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RESUMO

A ictiofauna neotropical € uma das mais ricas do mundo, sendo estimada a
ocorréncia de 9100 espécies de peixes. Dentre estes, 0 género Astyanax
(Characiformes, Characidae) se destaca como um dos mais abundantes em
espécies, sendo marcante a presenca de cromossomos B neste grupo.
Cromossomos B, ou supranumerarios, sado cromossomos adicionais aos
cromossomos padrées do organismo e considerados dispenséveis. A origem destes
cromossomos ainda é incerta, sendo 0s modelos mais aceitos a origem
intraespecifica, em que os cromossomos B se originam dos proprios cromossomos
da espécie e a origem interespecifica, em que 0s supranumerarios se originariam
dos cromossomos de outra espécie proxima através da hibridacdo. Uma das
caracteristicas que definem os cromossomos B € a sua transmissao que foge dos
padrées mendelianos, levando a acumulacdo ou extincdo destes elementos. Em
peixes, cromossomos B estdo presentes em 113 espécies, sendo a variante
presente em Astyanax paranae um dos modelos de estudo para o grupo. Esta
variante foi diagnosticada como um isocromossomo de origem intraespecifica, e
sequencias presentes neste cromossomo também estdo presentes nos
cromossomos B de outras espécies do grupo, sugerindo uma origem comum.
Entretanto, dados em relacdo a transmissdo deste supranumerario ainda ndo sao
conhecidos. Diante disto, o objetivo do presente trabalho foi descrever o padrao de
transmissdo do cromossomo B presente em A. paranae através de cruzamentos
dirigidos. A transmissdo de cromossomos supranumerarios revelou ser dependente
do sexo do portador nesta populacdo, sendo o indice de transmissédo (kb) de 0,439
em cruzamentos onde somente o macho possui cromossomo B; 0,107 em
cruzamentos onde apenas a fémea € portadora de cromossomo B e 0,356 em
cruzamentos onde ambos 0s parentais possuiam supranumerarios. Conclui-se que a
herdabilidade da variante de cromossomos supranumerarios presente na populacéo
de A. paranae é diretamente dependente do sexo do parental portador, com
transmissdo neutra pelos machos e eliminacdo pelas fémeas na populacéo

estudada.
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ABSTRACT

The neotropical ichthyofauna is one of the richest in the world, estimated in 9100 fish
species. In this group, the genus Astyanax (Characiformes, Characidae) is
considered one of the most abundant in species, being remarkable the presence of
supernumerary or B chromosomes in the group. B chromosomes are additional
chromosomes to the standard chromosomes and are considered dispensable. These
elements are present in plants, animals and fungi and are generally formed by
repetitive DNA sequences and fragments of ribosomal and histone genes. The origin
of these chromosomes is still uncertain, and the most accepted model intraspecific-
related, where the B chromosomes arise from the same chromosomes of the species
and the intraspecific origin, although the supernumerary ones would originate from
the chromosomes of another related species by hybridization. One of the important
characteristics of B chromosomes is related with their transmission, which does not
follow Mendelian patterns, leading to the accumulation or extinction of these
elements. In fish, B chromosomes are present in 113 species, and the variant
present in Astyanax paranae is one of the studing models for the group. This variant
was diagnosed as an isochromosome of intraspecific origin, and sequences present
on this chromosome are also present on the B chromosomes of other related
species, suggesting a common origin. However, data regarding the transmission of
this supernumerary are still unknown. Therefore, the objective of the present work
was to describe the transmission pattern of the B chromosome present in A. paranae
through directed crosses by in vitro fertilization. Transmission of supernumerary
chromosomes revealed be dependent on the carrier’'s gender, with a transmission
rate (kb) of 0.439 in crosses where only the male has a B chromosome; 0.107 at
crosses where only the female carries the B chromosome and 0.356 at crosses
where both parents had supernumerary. It is concluded that the inheritance of the
supernumerary chromosomal variant present in the A. paranae population is directly
dependent on the sex of the parental carrier, with neutral transmission by males and

elimination by females in the studied population.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da familia Characidae, com foco no género Astyanax

A regido Neotropical abrange a area desde parte do México, Caribe, até o Sul
da América do Sul e compreende a fauna de peixes mais rica do mundo, sendo
estimada a ocorréncia de 9100 espécies, 0 que corresponde a 27% do total de
espécies do grupo no mundo (Reis et al. 2016). Estes niumeros se tornam ainda
mais expressivos se considerarmos que toda essa diversidade ocorre em ambientes
de aguas continentais, que correspondem a apenas 0.03% de toda 4gua do planeta
(Vari e Malabarba 1998). Entretanto, o conhecimento da biologia basica de grande
parte deste grupo ainda é um grande desafio para a ictiologia, sendo principalmente
as espécies de pequeno porte as menos conhecidas. Assim, o desenvolvimento da
taxonomia, da ecologia populacional e do conhecimento da biologia reprodutiva sé&o
medidas que podem fornecer alternativas mais eficientes de manejo e conservagéo
dessas espécies (Juvonen e Salo 2004; Martins-Queiroz et al. 2008).

A ictiofauna brasileira apresenta-se como um grande recurso natural, sendo
conhecidas cerca de 2.481 espécies (Buckup et al. 2007) Diante disso, pode-se
considerar que o Brasil apresenta a maior diversidade de peixes neotropicais do
mundo, apesar de informacdes disponiveis sobre a ictiofauna marinha ainda serem
escassas, com 1.298 espécies descritas (Menezes et al. 2003).

Dentre as ordens de peixes que formam a ictiofauna neotropical, a ordem dos
Characiformes ganha destaque por ser uma das mais abundantes, com pelo menos
2.200 espécies validas (Fricke et al. 2019). Apesar de representarem grande parte

da ictiofauna neotropical, os peixes desta ordem nao estdo restritos a essa regiao,
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uma vez que também ocorrem na Africa subsaariana e sul da América do Norte
(Moreira 2007). Em geral, os peixes da ordem dos Characiformes ocorrem em
ambientes Iénticos e l6ticos, sendo varios representantes do grupo importantes para
pesca esportiva e de subsisténcia, como os peixes dos géneros Brycon, Salminus,
Prochilodus e Astyanax (espécie de pequeno porte), constituindo um importante
recurso alimenticio.

Inserido neste grupo, o género Astyanax (Characiformes, Characidae) se
destaca como um dos mais abundantes em espécies, 0s quais habitam,
principalmente, cabeceiras de pequenos rios e riachos na maioria das bacias
hidrogréficas brasileiras (Lima 2003). Atualmente, o género Astyanax é composto
por aproximadamente 154 espécies validas (Eschmeyer e Fong 2017), embora
grande parte dessas espécies ainda careca de informacdes citogenéticas basicas,
enfatizando a necessidade de estudos adicionais neste grupo (Daniel et al. 2015).

Até o momento, os estudos citogenéticos tém evidenciado uma extensa
variabilidade cariotipica em relacdo aos numeros diploides: desde 2n=36 em
Astyanax schubarti (Daniel-Silva e Toledo 2001) a 2n=50 cromossomos em A.
paranae (Silva et al. 2016). Adicionalmente, quatro grandes “complexos de espécies”
foram descritos neste género: A. scabripinnis (Moreira-Filho, 1991), A. fasciatus
(Artoni et al. 2006), A. bimaculatus (Paiva et al. 2006) e A. hastatus (Kavalco et al.
2009). Nestes grupos destaca-se a ocorréncia de variabilidade cariotipica
significativa, como numeros diploides distintos, polimorfismos de heterocromatina e
regides organizadoras nucleolares e, adicionalmente, ocorréncia de diferentes
variantes de cromossomos B em espécies ou populacdes distintas (Daniel et al.
2015; Hashimoto et al. 2008; Maistro et al. 1992; Mizoguchi and Martins-Santos

1997; Penitente et al. 2015; Silva et al. 2014). Assim, em regides onde ocorrem
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sistemas de rios e riachos, um isolamento geogréfico natural entre as populacdes se
estabelece, podendo impedir o fluxo génico e tornando-as suficientemente
divergentes, constituindo, assim, espécies distintas ou mesmo “complexos de
especies” (Reis et al. 2003).

Sendo assim, a variabilidade cariotipica inter e intraespecifica observada no
género Astyanax, sua ampla distribuicdo geografica, alta plasticidade fenotipica,
grande capacidade adaptativa e rapida especiacado (Zanata e Camelier 2009) sdo
fatores que fomentam estudos citogenéticos, biogeogréficos, evolutivos e
filogenéticos, permitindo o aprofundamento no conhecimento da sistemética e
processos evolutivos envolvidos da diversidade do grupo. Além disso, a presenca de
cromossomos B em diversas espécies deste grupo € bastante relevante para que
esses animais tornem-se importantes modelos de estudo para essa caracteristica,
sendo fundamentais para um melhor entendimento da dindmica evolutiva e da

estrutura dos supranumerarios.

1.2 Cromossomos B: aspectos gerais

O genoma dos eucariotos ndo é formado somente pelo conjunto dos genes
essenciais ao individuo, mas também por uma variedade de elementos dispenséaveis
aos seus portadores, que podem até mesmo nao seguir as leis de transmisséo
mendeliana. Dentre esses, 0s cromossomos B, ou supranumerarios, destacam-se
como sendo um dos primeiros elementos dispensaveis descritos, citados pela
primeira vez por Wilson (1907). Este tipo de cromossomo esta presente em
genomas de varios grupos de organismos, correspondendo a cerca de 15% dos

eucariotos (Beukeboom 1994).
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Existem diversas definicdes para cromossomos B, tais como: “cromossomos
adicionais dispensaveis que estdo presentes em alguns individuos de determinadas
populacbes de uma espécie, provavelmente originados dos cromossomos A,
seguindo, entretanto, seus proprios caminhos evolutivos” (Camacho et al. 2000);
‘cromossomos supranumerarios que geralmente sao preferencialmente herdados,
desviando-se da segregagdo mendeliana usual” (Houben 2017) ou “cromossomos
ndo essenciais e potencialmente prejudiciais ao individuo quando em elevado
namero de copias, tendendo a acumular transposons e DNAs repetitivos,
frequentemente mostrando heranga ndo-Mendeliana” (Douglas e Birchler 2017). Os
cromossomos B vém sendo objetos de estudo a décadas, tendo como focos
principais aumentar a compreensdo sobre possiveis mecanismos de origem e
manutencdo nos diversos grupos em que estdo presentes, descrever 0s varios
polimorfismos estruturais e numeéricos de cromossomos Bs nas espécies,
caracterizar a composicdo destes elementos através de hibridacdo in situ
fluorescente e, mais recentemente, com 0 sequenciamento de nova geracao, seu
contetdo génico e suas possiveis funcbes ou prejuizos aos individuos, contrastando
com sua natureza dispensavel, além dos mecanismos de heranca e manutencao
nas popula¢cfes que apresentam supranumerarios.

A origem dos cromossomos B ainda é incerta, sendo este o principal foco de
diversos estudos cientificos. Dentre as hipéteses para o0 surgimento destes
elementos, as mais aceitas sdo: |) a hipotese de origem intraespecifica, que sugere
0Ss cromossomos B como derivagcbes dos cromossomos do conjunto padrdo A,
sendo considerados subprodutos da evolugéo do caridtipo padrao (Camacho et al.
2000; Jones e Rees 1982; Teruel et al. 2010) e II) a hipétese de origem

interespecifica, que sugere que os cromossomos B de uma espécie podem ser
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originados dos cromossomos padrdo de outra espécie proximamente relacionada,
por hibridacdo (Battaglia 1964; Camacho et al. 2000; McAllister e Werren 1997,
Schartl et al. 1995; Tosta et al. 2015).

Diversos trabalhos sustentam essas duas hipoteses iniciais. Para a origem
intraespecifica, a primeira evidéncia observada em favor dessa teoria foi observada
por (Keyl e Hagele 1971) na analise de cromossomos B do mosquito Chironomus
plumosus, através da demonstracdo de um padrdo de bandamento presente no
cromossomo B muito similar ao encontrado no quarto par de cromossomaos, proximo
ao centrdbmero. Estudos moleculares recentes tém sido de grande importancia no
estudo da origem de cromossomos B e tém gerado evidéncias que apoiam a origem
intraespecifica, como é o caso da andlise das sequencias repetitivas presentes no
cromossomo B da planta Crepis capillaris (Jamilena et al. 1994; 1995). Neste caso,
todas as sequéncias repetitivas isoladas do cromossomo supranumerario também
se encontram nos cromossomos padréo da espécie.

Em peixes, algumas variacdes de cromossomos B com origem intraespecifica
séo observadas. Mestriner et al. 2000, Jesus et al. 2003 e Artoni et al. 2006 sugerem
o surgimento dos cromossomos B pelo processo de isocromossomo para algumas
espécies de Characiformes. Por exemplo, a variante de cromossomo
supranumerario encontrada em Astyanax scabripinnis foi diagnosticada como um
isocromossomo através do mapeamento da sonda As51 por Mestriner et al. 2000,
que revelou a presenca das sequencias repetitivas em ambos os bracos do
cromossomo B de modo similar ao par 24 do caritétipo padréo, gerando argumentos
favoraveis a origem do cromossomo B pela formacdo de um isocromossomo.
Posteriormente, Silva et al. 2014 observaram o mesmo fendmeno em Astyanax

paranae através do mapeamento das sondas 18S e histona H1. No entanto, deve-se
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destacar que embora ambos 0s cromossomos reportados acima sejam bastante
parecidos do ponto de vista morfoldgico, as sequéncias repetitivas mapeadas séo
completamente diferentes (Mestriner et al. 2000; Silva et al. 2014).

A origem interespecifica dos cromossomos supranumerarios é uma
alternativa ao modelo anteriormente apresentado e foi demonstrado ocorrer em
linhagens de vespas hibridas entre as espécies Nasonia vitripennis e Nasonia
giraulti (Perfectti e Werren 2001). Ainda, o cromossomo B presente no peixe
ginogenético Poecilia formosa resultante do cruzamento entre Poecilia mexicana e
Poecilia latipinna € outro exemplo originado por hibridacéo entre espécies (Schartl et
al. 1995). Neste caso, o material genético presente nos espermatozoides apenas é
utilizado para o inicio do desenvolvimento embrionério, sendo subsequentemente
eliminado durante a formacdo do zigoto. Sendo assim, 0S Cromossomos
supranumerarios presentes seriam produto de uma eliminacdo incompleta dos
cromossomos A do parental masculino (Schartl et al. 1995). Em abelhas do género
Partamona, uma sequencia especifica dos cromossomos B sugerem a possibilidade
de origem interespecifica. A analise em quatro diferentes espécies revelou uma
escassez em divergéncias nesta sequencia, sugerindo a possibilidade deste
cromossomo B ter sido transferido recentemente através de episédios de hibridacao
interespecifica (Tosta et al. 2015).

A presenca dos cromossomos B nos organismos é notavel pelo intenso
polimorfismo estrutural e numérico observado nestes elementos, envolvendo sua
composicdo, morfologia e nimero de cromossomos por individuo. Uma classificacao
para os cromossomos B através de sua morfologia foi proposta por Volobujev
(1984), em que os cromossomos séo divididos em trés grupos: no primeiro grupo se

enquadram 0s cromossomos B cujo tamanho € inferior aos menores cromossomos
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do conjunto padrdo. Neste caso, 0os cromossomos podem ser chamados de
microcromossomos. No segundo grupo reiinem-se 0s cromossomos B com tamanho
equivalente aos cromossomos A e no terceiro grupo enquadram-se 0S
supranumerarios cujo tamanho é superior aos maiores cromossomos do cariotipo
padrao (Volobujev 1984).

Na maioria das espécies em que estdo presentes, a transmissdo mitética dos
cromossomos B é normal e todas as células carregam o mesmo nuamero destes
elementos (Houben et al. 2013). Entretanto, alguns exemplos de supranumerarios
que apresentam instabilidade mitdtica podem ser notados, resultando em células
com diferentes nimeros de cromossomos B. Esta variacdo € resultado de nédo
disjungcbes das cromatides irmds durante a mitose, levando a auséncia de
cromossomos B em uma das células-filhas produzidas e seu acumulo na outra
célula-filha (Houben et al. 2013). Além disso, sdo registrados exemplos de
organismos em que 0S cromossomos B estdo restritos a 6rgdos ou tecidos
especificos, como é o caso na planta Aegilops mutica, em que 0S CromossSomos
supranumerarios existem na porcdo aérea do organismo, mas estdo ausentes nas
raizes (Ohta 1996). Em gafanhotos, essa variabilidade numérica dos cromossomos
B é encontrada especificamente nos foliculos dos testiculos (Nur 1969).

Por representar um segmento de DNA sem a presenca de genes essenciais
ao portador, discute-se que os cromossomos B sdo dispensaveis, estando livre para
sofrer mutacBes sem prejuizo aos hospedeiros. Sendo assim, € comum a presenca
de polimorfismos estruturais entre espécies ou populagdes. Polimorfismos
estruturais sdo bem documentados em plantas, incluindo as espécies Brachycome
dichromosomatica (Houben et al. 1999), Scilla autumnalis (Parker et al. 1991), Allium

schoenoprassum (Bougourd e Parker 1979) e Aegilops speltoides (Belyayev e
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Raskina 2013), e também esta presente em animais, como no gafanhoto
Eyprepocnemis plorans (Bakkali et al. 1999; Cabrero et al. 1999).

A composicdo dos cromossomos B foi amplamente investigada através do
uso de citogenética molecular classica, o que levou a um marco histérico que
embasa as pesquisas atuais com este elemento (Ahmad e Martins 2019). Estes
estudos baseavam-se no uso de sondas de DNA repetitivo como ferramenta para a
descoberta da localizagdo de sequencias especificas nos cromossomos
supranumerarios. Como resultado, conclui-se que os cromossomos B s&o ricos em
diversos DNAs repetitivos nas diferentes espécies estudadas, incluindo elementos
repetitivos arranjados em tandem (Potapov et al. 1990), LINEs e SINEs (Peppers et
al. 1997), sequencias teloméricas (Szczerbal e Switonski 2003; Wurster-Hill et al.
1988), clusters de DNA ribossomal (Rubtsov et al. 2004; Stitou et al. 2000) e genes
de histonas (Yang et al. 1997). Embora muito tenha sido feito para descobrir o
conteudo repetido do DNA, a exploracao recente e futura de genes codificadores de
proteinas e sequéncias de RNA ndo codificantes em Bs atendera as demandas de

compreensao de sua enigmatica origem evolutiva (Ahmad e Martins 2019).

1.3 Heranca de cromossomos B

Uma das principais caracteristicas dos cromossomos B é o0 seu
comportamento ndo mendeliano, provavelmente devido ao seu ndo pareamento ou
recombinacdo com os cromossomos do complemento A durante a meiose. Algumas
das raras excecOes a essa regra sao observadas em centeio e milho, casos nos
quais translocacbes entre cromossomos A e B podem ser observadas (Auger e

Birchler 2002; Pohler e Schlegel 1990). Durante a meiose de cromossomos
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autossémicos homologos, ocorre a formacgédo de bivalentes que se segregam na
primeira divisdo, fato normalmente inexistente em cromossomos B. Desta forma, a
invasdo dos cromossomos B e sua manutencdo nos genomas poderiam ser
resultado desse comportamento individual do tipo univalente (Camacho 2005). Ao
invés de se dividirem de acordo com o modelo mendeliano, univalentes sao livres
para segregar-se a um polo meiodtico especifico, resultando em uma transmissao
maior que a mendeliana (Camacho 2005).

A variagcdo no padrdo de transmissdo dos cromossomos B é um aspecto
comum na herancga, na qual, a forma que estes sao perdidos em algumas progénies
e aumentada em nimero em outras € sempre comparada a expectativa mendeliana
(Chiavarino et al. 1998). Devido a irregularidade quanto ao comportamento meiotico,
cromossomos B apresentam uma forte tendéncia acumulativa, fatos ja observados
em diversos organismos, como em Lillium callosum, no qual a acumulacdo ocorre
principalmente quando a fémea € portadora de pelo menos 1B em seu genoma,
resultando em progénies com 80% de individuos portadores de cromossomos B
(Kimura e Kayano 1961).

Quando a transmissdo dos cromossomos B € maior do que 0,5, fugindo do
indice de transmissao postulado por Mendel na lei de segregacao igual, a vantagem
obtida em sua transmissdo € denominada “drive” (Houben 2017), e indica que o
cromossomo B pode se acumular nas populagdes durante as geragdes. Apesar dos
cromossomos B comumente apresentarem algum grau de “drive” (Jones 1991),
pouco se conhece sobre os mecanismos celulares e moleculares que possibilitam a
acumulacéo dos supranumerarios. Cromossomos B com capacidade de acumulagéo
sdo documentados em centeio (Hasegawa 1934), em que ha uma nao-disjuncéo das

cromatides irmds dos cromossomos B, resultando em migracdo de ambas para o
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polo generativo durante a formacgéo do gréo de polen. Posteriormente, observou-se
gue a capacidade acumulativa deste cromossomo B devia-se a presenca de uma
regido controladora do processo de néo disjuncdo denominada NCR na por¢éo final
do braco longo do cromossomo B (Houben et al. 2017), sendo que as variantes de
supranumerario que nao apresentavam essa regido passavam por disjuncao
normalmente durante na anafase durante a formacdo dos grdos de podlen (Endo et
al. 2008; Hakansson 1959; Miintzing 1945, 1948).

Especificamente em peixes, Oliveira et al. (1997) e Voltolin et al. (2010)
realizaram estudos sobre os mecanismos envolvidos na heran¢ga dos cromossomos
B no curimbatd (Prochilodus lineatus), constatando que a taxa de transmisséo
destes cromossomos foi consistente a expectativa de seu comportamento regular
meibtico, sugerindo que essas variantes encontravam-se em estado de
neutralizagdo. Assim, para que possam reiniciar seu ciclo de invasao, estes
elementos devem sofrer mutagdes em suas sequéncias de DNA para que uma nova
variante surja; caso contrario, estes elementos devem seguir rumo a extingdo por
eventos aleatdrios, resultando no desaparecimento do cromossomo B da populagéo
(Camacho et al. 2000). Posteriormente, Penitente et al. 2013, 2015 observaram um
drive diferente para cada variante de cromossomos B encontrado em P. lineatus,
sendo a variante metacéntrica a Unica a possuir taxa de transmissao neutra,
enquanto as variantes submetacéntrica e acrocéntrica apresentaram um valor de
transmissdo abaixo do indice mendeliano (<0,5), indicando uma possivel extin¢cao

destas variantes ao longo do tempo na populacdo analisada.

1.4 Manutencdo dos cromossomos B nas espécies portadoras
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A manutengcdo dos cromossomos supranumerarios nas populacdes
portadoras é um toépico amplamente debatido, tendo em vista a natureza né&o
essencial deste elemento. Sendo assim, dois modelos foram propostos visando
explicar como os cromossomos B sdo mantidos durante as geragbes: o modelo
heterético (White 1977) e o modelo parasitico (Camacho et al. 2000). No modelo
heteroético, assume-se que o cromossomo b tem um impacto positivo no fithess do
organismo portador quando ndo ha acumulacdo. Sendo assim, este elemento é
mantido através das geracBes devido ao equilibrio estabelecido entre os efeitos
positivos dos cromossomos supranumerdrios e os efeitos negativos do mesmo
quando presente em numeros altos (White 1977). JA& no modelo parasitico, a
manutencdo dos cromossomos B seria resultado do equilibrio entre seus
mecanismos de acumulacdo, que aumentam a frequéncia dos cromossomos B, e
seus efeitos prejudiciais ao fithess do portador, que diminui a frequéncia dos
supranumerarios (Camacho et al. 2000). Um exemplo bem documentado de
cromossomo B compativel com o modelo heterético ocorre na planta Allium
schoenoprasum, onde observa-se as plantas portadoras de cromossomos
supranumerarios com melhor capacidade de adaptacdo aos ambientes naturais,
devido ao cromossomo B aumentar a taxa de germinacdo de sementes sob
condi¢cbes secas (Holmes e Bougourd 1989; Plowman e Bougourd 1994).

Em relacdo aos cromossomos B com comportamento parasita, Camacho et
al. 2000 desenvolveram um modelo para o ciclo de vida desses elementos. O ciclo
de vida dos cromossomos B se inicia como uma variante parasitica com
mecanismos que |he permitem a acumulagcdo, ou “drive”, facilitando seu
estabelecimento nas populacbes. A proxima etapa deste ciclo consiste na

neutralizacdo deste supranumerario, através da evolugcdo do genoma dos
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portadores, tornando-0s mais tolerantes aos cromossomos B e a neutralizacdo de
seus mecanismos de acumulagdo. O cromossomo B em estagio neutro, sem
métodos de acumulagéo, segue um caminho evolutivo aleatoério, que provavelmente
o0 levara ao desaparecimento na populacdo. Entretanto, devido a sua natureza
dispensavel, o cromossomo B neutralizado pode sofrer alguma mutacado que lhe
devolva a capacidade de se acumular, gerando uma nova variante que reinicia o

ciclo.

O surgimento de novas variantes de cromossomos B foi detectado no
gafanhoto E. plorans, que possui supranumerarios bastante mutaveis (Cabrero et al.
1999). A frequente geracdo de novas variantes de cromossomos B indica que o
polimorfismo destes elementos gendmicos é uma caracteristica comum nas
populacdes portadoras (Lopez-Leodn et al. 1992), possuindo cada variante um drive
distinto, aumentando a média de cromossomos B por individuo ao longo do tempo

(Camacho et al. 1997).

1.5 Cromossomos B em peixes neotropicais com énfase no género Astyanax

Atualmente, cromossomos B sdo reportados em 113 espécies de peixes
(D’Ambrosio et al. 2017), dos quais 38 séo peixes neotropicais. A primeira descricao
de cromossomos B em peixes neotropicais ocorreu na espécie P. lineatus, (Pauls e
Bertollo 1983). Desde entdo, o numero de descricbes de supranumerarios em
espécies da ictiofauna neotropical vem crescendo de maneira exponencial, 0 que se
relaciona com o aumento do interesse nessa problematica e a expansao dos grupos

de pesquisa em citogenética de peixes.
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A diversidade de cromossomos B observada na ictiofauna neotropical inclui
polimorfismos relacionados ao tamanho desses cromossomos, onde se observa a
presenca de macrocromossomos em algumas espécies do género Astyanax (Daniel
et al. 2012; Silva et al. 2014; 2016), cromossomos supranumerarios de tamanho
intermediario, como as variantes observadas em Rhamdia (Fenocchio e Bertollo
1990; Fenocchio et al. 2000) e microcromossomos, COmMO 0S presentes em
Prochilodus (Cavallaro et al. 2000; Pauls e Bertollo 1983, 1990; Penitente et al.
2013; Venere et al. 1999) e Moenkhausia sanctaefilomenae (Foresti et al. 1989;
Utsunomia et al. 2016). A frequéncia de cromossomos supranumerarios também é
um fator variante em peixes neotropicais, podendo se alterar entre populagdes de
uma mesma espécie ou até mesmo intraindividualmente, como observado em M.
sanctaefilomenae, em que o niumero de cromossomos B por célula pode variar de
zero a oito cromossomos em um unico individuo (Foresti et al. 1989; Utsunomia et
al. 2016). Apesar do padrdo mais comumente encontrado em peixes neotropicais ser
de apenas um cromossomo B por individuo, observa-se dois microcromossomos B
em Steindachnerina insculpta (Oliveira 1993) e até mesmo dezesseis
microcromossomos B em Callichtthys callichthys (Erdtmann et al. 1990).

Ao considerar apenas o género Astyanax, pode-se descrever a incidéncia
destes elementos em pelo menos doze espécies: A. fasciatus (Moreira-Filho et al.
2001), A. lacustris (Hashimoto et al. 2008), A. scabripinnis (Maistro et al. 1994), A.
bockmanni (Daniel et al. 2012), A. schubarti (Moreira-Filho et al. 2001), A. mexicanus
(Kavalco e Almeida-Toledo 2007), A. goyacensis (Santos et al. 2013); A. paranae
(Abelini et al. 2014; Silva et al. 2016); A. scabripinnis paranae (Maistro et al. 1992);
A. sp. B (Fazoli et al. 2003) e A. eigenmanniorum (Torres-Mariano e Morelli 2008).

Em relacdo as morfologias que os cromossomos B podem apresentar em Astyanax,
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a variante metacéntrica, similar ao maior cromossomo do complemento A, € a que
tem apresentado maior recorréncia, embora a composicédo de sequéncias repetitivas
nestes cromossomos seja bastante varidvel (Mestriner et al. 2000; Moreira-Filho et
al. 2001; Silva et al. 2014, 2016). As variantes submetacéntrica e acrocéntrica
representam ocorréncias mais raras, restritas apenas a determinadas populac¢des de
algumas espécies (Moreira-Filho et al. 2004, Daniel et al. 2012, Kavalco e Almeida-
Toledo 2007, Hashimoto et al. 2008).

A espécie Astyanax paranae € inserida no “‘complexo de espécies” A.
scabripinnis (Moreira-Filho 1991) e os individuos coletados na bacia hidrogréafica do
rio Tieté, na regidao de Botucatu-SP podem apresentar um cromossomo B do tipo
macro metacéntrico (Porto-Foresti et al. 1997; Silva et al. 2014, 2016). Em estudo
pioneiro, observou-se que a frequéncia de cromossomos B observada nesta
populacdo é de cerca de 40% (Porto-Foresti et al. 1997), Além disso, diferencas nas
frequéncias dos cromossomos B entre fémeas (57,1%) e machos (8,7%) também
foram observadas nesta populacdo (Porto-Foresti et al. 1997). Mais recentemente,
uma caracterizacdo estrutural mais significativa deste elemento supranumerario
permitiu a deteccdo e analise de sequéncias de sitios de 18S rDNA e histona H1,
nos mesmos sitios nos dois bracos deste cromossomo, definindo esta variante como
um isocromossomo (Silva et al. 2014). Finalmente, a pintura cromossomica
utilizando um sonda b-especifica revelou o compartilhamento de sequencias entre
0s cromossomos B de trés espécies de Astyanax (A. paranae, A. fasciatus e A.
bockmanni), sugerindo uma origem comum destes elementos no género (Silva et al.
2016).

A aplicacdo de técnicas de sequenciamento de nova geragao para o estudo

dessa variante presente em A. paranae tem gerado dados gendmicos significativos
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relacionados ao conteudo deste cromossomo supranumerario, inclusive com a
deteccdo de genes de copia Unica neste elemento, tornando-a um modelo para o
estudo de cromossomos supranumerarios em Astyanax (Silva et al. em preparacao).
No entanto, deve-se destacar que informacdes relacionadas aos mecanismos de
heranca deste sistema de cromossomo B sdo inexistentes, sendo impossivel
verificar a presenca de um mecanismo de acumulagdo ou eliminagcdo deste

supranumerario.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo investigar os padrbes de heranca e
transmissdo dos cromossomos B presentes nesta populacéo, por meio da realizacéo
de cruzamentos dirigidos entre individuos portadores e ndo portadores de

cromossomos B por fertilizag&o in vitro.

2.2 Objetivos especificos

1) Verificar o comportamento evolutivo do cromossomo supranumerario e sua

manutencao na espécie Astyanax paranae;
2) Estabelecer a reproducao in vitru para Astyanax paranae;

3) Avaliar a taxa de frequéncia e acumulacdo dos supranumerarios em cada prole

resultante dos cruzamentos propostos;

4) Avaliar se ha relacédo entre o sexo do parental portador de cromossomo B e sua

taxa de transmissao para a prole;

5) Gerar dados sobre o padréo de transmissao destes cromossomos B em machos

e fémeas da espécie A. paranae.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das matrizes e local de coleta

Setenta exemplares de A. paranae provenientes da populacédo localizada no
corrego Cascatinha (22°53°22.5”S, 48°29°22.4"W), na cidade de Botucatu, Sdo Paulo
foram amostrados de acordo com normativas dos Orgdos competentes:
MMA/IBAMA/ICMBIo/SISBIO — 18884-1, com registro no IBAMA n° 2567470. O cérrego
Cascatinha faz parte da bacia hidrografica do Rio Tieté. Esta populacdo foi
selecionada devido a grande incidéncia de cromossomos B em seus integrantes,
sendo observados aproximadamente 40% de individuos portadores de
supranumerarios (Porto-Foresti et al. 1997). Além disso, a incidéncia em machos e
fémeas € divergente, sendo as frequéncias 8,7% e 57,1% de individuos portadores,
respectivamente (Porto-Foresti et al. 1997).

A frequéncia significante de animais portadores de supranumerarios torna
essa populacdo ideal para a coleta de exemplares que formardo o banco de
matrizes proposto neste trabalho. Para o desenvolvimento deste plantel, buscou-se
a coleta de um numero significativo de animais portadores e ndo portadores de
cromossomos B, visando realizar cruzamentos que reproduzam as possibilidades de

ocorréncia na natureza.
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Figura 1: Localizagdo do Cérrego Cascatinha, Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

Os exemplares de A. paranae foram capturados sob autorizagcdo do
MMA/IBAMA/ICMBIo/SISBIO, e registro do IBAMA n°® 2567470, utilizando-se de
redes manuais e armadilhas de espera. Apdés a captura, 0os animais foram
transportados até o CEPTA-ICMBIio (Centro Nacional de Pesquisa e Conservacéo
de Peixes Continentais — Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade), e foram mantidos nos aquarios de sistema fechado do Laboratorio

de Biotecnologia de Peixes.

Figura 02: Coleta das matrizes no Corrego Cascatinha (a). As matrizes foram alocadas em caixas de

transporte (b) e levadas aos tanques de cultivo do CEPTA-ICMBIo (c).
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3.2 Caracterizacao dos parentais

A identificacdo do sexo dos animais coletados foi realizada através de
espiculas na nadadeira anal (Garutti 1990). Foram realizadas coletas de tecido para
0 processo de identificacdo dos animais portadores de cromossomos B. Esse
processo de identificacdo foi feito inicialmente através de citometria de fluxo (Xavier
et al. 2017), comparando a amostra de DNA diploide das matrizes com amostras de
DNA haploide obtidas de sémen de A. lacustris. Posteriormente, aplicou-se a técnica
de gPCR, utilizando DNA total dos exemplares parentais e um marcador B-
especifico desenvolvido por Silva et al. (em preparagéo). Esta técnica possibilita a
verificagdo de animais portadores de zero, um ou dois cromossomos B. Apds esta
triagem inicial, os animais foram separados em dois grupos: parentais com auséncia
de B e parentais com um cromossomo B. Destaca-se que a utilizacdo de parentais
com 2 cromossomos B n&o foi considerada por estes serem muito raros de se

observar na natureza (Silva, comunicacao pessoal).

3.3 Inducédo das matrizes e métodos de reproducéo

O procedimento de reproducéo foi realizado com o auxilio do Laboratério de
Biotecnologia de Peixes localizado no CEPTA-ICMBio. Devido a auséncia de um
protocolo especifico para a espécie A. paranae, as reproducdes seguiram 0s
protocolos estabelecidos para A. lacustris (Baldisserotto 2005). Os cruzamentos
foram realizados através dos métodos de reproducdo seminatural ou fertilizacédo

artificial, através da extrusdo dos gametas. As técnicas consistem na obtencdo dos
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gametas, fertilizagdo e manutencdo das progénies. Para a reproducédo induzida, as
matrizes foram induzidas com Ovopel (3 mg kg' para machos e fémeas) e
transferidas para aquérios de 600 L, com temperatura constante de 28°C (Yasui et
al. 2015). Ao ser observado o comportamento reprodutivo caracteristico (natacéo
acelerada e movimentos ascendentes na coluna d’agua), os peixes foram
transferidos para solucéo anestésica de 6leo de cravo (100 mg.L™), visando manter
seu bem- estar durante os procedimentos experimentais. Amostras de sémen foram
coletadas e transferidas para macrotubos de 1,5 mL contendo 300pL de solucdo de
Ringer modificada, seguindo a metodologia definida por Yasui et al. 2015. Em
seguida, oocitos foram coletados através de extrusdo e divididos em aliquotas em
placas de Petri coberta com filme plastico PVC. Posteriormente, para a fertilizacéo,
para cada aliquota de odcitos, foram adicionados 50 pL de sémen diluido. Os
gametas foram ativados com a adicdo de 3 mL de 4gua destilada e homogeneizados
por aproximadamente um minuto, correspondendo ao tempo aproximado de

motilidade espermatica.

A inducédo das matrizes para a reproducdo seminatural foi similar a utilizada
no método de reproducdo induzida. A seguir, as matrizes foram transferidas para
aquarios de sistema fechado separadas nos casais de interesse. Os embrides
resultantes dos cruzamentos foram recolhidos ap6s um periodo de 12 horas. Os
embrides resultantes de cada cruzamento foram alocados em recipientes plasticos,
os quais foram mantidos em incubadoras com temperatura controlada de 27°C até a

sua eclosao.
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Figura 3: Captura dos animais nos tanques de cultivo (a) e alocacdo em caixas para a reproducao
seminatural (b). As matrizes passaram por inducao a reproducéo utilizando aplicagdo de hormonios
(c). Para a reproducéo induzida, foram coletados os espermatozoides (d) e odécitos (f) e a fertilizagao

ocorreu em placas de Petri (g, h).

Figura 4: Alocacdo dos embrides em incubadoras, separados por redes de protecéo.
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3.4Direcionamento dos cruzamentos

Os cruzamentos foram direcionados visando cobrir todas as possibilidades

gue podem ocorrer em ambiente natural. Foram realizados quatro combinacgdes para

0 estudo da heran¢ca do cromossomo supranumerdrio. O cruzamento 1 foi realizado

utilizando parentais ndo-portadores de supranumerdrios, sendo este um cruzamento

controle para a validacéo da técnica utilizada.

Cruzamento 01:
+» x P
Macho Fémea b » »?.
Eclosdo Crescimento ). » ’.
S
= - P e
& = 4
» e
Embrides Larvas F1
Juvenis

Figura 5: Cruzamento 1, utilizando parentais ndo-portadores de supranumerarios

O cruzamento 2 foi realizado utilizando um macho portador

de

supranumerario e uma fémea nao-portadora, visando verificar o padrao de heranca

do cromossomo supranumerario quando apenas o parental masculino é portador.
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Cruzamento 02:

<®» x P

Macho Fémea > ,.»,’
» > e
Eclosdo Crescimento 7’
e T
b o s ”). >
aali® o 2 3
Embrides Larvas F1

Jduvenis

Figura 6: Cruzamento 2, utilizando um macho portador de supranumerario e uma fémea néo-
portadora.

O cruzamento 3 foi realizado utilizando um macho néo-portador de
cromossomo B e uma fémea portadora, visando verificar o padrédo de heranca do

Cromossomo supranumerario quando apenas o parental feminino é portador.

Cruzamento 03:

®» x P

Macho Fémea > > *»’0
» P »
Eclosdo Crescimento "
s s
ali® P >
Embrides Larvas F1

Figura 7: Cruzamento 3, utilizando uma fémea portadora de supranumerario e um macho nao-
portador
O cruzamento 4 foi realizado utilizando um macho e uma fémea portadora de
supranumerarios, visando observar o padréo de heranca do cromossomo B enquanto
ambos 0s parentais sdo portadores, bem como a ocorréncia de individuos portadores

de dois cromossomos supranumerarios, ja que estes sao raros na natureza.
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Cruzamento 04:

» x P

Macho Fémea > ,.’.,.
» P ,.»
Eclosdo Crescimento ,.
b - -y ”:» g
ai® G 5
Embrides Larvas F1
Juvenis

Figura 8: Cruzamento 4, com ambos os parentais sendo portadores de supranumerarios.

Dessa forma, foi possivel verificar as taxas de transmisséo individuais de
cada cruzamento e compara-las, a fim de verificar se foi observada alguma diferenca
e se fatores como o sexo do parental portador de cromossomo B podem influenciar

em sua transmissao.

3.5 Obtencao das amostras e extracdo de DNA total

Durante as reproducfes, quatro tipos de amostras foram coletados:
fragmentos de nadadeiras caudais das matrizes utilizadas, larvas recém-eclodidas e
larvas com trés dias de desenvolvimento, além de embriées que ndo concluiram seu
desenvolvimento, resultando em nédo eclosdo. Todos estes tecidos foram fixados em
alcool absoluto para a posterior extracdo de DNA, a fim de verificar a presenca de

Cromossomos supranumerarios nas matrizes e nos individuos da prole.
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Figura 9: Embrides observados em microscépio (a) e larvas fixadas em alcool absoluto (b.)

O DNA gendmico total da espécie A. paranae foi isolado com kit comercial
“‘Wizard Genomic DNA Purification Kit — Promega”, conforme orientagdes do
fabricante. A integridade do DNA extraido foi observada em eletroforese de gel de
agarose 1%, corado com SYBR® Safe DNA (0,015upL/mL), visualizadas em um
transluminador sob luz ultravioleta (UV) e fotogradadas com camera Olympus C-%
5060. Para a quantificacdo do DNA foram utilizadas comparac¢fes diretas com um
marcador padréo de peso e concentracdo moleculares conhecidos (Low DNA Mass
Ladder — Invitrogen), configurando um padrdo de banda que permitiu inferir que o

DNA extraido era de boa qualidade.

3.6 Quantificagcdo do DNA

Para o funcionamento adequado do PCR quantitativo em tempo real, é
necessario que todas as amostras estejam padronizadas em relagdo a sua
qguantidade de moléculas de DNA por microlitros. Dessa forma, todas as amostras

foram padronizadas em até 10 nanogramas de DNA por microlitro através do
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equipamento NanoDrop 2000c Spectrophotometer, seguindo as orientagcdes do

fabricante (Desjardins e Conklin 2010).

3.7PCR quantitativo (QPCR)

A sigla qPCR significa PCR quantitativa, traduzida do inglés quantitative PCR.
Isto porque a metodologia permite a quantificacdo do alvo durante o processo de
amplificacdo do DNA (Cavalcanti e Gomes 2008). Esta metodologia permite que os
processos de amplificacdo, deteccdo e quantificacdo de DNA sejam realizados em
uma unica etapa, agilizando a obtencdo de resultados e diminuindo o risco de
contaminagdo das amostras, dando uma maior precisdo e confiabilidade aos
resultados (Mackay 2004). Além disso, na qPCR o resultado pode ser visualizado
imediatamente, dispensando a eletroforese. Isto s6 é possivel devida a adicdo de
marcadores fluorescentes as reagbes de PCR. Assim, a medida que o DNA é
amplificado, o nivel de fluorescéncia cresce proporcionalmente, permitindo
determinar com precisao a quantidade de DNA-alvo presente na amostra original.

Neste trabalho, quantificaram-se 0s genes sbno e/ou nusap, sabidamente
presentes no cromossomo B de A. paranae (Silva, em prepara¢do) em comparagao
ao gene hprt exclusivo dos cromossomos padrdes da espécie. Para a efetivacdo da
quantificagdo, foi utilizado o kit comercial Power SYBR® Green PCR Master Mix e
placas MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reation Plate, de acordo com as
orientacdes do fabricante, associado ao marcador fluorescente SybrGreen I, que se
liga de maneira aleatéria ao DNA. A fluorescéncia € emitida a medida que a dupla
fita de DNA é formada devido a concentracdo do corante entre as novas cadeias de
DNA geradas. Ao final, a comparacgao entre a quantificacdo dos genes alvo é medida
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(RQ). Quanto maior este valor, maior a diferenca entre a quantidade final dos
produtos amplificados. Sendo assim, altos RQs estabelecem uma diferenca
significativa na quantidade final dos genes amplificados, indicando a presenca de um
cromossomo B. A identificacdo por gPCR dos individuos segue o protocolo definido

por Silva et al. (em preparacéo).

3.8 Analise de frequéncia de cromossomos B na prole

A técnica de gPCR também foi aplicada para a verificacdo dos individuos da
prole portadores de supranumerdrios com 0s mesmos genes utilizados para os
individuos parentais. Apds diagndstico da presenca/auséncia de cromossomos
supranumerarios nas matrizes e nas respectivas proles, a taxa de transmisséo de
cromossomos B (kb) foi calculada a partir da média do nimero de cromossomos B
da progénie, dividido pelo numero total de B dos parentais de acordo com o método

de (LOopez-Lebn et al. 1992).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As informacdes obtidas através dos estudos genéticos efetuados no
entendimento da heranca do cromossomo B da espécie Astyanax paranae seréo

apresentadas na forma de artigo cientifico:

ARTIGO

Heranca de cromossomos B em Astyanax paranae através de cruzamentos

dirigidos.
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Artigo

Heranca de cromossomos B em Astyanax paranae através de cruzamentos

dirigidos.

Resumo

Cromossomos B, ou supranumerarios, sdo cromossomos adicionais ao conjunto
padrdo do organismo e considerados dispensaveis. Uma das caracteristicas que
definem os cromossomos B € a sua transmissao que foge dos padrées mendelianos,
levando a acumulacdo ou extincdo destes elementos. Diante disto, o objetivo do
presente trabalho foi descrever, pela primeira vez, o padrdo de transmissao do
cromossomo B presente em A. paranae através de cruzamentos dirigidos. A analise
dos cruzamentos revelou que o sexo do parental portador € determinante na
transmissdo do cromossomo B, sendo o indice de transmisséao (kb) de 0,439 em
cruzamentos onde somente o macho possui cromossomo B; 0,107 em cruzamentos
onde apenas a fémea é portadora de cromossomo B e 0,356 em cruzamentos onde
ambos os parentais possuiam supranumerarios. Apesar da auséncia de acumulacao
atual, esta variante provavelmente possuiu um drive inicial, resultado na sua
dispersédo pela populacédo analisada. A perda de sua capacidade de acumulacao e
consequente eliminacdo deve-se, provavelmente, ao aparecimento de genes
supressores nos individuos da populacdo, levando esta variante a um caminho
aleatério em direcdo a extincdo. Entretanto, devido a natureza polimorfica dos
cromossomos B, esta variante pode sofrer mutacdes durante este processo, levando

ao retorno da capacidade acumulativa e nova disperséo pela populagao.
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Introducéo

Astyanax € um género de peixes inserido na familia Characidae, composto
por aproximadamente 154 espécies validas (Eschmeyer e Fong 2017). Estudos
anteriores relatam um intenso polimorfismo cromossémico observado entre
populacdes de espécies como A. fasciatus, A. lacustris e A. scabripinnis, o que leva
alguns autores a considerarem estes grupos como complexos de espécies (Artoni et
al. 2006; Castro et al. 2015; Moreira-Filho 1991), caracterizando-se como grupos
onde é dificil identificar quando duas populacdes distintas compartiiham o mesmo
pool génico ou formam diferentes espécies cripticas (Castro et al. 2015; Pansonato-
Alves et al. 2014).

Astyanax paranae é parte do “complexo de espécies” A. scabripinnis (Moreira-
Filho 1991) e os individuos coletados na bacia hidrografica do rio Tieté, na regidao de
Botucatu-SP podem apresentar um grande cromossomo B do tipo metacéntrico
(Porto-Foresti et al. 1997; Silva et al. 2014, 2016). Estes cromossomos Sao
elementos adicionais ao genoma e, geralmente, ndo seguem os padrdes de heranca
mendeliana (Camacho et al. 2000, Houben 2017, Douglas e Birchler 2017), sendo
compostos principalmente por sequéncias de DNA repetitivo, como os DNAs
satélites e elementos moveis (Camacho 2005). Apesar de sabidamente portarem
genes codificantes e funcionais (Klemme et al. 2013; Trifonov et al. 2013; Valente et
al. 2014), estes elementos sdo classificados como dispensaveis aos portadores,
uma vez que os individuos de uma determinada populacdo n&do precisam deste
cromossomo para completar o seu ciclo de vida.

Em estudo pioneiro, observou-se que a frequéncia de cromossomos B

observada na populacdo do Cérrego Cascatinha (Botucatu, S&o Paulo) € de cerca
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de 40% (Porto-Foresti et al. 1997), Além disso, diferencas nas frequéncias dos
cromossomos B entre fémeas (57,1%) e machos (8,7%) também foram observadas.
Mais recentemente, uma caracterizagao estrutural mais significativa deste elemento
supranumerario permitiu sua definicAo como um isocromossomo (Silva et al. 2014,
2016) através da deteccao e analise de sequéncias de sitios de 18S rDNA e histona
H1. Adicionalmente o uso de sondas B-especificas isoladas por microdissec¢édo
cromossOmica correspondentes aos cromossomos B de A. paranae, A. bockmanni e
A. fasciatus também foi realizado e sugere uma origem comum deste
supranumerario (Silva et al. 2014, 2016). Finalmente, a aplicacdo de
sequenciamento de nova geracdo no estudo dessa variante tem gerado dados
gendmicos relacionados ao contetdo desta variante de supranumerario presente em
A. paranae (Silva et al, em preparacéo), tornando-a um modelo para o estudo de
Cromossomos supranumerarios em Astyanax.

Muito pouco se sabe sobre os mecanismos de acumulo, transmissdo e
comportamento meidtico dos cromossomos B em peixes, sendo estes bem
documentados apenas na espécie P. lineatus, onde verifica-se uma variante de
cromossomo B em estado de neutralizacdo e outras duas em estado de eliminagéo
(Penitente et al. 2013; Voltolin et al. 2010a; Voltolin et al. 2010b). Diante disso, 0
presente trabalho teve como objetivo investigar a frequéncia, os padrfes de
transmissao e heranca do macrocromossomo B presente em A. paranae através de

cruzamentos dirigidos.
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Material e Métodos

Foram coletados noventa individuos da populagdo do corrego Cascatinha
(22°53'22.5”S, 48°29'22.4"W), Botucatu, Sdo Paulo, com autorizagdo do
MMA/IBAMA/ICMBIo/SISBIO, e registro do IBAMA n° 2567470, utilizando-se de
redes manuais e armadilhas de espera. Os animais foram transportados ao CEPTA-
ICMBIio, onde compdem os estoques de matrizes sob supervisdo do Laboratério de
Biotecnologia de Peixes, Pirassununga, SP. A identificacdo do sexo dos animais
coletados foi realizada através de observacdo de espiculas na nadadeira anal
(Garutti 1990) e os individuos portadores de cromossomos supranumerarios foram
identificados inicialmente através de citometria de fluxo usando como comparativo
amostras de DNA haploide obtidas de sémen de A. lacustris. Posteriormente, todas
as amostras passaram por qPCR, onde foram quantificados os genes sbno e nusap,
presente tanto nos cromossomos padrdo quanto no cromossomo B, em
comparacdo ao gene hprt, exclusivo dos cromossomos padrdo da espécie. A
quantificacdo comparativa desses elementos permitiu a confirmacéo se as amostras

possuiam Oou ndo cromossomo B.

Os cruzamentos foram direcionados visando analisar todas as possibilidades
presentes na natureza e observar se existem diferencas entre as taxas de
transmissdo do cromossomo B quando este estd presente apenas no parental

masculino ou feminino, conforme demonstrado na tabela 1.
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Tabela 1: Direcionamento dos cruzamentos envolvendo machos e fémeas de Astyanax paranae,
portadores e ndo portadores de cromossomos B.

Identificacdo do

cruzamento Matrizes
Cruzamento 01 Macho B- x Fémea B-
Cruzamento 02 Macho B+ x Fémea B-
Cruzamento 03 Macho B- x Fémea B+
Cruzamento 04 Macho B+ x Fémea B+

As reproducdes seguiram as metodologias seminatural e induzida, de acordo
com os protocolos estabelecidos em Baldisserotto 2005. Amostras das nadadeiras
de todos os parentais, bem como larvas e embrides de cada cruzamento foram
coletadas e fixadas em etanol 100% para a posterior confirmacéo da presenca do
cromossomo B através do qPCR. Posteriormente, o DNA de todos os materiais
fixados foi extraido utilizando o kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit —
Promega”, conforme orientagdes do fabricante. A concentragdo de DNA das
amostras foi padronizada em até 10 nanogramas de DNA por microlitro através do
equipamento NanoDrop 2000c Spectrophotometer, seguindo as orientacdes do
fabricante (Desjardins e Conklin 2010), para a posterior identificacdo dos individuos
portadores de supranumerarios através da gPCR. A taxa de transmissdo de
cromossomos B (kb) foi calculada a partir da média do nimero de cromossomos B
da progénie, dividido pelo numero total de B dos parentais de acordo com o método

de LOpez-Ledn et al. 1992.

Resultados e Discussao

Para verificar a eficiéncia da citometria de fluxo em identificar individuos

portadores de cromossomos B, vinte e sete matrizes foram submetidas a esta
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técnica. As razbes foram obtidas através da comparacdo da amostra de DNA
diploide colhidas de um fragmento da nadadeira de uma das matrizes de A. paranae
e uma amostra de DNA obtida de espermatozoides haploides de A. lacustris. Em
etapa seguinte, as mesmas amostras foram submetidas a quantificacdo dos genes
sbno (presente no supranumerario) e hprt (exclusivo dos cromossomos padrao A),
para a validagdo das matrizes portadoras de supranumerarios.

Apoés a validacdo das matrizes através da quantificacdo do gene sbno nas
amostras, foi possivel relacionar esses dados com os indices obtidos na citometria
de fluxo (Tabela 01). Os limites estabelecidos para a auséncia de cromossomo B foi
ACT abaixo de 20 e, acima deste limite, os individuos foram considerados
portadores de supranumerarios.

A identificacdo de individuos portadores de cromossomos supranumerarios foi
possivel, entretanto diagnosticou-se um grande limiar de inconsisténcia da técnica
(0,471 até 0,485). Individuos que apresentaram valores proximos a 0,45 mostraram-
se portadores de supranumerarios, com aproximadamente 5% de diferenca em peso
do genoma em relacdo a amostra de DNA haploide. Individuos com indices acima
de 0,485 mostraram-se ndo portadores de supranumerarios, ndo apresentando
diferencas significativas no peso do genoma total em relacdo a uma amostra
haploide. Sendo assim, é possivel observar que a citometria de fluxo é eficiente em

identificar individuos posicionados em valores extremos.

Individuos que apresentaram valores entre 0,47 e 0,485 formam um grupo de
inconsisténcia da técnica, ndo sendo possivel verificar a presenca ou auséncia de
cromossomos B na amostra, sendo necesséaria a utilizacdo de outras técnicas para a

analise desses individuos.
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Tabela 2: Resultados obtidos em citometria de fluxo comparadas aos resultados obtidos em gPCR.

Individuo Citometria ACt gPCR
10150 0,454 370,93 B+
10159 0,457 360,13 B+
10157 0,459 217,13 B+
10165 0,463 321,06 B+
10154 0,464 375,72 B+
10190 0,467 383,14 B+
10156 0,468 614,64 B+
10158 0,471 1,38 B-
10145 0,472 192,55 B+
10149 0,476 436,36 B+
10151 0,476 1,16 B-
10162 0,480 1,10 B-
10148 0,481 222,40 B+
10155 0,481 2,42 B-
10194 0,481 8,07 B-
10146 0,485 412,98 B+
10147 0,485 262,89 B+
10169 0,485 274,24 B+
10152 0,485 0,84 B-
10153 0,485 0,93 B-
10168 0,485 4,81 B-
10173 0,485 1,21 B-
10184 0,485 3,40 B-
10197 0,485 4,52 B-
10167 0,490 15,56 B-
10179 0,490 1,26 B-
10195 0,494 18,71 B-
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Foram realizados 20 cruzamentos direcionados, sendo destes 11 reproducdes

seminaturais e 8 reproduc¢fes induzidas, através da extrusdo de gametas. As

reproducdes seminaturais foram direcionadas da seguinte forma: duas réplicas de

cruzamentos controle (macho B- x fémea B-), trés réplicas do cruzamento 2 (macho

B+ x fémea B-), trés réplicas do cruzamento 3 (macho B- x fémea B+) e trés réplicas

do cruzamento 4 (macho B+ x fémea B+) (Figura 10).

Cruzamento 01:

Ak

Cruzamento 3

A |

@@

20 amostras analisadas

33 amostras
analisadas

Cruzamento 02

5*6

Cruzamento 4

¢

3

B
»

48 amostras

41 amostras

analisadas
77 amostras

Figura 10: Cruzamentos por reproducdo seminatural realizados em cada possibilidade prevista. A
guantidade de amostras da F1 analisadas dentro de cada cruzamento foi: 20 amostras para o
cruzamento 1 (controle); 41 amostras para o cruzamento 2; 33 amostras para o cruzamento 3 e 125

amostras para o cruzamento 4, em duas réplicas.

Tabela 3: Resumo dos cruzamentos bem sucedidos por reproducé@o seminatural e a quantidade de
amostras da F1 analisadas.

Identificagdo do

Quantidade de

Matrizes amostras da prole N° de réplicas
cruzamento .
analisadas
Cruzamento 01 Macho B- x Fémea B- 20 1
Cruzamento 02 Macho B+ x Fémea B- 41 1
Cruzamento 03 Macho B- x Fémea B+ 33 1
Cruzamento 04 Macho B+ x Fémea B+ 125 2
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Em relacdo as reproducdes induzidas, oito cruzamentos foram realizados.
Entretanto a andalise por gPCR revelou que os machos utilizados ndo eram
portadores de supranumerarios, resultando em 3 cruzamentos de interesse. Esses

trés cruzamentos seréo tratados como réplicas do cruzamento 3 (Figura 11)

Macho A. paranae 8- Macho A. paranae B-

» ~ O PG L O ®
2O e[| = 0- e

= =3
\ Macho A. altiparanae \ Macho A. altiparanae
O = o Q e 2
x 68 amostras

analisadas

Macho A. paranae B-

Famea A. altiparanae
I - =

Macho A. paranae B+

\Q._ ->¢»

x Macho A. altiparanae

Figura 11: Direcionamento dos cruzamentos por reproduc¢éo induzida. Os odcitos das fémeas foram
fracionados e fertilizados com espermatozoides de diferentes machos. X representa cruzamentos mal
sucedidos.

A quantificacdo do gene SBNO por gPCR permitiu a observagdo de quais
individuos eram portadores de supranumerarios dentre a prole. Os limites
estabelecidos para a auséncia de cromossomo B foi RQ abaixo de 10 (Silva et al.
em preparacao) e, acima deste limite, os individuos foram considerados portadores
de supranumerarios. As proporc¢des de individuos portadores de supranumerarios
em cada cruzamento e seus indices de transmissao encontram-se na tabela 4. Os

resultados da gPCR individuais encontram-se no material suplementar.
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Tabela 4: Transmissdo do cromossomo B.

Cruzamento Réplica 0oB 1B 2B kb
Cruzamento 01 1 20 0 0 0
Cruzamento 02 1 23 18 0 0,439

1 29 4 0 0,121

2 20 3 0 0,130
Cruzamento 03

3 19 3 0 0,136

4 23 1 0 0,041

1 37 29 11 0,331
Cruzamento 04

2 18 22 7 0,382

Entre os cruzamentos analisados, o Cruzamento 01 (Fémea OB x Macho 0B)
ndo apresentou nenhum individuo portador de supranumerario, caracterizando um
cruzamento controle. O Unico cruzamento em que foi observado individuos com dois
cromossomos supranumerarios foi o Cruzamento 4 (Fémea 1B x Macho 1B).
Portanto, ndo se verificou nenhum caso de aumento no niumero de cromossomos B
em um individuo em cruzamentos onde apenas um dos parentais era portador de
supranumerario.

Os indices de transmissdo dos cruzamentos onde apenas um dos parentais
possui cromossomos B indicam que a heranca do cromossomo supranumerario de
A. paranae é dependente do sexo do parental portador, sendo o baixo indice de
transmissao do cruzamento 3 (fémea 1B x macho OB) um indicativo a eliminagéo
deste elemento, mesmo em proles hibridas de A. paranae e A. lacustris, enquanto o
indice de transmissao do cruzamento 2 (fémea OB x macho 1B) indica uma heranca
em estado neutro. O cruzamento onde ambos o0s parentais possuiam
supranumerarios (cruzamento 4), demonstrou a heranca n&o-mendeliana desta

variante de cromossomo B, devido a fuga da proporcao 1:2:1 esperada (individuos
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0B, 1B e 2B, respectivamente). Ao considerar apenas os Bs sabidamente herdados
do parental feminino nas proles do cruzamento 4, sendo estes representados pelos
individuos 2B (um cromossomo herdado de cada parental), € possivel verificar um
kb muito proximo ao observado na analise das proles do cruzamento 3, sendo
kb=0,142 para a primeira réplica do cruzamento 4 e kb=0,148 para a segunda
réplica. Isso reforca o0 comportamento de eliminacdo do cromossomo

supranumerario pelas fémeas de A. paranae.

Tabela 5: Transmissédo de cromossomos B pelas fémeas no cruzamento 4

B vindo da Kb B vindo

Cruzamento 0B 1B 2B Fémea da Eémea
Fémea 1B x Macho 1B 37 29 11 11 0,142
Fémea 1B x Macho 1B 18 22 7 7 0,148

A presenca de cromossomos B é mais comum em fémeas ndo somente em
A. paranae (Porto-Foresti et al. 1997), mas também em A. scabripinnis (Vicente et al.
1996). A relacédo entre cromossomos B e sexo é discutida por varios autores, sendo
proposta até mesmo a origem dos cromossomos supranumerarios através dos
cromossomos sexuais. Os resultados obtidos mostraram a capacidade diferencial de
transmissdo do cromossomo B entre os sexos, com a maior transmissdo no
cruzamento onde apenas 0s machos possuiam o supranumerario. A eliminacdo do
cromossomo B pelas fémeas provavelmente € devido a uma particularidade na
formacdo de seus gametas, caracterizada pela eliminacdo do corpusculo polar no
momento da fertilizacéo.

Sendo assim, € provavel que haja um mecanismo que promova a migracao
do cromossomo supranumerdrio para a por¢cao de DNA que seréd eliminada da célula

(corpusculo polar) na formacdo dos gametas femininos. A migracdo preferencial do
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cromossomo supranumerario também é observada em plantas, como Secale cereale
(Houben 2017), em que a migracdo preferencial resulta na acumulagdo do
cromossomo B. No caso desta variante, o drive se da pela migragdo do cromossomo
B para o polo germinativo durante a formacdo dos gametas, devido a presenca de
uma regido denominada trans-acting non-disjunction control region (NCR), que
impede a disjuncdo normal das cromatides dos supranumerarios durante a primeira
mitose na formacgdo dos gametas. Em peixes, o Unico relato de uma variante de
cromossomo B em estado de eliminacdo € observado em P. lineatus (Penitente et al.
2013, 2015). Entretanto, neste estudo ndo é observado nenhuma relagdo entre o
processo de eliminacdo do cromossomo B com o sexo do parental portador,
tornando o presente estudo o primeiro a verificar esta relagao em peixes.

Segundo Camacho et al. (2000) e Zurita et al. (1998), o ciclo de vida dos
cromossomos B nas populacdes portadoras compreende em trés fases: invasao,
neutralizacdo e extingdo. Na fase neutra, os supranumerarios devem sofrer
mutacgdes significativas em suas sequéncias de DNA para, novamente, reiniciar seu
ciclo. Caso contrério, estardo destinados a extincdo deste cromossomo na
populacdo em questdo. Um exemplo de surgimento de novas variantes de
supranumerarios foi registrado em uma populacdo de gafanhotos da espécie E.
plorans. Os cromossomos B presentes nessa espécie sdo considerados mutaveis,
sendo descritas mais de 50 variantes diferentes (Cabrero et al. 2014). Neste caso,
foi registrada a substituicdo de uma variante de cromossomo B por outra (Zurita et
al. 1998). Sendo assim, sugeriu-se um modelo de evolugdo dos cromossomos B em
longo prazo, onde uma variante de cromossomo B parasitico teria perdido sua
capacidade de acumulacéo e desaparecido da populacdo apds alcancar o estagio

de neutralizagéo.
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Os dados obtidos dos indices de transmissdo indicam um estagio neutro
quando herdados de individuos machos (kb préximo a 0,5) e um estagio de
eliminagdo quando herdados das fémeas (kb préximo a 0,10), segundo o modelo de
evolucdo a longo termo de um cromossomo B parasitico (Camacho et al. 2000). Os
dois modelos principais que explicam a manutencdo dos cromossomos B em
popula¢6es naturais sdo o modelo heterotico (White 1977), em que 0S Cromossomos
B seriam mantidos devido as vantagens adaptativas que conferem aos seus
portadores, tendo um impacto positivo no fitness do individuo, desde que em
nameros baixos, e 0 modelo parasitico (Nur 1969, 1985, 1987; Shaw e Hewitt,
1990), que consideram que a permanéncia dos cromossomos B nas populacdes
deve-se a seus proprios meios de acumulo, caracterizando estes elementos como
parasitas, ja que estes ndo trariam nenhuma vantagem aos seus portadores.

Segundo Camacho et al. (2000), as possibilidades de manutencdo de um
Cromossomo supranumerario em uma populagdo resumem-se a combinacao entre a
capacidade que este elemento tem de se acumular (drive) e seus efeitos ao
portador. Se o supranumerario causa algum efeito positivo ao fithess do organismo,
este se torna um elemento mutualista e é mantido na populagéo, independente de
sua capacidade de acumulacdo. J4 as variantes que nao interferem no fitness do
individuo e possuem a capacidade de acumulacdo sédo consideradas parasitas e se
mantém na populacdo através de seus proprios métodos. Um cromossomo B
proximo a neutralidade tem a tendéncia a ser eliminado da populacdo, através de
uma caminhada evolutiva aleatoria. Deve-se notar que, mesmo sem a capacidade
acumulativa e sofrendo eliminacdo pelas fémeas, 0s cromossomos supranumerarios
na populacdo analisada mantem-se em propor¢cdes proxima as descritas em Porto-

Foresti et al. 1997, correspondendo a cerca de 57% da populagéo. Esse fendbmeno
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levanta questionamentos a cerca da incapacidade do cromossomo supranumerario
em impactar positivamente a adaptacdo do organismo.

Sendo assim, a ndo ser que 0s cromossomos B tenham um drive inicial, ndo é
possivel que se estabelecam na populacdo (Camacho et al. 1997). Em uma
simulacdo estatistica, um cromossomo B em estado de neutralidade e sem impacto
no fitness do individuo seria eliminado em 18 geracdes (Camacho et al. 1997). A
hip6tese de que as variantes de cromossomos B mantidas nas popula¢cfes possuem
uma capacidade acumulativa inicial também é suportada por Lopez-Ledn et al. 1992
para o cromossomo B neutro de E. plorans, e afirmada pelos cruzamentos
experimentais promovidos por Herrera et al. 1996, que identificou um indice de
transmissao (kb) de 0,48 resultante dos cruzamentos entre gafanhotos fémeas
portadoras de supranumerarios com machos OB da mesma populag¢do. Entretanto,
guando estas mesmas fémeas foram submetidas a cruzamentos com machos 0B de
outra populacdo, o kb mostrou uma acumulacédo significativa (kb=0,63). Sendo
assim, o cromossomo B de A. paranae, que ndo apresenta capacidade acumulativa
atualmente, deve ter passado por um drive inicial, resultando em um processo de
acumulacéo nas primeiras geracdes ap0s seu aparecimento e levando a um namero
de individuos portadores elevado, como observado na populacdo do Coérrego
Cascatinha. Entretanto, ao longo do tempo, esta variante deve ter perdido sua
capacidade acumulativa, resultando no estado atual.

Um dos fatores que podem levar a perda da capacidade de acumulacdo dos
cromossomos B é a selecdo positiva de alelos presentes no genoma do organismo
gue possam suprimir o drive dos supranumerarios, devido ao fato dos cromossomos
B imporem uma carga genética a populacdo (Camacho et al. 1997). Genes

supressores de drive sao descritos em Myrmeleotettix maculatus (Shaw e Hewitt
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1985), Pseudococcus affinis (Nur e Brett 1985, 1987, 1988) e E. plorans (Herrera et
al. 1996). Sendo assim, mesmo uma variante em estado de neutralidade pode
apresentar a capacidade de acumulacdo quando introduzida em outras populagdes
que ndo apresentem supranumerarios, devido a auséncia de genes supressores de
drive nesses organismos.

Individuos portadores de dois cromossomos B sdo muito raros na natureza
(Porto-Foresti et al. 1997; Silva et al. 2014, 2016). Nos cruzamentos analisados,
apenas a combinacéo de dois parentais com um cromossomo B produziu individuos
com dois supranumerarios, apesar de estes individuos estarem abaixo dos indices
esperados numa transmissdo mendeliana. O méximo de cromossomos B que uma
espécie pode tolerar pode ser medido através da observacdo do nimero maximo de
Cromossomos supranumerarios observado em um individuo adulto (Camacho et al.
2000). Cruzamentos induzidos em P. lineatus produziram individuos com até nove
cromossomos B, sem prejuizo aparente no fithess dos individuos (Voltolin et al.
2011), sendo este numero de cromossomos B nunca observado em individuos
selvagens ou de cultivo. Diversos autores definem que, quando em nameros baixos,
0S Cromossomos supranumerarios ndo causam efeito algum ao individuo portador
(Nur 1969, 1985, 1987; Shaw e Hewitt, 1990). Os resultados observados permitiram
a verificacdo do desenvolvimento normal de individuos de A. paranae possuindo
dois cromossomos supranumerarios em condi¢des controladas, até o estagio larval.
O fato de este tipo de individuo ser pouco frequente nas proles analisadas deve-se
ao fato da baixa transmissdo dos supranumerarios pelas fémeas, impactando o
namero final de individuos com dois cromossomos supranumerarios no cruzamento
4. Em ambiente natural, deve-se ressaltar que este tipo de cruzamento é mais raro,

devido a frequéncia reduzida de machos portadores de cromossomo B.
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Conclusao

Conclui-se que a herdabilidade da variante de cromossomos supranumerarios
presente na populacdo de A. paranae estudada é diretamente dependente do sexo
do parental portador. Observou-se um padréo de transmissdo neutro para machos
portadores, em oposicdo a eliminacdo demonstrada na avaliacdo da transmisséo
dos cromossomos B pelas fémeas. A hipotese de esta variante ter tido um drive
inicial em seu surgimento € plausivel, resultando na dispersdo observada na
populacdo e neutralizada ao longo do tempo possivelmente em decorréncia ao

aparecimento de genes supressores de drive na populagéo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo da quantificacdo génica por qPCR foi eficiente em identificar
individuos de A. paranae portadores de supranumerarios. A citometria de fluxo é
uma alternativa mais barata e rapida para realizar esta identificacdo, entretanto, um
limiar de inconfiabilidade da identificagcdo foi observado. O desenvolvimento de
mecanismos de identificacdo cada vez mais precisos e baratos de animais que
possuem cromossomo B sem exigir o sacrificio do organismo é muito relevante e
podem subsidiar estudos futuros que solucionem questbes relacionadas ao
comportamento evolutivo, a transmissdo para a prole e os possiveis efeitos da
presenca de um cromossSomo supranumerario para o organismo.

A variante de cromossomo B observada neste trabalho ndo apresentou
comportamento acumulativo, segundo o ciclo de vida do cromossomo parasita
postulado por Camacho et al 2000. Sendo assim, a variante analisada, se né&o
possuir em efeito benéfico aos seus portadores, deve seguir um caminho evolutivo
aleatério ao longo das geracgfes, 0 que potencialmente pode levar a sua eliminacéo
na populacdo estudada. Apesar de seu estado atual, um drive inicial deve ter
ocorrido, promovendo a dispersdo do cromossomo B na populacdo do Cérrego
Cascatinha. Entretanto, ao longo das geracdes, alelos com a capacidade de suprimir
o drive podem ter aparecido, causando a perda da capacidade de acumulagao
destes elementos. Sendo assim, apesar de neutro, €& possivel que os
supranumerarios presentes nesta populacdo apresentem acumulacdo se
introduzidos em outras populacdes que ndo possuam supranumerarios ou em outras

especies, atraves da hibridizagéo.
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Uma diferenga significativa entre as taxas de transmissdo do cromossomo
supranumerario foi observada entre o sexo dos parentais, indicando um mecanismo
de eliminacdo em fémeas portadoras de cromossomos B para a espécie Astyanax
paranae. Apesar dos relatos de maior quantidade de fémeas portadoras de
cromossomos B nas populagBes naturais, ndo foi possivel relacionar a presenca do
cromossomo B com a proporgdo sexual neste trabalho. Apesar de raros em
ambientes selvagens, diagnosticamos individuos portadores de dois cromossomos B
nos cruzamentos em que ambos 0sS parentais possuiam supranumerarios, sem
aparente perda do fitness. Sendo assim, a raridade destes organismos pode ser
devida a baixa frequéncia deste cruzamento na natureza, que apresenta grande
namero de fémeas portadoras de supranumerarios, enquanto machos que possuem
cromossomos B séo mais raros.

O presente trabalho descreve pela primeira vez a taxa de transmissao de
cromossomo B em Astyanax, e verifica a transmissdo diferencial entre machos e
fémeas. As conclusbes obtidas contribuirdo de forma significativa para o estudo
deste elemento neste grupo, completando uma lacuna existente e dando subsidio
para novos pontos de vista a cerca de dados ja obtidos neste ambito. Além disso, 0s
dados acerca da dinamica evolutiva do cromossomo B produzidos levantam
questionamentos relacionados aos métodos de eliminacdo observado nas fémeas,
da dinamica populacional de manutencdo do cromossomo B e suas relagbes com a
diferenciacdo sexual, abrindo margem e dando meios para a resolucdo destas

questodes.
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7 MATERIAIS COMPLEMENTARES

Tabela 6: Amostras analisadas do cruzamento 01 por qPCR.

Individuo RQ Resultado
10137 (matriz fémea) 1,37620488 08B
10138 (matriz macho) 1,73645435 08B

10923 0,91914147 0B
10924 1,04217737 0B
10925 0,85876905 0B
10926 0,71399535 0B
10927 0,95206154 0B
10928 0,74609572 0B
10929 0,93570842 0B
10930 0,56884129 0B
10931 0,73283553 08B
10932 0,66101013 08B
10933 0,96057417 08B
10934 0,69884556 08B
10935 1,08719248 08B
10936 0,48912111 08B
10937 1,16736763 08B
10938 14,3082909 08B
10939 2,93787565 08B
10940 1,91103324 0B
10941 1,14267206 0B
10942 4,69239282 0B
10943 4,15964767 08B
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Tabela 7: Amostras analisadas do cruzamento 02 por qPCR.

Individuo RQ Resultado
10141 (matriz fémea) 1,4728 0B
10142 (matriz macho) 451,7580 1B

10211 10,37217 0B
10212 19,51924 0B
10213 82,11334 1B
10214 398,4682 1B
10215 711,5631 1B
10216 402,181 1B
10232 1,087468 0B
10233 1,528439 0B
10234 105,7608 1B
10235 8,348592 0B
10236 143,8439 1B
10237 0,962019 0B
10238 216,7376 1B
10239 122,1208 1B
10241 208,2586 1B
10242 2,771082 0B
10243 2,364166 0B
10244 210,6088 1B
10245 279,7123 1B
10246 3,784706 0B
10247 2,622813 0B
10248 216,133 1B
10249 115,9043 1B
10250 242,2455 1B
10251 83,80108 1B
10252 77,52514 1B
10253 8,046151 0B
10254 238,4945 1B
10255 7,864189 0B
10256 1,404647 0B
10257 3,748846 0B
10258 9,556998 0B
10259 9,068658 0B
10260 1,263296 0B
10261 3,225297 0B
10262 52,98207 1B
10263 1,323101 0B
10265 0,135002 0B
10266 14,73158 0B
10267 0,271385 0B
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Tabela 8: Amostras analisadas do cruzamento 03 (réplica 1) por qPCR.

Individuo RQ Resultado
10202 (matriz fémea) 78,588 1B
10201 (matriz macho) 4,118 0B

11545 1,2152 0B
11546 8,9806 0B
11547 1,6483 0B
11548 0,538 0B
11549 7,0195 0B
11552 57,1359 1B
11553 0,727 0B
11554 4,5745 0B
11555 46,2941 1B
11556 46,8202 1B
11558 1,5496 0B
11559 0,7651 0B
11560 0,1267 0B
11561 9,0675 0B
11562 0,6835 0B
11563 0,4081 0B
11564 1,1525 0B
11565 0,1342 0oB
11566 3,7808 0B
11567 6,3346 0B
11592 0,2907 0B
11593 2,3498 0B
11594 5,9042 0B
11595 1,2877 0B
11596 50,9127 1B
11597 3,5773 0B
11598 3,1563 0B
11599 1,1332 0B
11600 0,2687 0B
11601 9,1733 0B
11603 0,0803 0B
11605 0,1488 0B
11606 2,0836 0B

Tabela 9: Amostras analisadas do cruzamento 03 (réplica 2) por gPCR.

Individuo RQ Resultado
12546 (matriz fémea) 54,430 1B
A. lacustris (matriz macho) - 0B
12565 0,6491 0B
12566 1,7302 0B
12567 0,6949 0B
12568 0,7015 0B




12569 23,551 1B
12570 0,558 0B
12571 0,5913 0B
12572 0,7846 0B
12573 2,235 0B
12574 13,9197 1B
12575 0,662 0B
12576 25,7638 1B
12593 0,9855 0B
12594 0,3103 0B
12595 0,656 0B
12596 0,8267 0B
12597 0,8407 0B
12598 1,1399 0B
12599 0,3474 0B
12600 1,0046 0B
12601 0,5512 0B
12602 0,8557 0B
12603 0,9371 0B
Tabela 10: Amostras analisadas do cruzamento 03 (réplica 3) por gPCR.
Individuo RQ Resultado
12546 (matriz fémea) 54,430 1B
12730 (matriz macho) 0,067 0B
12605 1,7774 0B
12606 1,1853 0B
12607 0,9264 0B
12608 2,2154 0B
12609 1,7619 0B
12611 1,2866 0B
12612 1,0579 0B
12613 2,0342 0B
12614 0,9203 0B
12615 1,1462 0B
12617 1,4741 0B
12618 1,8938 0B
12619 0,9927 0B
12620 1,1606 0B
12621 1,3851 0B
12622 1,1748 0B
12623 9,2440 1B
12624 1,5637 0B
12625 4,0012 0B
12626 8,4501 1B
12627 9,7545 1B
12628 0,8580 0B
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Tabela 11: Amostras analisadas do cruzamento 03 (réplica 4) por qPCR.

Individuo RQ Resultado
12546 (matriz fémea) 54,430 1B
12541 (matriz macho) 3,529 OB

12629 0,7498 0B
12630 0,8644 0B
12631 0,5874 0B
12632 1,1116 0B
12633 0,3373 0B
12634 0,5052 0B
12635 0,456 0B
12636 0,7245 0B
12637 19,8501 1B
12638 0,3159 0B
12639 0,3918 0B
12640 0,4044 0B
12641 0,3405 0B
12642 0,3934 0B
12643 0,5976 0B
12644 0,6806 0B
12645 3,3241 0B
12646 0,445 0B
12647 1,188 0B
12648 1,0972 0B
12649 0,4535 0B
12650 1,2605 0B
12651 0,9577 0B
12652 0,6814 0B

Tabela 12: Amostras analisadas do cruzamento 04 (réplica 1) por gPCR

Individuo RQ Resultado
10203 (Matriz macho) 71,841 1B
10204 (Matriz fémea) 53,834 1B

11568 0,231467 0B
11569 82,94946 1B
11570 211,6396 2B
11571 49,19707 1B
11572 1,498021 0B
11574 169,1112 2B
11575 0,569275 0B
11576 108,8114 2B
11577 65,38032 1B
11578 135,9954 2B
11580 0,004835 0B
11581 190,1414 2B




11582 3,634823 0B
11583 2,577633 0B
11584 192,5618 2B
11585 0,240952 0B
11586 3,154288 0B
11587 148,8399 2B
11588 48,4297 1B
11589 1,355764 0B
11590 67,1514 1B
11607 2,222841 0B
11608 0,357191 0B
11609 3,822461 0B
11610 2,540963 0B
11611 139,0086 2B
11612 3,272082 0B
11614 0,669267 0B
11615 307,563 2B
11617 1,495668 0B
11693 72,29123 1B
11694 35,69759 1B
11695 48,75986 1B
11696 58,27153 1B
11697 18,7357 1B
11698 2,924738 0B
11699 30,65076 1B
11700 25,32441 1B
11701 36,228 1B
11702 13,5203 1B
11703 0,87853 0B
11704 20,29365 1B
11705 14,969 1B
11707 2,246158 0B
11708 0,615768 0B
11709 145,7653 2B
11710 1,376778 0B
11711 1,765735 0B
11712 47,46664 1B
11713 3,335603 0B
11714 6,013398 0B
11715 22,17994 1B
11716 1,663474 0B
11853 49,44446 1B
11854 5,086617 0B
11855 1,478244 0B
11856 11,48855 1B
11857 42,43085 1B
11858 43,36191 1B
11859 12,22529 1B
11860 18,6906 1B
11862 7,235415 1B
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11863 29,06244 1B

11864 0,766736 0B

11865 56,87054 1B

11866 3,104296 0B

11867 0,46262 0B

11868 1,001128 0B

11869 3,908321 0B

11870 0,928724 0B

11871 6,850924 0B

11872 12,70626 1B

11873 127,9039 2B

11874 0,976222 0B

11875 19,48807 1B

11876 3,779286 0B

Tabela 13: Amostras analisadas do cruzamento 04 (réplica 2) por gPCR
Individuo RQ Resultado

10199 (matriz fémea) 64,225 1B
10200 (matriz macho) 91,465 1B
10361 1,288774 0B
10362 25,36909 1B
10363 10,26029 1B
10364 48,26818 1B
10365 16,57573 1B
10366 0,102522 0B
10367 15,81257 1B
10368 26,85278 1B
10369 273,0459 2B
10370 6,543212 1B
10371 62,90049 1B
10372 0,078781 0B
10373 0,171229 0B
10374 0,201102 0B
10375 0,19601 0B
10376 1,204137 0B
10378 13,63271 1B
10379 8,415214 1B
10381 22,36235 1B
10382 0,99654 0B
10383 0,138888 0B
10384 1,175276 0B
10385 128,7117 2B
10386 4,789916 1B
10387 0,182757 0B
10388 0,85653 0B
10389 135,6479 2B
10390 0,563042 0B
10391 1,164513 0B
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10392 69,44128 1B
10393 38,01757 1B
10394 64,98048 1B
10395 63,25746 1B
10396 69,5565 1B
10397 51,36326 1B
10398 57,91754 1B
10399 152,4745 2B
10400 129,0685 2B
10401 73,34364 1B
10403 139,5029 2B
10404 0,914083 0B
10405 1,035345 0B
10406 41,53883 1B
10407 1,261764 0B
10408 1,124519 0B
10409 69,80385 1B
10411 139,1457 2B
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