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Resumo

Prochilodus lineatus constitui-se em uma espécie de grande ocorréncia na bacia
superior do rio Parand, envolvendo, sobretudo, os rios Grande, Pardo e Mogi-Guagu.
Citogeneticamente, essa espécie apresenta numero diploide de 54 cromossomos dos
tipos meta/submetacéntricos e apresenta um interessante sistema de microcromossomos
B, que pode ocorrer variagdo interindividual de zero a nove supranumerérios, alem de
apresentar polimorfismo, sendo encontrados diferentes morfotipos. P. lineatus pode ser
considerada uma espécie modelo de peixe neotropical, sendo muito utilizada para
estudos concernentes a origem, comportamento meiético e evolucdo dos cromossomos
B, devido a facilidade de captura, manejo, alta frequéncia de supranumerarios e
polimorfismo. Atualmente existem muitas especulacbes a respeito de sua funcéo,
origem e heranca, o que torna a analise da estrutura do DNA deste tipo cromossémico,
assim como o estudo do seu padréo de heranca de extrema importancia. Diante disto, o
presente trabalho teve como objetivo estudar a origem, manutencdo e heranca das
variantes de cromossomos B encontradas em P. lineatus do rio Mogi-Guacu, a partir da
analise da composicdo do DNA, frequéncia na populacdo natural e padrdo de
transmissao destes elementos gendmicos. Os resultados obtidos a partir da analise da
heranca destes supranumerdrios mostrou dinamismo entre as variantes de
supranumerarios para prevalecerem nos genomas hospedeiros, por meio do padrdo de
transmissdo (kg), onde o morfotipo B-metacéntrico apresentou kg acima da taxa
Mendeliana, indicando um possivel mecanismo de acimulo (drive), enquanto que 0s
morfotipos B-acro e B-submetacéntrico apresentaram kg abaixo da taxa Mendeliana,
indicando estarem em estadgio de extincdo. Ao realizar a técnica de pintura
cromossémica, utilizando as sondas B-especificas obtidas a partir da microdisseccdo de
cada morfotipo, observou-se homologia entre as variantes de cromossomos B,
indicando uma origem a partir de uma variante ancestral comum. No entanto, apenas a
sonda do cromossomo B-submetacéntrico (Bsm) indicou sinais em varios centrébmeros
dos cromossomos do complemento padrdo A, 0 que sugere gque esta seja a variante mais
primitiva, a qual teve uma origem intraespecifica a partir de fragmentos de regifes

centromericas e pericentroméricas dos cromossomos A.
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Abstract

Prochilodus lineatus is a species of high incidence in the upper Parana River basin,
involving mainly the Grande, Pardo and Mogi-Guagu Rivers. Cytogenetically, this
species has a diploid number of 54 meta/submetacentric chromosomes and presents an
interesting system of B microchromosomes, which can occur interindividual variation
from zero up to nine supernumeraries, also it presents polymorphism and can be found
in different morphotypes. P. lineatus can be considered a model species of neotropical
fish, commonly used for studies concerning the origin, behavior and evolution of B
chromosomes, due to ease of capture, handling, high frequency of supernumerary and
polymorphism. Currently, there are only speculations about its function, origin and
inheritance, which make the analysis of the DNA structure of this chromosomal type, as
well as the study of the inheritance pattern, of the utmost importance. Faced with this,
the present work aimed to study the origin, maintenance and inheritance of the B
chromosomes variants found in P. lineatus from Mogi-Guacu River, from DNA
composition analysis, frequency in natural population and transmission pattern of these
genomic elements. The results obtained from the inheritance analysis of these
supernumerary showed a dynamism between supernumerary variants to prevail in the
host genome through the transmission pattern (kg), in which the B-metacentric
morphotype presented kg above Mendelian ratio, indicating a possible accumulation
mechanism (drive), while the B-acro and B-submetacentric variants presented kg below
Mendelian ratio, indicating that they were in extinction stage. When performing the
chromosome painting technique, using B-specific probes obtained from each
microdissected morphotypes, it was observed a homology between the B chromosome
variants, indicating a common ancient variant origin. However, only the B-
submetacentric chromosome probe (Bsm) showed signals at various centromeres of the
standard A chromosomes complement, suggesting that this is the earliest variant which
had an intraspecific origin from fragments of the pericentromeric and centromeric

regions of A chromosomes.
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Introducéo

1 Introducéo

1.1  Caracteristicas gerais do género Prochilodus, com énfase em Prochilodus

lineatus

Dentro da ordem Characiformes destacam-se peixes da familia Prochilodontidae,
0S quais sdo considerados um dos componentes mais importantes para 0 comercio e a
pesca de subsisténcia em ambientes de aguas continentais na América do Sul, com
excecdo do Chile, onde estas espécies ndo sdo encontradas (Lowe-McConnell, 1975;
Goulding, 1981; Vari, 1983). Segundo dados do Ministério de Pesca e Aquicultura
(2011), peixes desta familia possuem a maior producdo de pescado proveniente da pesca
extrativa continental, com 28.643t no ano de 2010. Desta forma, pode-se afirmar que
séo elementos de importante participacdo na producédo de pescado do Brasil.

A sistematica da familia Prochilodontidae é um tanto complexa devido a
extraordinaria estabilidade dos caracteres morfolégicos e meristicos adotados para a
distincdo das diferentes espécies (Mago-Leccia, 1972). Esta homogeneidade dos
caracteres taxondmicos pode ser explicada devido ao fato destas espécies estarem
amplamente distribuidas ao longo das bacias hidrograficas da América do Sul, talvez
por sua capacidade de efetuar longas migracdes com proposito reprodutivo,
dispersando, desta maneira, populacdes em grandes areas (Mago-Leccia, 1972).

Todos os Prochilodontidae sdo ili6fagos, possuindo assim algumas adaptacGes
anatdmicas como boca em forma de ventosa para succionar o lodo do fundo dos rios e
retirar os detritos organicos. Apresentam tolerancia ao ambiente em que vivem, tais
como mudanca de pH, estratificacdo de temperatura elevada e baixas concentracdes de
oxigénio (Mago-Leccia, 1972). Além disso, a familia Prochilodontidae compreende
especies de tamanho varidvel alcancando mais de 50 centimetros de comprimento
(Britski et al., 1988). As populacbes dos Prochilodontidae se alimentam de detritos,
algas e microrganismos associados (Bowen, 1983; Bowen e Bonetto, 1984), e
constituem um elo importante para a transferéncia de energia e biomassa em teias
alimentares ribeirinhas (Winemiller, 1996). O ciclo de vida dos Prochilodontidae
incluem conspicuas migracfes reprodutivas sazonais e de alimentacdo (Barbarino
Duque et al., 1998).

Castro e Vari (2004) mostraram que a familia Prochilodontidae compreende 21
especies distribuidas em trés géneros: Ichthyoelephas (2 espécies), Prochilodus (13

1



Introducéo

espécies) e Semaprochilodus (6 espécies). Peixes do género Prochilodus séao
considerados 0s mais conspicuos, abundantes e dispersos entre os peixes Neotropicais
habitantes dos rios sul americanos os quais fluem para o Oceano Atlantico. Eles sdo
migradores detritivoros que abastecem a atividade pesqueira em muitas partes do
continente (Welcome, 1979).

O curimbatd, Prochilodus lineatus (Valenciennes 1836), é considerado um peixe
migrador por exceléncia e grandes cardumes realizam extensas migracfes nos rios da
bacia do Parana, na época da piracema. PadrBes migratorios em P. lineatus foram
descritos na maior parte da bacia do rio Parana com base em experimentos envolvendo a
marcacao e recaptura, biotelemetria, uso de tags de registo de dados e anélise de tecidos
rigidos, tais como os otolitos (Bayley, 1973; Lucas et al., 2001; Godinho e Kynard,
2006; Peixer e Petrere Junior, 2009). Uma revisdo dos dados de marcagdo e recaptura
nesta espécie (Sverlij et ai., 1993) sugere que possam ocorrer extensas migraces
reprodutivas, sendo documentado exemplares recapturados em 1000 km de distancia da
localidade de marcacdo. Rotas migratorias mais curtas parecem ser mais provaveis,
como indicado pela maioria das recapturas estarem contidas entre 50 e 500 km de
distancia a partir do local de marcacéo (Espinach Ros et al., 1990).

Prochilodus lineatus ¢ a espécie de peixe mais abundante na bacia rio Parand em
termos de biomassa absoluta (Sverlij et al., 1993). Séo peixes de grande importancia
econbmica devido a adaptacdo a criacdo e reproducdo em cativeiro, 0 que torna esta
espécie visada a programas de piscicultura. Diante disto, pesquisas relacionadas a
reproducdo induzida, manejo e técnicas de cultivo, alimentacdo e crescimento, tém sido
realizadas nas Gltimas décadas.

E frequentemente encontrada na bacia do alto Parana, envolvendo os rios
Grande, Pardo e Mogi-Guacu (Godoy, 1975). Embora sua ocorréncia seja mais intensa
durante a migragéo reprodutiva (outubro a marco), exemplares desta espécie podem ser
capturados praticamente o ano todo na Cachoeira de Emas, municipio de Pirassununga,
Sé&o Paulo (Godoy, 1975).

1.2 Estudos citogenéticos no género Prochilodus

Estudos em ictiologia revelam um interesse crescente pela citogenética de
peixes, devido a problematica taxondmica e filogenética que tem motivado grande parte

das pesquisas da area neste grupo. Os primeiros estudos sobre a citogenética dos peixes
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do género Prochilodus realizados por Pauls e Bertollo (1983, 1990) sugeriram a
existéncia de uma homogeneidade dos caracteres cariotipicos basicos. Varios trabalhos
na literatura mostraram que exemplares de Prochilodus analisados citogeneticamente
continham um numero diploide de 54 cromossomos dos tipos meta e submetacéntricos,
com numero fundamental igual a 108 (Pauls e Bertollo, 1983, 1990; Oliveira et al.,
1997; Cavallaro et al., 2000; Jesus e Moreira-Filho, 2003; Artoni et al., 2006, Voltolin
et al., 2009, 2013a). Diante disso, pode-se afirmar que a familia Prochilodontidae parece
apresentar uma evolucdo cromossomica predominantemente conservada (Pauls e
Bertollo, 1990).

Alguns trabalhos descritos na literatura para o género Prochilodus relatam que a
técnica de deteccdo da Regido Organizadora de Nucléolo (NOR) por meio da
impregnagdo por nitrato de prata, evidenciaram as Ag-NORs na regido intersticial do
braco longo de um par cromossémico metacéntrico de tamanho médio (Pauls e Bertollo,
1990; Maistro et al., 2000; Jesus e Moreira-Filho, 2003; Artoni et al., 2006; Vicari et al.,
2006; Voltolin et al., 2013a). A Ag-NOR simples localizada intersticialmente é uma
condicdo bastante comum encontrada nesse grupo, como nas espécies Prochilodus
brevis, Prochilodus argenteus, Prochilodus nigricans, Prochilodus costatus (Pauls e
Bertollo, 1990) e Prochilodus mariae (Oliveira et al., 2003).

Andlises do bandamento C realizadas em preparacdes cromossémicas de
individuos destas espécies evidenciaram a presenca de heterocromatina constitutiva nas
regides pericentroméricas dos cromossomos A, no entanto, os cromossomos B dos
individuos portadores apresentaram-se totalmente heterocrométicos (Pauls e Bertollo,
1990; Cavallaro et al., 2000; Jesus e Moreira-Filho, 2003; Voltolin et al., 2013a),
embora tenha sido descrito a presenca de blocos eucromaticos nos cromossomos
supranumerarios de exemplares de P. lineatus na bacia do rio Tibagi, Parand (Artoni et
al., 2006).

Uma interessante caracteristica de algumas espécies do género Prochilodus é a
abundante presencga de microcromossomos B, que foram primeiramente descritos em P.

lineatus por Pauls e Bertollo (1983).
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1.3 Os cromossomos B

1.3.1 Aspectos Gerais

Os cromossomos B, também conhecidos como cromossomos supranumerarios,
sdo elementos extras presentes no genoma de varias especies de diferentes grupos. Nas
plantas, foram descritas a ocorréncia de cromossomos B em 979 espécies de
angiospermas, representando 8% das monocotiledoneas e 3% das dicotiledoneas (Levin
et al., 2005). No reino animal os cromossomos B foram descritos em diversas espécies,
com maior ocorréncia em artrépodes, além de varias espécies de fungos (Mills e
McCluskey, 1990; Miao et al., 1991 a, b; Tzeng et al., 1992; Géiser et al., 1996; Leclair
et al., 1996).

Uma possivel definicdo para os cromossomos B, segundo Camacho et al.,
(2000), é que estes seriam cromossomos adicionais, dispensaveis, que estdo presentes
em alguns individuos de determinadas espécies e que provavelmente teriam surgido dos
cromossomos A, porém nao seguindo seu caminho evolutivo. A composicao, fungdo e
especialmente a origem dos cromossomos B ainda sdo bastante controversas.

Em uma revisdo recente sobre os cromossomos B, Houben et al. (2013) fizeram
um estudo detalhado sobre as caracteristicas destes elementos gendmicos: sdo
cromossomos adicionais ao conjunto normal de cromossomos. Apresentam heranca
ndo-Mendeliana e tém sido amplamente relatados em milhares de animais, plantas,
fungos e outras espécies, mas ainda permanecem como um mistério evolutivo desde a
sua primeira descoberta a mais de um século atrds. Sdo encontrados em alguns
individuos dentro de uma populacdo e podem variar em nimero tanto inter quanto intra-
individualmente. Diferentes tipos morfoldgicos de cromossomos B podem existir dentro
de uma unica especie. Em algumas espécies a sua presenca pode até mesmo ultrapassar
0 nmero dos cromossomos A. Inicialmente, os cromossomos B foram considerados
como ndo-funcionais e sem quaisquer genes essenciais, pois eles sdo dispensaveis para
crescimento normal e maioria dos Bs ndo conferem qualquer vantagem sobre os
organismos que os contém, podendo ser pensados como parasitas ou elementos egoistas
que persistem nas populacGes, fazendo uso da maquinaria celular necessaria para a
heranga e a manutencdo deste tipo cromossémico. Quando presentes em numero
reduzido, os supranumerarios geralmente tém pouco ou nenhum impacto sobre os

portadores. No entanto, aumento do numero dos cromossomos B podem causar
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diferengas fenotipicas e reduzir a fertilidade em alguns casos (Bougourd e Jones, 1997;
Camacho et al., 2000; Jones e Houben, 2003; Camacho, 2005).

Os supranumerarios tém despertado grande interesse na comunidade cientifica
devido apresentarem, aparentemente, uma natureza dispensavel e ainda persistirem em
populagdes sem serem eliminados pela selecdo natural (Carvalho et al., 2008). Apesar
da ampla distribuicdo taxondmica dos cromossomos B, o conhecimento da origem,
composicao, regulacdo e mecanismos de acumulo destes cromossomos foram limitados
até muito recentemente. Devido aos avancos tecnoldgicos em sequenciamento e andlise
do genoma (Novak et al., 2010; Mayer et al. 2011), o conhecimento da biologia dos

cromossomos B melhorou significativamente nos ultimos anos.

1.3.2 Hipoteses sobre a origem dos cromossomos B

Existem muitas teorias sobre a suposta origem dos cromossomos B. Duas
hipbteses gerais tém sido propostas para elucidar tal origem. Na primeira, hipotese de
origem intraespecifica (Camacho et al., 2000; Teruel et al., 2009), os cromossomos B
surgiram do complemento padrdo A, porém seguiram um caminho evolutivo
independente. Uma evidéncia que favorece esta hipétese foi obtida por Keyl e Hégele
(1971) quando demonstraram que os padrdes de bandamentos nos cromossomos B do
mosquito Chironomus plumosus eram similares a encontrada proxima ao centromero do
quarto par cromossémico autossémico.

No entanto, varidveis da teoria intraespecifica obtiveram um enorme
embasamento nos estudos de cromossomos B em peixes. Mestriner et al. (2000), Jesus
et al. (2003) e Artoni et al. (2006) sugeriram a origem dos cromossomos B por
isocromossomos. Mestriner et al. (2000) ao estudarem a espécie Astyanax scabripinnis
detectaram por meio da sonda As51 a presenca de sequéncias repetitivas em ambos os
bracos do cromossomo B, de modo semelhante ao par 24 do conjunto cromossémico
(A) mostrando, desta forma, argumentos favoraveis da origem do cromossomo B em
um processo de formagdo de um isocromossomo.

Uma segunda hipdtese, da origem interespecifica (Schartl et al., 1995; Camacho
et al., 2000; Perfectti e Werren, 2001), os cromossomos B surgiram a partir de
acasalamentos interespecificos entre espécies relacionadas pelo processo de
hibridizacdo. A origem do cromossomo B como decorréncia de processo de
hibridizacdo foi comprovada por Perfectti e Werren (2001) ao observarem a presenca de
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cromossomos supranumerarios em uma linhagem de vespas do género Nasonia obtida a
partir do cruzamento entre duas espécies diferentes, Nasonia vitripennis e Nasonia
giraulti.

Os cromossomos sexuais também tém sido previamente propostos como
ancestrais dos cromossomos B (Yoshida et al., 2011). Entretanto, diferentes hipoteses
sobre a origem dos cromossomos B tém surgido, em decorréncia do conhecimento da
estrutura molecular dos fragmentos livres de DNA de origem ndo cromossdmica,
comumente encontrados nos nucleos das células. A hipdtese de que 0s segmentos
gendmicos supranumerarios tenham surgido a partir destes fragmentos, num modelo de
desenvolvimento independente, ndo pode ser descartada (Foresti, 1998). Diante disso,
pode-se afirmar que 0S Cromossomos supranumerarios parecem nao apresentar um
modelo de origem Unico, mas ao contrario, podem ter se originado, de modo

independente, por varios caminhos evolutivos (Jesus et al., 2003).

1.3.3 Aspectos morfoldgicos, funcionais e estruturais dos cromossomos B

Uma nomenclatura sobre a morfologia dos cromossomos B que vem persistindo
ao longo do tempo, foi proposta por Volobujev (1981), onde os cromossomos B podem
ser classificados em trés categorias de acordo com seu tamanho em relacdo aos
cromossomos A. O primeiro grupo consiste de cromossomos B cujo tamanho é menor
do que os menores cromossomos do complemento normal A, o segundo grupo consiste
de cromossomos B equivalentes em tamanho ao dos menores cromossomos do
complemento padrdo A e no terceiro grupo, 0S Cromossomos supranumerarios podem
ser maiores que 0s maiores cromossomos do complemento A.

Na maioria das espécies portadoras de cromossomos B, a transmissdo mitética
durante o crescimento e desenvolvimento € normal, por isso todas as células tém o
mesmo numero de Bs dentro do individuo (Houben et al., 2013). No entanto, ha
algumas excecGes em que 0s supranumerdrios mostram instabilidade mitdtica e,
portanto, eles estdo presentes em numero variavel, as vezes em tecidos especificos e/ou
orgaos (Houben et al., 2013). Por exemplo, na grama Aegilops speltoides e Aegilops
mutica, 0os cromossomos B sdo encontrados na parte aérea, mas ndo nas raizes
(Mendelson e Zohary, 1972; Ohta, 1996). Em gafanhotos, a ocorréncia da variacdo dos

Bs foi observada especificamente entre os foliculos dos testiculos (Nur, 1969).
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Polimorfismo dos cromossomos B sdo frequentes e esperados entre as
populacdes devido a natureza ndo essencial deste tipo cromossdémico. Entretanto, além
dos polimorfismos numeéricos, ha varios casos de polimorfismos estruturais dos
supranumerarios, onde ja foram relatados em plantas, por exemplo, Brachycome
dichromosomatica (Houben et al., 1999), Scilla autumnalis (Parker et al., 1991), Allium
schoenoprassum (Bougourd e Parker, 1979) e Aegilops speltoides (Belyayev e Raskina,
2013), e em animais, incluindo os gafanhotos Eyprepocnemis plorans (Bakkali et al.,
1999).

Com relagdo a estudos envolvendo a frequéncia de diferentes tipos de
cromossomos B, podemos citar Borisov et al. (2012), que ao estudarem a frequéncia dos
supranumerarios no camundongo Apodemus peninsulae de cinco populacdes na
Mongolia, relataram uma estabilidade ao longo de 30 anos. Os cromossomos B desta
espécie se dividem em quatro morfotipos, podendo ser encontrados nas formas: médio
biarmado, pequeno biarmado, pequeno acrocéntrico e em forma de ponto. Além disso,
estes autores puderam caracterizar cada populacdo de acordo com as frequéncias das
variantes de B em cinco localidades diferentes.

A maioria do genoma dos eucariotos ndo codificam proteinas e sdo compostos
pelos chamados DNA “ndo-codificantes”. Por que a evolugdo manteve grandes
quantidades de DNA "inGtil" permaneceu um mistério por muitos anos. Entretanto, os
resultados obtidos no projeto ENCODE indicam que a maioria do DNA presumido
"inatil" é funcional e esta envolvido em complexas redes reguladoras (Houben et al.,
2013). Além disso, a transcri¢do generalizada a partir de DNAs ndo codificantes atuam
potencialmente como um reservatdrio para a criacdo de novas moléculas funcionais
(Pennisi, 2012). Os cromossomos B representam um extraordinario exemplo de DNA
adicional, aparentemente inerte, pois ndo contém informacfes genéticas consideradas
vitais para a sobrevivéncia dos organismos portadores. Sdo considerados cromossomos
dispensaveis e podem ocasionar um impacto neutro ou levemente negativo (Puertas,
2002; Jones e Houben, 2003), em sua maioria sdo altamente heterocromaticos,
refletindo uma natureza pobre em genes ativos (Han et al., 2007).

Entretanto, quando ativos, podem afetar caracteristicas quantitativas para 0s
individuos portadores, especialmente associadas com o0 vigor, sobrevivéncia,
fecundidade e fertilidade (Camacho et al., 2000). Estes efeitos sdo frequentemente
deletérios, embora existam alguns exemplos de cromossomos B com efeitos benéficos

quando presentes em pequeno numero (Jones e Rees, 1982).
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Alguns efeitos dos cromossomos B parecem ser atribuidos diretamente ao
produto de seus genes, como no caso de genes que controlam a resisténcia para
ferrugem nos cromossomos B de Avena sativa (Dherawattana e Sadanaga, 1973) e
genes que conferem a resisténcia a antibioticos em cromossomos B do fungo Nectria
haematococca, favorecendo esta patogenicidade (Miao et al., 1991a). Estes exemplos
indicam que nem todos os cromossomos B sdo geneticamente inativos. Entretanto, mais
informacdes tornam-se necessarias para alicercar a opinido mais aceita de que a maioria
dos cromossomos B ndo apresenta um grande numero de genes ativos (Camacho et al.,
2000). Apesar do aumento das informacgdes disponiveis sobre a morfologia, heranca,
estrutura e outros aspectos dos cromossomos B, a exata origem e significancia funcional

destes elementos gendmicos ainda permanece desconhecida .

1.3.4 Manutencéo dos cromossomos B nas populacfes portadoras

Dois modelos sdo propostos para explicar a manutencao dos B em populagdes
naturais: o modelo heterético e o modelo parasitico. De acordo com o modelo
heterdtico, proposto por White (1973), os cromossomos B seriam mantidos gragas as
vantagens adaptativas que conferem aos seus portadores quando se encontram em
nimeros baixos. Ja4 0 modelo parasitico, € discutido por varios autores (Ostergren, 1945;
Nur, 1966 a, b; Nur, 1977; Jones, 1985; Shaw e Hewitt, 1990), que consideram que 0s
cromossomos B permanecem nas populacdes em razdo de seus proprios meios de
acumulo. Nesta segunda hipotese, esses cromossomos se apresentariam como elementos
parasitas, uma vez que sua presenca nao traria vantagem aos seus portadores.

A dinadmica evolutiva dos cromossomos B parasitas parece ser caracterizada por
rapidas invasdes em virtude do acumulo, seguida pela neutralizacdo por meio da
evolugdo de genes supressores presentes nos cromossomos A, 0s quais eliminam os
efeitos do acimulo de B (Camacho et al., 1997). No modelo proposto por estes autores,
0 acumulo de cromossomos B pode proporcionar um marcante aumento da frequéncia,
em uma determinada populacao, em apenas 10 geragoes.

O acumulo dos cromossomos B nas populacdes portadoras depende de duas
importantes propriedades, definidas como o efeito no genoma hospedeiro e seu padrao
de transmissdo (Camacho et al., 2000). Varios efeitos sdo teoricamente possiveis diante
da interacdo destas duas propriedades. Diante disso, pode-se inferir que a origem dos

cromossomos B relaciona-se aos mecanismos de acumulagdo, juntamente com a sua
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proliferacdo, e somente pode ser explicada em termos de efeitos benéficos
proporcionados a populacdo hospedeira. Estas sdo as formas pelas quais estes
cromossomos podem aumentar sua frequéncia e estabelecer polimorfismos na
populacéo natural.

O comportamento meidtico irregular pode auxiliar na fixacdo dos cromossomos
B. Entretanto, se 0 padrdo de transmissdo estiver abaixo da expectativa mendeliana,
estes sdo destinados a extincdo por meio de forgas ao acaso (Camacho et al., 2000).
Segundo Zurita et al. (1998) e Camacho et al. (2000), o ciclo de vida dos cromossomos
B nas populagdes portadoras compreende em trés fases: invasdo, neutralizagdo e
extincdo. Na fase neutra os supranumerarios devem sofrer grandes mutages em suas
sequéncias de DNA para, novamente, reiniciar seu ciclo, caso contrario estardo

destinados a extingdo, consequentemente, desaparecendo da populacéo (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo evolutivo dos cromossomos B parasiticos, proposto por Camacho et al. (2000).

Um exemplo classico do surgimento de novas variantes de cromossomos B foi
registrado na populacéo de gafanhoto Eyprepocnemis plorans, onde os cromossomos B
desta espécie sdo considerados bastante mutaveis (Camacho et al., 1997; Cabrero et al.
2013). Diferentes tipos de supranumerarios foram descritos em ocasido da translocacdo
entre os cromossomos A e B (Henriques-Gil et al., 1984; Henriques-Gil e Arana, 1990)
e a frequente geracdo de uma nova variante de B (LOpez-Leon et al., 1994) indica que o

polimorfismo é muito dindmico nas populacbes portadoras. Cada variante de
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cromossomo B apresenta um acimulo de sua frequéncia, aumentando a média do

numero de B por individuo (Camacho et al., 1997).

1.3.,5 Heranca dos cromossomos B

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

Entretanto, estudos concernentes a heranga dos cromossomos supranumerarios
em espeécies de peixes portadores ainda sdo escassos. Este processo ja foi identificado
em peixes como uma demonstracdo da heranca paternal ginogenética na espécie
Poecilia formosa (Schartl et al., 1995). Posteriormente, Oliveira et al. (1997) e Voltolin
et al. (2010c) realizaram estudos sobre 0 mecanismo de heranga dos cromossomos B em
P. lineatus e verificaram que o0 padrdo de transmissdo destes cromossomos foi
consistente com a expectativa do comportamento regular meiético dos cromossomos B
em ambos 0s sexos, demonstrando uma taxa de transmissdo Mendeliana (0,5). Penitente
et al. (2013) observaram um padrdo de transmissdo diferente para cada variante de
cromossomo B encontrado em P. lineatus, sendo que os tipos B-metacéntrico e B-
submetacéntrico apresentaram taxa Mendeliana e o tipo B-acrocéntrico com padrdo de
transmissdo negativo, indicando uma possivel extincdo deste morfotipo da populacédo
natural do rio Mogi-Guagu.

Araujo et al. (2002) ao estudarem a transmisséo dos tipos de cromossomos B
presentes em populagdes de Trypoxylon albitarse, puderam constatar que o tipo
metacéntrico estava prevalecendo sobre o tipo acrocéntrico, devido ao tipo metacéntrico
ter uma maior eficiéncia de transmissdao em relacdo ao tipo acrocéntrico.

Estudos envolvendo o processo de heranga quanto a frequéncia dos
supranumerarios tém sido realizados em diversos organismos portadores, no entanto,
pouco se sabe sobre a heranca e segregacdo meiotica dos diferentes tipos de

cromossomos B nos individuos portadores, principalmente em peixes.
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1.3.6 Cromossomos B em peixes

Uma das primeiras descricbes de supranumerarios com caracteristicas
pertinentes aos cromossomos B em peixes da regido Neotropical refere-se aos
cromossomos adicionais encontrados em Prochilodus lineatus, por Pauls e Bertollo
(1983). Entretanto, muitas outras espécies de peixes de diferentes géneros e ordens tém
apresentado cromossomos supranumerarios em seus cariotipos (Moreira-Filho et al.,
2001; Carvalho et al., 2008; Hashimoto et al., 2008; Pansonato-Alves et al., 2011;
Mendes et al., 2012). Uma recente revisdo de cromossomos B em peixes neotropicais
(Penitente et al., in prep.) relatou a ocorréncia em 56 espécies, sendo os Characiformes e
Siluriformes as ordens mais representativas.

A ocorréncia de cromossomos B entre os individuos de uma populacdo pode ser
esporédica, ou ser comumente encontrada para muitas espécies, podendo mostrar uma
alta variacdo na frequéncia, tanto intra quanto interindividualmente. E possivel
encontrar também variaces em relacdo a morfologia, tamanho e nimero desses
supranumerarios (Pauls e Bertollo, 1983, 1990; Oliveira et al., 1997; Venere et al.,
1999; Cavallaro et al., 2000; Fernandes e Martins-Santos, 2005; Artoni et al., 2006,
Penitente et al., 2013).

Com relacdo ao tamanho, 0S cromossomos supranumerarios encontrados em
peixes exibem uma notavel variacdo, ou seja, existe a ocorréncia de macrocromossomos
como nas espécies do género Astyanax (Maistro et al., 1992; Salvador e Moreira-Filho,
1992; Vicente et al., 1996; Moreira-Filho et al., 2001; Ferro et al., 2003; Hashimoto et
al., 2008); cromossomos supranumerarios de tamanho médio, como em Rhamdia
(Fenocchio e Bertollo, 1990; Fenocchio et al., 2000) ou microcromossomos, como em
Prochilodus (Pauls e Bertollo, 1983, 1990; Venere et al., 1999; Cavallaro et al., 2000;
Oliveira et al., 2003; Penitente et al., 2013; Voltolin et al., 2013a, b).

Os cromossomos B também podem variar em numero nas espécies de peixes
portadoras. A espécie Moenkhausia sanctaefilomenae apresenta uma grande variacdo
intra e interindividual de zero a oito microcromossomos B (Foresti et al., 1989;
Hashimoto et al., 2012). Oliveira e Foresti (1993) também descreveram a ocorréncia de
até dois microcromossomos metacéntricos adicionais em Steindachnerina insculpta
(Curimatidae).

Em espécies do género Astyanax, também foram encontradas diversas variagoes

quanto ao numero e morfologia dos cromossomos supranumerarios, os quais tém sido
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estudados intensamente nos Ultimos anos, desde as investigagdes iniciais de Salvador e
Moreira-Filho (1992) e Maistro et al. (1992) em Astyanax scabripinnis, até estudos mais
recentes sobre a composicdo do DNA e estrutura destes elementos extras na espécie
Astyanax bockmanni, utilizando técnicas de microdissec¢do e pintura cromossémica
(Daniel et al., 2012; Silva et al., 2013).

1.3.7 Estrutura dos cromossomos B em peixes

Pouco se sabe sobre a composicdo molecular do DNA satélite presente
especificamente nos cromossomos supranumerarios de peixes (Jesus et al., 2003). Com
0 advento da técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) juntamente com a
microdisseccdo, varias sondas cromossdémicas vém sendo produzidas com o intuito de
proporcionar um melhor entendimento sobre questdes evolutivas, filogenéticas e
estruturais, entre outras, no estudo de peixes neotropicais.

Mestriner et al. (2000), ao estudarem a composi¢cdo do DNA dos cromossomos
B de Astyanax scabripinnis, por meio da utilizacdo da sonda As51 obtida por enzima de
restricdo, detectaram homologia entre o cromossomo B e o par 24 do conjunto
cromossémico A, sugerindo uma origem intraespecifica do cromossomo B por
ISOCromossomo.

Maistro et al. (2000) usando a enzima de restricdo BamHI, observaram a
existéncia de diferentes classes de DNA altamente repetitivas nos genoma de
Prochilodus lineatus e também mostraram que a composi¢cdo dos cromossomos B é
diferente daquela do seu conjunto autossémico. Isto indica que a existéncia de
diferentes composicdes de DNA entre eles poderia mostrar que a origem dos
cromossomos B em P. lineatus ndo seria um evento recente, apresentando um tempo
suficiente para a acumulacdo de algumas modificacbes na sua estrutura durante seu
processo evolutivo (Maistro et al., 2000).

Jesus et al. (2003) também estudaram a estrutura e origem dos
microcromossomos B de exemplares de P. lineatus provenientes do rio Mogi-Guagu,
Pirassununga, SP, utilizando a enzima de restricdo Hindlll. ApOs a técnica de
hibridacdo in situ fluorescente (FISH) com o emprego das sondas SATH1 e SATH2
obtidas pela digestdo enzimatica, demonstraram que o DNA satélite SATH1 €
compartilhado entre os cromossomos A e B desta espécie, embora nem todos o0s

segmentos heterocromaticos dos cromossomos B sejam compostos por DNA SATH1,
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indicando que outras familias de DNA repetitivo possam estar presentes nestes
Cromossomos.

A microdisseccdo cromossdmica € considerada uma excelente ferramenta no
estudo da estrutura e composi¢do cromossdmica e, recentemente, tem sido empregada
no estudo da origem dos cromossomos supranumerarios em peixes. Dentre diversos
trabalhos pode-se destacar os estudos realizados por Voltolin et al. (2010a, 2013b).
Estes autores isolaram o cromossomo B de um individuo portador de apenas um
supranumerario e, por meio da técnica de hibridacéo in situ fluorescente, observaram
marcagdes apenas nos cromossomos B de P. lineatus em diferentes frequéncias e com
diferentes graus de homologia. Diante disso, puderam concluir que a suposta origem do
cromossomo B nesta espécie poderia estar associada a uma origem interespecifica.
Entretanto, os autores ndo descartam a hipdtese de uma possivel origem intraespecifica,
onde o0s supranumerarios ndo apresentam mais homologia com 0s cromossomos A
devido ao excesso de mutacdo que estes elementos extras podem ter sofrido ao longo
dos anos, conforme ja mencionado por Maistro et al. (2000).

Portanto, um estudo pormenorizado sobre os trés diferentes tipos de
cromossomos B j& descritos para Prochilodus lineatus por meio da construcdo e
utilizacdo de sondas especificas no estudo da origem dos supranumerarios para este

espécie torna-se de extrema importancia.

1.3.8 Cromossomos B em Prochilodus, com énfase em Prochilodus lineatus

Vaérios estudos (Pauls e Bertollo, 1990; Oliveira et al., 1997; Cavallaro et al.,
2000; Jesus et al., 2003, Voltolin et al., 2010a, 2013a, 2013b) tém mostrado que a
espécie Prochilodus lineatus é um dos modelos de peixe Neotropical mais utilizado para
estudos concernentes a origem, comportamento e evolugdo dos cromossomos B. Apesar
da alta diversidade quanto a morfologia, frequéncia e distribuicdo dos DNA satélites,
sdo sempre heterocromaticos e menores em relacdo aos cromossomos do complemento
padrdo A (Jesus et al., 2003; Artoni et al., 2006).

Em P. lineatus, os cromossomos B apresentam um tamanho reduzido, podendo
ser classificados como microcromossomos (Pauls e Bertollo, 1983, 1990; Venere et al.,
1999; Cavallaro et al., 2000; Oliveira et al., 2003). Entre os exemplares capturados em

diferentes localidades, foi constatada uma variagio modal de cromossomos
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supranumerarios; contudo, em todas as populacdes analisadas, o nUmero desses
cromossomos esta contido entre os valores de zero a nove (Voltolin et al., 2011).

Em outro estudo realizado com exemplares do rio Mogi-Guagcu, foi demonstrado
que esse numero ndo é estavel, sendo observada uma varia¢do para niUmeros maiores ao
longo do tempo, a partir das primeiras observacdes realizadas naquele ambiente (Pauls e
Bertollo, 1983). No entanto, varios autores (Cavallaro et al., 2000; Oliveira et al., 1997,
Voltolin et al.,, 2010b) detectaram uma estabilidade mitética na frequéncia de
cromossomos B na populacdo natural de P. lineatus do rio Mogi-Guagu onde foi
constatado um nimero modal de 2 a 3 supranumerarios.

Microcromossomos B também foram identificados na espécie Prochilodus
brevis (=Prochilodus cearensis) por Pauls e Bertollo (1990). Além de apresentar todas
as caracteristicas dos cromossomos B de P. lineatus, a espécie P. brevis apresentou uma
variacdo de até dois microcromossomos B. Venere et al. (1999) descreveram a
ocorréncia de cromossomos B na espécie Prochilodus nigricans coletados no rio
Araguaia, sendo que um entre trés exemplares analisados apresentou dois cromossomos
B, os quais foram considerados totalmente heterocromaticos ap6s o bandamento C.
Estudos realizados por Oliveira et al. (2003) identificaram a presenca de até trés
Cromossomos supranumerarios na espécie Prochilodus mariae provenientes da bacia do
rio Orinoco, na Venezuela.

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

Considerando que a fungéo, heranca e efeito da presenca dos cromossomos B
nos animais e plantas ainda sdo controversos, estudos evolvendo levantamentos
populacionais sobre a frequéncia das trés variantes de microcromossomos B encontrados
em populagdes naturais de P. lineatus, bem como a realizagéo de cruzamentos controlados
e analise de sua estrutura cromossémica por meio da construgdo e utilizagdo de sondas B-
especificas tornam-se necessarios para complementar as informacdes ja disponiveis e

contribuir para um melhor entendimento dos cromossomos B desta espécie.
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1.4 Objetivos

A ocorréncia de cromossomos supranumerarios em Prochilodus lineatus torna
esses animais um alvo de interesse no desenvolvimento de diversos estudos
citogenéticos. Diante disso, 0s objetivos deste trabalho visaram a realizacdo de analises
quanto a heranca, estrutura e possivel origem destes elementos genémicos. Portanto, o

presente trabalho teve como objetivos:

1) Realizar cruzamentos dirigidos entre exemplares de P. lineatus, para um melhor
entendimento sobre o controle e padrdo de transmissdo dos supranumerarios nesta

especie;

2) analisar o nimero e tipo de cromossomos B dos individuos da geracdo F; resultantes
dos cruzamentos dirigidos, no intuito de determinar o mecanismo de heranca das

variantes de cromossomaos supranumerarios nesta espécie;

3) realizar um levantamento das frequéncias dos morfotipos de cromossomos B na

populagéo natural de P. lineatus do rio Mogi-Guagu;

4) obter sondas B-especificas de cada variante de supranumerario, por meio da técnica

de microdissecgdo cromossdmica em exemplares de P. lineatus;

5) utilizar as sondas B-especificas por meio da técnica de hibridacdo in situ, com o
intuito de buscar homologias entre 0s supranumerarios e 0S Cromossomos A,
estabelecendo, desta forma, relagbes sobre a origem e evolugdo dos cromossomos B

nesta espécie;

6) contribuir com informagdes sobre a origem, manutengéo e heranga dos cromossomos

supranumerarios em P. lineatus e, de modo mais amplo, nos peixes.
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4 Consideragoes finais

Muitos trabalhos envolvendo cromossomos B foram realizados, tentando
elucidar sua origem, funcdo e manutencdo nas espécies portadoras. Estes elementos
gendmicos intrigam 0s pesquisadores por que aparentemente apresentam material
genético dispensavel, porém ainda persistem em diversos grupos de animais. Além
disso, apresentam mecanismos de acUmulo e caminhos evolutivos distintos dos
cromossomos do complemento padrdo A. Nos ultimos anos houve um aumento
significativo em estudos envolvendo os cromossomos B, mas ainda muito pouco se sabe
sobre eles, principalmente pelo fato de que o nimero de caracteristicas comuns a todos
eles é limitada.

Os peixes tém se destacado em estudos envolvendo cromossomos
supranumerarios, devido a descobertas de espécies portadoras e a grande variabilidade,
seja morfoldgica ou numérica, destes elementos nas espécies portadoras. No entanto,
muitos estudos tem buscado atribuir uma funcdo, investigar a estrutura, origem e
transmissdo desses elementos, mas o conhecimento sobre o DNA que compde a
estrutura molecular e estrutural dos cromossomos B em peixes ainda pode ser
considerado bastante restrito.

No presente trabalho, os dados obtidos a partir da analise da frequéncia e do
padrdo de transmissdo destes supranumerarios, obtidos a partir de cruzamentos
controlados, indicam que estes cromossomos B estdo sujeitos a selecdo para
permanecerem no genoma desta espécie, de modo parasitico, utilizando-se de
mecanismos de acumulo e o padrdo de transmissdo para se fixarem na populacdo ao
longo de geracbes. Além disso, foi possivel observar que a variante B-metacéntrica se
encontra mais frequente na populacdo natural e o padrdo de transmissdo mostrou-se
mais eficiente com relacdo as demais variantes, ou seja, acima da taxa Mendeliana
(kg=0.500). Ja os tipos B-acro e B-submetacéntrico se encontram com menor
frequéncia, sendo o tipo B-acro com rara incidéncia na popula¢do e ambos com padréao
de transmisséo abaixo da taxa Mendeliana.

Estes resultados indicam uma possivel extin¢cdo das variantes B-acrocéntrica e
B-submetacéntrica da populacéo do rio Mogi-Guacu ao longo das geragdes. No entanto,
podemos observar que 0s microcromossomos B em P. lineatus sdo bastante mutaveis,
podendo levar a ocorréncia de mutacdes na estrutura destes tipos supranumerarios para

que possam surgir como uma nova variante na populacdo, mesmo sem ocorrer
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alteragBes morfoldgicas visiveis e reiniciar o ciclo evolutivo, aumentar desta forma o
padrdo de transmissao e permitir novamente a ocorréncia de mecanismos de acumulo
para que perpetuem na populacao do rio Mogi-Guagu.

Além disso, a realizacdo de estudos envolvendo microdissec¢cdo cromossémica,
hibridacéo in situ fluorescente e obtencdo do padréo de transmissdo dos cromossomos B
forneceram informacbGes sobre a manutencdo e uma possivel origem para 0s
cromossomos supranumerarios na espécie Prochilodus lineatus, a qual € uma das
pioneiras no estudo destes elementos extras em peixes neotropicais.

Os resultados obtidos pela pintura cromossomica, utilizando as sondas obtidas a
partir das trés variantes de cromossomos B microdissecados de P. lineatus apontaram
uma variante de B- ancestral comum entre elas, devido apresentarem homologia nas
sequencias de DNA. Além disso, a sonda Bsy, mostrou sinais em centrémeros de varios
cromossomos do complemento padrdo A, 0 que pode indicar uma origem
intraespecifica a partir de uma possivel amplificacdo ou quebra de regides

pericentromeéricas ou centroméricas dos cromossomos A.
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