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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

21



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 eliminacdo deste

supranumerario.
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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 cCromossSomo 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 acumulacao
destes elementos. Sendo assim, apesar de neutro, €& possivel que os
supranumerarios presentes nesta populacdo apresentem acumulacdo se
introduzidos em outras popula¢des 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 proporgcdo 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 s&o mais raros.

O presente trabalho descreve pela primeira vez a taxa de transmissao de
cromossomo B em Astyanax, e verifica a transmissao 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, o0s
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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