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Se vocé olhar para isso, vocé vé um ponto. E aqui. E nosso lar. Somos nés. Nele,
todos que vocé ama, todos que vocé conhece, todos de quem vocé ja ouviu falar,
todo ser humano que ja existiu, viveram suas vidas. A totalidade de nossas
alegrias e sofrimentos, milhares de religides, ideologias e doutrinas
econdmicas, cada cacador e saqueador, cada herdi e covarde, cada criador e
destruidor da civilizacéo, cada rei e plebeu, cada casal apaixonado, cada mée e
pai, cada crianca esperancosa, inventores e exploradores, cada educador, cada
politico corrupto, cada “superstar”, cada “lider supremo”, cada santo e
pecador na histdria da nossa espécie viveu ali, em um gréo de poeira suspenso

em um raio de sol.

Carl Sagan



Dedico ao meu irméo Murilo (in memoriam)
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RESUMO

Os cromossomos B sdo cromossomos adicionais de natureza dispensavel e estdo amplamente
distribuidos entre os genomas dos eucariotos. Sua estrutura, origem, funcdo, manutencéo e
comportamento sdo particulares nos diferentes grupos de uma maneira espécie-especifica.
Dentre os peixes portadores de cromossomos B da regido Neotropical podemos destacar a
espécie Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), sendo uma espécie de grande ocorréncia
na bacia do rio de La Plata. Citogeneticamente, essa espécie apresenta um numero diploide
composto por 54 cromossomos dos tipos meta/submetacéntrico e apresenta um interessante
sistema de microcromossomos B, que pode ocorrer variagdo interindividual de zero a nove
supranumerarios, além de apresentar polimorfismo, sendo encontrados trés variantes
morfologicas (acrocéntrica, metacéntrica e submetacéntrica). P. lineatus pode ser considerada
uma espécie modelo de peixe Neotropical para estudos concernentes a origem,
comportamento e evolucdo dos cromossomos B, devido a facilidade de captura, manejo,
elevada frequéncia de supranumerarios, além de ter sido utilizada em vérios estudos pioneiros
relacionados a estrutura, heranca e origem dos Bs nos peixes. Entretanto, ainda pouco se sabe
sobre a ocorréncia dos cromossomos B em P. lineatus ao longo da bacia do rio de La Plata,
onde esta espécie esta amplamente distribuida, pois a maioria dos estudos foram conduzidos
na populagéo do rio Mogi Guagu. Diante disto, o presente estudo teve como objetivo estudar a
ocorréncia dos supranumerarios nos peixes do Neotropico, além de efetuar um estudo sobre a
distribuicdo dos Bs na espécie P. lineatus ao longo da bacia do rio Paranad. A revisdo dos
cromossomos B nos peixes neotropicais mostrou que atualmente sdo descritos em 73 espécies
de peixes, distribuidas em 20 familias de 6 diferentes ordens. A ordem dos Characiformes
representa 0 maior numero de espécies portadoras de cromossomos B, com quase 50% do
total de descritos. Além disso, a analise citogenetica em P. lineatus de diversas localidades
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evidenciou uma macroestrutura cariotipica conservada dos cromossomos A. No entanto, ao
observar a ocorréncia dos Bs nas diferentes populac@es foi possivel levantar hipdteses sobre a
origem destes elementos gendmicos na bacia do alto rio Parand, mais especificamente na
bacia do rio Grande. Adicionalmente aos dados citogenéticos foram utilizados marcadores
moleculares nucleares (microssatélites) e mitocondriais (sequenciamento da regido controle)
para averiguar se ha estruturacdo populacional nesta espécie. Os dados observados a partir de
marcadores moleculares indicaram auséncia de estruturagdo populacional sugerindo uma
panmixia para populagdes de P. lineatus. Entretanto, ao observar os resultados utilizando os
Bs como marcadores populacionais foi observada uma acentuada diferenciacdo populacional,
0 que sugere que a ocorréncia dos Bs é relativamente recente nesta espécie e que a evolucgao
destes elementos se d& de maneira muito mais répida que os marcadores moleculares
utilizados no presente estudo. Por fim, podemos pensar na possibilidade da utilizacdo dos
cromossomos B como uma importante ferramenta no estudo populacional em espécies
migradoras que apresentam uma dificuldade na deteccédo de diferenciacdo populacional, assim

como ocorre em P. lineatus.



ABSTRACT

B chromosomes are additional chromosomes of a dispensable nature and are widely
distributed among eukaryotic genomes. Their structure, origin, function, maintenance and
behavior are particular in the different groups in a species-specific manner. Among the fish
with B chromosomes of Neotropical region we can highlight a species Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1836), being a species of great occurrence in the La Plata River basin.
Cytogenetically, this species presents a diploid number of 54 chromosomes of the
meta/submetacentric types and presents an interesting system of microchromosomes B, which
can occur interindividual variation from zero up to nine supernumeraries, besides presenting
polymorphism, being found three morphological variants (acrocentric, metacentric and
submetacentric). P. lineatus can be considered a model species of Neotropical fish for studies
concerning the origin, behavior and evolution of B chromosomes, due to the ease of capture,
handling, high frequency of supernumerary, and has been used in several pioneering studies
related to the structure, inheritance and origin of Bs in fish. However, little is known about the
occurrence of B chromosomes in P. lineatus along the La Plata basin, where this species is
widely distributed, since most of the studies were conducted in the Mogi Guacgu River
population. Therefore, the present study had as objective to study the occurrence of
supernumerary in neotropical fish, besides carrying out a study on the distribution of Bs in P.
lineatus along the Parana River basin. The review of B chromosomes in neotropical fish
showed that they are currently described in 73 species of fish distributed in 20 families from 6
different orders. The order of Characiformes represents the largest number of species bearing
B chromosomes, with almost 50% of the total described. In addition, cytogenetic analysis in
P. lineatus from several localities showed a conserved karyotype macrostructure of A
chromosomes. However, when observing the occurrence of Bs in the different populations, it
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was possible to hypothesize about the origin of these genomic elements in the upper Parana
River basin, more specifically in the Grande River basin. In addition to the cytogenetic data,
nuclear (microsatellite) and mitochondrial molecular markers (control region sequencing)
were used to determine if there is a population structure in this species. The molecular data
indicated absence of population structure suggesting a panmixia for P. lineatus. However,
observing the results using the Bs as population markers showed a population differentiation,
which suggests that the occurrence of Bs is relatively recent in this species and the evolution
of these elements occurs much faster than the molecular markers used in the present study.
Finally, we can think about the possibility of using the B chromosomes as an important tool in
population studies in migratory species which present a difficulty in the detection of

population differentiation, as in P. lineatus.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

1.1 Aictiofauna Neotropical

Hé& aproximadamente 35.700 espécies de peixes descritas, incluindo os fésseis (Zhang,
2013), desta forma, é considerado o grupo mais diversificado que habita os ambientes
aquaticos (Nelson, 2006). Dentre todas as espécies de peixes descritas, pelo menos 13.000 sdo
exclusivas de ambientes de aguas continentais (Agostinho et al., 2008). No entanto, a extensa
rede hidrografica e os problemas de acesso aos locais de amostragem dificultam o
conhecimento da real diversidade dos peixes dulcicolas (Vari e Malabarba, 1998).

A regido Neotropical compreende a area desde parte do México, Caribe, até o sul da
América do Sul e contém a fauna de peixes mais rica do mundo (Reis et al., 2016). A maior
parte desta diversificacdo teve inicio no Cretaceo, num periodo entre 120 a 100 Ma, durante o
processo de separagdo dos continentes Africano e Sul Americano (Brito et al., 2007; Albert et
al., 2011). A estimativa para o total de espécies de peixes para o Neotropico é de 9.100
espécies (Reis et al., 2016).

De acordo com Reis et al., (2016), as espécies de peixes dulcicolas de aguas
neotropicais existentes correspondem a aproximadamente 27% de todas as espécies de peixes
do mundo, entretanto, este niumero torna-se impressionante, ja que toda esta diversidade
ocorre em ambientes de aguas continentais, os quais representam apenas 0,03% de toda a
agua do planeta (Vari e Malabarba, 1998). Contudo, o conhecimento da biologia basica de
suas espécies ainda é um dos maiores desafios da ictiologia, sendo as espécies de pequeno
porte as menos conhecidas, desde o ponto de vista taxondmico até a quantificacdo de aspectos
da ecologia populacional, reprodutiva o que dificulta a adogdo de medidas mais eficientes de

manejo e conservagdo (Sanna-Kaisa e Jukka, 2004; Martins-Queiroz et al., 2008).
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A ictiofauna Neotropical no Brasil se apresenta como um notével recurso natural, onde
sdo conhecidas cerca de 2.481 espécies de peixes (Buckup et al., 2007). Diante disto, pode-se
considerar que o Brasil comporta a maior diversidade de peixes neotropicais do mundo.
Entretanto, ainda sdo escassas as informacfes disponiveis sobre a ictiofauna marinha no
Brasil, com apenas 1.298 espécies de peixes descritas, incluindo quatro Myxini, 139
Chondrichthyes (tubardes e raias) e 1.155 Actinopterygii (Menezes et al., 2003), além disso, a
maioria destas espécies estdo presentes nas regides caribenhas.

Dentro da regido Neotropical podemos destacar a bacia do rio La Plata, a qual esta
situada na regido sudeste da América do Sul, sendo considerada um dos maiores sistemas
fluviais do planeta, cujas origens geoldgicas datam desde a ruptura Gondwanica durante a era
mesozoica (Potter, 1997; Ribeiro, 2006; Brea e Zucol, 2011). Os principais tributarios que
formam esta bacia sdo os rios Parana, Paraguai e Uruguai. O rio Parana possui cerca de
1.400.000 km?, representando aproximadamente 48.7% de toda a sua area de extenséo (Brea e
Zucol, 2011). A area de drenagem do rio Parana abrange uma area de aproximadamente
900.000 km?, localizada regido sul do escudo brasileiro, abrigando cerca de 250 espécies
autoctones de peixes, sendo que 125 dessas espécies sao consideradas endémicas (Langeani et
al., 2007; Albert et al., 2011). Essa riqueza de espécies corresponde a aproximadamente 6%
da biodiversidade conhecida de peixes do Neotropico (Albert et al., 2011).

A bacia do alto rio Parana apresenta uma ictiofauna diversificada, onde séo registradas
aproximadamente 360 espécies (Carvalho e Langeani, 2013). Uma das causas do endemismo
de peixes na bacia do alto rio Parana se deve a barreira biogeogréafica do salto de Sete Quedas,
antes de ser inundada para o fechamento da barragem de Itaipu em 1982, a qual isolava

assembleias de peixes da porcéo abaixo e acima do rio Parana (Agostinho et al., 2004).
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1.2 Caracteristicas gerais dos Characiformes com énfase no género Prochilodus

A ordem Characiformes é um dos maiores grupos de peixes dulcicolas, com pelo
menos 3.516 espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2017). Membros dos Characiformes
ocorrem na Africa subsaariana, sul da América do Norte, Américas Central e do Sul (Moreira,
2007). Atingem sua maior diversidade na regido Neotropical representando aproximadamente
43% das espécies de peixes de aguas continentais na Amazonia e cerca de 30% das espécies
de peixes neotropicais (Otero e Gayet, 2001).

H& uma grande variacdo em tamanhos dentre os Characiformes, contendo desde
espécies muito pequenas (como ocorre nos géneros Lepidarchus e Xenurobrycon), até outras
com dois metros de comprimento (Hydrocynus goliath). Representantes dos Characiformes
ocorrem desde ambientes Iénticos até I6ticos. Varios grupos de Characiformes sao
importantes para a pesca esportiva, principalmente os peixes do género Brycon e Salminus,
além da pesca de subsisténcia, sendo muitas vezes a uUnica fonte de proteina animal de
algumas populacfes ribeirinhas. Além disso, algumas espécies sdo importantes para o
mercado de peixes ornamentais (por exemplo os peixes dos géneros Hyphessobrycon,
Paracheirodon, Phenacogrammus e Gymnocorymbus).

Dentre os Characiformes existem espécies que se destacam por apresentarem
comportamentos migratorios, dentre elas podemos destacar o dourado (Salminus brasiliensis)
e o curimbata (Prochilodus sp.) (Godinho e Kynard, 2008). A migracdo é um fenémeno anual
em gue peixes se deslocam em direcdo a cabeceira dos rios a procura de locais propicios para
a desova e crescimento dos juvenis. Ha diferentes estratégias migratdrias, desde as longas
migracdes de espécies anadromas, como ocorre nos salmonideos que migram do mar para as
nascentes dos rios e chegam a nadar mais de mil quilémetros até as areas de desova. Alem

disso, ha também os chamados peixes potamdédromos, que vivem exclusivamente em rios e
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migram rumo as nascentes para desencadear os processos bioldgicos que levam a reprodugédo
(Hilsdorf e Moreira, 2008).

Os peixes de piracema, como sdo conhecidos no Brasil, sdo os que realizam migragdes
reprodutivas e apresentam padrées de deslocamento de alta complexidade (Godinho e
Pompeu, 2003). Todavia, ainda pouco se sabe sobre o comportamento bioldgico reprodutivo
sobre os padrdes de migracdo e muitas questdes relativas a este tema ainda estdo para serem
respondidas (Godinho, 2007).

Dentre os grandes migradores da regido Neotropical, podemos destacar 0s peixes da
familia Prochilodontidae os quais sdo considerados um dos componentes mais importantes
para 0 comércio e a pesca de subsisténcia em ambientes dulcicolas da América do Sul, com
excecdo do Chile, onde estas espécies ndo ocorrem (Lowe-McConnell, 1975; Goulding, 1981,
Vari, 1983). Segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura (2011), peixes desta familia
possuem a maior producdo de pescado proveniente da pesca extrativa continental, com
28.643t no ano de 2010. Desta forma, sdo elementos de importante participacdo na producao
de pescado e fonte proteica de populagdes ribeirinhas no Brasil.

Todos os Prochilodontidae sdo iliéfagos, possuindo assim algumas adaptacbes
anatdmicas como boca em forma de ventosa para succionar o lodo do fundo dos rios e retirar
os detritos organicos. Apresentam alta tolerdncia ao ambiente em que vivem, tais como
mudanca de pH, estratificacdo de temperatura elevada e baixas concentracGes de oxigénio
(Mago-Leccia, 1972). Além disso, a familia Prochilodontidae compreende espécies de
tamanho varidvel, com representantes alcangando mais de 50 centimetros de comprimento
(Britski et al., 1988). Em uma revisao taxonémica, Castro e Vari (2004) mostraram que a
familia Prochilodontidae compreende 21 espécies distribuidas em trés géneros:

Ichthyoelephas (2 espécies), Prochilodus (13 espécies) e Semaprochilodus (6 espécies).
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A sistematica da familia Prochilodontidae ¢ um tanto complexa devido a estabilidade
dos caracteres morfolégicos e meristicos adotados para a distingdo das diferentes espécies
(Mago-Leccia, 1972). Esta homogeneidade dos caracteres taxondémicos pode ser explicada
devido ao fato destas espécies estarem amplamente distribuidas ao longo das grandes bacias
hidrogréficas da América do Sul, talvez por sua capacidade de efetuar grandes migracGes com
proposito reprodutivo, dispersando, desta maneira, populacdes em grandes areas (Mago-
Leccia, 1972).

Castro e Vari (2004) revisaram a taxonomia da familia Prochilodontidae, a qual
compreende 21 espécies distribuidas em trés géneros: Ichthyoelephas (Ichthyoelephas
humeralis e Ichthyoelephas longirostris), Prochilodus (Prochilodus argenteus, Prochilodus
brevis, Prochilodus britskii, Prochilodus costatus, Prochilodus harttii, Prochilodus lacustris,
Prochilodus lineatus, Prochilodus magdalenae, Prochilodus mariae, Prochilodus nigricans,
Prochilodus reticulatus, Prochilodus rubrotaeniatus e Prochilodus vimboides) e
Semaprochilodus (Semaprochilodus brama, Semaprochilodus insignis, Semaprochilodus
kneri, Semaprochilodus laticeps, Semaprochilodus taeniurus e Semaprochilodus varii).
Recentemente, Melo et al. (2016) propuseram uma filogenia molecular da familia
Prochilodontidae, utilizando trés loci de marcadores nucleares e trés mitocondriais,
fornecendo subsidios para afirmar que ha uma monofilia na familia incluindo os trés géneros.

O curimbata, Prochilodus lineatus (Valenciennes 1836), € considerado um peixe
migrador por exceléncia e grandes cardumes realizam extensas migrac@es nos rios da bacia do
Parana na época da piracema. Padr6es migratorios em P. lineatus foram descritos na maior
parte da bacia do rio Parana com base em experimentos envolvendo a marcagéo e recaptura,
biotelemetria, uso de tags de registo de dados e analise de tecidos rigidos, tais como 0s
otdlitos (Bayley, 1973; Lucas et al., 2001; Godinho e Kynard, 2006; Peixer e Petrere Junior,

2009). Uma revisdo dos dados de marcacgdo e recaptura nesta especie (Sverlij et al., 1993)
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sugere que possam ocorrer extensas migracgoes reprodutivas, sendo documentado exemplares
recapturados em 1.000 km de distancia da localidade de marcacdo. Rotas migratorias mais
curtas parecem ser mais provaveis, como indicado pela maioria das recapturas estarem
contidas entre 50 e 500 km de distancia a partir do local de marcagdo (Espinach Ros et al.,

1990).

1.3 Estudos citogenéticos no género Prochilodus

Estudos em ictiologia revelam um interesse crescente pela citogenética de peixes, devido
a problematica taxondmica e filogenética que tem motivado grande parte das pesquisas da
area neste grupo. No Ultimo levantamento realizado foram reportadas informagdes
citogenéticas disponiveis para cerca de 475 espécies de Characiformes, 318 espécies de
Siluriformes, 48 espécies de Gymnotiformes, 199 espécies ndo pertencentes a superordem
Ostariophysi e 109 espécies de peixes marinhos (Oliveira et al., 2007). Em outra revisdo,
Oliveira et al. (2009) incluiram a descricdo 62 espéecies contendo cromossomos sexuais em
seu conjunto cariotipico.

Os primeiros estudos realizados por Pauls e Bertollo (1983, 1990) sobre a citogenética de
peixes do género Prochilodus sugeriram a existéncia de uma homogeneidade dos caracteres
cariotipicos bésicos. Varios estudos mostraram que exemplares de Prochilodus analisados
citogeneticamente continham um numero diploide de 54 cromossomos dos tipos meta e
submetacéntricos, com numero fundamental igual a 108 (Pauls e Bertollo, 1983, 1990;
Oliveira et al., 1997; Cavallaro et al., 2000; Jesus e Moreira-Filho, 2003; Artoni et al., 2006;
Voltolin et al., 2009; Voltolin et al., 2013a). Voltolin et al. (2013a) realizaram um estudo
citogenético comparativo envolvendo cinco espécies de Prochilodus (P. argenteus, P. brevis,
P. costatus, P. lineatus e P. nigricans) que apresentaram uma composi¢do cariotipica

conservada, havendo apenas poucas variagdes no padrdo de heterocromatina constitutiva.
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Diante disso, pode-se afirmar que a familia Prochilodontidae parece apresentar uma evolugao
cromossOmica predominantemente conservada.

Anélises do bandamento C realizadas em prepara¢fes cromossémicas de individuos
destas espécies evidenciaram a presenca de heterocromatina constitutiva nas regides
centroméricas dos cromossomos, com a presenca de alguns blocos heterocromaticos (Voltolin
et al.,, 2013a). Além disso, os cromossomos B dos individuos portadores apresentaram-se
totalmente heterocromaticos (Pauls e Bertollo, 1990; Cavallaro et al., 2000; Jesus e Moreira-
Filho, 2003), embora ja tenha sido descrito a presenca de blocos eucrométicos nos
cromossomos supranumerarios de exemplares de P. lineatus na bacia do rio Tibagi, Parana
(Artoni et al., 2006).

Alguns trabalhos descritos na literatura para o género Prochilodus relatam que a
técnica de deteccdo da Regido Organizadora de Nucléolo (NOR) por meio da impregnacéo
por nitrato de prata, evidenciaram as NORs na regiéo intersticial do brago longo de um par
cromossdmico metacéntrico de tamanho médio (Pauls e Bertollo, 1990; Maistro et al., 2000;
Jesus e Moreira-Filho, 2003; Artoni et al., 2006; Vicari et al., 2006, Voltolin et al., 2013a). A
regido de NOR simples localizada intersticialmente € uma condicdo bastante comum
encontrada nesse grupo como nas especies P. brevis, P. argenteus, P. nigricans, P. costatus
(Pauls e Bertollo, 1990) e P. mariae (Oliveira et al.,, 2003). A localizacdo dos genes
ribossomais rDNA 5S e 18S indicaram sintenia em P. argenteus, P. brevis, P. costatus, P.
lineatus e P. nigricans (Voltolin et al., 2013a). A organizacdo sinténica dos genes ribossomais
5S e 18S constitui uma situacdo rara entre os vertebrados. Além da descricdo em algumas
espécies do género Prochilodus, esta sintenia também foi observada nos peixes Salmo salar
(Pendas et al.,1994), Oncorhynchus mykiss (Moréan et al., 1996), Astyanax (Almeida-Toledo et
al., 2002), Triportheus nematurus (Diniz et al., 2009), Pimelodus britskii (Moraes Neto et al.,

2011). Por outro lado, em vérias espécies de peixes, estes loci tem sido mapeados em distintos
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cromossomos (Martinez et al., 1996; Moran et al.,1996; Born e Bertollo, 2000; Ferro et al.,
2001; Vicente et al., 2001; Wasko et al., 2001; Noleto et al., 2007), representando a condic¢ao
mais frequente descrita para vertebrados (Lucchini et al.,1993; Drouin e Muniz de Sa, 1995;
Suzuki et al., 1996).

Adicionalmente, uma interessante caracteristica citogenética de varias espécies do género
Prochilodus € a abundante presenca de cromossomos B, que foram primeiramente descritos

em P. lineatus por Pauls e Bertollo (1983).

1.4 Os cromossomos B

1.4.1 Aspectos gerais

Os cromossomos B foram descobertos nos primordios da historia da citogenética
classica quando Wilson (1907) observou a presenga de cromossomos “extras” em hemipteros
Metapodius. Alguns anos depois, casos similares foram descobertos em besouros Diabrotica
(Stevens, 1908) e no milho (Kuwada, 1915). Diferentes nomenclaturas foram adotadas para
descrever os cromossomos supranumerarios, incluindo “fragmentos cromossomicos extras”
(Miintzing, 1944; Ostergren, 1945), “cromossomos supérfluos” (Hakansson, 1945) e
“cromossomos acessorios” (Hakansson, 1948; Miintzing, 1948).

Os cromossomos B, também conhecidos como Bs ou cromossomos supranumerarios,
sdo elementos extras presentes no genoma de varias espécies dentre os eucariotos. Nas plantas
h& a descrigdo de cromossomos B em 979 espécies de angiospermas, representando 8% das
monocotileddneas e 3% das dicotiledéneas (Levin et al., 2005). Dentre os animais, 0 grupo
mais bem caracterizado sdo os Artropodes, classe Insecta, com os Orthoptera representando
92 espécies, Diptera 42, e Coleoptera 40 espécies (Camacho, 2005). Nos mamiferos os Bs
ocorrem em 55 espécies, sendo 0s roedores o grupo mais representativo (Vujosevic e

8
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Blagojevic, 2004). Em uma recente revisdo, Jones (2017) descreve a ocorréncia de 1685
organismos portadores de cromossomos B nos eucariotos até o presente momento, tendo uma
descricdo de 406 novas ocorréncias nos Ultimos 35 anos.

A definicho mais comum dos Bs é que estes seriam cromossomos adicionais,
dispensdveis para o crescimento e desenvolvimento dos organismos portadores, que
apresentam frequéncia varidvel e que provavelmente teriam surgido dos cromossomos A,
porém seguindo um caminho evolutivo independente. A composicéao, funcéo e especialmente
a origem dos cromossomos B ainda sdo questfes bastante controversas e nédo resolvidas no
campo da citogenética.

Houben et al. (2014) definem cromossomos B como elementos adicionais ao conjunto
de cromossomos normais. Estes elementos adicionais apresentam heranga ndo-mendeliana e
tém sido amplamente descritos em milhares de animais, plantas, fungos e outras espécies, mas
ainda permanecem como um mistério evolutivo. S&o encontrados em alguns individuos de
uma determinada populacdo, e podem variar em namero inter e intraindividualmente. Além
disso, diferentes tipos de cromossomos B podem existir dentro da mesma espécie.

Inicialmente, e até ha pouco tempo, os cromossomos B foram considerados como
elementos ndo-funcionais e sem deter quaisquer genes essenciais, uma vez que S0
dispensaveis para o crescimento normal do organismo portador, ndo conferindo qualquer
vantagem adaptativa (Houben et al., 2014). Muitos autores consideram estes cromossomos
como elementos parasitas (ou egoistas) presente nos genomas de muitas espécies e persistem
nas populacbes fazendo uso da maquinaria celular necesséria para sua transmissdo com um
mecanismo de acumulo préprio (Cabrero et al., 2013). Quando presentes em ndmero
reduzido, os supranumerarios geralmente tém pouco ou nenhum impacto sobre os portadores,
no entanto, uma elevada frequéncia dos Bs pode causar diferencas fenotipicas e reduzir a

fertilidade em alguns casos (Camacho et al., 2000; Jones e Houben, 2003; Camacho, 2005).
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Por fim, os supranumerarios tém despertado grande interesse na comunidade cientifica
devido apresentarem, aparentemente, material genético dispensavel e ainda persistirem em
populagcdes sem serem eliminados pela selecdo natural. Apesar da ampla distribuicdo
taxonbmica dos cromossomos B, o conhecimento da origem, composicdo, regulacdo e
mecanismos de acumulo destes cromossomos foram limitados até muito recentemente.
Devido aos avancos das tecnologias de sequenciamento e ferramentas de bioinformatica o
conhecimento biolégico dos cromossomos B tém melhorado significativamente nos Gltimos

anos.

1.4.2 Novas perspectivas sobre o estudo dos cromossomos B

Os cromossomos B estdo ranqueados como um dos principais temas de pesquisa de
citogenética e biologia cromossémica nos ultimos anos. A importancia dos Bs tem sido
amplamente discutida nas Ultimas décadas através de uma série de conferéncias organizadas
para discutir o tema (12, 22 e 32 B Chromosome Conferences, realizadas em 1993, 2004 e
2014, respectivamente). Os estudos envolvendo supranumerérios avancaram desde a
citogenética classica (conduzida durante a maior parte do século 20) e citogenética molecular
(desde os anos 90 até hoje) para analise gendmica e ferramentas de bioinformatica, sendo
conduzida nos altimos anos com o advento de novas metodologias de sequenciamento de
nova geragdo (SNG) com um custo mais baixo (Valente et al., 2017).

Estudos em citogenética classica e molecular foram extensivamente utilizados para o
entendimento dos Bs, numa tentativa de responder questfes acerca de sua origem e evolugéo.
Embora estas metodologias tenham provido descobertas importantes, elas apresentam um
limite de resolucédo a nivel molecular (Valente et al., 2017). Todavia, 0s avancos tecnologicos

de sequenciamento permitiram uma investigacdo massiva sobre questfes estruturais e
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funcionais relacionadas aos cromossomos B que anteriormente e até pouco tempo ndo seria
possivel (Valente et al., 2017).

Martis et al. (2012) utilizaram SNG a partir de Bs isolados de centeio e descobriram
que estes cromossomos sdo basicamente derivados dos autossomos 3R e 7R, com subsequente
acumulacdo de sequencias de outros autossomos e genomas de organelas. A analise de
genoma massiva realizada no peixe Astatotilapia latifasciata (Valente et al., 2014) utilizando
SNG de cromossomos B microdissectados e genoma total de individuos B+ (portador) e B-
(ndo portador) mostraram que os Bs contém milhares de sequéncias duplicadas de todos os
cromossomos A desta espécie. Além disso, estes autores encontraram muitos genes nos
cromossomos B, sendo que alguns deles ainda permaneciam intactos.

Por fim, pode-se afirmar que as informagdes dos estudos recentes envolvendo SNG
mudaram a visao classica de que os cromossomos B sdo pobres em genes/atividade génica,
sugerindo que os Bs podem exercer um papel importante sobre a biologia celular (Valente et

al., 2017).

1.4.3 Hipdteses sobre a origem dos cromossomos B

Até o momento, ndo existe uma elucidacdo definitiva sobre a origem dos
cromossomos B. No entanto, ha muitas hip6teses que tentam explicar os diversos caminhos
evolutivos que originaram os supranumerarios (Jones, 1995; Camacho et al., 2000; Berdnikov
et al., 2003; Jones e Houben, 2003). As caracteristicas dos cromossomos B variam de uma
maneira espécie-especifica, portanto, sabemos hoje que os cromossomos B apresentam
origens distintas nos diferentes organismos portadores.

Diferentes alternativas tém sido consideradas quanto a origem dos cromossomos B as
quais, entretanto, podem ser enquadradas entre duas possibilidades gerais, ou seja, a origem

intra ou interespecifica. No primeiro caso, 0s cromossomos B se originaram do complemento
11
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padrdo (também chamados de cromossomos A), porém seguindo um caminho evolutivo
independente (Camacho et al., 2000; Teruel et al., 2009). No mosquito Chironomus plumosus,
por exemplo, os padrdes de bandamentos nos cromossomos B sdo similares aos encontrados
na regido proxima ao centrébmero do quarto par autossdmico, evidenciando uma possivel
origem intraespecifica dos Bs nesta espécie (Keyl e Hagele, 1971).

A origem intraespecifica teve suporte com alguns estudos de cromossomos B em
peixes (Mestriner et al., 2000; Jesus et al., 2003; Artoni et al., 2006). Como € o caso do peixe
Astyanax scabripinnis, onde sequéncias do DNA satélite As51l encontram-se presentes
simetricamente em ambos os bragos de um grande cromossomo B metacéntrico, assim como
em um cromossomo acrocéntrico (par 24) do complemento padrdo, sugerindo uma possivel
origem intraespecifica dos Bs nesta espécie a partir da formacdo de um isocromossomo
(Mestriner et al., 2000).

No segundo caso, 0S supranumerarios podem surgir a partir de um evento de
hibridizacdo, em decorréncia de acasalamentos de espécies proximamente relacionadas
(Schartl et al., 1995; Camacho et al., 2000; Perfectti e Werren, 2001). A origem dos Bs a
partir de uma hibridizacdo bem-sucedida foi descrita por Perfectti e Werren (2001) ao
observarem a presenca de cromossomos supranumerarios em uma linhagem de vespas do
género Nasonia obtida a partir do cruzamento entre duas espécies diferentes, Nasonia
vitripennis e Nasonia giraulti.

Os cromossomos sexuais também tém sido previamente propostos como ancestrais dos
cromossomos B (Yoshida et al., 2011). Entretanto, diferentes hipbteses sobre a origem dos
cromossomos B tém surgido, em decorréncia do conhecimento da estrutura molecular dos
fragmentos livres de DNA de origem ndo cromossdmica, comumente encontrados nos nucleos
das células. A hipdtese de que 0s segmentos gendmicos supranumerarios tenham surgido a

partir destes fragmentos, num modelo de desenvolvimento independente também deve ser
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considerada (Foresti, 1998). Diante disso, pode-se afirmar que 0s Cromossomos
supranumerarios parecem ndo apresentar um modelo de origem Unico, mas ao contrario,
podem ter se originado de modo independente por varios caminhos evolutivos de uma

maneira espécie-especifica (Jesus et al., 2003).

1.4.4 Manuteng¢do dos cromossomos B

Dois modelos sdo propostos para explicar a manutencdo dos B em populagdes
naturais: o modelo heter6tico e o modelo parasitico. De acordo com o modelo heterético
proposto inicialmente por White (1973), os cromossomos B seriam mantidos gracas as
vantagens adaptativas que conferem aos seus portadores quando se encontram em numeros
baixos para que ndo haja um gasto energético excessivo para a sua manuten¢do nas células. Ja
o modelo parasitico proposto foi discutido por varios autores (Ostergren, 1945; Nur, 1966 a,
b; Nur, 1977; Jones, 1985; Shaw e Hewitt, 1990), onde consideram que 0s Bs permanecem
nas populacdes em razdo de seus proprios meios de acimulo, utilizando a maquinaria celular
para se multiplicar e ser transmitido para as futuras geracdes. Nesta segunda hipotese, esses
Cromossomos se apresentariam como elementos parasitas, uma vez que sua presenga nao
traria vantagem aos seus portadores.

Quando as taxas de transmissdo dos cromossomos sao superiores a 0,5 (ks > 0,5), ndo
obedecendo a lei Mendeliana da segregacdo, o resultado do acimulo da transmissdo é
coletivamente referido como “drive” (Houben, 2017). Embora os cromossomos B apresentem
a forma mais comum de drive conhecida para elementos gendmicos (Jones, 1991), ainda
pouco se sabe sobre os mecanismos celulares e moleculares envolvendo o drive.

A dinamica evolutiva dos cromossomos B parasitas parece ser caracterizada por
rapidas invasbes em virtude do drive, seguida pela neutralizacdo por meio da evolucdo de

genes supressores presentes nos cromossomos A, 0s quais eliminam os efeitos do drive nos
13
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Bs (Camacho et al., 1997). No modelo proposto por estes autores, o acumulo de cromossomos
B pode proporcionar um marcante aumento da frequéncia, em uma determinada populacéo,
em apenas dez geragoes.

O comportamento meiotico irregular, como a ndo-disjuncdo, pode auxiliar na fixacéo e
transmissdo dos cromossomos B nas populagdes (Houben, 2017). Entretanto, se o padréo de
transmissao estiver abaixo da expectativa mendeliana, os Bs estdo destinados a extin¢do por
meio de forcas ao acaso (Camacho et al., 2000). Segundo Zurita et al. (1998) e Camacho et al.
(2000), o ciclo de vida dos cromossomos B nas populagdes portadoras compreende em trés
fases: invasdo, neutralizacdo e extin¢do (Figura 1). Na fase neutra os supranumerarios devem
sofrer mutagcdes em suas sequéncias de DNA para dar origem a uma nova variante de B e
assim reiniciar seu ciclo, caso contrario estardo destinados a extingdo em um longo periodo de
tempo. No entanto, por se tratar de elementos genémicos dispensaveis eles tendem a sofrer
uma taxa e mutacdo mais elevada, sendo mais propensos a dar origem a novas variantes de B,
reiniciando assim o ciclo através do drive, ocasionando em um polimorfismo de cromossomos

B comumente encontrado em diversas espécies portadoras.

. . neutralization i
parasitic B (drive) » near-neutral B (no drive)

[

random walk
leading to
stochastic loss

regeneration

new parasitic B variant (drive) -

Y

B extinction

Figura 1. Ciclo dos cromossomos B parasiticos, proposto por Camacho et al. (2000).
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O surgimento de novas variantes de cromossomos B foi registrado na espécie de
gafanhoto Eyprepocnemis plorans, onde os cromossomos B sdo considerados bastante
mutéveis (Camacho et al., 1997; Cabrero et al. 2013). Diferentes tipos de supranumerarios
foram descritos decorrentes de translocacdo entre os cromossomos A e B (Henriques-Gil et
al., 1984; Henriques-Gil e Arana, 1990). A frequente geracdo de novas variantes de Bs indica
que o polimorfismo destes elementos gendmicos é uma caracteristica comum nas populacées
portadoras (LOpez-Leon et al., 1994). Além disso, cada variante de cromossomo B apresenta
um drive distinto, aumentando assim a média de Bs por individuo ao longo do tempo

(Camacho et al., 1997).

1.4.5 Heranca dos cromossomos B

O controle genético e padrdo de transmissdo dos cromossomos B tém sido
demonstrados em algumas espécies de animais como no gafanhoto Myrmeleotettix maculatus
(Shaw e Hewitt, 1985; Shaw et al., 1985), no bicho da farinha Pseudococus affinis, (Nur e
Brett, 1987, 1988), no gafanhoto Eypreponemis plorans (Herrera et al., 1996), em algumas
plantas como Hypochoeris maculata (Parker et al., 1982), Aegilops speltoides (Cebria et al.,
1994) e em Allium schoenoprassum (Bougourd e Plowman, 1996).

Entretanto, estudos concernentes a heranga dos cromossomos supranumerarios em
espécies de peixes portadores sdo ainda bastante escassos. Este processo ja foi identificado em
peixes como uma demonstracdo da heranca paternal ginogenética na espécie Poecilia formosa
(Schartl et al., 1995). Posteriormente, Oliveira et al. (1997), Voltolin et al. (2010c) realizaram
estudos sobre 0 mecanismo de heranga dos cromossomos B em P. lineatus e verificaram que
0 padrdo de transmissdo destes cromossomos foi consistente com a expectativa do
comportamento regular meiético dos cromossomos B em ambos 0s sexos, demonstrando uma

taxa de transmissdo mendeliana (0,5). Entretanto, Penitente et al. (2013, 2016a) observaram
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um drive diferente para cada variante de cromossomo B encontrado em P. lineatus, sendo o
tipo metacéntrico com uma taxa de transmissédo neutra (ks = 0,5), enquanto que 0s tipos
acrocéntrico e submetacéntrico apresentaram um valor de transmissao abaixo do Mendeliano
(ke < 0,5), indicando uma possivel extingdo destas variantes da populacéo natural do rio Mogi
Guagu ao longo do tempo.

Araujo et al. (2002) ao estudarem a transmissdo dos tipos de cromossomos B presentes
em populacGes da vespa Trypoxylon albitarse, relataram que o tipo B metacéntrico apresentou
maior taxa de transmissdo comparado com o tipo B acrocéntrico. Estes autores concluiram
que o tipo B metacéntrico deve apresentar, aparentemente, uma maior eficiéncia de
transmissdo em relacgao a variante acrocéntrica.

Estudos envolvendo o processo de heranca quanto a frequéncia dos supranumerarios
tém sido realizados em diversos organismos, no entanto, ainda pouco se sabe sobre a heranca,
segregacdo meiotica e conhecimento basico sobre os mecanismos que influenciam o drive dos

diferentes tipos de cromossomos B nas espécies portadoras, principalmente em peixes.

1.4.6 Cromossomos B em peixes neotropicais

Uma das primeiras descri¢gdes de supranumerarios com caracteristicas pertinentes aos
cromossomos B em peixes da regido Neotropical refere-se aos cromossomos adicionais
encontrados em Prochilodus lineatus por Pauls e Bertollo (1983). Desde entdo, nas ultimas
décadas a descricdo da ocorréncia de Bs em espécies de peixes do Neotropico tém crescido
muito com a expansdo e surgimento de novos grupos de estudos citogenéticos da ictiofauna
Neotropical.

Dentre os cromossomos B descrito em peixes podemos destacar variagdes tanto na
frequéncia quanto a morfologia, as quais se diferem geralmente de uma maneira espécie-

especifica. Ha a descricdo de Bs em espécies do género Astyanax de tamanho macro, medio e
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micro, além disso, variam também morfologicamente, podendo se apresentar como
metacéntrico, submetacéntrico e acrocéntrico (Daniel et al., 2013). Entretanto, 0 cromossomo
do tipo metacéntrico parece ser 0 mais comumente encontrado nas espécies de peixes.

Com relacdo ao tamanho, 0s cromossomos supranumerarios encontrados em peixes
exibem uma grande diversidade, ou seja, ha a ocorréncia de macrocromossomos descrito em
algumas espécies do género Astyanax (Maistro et al., 1992; Salvador e Moreira-Filho, 1992;
Vicente et al., 1996; Moreira-Filho et al., 2001; Ferro et al., 2003; Hashimoto et al., 2008);
cromossomos supranumerarios de tamanho médio, como ocorre em Rhamdia (Fenocchio e
Bertollo, 1990; Fenocchio et al., 2000) ou microcromossomos, como 0s encontrados em
Prochilodus (Pauls e Bertollo, 1983, 1990; Venere et al., 1999; Cavallaro et al., 2000;
Oliveira et al., 2003; Artoni et al., 2006; Voltolin et al., 2013a; Penitente et al., 2016ab).

Os cromossomos B também podem variar tanto inter quanto intraindividualmente nas
espécies de peixes portadoras. A frequéncia de Bs em Moenkhausia sanctaefilomenae pode
variar de zero a oito microcromossomos B em um unico individuo (Foresti et al., 1989;
Hashimoto et al., 2012). Oliveira e Foresti (1993) também descreveram a ocorréncia de até
dois microcromossomos B metacéntricos em Steindachnerina insculpta. Erdtmann et al.,
(1990) descreveram a ocorréncia de até dezesseis microcromossomos B em Callichthys
callichthys. No entanto, em espécies do género Astyanax, 0 padrdo mais comumente
encontrado é a ocorréncia de apenas um supranumerario (Salvador e Moreira-Filho, 1992;
Néo et al., 2000; Moreira-Filho et al., 2001, Hashimoto et al., 2008; Daniel et al. 2013).

Por fim, a estimativa da ocorréncia de cromossomos B em peixes neotropicais pode
ser muito maior, pois ainda ha uma caréncia em estudos filogenéticos e citogenéticos basicos
que permitam identificar espécies novas, o que dificulta a descri¢do de supranumerarios em

novas espécies.
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1.4.7 Cromossomos B em Prochilodus lineatus

Desde a primeira descrigdo de Bs em P. lineatus, a mais de trés décadas, varios
estudos foram realizados nesta espécie, resultando em conclusdes relevantes para o tema dos
cromossomos B nos peixes (Pauls e Bertollo, 1990; Oliveira et al., 1997; Cavallaro et al.,
2000; Jesus et al., 2003; Voltolin et al., 2010abc, 2011, 2013ab; Penitente et al., 2013,
2016ab). Diante disto, podemos afirmar que P. lineatus pode ser considerada, juntamente com
0s peixes do género Astyanax, como espécies modelo no estudo sobre a origem, funcdo e
manutencdo dos Bs nos peixes neotropicais.

Em P. lineatus, os cromossomos B apresentam um tamanho reduzido, podendo ser
classificados como microcromossomos (Pauls e Bertollo, 1983, 1990; Venere et al., 1999;
Cavallaro et al., 2000; Oliveira et al., 2003). Entre os exemplares capturados em diferentes
localidades, foi constatada uma variacdo modal de cromossomos supranumerarios, contudo,
em todas as populacBes analisadas, o nimero desses cromossomos esta contido entre 0s
valores de zero a nove (Voltolin et al., 2011).

Em outro estudo realizado com exemplares do rio Mogi-Guagcu, foi demonstrado que o
namero de Bs ndo é estavel, sendo observado um aumento da média ao longo do tempo, a
partir das primeiras observacdes realizadas naquela localidade (Pauls e Bertollo, 1983). No
entanto, varios autores (Cavallaro et al., 2000; Oliveira et al., 1997; Voltolin et al., 2010b)
detectaram uma estabilidade mitética na frequéncia de cromossomos B, ou seja, ndo ha
variacdo intraindividual na populacdo natural de P. lineatus do rio Mogi-Guagu, sendo
constatado um nimero modal de 2 a 3 Bs.

Microcromossomos B também foram identificados na espécie P. brevis (cit. Prochilodus
cearensis) por Pauls e Bertollo (1990). Além de apresentar todas as caracteristicas dos
cromossomos B de P. lineatus, a espécie P. brevis apresentou uma variacdo de até dois Bs.

Venere et al. (1999) descreveram a ocorréncia de até dois Bs na espécie P. nigricans
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coletados no rio Araguaia, os quais foram considerados totalmente heterocrométicos apos o
bandamento C. Estudos realizados por Oliveira et al. (2003) identificaram a presenca de até
trés Bs na espécie P. mariae provenientes da bacia do rio Orinoco, na Venezuela.

Recentemente supranumerarios foram descritos em mais duas espécies de Prochilodus,
sendo a ocorréncia de até trés Bs em P. argenteus (Penitente et al., 2015) e um cromossomo B
em P. costatus (Melo et al., 2017). No entanto, dentre as 13 espécies de Prochilodus descritas,
apenas oito foram cariotipadas até agora, sendo reportada a ocorréncia de cromossomos B em
seis delas, portanto, a origem dos Bs dentro deste género pode ser em decorréncia de um
antigo evento filogenético neste grupo (Melo et al., 2017).

Na literatura existem muitos estudos que descrevem a variagdo da frequéncia dos Bs
em P. lineatus, no entanto, Artoni et al. (2006) e Penitente et al. (2013, 2016a), ao estudarem
exemplares desta espécie provenientes do rio Mogi Guagu evidenciaram a presenca de trés
variantes morfoldgicas béasicas, podendo ser classificados como metacéntrico,
submetacéntrico e acrocéntricos, sendo o tipo metacéntrico o mais frequente. Além disso,
estes Bs se diferem em tamanho, sendo o tipo submetacéntrico o maior, metacéntrico o de
tamanho médio e o tipo acrocéntrico 0 menor dentre todas as variantes.

A transmissdo dos tipos de Bs em P. lineatus foi descrita por Penitente et al. (2013,
2016a) ao estudarem o drive envolvendo cada tipo de supranumeréario da populacdo do rio
Mogi Guacu por meio de cruzamentos induzidos. Estes autores sugerem que a variante
metacéntrica se apresenta estavel na populacdo, enquanto que 0s tipos acro e submeta estéo
sofrendo uma reducdo na frequéncia devido a uma baixa taxa de transmisséo (ks < 0,5), 0 que
pode levar a uma extingdo dos mesmo ao longo do tempo, caso ndo ocorram mutacdes que
propiciem uma regeneragéo no ciclo.

Estudos sobre a origem dos Bs em P. lineatus foram primeiramente conduzidos por

Jesus et al. (2003), que ao analisar a distribuicdo do DNA satélite SATH1 observaram
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homologias entre regides pericentroméricas dos cromossomos A com o0s Bs, sugerindo assim
uma hipotese de origem intraespecifica dos supranumerarios nesta espécie. Artoni et al.
(2006) também analisaram a distribuicdo de SATH1 em P. lineatus, encontrando marcacgdes
simétricas dos mesmos nos Bs da populacdo do rio Tibagi, sugerindo também uma hipétese
de origem intraespecifica por meio da formacédo de isocromossomos.

Voltolin et al. (2010a, 2013b) conduziram estudos sobre a origem dos Bs em P.
lineatus na populagdo do rio Mogi Guagu utilizando a metodologia de microdissecgédo
cromossémica aliada a técnica de DOP-PCR para a producdo das sondas B-especificas. Estes
autores ndo encontraram homologias entre os cromossomos B e A, portanto sugeriram uma
hipotese sobre origem interespecifica na espécie. No entanto, Penitente et al. (2016)
realizaram um estudo parecido, porém isolando sondas de cada tipo de B, também por meio
de microdisseccdo, e constataram que apenas a variante submetacéntrica apresentava
homologia com regides centroméricas dos cromossomos A, assim como descrito previamente
por Jesus et al. (2003), reforcando a hipdtese de origem intraespecifica destes elementos

gendmicos nesta espécie.

1.5 Estudos populacionais em peixes neotropicais, com énfase em marcadores de DNA
mitocondrial

A identificacdo e a caracterizacdo dos padrdes genético-populacionais sdo de
fundamental importancia para o planejamento adequado de programas de conservagéo,
manejo e exploracdo dos bancos genéticos selvagens das espécies nativas da ictiofauna
Neotropical (Toledo-Filho et al., 1999). Na piscicultura ja existem varios estudos empregando
diversos marcadores genéticos, pois, antes de se iniciar o cultivo de um estoque €
imprescindivel que se conheca a variabilidade genética da populagédo fundadora (Toledo-Filho
et al., 1992). Além disso, 0 uso de marcadores genéticos torna-se cada vez mais necessario
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para a identificacdo de hibridos nos estoques de reprodutores nas pisciculturas brasileiras
(Porto-Foresti et al., 2011).

Atualmente, hd a descricdo de diversos marcadores genéticos disponiveis para
averiguar a estruturacdo populacional em peixes, associados tanto ao genoma nuclear como ao
genoma mitocondrial. Dentre tantos, podemos destacar 0 DNA mitocondrial (mtDNA), pois
apresenta caracteristicas que o tornam um excelente marcador para estudos evolutivos, pois
apresena um genoma compacto com estrutura e organizacdo simples, auséncia de introns,
pseudogenes e elementos transponiveis, elevada taxa de substituicdo nucleotidica, heranca
predominantemente materna, conservacdo do contetido génico e facilidade de purificacao,
além do fato de possuir vérias cdpias por célula (Avise et al., 1987).

O mtDNA constitui uma importante fonte de marcadores genéticos moleculares, pois a
maior parte de sua variabilidade encontra-se distribuida inter-estoques ao invés de intra-
estoques, isto parece ocorrer porque 0 mtDNA é mais suscetivel as consequéncias da deriva
genética do que o DNA nuclear (Avise et al., 1979ab; Brown et al., 1979). Além disso, o
mMtDNA apresenta uma taxa de substituicdo de nucleotideos de 5 a 10 vezes superior a do
DNA nuclear, sendo a regido controle, também conhecida como D-loop (Displacement loop),
a mais variavel (Brown et al., 1979; Harrison, 1989).

Adicionalmente, informacdes fornecidas pela analise do mtDNA mostraram-se Uteis
na identificacdo de diferentes bancos genéticos em populac@es intraespecificas na area de
ictiologia (Avise, 1992; Calcagnotto, 1998). Além de acrescentar uma perspectiva
filogeogréafica a demografia e a estrutura populacional de uma determinada espécie, os dados
obtidos também podem contribuir para um conhecimento mais aprofundado a respeito da

diversidade genética em diversos organismos (Avise, 1992).
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1.6 O uso de marcadores microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos como STR (Short Tandem Repeats), séo
elementos repetitivos abundantes no genoma, formados por arranjos de repeticdes em tandem
que variam de dois a seis nucleotideos de comprimento e estdo entre os locus mais
polimérficos dos genomas (Ferguson et al., 1995). O polimorfismo desses marcadores baseia-
se na variagcdo do nimero dos elementos repetidos, provavelmente devido aos erros da DNA
polimerase durante o processo de replicagéo e reparo do DNA (Studart, 2001).

Os marcadores microssatélites vém sendo muito utilizados nas ultimas décadas por
apresentarem uma série de vantagens, pois sdo abundantes e cobrem extensivamente o
genoma, possuem natureza multialélica, necessitam de uma pequena quantidade de DNA para
analise, sdo facilmente detectaveis via PCR (Polymerase Chain Reaction), apresentam
heranca mendeliana e sdo expressos como alelos codominantes (Lima, 1998; Moreira, 1999).

Todavia, os microssatélites tém sido amplamente utilizados em diversos estudos na
area de genética animal, tais como: estimativas de distancias genéticas; monitoramento de
endocruzamentos; testes de paternidade em diversas espécies animais; comparacdes de
composicdo genética de amostras recentes e antigas e analise da diversidade genética (Melo et
al., 2008). Além disso, os microssatélites também auxiliam na identificacdo genética de
estoques, de forma a maximizar a recuperacdo da variabilidade genética via cruzamentos, bem
como para monitorar os niveis de endocruzamentos nos plantéis de reprodutores (Melo et al.,
2008).

Os estudos genético-populacionais baseados no polimorfismo dos marcadores
microssatélites nos peixes dulcicolas neotropicais tém crescido a medida que novos locus
especie-especificos sdo publicados (Hilsdorf 2013). O primeiro estudo realizado no género
Prochilodus utilizando microssatélites foi o de Hatanaka et al. (2006) ao estudarem a

diferenciacdo genética entre populacGes de P. argenteus na bacia do rio S&o Francisco.
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1.7 Estudos populacionais em Prochilodus lineatus

Vaérios estudos populacionais foram conduzidos na espécie P. lineatus por meio de
isozimas, marcadores moleculares nucleares e mitocondriais. Em um estudo pioneiro sobre a
estrutura genética em populagdes de P. lineatus, Revaldaves et al. (1997) utilizaram seis loci
polimorficos de isozimas em 160 individuos pertencentes aos rios Parana, Baia e Ivinhema.
Foi constatada uma Unica unidade reprodutiva panmitica com alto fluxo génico entre as trés
subpopulacdes analisadas, devido aos indices de fixacdo e de distancia genética, além de uma
alta similaridade genética entre os exemplares analisados (Fst = 0.018).

Sivasundar et al. (2001) realizaram estudos filogeograficos em quatro grandes bacias
sul-americanas (Orinico, Magdalena, Amazénica e Parand) utilizando espécies do género
Prochilodus. Além disso, os autores também realizaram uma analise populacional em 26
individuos de P. lineatus dentro da bacia do Parand, utilizando-se a regido controle do DNA
mitocondrial. Cada individuo apresentou um hapl6tipo distinto, mas a distribuicdo
filogeografica dos hapl6tipos ndo seguia a distribuicdo esperada de acordo com o arranjo
espacial das localidades originarias de cada um. Esses resultados foram apontados como
evidéncias de amplo fluxo génico dentro da bacia hidrografica e a falta de estruturacéo
genético-populacional para esta espécie na bacia do Parand, corroborando os resultados
obtidos com isozimas realizados por Revaldaves et al. (1997).

Morelli (2008), utilizou marcadores microssatélites e sequéncias de D-loop em P.
lineatus no intuito de averiguar a auséncia de estruturacdo genética em populagdes migradoras
e residentes no rio Mogi-Guacu, alto rio Parana, amostrados sazonalmente em diferentes anos
consecutivos. Os resultados obtidos evidenciaram uma baixa diferenciacdo genética para
microssatélites e moderada para a regido controle entre as populagdes que migram e as
residentes no rio Mogi-Guagu. Estes autores sugerem um isolamento temporal entre as

populages, associado a formacao de cardumes migradores aleatorios com insercao de novos
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individuos juvenis, alterando assim as frequéncias dos alelos nas popula¢@es. Outro exemplo
de variagdo sazonal dos estogques genéticos nesta espécie também foi reportando por Rueda et
al. (2013), ao estudarem cardumes de P. lineatus coletados na mesma localidade no rio
Uruguai.

Garcez et al. (2011) analisaram exemplares provenientes da bacia do rio Grande,
envolvendo os rios Grande, Mogi-Guagu e Pardo, utilizando técnicas de PCR-RFLP no
mtDNA regido controle. Estes autores ndo encontraram estruturacdo genética entre as
localidades amostradas, exceto amostras do rio Pardo, as quais evidenciaram niveis
significantes de divergéncia. Além disso, 0s autores sugerem que as 0s impactos ambientais
causados pelas barragens ndo geraram, a curto prazo, diferengas significativas entre as
populagdes estudadas.

Recentemente outros estudos populacionais foram conduzidos em P. lineatus.
Revaldaves et al. (2016) utilizaram marcadores mitocondriais e RAPD em populagdes de P.
lineatus amostrados na bacia do rio Parana e Paraguai. Ferreira et al. (2017) analisaram
populacdes fragmentadas por barragens no rio Parana utilizando marcadores microssatélites e
mtDNA (D-loop). Ambos autores ndo encontraram estruturacao genética entre as populacdes
desta espécie e reforcaram a hipoOtese de panmixia conforme ja sugerida anteriormente por

outros autores (Revaldaves et al., 1996; Sivasundar et al., 2001).

1.8 Justificativa

Os cromossomos B tém sido o principal tema da citogenética de peixes neotropicais,
desde a sua primeira descricdo nesta regido ha mais de trés décadas. Desde entdo, muitos
estudos envolvendo marcadores citogenéticos classicos até a utilizacdo de sondas B-
especificas a partir da microdissec¢do cromossémica foram realizadas para elucidar questoes

envolvendo a tematica dos Bs. Embora importantes conclusdes tenham sido obtidas acerca
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dos Bs nos peixes utilizando tais técnicas, ainda restam muitas questdes a serem respondidas.
Neste sentido, uma revisdo sobre o panorama atual da ocorréncia e distribuicdo dos
supranumerarios em peixes do Neotrdpico se faz necessaria.

A espécie P. lineatus estd amplamente distribuida ao logo da bacia do Parana e
apresenta inegavel importancia econdmica e ecoldgica. Além disso, esta espécie é pioneira no
entendimento dos cromossomos B, sendo considerada como modelo em estudos sobre a
origem, transmisséo e composicdo destes elementos adicionais nos peixes neotropicais. Os
principais pontos que tornam esta espécie interessante nos estudos dos Bs se devem a elevada
ocorréncia de supranumerarios, ampla distribuicdo na bacia do rio de La Plata, facilidade de
captura e manejo para a reproducdo induzida. Portanto, esta espécie se tornou o principal alvo
de estudos focados no entendimento da heranga, manutengdo e origem dos Bs nos peixes
neotropicais nas ultimas décadas, gerando importantes conclusdes sobre o tema. Entretanto, a
maior parte desses estudos estdo restritos a populacéo natural do rio Mogi Guagu.

Portanto, uma andlise pormenorizada sobre a distribuicdo dos cromossomos B ao
longo da bacia do rio Parand em localidades ndo estudadas, bem como a utilizacdo destes
elementos gendmicos como possiveis marcadores populacionais em P. lineatus, que apresenta
uma problematica no estudo estruturacdo populacional devido, principalmente, ao seu
comportamento migratorio, podem auxiliar no entendimento da origem e manutencao dos Bs

nesta espécie e, de modo mais amplo, nos peixes do Neotropico.
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registros de estudos, desde a sua primeira descricdo no final dos anos 70. Sendo que
atualmente contamos com um panorama em que ha o maior polimorfismo dos Bs na bacia do
Grande, entretanto, j& podemos notar o surgimento de novas variantes na localidade de
Reginopolis, além auséncia de Bs na bacia do rio Paraguai.

Por fim, estes dados aqui apresentados podem se modificar em um curto periodo de
tempo, inclusive em poucas geracdes, pois 0s Bs sdo elementos dispensaveis do genoma e
apresentam uma elevada taxa evolutiva o que pode acabar influenciando nas frequéncias das

variantes nas diferentes localidades atraves do drive e fluxo génico.
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