

-Realizar cruzamentos entre machos e fémeas com e sem cromossomo
B a fim de identificar o padrdo de segregacédo e possivel drive meiético;

-Analise de imunodeteccdo com tecnologia de super resolucdo para
localizacdo de proteinas de complexo sinaptonémico utilizando os anticorpos
SYCP1 (synaptonemal complex protein 1) e SYCP3 (synaptonemal complex
protein 3) para elucidar o pareamento do cromossomo B;

-Analise de imunodeteccdo por meio da localizacdo de proteinas de
modificacdo de cauda de histona para identificar padrbes de metilacdo de
cromatina no complemento A e no cromossomo B.

-Analise de expressao por PCR tempo real (qQPCR) dos seguintes genes
integros envolvidos com ciclo celular e presente no cromossomo B:
synaptonemal complex protein 2-like, mitochondrial cardiolipin hydrolase-like,

kinesin-like protein e tubulin Beta 1, separin-like.

5. Material e Métodos

5.1. Material

As linhagens de A. latifasciata portadoras de cromossomos B séo
mantidas no biotério de peixes do Laboratério Genbémica Integrativa, UNESP-
Botucatu, em devidas condi¢cfes de aeracdo e qualidade de agua de acordo
com os protocolos de ética em experimentacdo animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pelo comité de ética

para uso de animais do Instituto de Biociéncias-UNESP (protocolo n°486).
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5.2. Métodos

5.2.1. Extracdo de DNA segundo Sambrook et al. (1989) com
modificacgdes.

A extracao de DNA foi realizada em um microtubo de 2000ul, segundo o
seguinte protocolo:

Adicionar 900ul de tampéao de lise (NaCl 5M; EDTA 0,1M pH 8; Tris-HCI
1M; SDS 10%) e

Adicionar 5ul de Proteinase K (10ug/ml).

Incubar em banho-maria a 55°C por aproximadamente 3 horas ou até
gue o tecido seja completamente digerido, homogeneizar a cada meia hora.

Adicionar 900ul de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na proporcédo de
25:24:1, respectivamente.

Em seguida, centrifugar o material a 13000 RPM por 15 minutos.

Transferir o sobrenadante (aproximadamente 600pul) para um tubo limpo.

Acrescentar volume igual (600ul) de cloroférmio/alcool isoamilico na
proporcao 24:1,respectivamente.

Centrifugar e transferir o sobrenadante (500ul) para um tubo limpo e
acrescentar o mesmo volume de NaCl 1M e duas vezes o volume de etanol
100% gelado.

Incubar overnight a 4°C.

Centrifugar a 15000 RPM por 10 minutos e descartar 0 sobrenadante.

Adicionar 200ul de etanol 70% gelado, centrifugar a 15000 RPM por 5
minutos e descartar o sobrenadante.

Secar os tubos na bancada ou na estufa a 37°C.

Acrescentar 50 a 200 pl de agua

Manter em temperatura ambiente e no escuro por 2 dias.

Adicionar 3ul de RNAse (10pg/ml) e deixar agir por 30 minutos

Estocar a -20°C.

5.2.2. Genotipagem

Os animais foram genotipados por meio de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para identificar portadores e nao portadores de

cromossomos B. As PCRs foram conduzidas utilizando-se um conjunto de
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primers que amplificam uma regido especifica presente em cromossomos B e
uma regido controle (FANTINATTI et al., 2016). As reacbes com volume total
de 15 uL séo constituidas por 9,76 uL de &agua ultrapura, 0,56 uL de dNTP
(8mM) (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,45 ul de MgCl,, 1,5 uL de tampéo para
Tag DNA Polimerase (10X), 0,4 uL de cada primer, 0,13 uL de Taqg Polimerase
(5U/uL) e 1uL de DNA gendmico (100 ng/uL). As condicbes de ciclagem
seguidas sao: 95°C por 5 minutos, 95° por 1 minuto, 50°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos, repetir as etapas 2-3 34 vezes, 72°C por 30 segundos e

4°C para finalizar.

5.2.3. Preparacdo de cromossdmico meioticos e imunodeteccgéo.
Ambas as técnicas estdo de acordo com o protocolo desenvolvido por

Boer et al. (2009) com algumas adaptacgdes por Fraune et al. (2012).

Preparacdo cromossomica:
A técnica foi realizada em um microtubo de 1500ul, segundo o seguinte
protocolo.

Adicionar o testiculo em 500ul solucdo de PBSX1.

Macerar o tecido.

Mantendo sempre em gelo.

Adicionar o0 mesmo volume de solucdo hipoténica e hipotonizar por
lhora.

Adicionar o mesmo volume de sacarose 100mM

Manter as laminas de vidro imersas em paraformaldeido 1% por alguns
minutos.

Remove-las e retirar um pouco do excesso do fixador

Em seguida manter a lamina na diagonal e adicionar 40uL do preparado
celular

Mover a lamina para todos os lados para que o preparado espalhe.

Por dltimo, manter em camara Uumida para que seque bem.

Congelar em -80°C.

Imunodeteccao do preparado celular:
Os anticorpos aplicados para imunodetecgdo encontram-se listados na
tabela 1.
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Centrifugar a solucéo de bloqueio a 14000 RPM, 4°C por 30 minutos, em

seguida, transferir o sobrenadante para um tubo limpo para uso (repetir 2x).

Centrifugar o anticorpo primario em solucao de bloqueio por 14000 RPM,

4°C por 30 minutos, proporc¢édo de diluicdo 1:100.

Lavar as laminas 3 vezes de 5 minutos em PBSX1.

Adicionar 300ul de solucdo de bloqueio e manter por 30 minutos em

camara Umida.

Apoés o bloqueio, adicionar 100l da solugdo com anticorpo primario e

manter as laminas em camara Umida a 4°C overnight.

Lavar as laminas em PBSx1

Manter as laminas em solucdo de bloqueio por 30 minutos novamente.

Preparar o anticorpo secundario e centrifugar al4000 RPM, 4°C por 30

minutos, proporcao de diluicdo 1:100

Adicionar o anticorpo secundério as laminas e manter em temperatura

ambiente por 1hora em camara Uumida.

Lavar em PBSX1 e corar com DAPI.

Analisar em microscoépio de fluorescéncia.

Tabela 1: Anticorpos primarios e secundarios aplicados a técnica de imunocoloragéo

Anticorpo primario
medakaSYCP1 Guinea
Pig (synaptonemal
complex 1)
medakaSYCP3 Rabbit
(synaptonemal complex
3)
mouseSMC3 Rabbit

(coesin complex)
H3K27me3 (trimethyl-
Histone H3 Lys27)
H3K4me3 (trimethyl-

Histone H3 Lys4)

H3K9ac (acetyl-Histone

Anticorpo secundério

Anti-Guinea Pig 1gG/
Alexa Fluor 488®

Anti-Rabbit IgG/ Alexa
Fluor 647®

Anti-Rabbit IgG/Alexa
Fluor 488®

Anti-Rabbit IgG-FITC

Anti-Rabbit IgG-FITC

Anti-Rabbit IgG-FITC

Proteina
Reconhece o elemento
central do complexo
sinaptonémico
Reconhece o elemento
lateral do complexo
sinaptonémico
Reconhece o elemento
central da coesina
Reconhece marca de
trimetilacdo na lisina 27 da
histona H3
Reconhece marca de
trimetilacdo na lisina 4 da
histona H3

Reconhece marca de
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H3 Lys9) acetilacao na lisina 9 da
histona H3

5.2.4. Hibridizacao in situ apés imunocoloracéo

O protocolo segundo Pinkel et al., (1986) com modificacdes.
ApoOs a imunocoloracéo, proceder da seguinte forma:
Lavar as laminas em 4xSSSC/TWEENX20 por 10 minutos;
Lavar as laminas em 2xSSC por 10 minutos;
Passé-las por série alcoolica (70%, 90%, 100%);
Secar por uma hora a 60°C;
Denaturar em formamida 70% por 37 segundos;
Série alcodlica (70%, 90%, 100%), deixar secar a temperatura ambiente;
Preparar mix de hibridizagao e denaturar a 70 °C por 10 minutos;
Adicionar o mix a lamina e cobrir com laminula, manter over night a
37°C.
No dia seguinte:
Lavar em 2xSSC por 10 minutos,
Preparar e adicionar solucdo de deteccdo a lamina e manter por uma
hora a 37°C;
Lavar em 4xSSSC/TWEENX20 por 5 minutos;
Adicionar DAPI e meio de montagem.

5.2.5. Cruzamentos dialélicos e analise estatistica

Foram realizados 4 cruzamentos (tabela 2) em aquarios com volume de
62 Litros, em condicdo de aeracédo, alimentacdo, temperatura e luminosidade
constante em todos os cruzamentos. A qualidade da agua foi monitorada por
meio de testes de pH, cloro, nitrito e amonia.

Apo6s 15 dias de incubacgdo dos ovos na cavidade bucal das fémeas,
estes foram removidos, sacrificados de acordo com o protocolo de ética,
fixados e estocados em freezer -20°C. A presenca e auséncia de Bs na prole
foi detectada por PCR por meio de marcadores especificos de acordo com
Fantinatti, Martins (2016).
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E importante destacar que os parentais foram trocados apds cada
fecundacdo, ou seja, apdés a retirada da prole, novos cruzamentos eram
montados.

Cada cruzamento foi realizado no minimo 3 vezes.

Tabela 2: Esquema de cruzamentos dialélicos de genitores quanto ao nimero de

cromossomos Bs (0B, 1B)

Genitores masculinos

0 @ 0B 1B
o =

2 € 0B H 00 H o1
c E

(]

o 2 1B H 10 H11

HOO a H11 representam os diferentes cruzamentos.

Os resultados gerados foram analisados pelo modelo de regresséo
logistica multivariada (Generalized linear model - PAULA, 2013).

Foi atribuido a variavel dicotbmica 0 para auséncia do cromossomo B e
1 para a presenca do B em funcéo da contribuicdo do pai ou mée ser positivo
ou negativo para o B.

No modelo estatistico adotado, avariavel independente representa a
quantidade de filhotes com cromossomo B e a variavel dependente representa
0 pai ou a mae com ou sem o0 cromossomo B.Assim, as variaveis consideradas
no modelo estdo controladas entre si.

A medida de associacédo calculada a partir do modelo logistico é o odds
ratio. Os odds ratio ajustados sdo obtidos através da comparacéo de individuos
que diferem apenas na caracteristica de interesse e que tenham os valores das

outras variaveis constantes. O ajuste € apenas estatistico.

A seguir temos a saida do software estatistico R:

Call: glm (formula = cbind (Bpos, ntotal) ~ pai + mée, family = binomial)
Coefficients:
(Intercept) paiBpos maeBpos
-1.6122 0.5321 0.9065
Degrees of Freedom: 9 Total (i.e. Null); 7 Residual
Null Deviance:  25.41
Residual Deviance: 14.5 AIC: 53.19
> summary(fit. model)

Call:
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gim(formula = cbind(Bpos, ntotal) ~ pai + mae, family = binomial)
Deviance Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max
-2.6971 -0.8315 -0.2137 0.6907 1.6086
Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) -1.6122 0.3476 -4.639 3.5e-06 ***
paiBpos 0.5321 0.2556 2.082 0.03731*
maeBpos 0.9065 0.3245 2.794 0.00521 **
Signif. codes: 0 “**** 0.001 “*** 0.01 ** 0.05 ‘.’ 0.1 *’ 1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 25.409 on 9 degrees of freedom
Residual deviance: 14.505 on 7 degrees of freedom
AIC: 53.187
Number of Fisher Scoring iterations: 4
Waiting for profiling to be done...
OR 25% 975%
(Intercept) 0.1994425 0.09802312 0.384833

Aqui temos as razdes de chances (odds ratio-OR) para proporgéo de

filhotes Bpositivo.
paiBpos 1.7025640 1.03567450 2.824775
maeBpos 2.4757244 1.33683035 4.800124

5.2.6. Confeccao dos primers

Foram construidos primers para 0os genes presentes no cromossomo B
com alta integridade e que estdo envolvidos com o ciclo celular, segundo
levantamento de Valente et al., (2014) Os genes candidatos sdo: synaptonemal
complexprotein 2-like, mitochondrial cardiolipin hydrolase-like, kinesin-like
protein e tubulin Beta 1, separin-like.

As sequéncias dos genes foram localizados no NCBI e blastadas contra
0 genoma do ciclideo Metriaclima zebra no Sacibase (sacibase.ibb.unesp.br),
permitindo, desta forma, a localizacdo dos genes nos scaffolds gendmicos de
M. zebra. Via browser do Sacibase foram alinhados o genoma de Astatotilapia
latifasciata contra o genoma de referéncia de Metriaclima zebra e localizados
scaffolds e consequentemente 0s genes na espécie de interesse. Esses genes
foram exportados para o Geneious®, os introns removidos e SNPs anotados.
Em seguida, essas sequéncias ja anotadas foram exportadas para o
OligoExplorer® onde os primers foram desenhados (tabela 3). Estes foram
testados no PrimerBlast, PCR Primer Stats (STOTHARD, 2000) e Primer3Plus
(UNTERGASSER et al., 2012).
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Para identificar um gene de referéncia para os estudos de epressao
génica em A. latifasciata os genes actb, ctsd, ctsz, efla e ubce foram
selecionados com base em trabalhos prévios que usaram peixes ciclideos
(DELOFFRE et al., 2012; YANG et al., 2013). Os primers foram desenhados
seguindo instrucdes que permitem sua utilizacdo em experimentos de qPCR —
Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction — (BUSTIN et al., 2009)
utilizando-se as ferramentas Primer-BLAST e PCR Primer Stats. O gene ubce
se mostrou mais estavel entre os diferentes grupos e entre os tecidos e por
isso foi selecionado como melhor gene de referéncia, e vem sendo empregado
pelo grupo, como nos trabalhos de Ramos et al. (2017) e Carmello et al.
(2017). Os primers foram desenhados a partir de sequéncias do genoma de
individuo de A. latifasciata ndo portador de cromossomo B (previamente

sequenciado) que foram recuperadas usando-se o programa BLASTALL.

Tabela 3: Lista de primers dos genes candidatos usados para o ensaio de nivel de

expressao por RT-gPCR

Primer ID Sequéncia

SYCP2-F 5 -GATGAAGAGGATAGCCACTG-3’
SYCP2-R 5"-GCACCAACAATGACCACCT-3
Separin-like F 5 -CGCAAGGTGGAATTTAGTGATG-3'
Separin-like R 5-GCTGGGGTTGTTTTGGTATTG-3’

Mitochondrial cardiolipin hydrolase-like-F
Mitochondrial cardiolipin hydrolase-like-R
Tubulin beta-1 chain-like (Tubbl)-F
Tubulin beta-1 chain-like (Tubbl)-R
Kinesin-11 gene (Kiff11)-F

Kinesin-11 gene (Kiff11)-R

Ubce-F (controle)

Ubce-R (controle)

5-CACCACCACCATGTTTGACTC-3
5-GCGACGACTGAAGAGCCAAA-3’
5-TACGCTGTCAGTCCACCAAC-3
5-GTTGAGGTCCCCGTAAGTCG-3’
5-CAGAGCAAAAAGGGCAACCC-3’
5-GATAGACTTCAGGCTCCGCC-3’
5-GTCCGTTTCAATCCCAACTT-3
5-GTTCTCCGTCATCAGAGACT-3

5.2.6 Extracdo do RNA e sintese de cDNA
O RNA total foi extraido com TRIzolReagent (Life) de gbénadas de 4

machos com B, 4 machos sem B, 4 fémeas com B e 4 fémeas sem B,
totalizando 16 individuos. Foram quantificado com uso do espectrofotdmetro

NanoVue e sua integridade foi avaliada usando 2100 Bioanalyzer. cDNA foi
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sintetizado com uso do kit High Capacity (Life). 2 microlitros de cDNA (20
ng/uL) foram amplificados usando o kit GoTaq gPCR Master Mix (Promega) e
400 nM de cada primer em um volume final de 20 uL.

As condicbes de ciclagem foram: 10 minutos as 95°C, 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 15 segundos e anelamento e extensao a 60°C por 1
minuto.

Os niveis de expressdo foram detectados no sistema StepOne Plus
(Life). 2uL de cDNA (20ng/uL) foram amplificados usando o kit GoTaq gPCR
Master Mix (Promega) e 400nM de cada primer em um volume final de 20uL.
As condigbes de ciclagem foram: 10 minutos as 95°C, 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 15 segundos e anelamento e extensao a 60°C por 1
minuto.

Os dados foram normalizados usando o programa Q-Gene (MULLER et
al. 2002, SIMON, 2003).

Andlise estatistica dos niveis de expressao:

A andlise estatistica foi realizada comparando a expressao dos genes.
As amostras foram agrupadas em quatro classes: machos nao portadores de
cromossomo B (MB-), machos portadores de cromossomo B (MB+), fémeas
nao portadoras de cromossomo B (FB-) e fémeas portadoras de cromossomo B
(MB+). A variavel sexo foi inserida nas analises em vista de explorar seu efeito
interagindo com o cromossomo B, uma vez que estudos em outros ciclideos
mostram efeitos importantes da combinacdo destas variaveis (YOSHIDA et al.
2011; RAMOS et. al., 2017; CARMELO et. al., 2017).

Os dados de expressao génica foram comparados usando-se o software
SAS com um modelo linear generalizado (Generalized Linear Model —GLM)
ajustado para modelar a média observada em funcdo das variaveis
categorizadas sexo e presenca de cromossomo B, considerando a distribuicdo
Gama para as variaveis respostas analisadas. O nivel de significancia

estatistica usado foi de 5% (p < 0,05).

6. Resultados e Discussao
6.1. Comportamento meidtico do cromossomo B em Astatotilapia
latifasciata
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6.1.1. Imunolocalizacao e analises meidticas de alta resolucéo

A meiose é uma divisdo celular exclusiva das células germinativas.
Durante a meiose, cromossomos homologos sdo emparelhados e
recombinados, um processo essencial para gerar células haploides
geneticamente distintas (HEYTING, 1996; ROEDER, 1997). Em geral, estudos
apontam que espécies com cromossomos B, durante a meiose apresentam
uma regido distinta, tal regido € caracterizada como heteropicnoética. Essas
regides podem ser um indicio da localizagdo do cromossomo B. O padrédo
heteropicnoético pode estar relacionado ao fato do cromossomo ser bastante
distinto, considerando seu tamanho reduzido e seu nivel de condensacéo, etc.
Curiosamente, este padrdo heteropicnético do B também foi observado em
estagios meidticos subsequentes, como paquiteno, diacinese e metafase |
tornando facil a identificacdo do cromossomo B em algumas espécies de
ciclideos (MARTINS-SANTOS et al., 1995; PIRES et al., 2015).

As andlises meioticas em individuos da espécie Astatotilapia latifasciata
portadores de um cromossomos B demostraram a presenca de 22 bivalentes
relativos aos 44 cromossomos autossomos e presenca de 1 elemento
univalente adicional, equivalente ao B (figura 6). Apesar do comportamento
heteropicnético do cromossomo B em algumas espécies, esse padrdo nao foi
observado na espécie em estudo tornando dificil sua localizagdo. A
identificacdo do cromossomo B foi possivel por meio da técnica de hibridizacao
in situ (FISH) com a sonda especifica do cromossomo B (sonda 174; VALENTE
et al., 2017).

Esse mesmo comportamento também é descrito para cromossomos
sexuais em mamiferos. Pontos de condensacdo e descondensacao
correspondem a regides de atividade e inatividade transcricional do corpo
sexual formado durante a meiose. Assim comoO 0S CromosSSOMOS Ssexuais,
acredita-se que o B tenha um comportamento parecido. Estudos indicam a
origem de cromossomos sexuais a partir de cromossomos B em insetos
(CAMACHO, 2000), e em ciclideos, o B apresenta efeito funcional na
determinacao sexual em algumas espécies (YOSHIDA et al., 2011).

38



Intérfase Paquiteno Metafase |
a| h
5 - t 9
. " '.:ﬁ .

Figura 6: Analise meidtica em machos da espécie Astatotilapia latifasciata. Em a, b e
c imagens de intérfase, paquiteno e metafase |, respectivamente.em individuos sem
cromossomo B. Em d, e e f imagens de intérfase, paquiteno e metafase I,

respectivamente, em individuos com cromossomo B. Em g, h, e i imagens da
localizacdo do cromossomo B por meio da hibridizacdo in situ com sonda especifica
do B apontando a localizacdo do B nas fases de intérfase, paquiteno e metafase |,
respectivamente.

A atividade e inatividade transcricional pode ser demonstrada pela
utilizacdo de anticorpos contra modificagdes de histonas. Essas modificacdes
ocorrem na porcdo N-terminal das caudas das histonas e podem ser
acetilacdo, metilacédo, fosforilagdo, ubiquitinacéo, glicosilacdo, ADP-ribosilacéo
e carbonilacdo. A acetilacdo de histonas esta principalmente relacionada com
ativacdo da transcricdo, recombinacédo e reparo do DNA (GRUNTEIN, 1997,

BIRD et al. 2002). J4 a metilacdo € uma modificacdo que ocorre apenas em
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residuos na lisina (K) e arginina (R) na cauda de histonas H3 e H4 e é
realizada por histona-metiltransferase. Véarios estudos tém mostrado que a
modificacdo da cauda da histona H3 por metilacdo nos residuos de lisinas 9 e
27 regula negativamente a transcricdo, compactando a cromatina. Em
contraste, a eucromatina € marcada por metilagdo nos residuos das lisinas 36
e 4, indicando transcricao ativa (MARTIN, ZHANG, 2005).

Durante a profase da meiose | em mamiferos do sexo masculino, os
Cromossomos sexuais passam por um silenciamento transcricional. Essa
inativacdo € desencadeada pelo acumulo de proteinas (BRCAl, ATR, e
YH2AX) nos cromossomos seguida de alteragbes na cromatina dos
cromossomos sexuais, incluindo modificagcbes de histonas, incorporacdo
especifica de histonas variantes, proteinas ndo histona, e RNAs (PEGE et al.,
2012).

Enquanto marcadores transcricionais aparecem abundantemente sobre
0S autossomos, eles ndo séo dirigidos para 0s cromossomas sexuais em
mamiferos. Ja as modificacbes da cromatina relacionados a silenciamento da
transcricdo, ou seja, a trimetilacdo da lisina 9 da histona H3 (H3K9me3), a
monometilagdo da lisina 4 da histona H3 (H3K4mel) aparecem nos
Cromossomos sexuais.

Utilizando-se esses marcadores em células meidticas de A. latifasciata
esperava-se encontrar no cromossomo B um comportamento semelhante aos
cromossomos sexuais. Porém, a trimetilacdo da histona H3 na lisina 27
(H3K27me3) e a trimetilagcdo da histona H3 na lisina 4 (H3K4me3) apresentou
uma distribuicdo global na fase de paquiteno (figura 7).

Essas duas marcas epigenéticas possuem um efeito antagdnico
(TERREINOREet al.,, 2010). A H3K27me3 esta associada com cromatina
condensada e transcricionalmente inativa, tipico das regides heterocromaticas.
Por outro lado, H3K4me3 é indicadora de cromatina aberta e, portanto,
transcricionalmente ativa, caso das regibes eucromaticas. Apesar do
cromossomo B apresentar-se totalmente heterocromatico (POLETTO et al.
2010), a marca relacionada a inatividade transcricional ndo foi observada neste
Cromossomo.

A acetilagdo da histona H3 na lisina 9 (H3K9ac) distribui-se de forma
dispersa ao longo de todas as regibes da cromatina interfasica e, durante a
préfase |, € mantida até o paquiteno, onde esta associada com o complexo
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sinaptonémico (figura 7 g, h, i). Depois que esta estrutura € desfeita, a marca
H3K9ac também desaparece (figura j, k, I). Essa modificacdo estéa relacionada
a eventos de recombinacdo na meiose de mamiferos (BUARD et al., 2009) e
iISSo parece explicar a sua associacdo com o complexo sinaptonémico em A.
latifasciata. Tais modificagdes durante a meiose podem estar envolvidas com a
correta montagem do complexo sinaptonémico e a progresséo da meiose.

Assim como as modificacdes de histonas sdo importantes para o0
controle de inativacdo e ativacdo da transcricdo durante a divisdo celular,
proteinas meiose-especificas sdo indispensaveis para a progressado da meiose.
Estudos moleculares em cromossomos na fase de paquiteno identificaram
Varios componentes como: proteinas estruturais mitéticas como topoisomerase
II, condensinas e coesinas, também identificaram componentes estruturais
meiose especificos, como do complexo sinaptonémico, que sdo Unicos para a
meiose.

Utilizando-se da tecnologia de super resolucdo de iluminacao
estruturada (SIM) observamos, com o dobro da resolucdo, os anticorpos
especificos contras proteinas coesinas (SCM3) e contra proteinas do complexo
sinaptonémico (SYCP1 e SYCP3). Na figura 8 é possivel observar, por meio
da microscopia de super resolucdo, que todos os 22 cromossomos bivalentes
mais o cromossomo B apresentam dois filamentos, onde encontra-se ancorada
as cromatides irmas. As coesinas meiéticas sao os principais componente dos
elementos axiais, que posteriormente formam os elementos laterais do
complexo sinaptonémico (PAGE, HAWLEY, 2003).

O anticorpo contra proteinas do elemento central (SYCP1)
apresentaram-se como um Unico filamento, exatamente onde 0sS numerosos
filamentos transversais se ligam aos elementos laterais (figura 9a). Ja o
anticorpo contra as proteinas do elemento lateral (SYCP3) evidenciaram
exatamente os dois filamentos para todos os cromossomos (figura 9b). Todos
0S cromossomos, incluindo o B, apresentam as estruturas estudadas sendo
elas fundamentais para garantir a progressao meidtica e a manutencdo do
cromossomo B na célula.

Os cromossomos foram organizados em ordem decrescente de tamanho
e a localizacéo do B foi confirmada pela FISH com sonda especifica do B. O
tamanho do cromossomo B, na fase de paquiteno, é aproximadamente metade
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do tamanho do primeiro par do cariotipo. O cromossomo B metafasico
corresponde em tamanho ao primeiro par do cariétipo. Portanto, na meiose ele
apresentou-se com metade do tamanho, o que confirma a hipétese de que o
cromossomo B esta se dobrando sobre ele mesmo, formando a estrutura fisica
do complexo sinaptonémico necessaria para garantir seu auto pareamento e a
progressdo na meiose, confirmando a hipotese de que ele seja um
iIsocromossomo (figura 10). A microscopia de super resolugao foi fundamental
para visualizar detalhes em alta resolugdo da estrutura do complexo
sinaptonémico.

O correto emparelhamento cromossdmico garante que a sinapse e o
crossing over ocorram entre os cromossomos homoélogos nas células. Estes
sdo eventos que asseguram a correta segregacdo cromossémica na primeira
divisdo meidtica (DE VRIES et al. 2005; KOUZNETSOVA et al. 2011).

A estrutura do complexo sinaptonémico geralmente é estudada por
microscopia eletronica de transmissédo, sendo que 0s avangos em imagens de
super resolucdo representam uma resolucao espacial que se aproxima de uma
resolucao virtualmente molecular. Além disso, os anticorpos marcados com
fluoréforo, especificos de peixes, exibem uma maior afinidade de ligacdo que
permite a visualizagdo de proteinas do complexo como estruturas continuas.
Assim, a microscopia de super resolucdo combinada com moléculas marcadas
com fluoréforos podem fornecer o mapa de localizacédo de diferentes proteinas
com alta preciséo.

Em concluséo, o trabalho desenvolvido gerou dados sobre microscopia
de super resolucéo no estudo do complexo sinaptonémico do cromossomo B. A
hipétese do auto pareamento do cromossomo B investigado foi confirmada e
esse auto-pareamento € um mecanismo essencial que possibilita o

cromossomo B se manter nas células durante a divisao meibtica.
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Anticorpo sobreposicao

H3K27me3

H3K9me3

Figura 7: Imonucoloracdo com anticorpos conta modificacbes de histona em A.
latifasciata (individuos com cromossomo B). Distribuicdo de modificagbes H3K27me3
(a, b, c) e H3K4me3 (d, e, f), ambas em paquitenos. Distribuicdo da modificacédo
H3K9ac em paquiteno (g, h, i), em interfase e em metafase (j, k, ).




Figura 8: Imunodetec¢do com anticorpo contra proteinas coesinas (SCM3). Na imagem a
direita fotomicroscopia de super resolucdo de paquiteno e a esquerda os filamentos
encontram-se organizados em ordem decrescente de tamanho. S&0 22 cromossomos
homologos mais um elemento adicional, representando o cromossomos B, totalizando 23
cromossomos. Nao é possivel identificar precisamente o cromossomo B a partir desta
andlises.
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Figura 9: Fotomicroscopia de super resolu¢cao da imunolocalizagdo das proteinas do
complexo sinaptonémico. A direita encontram-se as imagens dos paquitenos e a
esquerda os mesmos organizados em ordem decrescente de tamanho. Sdo 22
cromossomos bivalente mais um elemento adicional correspondendo ao cromossomo B,
totalizando 23 cromossomos. A imagem a corresponde ao anticorpo SYCP1 (verde), a
imagem b corresponde ao anticorpo SYCP3 (vermelho) e a imagem c corresponde a
sobreposicdo de ambos anticorpos. Nao € possivel identificar precisamente o
cromossomo B a partir desta analises.




cromossomo B

Figura 10:Fotomicroscopia de super resolucdo da imunodetec¢cdo com o anticorpo
SYCP3 (verde) seguida de hibridizacéo in situ com sonda especifica do cromossomo B
(vermelho).a) Cariotipo da sobreposicdo da imunocoloragéo e da FISH.Os cromossomos
homdlogos foram organizados em ordem decrescente, totalizando 22 cromossomos, e 0
cromossomos B localizado por meio da FISH. b) Imagem do paquiteno com anticorpo
SYCP3;c) Hibridizagcéo in situ com sonda B especifica;d) Sobreposi¢cdo da imuno e da
FISH. A seta indica a localizacdo do cromossomo B.




6.1.2. Segregacao cromossdmica via cruzamentos dirigidos e drive

Os cromossomos B ou supranumerarios ndo apresentam uma heranca
Mendeliana usual e sua manutencdo no hospedeiro pode ser determinada pelo
drive que pode ocorrer de muitas maneiras em divisdbes pré-meidticas,
meioticas ou pos-meidticas. A compreensdo do mecanismo de drive representa
a chave no entendimento da maioria dos cromossomos B (HOUBEN, 2017).

O drive meidtico descrito em muitas espécies esta baseado
essencialmente em analises meidticas convencionais. Recentemente, alguns
trabalhos moleculares apontaram o envolvimento de genes que codificam
proteinas e RNAs nado codificantes como possiveis agentes no controle do
drive (MARTIS et al. 2012; BANAEI-MOGHADDAM et al. 2013; SILVA et al.
2014; VALENTE et al. 2014; MA et al., 2016; RAMOS et al. 2017).

O presente trabalho investigou a hipétese de drive por meio de
cruzamentos direcionados e andlise estatistica subsequente. Geralmente, os
cruzamento direcionados realizados com peixes buscam o aprimoramento da
espécie ou um maior vigor hibrido, como ja realizado em tildpia do Nilo (LAGO,
et al. 2017). Entretanto, Oliveira et al., (1997) analisou parentais e F1 de
cruzamento controlados na espécie Prochilodus lineatus e constatou
comportamento meiético, seguindo o modelo Mendeliano. Por meio de testes
ndo paramétricos (Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.) foi inferido uma
taxa de transmissao de kB = 0,511, muito parecido com o valor Mendeliano de
0.5.

Enquanto que, em cruzamentos com centeio, constatou-se um atraso
anafasico em células com B, esse mesmo atraso foi observado em trigo,
caracterizando-se como um drive pos-meioético (revisado por HOUBEN, 2017).
Além disso, Clark et al., (2017) sugere que a presenca do B em fémeas de
Ciclideos africanos envolve dois mecanismos de drive: um envolvendo néo-
disjuncdo e segregacdo preferencial na divisdo mitotica e a outra envolvendo
segregacao preferencial durante a meiose |.

Os cruzamento realizados em A. latifasciata entre machos e fémeas com
e sem cromossomo B geraram proles F2 que foram genotipadas com o0s
marcadores especificos para presenca ou auséncia do cromossomo B de

Fantinatti, Martins (2016), os dados encontram-se na tabela 4.
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Tabela 4: Dados dos cruzamentos direcionados entre individuos com e sem

cromossomo B

Prole Total Data
Cruzamentos Casal obtencao
B+ B- Individuos | da prole
macho B- X fémea  Casal 1
B- 0 20 20 jun/2015
macho B+ X fémea Casal 2
B- 2 8 10 18/08/2015
Casal 3 6 5 11 11/11/2016
Casal 4 8 5 13 20/04/2017
macho B+ X fémea Casal 5
B+ 6 5 11 25/06/2015
Casal 6 27 8 35 11/11/2016
Casal 7 13 3 16 28/03/2017
macho B- X fémea  Casal 8
B+ 22 6 28 25/01/2017
Casal 9 12 12 24 23/05/2017
Casal 10 8 15 23 13/06/2017

A partir desses dados, foi realizado a andlise estatistica por meio do
modelo de regressdo logistica multivariavel para saber qual a chance dos
parentais contribuirem para ocorréncia do cromossomo B nas proles. A anélise
estatistica paramétrica permite fazer uma analise binaria e determinar valores
relativos a contribuicdo paterna e materna para gerar prole com cromossomo
B. A probabilidade do B varia entre 0 e 1, evento dicotbmico, que pode ser
entendido como 1 quando o cromossomo B ocorre e 0 quando nao ocorre.

Por meio da interpretacéo dos resultados de odds ratio (OR) ou razéo de
chances, é possivel afirmar que a contribuicdo, tanto do macho quanto da
fémea, é positiva. Na tabela 5 apresentada abaixo, o primeiro valor (OR=1,70)
refere-se a estimativa de chances de machos B positivos produzirem proles B
positivas. Neste caso, 0s machos com cromossomo B possuem 1,7 chances
maiores de obter filhotes com cromossomo B. No caso das fémeas com B a
estimativa é de OR=2,476. Neste caso, as fémeas positivas aumentam em
2,476 vezes as chances de produzirem proles com B.

Note que ambos, machos e fémeas, contribuem para os descendentes
possuirem B, porém, a contribuicdo feminina € quase duas vezes maior que a

contribuicdo dos machos.

48



Tabela 5: Razbes de chances para um filhote ser B+
Variavel oddsratio (OD). | Intervalo de confianca

paiB+ 1.7025640 1.03567450 2.824775
maeB+ 2.4757244 1.33683035 4.800124

Teste ndo paramétrico ndo foram conduzidos pois, ndo sao téo
fidedignos como os paramétricos visto que, eles apenas, verificam se existe
uma associacdo ou ndo com a hipotese. Além disso, o modelo estatistico
adotado esta bem ajustado, pois os dados relativos a cada cruzamento
encontra-se dentro dos limites de confianca das bandas do modelo proposto
(figura 11). O teste paramétrico, apresentado aqui, além de afirmar que existe
um drive meiético tanto em machos como em fémeas, consegue retornar o

valor de chances com que o evento acontece.

-1

Componente do Desvio

-3
I

| | | | | | |
15 1.0 05 0.0 05 1.0 1.5

Percentil da N(0,1)

Figura 11: Distribuico das proles geradas por meio dos cruzamentos. Os pontos
correspondem as proles geradas nos cruzamento. Para o modelo estatistico proposto
ser de confianga os pontos ndo devem sair dolimite de confianga definidopelas
duaslinhascheias.

Concluimos, a partir dos dados de cruzamento e analise estatistica, que
existe um drive do cromossomo B para a espécie A. latifasciata, tanto em

machos como em fémeas, porém em fémeas o drive é mais intenso.
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6.2. Andlises de expressao de genes envolvidos com ciclo celular

Observando os dados de expressédo (RT-gPCR) de genes integros no
cromossomo B desta espécie (figura 12; tabela 6), observamos que a
diferenca de expressao esta, sempre, associada a fémea. Trabalhos de Ramos
et al. (2017) e Carmelo et al. (2017) suportam a idéia da interacdo entre a
presenca do B com o fendtipo (macho ou fémea) na expressdao dos genes,
porém isto ainda ndo é muito bem compreendido.

Foram avaliados cinco genes em gbnadas de machos e fémeas de
individuos com e sem o cromossomo B. Estes genes foram identificados com
copias duplicadas em cromossomos B de A. latifasciata (VALENTE et al.,
2014). A presenca desses genes no cromossomo B e sua interacdo sdo
discutidos abaixo e suportam a teoria do drive meidtico. Os dados de
expressao foram plotados em gréaficos (figura 12) e a interpretacdo estatistica
qgue suportam o0s resultados encontram-se na tabela 6. No material
suplementar é apresentado a analise estatistica.

A expressdo dos genes tubulin beta-1 chain-like e kinesin-like KIF11-like
apresentou-se aumentada em fémeas com cromossomo B. Segundo a analise
estatistica, a presenca do cromossomo B em fémeas altera a expressao
desses dois genes (figura 12). Assim como descrito em outros trabalhos
(RAMOS et. al.,, 2017; CARMELO et. al., 2017) existe uma interacdo entre
entre o fenétipo (macho ou fémea) e a presenca do B. Os genes presentes no
cromossomo B estdo ativos e podem promover algum efeito ao hospedeiro.
Neste caso, os Os genes tubulin beta-1 chain-like e kinesin-like KIF11-like
traduzem proteinas que constituem o citoesqueleto celular.

As tubulina se organizam para formar os microtibulo que servem como
trilhos para o transporte intracelular, fornecem suporte mecénico e contribuem
para determinacdo da forma celular, e ainda atua facilitando a segregacao
cromossOmica na divisdo. O citoesqueleto dos microtibulos é notavelmente
dindmico, e muitas das suas funcdes dependem na sua capacidade de se
organizar em diferentes arquiteturas, esta plasticidade assegura a distribuicéo
igual dos cromossomos (ROOSTALU, SURREY,2017). As cinesinas também
sdo responsavel pelo transporte de estruturas dentro da célula interagindo

quimicamente com os microtubulos. Além disso elas sdo essenciais para o
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estabelecimento da bipolaridade do fuso (SAWIN et al., 1992; HECK et al.,
1993; BLANGYet al., 1995).

O gene mitochondrial cardiolipin hydrolase-like também apresentou
interacdo sexo e B significativa. Houve o0 aumento da expressdao em fémeas
com cromossomo B (figura 12). Este genes transcreve uma endonuclease que
desempenha um papel critico na biogénese dos piRNAs. Os piRNAs oferecem
protecdo essencial contra a atividade de elementos genéticos moveis. O
silenciamento do transposon mediado pelo piRNA €, portanto, critico para a
manutencao da estabilidade do genoma, em patrticular nas células germinativas
guando os transposons sdo mobilizados como consequéncia da desmetilacédo
gendmica amplamente difundida (HUANG et al., 2011).

Acreditamos que o0 aumento da expressdo desses genes em fémeas
esteja envolvido com a manutencdo do cromossomo B na prole. Os genes
tubulin beta-1 chain-like e kinesin-like KIF11-like favorecem a segregacédo e o
gene mitochondrial cardiolipin hydrolase-like protege o cromossomo B do
silenciamento por transposon. Sao func¢des importante que ocorrem na meiose
e gque favorece o drive do cromossomo B nas fémeas.

A expressao dos genes synaptonemal complexprotein 2-like (sycp2) e
separin-like ndo apresentaram interacdo significativa com o cromossomo B.
Apesar destes genes possuirem cépia duplicada no cromossomo B, a diferenca
de expressdo esta relacionada apenas ao fenétipo masculino e feminino
(figura 12) e ndo a presenca do B. Para todos os genes analisados, néo
ocorreram diferencas estatisticamente significativas de expressao dos genes
nos machos com e sem o0 cromossomo B.

A partir dos dados de cruzamentos direcionados e analise estatistica,
podemos inferir que existe um drive meidtico atuando na espécie A. latifasciata,
sendo este mais intenso nas fémeas. Além disso, a expressdo de alguns genes
integros no cromossomo B apresenta-se mais intensa em fémeas, isto é uma
evidéncia do envolvimento de genes que codificam proteinas no controle da

transmissao meiodtica do cromossomo B.

Tabela 6: Interpretacdo da andlise estatistica sobre a diferenca de expressao de

genes presente no cromossomo B.

Gene Efeito do sexo Interacdo sexo e B
sycp2 | Diminui a expressao na fémea
mit Aumento da expressdo na fémea

51




comB
. Aumento da expresséo na fémea
kif1l
comB
Aumento da expresséo na
sep ~
fémea
b Aumenta da expressao na fémea
comB
gene synaptonemal complex protein 2-like gene separin-like
0.08+ 16— X

0.07- 144
! 12

10+

b 3
0.014 —_— 2
0.00 : ' 0

Nivel de Expressio
e o © o o
o o © © ©°
1<) [ 3 (L] @

L L Il 1 L

Nivel de Expresséao
T r

d v’ g v
S & &% S & & @
gene kinesin-like KIF11-like gene tubulin beta-1 chain-like
1.0 -><- 1.0 *
0.9 0.9
o 0.8 S 0.8+
? 074 ? 074
g g
8 0.6 5 0.6
0 0.5 i 0.6- !
3 0.4 3 0.4
< 0.34 T = 0.34
= 0.2 % 0.2

= !
0.1 0.1 |l|
0.0 : 0.0 !

®€ @l K& Kﬁ' &‘g @vl K& @l
gene mitocondrial cardiolipin hydrolase-like

[

154 *k

[\*]
o
1

-
o
1

']

Nivel de Expressao

Figura 12: Analise da diferenca de expressdodos genes synaptonemal complex
protein 2-like, separin-like, kinesin-like KIF11-like, tubulin beta-1 chain-like e
mitochondrial cardiolipin hydrolase-like. Machos B positivo estdo representados por
mb+ (azul escuro); machos B negativo estdo representados por mb- (azul claro);
fémeas B positivo estéo representadas por fb+ (vermelho escuro) e fémeas B negativo
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estdo representadas por fb- (rosa). A barra nos graficos representam o desvio padrao
e asteriscos indicam diferencas estatisticas.

7. Concluséo final

Em concluséo, o trabalho desenvolvido apresentou trés evidéncias sobre
0 a hipétese do auto-pareamento do cromossomo B em A. latifasciata,
consequentemente confirmando que ele seja um isocromossomo. Primeiro,
todos os cromossomos do complemento apresentaram as estruturas proteicas
necessarias para a progressdo na meiose; segundo, o tamanho do B
corresponde a metade do tamanho do primeiro cromossomo do complemento,
indicando que ele esta dobrando-se sobre si; e terceiro, a confirmacdo da
localizagdo pela FISH. A partir dos dados de cruzamentos direcionados e
analise estatistica, podemos inferir que existe um drive meidtico atuando na
espécie A. latifasciata, sendo este mais intenso nas fémeas. Além disso, a
expressao diferenciada de genes envolvidos na maquinaria da divisdo celular
presentes em copia duplicada no cromossomo B de fémeas evidencia o
envolvimento desses genes no controle da transmissdo meidtica do

cromossomo B.
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9. Material suplementar

The SAS System

1

o N o Oor A WD
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15 16
16 17

0

O O O O R F P kB P P P P OO O

1 0.037343 . . 0.44427

1 0.027306 11.7208 3.2886 0.26616 0.26616
1 0.029231 15.0261 2.8787 0.41604 0.41604
1 0.029280 13.4425 3.5590 0.33918 0.33918
1 0.000076 9.1753 7.4772 1.22372 1.22372

1 . 13.4210 12.7886 0.03666 0.03666
1 0.000132 8.6249 10.4426 0.10655 0.10655
1 . 12.8260 10.0633 0.09569 0.09569
0 . 3.1394 10.3630 0.00895 0.00895
0 . 3.3053 9.8843 0.00129 0.00129
0 . 4.4162 16.8630 0.01008

0 0.000051 4.6868 8.9991 0.01141 0.01141
0 0.019803 11.7244 4.1780 0.10617 0.10617
0 0.015652 8.0839 3.0151 0.11124 0.11124
0 0.016608 7.5890 2.9588 0.11376 0.11376
0 0.083266 37.1662 9.1510 0.42978 0.42978

Obs id sex b_pres  sycp2 mit sep kifll  tubl interacao

O O O O O O O O Fr P P P OO o O
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The SAS System

The GENMOD Procedure

Model Information

Data Set WORK.NATALIA
Distribution Gamma
Link Function Log
Dependent Variable sycp2

Missing Values

Number of Observations Read 16
Number of Observations Used 11

5

Class Level Information
Class Levels Values

sex 210
b_pres 210
interacao 210

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion DF  Value Value/DF
Deviance 7 24394  0.3485
Scaled Deviance 7 11.3909  1.6273
Pearson Chi-Square 7 3.0588  0.4370
Scaled Pearson X2 7 142830  2.0404
Log Likelihood 49.3826
Full Log Likelihood 49.3826
AIC (smaller is better) -88.7651
AICC (smaller is better) -76.7651
BIC (smaller is better) -86.7756

Algorithm converged.
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Parameter

Intercept
Sex 1
Sex 0
b_pres 1
b_pres 0
interacao 1
interacao 0
Scale

Analysis Of Maximum Likelihood Parameter Estimates

DF Estimate Standard Wald 95%
Error Confidence Limits

1
1
0
1
0
1
0
1

-3.3863 0.2314 -3.8398
-6.4927 0.5174 -7.5067
0.0000 0.0000  0.0000
-0.0942 0.3272 -0.7356
0.0000 0.0000  0.0000
0.8031 0.6545 -0.4796
0.0000 0.0000  0.0000
4.6695 1.9242  2.0822

-2.9328
-5.4786
0.0000
0.5471
0.0000
2.0858
0.0000
10.4720

Wald Pr > ChiSq

Chi-
Square

214.19
157.47
0.08

1.51

<.0001
<.0001

0.7734

0.2198

Note: The scale parameter was estimated by maximum likelihood.

sex 1 20.14
b_pres 1 0.08
interacao 1 1.34

LR Statistics For Type 3 Analysis
Source  DF Chi-Square Pr > ChiSq

<.0001
0.7738
0.2474
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The SAS System

The GENMOD Procedure
Model Information

Data Set WORK.NATALIA
Distribution Gamma
Link Function Log
Dependent Variable mit

Number of Observations Read 16
Number of Observations Used 15
Missing Values 1

Class Level Information
Class Levels Values

sex 210
b_pres 210
interacao 210

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion DF  Value Value/DF
Deviance 11 2.1689 0.1972
Scaled Deviance 11 153525  1.3957
Pearson Chi-Square 11 2.6021  0.2366
Scaled Pearson X2 11 18.4186  1.6744
Log Likelihood -39.8112
Full Log Likelihood -39.8112
AIC (smaller is better) 89.6224
AICC (smaller is better) 96.2891
BIC (smaller is better) 93.1627

Algorithm converged.




Parameter

Intercept
Sex 1
Sex 0
b_pres 1
b_pres 0
interacao 1
interacao 0
Scale

Analysis Of Maximum Likelihood Parameter Estimates
DF Estimate Standard Wald 95%

1
1
0
1
0
1
0
1

Error Confidence Limits

2.7814 0.1879  2.4130 3.1497

-1.4237 0.2658 -1.9446 -0.9028

0.0000 0.0000  0.0000 0.0000

-0.1864 0.2871 -0.7490 0.3763

0.0000 0.0000  0.0000 0.0000
1.2277 0.3912  0.4609 1.9945
0.0000 0.0000  0.0000 0.0000
7.0784 2.5261 3.5169 14.2465

Wald Pr > ChiSq

Chi-
Square

219.03
28.70
0.42

9.85

<.0001
<,0001

0.5162

0.0017

Note: The scale parameter was estimated by maximum likelihood.

LR Statistics For Type 3 Analysis
Source  DF Chi-Square Pr > ChiSq

sex 1 15.66 <.0001
b _pres 1 0.41 0.5211
interacao 1 7.46 0.0063
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The SAS System

The GENMOD Procedure

Model Information
Data Set WORK.NATALIA
Distribution Gamma
Link Function Log
Dependent Variable kifll

Number of Observations Read 16
Number of Observations Used 16

Class Level Information

Class Levels Values

sex 210
b_pres 210
interacao 210

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion DF  Value Value/DF
Deviance 12 11.3059 0.9422
Scaled Deviance 12 17.6483  1.4707
Pearson Chi-Square 12 10.6047  0.8837
Scaled Pearson X2 12 16.5536  1.3795
Log Likelihood 18.8685
Full Log Likelihood 18.8685
AIC (smaller is better) -27.7370
AICC (smaller is better) -21.7370
BIC (smaller is better) -23.8741

Algorithm converged.
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Parameter

Intercept
Sex 1
Sex 0
b _pres 1
b _pres 0
interacao 1
interacao 0
Scale

Analysis Of Maximum Likelihood Parameter Estimates
DF Estimate Standard Wald 95%

1
1
0
1
0
1
0
1

Error Confidence Limits

-1.6595 0.4002 -2.4438 -0.8751
-3.1769 0.5660 -4.2862 -2.0677

0.0000 0.0000  0.0000  0.0000
0.6555 0.5660 -0.4538  1.7647
0.0000 0.0000  0.0000  0.0000
3.1749 0.8004 1.6061  4.7436
0.0000 0.0000  0.0000  0.0000
1.5610 05039 0.8291  2.9389

Wald Chi- Pr > ChiSq

Square
17.19
31.51

1.34

15.73

<.0001
<.0001

0.2468

<.0001

Note: The scale parameter was estimated by maximum likelihood.

LR Statistics For Type 3 Analysis
Source DF Chi-Square Pr > ChiSq
sex 1 15.50 <.0001
b_pres 1 1.27 0.2589
interacao 1 10.77 0.0010
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The SAS System

The GENMOD Procedure
Model Information

Data Set WORK.NATALIA
Distribution Gamma
Link Function Log
Dependent Variable sep

Number of Observations Read 16
Number of Observations Used 15
Missing Values 1

Class Level Information
Class Levels Values

sex 210
b_pres 210
interacao 210

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion DF  Value Value/DF
Deviance 11  1.3483 0.1226
Scaled Deviance 11 15.2213  1.3838
Pearson Chi-Square 11 15636  0.1421
Scaled Pearson X2 11 17.6520  1.6047
Log Likelihood -31.5426
Full Log Likelihood -31.5426
AIC (smaller is better) 73.0851
AICC (smaller is better) 79.7518
BIC (smaller is better) 76.6254

Algorithm converged.




Parameter

Intercept
Sex 1
Sex 0
b pres 1
b_pres 0
interacao 1
interacao 0
Scale

Analysis Of Maximum Likelihood Parameter Estimates
DF Estimate Standard Wald 95%

1
1
0
1
0
1
0
1

Error Confidence Limits

1.5740 0.1488  1.2823 1.8656
0.8708 0.2105  0.4583 1.2833
0.0000 0.0000 0.0000  0.0000
-0.3977 0.2273 -0.8433 0.0478
0.0000 0.0000 0.0000  0.0000
0.2747 0.3098 -0.3325 0.8819
0.0000 0.0000 0.0000  0.0000
11.2892 4.0628  5.5761 22.8557

Wald Pr > ChiSq

Chi-
Square

111.87
17.12
3.06

0.79

<.0001
<.0001

0.0802

0.3752

Note: The scale parameter was estimated by maximum likelihood.

LR Statistics For Type 3 Analysis
Source  DF Chi-Square Pr > ChiSq
sex 1 11.30 0.0008
b_pres 1 2.73 0.0985
interacao 1 0.76 0.3822
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The SAS System

The GENMOD Procedure

Model Information
Data Set WORK.NATALIA
Distribution Gamma
Link Function Log
Dependent Variable tubl

Number of Observations Read 16
Number of Observations Used 14
Missing Values 2

Class Level Information
Class Levels Values

sex 210
b_pres 210
interacao 210

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion DF  Value Value/DF
Deviance 10 11.1621 1.1162
Scaled Deviance 10 15.5987  1.5599
Pearson Chi-Square 10 10.6442  1.0644
Scaled Pearson X2 10 14.8749  1.4875
Log Likelihood 15.1247
Full Log Likelihood 15.1247
AIC (smaller is better) -20.2493
AICC (smaller is better) -12.7493
BIC (smaller is better) -17.0540

Algorithm converged.




Analysis Of Maximum Likelihood Parameter Estimates

Parameter DF Estimate Standard Wald 95% Wald Chi- Pr > ChiSq
Error Confidence Limits Square

Intercept 1 -1.6595 0.4230 -2.4885 -0.8305 15.39 <.0001
Sex 1 1 -3.2715 0.6461 -4.5378 -2.0052 25.64 <.0001
Sex 0 0 0.0000 0.0000  0.0000  0.0000 . .
b_pres 1 1 0.5820 0.6461 -0.6843  1.8483 0.81 0.3677
b_pres 0 0 0.0000 0.0000  0.0000  0.0000 . .
interaca0 1 1 3.3429 0.9137 15521  5.1338 13.39 0.0003
interacao 0 0 0.0000 0.0000  0.0000  0.0000

Scale 1 13975 04783 0.7146  2.7330

Note: The scale parameter was estimated by maximum likelihood.

LR Statistics For Type 3 Analysis
Source  DF Chi-Square Pr > ChiSq
Sex 1 11.94 0.0005
b_pres 1 0.80 0.3700
Interacao 1 8.72 0.0031
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