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RESUMO

FREITAS, Cassia Nasser de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2018. Perfil proteico de Prochilodus Lineatus (Valenciennes, 1836) em
individuos com diferentes niumeros de cromossomos B. Orientador: Jorge
Abdala Dergam dos Santos.

Prochilodus lineatus sao peixes de grande importancia ecologica, uma vez que
processam sedimentos do fundo dos rios para se alimentar, influenciando nos
padrdes de distribuicdo e abundancia de outras espécies. Esses peixes podem
apresentar cromossomos B, os quais podem influenciar diretamente em seu
desempenho. O objetivo deste trabalho foi auxiliar na elucidagdo da fungéo
desses cromossomos B, verificando como diferentes numeros destes influenciam
no valor adaptativo da espécie. Esse estudo foi feito por meio de ferramentas
protedmicas, proporcionando a identificagdo e comparagcdo da abundancia de
proteinas. Os perfis foram obtidos por meio de eletroforese bidimensional (SDS-
PAGE 2DE). As proteinas dos spots diferenciais foram tripsinizadas e os
peptideos tripticos analisados pelo espectrémetro de massas MALDI-TOF/TOF.
As proteinas foram identificadas pelo MASCOT, por meio do confronto contra o
banco de dados de proteinas de Characiformes do UNIPROT e validadas
estatisticamente pelo SCAFFOLD. Os resultados indicam um aumento na
abundancia relativa de proteinas envolvidas em diferentes processos
responsivos a estresse como, glicolise e gliconeogénese, proteinas envolvidas
no metabolismo energético do animal e proteinas do citoesqueleto, relacionadas
ao processo de contragdes musculares. A maior abundancia relativa em
proteinas do citoesqueleto e produgao de energia sugere que a maior quantidade
de cromossomos B correlaciona-se com a aumento de aspectos metabdlicos
importantes no sistema locomotor e, consequentemente, no desempenho do
animal. Se essa correlagao for demonstrada como valida para todas as classes
de espécimes portadores de cromossomos B, poderia explicar que uma
quantidade 6tima para o desempenho dos espécimes da Estagao de Piscicultura

de Volta Grande seja de 6 cromossomos B.



ABSTRACT

FREITAS, Cassia Nasser de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2018. Protein profile of Prochilodus Lineatus (Valenciennes, 1836) in
individuals with different numbers of chromosomes B. Advisor: Jorge Abdala
Dergam dos Santos.

Prochilodus lineatus are fish of great ecological importance, since they process
sediments of the bottom of the rivers to feed, influencing the patterns of
distribution and abundance of other species. These fish may have B
chromosomes, which may directly influence their performance. The objective of
this work was to aid in the elucidation of the function of these B chromosomes,
verifying how different numbers of these influence on the adaptive value of the
species. This study was done through proteomic tools, providing the identification
and comparison of the abundance of proteins. The profiles were obtained by
means of two-dimensional electrophoresis (SDS-PAGE 2DE). Differential spot
proteins were trypsinized and tryptic peptides analyzed by the MALDI-TOF / TOF
mass spectrometer. The proteins were identified by MASCOT, through the clash
against the UNIPROT Characiform protein database and statistically validated by
SCAFFOLD. The results indicate an increase in the relative abundance of
proteins involved in different stress-responsive processes such as glycolysis and
gluconeogenesis, proteins involved in energy metabolism of the animal and
proteins of the cytoskeleton, related to the process of muscular contractions. The
higher relative abundance in cytoskeletal proteins and energy production
suggests that the greater quantity of B chromosomes correlates with the increase
of important metabolic aspects in the locomotor system and, consequently, in the
performance of the animal. If this correlation is shown to be valid for all classes of
specimens bearing B chromosomes, it could explain that an optimal amount for
the performance of the specimens of the Volta Grande Fish Culture Stationis 6 B

chromosomes.
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1. INTRODUGAO

Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) é uma espécie de curimba de
grande porte que realiza longas migracdes reprodutivas, cujas populacdes estéo
distribuidas em diversas bacias na América do Sul, como as bacias do Parana-
Paraguai e Paraiba do Sul (Sivasundar et al., 2001). Estes peixes possuem
habito alimentar ili6fago, processando sedimentos presentes no fundo dos rios,
de modo que influenciam em padrdes de distribuicdo e abundancia de outras
especies, tais como diatomaceas e invertebrados, criando também condicdes
propicias para cianobactérias nitrificantes, sendo assim considerados
engenheiros de ecossistemas (Flecker, 1996). Dessa forma, apresentam grande
importancia ecolégica, além da comercial (Castro & Vari, 2003). Estudos
populacionais incluindo citogenética, genémica e proted6mica sdo fundamentais
na compreensdo das relacbes entre as diferentes populacbes de peixes,
principalmente as de ampla distribui¢cdo. Estes estudos sdo fundamentais para
garantir acdes eficientes na conservagao das espécies e no manejo efetivo de

recursos pesqueiros.

O surgimento da protedmica, que tem como abordagem principal estudar
os conjuntos de proteinas expressas pelo genoma (Wasinger et al., 1995),
possibilitou uma maior compreensao biolégica, funcional e fenotipica dos
organismos (Bensimon et al., 2012). As proteinas participam do controle de
processos celulares, agindo como enzimas, componentes estruturais,
horménios, anticorpos e receptores celulares (Aebersold & Mann, 2003; De
Souza et al.,, 2003). Desse modo podem auxiliar neste estudo, que procura
comparar espécimes com e sem a presenga de cromossomos supranumerarios

do complemento A, denominados cromossomos B.

Em populagdes naturais, a distribuicdo dos cromossomos B segue uma
distribuicdo binomial, com modas dominantes e classes extremas menos
frequentes. Na amostragem deste trabalho sobre P. lineatus, em 154 individuos,
apenas um espécime nao era portador de cromossomos B, assim como apenas

um apresentava 6 cromossomos B (maior valor encontrado). Por meio da



comparagao do perfil proteico desses individuos, a partir de um estudo da
abundancia diferencial detectada, € possivel explorar a possibilidade de um

efeito fenotipico dos cromossomos B no desempenho dessa espécie.

A populacéo de Prochilodus lineatus da Estagcado de Piscicultura de Volta
Grande apresenta um perfil especial de cromossomos B em relagado a outras
populagdes, sendo menos diversificada e contando com cromossomos de tipo
metacéntrico, os quais apresentaram, em estudos de cruzamento controlado,
taxas de transmissdo mais semelhantes aos cromossomos do complemento A
(tendo um sistema de acumulagcdo mais eficiente). Em contraste, as outras
variedades de cromossomos B (incluindo submetacéntricos e acrocéntricos)
apresentam uma perda de capacidade de transmissdo, sendo esperado o

declinio desses cromossomos em populacdes naturais panmiticas.

A identificacdo das proteinas foi realizada através da espectrometria de
massas, com o auxilio de programas que relacionam a massa obtida
experimentalmente com aquelas geradas teoricamente em um banco de dados
(Aebersold & Mann, 2003). O método de identificacdo utilizado foi o MS/MS fon
Search, vantajoso por oferecer grande detectibilidade e maior seletividade de
fragmento, diminuindo erros na identificacdo e quantificacdo dos analitos
(Cristale, 2008).

Diante do pouco conhecimento sobre vantagens/desvantagens da
presenga destes cromossomos para as espécies que o possuem (Carvalho et
al., 2008), o objetivo principal desta pesquisa foi auxiliar na elucidacao da funcao
dos cromossomos B em populagdes de Prochilodus lineatus, se estes poderiam

ser favoraveis ou ndao ao portador, a partir da analise protedmica.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O género Prochilodus



Dentre os peixes neotropicais, o género Prochilodus representa um dos
mais abundantes e amplamente distribuidos na América do Sul, ocorrendo
principalmente na bacia do Prata (rios Parana-Paraguai) e no rio Paraiba do Sul
(Castro & Vari, 2003; Froese & Pauly, 2015). Dos 50 nomes especificos
existentes na literatura, 21 delas sao consideradas validas (Fricke et al., 2018);
dentre elas inclui-se a espécie-alvo deste trabalho, Prochilodus lineatus

(Valenciennes,1836) (Figura 1).

Figura 1. Exemplar da espécie Prochilodus lineatus, conhecido popularmente como curimba.

Prochilodus lineatus, popularmente conhecida como curimba ou
curimbata, representa peixes de porte médio com escamas cicléides asperas e
coloragao prateada, de vida curta, geralmente 6 a 7 anos, e comprimento maximo
de 61,5 cm (Payne e Harvey, 1989). Possuem nadadeira dorsal precedida por
um espinho bifurcado e boca protratil com labios carnosos, apresentando duas
séries de denticulos falciformes ou espatulados enfileirados (Britski et al., 1988;
Castro & Vari, 2003). Tem como caracteristicas principais para reconhecimento
a nadadeira caudal sem manchas pretas, a presenga de linha lateral completa

com 44 a 50 escamas e possuem de 42 a 44 vértebras (Castro, 1990).

Esses peixes apresentam ciclo de vida curto e realizam longas migragoes
reprodutivas (Godoy, 1975). O periodo reprodutivo ocorre de novembro a
fevereiro com desova total, e eles chegam a percorrer cerca de 600 km entre
seus locais de alimentagao e desova (Godoy, 1975). A fecundacgéao é externa com

desenvolvimento embrionario rapido, sem cuidado parental e com ovos



pequenos, de coloragdo verde a cinza que necessitam de correnteza para
oxigenacao e dispersao (Sato & Godinho, 1999). Os ovdcitos maduros possuem

um didmetro médio de 1,45 mm (Vazzoler, 1996).

Possuem habito ili6fago, processando sedimentos, e desse modo
participam diretamente do equilibrio do ecossistema aquatico (Castro & Vari,
2003). Essa espécie foi observada como sendo o principal alimento para cinco
espécies de predadores no rio Parana (Luz-Agostinho et al., 2008). Apesar da
sua grande ocorréncia nas bacias brasileiras, tem sido observado um desgaste

dos seus estoques naturais nos ultimos anos (Carolsfeld et al., 2003).

Tendo em vista seu grande valor ecologico e comercial (Castro & Vari,
2003), uma vez que possui grande importancia pesqueira (Silva, 2006), o
repovoamento dessa espécie se torna essencial para a manutencdo das

populagdes nativas e a manutencao das relagdes troficas desta espécie.

2.2 A importancia da preservagao

Curimbas sao peixes detritivoros que se alimentam de matéria organica e
microorganismos encontrados associados a lama presente nas margens e no
fundo dos lagos (Lowe-McConnell, 1975; Bowen, 1984; Gerking, 1994). Ao
processar sedimentos influenciam nos padrdes de distribuicdo e abundancia de
diversas espécies, como diatomaceas e invertebrados, além de criarem
condigdes propicias para cianobactérias nitrificantes, sendo assim consideradas

engenheiras de ecossistema (Flecker, 1996).

Com o aumento das grandes constru¢des hidrelétricas, as espécies
migratorias acabam tendo sua reprodugao afetada, uma vez que estas alteram
as caracteristicas fisicas e quimicas dos rios, além de bloquear ou dificultar a
migracao reprodutiva. Consequentemente, causam declinio quantitativo e
qualitativo, uma vez que mantém as populacdes isoladas, podendo levar até
mesmo a extingdo de espécies (Agostinho, 1992; Silva, 2006; Weingartner et al.,
2008).



E necessario entdo tomar providéncias quanto & preservacdo ambiental,
pois dependemos da energia elétrica tanto quanto do equilibrio do ecossistema
para sobrevivéncia. Em decorréncia disso, ha diversos mecanismos de
transposicao para que a alteragdo na biodiversidade local seja diminuida, como
eclusas, elevadores e escadas, porém esses sistemas nem sempre sao
implantados devido ao seu alto custo (Viana et al., 2006), além de se mostrarem

ineficientes em alguns casos (Carvalho, 2002).

Desse modo, temos como alternativa, a manutengdo dos estoques
pesqueiros através de programas de repovoamento, principalmente
considerando-se espécies migradoras, que costumam ser as mais afetadas por
essas barreiras. Repovoamentos devem ser feitos com auxilio de pesquisadores
ambientais, de modo a promover a conservacido dessas populacdoes e a
diversidade genética. Para assegurar melhores resultados, esses trabalhos
devem se iniciar antes que ocorra reducao significativa da variabilidade genética
(Weingartner et al., 2008).

Neste contexto, trabalhos desenvolvidos utilizando-se a genémica e a
protebmica tem sido de grande valia para a conservagdo das espécies. Nos
estudos de conservagdao, marcadores moleculares tém sido frequentemente
utilizados para estimar a variabilidade genética em populagdes naturais (Rowena
et al., 2004; Spidle et al., 2004), e os microssatélites tém sido um dos marcadores
mais importantes, uma vez que apresentam alto nivel de polimorfismo
(Fitzsimmons et al., 1995; Waldbieser et al., 2001; Carvalho, 2002; Hatanaka et
al., 2006). Recentemente foi enfatizada a necessidade de incorporar métodos
protedmicos em estudos populacionais e de ecologia (Biron et al., 2006),
complementando com informacdes quantitativas sobre proteinas e suas
expressdes que nao podem ser deduzidas apenas com a genémica (Jensen
2006; Schrimpf et al. 2009).

2.3 ProteOmica

O termo proteoma foi primeiramente definido em 1995, referindo-se ao



conjunto de proteinas complementares ao genoma (PROTEIn complement to a
genOME) (Wasinger et al., 1995). Do DNA a proteina, existem inumeras
modificagdes pos-transcricionais (splicings alternativos, adigao de nucleotideos,
degradacdo do RNAm, etc.) e pods-traducionais (acetilagdo, fosforilagao,
metilacéo, etc) que podem interferir na fungao final da proteina. O surgimento da
protedmica possibilitou uma maior compreensao biolégica, funcional e fenotipica,
uma vez que estuda de maneira aprofundada o conjunto de proteinas codificadas
pelos genes, abrangendo identificagdo, caracterizagdo quantitativa, estrutural,
funcional e poés-traducional de proteinas, possibilitando também determinar

relacdes entre elas e com o sistema biolégico (Bensimon, Heck et al., 2012).

Apesar do genoma ser constante, o conjunto de proteinas expressas em
diversos tecidos € dinamico e varia no individuo de acordo com a condi¢ao
fisiolégica em que o organismo se encontra. Portanto, uma maior compreenséao
da formagao do fendtipo exige maior detalhamento sobre todas as etapas da
regulagéo génica e seus produtos finais no nivel do proteoma (Feder & Walser
2005; Karr 2008).

A identificagdo das proteinas pode ser realizada por diversos métodos,
dentre eles por meio de programas que relacionam a massa obtida
experimentalmente com aquelas geradas teoricamente em um banco de dados
(Aebersold & Mann, 2003). O método Peptide Mass Fingerprinting (PMF)
apresenta como vantagem a praticidade, a rapidez e o baixo custo, sendo a
interpretacdo dos dados experimentais realizada por meio da comparagédo com

os resultados gendémicos.

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica muito utilizada na
identificacdo de proteinas, a qual determina as massas dos atomos, moléculas
ou seus fragmentos, através do comportamento dos seus ions, que em um
campo elétrico ou magnético, sao utilizados para determinar a relagcéo entre a
massa e a carga (m/z) (Aebersold & Mann, 2003). O método de identificagcao
MS/MS Jon Search, é vantajoso por oferecer grande detectibilidade e maior
seletividade de fragmento, diminuindo erros na identificacao e quantificacéo dos
analitos (Cristale, 2008). Apesar da sua precisdo, essa técnica apresenta

bastante sensibilidade, para tanto podem ser empregados também



equipamentos de separacao de moléculas, indicados para aumentar a eficiéncia

da leitura, como a cromatografia liquida e gasosa (Abdelnur et al., 2008).

A protedbmica além de estudar, de maneira quantitativa e/ou qualitativa, o
conjunto de proteinas, pode estudar também as suas variantes na populagao, as
mudangas em relagao ao tipo de ambiente e as modificagdes e interacbes com
outras proteinas (Valledor & Jorrin, 2011). Ela complementa a analise genémica,
uma vez que os genes, ao serem transcritos em mRNA, podem ser traduzidos
em proteinas. Desse modo, o estudo dessas proteinas pode fornecer inumeros
dados sobre a biologia e ecologia de populagdes e individuos, contribuindo para
todas as suas areas subjacentes, certificando por exemplo estudos de
comparagao entre cromossomos B. A protebmica ja explora o fendtipo primario,
sujeito a selegéo natural em populagdes selvagens (Marshall et al., 2011; Diz et
al., 2012).

2.4 Cromossomos B

Estudos genéticos e moleculares propdem intervengdes para conservar
as espécies de peixes de agua doce. Compreender as relagcoes genéticas entre
as diferentes populagdes de peixes é fundamental para garantir agdes eficientes
na conservacao dos recursos pesqueiros. Anteriormente acreditava-se que as
populacdes de peixes migratérios eram extensas e panmiticas, com cruzamentos
ao acaso, devido a sua grande capacidade de dispersao trofica e reprodutiva,
negligenciando a real necessidade de analises genéticas populacionais
(Carvalho-Costa, 2008).

Analises citogenéticas relatam o conservadorismo de caracteristicas
cromossOmicas presentes em P. lineatus, no que se refere ao numero de
cromossomos e formula cariotipica, e demonstram que individuos dessa espécie
apresentam cromossomos supranumerarios ao complemento A, também
denominados cromossomos B, cuja ocorréncia foi indicada ha mais de trés
décadas (Pauls & Bertollo, 1983).



Os cromossomos B foram primeiramente descobertos em hemipteros
(Wilson, 1907). Posteriormente, sua presenca foi demonstrada em muitos outros
organismos. Hoje, ja foram caracterizados em milhares de seres vivos (Houben
et al., 2014). Sua origem ainda é bastante discutida, dependendo da espécie
estudada, ora a hipétese de origem intraespecifica (advinda do complemento A
cromossOmico) ora a de origem interespecifica (como subproduto de hibridizagao
entre espécies proximas) ganha mais peso. Em P. lineatus, estudos com
hibridizagdo de sondas com cromossomos B microdissecados indicam que a
origem interespecifica parece ser a mais provavel para esta espécie, uma vez
que nao ocorre hibridizacdo da sonda em cromossomos do complemento A
(Voltolin et al., 2011; Voltolin et al., 2013b).

Como caracteristicas gerais, os cromossomos B n&o seguem as leis
mendelianas de segregacao e transmissao. A sua ocorréncia pode caracterizar
grandes grupos, por exemplo nas espécies de curimbas do género Prochilodus,
e ainda, variar de uma populagao para outra. A grande maioria dos cromossomos
B é heterocromatica, com heterocromatina fortemente condensada e formada
por sequéncias em geral de DNA satélite, ribossomal e de elementos de DNA
mobil (Camacho, 2005). Até recentemente, tém sido considerados elementos
extras e dispensaveis para as funcodes vitais dos seus portadores. Estudos mais
recentes indicam que eles apresentam muitas sequéncias derivadas de genes

do complemento A (Houben et al., 2014).

Alguns pesquisadores afirmam que a convivéncia entre 0s cromossomos
do complemento A e os cromossomos Bs ocorreria por meio do estabelecimento
de um “sistema de eliminagdo” por parte do primeiro grupo de cromossomos,
compensado por outro ‘sistema de acumulagao’ do segundo grupo. A pressao
de selecdo para a existéncia do primeiro sistema é extremamente fraca,
enquanto que a pressao de sele¢do do segundo sistema € muito mais forte, ja
que representa a ‘razdo de ser’ dos cromossomos B (Ostergren, 1945). Ja por
outro lado, ha a interpretagdo heterética dos cromossomos B, na qual autores
propdem que os Bs seriam benéficos em baixos numeros ou frequéncias e
detrimentais em altos numeros (Darlington, 1958; White, 1973). Os efeitos

benéficos da presenca de cromossomos Bs foram demonstrados na cebolinha



Allium schoenoprassum: espécimes portadores de cromossomos Bs sao
capazes de germinar de forma mais efetiva em condi¢cdes de seca (Plowman &
Bougourd, 1994).

Em contraste com o observado em outras espécies de peixes
neotropicais, os cromossomos B de Prochilodus lineatus podem ser
considerados como microcromossomos, que em populagdes naturais seguem
uma distribuicdo binomial, com modas dominantes e classes extremas menos
frequentes. Seu numero pode variar de 0 a 9 (Voltolin et al., 2011), mas a moda
de ocorréncia em populagdes do rio Mogi-Guagu é de 2 a 3 (Cavallaro et al.,
2000, Voltolin et al., 2010). Estes numeros variam a cada populagcédo, sendo
registrados entre zero e nove cromossomos supranumerarios, em maioria
heterocromaticos (Tabela 1). Dentro da familia Prochilodontidae, Prochilodus
argenteus (Penitente et al., 2015), Prochilodus brevis (Pauls & Bertollo, 1990),
Prochilodus mariae (Oliveira et al., 2003) e Prochilodus nigricans (Venere et al.,
1999) também possuem cromossomos B descritos, apresentando de um a trés

por cariotipo.

BACIA CARIOTIPO N°B REFERENCIA
Rio Parana 40m+14sm 5 Pauls & Bertollo, 1990
Rio Mogi-Guagu, Alto Parana 2n =54 7 Oliveira et al., 1997
Bacia do Rio Parana 2n =54 5 Cavallaro et al., 2000
Rio Mogi-Guagu, Alto Parana 40m+14sm 4 Maistro et al., 2000
Rio Mogi-Guagu, Alto Parana 2n =54 7 Jesus & Moreira-Filho, 2003
Rio Tibagi, Alto Parana 40m+14sm 3 Vicari et al., 2006
Rio Tibagi, Alto Parana 40m+14sm 3 Artoni et al., 2006
Rio Mogi-Guagu, Alto Parana 40m+14sm 7 Artoni et al., 2006
Rio Parana, Argentina 40m+14sm 0 Gras et al., 2007
Rio Mogi-Guagu, Alto Parana 2n =54 7 Voltolin et al., 2009
Rio Mogi-Guagu, Alto Parana 2n =54 5 Voltolin et al., 2010
Rio Parana, Argentina 40m+14sm 2 Jorge et al., 2011
Rio Tibagi, Alto Parana 40m+14sm 2 Terencio et al., 2012
Rio Mogi-Guagu, Alto Parana 2n =54 4 Voltolin et al., 2013
Rio Mogi-Guagu, Alto Parana 2n =54 9 Voltolin et al., 2013b

Tabela 1. Revisdo do numero de cromossomos B em diferentes populagbes de Prochilodus

lineatus.



A taxa de transmiss&o dos Bs em P. lineatus foi estudada por Penitente et
al. (2013, 2016) com cruzamentos experimentais. Os autores concluiram que os
cromossomos B metacéntricos estdo em fase estavel nas populagbes do rio
Mogi-Guagu (taxa de transferéncia proxima a 0,5), enquanto que os
cromossomos B do tipo acrocéntricos e submetacéntricos estdo em fase de
declinio, com perda do drive e transferéncia menor que 0,5. Recentemente,
Penitente (2018) também confirmou que existem amplos padrdes de variagdo da
morfologia dos cromossomos B, dentro e entre as populag¢des de P. lineatus na
bacia do Parana Superior. Ele indica que na bacia ha ocorréncia de 3 tipos
morfolégicos e ainda, variacdo no tamanho dos metacéntricos. Ja na bacia do
Baixo Parana (ambas as regides eram isoladas pela Sete Quedas, até 1982,
quando comegou o enchimento do reservatorio da UHE Itaipu (Itaipu Binacional,
2018), no rio APA, afluente do rio Paraguai, a populagdo de P. lineatus nao
apresentava cromossomos B. E interessante destacar que em geral, a morfologia
dos cromossomos B reflete a morfologia dos cromossomos do complemento A,

conforme observado em muitas espécies de mamiferos (Camacho, 2005).

O estudo desses cromossomos do tipo B permite inferir sobre o
desempenho dos individuos que os possuem. Descobertas gendmicas permitem
testar duas hipoteses: os cromossomos B sdo parasitas que oneram a biologia
dos seus portadores (Henriques-Gil & Arana, 1990; Jones, 1991; Camacho,
2000) ou acrescentam fitness ou valor adaptativo aos seus portadores (White,
1973; Holmes & Bougourd, 1989). A questao se eles representam um fator
seletivo negativo ou positivo para os portadores pode ser analisada de forma

direta, caracterizando a composi¢cao molecular deste tipo de cromossomos.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contrastar os perfis de expressao proteica entre individuos de Prochilodus
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lineatus com diferentes numeros de cromossomos B.

3.2 Objetivos especificos

Selecionar individuos com diferentes numeros de cromossomos B por

meio de analise citogenética;

Relacionar a abundancia diferencial das proteinas nos espécimes de P.

lineatus quanto ao volume dos spots;

Analisar diferencas no padrdao de abundancia relativa das proteinas
presentes no musculo de P. lineatus em espécimes portadores e ndo portadores

de cromossomos B;

Sequenciar os peptideos tripticos das proteinas diferencialmente
abundantes no musculo de P. lineatus por espectrometria de massa MALDI-TOF-
TOF,;

Identificar proteinas com abundancia diferencial no musculo de P. lineatus
por meio do confronto entre as listas de peptideos identificados contra as

proteinas depositadas em banco de dados.

4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Sistematica Molecular em
conjunto com o Laboratério de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e
Peptideos no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO). As
analises referentes a espectrometria de massas e de bioinformatica foram
realizadas no Nucleo de Analise de Biomoléculas (NUBIOMOL) na Vila Gianetti.
Todos estes centros de pesquisa localizados na Universidade Federal de Vigosa,

Vigosa/Minas Gerais.

4.1 Coleta e amostragem
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Foram coletados e processados 154 individuos de Prochilodus lineatus
em fevereiro de 2015, provenientes da base de piscicultura da CEMIG em Volta
Grande/MG (permissao de coleta SISBIO 14975-1 fornecida pelo Instituto Chico
Mendes de Biodiversidade (ICMBio) a Jorge Abdala Dergam). Todos os
espécimes foram depositados na colegao cientifica do Museu de Zoologia Joao
Moojen da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil (MZUFV 4505).

Os peixes eutanasiados foram dissecados para obtencao do material para
a andlise citogenética (contagem dos cromossomos B) e para a analise
protedmica e genémica (tecido muscular) a partir de cada espécime. Os tecidos
musculares para analise protedmica foram acondicionados em nitrogénio liquido
no local da coleta e apds chegar ao laboratério foram transferidos para freezer
- 80 °C.

4.2 Analise citogenética

Os espécimes foram injetados intraperitonialmente com uma solugao de
fermento, no intuito de fomentar a atividade mitogénica e desse modo obter um
numero adequado de células em diviséo celular. Apds 24 horas da injecao do
fermento, foi injetado no ventre do animal, entre as nadadeiras peitorais e
pélvicas, 0,1 ml de solugdo aquosa de colchicina 0,025 %, que permaneceu
agindo durante 20 minutos. Faltando 2 minutos para completar o tempo da
colchicina, os peixes foram transferidos para solugao de 6leo de cravo 4 % com

a finalidade de anestesia-los.

Os animais foram eutanasiados para retirada do rim anterior. Os
fragmentos de rim cefalico foram separados em 15 mL de solugéo hipoténica
(KCI 0,075 M) e uma suspenséo de células foi obtida mediante a fragmentagao
mecanica do tecido, utilizando-se de uma seringa de vidro sem ponta e um
béquer. A suspenséo foi colocada em estufa a 37 °C, durante 20 min. As células
foram separadas do meio liquido por centrifugagao e o material fixado trés vezes
em fixador Carnoy: metanol e acido acético (3:1). Apds a ultima centrifugacao e
eliminagéo do sobrenadante, foi adicionado 1,5-2,0 ml de fixador e armazenado
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em tubo Eppendorf a — 20 °C. Essa suspensao posteriormente foi pingada em
ldaminas aquecidas em agua destilada a 60 °C e coradas com Giemsa 5 % diluido
em tampéo fosfato pH 6,8 (9,5 ml de tampé&o fosfato + 0,5 ml de solugdo-mae de
Giemsa), durante 5 minutos. Apds serem lavadas em agua corrente, as mesmas

estavam prontas para serem analisadas.

Foram preparadas suspensdes citogenéticas dos individuos e 10 laminas
para cada um deles. Essas laminas foram analisadas em microscopios Olympus
CX31 e selecionadas, em média, 30 metafases por individuos. As imagens das
metafases foram capturadas no microscopio Olympus BX53 acoplado a uma
camera Olympus DP73. Em seguida, as mesmas foram examinadas para

compreensao do padrao de distribuigdo e numero de cromossomos B.

O numero de cromossomos B foi conferido em pelo menos 30 metafases
para cada individuo, embora esta amostragem foi de 150 metafases no espécime
que nao apresentou nenhum cromossomo B. A partir desses resultados, foram
selecionados 4 espécimes com diferentes numeros de cromossomos
supranumerarios: um espécime com 0 cromossomos B (JD 5689), considerado
o individuo controle, um espécime com 2 (JD 5648), um com 4 (JD 5675) e outro

com 6 (JD 5706) cromossomos B.

4.3 Analise protedmica

4.3.1 Extragao de tecido muscular e obtengao do extrato proteico

Foram colocados 100 mg de tecido muscular de cada amostra em 400 pl
de solugdo de Tampdo PBS (contendo NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Na2HPO4.7H20 4,3 mM, KH2PO4 1,4 mM) pH 7,3 a 4 °C (de acordo com o
protocolo de Barik et al., 2013, com modificagdes). O extrato proteico foi obtido
pelo rompimento celular resultante da maceragado do tecido muscular em um
microtubo, através do atrito com um bastdo de vidro. Apdés a maceracao foi
adicionado mais 800 ul de tampao PBS pH 7,3 e 10 y de uma mistura de

inibidores de proteases (contendo E-64 1,4 mM, aprotinina 80 yM, pestatina 1,5
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mM). A suspensao obtida foi centrifugada a 9500 g por 10 min a 4 °C e o
sobrenadante separado. O sobrenadante contendo o material soluvel foi retirado
e denominado extrato proteico. O extrato foi concentrado por precipitacédo por
tricoloroacético (TCA) /Acetona 10 % (p/v) numa proporgao 3:1, durante 12 h a-
20 °C. Ap0s a precipitagao, a solugao foi centrifugada a 9500 g por 10 min a 4

°C, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com acetona pura. A
solugédo contendo precipitado proteico e acetona foi vortexada e centrifugada
novamente, a 9500 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado permaneceu a temperatura ambiente por 10 minutos para secagem.
Em seguida o precipitado foi ressuspendido com a solugdo de reidratagao
contendo uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 2 % (p/v) e conservado a -20 °C para

futuras analises.

4.3.2 Quantificagao de proteinas

A partir dos extratos proteicos de cada tratamento, foi realizada a
quantificacdo de proteinas em triplicata, utilizando-se a metodologia de Bradford
(Bradford, 1976). Para a mesma, foi preparada uma curva padrao construida com

concentragdes crescentes de soroalbumina bovina.

4.3.3 Eletroforese bidimensional

Foi utilizado para a eletroforese bidimensional o sistema da GE
Healthcare, composto dos modulos Ettan IPGphor 3 (12 dimenséo, focalizagao
isoelétrica) e EttanDALTSix (2% dimensao, eletroforese em gel de SDS-PAGE).

4.2.3.1 Focalizacao isoelétrica (12 dimensao)

A focalizacao isoelétrica utilizou fitas de gel de poliacrilamida de 24 cm
com gradientes de pH 3 a 10 imobilizado (/PG strips, GE Healthcare). As fitas

foram reidratadas com a solugao proteica (amostras dos tratamentos com 0
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cromossomos B, JD 5689, e 6 cromossomos B, JD 5706), por cerca de 20 h em
temperatura ambiente, até completa reidratagéo, para um volume final de 450 pL
utilizando a relacido 1:1 de solugao de reidratagdo com uréia 7 M, tiouréia 2 M,
CHAPS 2 % (p/v) e solugédo Destreak (GE Healthcare), acrescido de 1 % de
solucao de anfélitos (IPG buffer, GE Healthcare).

Ap0s a reidratacao, as fitas foram submetidas a focalizagao isoelétrica no
equipamento /PGPhor 3 (GE Healthcare), de acordo com as seguintes etapas:
inicio com 500 V constante por 1 h, seguido de 1000 V constante por 8 h, seguido
por 8000 V gradiente por 3 h, 8000 V constante por 5 h, seguido por 50 V
constante por até 6 h. As fitas focalizadas foram armazenadas a -80 °C, ou

diretamente utilizadas para a segunda dimensao.

4.2.3.2 Equilibrio das fitas de gel

ApoOs a isoeletrofocalizagdo, foram realizadas duas etapas para o
equilibrio das proteinas focalizadas. As fitas focalizadas foram reduzidas e
alquiladas através de incubagbes em tampéao de equilibrio (Tris-HCI pH 8,8, 75
mM, SDS 2 %, glicerol 30 %, uréia 6 M, azul de bromofenol 0,002 %) sob 30 min
de constante agitagdo. Durante a primeira etapa foi adicionado DTT 1,0 % (m/v)
ao tampé&o de equilibrio para a reducéo, e na segunda etapa, iodoacetamida 2,5
% (m/v) para a alquilagéo. Apds estes passos, as tiras foram lavadas em tampao
de corrida e colocadas diretamente sobre a parte superior de géis de SDS-PAGE

12,0 % para dar sequéncia a segunda dimensao.

4.2.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (22 dimensao)

Seguindo o método descrito por Laemmli (1970), a eletroforese em gel de
SDS-PAGE foi realizada utilizando géis de 20 cm x 25 cm x 1,5 mm. Os géis de
SDS-PAGE foram preparados utilizando o sistema de Ettan DALTSix gel caster

(GE Healthcare). As fitas foram seladas com solugéao de agarose antes de iniciar
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a corrida. Cada gel foi carregado com uma unica fita e 0 marcador de ampla faixa
Broad Range (Bio Rad), composto por miosina (200.000 Da), p-galactosidase
(116.250 Da), fosfolipase b (97.400 Da), soroalbumina bovina (66.200 Da),
ovoalbumina (45.000 Da), anidrase carbdnica (31.000 Da), inibidor de tripsina
(21.500 Da), lisozima (14.400 Da) e aprotinina (6.500 Da). A corrida dos géis foi
realizada a 20 °C temperatura, primeiramente utilizando uma corrente de 20
mA/gel durante 45 min e, em seguida, com uma corrente de 40 mA/gel até o final
da corrida, a qual considerada ocorreu quando o corante migrava até 90 % do

comprimento do gel.

4.3.4 Fixacao e coloragao do gel

Apods o término da 2° dimensao, os géis foram fixados com uma solugao
contendo acido acético 15,0 % (v/v) e metanol 10,0 % (v/v). Terminada essa
etapa apos 12 h, essa solucido foi retirada e uma solugdo de coloragao foi
adicionada contendo sulfato de aménio 10,0 % (m/v), acido fosforico 1,0 % (v/v),
Coomassie Blue G-250 0,1 % (v/v) e metanol 20,0 % (v/v) durante
aproximadamente 72 h, sendo descartada apds este tempo. Em seguida,
adicionou-se uma solucdo de descoloragcéo contendo acido acético 5,0 % (v/v)
para a estocagem dos géis, até a retirada dos spots para a protedlise das

proteinas.

4.3.5 Captura de imagens e analise da expressao

Os géis foram digitalizados usando o Image Scanner Ill (GE Healthcare)
na modalidade de escaneamento transparente. As imagens digitais e suas
analises comparativas foram efetuadas utilizando o software Image Master 2D
Platinum 7.0 (GE Healthcare). Através deste software foi feita a detecgéo
automatica dos spots, com corre¢gdes manuais quando necessarias. No mesmo
também foram obtidos o ponto isoelétrico e a massa molecular de cada proteina,

assim como a porcentagem de seus volumes.
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Foram comparadas triplicatas nos tratamentos sem cromossomos B
(JD5689) e nos tratamentos com: 2 (JD5648), 4 (JD5675) e 6 (JD5706)
cromossomos B. Primeiramente em cada triplicata: foram detectados os spots,
determinados os landmarks (spots que servem de paradmetro para que o
programa determine os matchs) e feita a comparagao dos matchs. Em seguida,
foi feita a comparacéao entre as classes ou tratamentos, tendo como padrao de
comparacgao o individuo sem cromossomos B, para os contrastes 0B x 2B, 0B x
4B e 0B x 6B, determinando novos landmarks para a analise da abundancia

relativa por meio da deteccédo de matchs dos spots.

Foram considerados spots diferencialmente abundantes aqueles que
apresentaram ANOVA com p valor menor que 0,05 e variagao de sobreposigao
de medidas (ratio) acima de 1,5. A abundancia relativa foi calculada com base
na comparagdo da porcentagem de volume dos spots diferencialmente

abundantes.

4.3.6 Tripsinizacao das amostras

As proteinas com abundancia diferencial presentes nos spots dos géis
bidimensionais foram retiradas com o auxilio de ponteiras e colocadas em
microtubos identificados, para que fossem submetidas ao processo de protedlise
com a enzima tripsina (Trypsin Gold, mass spectrometry, Promega). Cada
microtubo recebeu sucessivas lavagens com solugéo de descoloragéo contendo
acetonitrila 50 % (v/v) e bicarbonato de aménio 25 mM, onde ao final o
sobrenadante foi descartado. As lavagens foram realizadas a temperatura

ambiente e sob agitagdo em vértex.

Em seguida, os fragmentos de gel foram desidratados duas vezes com
acetonitrila 100 % durante 5 min e submetidos a speed vac por 15 min. As
proteinas foram entdo reduzidas com uma solugcdo de DTT a 200 mM em
bicarbonato de aménio 100 mM, a 56 °C durante 30 min em banho seco. Apds
esta etapa, as proteinas foram alquiladas com solu¢ao de iodoacetamida 200
mM em bicarbonato 100 mM, a 25 °C durante 30 min.
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Na sequéncia, os pedacgos de gel foram lavados com bicarbonato de
amoénio 100 mM, por 10 min, por duas vezes. Logo depois, os fragmentos de gel
foram desidratados em acetonitrila 100 % por 5 min e secos em speed vac por

15 min.

A protedlise foi realizada utilizando a enzima tripsina ( Trypsin from porcine
pancreas, Proteomics grade - Sigma), seguindo o protocolo de Shevchenko et
al., 2006, a concentracao final de 500 ng/mL. Para cada amostra, os spots
removidos dos geéis foram reidratados com 20 pyL de solugdo de clivagem,
contendo a enzima tripsina em solugao de bicarbonato de aménio 40 mM, pH 8,0
e acetonitrila 10 %, de forma a cobrir os pedagos do gel. Durante 45 min as
amostras foram mantidas em banho de gelo, para que houvesse maior
penetracdo da enzima no gel antes do inicio da digestdo. Entdo, foram
adicionados 50 pL da solugao de bicarbonato de aménio 40 mM em cada tubo e
incubados a 37 °C por 18 h.

Apos a digestdo, os microtubos contendo os fragmentos de gel foram
submetidos a banho de ultrassom durante 10 min, centrifugados a 1500 g por 2
min e a solucgao foi entdo deslocada para novos tubos. Em cada fragmento de
gel restante, em duas etapas sequenciais, foram adicionados 40 uL da solugéo
de acido formico 5 % (v/v) contendo acetonitrila 50 % (v/v), sendo submetidos a
agitagao por 2 min em vortex e incubados por 15 min a temperatura ambiente,
para recuperar a maior quantidade de fragmentos tripticos. Posteriormente, os
fragmentos tripticos foram novamente incubados por mais 10 min no banho
ultrassom, centrifugados e o sobrenadante foi removido e transferido a um novo
microtubo. As amostras contendo os peptideos clivados, foram concentradas até

a secagem completa em speed vac.

4.3.7 Analise das proteinas por espectrometria de massas

Para a analise por espectrometria de massas, os peptideos tripticos dos
spots com abundancia diferencial de proteinas foram ressuspendidos em 10 uL

de solucao de acetonitrila 50 %, acidificada com acido trifluoracético 0,1 %. Foi
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utilizado como matriz o acido aciano-4-hidroxicinamico — HCCA (Bruker Daltonics,
Alemanha), solubilizado na mesma solugédo da qual os peptideos tripticos foram
ressuspendidos, para uma concentragao final de 10 mg/mL. Para calibragdo do
método de analise MS1 foram utilizados peptideos padrbes (Peptide Calibration
Standard Il) (Bruker Daltonics, Alemanha). Em seguida foram aplicados e
homogeneizados 1 pL de amostra e 1 yL de matriz em cada spot de placa de ago
apropriada para a espectrometria. Os espectros de MS1 e MS2 foram adquiridos
em espectrdbmetro de massas MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight/Time-Of-Flight mass spectrometry), modelo

Ultraflex 1l (Bruker Daltonics, Alemanha).

Para obtengdo dos dados de MS1 utilizou-se o modo refletivo e positivo,
com uma faixa de detecgao de 500-3400 Da. Para a realizacdo de MS2, usando
o método LIFT no modo positivo, foram selecionados os ions com maior

intensidade em relagédo a razdo massa carga (m/z).

Os dados obtidos foram gerenciados pelo software Flexcontrol, versao 3.3
(Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os espectros resultantes das analises MS1
e MS2 processados com o auxilio do software FlexAnalysis, verséo 3.3 (Bruker
Daltonics, Alemanha). As listas de picos de MS2 foram geradas no formato mascot
generic format (mgf) pelo aplicativo BioTools, versdao 3.2 (Bruker Daltonics,

Alemanha).

4.3.8 Identificagao das proteinas

As listas de massas foram confrontadas com o Banco de Dados de
proteinas da ordem Characiformes, depositadas no UNIPROT, utilizando o
aplicativo MASCOT, versao 2.4.0 (Matrix Science, London, UK). Os parametros
utilizados para a pesquisa foram: digestdo enzimatica pela tripsina com uma
clivagem perdida; permitindo uma tolerancia de erro para o ion parental de 0,2
Da e para os fragmentos de 0,5 Da; carbamidometilagdo da cisteina como

modificagao fixa e oxidacdo da metionina como modificagao variavel.

O resultado obtido pelo MASCOT foi validado pelo programa SCAFFOLD,
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versdo 3.6.4 (Proteome Software INc., Portland, OR). Para a validagdo dos
peptideos identificados foi aplicado o algoritmo Peptide Prophet (Keller et al.,
2002) e para as proteinas o algoritmo Protein Prophet (Nesvizhskii et al., 2003),
como critério de aceitacao foram adotados os parametros com o minimo de 90

% de probabilidade de identificacdo para ambos, peptideos e proteinas, com a

presencga de pelo menos um peptideo Unico para cada proteina identificada.

4.3.9 Caracterizagao funcional das proteinas

A classificagao funcional das proteinas identificadas e validadas foi dada
por meio da comparagao das suas sequéncias com as proteinas ortélogas de
eucariotos disponiveis no banco de dados EuKarioto Orthologous Groups KOG
(Tatusov et al., 2003). Nessa classificagao foi atribuido um ID do KOG a cada
proteina que alinhou significativamente (E-value < 1e-4) com as proteinas
depositadas nesse banco de dados, usando o Reverse Position Specific BLAST
(RPS-BLAST) (Marchler-Bauer et al., 2002; Schaffer et al., 1999).

Com o uso do aplicativo STRING (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes, versao 10.0, http:// http://string-db.org/) (Szklarczyk et al.,
2014) foram elaboradas redes de interagdes entre as proteinas identificadas e
validadas. Nessa analise, as redes foram obtidas usando a espécie de peixe
Paulistinha Danio rerio como organismo de referéncia para as buscas nas bases
de dados por meio das estratégias de text mining, experiments, database e co-
expression, dentro de um nivel de confianga acima de 0.90 e com 10 interacdes
na primeira chamada. O grafico da rede de interagbes foi gerado no modo
confidence view, no qual os nés maiores representam proteinas com estrutura
3D conhecida e a espessura da linha entre os nés, indica o nivel de confianga
entre as proteinas de determinada interagcao; quanto mais espessa a linha, maior
€ a confiangca. Também foi possivel identificar a quais rotas metabdlicas as
proteinas identificadas pertencem e quais outras proteinas podem estar

diretamente ligadas a elas nos processos bioquimicos.
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5. RESULTADOS

Foram encontradas diferencas no perfil proteico em relagcao aos diferentes
numeros de cromossomos. Por meio da analise do gel bidimensional foram
observadas mudangas nos perfis proteicos nos tratamentos com 0 cromossomos
B (amostra JD5689) comparados com os tratamentos com 2 (amostra JD5648),
4 (amostra JD5675) e 6 (amostra JD5706) cromossomos B. Estes espécimes

sao referidos doravante como 0B, 2B, 4B e 6B respectivamente.

5.1 Citogenética

Foram confirmadas variacbes em relacdo a quantidade de cromossomos
B nos individuos. Foi encontrado apenas um individuo OB e um individuo 6B
(numero maximo encontrado). Para tanto, foram selecionados também um
individuo 2B e um 4B.

5.2 Proteoma diferencial no contraste entre espécimes 0B e 6B

No contraste 0B x 6B foram detectados um total de 633 spots nas
triplicatas dos géis bidimensionais, dois quais 204 foram considerados
significativos e 63 spots foram selecionados, considerados diferencialmente
abundantes entre os tratamentos. Dos 63 spots: 39 estavam presentes em
ambos os tratamentos, sendo 30 deles mais abundantes no espécime 6B (JD
5706) e 9 mais abundantes no espécime 0B (JD 5689); 24 foram encontrados
exclusivamente em cada tratamento, apresentando 11 exclusivos no espécime

6B e 13 exclusivos no espécime 0B.

Dos 63 spots diferenciais no contraste 0 x 6, foram identificados 11 spots
(Anexos 1 e 2), os quais correspondem a um total de 7 proteinas, uma vez que
a mesma proteina pode ser encontrada em diferentes isoformas ou modificagcoes

pos-traducionais, sendo representada por mais de um spot no gel.
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Os 11 spots identificados (Anexo 3) foram validados pelo SCAFFOLD com
um ou mais peptideos dentro dos parametros de validagao, das quais a proteina
identificada no spot 138, a ATP sintase subunidade B (identificada no UNIPROT
com numero de acesso WSLHEQ) apresentou o maior numero de peptideos,
sendo identificada com seis deles, com probabilidade média de identidade acima
de 97%. Os trés spots identificados como a proteina actina a 1b muscular
esquelética (numero de acesso W5K7M9) foram identificados com 2, 3 e 2
peptideos, para os spots 100, 103 e 107 respectivamente. A proteina choque
térmico 8 (numero de acesso W5KA74) também foi identificada com 2 peptideos
para o spot 168, porém com apenas um peptideo para o spot 209. As proteinas
restantes também foram identificadas por apenas um peptideo, como a enolase
3 B muscular (numero de acesso W5LLK3) identificada nos spots 126 e 404, a
proteina miosina de cadeia leve muscular esquelética rapida fosforilavel (nUmero
de acesso W5K709) no spot 14; a proteina/acido nucléico deglicase DJ-1
(numero de acesso Q5XJ36) no spot 20 e a gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase (numero de acesso W5LI76) identificada no spot 60.

Dos 11 spots identificados, 10 foram relacionados a partir da variagao de
abundancia entre os tratamentos e 1 foi observado exclusivamente em 0B
(Anexo 3) (Figura 2). Foi observada uma maior abundancia de 9 proteinas no
individuo 6B (3 actina a 1b muscular esquelética; 2 proteinas de choque térmico
8; 1 miosina de cadeia leve muscular esquelética rapida fosforilavel; 1 enolase 3
B muscular; 1 ATP sintase subunidade (3; 1 proteina/acido Nucléico DJ-1) e maior
abundancia de 1 proteina no individuo OB (1 gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase).
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Mecanismo de defesa

S Protein/Nucleic Acid deglycase DJ-1 [

Modificacdo pos traducional,
& turnover proteico, chaﬂeronas
N eatshock protein 8 I
b Heat shock protein 8 ]
< Transporte e metabolismo de carboidratos
S Enolase 3, (beta, muscle) [ ]
Q Enolase 3, (beta, muscle) ]
é Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [ ]
9 Producéao e conversao de energia
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pes Actin, alpha 1b, skeletal muscle ]
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Figura 2. Abundancia relativa das proteinas diferenciais do musculo do peixe P. lineatus
comparando os individuos 0B (JD5689) e 6B (JD5706). Barras em azul representam o aumento
de abundéncia no individuo 6B, e barras em vermelho representam maior abundancia no
individuo OB.

No espécime 0B foi encontrado um spot exclusivo (spot 404) dentre todos
os individuos, identificado para enolase 3  muscular (eno3) (W5LLK3). No
entanto, apesar de n&o apresentarem este mesmo spof, todos os tratamentos
apresentaram outro spot identificado para a mesma proteina enolase 3

muscular (spot 126) (Figura 3).
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Spot 126 - Enolase 3 B muscular = JD5689
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Figura 3. Comparacgéo dos spots 126 e 404 do musculo do peixe P. lineatus, identificados para
a proteina enolase 33 muscular, contrastando os perfis proteicos dos individuos 0B (JD5689) (A)
e 6B (JD5706) (B) e sua abundéncia relativa (C).

A proteina miosina foi encontrada em ambos tratamentos e, assim como
a actina em todos os spots desse tratamento, apresentou maior abundancia no
individuo 6B (Figura 4). Dessa forma, nesse contraste, as proteinas identificadas
relacionadas ao citoesqueleto responsaveis pela contragao muscular foram mais

abundantes no individuo 6B.
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Figura 4. Comparagédo dos spots 14, identificado para a proteina miosina de cadeia leve
regulatéria e spots 100, 103 e 107, identificados para a proteina actina alfa 1b muscular, do
musculo do peixe P. lineatus, contrastando os perfis proteicos dos individuos 0B (JD5689) (A) e
6B (JD5706) (B) e sua abundancia relativa (C).

As proteinas identificadas do musculo de P. lineatus foram agrupadas em
categorias funcionais, conforme sua possivel fungédo molecular, com a utilizagéo
do conjunto de proteinas ortélogas de eucariotos anotadas no KOG (Tabela 2).
Podemos observar que na classificagdo funcional pelo KOG (Figura 5),
predominam as classes correspondentes ao metabolismo (42,85 %) e as
responsaveis por processos e sinalizagdes celulares (42,85 %), enquanto as

proteinas pouco caracterizadas representam o restante (14,3 %).

Uniprot Identity KOG Description KOG ID KOG Class Group
ID (%) Description

W5K7M9 81,17 Actin and related KOGO0676 Cytoskeleton Cellular

proteins processes and
signaling

W5K709 60,47 Myosin regulatory KOGO0031 Cytoskeleton Cellular
light chain, EF- processes and
Hand protein signaling
superfamily
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W5KA74 84,07 Molecular KOG0101 Post Cellular

chaperones translational processes and
HSP70/HSC70, modification, signaling
HSP70
superfamily
Protein turnover,
chaperones
WS5LHEO 92,96 FOF1-type ATP KOG1350 Energy Metabolism
synthase, beta production and
subunit conversion
WS5LI76 71,34  Glyceraldehyde 3- KOG0657 Carbohydrate Metabolism
phosphate transport and
dehydrogenase metabolism
W5LLK3 78,06 Enolase KOG2670 Carbohydrate Metabolism
transport and
metabolism
Q5XJ36 54,45 Putative KOG2764 General function Poorly
transcriptional prediction only, characterized
regulator DJ-1
Defense
mechanisms

Tabela 2. Proteinas identificadas em musculo de Prochilodus lineatus no contraste 0B x 6B,
caracterizadas funcionalmente com a utilizacdo do conjunto de proteinas ortélogas de eucariotos

presentes no KOG.

Estas proteinas foram distribuidas em cinco grupos funcionais (Figura 5):
4 proteinas de citoesqueleto, 1 de produgdo e conversdo de energia, 3 de
transporte e metabolismo de carboidratos, 2 de modificacdo pds traducional e

chaperonas e 1 de mecanismo de defesa.

ClassificacdoFuncional

Citoesqueleto I
Producgao e conversdo de energia I
Transporte e metabolismode carboidratos I
Modificagdo pés traducional, turnove
Mecanismo de defesa IEE——

0 1 2 3 4 9)

® Numero de proteinas

Figura 5. Classificacdo funcional das proteinas identificadas em musculo do P. lineatus nos

tratamentos OB e 6B, usando proteinas de eucariotos anotadas no KOG.
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Levando em conta a classificacao funcional, a maior parte das proteinas
apresentaram maior abundancia em 6B, a unica proteina que exibiu maior
abundancia no espécime 0B pertence ao transporte e metabolismo de

carboidratos.

5.3 Proteoma diferencial no contraste com 0 e com 2 cromossomos B

No contraste OB x 2B, foram detectados um total de 765 spots nas
triplicatas dos géis bidimensionais, com 318 spots considerados significativos.
Foram selecionados 6 spots (Figura 6) correspondendo a 5 proteinas com
abundancia diferencial significativa, onde 5 proteinas foram relacionadas a partir
da variacao de volume entre elas (1 proteina de choque térmico 8, 1 enolase 3 B
muscular; 1 gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 1 ATP sintase subunidade 3,
1 actina a 1b muscular esquelética), e uma (spot 107 - actina a 1b muscular

esquelética) foi encontrada exclusivamente no tratamento OB (Anexo 4 e 5).

Fold/Abundance

Modificacdo pos traducional, turnover
proteico, chaperonas o4t shock protein 8 ]

168

«© Transporte e metabolismo
de carboidratos

12

Enolase 3, (beta, muscle) I

3 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase |

138

- _ATJDS nthasesubunitbeta [
Producéo e conversao de energia

107

Actin, alpha 1b, skeletal muscle |

g Citoesqueleto Actin, alpha 1b, skeletal muscle ]

10

-0 -60 -40 -20 00 20 40

Figura 6. Abundancia relativa (% volume) das proteinas diferenciais do musculo do peixe P.
lineatus comparando os individuos 0B (JD5689) e 2B (JD5648).

27



A proteina actina a 1b muscular esquelética (actc1b) (W5K7M9) também
foi encontrada em um spot exclusivo de JD5689 (spot 107), apesar de também
estar presente como outra isoforma em ambos os tratamentos (spot 100) (Figura
7). Na comparacado do contraste OB x 2B, essa proteina apresentou maior

abundancia no individuo com 0 cromossomos B.

'-\_.;. 107 Yo
'

100 \, & ] '
G N ()

Abundancia Relativa (% volume)

Spot 107 -1Abct|na alpha JD5648

m JD5689
Spot 100 - Actina alpha

1b

(C)

0 0,05 0,1

Figura 7. Comparacdo dos spots 100 e 107 do musculo do peixe P. lineatus, identificados para
a proteina actina a 1b muscular, contrastando os perfis proteicos dos individuos 0B (JD5689) (A)
e 2B (JD5648) (B) e sua abundéancia relativa (C).

Neste contraste foram identificados 6 spots, que foram agrupados de
acordo com sua possivel fungdo molecular em categorias funcionais, com a
utilizagdo do conjunto de proteinas ortélogas de eucariotos anotadas no KOG
(Tabela 3). Na classificagao funcional pelo KOG (Figura 8), predominam com60
% as classes correspondentes ao metabolismo e com 30 % os processos e

sinalizagdes celulares.
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Uniprot Identity KOG Description KOG ID KOG Class Group
ID (%) Description
W5K7M9 81,17 Actin and related  KOG0676 Cytoskeleton Cellular
proteins processes and
signaling
W5KA74 84,07 Molecular KOG0101 Post Cellular
chaperones translational processes and
HSP70/HSC70, modification, signaling
HSP70
superfamily
Protein
turnover,
chaperones
WS5LHEO 92,96 FOF1-type ATP KOG1350 Energy Metabolism
synthase, beta production and
subunit conversion
WH5LI76 71,34 Glyceraldehyde 3- KOGO0657 Carbohydrate  Metabolism
phosphate transport and
dehydrogenase metabolism
W5LLK3 78,06 Enolase KOG2670 Carbohydrate ~ Metabolism
transport and
metabolism

Tabela 3. Lista das proteinas identificadas em musculo de Prochilodus lineatus no contraste 0B

x 2B, caracterizadas funcionalmente com a utilizagdo do conjunto de proteinas ortélogas de

eucariotos presentes no KOG.

Estas proteinas foram distribuidas em quatro grupos funcionais (Figura 8):

2 proteinas de citoesqueleto, 1 de produgédo e conversao de energia, 2 de

transporte e metabolismo de carboidratos e 1 de modificagado pds traducional,

chaperona.

Transporte e metabolismode carboidratos GGG

ClassificacdoFuncional

Citoesqueleto GG

Produgéo e converséo de energia I

Modificagédo pés traducional, turnove I

0 05

® Numero de proteinas

1 1,5

2 2,5

Figura 8. Classificagcao funcional das proteinas identificadas em musculo do P. lineatus nos

individuos 0B x 2B, usando proteinas de eucariotos anotadas no KOG.
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Proteinas relacionadas ao citoesqueleto e produgdo e conversdao de
energia apresentaram maior abundancia em OB enquanto proteinas de
modificagao pés traducional, chaperonas exibiram maio abundéncia em 2B. Ja
quanto ao transporte e metabolismo de carboidratos: a proteina enolase
apresentou maior abundancia em 2B, enquanto a proteina gliceraldeido

apresentou maior abundancia em 0B.

5.4 Proteoma diferencial no contraste do 0B com o 4B

No contraste 0B x 4B (Anexo 6), foram detectados um total de 762 spots
nas triplicatas dos géis bidimensionais. Destes, 303 foram considerados
significativos, onde foram selecionados 11 spots dos quais 4 proteinas foram
identificadas (Anexo 7), relacionadas a partir da variacdo de volume entre elas
(1 enolase 3 B muscular; 1 gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 1 ATP sintase

subunidade 3 e 1 actina a 1b muscular esquelética) (Figura 9).

Fold/Abundance

Transporte e metabolismo de carboidratos

Enolase 3, (beta, muscle) I

126

S  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ]

Producéao e conversao de energia

138

ATPsynthasesubunitbeta [ |

100

Citoesqueleto

Actin, alpha 1b, skeletal muscle I

-80 -6,0 -40-2,0 0,0 20 40 6,0 8,0

Figura 9. Abundancia relativa das proteinas diferenciais do musculo do peixe P. lineatus

comparando os individuos 0B (JD5689) e 4B (JD5675).
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Dos 4 spots identificados, apenas um apresentou maior abundancia no
individuo com a presencga de cromossomos B. As 4 proteinas identificadas foram
agrupados de acordo com sua possivel fungdo molecular em categorias
funcionais, com a utilizagdo do conjunto de proteinas ortdlogas de eucariotos
anotadas no KOG (Tabela 4). Na classificagao funcional pelo KOG (Figura 10),
predominam com 75 % as classes correspondentes ao metabolismo e com 25

% o0s processos e sinalizagdes celulares.

Uniprot Identity KOG Description KOG ID KOG Class Group
ID (%) Description
W5K7M9 81,17 Actinandrelated KOG0676 Cytoskeleton Cellular
proteins processes and
signaling

Protein turnover,
chaperones

WSLHEO 92,96 FOF1-type ATP KOG1350 Energy production Metabolism

synthase, beta and conversion
subunit
W5LI76 71,34  Glyceraldehyde 3- KOGO0657 Carbohydrate Metabolism
phosphate transport and
dehydrogenase metabolism
W5LLK3 78,06 Enolase KOG2670 Carbohydrate Metabolism
transport and
metabolism

Tabela 4. Lista das proteinas identificadas em musculo de Prochilodus lineatus contraste 0B x
4B, caracterizadas funcionalmente com a utilizagcdo do conjunto de proteinas ortdlogas de

eucariotos presentes no KOG.

Estas proteinas foram distribuidas em trés grupos funcionais (Figura 10):
1 proteinas de citoesqueleto, 2 de produgdo e conversdo de energia e 2 de

transporte e metabolismo de carboidratos.
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Figura 10. Classificagédo funcional das proteinas identificadas em musculo do P. lineatus nos

individuos OB e 4B, usando proteinas de eucariotos anotadas no KOG.

5.5 Analise comparativa geral entre os contrastes

Foi elaborada uma rede de interagdes funcionais das proteinas com

abundancia diferencial através do banco de dados STRING (Figura 11), que

também possibilitou relacionar as interagdes entre as proteinas identificadas e

outras relacionadas a elas.

Figura 11. Rede de interagbes funcionais das proteinas identificas com abundéancia diferencial

em musculo do peixe P. lineatus. As proteinas foram analisadas usando o banco de dados
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STRING. As letras seguidas de nimeros correspondem ao numero de acesso das proteinas no
banco de dados do UNIPROT. As proteinas marcadas com um circulo vermelho s&o as proteinas

identificadas por espectrometria de massa.

Foram relacionadas interagindo entre si ou com proteinas proximas, as
proteinas ATP sintase subunidade 3 (ATPSB), miosina de cadeia leve muscular
esquelética rapida fosforilavel (mylpfa), actina a 1b muscular esquelética
(actc1b), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gapdh) e enolase 3 3 muscular
(eno3). Algumas proteinas identificadas, como a acido nucléico deglicase DJ-1
(park7) e a choque térmico 8 (hspa8), ndo apresentaram nenhuma interagcao
funcional direta com outras proteinas de acordo com os parametros identificadas

neste trabalho, mesmo participando das mesmas vias (Figura 11).

A partir da comparagéo entre os individuos (Anexo 8), verificou-se a
presenca de 4 spots presentes em todos os individuos, identificados para as

proteinas ATP, enolase 3, actina e gliceraldeido ja mencionadas.

Diferentes isoformas da actina foram encontradas nos tratamentos. Destas,
apenas o spot 100 foi identificado em todos eles. Esta proteina apresentou maior

abundancia no individuo com numero elevado de cromossomos B (Figura 12).

Actin, alpha 1b, skeletal muscle
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Figura 12. Comparacdo da abundéncia da proteina actina a 1b muscular esquelética nos

individuos 0B, 2B, 4B e 6B. Valores médios acompanhados de desvio padrao.
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Assim como a actina, a ATP também apresentou maior abundancia nos
individuos com numeros contrastantes de cromossomos, com uma abundéancia
mais elevada em 6B, que se mostrou cerca de duas vezes maior que a

abundancia nas médias (2B e 4B) (Figura 13).

ATP synthase subunit beta
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Figura 13. Comparacao da abundancia da proteina ATP sintase subunidade 8 nos individuos

0B, 2B, 4B e 6B. Valores médios acompanhados de desvio padréo.

A proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase teve sua abundancia
diminuida em qualquer presenca de cromossomos B (Figura 14). Em OB sua
abundancia faz-se mais de duas vezes maior do que em 6B, esta ultima que

ainda exibiu maior abundéancia que os individuos com numeros de B modais.
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Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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Figura 14. Comparacéo da abundéncia da proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase nos

individuos 0B, 2B, 4B e 6B. Valores médios acompanhados de desvio padrao.

O spot 126, identificado para enolase 3 apresentou uma abundancia muito
elevada no individuo 4B, contrastando em valor de volume até mesmo com as

outras proteinas ja citadas acima (Figura 15).
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Figura 15. Comparacéo da abundéncia da proteina enolase nos individuos 0B, 2B, 4B e 6B.

Valores médios acompanhados de desvio padrao.
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Foi verificado que, se tratando de numeros extremos de cromossomos B
(OB e 6B), as proteinas (em maioria) apresentaram maior abundancia na
presenca de cromossomos B. Ja quando relacionados individuos com numeros
medianos de cromossomos B, a abundancia dessas proteinas prevaleceu na

auséncia destes (Figura 16).

Spot ID Protein Name Access  Apundancia diferencial em relagdo

Number ao individuo sem cromossomos B

0Bx2B O0BXx4B 0B x 6B

Myosin light chain,

14 phosphorylatable, fast W5K709 X X 4,169
skeletal muscle a

20 Protein/Nucleic Acid Q5XJ36 x x 1,698

deglycase DJ-1
Glyceraldehyde-3-

100 Actin, alpha 1b, skeletal W5K7M9 2729
muscle

103 Actin, alpha 1b, skeletal W5K7M9 x x 3336
muscle

107 Actin, alpha 1b, skeletal W5K7M9 ) x 4,050
muscle

126 Enolase 3, (beta, muscle)  W5LLK3 1,913 2,365 7,051
Pyruvate carboxylase WSLFN3 X X

138 ATP synthase subunit W5LHEO 1,675
beta

168 Heat shock protein 8 W5KA74 1,216 X 2,070

209 Heat shock protein 8 W5KAT74 X X 3,499

404 Enolase 3, (beta, muscle)  W5LLKS3 X X -

Figura 16. Comparacdo das proteinas diferencialmente abundantes identificadas por
espectrometria de massa no modo MS/MS em musculo de P. lineatus nos contrastes 0B x 2B,
OB x 4B e 0B x 6B. Em azul o quanto a proteina aumentou em relagao ao individuo sem
cromossomos B, em vermelho o quando a proteina diminuiu em relagdo ao individuo sem
cromossomos B. O trago representa proteinas exclusivas de apenas um tratamento. O x esta

indicado onde nao houve identificagdo para aquela proteina no contraste indicado.

6. DISCUSSAO
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Foi possivel observar nos tratamentos que a maior parte das proteinas
identificadas corresponde a proteinas relacionadas ao metabolismo. Esses
resultados indicam um aumento na abundancia relativa de proteinas envolvidas
em diferentes processos responsivos a estresse como: glicélise e gliconeogénese
(gapdh e eno3); respiragao, proteinas envolvidas no metabolismo energético do
animal (pcl e ATP5B) e proteinas do citoesqueleto (actc1b e mylpfa), relacionadas

ao processo de contragdes musculares.

A maior abundancia relativa em proteinas do citoesqueleto e producéo de
energia no metabolismo do carbono sugerem que o peixe com maior numero de
cromossomos B, no caso o 6B (JD5706), possua maior desempenho, uma vez
que, a abundancia dessas proteinas e estas funcionalidades estao diretamente
ligadas ao desempenho da espécie, assim como a maior abundancia dessas

proteinas em uma mesma via tende a tornar a mesma mais ativa.

Analisando cada proteina, foi possivel observar que a abundancia da
actina aumentou em 6B, enquanto numeros medianos exibiram menor
abundancia desta. A actina a 1b é uma proteina constitutiva do musculo
esquelético dos peixes, que possui diferentes isoformas e ¢é altamente
conservada. Ela €& responsavel por atividades envolvendo a motilidade,
citocinese, integridade celular e nas contragdes de células musculares através
da interagdo com filamentos de miosina (Negra et al., 2011; Sztal et al., 2015).
De acordo com o observado nos perfis proteicos, podemos sugerir que os spots

126 e 404 representam formas ativa e inativa da actina.

Foi possivel observar a interacao da actina com a proteina identificada em
0B e 6B, miosina (mylpfa), a qual corresponde a proteinas que atuam em
conjunto com varios componentes na contragcdo muscular, como as ATPases de
ligacdo de actinas, que atuam como motores moleculares para fornecer uma
variedade de fungdes associadas ao movimento. A miosina € a transdutora de
energia mecanomecanica, cujo dominio motor (ou cabecga) interage com a actina
no filamento fino gerando forga, poténcia e encurtamento (lrving et al. 1992; Yu
et al. 2016).

Sabe-se que o0 musculo esquelético € um tecido plastico que desempenha
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um papel essencial na locomogao e no metabolismo da energia (King et al., 2004;
Wen & Ushio, 2017). Em adultos, o principal padrao de crescimento muscular é
referido como hipertrofia muscular, que é caracterizada por um aumento na
massa muscular e uma area transversal aumentada devido ao crescimento de
miofibras (Hernandez & Kravitz, 2003; Wen & Ushio, 2017). Desse modo, a maior
abundancia das proteinas actina e miosina no individuo 6B sugere um maior
desenvolvimento muscular no peixe, podendo auxiliar na sua capacidade de

sobrevivéncia.

O maior desenvolvimento muscular leva ao aumento do gasto energético
celular, ativando as vias de glicolise e do ciclo de Krebs. A grande abundancia
das proteinas envolvidas no metabolismo do carbono, como por exemplo a
enolase, e na producgédo de energia, como producado de ATP, no individuo 6B,
possivelmente esta relacionada a maior atividade da contragdo muscular no

peixe devido a hipertrofia do musculo esquelético.

Como observado, a proteina identificada para ATP sintase subunidade B
(ATP5B), tem interacdes fortes e diretas com outras proteinas ATP. Estas atuam
em conjunto na fosforilagdo oxidativa como produto final do metabolismo
energético, formando uma grande rede de interacbes entre proteinas de

produgao e conversao de energia.

A sintese de ATP é proveniente da oxidagdo gerada na degradagao de
carboidratos, gorduras e aminoacidos. Ela além de atuar como uma “moeda de
energia”, é capaz também de doar um grupamento fosfato para outras moléculas
(fosforilagdo). Em individuos fotossintéticos, ela é utilizada na fotofosforilagao,
onde os mesmos capturam a luz proveniente do sol para produzir ATP (Arnon,
1954). Sua abundancia se deu maior no individuo 6B, onde podemos sugerir que

com a maior concentracédo de outras proteinas ha maior liberagao de ATP.

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gapdh) apresentou uma maior

abundancia no individuo OB em relagdo aos demais.

Essa enzima catalisa a fosforilacdo oxidativa, sendo essencial nas vias de

glicdlise e gliconeogénese. Pode ligar-se ao DNA ou RNA, assim como aos

38



cofatores NAD* e NADH. Ela interage com microtubulos além de participar na
fusdo de membranas celulares (Hernandez-Fonseca & Massieu, 2005; Hara &
Snyder, 2006).

Ela interage diretamente a enolase 3 f muscular (eno3), uma vez que
ambas participam do transporte e metabolismo de carboidratos. As proteinas
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gapdh) (W5LI76) e enolase 3 B muscular
(eno3) estdo dentro de uma grande rede de interagdes. Primeiramente,
participam da glicolise e gliconeogénese, do metabolismo de carbono, assim
como da biossintese de aminoacidos. Juntamente a proteina ATP sintase
subunidade B (ATPS5B) elas participam das vias metabdlicas, transporte e
metabolismo de carboidratos e produgéo de energia. A proteina gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (gapdh) também participa do processo de estabilizagcédo
de proteinas, a qual também participa a proteina/acido nucléico deglicase DJ-1
(park?).

A proteina correspondente ao spot 126, identificada por apenas um
peptideo, apresentou uma abundancia consideravelmente maior em 0B em
relagao aos demais. A identificacdo mais precisa das proteinas acontece quando
estas sao identificadas com um maior numero de peptideos, o que pode oferecer
uma maior cobertura desses peptideos na sequéncia depositada da proteina nos
bancos de dados. O numero de peptideos para a identificacdo depende também
dos dados presentes nos bancos, pois nem todas as proteinas que estao
depositadas no banco de dados possuem suas sequéncias completas, muitas
estdo depositadas como fragmentos, o que pode dificultar a identificacdo e os

numeros de peptideos (Walther & Mann, 2010).

A enolase 3, que € uma enzima abundante em musculo, apresentou-se em
outra isoforma no spot 404 do individuo 0OB. O aparecimento dessas isoformas é
normal e ocorre como forma de regulagdo do metabolismo do carbono e consumo
de energia, na via glicolitica (Nelson & Cox, 2014; Foucault et al., 2000). A enolase
€ uma enzima homodimérica pertencente a familia das liases, quebrando ligacées
carbono-oxigénio. Ela catalisa a desidratacdo 2-fosfo-D-glicerato (reversivel) em
fosfoenolpiruvato, também como parte das vias glicoliticas e de gliconeogénese.
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Sua presenga ocorre em tecidos e organismos que realizam glicélise e
fermentagcdo. Tem como fungdes moleculares: permitir a ligacdo de ions de
magnésio e de metal, permitir a atividade de hidratase de fosfopiruvato; nos
processos bioloégicos faz parte do complexo hidropase fosfopiruvato; envolvida no

processo glicolitico (Nelson & Cox, 2014).

Foi possivel observar que a maior parte das proteinas identificadas
apresentaram maior abundancia em 6B. Quanto maior a abundancia proteica em
um espécime, ha maior quantidade de proteinas no spot daquele individuo,
indicando uma maior interagao e atividade de suas vias. Desse modo é possivel
sugerir que individuos com numeros maiores de cromossomos B possuem um

melhor desempenho nas fungdes apresentadas neste trabalho.

Apesar de observar maior abundancia de proteinas em 6B, notou-se que,
se estes supranumerarios aparecem em quantidade baixa (2B e 4B), a
abundancia destas prevalece na auséncia dos mesmos. Dessa forma é possivel
sugerir que numeros elevados de cromossomos B aumentam a abundancia das
proteinas envolvidas em processos que influenciam o desempenho do peixe,

enquanto numeros medianos diminuem a abundancia das mesmas.

7. CONCLUSOES

Foram verificadas diferengcas nos perfis proteicos dos individuos com

diferentes nimeros de cromossomos B.

Na populagdo deste estudo, apenas dois individuos apresentaram
numeros extremos de cromossomos B (1 espécime sem cromossomos B e um

espécime com 6 cromossomos B).

Numeros medianos de cromossomos B sao os mais frequentes na
populacdao em questdao, de modo que essa frequéncia possa estar ligada a
heranga ou que a maior abundancia de proteinas pode estar relacionada com a

40



disrrupgao do metabolismo celular, na dinamica de RNAs mensageiros, como 0s

mMiRNA e siRNA, conforme descrito em Astatotilapia.

A maior abundancia das proteinas identificadas na presenca de
cromossomos B esta ligada ao metabolismo, sugerindo que peixes com esses

cromossomos podem possuir maior desempenho.

O estudo resultou em avangos consideraveis sobre o conhecimento da
natureza dos cromossomos B na espécie Prochilodus lineatus, estimando que
um numero elevado de cromossomos B ocasione maior abundancia das

proteinas no peixe.
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Anexo 1. Perfil proteico em gel de eletroforese bidimensional 2-DE do musculo de Prochilodus lineatus do individuo que ndo possui cromossomos B (JD5689). As

setas indicam os spots com abundancia diferencial identificados por MALDI MS/MS, onde a seta vermelha indica spot exclusivo para este tratamento e as setas

azuis sdo spots presentes em ambos tratamentos. Géis corados com Coomassie Blue G-250.
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Anexo 2. Perfil proteico em gel de eletroforese bidimensional 2-DE do musculo de Prochilodus lineatus do individuo que possui 6 cromossomos B (JD5706). As

setas indicam os spots com abundancia diferencial identificados por MALDI MS/MS, onde a seta vermelha indica spot exclusivo para este tratamento e as setas
azuis sdo spots presentes em ambos tratamentos. Géis corados com Coomassie Blue G-250.
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Anexo 3. Lista das proteinas diferencialmente abundantes identificadas por espectrometria de massa no modo MS/MS em musculo de P. lineatus no contraste 0B x
6B. Proteinas separadas de acordo com o numero € a sequéncia de peptideos identificados, levando como critérios principais: (1) cada proteina deve apresentar ao
menos uma sequéncia de peptideos ndo compartilhada com nenhuma outra e (Il) a sequéncia de peptideo deve ser encontrada em ao menos uma repeticao analisada
por género. Em azul o quanto a proteina aumentou em relagéo ao individuo sem cromossomos B, em vermelho o quando a proteina diminuiu em relagao ao individuo
sem cromossomos B.

Spot Protein Name Access  Protein — Peptide Peptide Sequence % Vol. * DP Fold
ID Number coverage number
0B 6B
Myosin light chain, phosphorylatable, fast 0,070 £ 0,290 £
14 skeletal muscle a W5K709 6% 1 EAFTIIDQNR 0,036 0,029 4,169
. , , 0,125 0,212 £
20 Protein/Nucleic Acid deglycase DJ-1 Q5XJ36 8% 1 GAEEmMETVIPVDVmMR 0.029 0.016 1,698
Glyceraldehyde-3-phosphate o 0,456 £ 0,198 £
60 dehydrogenase W5LI76 4% 1 VPTPNVSVVDLTVR 0,083 0,003
100 Actin, alpha 1b, skeletal muscle W5KTMO 7% 2 GYSFVTTAER A Ot 2729
SYELPDGQVITIGNER
103 Actin, alpha 1b, skeletal muscle W5K7M9 12% 3 QEYDEAGPSIVHR 06538501 1(’)738833i 3,336
SYELPDGQVITIGNER
VAPEEHPTLLTEAPLNPK
107 Actin, alpha 1b, skeletal muscle WBEKTMO 7% 2 GYSFVTTAER e e 4,050
SYELPDGQVITIGNER
0,301 £ 2,125 ¢
126 Enolase 3, (beta, muscle) WA5LLK3 4% 1 AAVPSGASTGVHEALELR 0.029 0.113 7,051
Pyruvate carboxylase WS5LFN3
. 0,188 0,315
138 ATP synthase subunit beta W5LHEO 16% 6 AHGGYSVFAGVGER 0.018 0.004 1,675
FTQAGSEVSALLGR
IPVGPETLGR
LVLEVAQHLGENTVR
VALTGLTVAEYFR
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VALVYGQMNEPPGAR

168 Heat shock protein 8 W5KA74 4% FEELNADLFR 06?01100i 06,202174i 2,070
TTPSYVAFTDTER

209 Heat shock protein 8 W5KA74 2% FEELNADLFR ?6?,91551 06?5’5‘8“-“ 3,499

404 Enolase 3, (beta, muscle) W5LLK3 4% AAVPSGASTGVHEALELR '(’)’5(‘)’21 - -
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Anexo 4. Perfil proteico em gel de eletroforese bidimensional 2-DE do musculo de Prochilodus lineatus do individuo que possui 2 cromossomos B (JD5648). As
setas indicam os spots com abundancia diferencial identificados por MALDI MS/MS, onde a seta vermelha indica spot exclusivo para este tratamento e as setas

azuis sdo spots presentes em ambos tratamentos. Géis corados com Coomassie Blue G-250.
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Anexo 5. Lista das proteinas diferencialmente abundantes identificadas por espectrometria de massa no modo MS/MS em musculo de P. lineatus no contraste 0B

x 2B. Proteinas separadas de acordo com o numero e a sequéncia de peptideos identificados, levando como critérios principais: (1) cada proteina deve apresentar

ao menos uma sequéncia de peptideos ndo compartilhada com nenhuma outra e (Il) a sequéncia de peptideo deve ser encontrada em ao menos uma repeticao

analisada por género. Em azul o quanto a proteina aumentou em relagéo ao individuo sem cromossomos B, em vermelho o quando a proteina diminuiu em relagao

ao individuo sem cromossomos B.

Spot . Access  Protein Identify . o
D Protein Name Number coverage Peptides Peptide Sequence % Vol. * DP Fold
0B 2B
60 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase WELIZ6 4% 1 VPTPNVSVVDLTVR oo O
100 Actin, alpha 1b, skeletal muscle WEK7TM9 7% 2 GYSFVTTAER A e
SYELPDGQVITIGNER
107  Actin, alpha 1b, skeletal muscle WEK7TM9 7% 2 GYSFVTTAER U099 % - -
0,013
SYELPDGQVITIGNER
126 Enolase 3, (beta, muscle) W5LLK3 4% 1 AAVPSGASTGVHEALELR 063(?2191 0(')5079741 1,913
Pyruvate carboxylase WS5LFN3
) ) 0,188 + 0,128 +
138 ATP synthase subunit beta WS5LHEO 16% 6 AHGGYSVFAGVGER 0.018 0.030
FTQAGSEVSALLGR
IPVGPETLGR
LVLEVAQHLGENTVR
VALTGLTVAEYFR
VALVYGQMNEPPGAR
) 0,110 0,134 +
168 Heat shock protein 8 W5KA74 4% 2 FEELNADLFR 0,010 0,004 1,216
TTPSYVAFTDTER
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Anexo 6. Perfil proteico em gel de eletroforese bidimensional 2-DE do musculo de Prochilodus lineatus do individuo que possui 4 cromossomos B (JD5675). As
setas indicam os spots com abundancia diferencial identificados por MALDI MS/MS, onde a seta vermelha indica spot exclusivo para este tratamento e as setas

azuis sdo spots presentes em ambos tratamentos. Géis corados com Coomassie Blue G-250.
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Anexo 7. Lista das proteinas diferencialmente abundantes identificadas por espectrometria de massa no modo MS/MS em musculo de P. lineatus no contraste 0B
x 4B. Proteinas separadas de acordo com o numero e a sequéncia de peptideos identificados, levando como critérios principais: (I) cada proteina deve apresentar
ao menos uma sequéncia de peptideos ndo compartilhada com nenhuma outra e (Il) a sequéncia de peptideo deve ser encontrada em ao menos uma repetigéo
analisada por género. Em azul o quanto a proteina aumentou em relagéo ao individuo sem cromossomos B, em vermelho o quando a proteina diminuiu em relagdo

ao individuo sem cromossomos B.

Spot Access Protein Peptide

H H [)
D Protein Name Number coverage number Peptide Sequence % Vol. * DP Fold
0B 4B

60 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  W5LIT6 4% 1 VPTPNVSVVDLTVR s e -

100 Actin, alpha 1b, skeletal muscle WEK7TM9 7% 2 GYSFVTTAER O o Fos -
SYELPDGQVITIGNER

126 Enolase 3, (beta, muscle) W5LLK3 4% 1 AAVPSGASTGVHEALELR g% BT 23,65

Pyruvate carboxylase WS5LFN3
. - 0,188 * 0,143 %

138 ATP synthase subunit beta WELHEO  16% 6  AHGGYSVFAGVGER 5188 3o
FTQAGSEVSALLGR
IPVGPETLGR
LVLEVAQHLGENTVR
VALTGLTVAEYFR
VALVYGQMNEPPGAR
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