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Resumo

Cromossomos supernumerarios sdo polimorfismos numéricos frequentemente registrados em
eucariotos, sendo que seus efeitos sdo pouco elucidados. Em alguns individuos da espécie
Astatotilapia latifasciata pode-se identificar um ou dois cromossomos B, que sdo totalmente
heterocromaticos e ricos em sequéncias repetitivas. Em vista de compreender sua origem,
evolucdo e efeitos, este elemento vem sendo largamente explorado por técnicas integradas de
citogenética, biologia molecular e gendmica. Aqui, explorou-se o padrdo de marcas
epigenéticas do DNA deste cromossomo B e seus efeitos nas vias de metilacdo do DNA e de
formacdo de tRFs. Usando-se imunocitogenética, ferramentas de bioinformatica,
quantificacdo global de 5mC e 5hmC e RT-gPCR, identificou-se que o cromossomo B de A.
latifasciata possui padrdo epigenético ativo e que ndao € um isocromossomo. Além disso,
foram observados efeitos heterogéneos deste cromossomo na expressdao de epi-miRNAs
candidatos, de genes de modificacBes epigenéticas do DNA e de genes relacionados com a
formacdo de tRFs. Como consequéncia, também foram registrados efeitos de cromossomos B
nos niveis globais de 5mC e 5hmC e na formacdo de tRFs. Essas variacBes observadas
parecem estar relacionadas com os mecanismos de manutencdo do cromossomo B e estdo em

desacordo com a difundida ideia de que ele seja um elemento inerte.

Palavras-chave: cromossomo supernumerario, epigenética, modificacdes do DNA,
microRNAs, fragmentos de tRNA.



Abstract

Supernumerary B chromosomes are numerical polymorphisms frequently registered in
eukaryotes, and their effects are not elucidated. In some individuals of the species
Astatotilapia latifasciata one or two B isochromosomes can be identified, which are totally
heterochromatic and enriched by repetitive sequences. In order to understand its origin,
evolution and effects, this element has been widely explored by integrated techniques of
cytogenetics, molecular biology and genomics. Here, the pattern of epigenetic marks of the
DNA of this B chromosome and its effects on the pathways of DNA methylation and
formation of tRFs. Using immunocytogenetics, bioinformatics tools, global quantification of
5mC and 5hmC and RT-qPCR, it was identified that the B chromosome of A. latifasciata has
active epigenetic pattern and it is not an isochromosome. In addition, heterogeneous effects
of this chromosome were observed in the expression of candidate epi-miRNAs, genes of
epigenetic modifications of DNA and genes related to the formation of tRFs. As a
consequence, effects of B chromosomes were also registered at the global levels of 5mC and
5hmC and in the formation of tRFs. These variations appear to be related to the maintenance
mechanisms of chromosome B and are in opposition with the widespread idea that they are

inert elements.

Key-words: supernumerary chromosome, epigenetics, DNA modifications, microRNAs,
tRNA fragments.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cromossomos B

Cromossomos B (ou supernumerarios) séo tradicionalmente referidos como elementos
adicionais ao complemento cromossémico A, que ndo afetam o fendtipo de seus portadores
sendo, portanto, dispensaveis (Beukeboom 1994; Camacho et al. 2000). Estes cromossomos
ja foram identificados em varios grupos de fungos, plantas e animais, indicando que eles
tiveram multiplas e independentes origens entre os eucariotos (Miao et al. 1991; Camacho
2000; Houben & Carchilan 2011).

Uma intrigante caracteristica dos cromossomos supernumerarios € que eles
geralmente ndo recombinam com outros cromossomos durante a meiose, fazendo com que
estes elementos tracem um caminho evolutivo distinto (Beukeboom 1994). Além disso, a
auséncia de recombinacdo leva a um padrdo de transmissdo aleatdrio, o que explica as

frequéncias de cromossomos B fora do padrdo Mendeliano (Camacho et al. 2000).

Diferente de outras variagdes numéricas, como as aneuploidias, cromossomos B nédo
possuem homologia com o0s cromossomos do complemento A, porém compartilham
sequéncias com estes, 0 que indica que sua origem se deu a partir do cari6tipo regular
(Valente et al. 2014), seguida por varios processos que levaram a sua diversificacdo, como
eventos de duplicacdo, degeneracdo, invasdo por elementos moveis e mesmo por sequéncias
organelares (Martis et al. 2012; Valente et al. 2014). Além disso, cromossomos B sdo ricos
em sequéncias repetitivas e sdo frequentemente descritos como heterocromaticos, indicando

auséncia de atividade génica (Camacho 2005).

Apesar do cenario classico na pesquisa sobre cromossomos B indicar que eles sdo
elementos inertes, varios estudos vem demonstrando a presenca de genes funcionais nestes
elementos (Valente et al. 2014; Makunin et al. 2014; Banaei-Moghaddam et al. 2015; Huang
et al. 2016; Navarro-Dominguez et al. 2017), bem como seus efeitos na expressdo de
sequéncias provenientes do complemento A (Carchilan et al. 2009; Huang et al. 2016; Ramos
et al. 2017), nos niveis de proteinas heatshock (Teruel et al. 2011), de isoenzimas (Rejon et
al. 1980), na fertilidade de fémeas (Castro et al. 1998), no fitness (Beukeboom et al. 1998), na
massa corpdrea (Zima et al. 2003), entre outros. Assim, esse conjunto de dados se ople a

ideia de inatividade dos cromossomos B. Porém, comparado ao ndmero de estudos



envolvendo os aspectos estruturais e evolutivos destes elementos, os aspectos funcionais

ainda sdo pouco explorados.

1.2. Regulacao da expressao génica

A expressdo génica pode ser regulada em varios momentos e de diferentes maneiras.
A regulacdo génica pré-transcricional ocorre antes do RNA ser sintetizado e envolve
principalmente 0s mecanismos associados com a acessibilidade da cromatina a RNA
polimerase, como as modificacBes epigenéticas da cromatina e a acdo de fatores de
transcricdo. Por sua vez, a regulacdo pds-transcricional da expressao génica ocorre durante o
processamento do RNA até sua traducdo, além de sua degradacédo, e mecanismos envolvendo
pequenos RNAs possuem funcgdo chave nesta fase (Jaenisch & Bird 2003; Holoch & Moazed
2015).

Nessa tese sera dada atencdo especial as modificacdes epigenéticas do DNA, aos epi-

microRNAs (miRNAS) e aos fragmentos de RNAs transportadores (tRFs).

1.2.1. ModificagBes epigenéticas do DNA

A metilacdo de citosinas do DNA (5-metilcitocina — 5mC) é a modificacdo
epigenética mais bem estudada e esta envolvida com muitos processos bioldgicos importantes
como desenvolvimento, diferenciacdo celular e inativacdo de elementos transponiveis e do
cromossomo X de fémeas de mamiferos placentarios (Bird 2002; Klose & Bird 2006). O
estabelecimento dessa modificacdo é realizado pelas enzimas DNA metiltransferase
(DNTM). A DNMTL realiza a funcdo de manutencdo da metilacdo, enquanto que a
DNMT3A e DNMT3B realizam metilagcdo de novo (Goll & Bestor 2005).

Demetilacdo do DNA acontece por oxidacdo de 5mC levando a formacdo de
hidroximetilcitosina (5ShmC) e, subsequentemente, de formilcitosina (5fC) e carboxilcitosina
(5caC) (Figura 1) por atividade das enzimas Ten-eleven translocation (TET1, TET2 e TET3)
(Huang & Rao 2012). Por sua vez, a recuperacdo do estado ndo modificado das citosinas
acontece por acdo da enzima Thymine DNA glycosylase (TDG), que realiza a remoc¢éo da
citosina modificada e adigdo de citosina ndo-modificada na fita de DNA (Kohli & Zhang



2013). Mudancas nos niveis de expressdo dos genes que codificam estas enzimas afetam as
taxas de modificacdo do DNA e, assim, promovem alteracfes que podem culminar em cancer

e erros de desenvolvimento (Rhee et al. 2002; Huang & Rao 2014).
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Figura 1. Ciclo de metilacio do DNA indicando as variantes de citosina e as enzimas

envolvidas nesse processo. Fonte: lvanov et al. (2011).

A presenca de 5mC esta geralmente envolvida com inatividade de uma regido
genbmica, como pode ser observado em promotores de genes silenciados, porém, esta marca
é também enriquecida no corpo de genes ativos (Jones 2012). Esses dados contrastantes
demonstram a importancia de conhecer o contexto gendmico para se compreender a funcao
das epimarcas (Breiling & Lyko 2015). Por sua vez, apesar de serem intermediarias durante o
processo de demetilacdo do DNA, 5hmC, 5fC e 5caC podem ocorrer de forma estavel e
definir o estado funcional de uma regido genémica (Bachman et al. 2014, 2015; Eleftheriou et
al. 2015). 5hmC esta associada com atividade de acentuadores genéticos e corpo de genes,
enquanto que 5fC e 5caC atuam no recrutamento da maquinaria de reparo do DNA (Breiling
& Lyko 2015).



1.2.2. Pequenos RNAs ndo codificadores

1.2.2.1. MicroRNAs

MicroRNAs sdo moléculas de aproximadamente 22 nucleotideos que atuam na
regulacdo pos-transcricional de genes por se ligarem ao RNA mensageiro, principalmente nas
3’-untranslated regions (3’UTR) promovendo sua degradagdo e, assim, o bloqueio do
processo de traducdo (Bartel 2004; Gosline et al. 2016). Esse mecanismo de regulacdo da
expressao génica ocorre em muitos processos bioldgicos e alteracBes na expressao de
miRNAs podem produzir efeitos, como erros de desenvolvimento e doengas (Gosline et al.
2016).

Os genes de miRNAs sao transcritos pela RNA polimerase Il (Pol 1) em miRNAs
primarios e, ainda no nucleo, sdo processados pelo complexo RNase 11l DROSHA e DGCR8
formando os precursores de mMIRNAs. No citoplasma, esses precursores sdo entdo
processados pelo complexo RNase Il DICER formando os miRNAs maduros (Cai et al.
2004; Lee et al. 2004). Quando os miRNAs maduros sdo incorporados ao complexo RISC, o
controle pds-transcricional pode ocorrer de duas maneiras: se 0 miRNA se liga ao alvo com
total complementariedade, 0 mMRNA é clivado; por outro lado, se 0 miRNA possui
complementariedade parcial com 0 mRNA, ocorre inibicdo da traducdo (Chuang & Jones
2007) (Figura 2).
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Figura 2. Biogénese e mecanismos de acdo de miRNAs. Fonte: Ryan et al. (2015).



1.2.2.2. Fragmentos de RNAs transportadores

RNAs transportadores possuem importante papel na sintese proteica, ligando o cddigo
genético com o codigo de aminoécidos na sequéncia de proteinas. Essa funcdo canonica, que
inclusive dad nome a essas moléculas, tem sido revista e varias outras fungdes vem sendo
atribuidas aos tRNAs, como a sintese de antibidticos, remodelamento do envelope celular,

sinalizacdo de estresse nutricional e formacéo de fragmentos de tRNA (Raina & Ibba 2014).

Os tRFs resultam da clivagem direcionada de tRNAs, variam em tamanho de 14 a 32
nucleotideos e podem ser classificados em trés grupos: tRF-1, tRF-3 e tRF-5 (Lee et al. 2009)
(Figura 3). Estudos mostram a associacdo destas moléculas com as proteinas
ARGONAUTAS e sua atividade na regulacdo da expressdo génica (Cole et al. 2009; Lee et
al. 2009; Haussecker et al. 2010; Pederson 2010; Garcia-Silva et al. 2012; Kumar et al. 2014).
No entanto, a pesquisa sobre tRFs encontra-se no comeco e estes ainda precisam ser bastante

explorados para que suas fungdes sejam claramente elucidadas.

A magquinaria molecular envolvida na formacdo de tRFs inclui as enzimas RNaseZ,
Angiogenina e Dicer (Shigematsu et al. 2014). A génese dessas moléculas ocorre durante o
processo de maturacdo dos tRNAs, quando a classe tRF-1 ¢ formada, e por clivagem do
tRNA maduro, que leva a formacdo das classes tRF-5 e tRF-3 (Lee et al. 2009). Além disso,
estudos indicam que a metilacdo de citosinas de tRNAs € importante para a eficiéncia da
traducdo e diminuicBes na expressdo das enzimas que realizam esse processo levam a

fragmentacgéo de tRNAs e, portanto, formacéo de tRFs (Tuorto et al. 2012).

Genomic sequence

tRNA (dT)s7

Pol III transcription

Pol lll transcript (pre-tRNA)
'V; tRNA (U)s
RNase P RNase Z

l 5 and 3’ end trimming

— ~——(U)4

tRF-1 series
CCA addition to the 3'-end l

base modification
splicing of intron (if any)

mature tRNA mature tRNA CCA

Angiogenin 4 ‘Dicer
Dicer

— I A
tRF-5 series tRF-3 series

Figura 3. Biogénese e classificacdo dos tRFs. Fonte: Fu et al. (2015).



1.3. Astatotilapia latifasciata como modelo para estudos sobre a biologia de cromossomos
B

Astatotilapia latifasciata é um peixe ciclideo pertencente a subfamilia
Pseudocrenilabrinae, natural dos lagos Kyoga e Nawampasa, que séo lagos satélites do lago
Vitdria, no leste Africano (Steeves et al. 2010). Esta espécie possui cariétipo padrdo
constituido por 44 cromossomos, sendo 14 meta-submetacéntricos e 30 subtelo-acrocéntricos,
sem cromossomos sexuais diferenciados morfologicamente. Alguns individuos desta espécie
possuem um ou dois cromossomos B metacéntricos, com tamanho de 3,35 um, o que
corresponde a 6,48% do genoma total, e que se mostram totalmente heterocromaticos e

constantes em todas as células dos individuos que as possuem (Fantinatti et al. 2011).

Mapeamento fisico cromossémico indica acumulo de sequéncias repetitivas nestes
cromossomos, incluindo DNA ribossomal 18S inativo. Esta abordagem também revela uma
relagdo estreita entre o conteudo gendmico do cromossomo B e o maior cromossomo do
complemento A (par 1). Deste modo, sugere-se que estes elementos supernumerarios 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 cromossdmico seguido da formagdo de um

isocromossomo (Poletto et al. 2010; Fantinatti et al. 2011).

Visando explorar com mais detalhes o conteido de cromossomos B de A. latifasciata,
um estudo usando abordagens gendmicas integradas, dentre elas o sequenciamento de
genomas inteiros, foi conduzido e revelou que, além do acimulo de sequéncias repetitivas,
existem colpias génicas com alta integridade e de fragmentos de genes nos cromossomos
supernumerarios (Valente et al. 2014). Mais recentemente foram sequenciadas bibliotecas de
pequenos (Fantinatti 2015) e longos RNAs (Marques 2016) de diversos tecidos, indicando
que cromossomos supernumerarios afetam a expressdo de genes e de miRNAs e revelando
aspectos funcionais destes elementos. Outros estudos revelam a diversidade de sequéncias
presentes nestes elementos, como a presenca de retrogenes (Carmello 2015) e RNAs longos
ndo codificadores (Ramos et al. 2017). Assim, este conjunto de abordagens diversificadas e
complementares tem tornado a espécie A. latifasciata um modelo importante na compreenséo

da origem, evolugéo e fungdo de cromossomos B.



2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Explorar os efeitos de cromossomos B nas vias de modificagdes epigenéticas do DNA
e de formacéo de tRFs no ciclideo Astatotilapia latifasciata.

2.2. Especificos

- ldentificar os padrées de modificacbes epigenéticas do DNA no cromossomo B de A.

latifasciata;

- ldentificar genes da maquinaria de metilagdo e demetilagdo do DNA diferencialmente
expressos por efeito do cromossomo B;

- Identificar epi-miRNAs e avaliar sua expressao por efeito do cromossomo B;
- Avaliar os efeitos do cromossomo B no conteudo global de 5mC e 5hmC;

- Identificar tRFs e avaliar sua expressao por efeito do cromossomo B;



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Amostras

Linhagens de Astatotilapia latifasciata mantidas no biotério do Laboratério Gendmica
Integrativa (Universidade Estadual Paulista — Botucatu), nas quais se identificou a presenca
de individuos portadores de cromossomos B, foram utilizadas neste estudo. Os
procedimentos laboratoriais foram realizados de acordo com os principios de ética
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA) e
foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) do Instituto de Biociéncias
da UNESP de Botucatu (Protocolo n°: 486-2013).

Em vista de minimizar os efeitos de outras variaveis durante as analises, quatro proles
foram usadas neste estudo. Os animais foram mantidos em aquarios com condicdes

ambientais padronizadas e a coleta de tecidos foi sempre realizada no periodo da tarde.

3.2. Genotipagem

Em vista de otimizar as analises e direciona-las a organismos especificos, foi
realizada genotipagem dos individuos visando identificar portadores e ndo portadores de
cromossomos B. Assim, PCRs (Polymerase chain reaction) foram conduzidas utilizando-se
um conjunto de 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 foram
constituidas por 9,76 uL de agua ultrapura, 0,56 uL de dNTP (8mM) (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 0,45 ul de MgCly, 1,5 uL de tampéo para Taq DNA Polimerase (10X), 0,4 uL de cada
primer, 0,13 uL de Tag Polimerase (5U/uL) e 1uL de DNA gendmico (100 ng/uL). As
condicdes de ciclagem foram: 95°C por 5 minutos, 95° por 1 minuto, 60°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.

3.3. Obtencéo de cromossomos mitéticos

Os cromossomos metafasicos foram obtidos seguindo o protocolo de Bertollo et al.

(1978) com algumas adaptacbes. Para inducdo mitdtica foi injetada solucdo de fermento



bioldgico (0,5g de fermento biologico, 0,5g de sacarose e 7mL de agua) na propor¢éo de 1mL
para cada 100g de peso do animal. Em seguida, os animais foram mantidos em tanque aerado
por 72h. Apds isso, solugdo de colchicina (0,025%) na propor¢do 1mi/100g de peso corpdreo
foi injetada nos animais e estes foram mantidos em aquério por 45 minutos. Os peixes foram,
entdo, anestesiados com eugenol e sacrificados. O rim foi extraido, colocado em placa de
Petri contendo 5 ml de solugéo hipotdnica de cloreto de potéssio (5,99 de cloreto de potassio
para 1 litro de &gua destilada) e dissociado com ajuda de uma seringa de vidro. A suspensao
celular obtida foi mantida em estufa a 37°C por 35 minutos. Ap0ds isso, o material foi
cuidadosamente transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL, onde foram adicionadas 5
gotas de fixador Carnoy 3:1 (3 partes de metanol para 1 parte de &cido acético) e o material
foi homogeneizado por pipetagem. Em seguida, o material foi centrifugado por 900 rpm
durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado, 3 mL de fixador Carnoy 3:1 foram
adicionados e o material homogeneizado. Essa etapa foi repetida mais duas vezes e o material

foi mantido em freezer até o momento do uso.

3.4. Imunolocalizacdo de modificacdes epigenéticas do DNA

Os procedimentos seguiram o protocolo descrito em Rens et al. (2010). Os
cromossomos fixados em laminas foram desidratados em série alcoolica (70%, 85% e 100%),
por 5 minutos em cada. Posteriormente, foram desnaturados em solucdo de &cido cloridrico
2M por 15 minutos, seguido de banho em borato de sédio 0,1 M (pH=8,4) por 1 minuto e
lavagem em 1XPBS por 3 minutos. Em seguida, os cromossomos foram desidratados em
série alcoolica e reidratados em 1XPBS por 3 minutos. Solucdo de blogueio 1XPBT (10%
albumina sérica bovina — BSA) foi aplicada sobre as laminas e elas foram mantidas em
temperatura ambiente por 1 hora. Os anticorpos primarios (1 anticorpo:600 BSA 1%) foram
aplicados sobre as ldaminas e mantidos durante 12h em geladeira. As laminas foram lavadas
em PBT (1XPBS, Tween 0,1%) 3 vezes por 10 minutos em cada. Anticorpos secundarios (1
anticorpo:300 BSA 1%) foram aplicados sobre as laminas e mantidos por 1 hora em
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em PBT (1XPBS, Tween 0,1%) 3 vezes por
10 minutos em cada. 15 uL de solugdo Vectashield contendo DAPI (10ug/mL) foram
aplicados sobre cada lamina e elas foram cobertas com laminulas e levadas ao microscépio

para analise.



3.5. Extracdo de DNA

Extracdo de DNA foi realizada com o kit Dneasy® Blood & Tissue Kit (Promega) de
acordo com as instrugdes do fabricante.

3.6. Extracdo de RNA

RNA foi extraido com Trizol® Reagent (Thermo Fisher Scientific) seguindo
informacdes do fabricante. A integridade do RNA (RIN — RNA Integrity Number) foi avaliada
com o uso do equipamento 2011 Bionalyzer (Agilent) e foram usadas nos experimentos
amostras com valor de RIN superior a 7.

3.7. Producéo de primers

Os primers (Tabela 1) para amplificacdo de regibes codificadoras de proteinas foram
desenhados a partir de sequéncias do genoma de individuo de A. latifasciata ndo portador de
cromossomo B (previamente sequenciado, M Jehangir, dados ndo publicados) que foram
recuperadas usando-se o programa Blastall e sequéncias de Oreochromis niloticus obtidas no
banco de dados do Ensembl. Por sua vez, os primers para amplificacdo de pequenos RNAS
(Anexo — Figura 1) foram desenhados a partir de sequéncias de miRNAs e tRFs maduros
identificados em bibliotecas de pequenos RNAs de A. latifasciata. Os primers foram
desenhados utilizando-se as ferramentas PCR Primer Stats e Primer3, seguindo instrucdes

gue permitem sua utilizacdo em experimentos de qPCR (Bustin et al. 2009).

Tabela 1. Lista de primers usados no presente estudo.

Primer Sequéncia (5’-3”)
Ubce-f GTCCGTTTCAATCCCAACTT

Ubce-r GTTCTCCGTCATCAGAGACT

Dnmt1-f CACCTCCAGCAGTTCATCGT

Dnmtl-r AGCAGACCCAGTGCAAACTT

Dnmt3a-f TGTCGCCATCGAAGGAGAAG

Dnmt3a-r AACCAGCTCGCCGATGCCAA

Dnmt3b-f GTTCAGGTGCGTGCCACTGT
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Dnmt3b-r
Tetl-f
Tetl-r
Tet2-f
Tet2-r
Tet3-f
Tet3-r
Tdg-f
Tdg-r
Trdmtl-f
Trdmtl-r
Dicerl-f
Dicerl-r
Elacl-f
Elacl-r
Elac2-f
Elac2-r
SL-poly(A)

Universal-r
uU6-f
miR-29b-f
miR-132b-f
miR-181a-f
miR-17a-f

miR-30b-3p-f
miR-199-5p-f
tRF5_MetCAT _f
tRF5 ProTGG_f

GATACCATTTGTGCTGAAGGC
GGAGTCTGTGTATGAGGTAT
GATAAGGTGGTTCCAGAAAGTG
GAATGCTCTGGTGGTGTTGC
AGAGCAATCCAATGGCAGGA
ACCACTGTTCACAAAGTTAC
TCATTAGGGTACTGATTCAC
GTGCTCCTTCTGTATTTTCA
GATGCCAAGAGGCTGGCAAT
GTTTCCCAGTAGTCTATACT
GCTCTGAGGAGGAGAAACTT
CCTGGACAGATACGCCTCTC
GTCATTGAGGACCTGTTTGGAG
GTTTCAGGCCTAGTTCCTTCAGC
CAGGTTGTTTCACCGCATCC
GCAGCTTGGAAGATACCAGACAG
CTCTCCATCCACTTCTTGTATTGGTC
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC
AAAAAAAAAAAAAAAAAAVN
GCAGGGTCCGAGGTATTCG
ATGACACGCAAATTCGTGAAG
CCTAGCACCATTTGAAATCAGTGTTT
AGACCATGGCTGTAGACTGTTACC
CCATCGACCGTTGACTGTACCT
CCAGTGGAGGCACTTCAAGCTTT
CTTTTCAGTCGGATGTTTGCAGC
GCCCAGTGTTCAGACTACCTGTTT
CAGAGTGGCGCAGCGGAAT
GCTCGTTGGTCTAGGGGTATGATTC
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3.8. PCR quantitativa (RT-gPCR)

DNA complementar (cDNA) para avaliar a expressdao de RNAs mensageiros foi
sintetizado com uso do kit High Capacity (Life), sequindo as instrugcdes do fabricante. Por
outro lado, para avaliar a expressao de pequenos RNAs usou-se 0 método descrito por Mei et
al. (2012). A primeira etapa deste método consiste na poliuridilagdo da porg¢do 3’ dos
pequenos RNAs. Em seguida, um primer complementar a cauda poli(U) dos RNAs,
previamente inserida na etapa anterior, e que possui uma estrutura em forma de grampo é

usado para sintetizar o cDNA.

1 microlitro de cDNA (4 ng/uL) foi amplificado usando-se o kit GoTag gqPCR Master
Mix (Promega) e 400 nM de cada primer em um volume final de 20 uL. As condicdes de
ciclagem foram: 10 minutos as 95°C, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. Os niveis de expressdo foram detectados no
sistema Step One Plus (Life). Os dados foram normalizados usando-se o programa Q-Gene
(Muller et al. 2002; Simon 2003).

3.9. Quantificacdo global de 5-metilcitosina e 5-hidroximetilcitosina

Quantificacdo dos niveis globais de 5mC e 5hmC foram obtidos com os Kits
MethylFlash™ Methylated DNA Quantification € MethylFlash™ Hydroxymethylated DNA
Quantification (Epigentek), respectivamente, seguindo as instrucGes dos fabricantes. Os
experimentos foram conduzidos em duplicatas com concentragdo inicial de DNA de
100ng/uL por amostra. As porcentagens de DNA metilado e hidroximetilado foram
detectadas mensurando-se a absorbancia em 450nm e usando a férmula descrita pelos

fabricantes.

3.10. Sequenciamento de bibliotecas de pequenos RNAS

Bibliotecas de pequenos RNAs de cérebro, muasculo e gbnadas, previamente
sequenciadas (Fantinatti 2015), foram utilizadas neste estudo. A preparacao das bibliotecas e
sequenciamento via plataforma next-generation Illumina HiSeq foi realizada pela empresa
LC Science utilizando-se o kit TruSeq Small RNA Sample Prep com purificacdo da fragédo de
pequenos RNAs em gel de poliacrilamida. Os dados brutos do sequenciamento estdo
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depositados no banco de dados do Laboratério Gendmica Integrativa (Instituto de Biociéncias
de Botucatu — IBB).

3.11. Identificacdo de epi-miRNAs e tRFs

Epi-miRNAs foram identificados usando-se os preditores PITA (Kertesz et al. 2007),
miRanda (Enright et al. 2004) e RNAhybrid (Kriger & Rehmsmeier 2006) nas listas de
mIiRNAS expressos em A. latifasciata disponibilizadas por Fantinatti et al. (2015). As regides
3’UTR foram obtidas de anota¢des gendémicas disponiveis nas bases de dados SaciBASE e

BouillaBase.

Por sua vez, para identificacdo dos tRFs, 0s reads das bibliotecas sequenciadas foram
filtrados por qualidade com uso do programa FastQC versdo 0.10.1, seguido da remocéao dos
adaptadores pelo programa Fastx-toolkit e selecdo de reads com tamanho entre 14 e 32 pares
de base. Apds isso, 0s reads resultantes foram alinhados contra o genoma de A. latifasciata
para eliminacdo de contaminantes e contra a lista de miRNAs do miRBase para excluir essa
classe de pequenos RNAs das andlises, com uso do programa Bowtie2. Em seguida, os reads
que alinharam no genoma e que nao alinharam na lista de miRNAs foram usados em um
novo alinhamento contra a lista de tRNAs de Danio rerio disponiveis no tRFdb. Para

identificacdo de tRFs diferencialmente expressos usou-se o pacote DEseq.

3.12. Interagdes RNA-proteinas

Para verificar a possibilidade de interacdo entre RNAs e proteinas utilizou-se os
programas RPIseq (Muppirala et al. 2011) e RPI-Pred (Suresh et al. 2015), que se baseiam

em dados de sequéncias para realizar as predicdes.

3.13. Analise estatistica

Para comparagdes dos dados de expressdo génica, as amostras foram agrupadas em
quatro classes: machos ndo portadores de cromossomo B (MB-), machos portadores de

cromossomo B (MB+), fémeas ndo portadoras de cromossomo B (FB-) e fémeas portadoras
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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 combinacgdo destas varidveis, como a determinagdo sexual (Yoshida et
al. 2011).

Os dados de expressdo 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 distribuicio Gama para as varidveis respostas analisadas. O nivel de

significancia estatistica usado foi de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. O cromossomo B de Astatotilapia latifasciata possui padréo epigenético ativo

A imunolocalizagdo das epimarcas 5mC e 5ShmC mostrou que o cromossomo B possui
padrdo de distribuicdo similar ao do complemento A (Figura 4). Esse resultado é diferente do
esperado, uma vez que dados prévios indicam que este elemento é totalmente
heterocromatico (Poletto et al. 2010; Fantinatti et al. 2011), o que poderia indicar que ele é
inteiramente metilado, como observado em Nyctereutes procyonoides procyonoides (Bugno-
Poniewierska et al. 2014). Consequentemente, 0 padrdo de marcas epigenéticas do DNA
presente no cromossomo B indica que ele pode ser funcional. E provavel que, apesar de
varias sequéncias deste cromossomo estarem evoluindo de forma neutra (Valente et al. 2014),
0 seu estado epigenético ativo deva garantir a funcionalidade de copias génicas que possuem
papel importante na sua manutencdo e transmissdo. A presenca de copias de genes
relacionadas com essas funcbes e com altos niveis de integridade neste elemento (Valente et

al. 2014), além dos efeitos que séo discutidos abaixo, suportam esta ideia.

DAPI merge 5mC

DAPI merge 5hmC

Figura 4. Imunolocalizacdo das epimarcas 5mC (verde) e 5hmC (vermelho) em
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cromossomos metafasicos de A. latifasciata. Em destaque estd o cromossomo B.

4.2. O cromossomo B de A. latifasciata ndo é um isocromossomo

Trabalhos prévios usando técnicas classicas de citogenética e mapeamento fisico de
sequéncias repetitivas indicam gque o cromossomo B de A. latifasciata € um isocromossomo
(Poletto et al. 2010; Fantinatti et al. 2011; Valente et al. 2014). No entanto, o padrdo de
distribuicdo das marcas 5mC e 5hmC é diferente entre os bracos do cromossomo
supernumerario (Figura 4), 0 que sugere que a organizacdo da cromatina e a composi¢do de
sequéncias sdo divergentes entre eles. De fato, regibes cromossdmicas definidas por padrdes
epigenéticos podem ter sua composicdo genética e funcionalidade reveladas por estas marcas
(Rens et al. 2010; Terrenoire et al. 2010). Assim, o estado de isocromossomo deve ter sido
uma etapa durante o processo de evolugdo deste cromossomo e mutagdes devem ter
promovido a divergéncia entre os seus bracos. Isso pode ser corroborado por analises de
pressdo seletiva de cOpias génicas presentes no cromossomo supernumerario, que indicam

que ele vem evoluindo de forma neutra (Valente et al. 2014).

4.3. Cromossomos B impactam a transcricéo de genes de modificagdo do DNA

Uma das maneiras de afetar o epigenoma das células ¢ alterando o nivel de expressao
de genes que codificam efetores epigenéticos (Huettel et al. 2008), uma vez que o controle
transcricional desses genes pode ser responsavel pelo nivel de proteinas ou atividade
enzimatica (Ciccarone et al. 2016). Assim, cromossomos B podem diretamente promover
estes efeitos se eles hospedarem cdpias ativas destes genes. No entanto, em um trabalho
prévio, conduzido por Valente et al. (2014), copias desses genes nao foram encontradas nestes
cromossomos. Por isso, foram analisados os niveis de expressdo de coOpias de genes
envolvidos com modificagdes do DNA localizadas no complemento A e observou-se efeitos
heterogéneos de cromossomos B entre os diferentes tecidos e sexos (Figura 5; Tabela 2).
Essas diferencas representam efeitos in trans de cromossomos supernumerarios, uma vez que
eles afetam a expressdo de genes ndo contidos neles. Esses tipos de efeitos ja foram
registrados em A. latifasciata (Ramos et al. 2017; Valente et al. 2016), assim como em
centeio (Carchilan et al. 2009; Banaei-Moghaddam et al. 2013) e milho (Lin et al. 2014,
Huang et al. 2016).
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Figura 5. Expresséo relativa de genes da maquinaria de metilacdo e demetilacdo do DNA sob

efeito de cromossomos B. Asteriscos indicam diferencas estatisticas.
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Tabela 2. Efeitos de cromossomos B e do sexo na expressdo de genes de modificacdo do
DNA.

Tecido Gene Efeito do cromossomo B Efeito de sexo Interacéo
cromossomo B e
Sexo

Cérebro Dnmtl

Cérebro Dnmt3a

Cérebro  Dnmt3b

Cérebro  Tetl (1FB+)
Cérebro  Tet2

Cérebro  Tet3

Cérebro  Tdg
Mdasculo  Dnmtl

Muasculo Dnmt3a

Musculo Dnmt3b (1B+)
Musculo Tetl

Musculo Tet2

Mdasculo  Tet3 (TFB+)

Musculo Tdg ({MB+, 1FB+) ({MB+, 1FB+)
Gonada  Dnmtl (TF)

Gobnada Dnmt3a (1FB+)
Gonada  Dnmt3b (TF)

Gonada  Tetl (TF)

Gbnada  Tet2

Gonada  Tet3 (UF)

Gonada Tdg (TF)

4.4. Causas das variacdes nos niveis de transcricéo de genes de modificacdo do DNA

De acordo com Banaei-Moghaddam et al. (2015), transcritos provenientes de
Cromossomos  supernumerarios podem atuar como reguladores epigenéticos pds-
transcricionais, como esponjas de miRNAs, por exemplo, que é uma suposta funcgdo atribuida
ao elemento BncRNA, um potencial RNA ndo codificador enriquecido no cromossomo B de
A. latifasciata (Ramos et al. 2017). Além disso, observou-se que um gene localizado no
cromossomo supernumerario de centeio codifica uma proteina ARGONAUTA funcional (Ma
et al. 2017). Assim, para verificar as causas dos efeitos de cromossomos B na expressédo de
genes de modificacdo do DNA, foi realizada a predi¢cdo de miRNAs que regulam estes genes
em bibliotecas sequenciadas de pequenos RNAs. As predi¢Oes identificaram miRNAs

candidatos para quase todos os genes (Tabela 3) e o nivel de expressdo destes epi-miRNAS
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foi verificada (Figura 6). No entanto, apenas 0 miR-29b-3p teve sua expressdo afetada pela
presenca de cromossomo B, mas ndo correlacionada com seus alvos (Anexo — Figura 2).
Assim, estes dados indicam que miRNAs analisados néo estdo envolvidos com mudangas na
expressdao dos genes. Portanto, outros mecanismos de regulacdo da expressédo génica devem

estar envolvidos com os efeitos na expressdo destes genes.

A organizacdo espacial da cromatina, por exemplo, é importante para a
funcionalidade do genoma e, como observado em centeio (Delgado et al. 1995, 2004),
cromossomos B podem modular a expresséo de genes do complemento A por meio de efeitos
na organizacdo espacial do genoma no nucleo da célula. De fato, o cromossomo
supernumerario de A. latifasciata possui tamanho médio de 3,35 um, o que corresponde a
6,48% do genoma (Fantinatti et al. 2011) e isso poderia promover estes efeitos espaciais.
Finalmente, apenas o fato do cromossomo B ser cromatina adicional, que também sofre
processamento epigenético, poderia explicar os casos de aumento da expressdo de alguns

genes.

Tabela 3. Epi-miRNAs preditos pelos programas PITA, miRanda e RNAhybrid.

Tecido Gene MiRNA

Cérebro Tetl ccr-miR-29b-3p

Mdasculo Dnmt3b ccr-miR-132b

Mdusculo Tet3 ola-miR-199a-5p

Musculo TDG dre-miR-181a-2-3p, dre-miR-17a-2-3p
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Figura 6. Expressdo relativa de miRNAs reguladores de genes da maquinaria de metilacdo e

demetilacdo do DNA sob efeito de cromossomos B. Asterisco indica diferenca estatistica.

4.5. Cromossomos B alteram os niveis globais de 5-metilcitosina e 5-hidroximetilcitosina

Foram observados efeitos de cromossomos B na expressdo de varios genes em
musculo, porém, elas ndo promoveram altera¢6es nos niveis de 5mC e 5hmC (Figura 7). 1sso
pode indicar que estes efeitos ndo foram suficientes para mudar 0s niveis enzimaticos e,
assim, ndo promoveram efeitos epigeneticos. Alem disso, isso pode refletir a ocorréncia de
algum mecanismo que equilibre os efeitos espurios do cromossomo supernumerario. Por
outro lado, efeitos nos niveis de 5mC e 5hmC foram observados em cérebro de fémeas e

ovarios.

4.5.1. Cromossomos B promovem demetilacéo ativa em cérebro de fémeas

Em cérebro de fémeas portadoras de cromossomo B, 0 gene Tetl é mais expresso e
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isso estd correlacionado com reducdo dos niveis globais de 5mC e aumento de 5hmC,
indicando que os niveis da enzima TET1 foram alterados por algum mecanismo de regulacéo
transcricional discutido acima. Isso pode indicar que hipometilagdo é um importante
mecanismo para garantir a fungdo de genes envolvidos com o sistema nervoso, que foram

apontados como importantes genes em manter o cromossomo B em A. latifasciata.

4.5.2. Cromossomos B promovem demetilacao passiva em ovarios

Demetilacdo do DNA também foi registrada em ovarios, mas neste caso, esse evento
foi indenpendente de desregulacdo de Tet/Tdg. Porém a demetilagdo do DNA pode também
estar associada com atividade reduzida da enzima DNMTL1 durante a replicacdo do DNA
(Kohli & Zhang 2013). No entanto, este gene também néo se mostrou alterado em gdnadas.
Por sua vez, a interacdo de varios RNAs com DNMT1 foi mostrado estar envolvido com
reducdo da funcdo desta enzima (Di Ruscio et al. 2013). Interessantemente, o elemento
BncRNA, que possui expressdo aumentada em portadores de cromossomo supernumerario
(Ramos et al. 2017), pode interagir com a DNMTL1 e poderia atuar como um inibidor desta
enzima, promovendo assim, demetilagdo do DNA (Anexo — Tabela 1). Além disso, 0
cromossomo B pode ser fonte de producgdo de varios tipos de RNAs que podem promover o

mesmo tipo de efeito.

Hipometilagdo do DNA em gbnadas estd de acordo com a ideia de que este
mecanismo é importante para a manutencdo do cromossomo B, principalmente pelo fato de
ovarios serem responsaveis pela transmissdo deste elemento para as proximas geragdes.
Neves et al. (1992) mostraram que demetilagdo do DNA em centeio afeta a transmissdo de
cromossomos B por mitose, o que pode sugerir que o resultado observado aqui representa um
efeito desvantajoso de cromossomos supernumerarios nas mitoses que precedem as divisoes
meidticas durante a producdo de odcitos. Por outro lado, € possivel que hipometilagdo em
ovarios seja um mecanismo que ajuda a orientar a transmissdo de cromossomos B para o
odcito secundario. Em outras palavras, isso poderia representar um mecanismo de drive, que
é frequentemente registrado em fémeas durante a transmissao destes cromossomos (Camacho
et al. 2000).
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Figura 7. Efeitos de cromossomos B nos niveis globais de 5-metilcitosina e 5-

hidroximetilcitosina. Asteriscos indicam diferencas estatisticas.

4.6. ldentificacédo de tRFs e sua formacgéao por efeito de cromossomos B

Os alinhamentos dos reads das bibliotecas de pequenos RNAs contra as sequéncias de
tRFs de Danio rerio identificaram 87 tRFs em A. latifasciata (Anexo — Tabela 2), sendo 70
expressos em cérebro, 63 em musculo e 74 em gonadas. Verificou-se que o cromossomo B

inibe a formacgéo de 5 espécies de tRFs em cérebro de fémeas, 4 em musculo de machos e 1
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em testiculos. Além disso, este elemento promove a expressdao de 1 tRF exclusivo em

testiculos e outro em ovarios (Figura 8).

Dentre os tRFs que foram expressos em todos os tecidos, apenas em musculo foram
observados efeitos de cromossomos B em sua formacdo, sendo o tRF-5-ProTGG mais
expresso em fémeas portadoras de cromossomo supernumerario e o tRF-5-MetCAT menos
expresso em machos portadores deste elemento (Figura 9). No entanto, a quantificacdo destes
tRFs por RT-gPCR mostra que ambos séo sutilmente mais expressos em portadores de
cromossomo B (Figura 10). Na realidade, os dados mostram grande diversidade na expressao
dos tRFs entre os individuos, indicando que eles se comportam de maneira diferencial em
cada organismo. Essas variacGes podem ser explicadas por alteracfes na expressdo dos genes

que codificam enzimas envolvidas com a génese de tRFs (Figura 11; Tabela 4).

Os tRFs com expressdo impactada pelo cromossomo B ainda precisam ter seus alvos
preditos para verificar os reais efeitos dessas variaces. No entanto, os dados aqui
apresentados revelam um aspecto de efeitos de cromossomos B ainda ndo explorado e

ampliam a diversidade de efeitos que estes elementos podem promover em seus portadores.
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Brain

Muscle

Figura 8. Diagramas de Venn representando o numero de tRFs identificados. Machos néo
portadores de cromossomos B (MB-); machos portadores de cromossomos B (MB+); fémeas
ndo portadoras de cromossomos B (FB-); fémeas portadoras de cromossomos B (MB+).
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Figura 9. Expressdo de tRFs em bibliotecas de pequenos RNAs sem cromossomo B versus

bibliotecas portadoras de cromossomo B. Pontos em vermelho indicam tRFs diferencialmente

E€XPressos.
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Tabela 4. Efeitos de cromossomos B e do sexo na expressdao de genes envolvidos com a

formacéo de tRFs.

Tecido Gene Efeito do cromossomo B Efeito de sexo Interacéo
cromossomo B e
Sexo
Cérebro  Elacl
Cérebro  Elac2
Cérebro  Dicer (JFB+) (lFB+)
Cérebro  Trdmtl (LFB+) (lFB+)
Musculo Elacl (TMB+)
Musculo Elac2
Musculo Dicer
Muasculo  Trdmtl
Gonada Elacl (1FB+)
Gonada  Elac2 (1FB+)
Gonada  Dicer (TFB+)
Gonada  Trdmtl (1FB+)

4.7. Interagdo entre cromossomo B e sexo

Além dos efeitos ocasionados por cromossomos B, este estudo mostra que varios dos
genes analisados possuem expressdo afetada pelo sexo (Tabela 2 e 4). Este efeito foi
observado apenas entre testiculos e ovarios, o que é bem documentado entre 0s organismos
didicos e representam as causas dos fenotipos sexualmente diferenciados (Ellegren & Parsch
2007; Small et al. 2009; Perry et al. 2014; Sharma et al. 2014). Além disso, outro tipo de
efeito observado foi a intera¢do entre cromossomo B e sexo. 1sso indica que o cromossomo B

promove efeitos apenas em um dos sexos ou que seus efeitos sdo diferentes em cada sexo.

Efeitos de cromossomos B orientados a um dos sexos tem sido registrados em
diferentes aspectos bioldgicos dos organismos portadores, incluindo fitness, formacdo de
gametas, fertilidade e formacéo de quiasmas (Camacho et al. 2011). Além disso, a ocorréncia
destes elementos em apenas um dos sexos é frequentemente observada (Beladjal et al. 2002).
Em ciclideos africanos a ocorréncia de cromossomo B foi exclusivamente observada em
fémeas de varias de suas espécies (Yoshida et al. 2011; Clarck et al. 2017), sendo que em
Lithochromis rubripinnis ele esta envolvido com a determinacdo sexual das fémeas (Yoshida
et al. 2011). Interessantemente, cromossomos B e cromossomos sexuais compartilhnam varias

caracteristicas como morfologia, comportamento meiotico e heteropicnose (Camacho et al.
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2000), o que pode sugerir que Cromossomos supernumerarios surgiram de cromossomos
sexuais ou vice-versa (Camacho et al. 2011). Em Drosophila, por exemplo, é sugerido que o

cromossomo Y tenha evoluido a partir de um cromossomo B (Carvalho et al. 2009).

Apesar da possibilidade do cromossomo supernumerario atuar como Cromossomo
sexual, essa possibilidade poderia ser descartada em A. latifasciata, uma vez que ele ocorre e
promove efeitos nos dois sexos. No entanto, o fato desses efeitos serem mais frequentes em
fémeas poderia indicar que ele estd evoluindo para se tornar um cromossomo sexual ou, por

outro lado, que ele seja um cromossomo sexual em degeneracao.

4.8. Discusséao geral

O presente trabalho demonstra que o cromossomo B de A. latifasciata possui um
padrdo epigenético ativo, que esta associado com os efeitos deste elemento na expressao de
genes e pequenos RNAs codificados pelo complemento A. No entanto, é importante ressaltar
que muitos dos efeitos de cromossomos B na expressdo génica ndo levam a alteragcdes na
atividade de seus produtos. Isso indica que a maioria destes efeitos sdo espurios, devido a alta
taxa de genes fragmentados (pseudogenes), que devem constituir fonte de transcritos
inibidores de RNAs canoénicos (Banaei-Moghaddam et al. 2013). Por outro lado, efeitos que
podem estar associados com 0s mecanismos de manutencao e transmissdo do cromossomo B
parecem ser preservados. Essa ideia é sustentada pela convergente manutencdo de copias
relacionadas com divisdo celular em diferentes espécies (Valente et al. 2014; Navarro-
Dominguez et al. 2017). Esses dados, associados com aqueles obtidos em outras espécies
(Huang et al. 2016; Navarro-Dominguez et al. 2017) revelam que Ccromossomos

supernumerarios ndo sdo elementos inertes, como previamente postulado.
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5. CONCLUSOES

- O cromossomo B de Astatotilapia latifasciata ndo é um isocromossomo e possui padrdo
ativo de marcas de modificacOes epigenéticas do DNA.

- Os dados apresentados ddo indicios de que o cromossomo B afeta de forma heterogénea a

via de metilacdo do DNA e de formacéo de tRFs.

- Este estudo reforca a ideia de que cromossomos B ndo sdo elementos inertes.
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Anexo

Tabela 1. Predicdo de interacdo entre o elemento BncRNA e a proteina DNMT1 em A.
latifasciata.

Bnc-RNA (complete sequence)

RNA-Protein Interaction Prediction (RP1Seq)
Input Sequences

Protein:

MPTRTSLPLPDDVRKSLQRLDEEGSADEEHVKENLKLVQDFLHVDAQDQLTSLEEK
MKSSEISKEVYISKVKAVLGKELHLENGSHSDDAEKNGKTNGFSNGSHKDEHDEDV
TMSVQEEEESVKSPTSSKGKGGRRSKANSDTKKSPASTRVTRNSGKQPTLLSMFTKV
QKRKSEDLNGEAVNGQNEPKKDDDVEESREEKRLKVESDDNAAPEESKSDIVKPVS
AVKTPPPKCQDCRQYLDDSDLKFFQGDPDNALDEPEMLTNERLSLFDSNEDGFESYE
DLPQHKITNFSVYDKRGHLCPFDSGLIEKNVELYFSCVVKPIYDDNPCMDGGVPAKK
LGPINAWWITGFDGGEKALIGFTTAFADYILMQPSEEYAPIFALMQEKIYMSKIVVEF
LQKNPDATYEDLLNKIETTVPPAGLNFNCFTEDTLLRHAQFVVEQVESYDEAGDSDE
QPIIVTPCMRDLIKLAGVTLGKRRAARRQAIRHPTKIEKDSKGPTKATTTKLVYQIFD
AFFSDQIEQNDKESAMKRQRCGVCEVCQSPDCGKCAACKDMIKFGGSGKSKQACR
QRRCPNLAVKEAEDDENIEEEDVPVEKPKKVPHAKRKKQTQCKLTWIGESIHTEGKK
QYYRKVSLNDELLEVGDCVSVSSEDPSIPLYLARITSMWEDNNGKMFHAHWFLRGI
DTVLGETSDPLELVIVDECEDMLLNYVQGKVDVMYKAPSNNWFMEGGVDVDLKVI
EDDGKSFFYQFWYDTEYARFEMPPKTSPSEECKFKFCGSCVRTKEREDKDKPRVFEP
LENENHDTKALYAMACFKGEQFRVGDSVYLPPEAFNFSVKPASPVKRSHRKDDVDE
DLYPEYYRKSSDYIKGSNLDAPEPFRVGRIKEIFCHRRSNGKPEMSDVKLRLYKFYRP
ENTHKGVKASYHTDINQLYWSDEEVTVNMGDVLGRCQVEYAEDLNESIQDYSSAGP
ERFYFLEAYNAKAKSFEDPPNHARSTVHKGKGKGKGKGKGKGKASAAQEQPDSQP
KPKVPKYRTLDVFSGCGGLSEGFHQAAISETLWAIEMWEPAAQAFRLNNPGTTVFTE
DCNILLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGPPCQGFSGMNRFNSRTY SKFKN
SLVVSYLSYCDYYRPKFFLLENVRNFVSFKNSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQA
GQYGVAQTRRRAIILAAAPGEKLPRYPEPLHVFAPRACSLSVVVGEKRYVSNVTRGN
GGIYRTITVRDTMSDLPEIRNGAAALEISYNGEPQSWFQRQIRGTQYQPILRDHICKD
MSALVEGRMRYIPLAPGSDWRDLPNIEVRLKDGTLTKKLRYTHHDKKNGRSGTGAL
RGVCTCAGGKPCDPADRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVT
NPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDTYRFFGNILDKHRQVGNAVPPPL
SRAIGLEIKRCITERMKEEQASENIKQEKMELSD

RNA:




AUCAAUGUGUCCAGAACAUGCGGAAGUACUCACGUGACUGACUUUGUUUACA
ACUUAAGAACUGUAAGUUCAAUGCAUUCUAAUUUAUUUUCGGAGCCUUAUCC
CGAACGAUUAUCGCCAGAAAACAGGUCAGUAAAACUGAAGGCCAGUGCAGAU
ACUACCACGAAAGCUAAAAGUGUUAAGAUAAAGUUGAAUUUUGAUGUAGAAG
GCUCAGAGGAAAGUGAGAAACUAAUGUAUGCAGGAUUACCCGCUCCAGCACA
GCAAGGAAGUUUCAGAGGAUGGAAGGAUAAAAGUAGAGAUAUGUGUUUUUAU
UGUGGCUCAGUUUUCCAGCAGCCGCAGACACCCAGAGCAAAAAUGAAUUUGUG
UAUUUCAUUUAACACAAAGGGUGAAAUGUUUGCUGACACUGAUAACAGCUUA
UGUUUUCUCUGCCUUAUGUACCAUGGAGAAGGAACAUCCUCUGUGUCAGCUG
GACCCUCAGCAGAGAAUGAACUCAACAUCCUUUUUGUCCGGUACUCUAUGUCA
CACACUGUGCCAAAAAACGUGUACAGACGCCACUACCAGGUAAUCCCAUGACU
GGGAGCCACACUUUUGUUUCUCUCACACUGUUCAACAACAUGAUAACUGCUCA
CACAAGUGAAGGUCAAACAGUGAUUUUGUCACAUAACUCAGACAUAGUUUAU
GACAUAACUAUACCAUGUGGACACAUUGAUCAUCG

Interaction probabilities
Prediction using RF classifier 0.7

Prediction using SVM classifier 0.98

What do these probabilities mean?

Interaction probabilities generated by RPISeq range from 0 to 1. In performance evaluation
experiments, predictions with probabilities > 0.5 were considered “positive,” i.e., indicating
that the corresponding RNA and protein are likely to interact. Using this threshold, accuracies
of the classifiers ranged from 87 - 90% in cross-validation evaluation experiments on
benchmark datasets. When classifiers were tested on independent (blind) datasets of RPIs,
accuracies of the classifiers ranged from 57 — 99%.
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Bnc-RNA (subregion 2)

RNA-Protein Interaction Prediction (RP1Seq)
Input Sequences

Protein:

MPTRTSLPLPDDVRKSLQRLDEEGSADEEHVKENLKLVQDFLHVDAQDQLTSLEEK
MKSSEISKEVYISKVKAVLGKELHLENGSHSDDAEKNGKTNGFSNGSHKDEHDEDV
TMSVQEEEESVKSPTSSKGKGGRRSKANSDTKKSPASTRVTRNSGKQPTLLSMFTKV
QKRKSEDLNGEAVNGQNEPKKDDDVEESREEKRLKVESDDNAAPEESKSDIVKPVS
AVKTPPPKCQDCRQYLDDSDLKFFQGDPDNALDEPEMLTNERLSLFDSNEDGFESYE
DLPQHKITNFSVYDKRGHLCPFDSGLIEKNVELYFSCVVKPIYDDNPCMDGGVPAKK
LGPINAWWITGFDGGEKALIGFTTAFADYILMQPSEEYAPIFALMQEKIYMSKIVVEF
LQKNPDATYEDLLNKIETTVPPAGLNFNCFTEDTLLRHAQFVVEQVESYDEAGDSDE
QPIIVTPCMRDLIKLAGVTLGKRRAARRQAIRHPTKIEKDSKGPTKATTTKLVYQIFD
AFFSDQIEQNDKESAMKRQRCGVCEVCQSPDCGKCAACKDMIKFGGSGKSKQACR
QRRCPNLAVKEAEDDENIEEEDVPVEKPKKVPHAKRKKQTQCKLTWIGESIHTEGKK
QYYRKVSLNDELLEVGDCVSVSSEDPSIPLYLARITSMWEDNNGKMFHAHWFLRGI
DTVLGETSDPLELVIVDECEDMLLNYVQGKVDVMYKAPSNNWFMEGGVDVDLKVI
EDDGKSFFYQFWYDTEYARFEMPPKTSPSEECKFKFCGSCVRTKEREDKDKPRVFEP
LENENHDTKALYAMACFKGEQFRVGDSVYLPPEAFNFSVKPASPVKRSHRKDDVDE
DLYPEYYRKSSDYIKGSNLDAPEPFRVGRIKEIFCHRRSNGKPEMSDVKLRLYKFYRP
ENTHKGVKASYHTDINQLYWSDEEVTVNMGDVLGRCQVEYAEDLNESIQDYSSAGP
ERFYFLEAYNAKAKSFEDPPNHARSTVHKGKGKGKGKGKGKGKASAAQEQPDSQP
KPKVPKYRTLDVFSGCGGLSEGFHQAAISETLWAIEMWEPAAQAFRLNNPGTTVFTE
DCNILLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGPPCQGFSGMNRFNSRTY SKFKN
SLVVSYLSYCDYYRPKFFLLENVRNFVSFKNSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQA
GQYGVAQTRRRAIILAAAPGEKLPRYPEPLHVFAPRACSLSVVVGEKRYVSNVTRGN
GGIYRTITVRDTMSDLPEIRNGAAALEISYNGEPQSWFQRQIRGTQYQPILRDHICKD
MSALVEGRMRYIPLAPGSDWRDLPNIEVRLKDGTLTKKLRYTHHDKKNGRSGTGAL
RGVCTCAGGKPCDPADRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVT




NPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDTYRFFGNILDKHRQVGNAVPPPL
SRAIGLEIKRCITERMKEEQASENIKQEKMELSD

RNA:

UGAUGUAGAAGGCUCAGAGGAAAGUGAGAAACUAAUGUAUGCAGGAUUACCC
GCUCCAGCACAGCAAGGAAGUUUCAGAGGAUGGAAGGAUAAAAGUAG

Interaction probabilities
Prediction using RF classifier 0.55

Prediction using SVM classifier 0.94

What do these probabilities mean?

Interaction probabilities generated by RPISeq range from 0 to 1. In performance evaluation
experiments, predictions with probabilities > 0.5 were considered “positive,” i.e., indicating
that the corresponding RNA and protein are likely to interact. Using this threshold, accuracies
of the classifiers ranged from 87 - 90% in cross-validation evaluation experiments on
benchmark datasets. When classifiers were tested on independent (blind) datasets of RPIs,
accuracies of the classifiers ranged from 57 — 99%.

Tabela 2. Lista de tRFs de Danio reio identificados em Astatotilapia latifasciata.

Zebra_fish_zZvotrf-3chr9.trnal92-MetCAT

Zebra_fish_zZvotrf-5chr23.trna265-LeuTAA

Zebra_fish_zZvotrf-3chrll.trnal46-SerTGA

Zebra_fish_zvotrf-3chrll.trna234-ValAAC

Zebra_fish_zvotrf-3chr4.trna7489-ValTAC

Zebra_fish_zZvotrf-5chr9.trnal92-MetCAT

Zebra_fish_Zvotrf-3chr24.trnal79-TrpCCA

Zebra_fish_Zvotrf-3chr20.trna733-MetCAT

Zebra_fish_zZvotrf-3chrb.trna489-ArgGCG




Zebra_fish_zZvotrf-3chr21.trna53-AlaTGC

Zebra_fish_Zvotrf-3chr4.trna2160-ThrCGT

Zebra_fish_Zvotrf-3chr4.trna4338-HisATG

Zebra_fish_zZvotrf-3chr4.trnad653-LeuTAG

Zebra_fish_zZvotrf-3chr6.trnad2-SerCGA

Zebra_fish_Zvotrf-3chr22.trna822-GInTTG

Zebra_fish_Zvotrf-3chr4.trna6261-GInTTG

Zebra_fish_zZvotrf-3chr4.trna6230-ThrCGT

Zebra_fish_zZvotrf-3chr4.trnal753-PheGAA

Zebra_fish_Zvotrf-3chr4.trna6544-ValCAC

Zebra_fish_Zv9trf-3chr4.trnal318-ValCAC

Zebra_fish_zZvotrf-3chr5.trna794-GlyGCC

Zebra_fish_zZvotrf-3chr4.trna6523-ArgACG

Zebra_fish_Zvotrf-3chr4.trna70-TyrGTA

Zebra_fish_Zvotrf-5chr2.trnal86-TrpCCA

Zebra_fish_zZvotrf-5chr4.trna543-SerGCT

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna6201-SerGCT

Zebra_fish_zZvotrf-3chr2.trnal83-GlyCCC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trnal958-GlyGCC

Zebra_fish_zZv9trf-5chr4.trna8013-GlyCCC

Zebra_fish_zZvotrf-5chr4.trna6499-GlyGCC

Zebra_fish_zZv9trf-5chr4.trna4596-GlyGCC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna6287-GlyCCC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna6798-SupTTA

Zebra_fish_Zvotrf-5chr15.trna345-SeCeTCA

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna4708-ThrCGT

Zebra_fish_zZvotrf-5chrl12.trna468-MetCAT

Zebra_fish_zZvotrf-5chr3.trna249-PheGAA




Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna6273-TyrGTA

Zebra_fish_Zv9trf-3chr13.trna509-11eTAT

Zebra_fish_Zvotrf-5chr19.trna269-MetCAT

Zebra_fish_zZvotrf-5chr4.trna6544-ValCAC

Zebra_fish_Zvotrf-5¢chr5.trna855-LysTTT

Zebra_fish_Zvotrf-5chrd.trna7719-LysTTT

Zebra_fish_Zvotrf-5chr5.trna653-GlyCCC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr6.trna92-GlyTCC

Zebra_fish_zZvotrf-5chr4.trnal42-GlyTCC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr23.trna25-GlyTCC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr7.trna509-SerTGA

Zebra_fish_zZvotrf-5chr6.trna78-1leAAT

Zebra_fish_Zvotrf-5¢chr16.trna304-ThrTGT

Zebra_fish_Zvotrf-5chr5.trnal092-Undet

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna8483-LeuAAG

Zebra_fish_zZvotrf-5chr3.trna578-AlaAGC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr24.trna62-AlaAGC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr21.trna529-ValTAC

Zebra_fish_zZvotrf-5chr21.trna701-AlaAGC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr20.trna234-PheGAA

Zebra_fish_zZvotrf-5chr3.trna657-CysGCA

Zebra_fish_zZvotrf-5chr10.trna264-LeuTAG

Zebra_fish_Zvotrf-5chrl2.trnab0-LeuTAG

Zebra_fish_zZvotrf-5chr21.trna693-ValTAC

Zebra_fish_Zvotrf-5chrl4.trnal93-ValTAC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna5950-SupCTA

Zebra_fish_zZvotrf-5¢chr20.trnal3-SerTGA

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna6908-SerTGA




Zebra_fish_Zvotrf-5chr9.trna352-SerCGA

Zebra_fish_Zvotrf-5chr20.trna246-PheAAA

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna7704-LeuTAG

Zebra_fish_zvotrf-3chr7.trna3-ArgTCT

Zebra_fish_Zv9trf-3chr4.trna6798-SupTTA

Zebra_fish_Zvotrf-3chr7.trna50-ArgTCG

Zebra_fish_Zvotrf-3chr4.trna2792-LysTTT

Zebra_fish_zZv9trf-3chr4.trna980-GIuCTC

Zebra_fish_zZvotrf-3chrb.trnall7-AspGTC

Zebra_fish_Zv9trf-3chr4.trna2862-GlyCCC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr16.trnal39-SerAGA

Zebra_fish_zZvotrf-5chrb.trna713-ValTAC

Zebra_fish_zZvotrf-5chr4.trna8265-ValCAC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trna7489-ValTAC

Zebra_fish_Zvotrf-5chrl7.trna288-ValTAC

Zebra_fish_zZvotrf-5chr4.trna638-AlaAGC

Zebra_fish_zZvotrf-5chr4.trna5597-ValTAC

Zebra_fish_Zvotrf-5chr4.trnal864-ValTAC

Zebra_fish_zZvotrf-5chr15.trna381-GIuTTC

Zebra_fish_Zv9trf-5chr4.trna676-Undet

Zebra_fish_zZvotrf-3chr21.trna292-Undet

Zebra_fish_Zvotrf-5¢chr22.trna992-AspGTC
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Figura 1. Curvas de dissociacdo dos primers usados para amplificacdo de pequenos RNAS no

ensaios de qPCR.
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Figura 2. Expresséo relativa dos alvos do miR-29b-3p.



