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RESUMO

MELO, Silvana de, M. Sc, Universidade Federal de Vigosa, julho de 2015.
Citogenética de populacoes de Prochilodus costatus Valenciennes, 1849
(Characiformes: Prochilodontidae) da bacia do rio Sao Francisco, Minas Gerais,
Brasil: primeira descricdo de cromossomos supranumerarios nessa espécie.
Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos.

A familia de peixes migratorios Prochilodontidae ¢ constituida de 21 espécies
distribuidas em trés géneros, sendo o género Prochilodus o mais diverso, com 13
espécies de ampla distribui¢do na América do Sul. Os estudos citogenéticos indicam
que o género Prochilodus apresenta alta uniformidade cromossOmica; todas as espécies
partilham o mesmo numero diploide e a mesma foérmula cariotipica. Este estudo teve
como objetivo o estudo populacional para verificar o grau de variagdo cromossomica
entre populacdes de P. costatus isoladas pela barragem de Trés Marias construida no
final da década de 1950, utilizando técnicas de citogenética classica: coloragdo
convencional (Giemsa), Banda C para evidenciar regides ricas em heterocromatina,
Cromomicina A3 (CMA;) para realgar regides ricas em GC e Ag-NOR para revelar
regides organizadoras de nucléolo. As técnicas de citogenética molecular incluiram
fluorescéncia in situ (FISH) com sondas de rDNA 58S e 18S, de DNA repetitivo (GA);s,
(CA)15, (CAA)10, (CAT)10. Sondas obtidas do cromossomo supranumerario ou B de P.
costatus, foram hibridizadas no material cromossomico. Trinta e cinco individuos de P.
costatus foram coletados, 17 amostras a montante ¢ 18 a jusante da barragem.
Aproximadamente 620 metafases foram analisadas. As amostras analisadas
apresentaram um numero diploide de 54 cromossomos, com formula cariotipica
40m+14sm. Doze individuos a montante e seis a jusante apresentaram cromossomos Bs.
A técnica de bandamento C revelou marcagdes pericentroméricas em todos os
cromossomos € um bloco adicional na regido intersticial do braco maior do segundo par
de cromossomos metacéntricos; o cromossomo B se mostrou inteiramente
heterocromatico. O fluorocromo CMAj; revelou que o brago maior do segundo par
cromossomico ¢ rico em GC, além disso foi detectada outra marcagao no décimo sexto
par cromossomico, localizada na regido intersticial do brago menor. Através da técnica
de impregnagdo por prata foi possivel detectar regides ativas de NOR no segundo par
cromossomico, porém, um individuo coletado a montante apresentou uma marcagao
adicional na regido terminal no brago maior de um homdlogo do oitavo par de
cromossomos. As sondas de rDNA 5S e 18S marcaram em sintenia no brago maior do

segundo par de cromossomos. Através da sonda 18S, confirmou-se a variagao na NOR
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no individuo localizado a montante da barragem, além de uma marcacdo na regiao
terminal do brago menor de um dos homologos do par cromossomico 4. As sondas de
DNA repetitivo se apresentaram predominantemente como marcacdes subteloméricas
em todos os cromossomos, com algumas variagdes de padrdo da sonda (CA);s em um
individuo localizado a montante. O cromossomo supranumerario de amostras a
montante e jusante apresentou também marcacdes com a sonda (CA);s. A sonda do
cromossomo B revelou marcagdo apenas no cromossomo supranumerario de P.
costatus, evidenciando que este cromossomo nao se originou do complemento A ou que
se originou a partir deste complemento, mas sofreu evolucdo independente, acumulando
regides heterocromadticas para a estabilizagdo. O padrao obtido para o 5S e 18S ¢ o
mesmo encontrado em estudos anteriores indicados no género, porém o polimorfismo
encontrado apenas no individuo a montante ¢ inédita e indica que existem diferencas
estruturais entre as amostras analisadas. Concluiu-se que os padrdes espaciais dos
polimorfismos cromossdmicos sugerem que as populacdes encontradas a montante € a

jusante da UHE ndo sdo citogeneticamente homogéneas.



ABSTRACT

MELO, Silvana de, M. Sc, Universidade Federal de Vigosa, July, 2015. Populations
cytogenetics of Prochilodus costatus Valenciennes, 1849 (Characiformes:
Prochilodontidae) from the Sao Francisco River basin, Minas Gerais, Brazil, and
first description of supernumerary chromosomes in this species. Adviser: Jorge
Abdala Dergam dos Santos.

The migratory family of fish Prochilodontidae consists of 21 species distributed in three
genera, with genus Prochilodus as the most diverse, with 13 species widely distributed
in South America. Cytogenetic studies indicate that Prochilodus genus presents high
chromosome uniformity; all species share the same diploid number and the same
karyotype formula. This study aimed to realize a populations study to determine the
degree of chromosomal variation between samples of P. costatus isolated by the Trés
Marias dam, built in the late 1950s, using techniques of classical cytogenetics:
convencional staining (Giemsa), C-Banding to show regions rich in heterochromatin,
Chromomycin A3 (CMA3) to highlight regions rich in GC and Ag-NOR to reveal
nucleolar organizer regions. Molecular cytogenetic techniques include fluorescent in
situ (FISH) with rDNA probes 5S and 18S, and probes of repetitive DNA (GA);s,
(CA);s, (CAA) 10, (CAT)0. Probes obtained from supernumerary chromosome, or B, of
P. costatus was hybridized in chromosomal material. Thirty-five individuals of P.
costatus were collected, 17 samples upstream and 18 downstream of the dam.
Approximately 620 metaphases were analyzed. The samples analyzed showed a diploid
number of 54 chromosomes with karyotype formula 40m+14sm. Twelve individuals
upstream and six downstream presented B chromosomes. C-Banding technique proved
pericentromeric markings on all chromosomes and an additional block in the interstitial
region of the bigger arm of the second pair of metacentric chromosomes; the B
chromosome proved entirely heterochromatic. The fluorochrome CMAj; revealed that
the largest arm of the second chromosome pair is rich in GC, also was detected other
marking on the sixteenth chromosome pair, located in the interstitial region of the lower
arm. Silver impregnation technique was able to detect active regions of NOR in the
second chromosome pair, however, an upstream collected individual presented an
additional marking in the terminal region in the largest arm of the eighth chromosome
pair. Probes of rDNA 18S 5S showed synteny markings in the bigger arm of the second
chromosome pair. Through 18S rDNA probe, was confirmed the variation in the
individual Ag-NOR located upstream of the dam, in addition with markings on the

lower arm of the terminal region of the chromosome pair 4. The microsatellites
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repetitive DNA probes were predominantly present as subtelomeric markings in all
chromosomes, with some pattern of variations of the probe (CA);s in an individual
located upstream. The supernumerary chromosome samples upstream and downstream
also showed markings with the probe (CA);s. The probe of the B chromosome revealed
markings only in the supernumerary chromosome of P. costatus, showing that this
chromosome did not originate from the standard complement or that originated from
this complement, but suffered independent evolution, accumulating heterochromatic
regions for stabilization. The pattern obtained for 5S and 18S is the same as found in
previous studies indicated in the genus, but the polymorphism found only in an
upstream individual is unprecedented and indicates that there are structural differences
between the samples analyzed. It was concluded that spatial patterns of chromosomal
polymorphisms suggests that populations found upstream and downstream of the UHE

Trés Marias are not cytogenetically homogeneous.

xii



1 INTRODUCAO GERAL

Teleostei ¢ um grupo bem representado entre os vertebrados, com
aproximadamente 32.500 espécies reconhecidas, sendo considerado um taxon diverso
que habita os mais variados ambientes aquaticos (Nelson, 2006). A superordem
Ostariophysi apresenta ampla distribuigdo geografica e ¢ representada por
aproximadamente 28% de todas as espécies de peixes viventes, com 68% de suas
espécies habitando ambientes de dgua doce. A regido neotropical abriga grande parte da
riqueza da ictiofauna mundial, sendo os Characiformes, ordem dentro de Ostariophysi,

uma das mais diversas com mais de 1600 espécies descritas (Nelson, 2006).

Dentre os Characiformes, alguns grupos se destacam por sua grande capacidade
migratoria com fins reprodutivos, como o caso da familia Prochilodontidae, composta
por espécies bem distribuidas em bacias por toda a América do Sul, exceto no Chile,
onde nenhuma espécie do grupo € encontrada (Vari, 1983). A familia é composta por 21
espécies descritas, distribuidas nos seguintes géneros: Ichthyoelephas (duas espécies),
Prochilodus (13 espécies) e Semaprochilodus (seis espécies) (Castro e Vari, 2004). O
género Prochilodus € caracterizado por espécies que apresentam morfologia corporal
muito similar, e suas espécies representam um importante recurso pesqueiro nas bacias
do continente. No rio Sao Francisco, por exemplo, as espécies de Prochilodus chegam a

representar 50% de toda a biomassa pescada (Godinho e Godinho, 2003).

A bacia do rio Sdo Francisco ¢ uma das principais drenagens do territério
brasileiro, com 631.133 Km?, equivalendo a 7,4% do Brasil (Paiva, 1983). O rio Sio
Francisco possui 2.780 Km de extensdo, abrangendo sete estados e 450 municipios.
Aproximadamente 80% de sua area encontra-se nos estados de Minas Gerais e Bahia,
onde habitam 13 milhdes de pessoas, possibilitando energia, d4gua e alimento, o que

ressalta sua grande importancia econdmica (Cappio et al., 1995). Assim como outros



rios, o Sao Francisco tem sido represado para a constru¢ao de usinas hidrelétricas e
existe uma crescente demanda de energia elétrica, em consequéncia do aumento da
populacdo mundial e do desenvolvimento industrial. Com a construgdo da Usina
Hidrelétrica de Trés Marias, com inicio em 1957 e inauguragao em 1962, o rio Sdo
Francisco foi fragmentado em duas regides: uma a montante dessa UHE e outra a
jusante (Sato e Godinho, 2003). A fragmentacdo e represamento de barragens afetam
diretamente as espécies, impedindo que espécies migradoras subam o rio para
reprodugdo. Essas alteragdes tém efeitos temporais na composi¢ao genética das

populagdes, com consequéncias potencialmente graves na sua capacidade adaptativa.

Como medida mitigadora de possiveis impactos, programas de estocagem e
repovoamento peixeiro em P. costatus tém sido realizados no alto Sdo Francisco desde
1983 (Barroca et al., 2012). Nesse sentido, Barroca ef al. (2012) constataram diferengas
genéticas dentro e entre populagdes de P. costatus analisadas no alto Sdo Francisco,
indicando que as amostras analisadas podem ter sido afetadas pelo repovoamento, pela
construgdo de barragens e a consequente fragmentacdo da drenagem, com os fatores em
questao agindo isoladamente ou em conjunto. Em contrapartida, Denier et al. (2007)
sugerem que diferengas genéticas entre populagdes separadas por barragens podem nao
ser detectadas. Essa opinido aparentemente foi corroborada por Melo et al. (2013) que
sugerem que dados moleculares de P. argenteus e P. costatus provenientes do médio
Sao Francisco indicam a existéncia de uma unica populagdo para cada espécie nessa
regido. Nesse contexto, estudos citogenéticos seriam interessantes para complementar
os resultados moleculares existentes em literatura, investigando se populagdes separadas

por barragens no alto e médio Sdo Francisco seriam panmicticas.

O género Prochilodus ¢ constituido de espécies com uma macroestrutura
cromossomica bem conservada, apresentando um numero diploide de 54 cromossomos

metacéntricos € submetacéntricos, com niimero de bragos cromossdmicos igual a 108
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(Pauls e Bertollo, 1983, 1990). A migracdo reprodutiva permitiria a existéncia de
grandes populagdes que manteriam essa estabilidade (Pauls e Bertollo, 1990). Por outro
lado, algumas espécies dentro do género possuem Cromossomos supranumerarios €
polimorfismos cromossomicos numéricos € estruturais no complemento padrao (Pauls e
Bertollo, 1983, 1990, Venere et al., 1999, Oliveira et al., 2003, Artoni et al., 2006,
Voltolin et al., 2010a, 2010b, 2011, Penitente ef al., 2015), sugerindo que essas espécies
fixam rearranjos cromossomicos com o passar do tempo (Maistro et al., 2000, Jesus e
Moreira-Filho, 2003, Oliveira, et al., 2003, Hatanaka e Galetti, 2004, Artoni et al.,

2006).

Prochilodus costatus, popularmente conhecido como curimata-pioa, ¢ uma
espécie endémica da bacia do rio Sdo Francisco e apresenta o numero diploide igual a
2n=54 (Pauls e Bertollo, 1983, 1990, Voltolin et al., 2013). P. argenteus também ¢
endémico da mesma bacia que P. costatus, e ambas as espécies apresentam uma
macroestrutura cromossdmica muito similar (Pauls e Bertollo, 1990, Voltolin et al.,
2013). Entretanto, recentemente foi descoberta a ocorréncia de até trés cromossomos
supranumerarios em P. argenteus (Penitente et al., 2015), caracterizando uma diferenca
entre as duas espécies, pois ndo ha registro em literatura de cromossomo

supranumerario em P. costatus.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo citogenético populacional, comparando amostras de

Prochilodus costatus coletadas a jusante e a montante da UHE Trés Marias, a fim de

avaliar o grau de diversificagdo cromossdmica da espécie.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

II-

III-

Descrever o caridtipo com base nas técnicas de citogenética classica: padrdes
morfologicos (Giemsa), de distribui¢do da heterocromatina (bandamento C),
Cromomicina A3 (CMA;) e das regides organizadoras de nucléolo (NORs).
Realizar um mapeamento cromossdmico para avaliar o grau de variabilidade
citogenética das amostras coletadas a montante e a jusante da UHE de Trés
Marias utilizando hibridizacao fluorescente in situ (FISH) com sondas de DNA
ribossomal e microssatélite.

Investigar a ocorréncia de cromossomos supranumerarios, realizando
microdissec¢do € pintura cromossOmica para investigar a origem de

cromossomos supranumerarios dentro da espécie.



ARTIGO

Normas da revista Zebrafish. ISSN: 1545-8547.

CITOGENETICA DE POPULACOES E PRIMEIRA DESCRICAO DE
CROMOSSOMOS SUPRANUMERARIOS EM Prochilodus costatus
VALENCIENNES, 1849 (CHARACIFORMES: PROCHILODONTIDAE), BACIA
DO RIO SAO FRANCISCO, MG, BRASIL

Silvana Melo', Frederico Fernandes Ferreira', Filipe Schitini Salgado', Patricia Elda
Sobrinho-Scudeler’, Fausto Foresti’, Evanguedes Kalapothakis® e Jorge Abdala

Dergam1

'Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas
Gerais, Brasil.

2Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista,
Distrito Rubido Junior, Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

3Departamento de Genética, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,

Minas Gerais, Brasil.



3 INTRODUCAO

A familia Prochilodontidae ¢ formada por espécies migratorias de biomassa
abundante e amplamente distribuidas nas bacias na América do Sul. Apresenta trés
géneros com 21 espécies descritas, sendo o género Prochilodus o mais diverso, com 13
espécies’. O género Prochilodus apresenta uma macroestrutura cariotipica bem
conservada, com numero diploide formado por 54 cromossomos, formula cariotipica
40m+14sm e numero de bragos cromossdmicos (NF) igual a 108* > *°. Além da
presenca de cromossomos supranumerarios no género>>*>® (Tabela I), diferencas
relacionadas a microestrutura com variagdes citogenéticas classicas e moleculares ja
foram reportadas” ® °. Entretanto, nenhuma diferenca citogenética foi descrita para
individuos de P. costatus, € os mesmos nao apresentam nenhum polimorfismo

s 2,10,11
detectado em estudos prévios™ ',

Prochilodus costatus € uma espécie endémica da bacia do rio Sao Francisco, e
os dados moleculares obtidos com marcadores microssatélites divergem em relacao a
existéncia de uma populagdo panmictica na regido do alto e médio Sdo Francisco'* .
Essas diferengas moleculares entre populacdes do alto Sdo Francisco podem estar
relacionadas a construcdo de barragens na regido e a consequente fragmentagdao de
habitat, causando o isolamento de populagdes previamente conectadas'’. O uso de

marcadores microssatélites se justifica pelo fato de que grande parte do genoma de

eucariotos ¢ formado por DNA repetitivo'”.

Durante muito tempo supds-se que as regides de DNA repetitivo ndo eram

. . . 14 N
ativas, sendo classificadas como DNA-lixo ~. Entretanto, essas sequéncias claramente
tém um importante papel na organizagdo e estrutura cromossdmica, e alteragdes no

DNA repetitivo podem refletir em mudangas ao longo da evolugdo das espécies'® ' .
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O DNA repetitivo ¢ formado por sequéncias dispersas no genoma, como 0s
elementos transponiveis, ou sequéncias repetidas em tandem, como por exemplo o DNA
ribossomal (rDNA) 45S e 5S e o DNA satélite, minissatélite e microssatélite'®. A classe
de rDNA 458 ¢ formada pelos genes 185+5,85+28S juntamente com espacadores e sdao
muito conservados dentro do genoma, estando associados a regides organizadores do
nucléolo. J& o rDNA 5S ¢ mais variavel entre as espécies, apresentando localizagdo
instavel. O DNA satélite ¢ formado tanto por sequéncias conservadas quanto por
sequéncias mais variaveis'’ e é utilizado como marcador citogenético em estudos dentro
de peixes teledsteos, sendo 1til para estabelecer relagdes filogenéticas entre os taxons'®.
Visto a importancia das sequéncias repetitivas no genoma, ¢ a necessidade de avaliar se
a presen¢a da barragem afeta a estrutura populacional em P. costatus, o objetivo do
presente trabalho ¢ realizar um estudo citogenético populacional utilizando ferramentas
de citogenética classica e molecular em amostras coletadas a montante e a jusante da

UHE de Trés Marias.

4 MATERIAIS E METODOS

Foram coletados 35 individuos, 22 fémeas e 13 machos, em trés pontos de coleta
na bacia do rio Sao Francisco (MG): 17 espécimes no rio Sao Francisco, no municipio
de Iguatama, localizado a montante da UHE de Trés Marias; 15 individuos a jusante da
UHE de Trés Marias, e trés individuos no Reftgio Estadual de Vida Silvestre do rio
Pandeiros, a jusante da barragem de Trés Marias (Figura 1) (Tabela II). Os individuos
foram classificados seguindo o manual de identificacdo para peixes da regido de Trés
Marias'®, e a coleta foi realizada mediante autorizacdo SISBIO14975-1 fornecido pelo

Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBio) para Jorge Abdala Dergam.

Os animais foram anestesiados e eutanasiados com Eugenol, composto ativo do
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6leo de cravo™, na concentra¢io de 300 mg.L"' em conformidade com o Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (Protocolo 35/2014). Os
espécimes, apos processados, foram fixados em formol 10%, depositados em alcool
70% e tombados na colegdo ictioldgica do Museu de Zoologia Jodo Moojen, na

Universidade Federal de Vigosa - MG.

Ap6s a administragdo de colchicina 0,0125% in vivo na concentragao de 1
mL.100 g durante o periodo de 20 minutos, os animais foram anestesiados e
eutanasiados com Eugenol, e a porcao anterior do rim foi retirada, hipotonizada com
solucao de KCl a 0,075 M durante 20 min a 37 °C, centrifugada a 1000 rpm durante 10
min, seu sobrenadante foi retirado e substituido com fixador Carnoy na propor¢do de
metanol 3:1 4cido acético. Esta fixacao foi repetida mais duas vezes. Os cromossomos
obtidos através da técnica de air-drying®' foram corados com colora¢io convencional
(Giemsa, na concentracdo de 10%) para caracterizar o numero diploide, a férmula
cariotipica € o numero de bragos cromossomicos (Numero Fundamental), seguindo a
classificacdo de acordo com a razio de bracos cromossdmicos™. As regides
heterocromaticas foram evidenciadas por meio de bandamento C*; fluorocromo
Cromomicina A3 (CMA3) foi utilizado para evidenciar blocos heterocromaticos ricos em
GC; e a técnica de impregnacdo por prata foi utilizada para evidenciar regides

organizadoras de nucléolo (NORs)>.

A Hibridizagio in situ Fluorescente com a sonda de DNA ribossomal (rDNA)*
18S foi marcada com Digoxigenina utilizando o kit Dig-Nick Translation Mix (Roche
Applied Science), e a sonda 5S foi marcada com biotin-16-dUTP (Roche Applied
Science). Para a detec¢io de padrdes de marcagio de DNA repetitivos microssatélites
foram utilizadas as sondas (GA);s, (CA);s, (CAA)o, (CAT)jo. Essas sondas foram
sintetizadas e marcadas com o fluorocromo Cy3 na terminagdo 5’ (Sigma, St. Louis,
MO, USA).
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Metéfases de 31 individuos (17 a montante e 14 a jusante da UHE Trés Marias)
foram analisadas para investigar a presenca de cromossomos Bs nas amostras coletadas
e a frequéncia dos mesmos. Por apresentar apenas um cromossomo supranumerario, o
individuo JD5483 foi selecionado para o procedimento de microdissec¢dao
cromossomica, que foi realizado com o auxilio de um micromanipulador TransferMan
NK2 acoplado a um microscopio Zeiss Axiovert 100. Foram microdissecadas 10 copias
do microcromossomo B de P. costatus. Posteriormente, o material microdissecado foi
adicionado a 9 pL de 4gua ultrapura, fragmentado e amplificado através do kit
GenomePlex Single Cell Whole Genome Amplification (WGA4-Sigma)*’, a fim de
construir uma biblioteca genomica do microcromossomo microdissecado. Apds a
construgdo da biblioteca do DNA total do microcromossomo supranumerario, foram
sintetizadas sondas marcadas com digoxigenin-11-dUTP (Roche Applied Science)
utilizando o kit GenomePlex Whole Genome Amplification Reamplification (WGA3-
Sigma), de acordo com instrugdes do fabricante. As metafases foram fotografadas em
uma camera Olympus DP73 acoplada em um microscopio epifluorescente Olympus

BX53 e capturadas com o programa Olympus CellSens.
5 RESULTADOS

As amostras a jusante e a montante da UHE Trés Marias apresentaram o mesmo
nimero diploide de 54 cromossomos, com formula cariotipica 40m+14sm e numero
fundamental (NF) igual a 108, sem diferenciagdo entre machos e fémeas (Figura 2).
Aproximadamente 620 metafases de 17 individuos a montante e 14 a jusante, foram
analisadas a procura de cromossomos supranumerarios. Foi detectada a presenca de
microcromossomos Bs em 18 individuos (12 espécimes a montante € seis a jusante), em
pelo menos uma das 30 metafases analisadas. Entre os 18 individuos com cromossomos
Bs, dois coletados a montante apresentaram cromossomos supranumerarios do tipo

metacéntrico em todas as metafases analisadas, o primeiro deles com apenas um
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cromossomo supranumerario, € o segundo com metafases variando de um a dois

supranumerarios (Figura 3, Tabela III).

O bandamento C evidenciou marcacdes pericentroméricas em todos os
cromossomos € um bloco adicional na regido intersticial do braco maior do segundo par
de cromossomos metacéntricos, correspondente a regido de constricdo secundaria
(Figura 4). O cromossomo supranumerario se mostrou completamente heterocromatico
(Figura 5). O fluorocromo CMA3 marcou o local da regido da constricdo secundaria no
segundo par de cromossomos metacéntricos, além de outro par na regido intersticial do
braco menor, no décimo sexto par cromossomico (Figura 6). O bandamento NOR
evidenciou uma marcacgao restrita ao segundo par de cromossomos metacéntricos em
correspondéncia com a localizacdo da constricdo secundaria, ocorrendo em todas as
amostras (Figura 7). Um individuo coletado a montante apresentou uma marcacao
adicional de Ag-NOR na regido terminal do brago maior do cromossomo metacéntrico
num homologo do par cromossomico numero 8 (Figura 8). Esse polimorfismo na

técnica de Ag-NOR foi detectado em todas as metéafases analisadas desse individuo.

O padrao de hibridizagdo das sondas de rDNA 5S e 18S apresentou marcacoes
sinténicas para os dois cistrons no brago maior do segundo par de cromossomos
metacéntricos, onde esta localizada a constri¢ao secundaria (Figura 9). Através do gene
18S foi possivel confirmar a marcacdo adicional no individuo que apresentou uma
variacdo na técnica de impregnacdo por prata, além de uma quarta marcagdo
subtelomérica no braco menor de um cromossomo do par numero 4 (Figura 10). Essa

variacao ocorreu em 100% de 15 metéafases analisadas.

As sondas de DNA repetitivo microssatélite GA(is) e GA(s) apresentaram um
padrao semelhante para as amostras do presente estudo, com sinais positivos nas regioes

terminais de ambos os bracos cromossomicos (Figuras 11 e 12). A sonda (CA)s
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apresentou uma marcagao intersticial no braco menor do terceiro par cromossomico,
aparentemente relacionada a uma regiao de constri¢dao (Figura 13). Os cromossomos Bs
analisados ndo apresentaram marcagdes para a sonda GA(s), ja a sonda (CA)is
hibridizou nas regides terminais do microcromossomo supranumerario (Figura 12,
caixa, e figura 14, cabeca de seta). O individuo coletado a montante que apresenta uma
variacao no numero de cromossomos Bs apresentou uma marcacao centromeérica para a

sonda CA(5)em um cromossomo metacéntrico (Figura 14, seta).

As sondas (CAA);y e (CAT)papresentaram um padrao similar com marcacoes
nas regides terminais dos cromossomos, além de exibirem um padrdo de marcacgdo
difuso ao longo dos mesmos (Figuras 15 e 16). Um carater que difere uma sonda da
outra ¢ que metafases hibridizadas com a sonda (CAT),o exibem uma marcagdo na
regido de constrigdo secundaria no segundo par cromossdomico. Além disso, no
individuo que apresenta dois cromossomos supranumerarios, um dos Bs ndo apresentou
marcacao para a sonda (CAT);o, enquanto o segundo micro B mostrou marcagao muito

forte na regido centromérica (Figura 17, caixa).

A microdissec¢ao com a sonda de cromossomo supranumerario de P. costatus
evidenciou forte sinal no cromossomo B do individuo de onde se extraiu os
cromossomos Bs, funcionando como um controle positivo indicando de que a sonda era
viavel. Porém, ndo houve nenhuma marcag¢do adicional no complemento cromossémico

padrao do individuo de P. costatus (Figura 18).

O individuo de codigo JD5487 foi o unico a apresentar dois cromossomos
supranumerarios entre todas as amostras analisadas. Apesar de apresentar de os
caracteres meristicos que o classificam como P. costatus, 0 mesmo apresenta uma

morfologia alongada peculiar entre todos os individuos coletados no estudo (Figura 19).
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6 DISCUSSAO

As amostras de Prochilodus costatus a jusante e a montante da UHE Trés
Marias apresentaram a mesma macroestrutura cariotipica ja descrita para a familia
Prochilodontidae®™ ** >2*, O complemento cromossémico padrdo de P. costatus s6 foi
classificado em metacéntrico e submetacéntrico no trabalho de descri¢do da espécie?,
sendo que o trabalho mais atual com a espécie'’ classificou o complemento
cromossdmico em metacéntrico/submetacéntrico com os cromossomos organizados de

acordo com seu tamanho, impossibilitando a caracterizacdao de cada par cromossomico.

J4

A presenca de cromossomos supranumerarios € inédita em P. costatus,
tornando-a a sexta espécie dentro do género Prochilodus a apresentar complemento B,
além do complemento A. O primeiro trabalho descrevendo a presenga de cromossomos
numerérios em peixes 6sseos foi com Prochilodus lineatus’, desde entdo a espécie se
tornou referéncia em estudos sobre a ocorréncia de cromossomos Bs nos peixes
neotropicais” > ' #* 3. Outras espécies dentro do género Prochilodus que apresentam
cromossomos supranumerarios, além de P. lineatus, sdo P. brevis’, P. nigricans’, P.
mariae’, e P. argenteus®, espécie endémica da bacia do rio Sdo Francisco, assim como
P. costatus. A presenca de cromossomos supranumerarios em P. costatus foi encontrada
em 18 amostras, 12 a montante e seis a jusante da barragem. Porém, em dois individuos
a montante, a presenca de Bs foi detectada em todas metafases analisadas, com um
individuo apresentando apenas um cromossomo B, sendo mitoticamente estavel, e outro
individuo apresentando uma variag@o entre um e dois supranumerarios, indicando uma
instabilidade mitotica intraindividual. Essa instabilidade também ocorre em alguns
individuos P. argenteus®, ¢ apresenta taxas baixas, indicando que a presenca desses

. 29,30, 31
elementos extras pode estar prestes a se estabilizar em P. argenteus™ >%>'.
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O bandamento C apresentou o mesmo padrao pericentromérico de regides
heterocromaticas, com um bloco adicional na regido do segundo par de cromossomos
metacéntricos, como ja reportado para outras espécies do género Prochilodus, exceto

1 2
%1032 3 fluorocromo

para P. lineatus, onde esse bloco adicional ndo foi observado
CMA; ¢ especifico para regides ricas em GC e estaria relacionado a NORs em grupos
de alguns vertebrados mais basais, como os peixes. Em P. lineatus esse padrao foi
corroborado, quando o CMAj; ficou restrito ao par de cromossomos com a NOR’. No
presente estudo a NOR foi observada no segundo par de cromossomos metacéntricos, €
adicionalmente uma marcagdo no par 16, totalizando quatro marcagdes, padrao
corroborado em P. lineatus coletados no rio Tibagi*’. A utilizacdo de fluorocromos GC-
especificos ndo ¢ um método assertivo para a localizacao de genes ribossomais, e sim de
regides ricas em GC associadas a um gene>, o que justifica a marcacio adicional
encontrada no décimo sexto par cromossdmico que nao marcou com nenhum rDNA.

A marcagao simples de Ag-NOR relacionada a regido organizadora de nucléolo
na familia Prochilodontidae ja foi reportada em trabalhos anteriores™ > % ' 2 A
variacao encontrada na Ag-NOR presente na regido terminal de um homoélogo do oitavo
par cromossomico em um individuo de Prochilodus costatus coletado a montante da
UHE Trés Marias ja foi reportada em espécimes coletados no reservatorio dessa mesma
barragem’. Entretanto essa variagio ndo havia sido até entdo confirmada com a técnica
de FISH utilizando o rDNA 18S. Polimorfismos adicionais em regides terminais no
rRNAA45S detectados através da utilizacdo de sondas de tDNA 18S em Prochilodus ja
foi reportado em Prochilodus argenteus, também endémico da bacia do rio Sao
Francisco. Entretanto, essa varia¢do na regido terminal no brago menor do homélogo
do par cromossomico 4 ¢ inédito para a espécie.

A presenga sinténica dos cistrons de 5S localizadas em regido terminal e 18S

. . . . A , r 11,32
localizados mais pericentromericamente no género Prochilodus é bem conservada® ''>*
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3435 Essa condigdo sinténica ¢ muito rara entre os vertebrados e, além do género
Prochilodus, é encontrada em poucos grupos de peixes e anfibjos®® 37 3% 3% 40 A
auséncia de clusters ribossomais adicionais nos cromossomos supranumerarios
corroboram estudos prévios com o género Prochilodus'.

A variagdo no tamanho do genoma de eucariotos ¢ atribuida a presenca de
sequéncias repetitivas dispersas € em tandem, sendo utilizadas como marcadores
importantes para mapeamento cromossomico devido a alta taxa de polimorfismos que
apresentam'®. As marcagdes similares das sondas de DNA microssatélite entre as
populagdes analisadas, indicam que a familia de DNA satélite pode permanecer
conservada devido a baixa taxa evolutiva, refletindo na homogeneizagdao das
sequéncias'®. No bagre Mystus bocourti as sondas de DNA repetitivo (GA);se (CA);s,
localizaram-se preferencialmente em regides heterocromaticas®', padrio nio observado
com essas sondas no presente estudo. A heterocromatina € composta por sequéncias de
DNA repetitivo e esta associada a regides com pouca atividade transcricional*’. Essas
regides heterocromaticas estio associadas a regido pericentromérica em Prochilodus’ '™
32 Contudo, as regides de DNA repetitivo descritas com uso de FISH no presente
estudo estdo associadas a regido terminal, sugerindo que as sequéncias de DNA
repetitivo em P. costatus pertenceriam a regides importantes, relacionadas a
estabilizacao da estrutura e fungdo cromossomica.

O padrao fisico de marcacdo de uma sonda de DNA repetitivo ao material
cromossdmico estd relacionada com a sua composi¢do™. As sondas dinucleotidicas
(GA)5 e (CA)is marcaram as regides terminais de todos os cromossomos em P.
costatus, padrdo similar ao ja descrito para os géneros Leporinus, Triportheus e
Hoplias™***"_J4 as sondas trinucleotidicas (CAA)jo ¢ (CAT);o apresentaram um

~ ~ . . o . A . 44
padrao de marcacao mais disperso pelos cromossomos, similar ao género Hoplias™. No

género Leporinus, a sonda (CAT);o hibridizou apenas em dois cromossomos
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autossOmicos, além do cromossomo W, caracterizando um padrdo completamente
diferente para esses géneros de peixes relacionados*.

Estudos prévios com Prochilodus lineatus sugerem que o surgimento de
Cromossomos supranumerarios na espécie € um evento antigo, € apos o seu
aparecimento no grupo seguiu um caminho evolutivo diferente entre as populagdes,
diferenciando-se do complemento padrio’. Com o uso da microdissec¢do foi possivel
refinar os resultados para P. lineatus, e atualmente ¢ parcimoniosa a teoria de que o
surgimento do cromossomo supranumerdrio dentro da espécie se deu por eventos de
hibridagdo entre espécies ancestrais portadoras de micro Bs de P. lineatus ¢ P. brevis™.
Essa teoria da suporte ao fato dos cromossomos supranumerdrios se manterem nessas
duas espécies e serem provavelmente eliminados em outras espécies do género®. A
microdissec¢do do microcromossomo B de P. costatus e a pintura cromossdmica
demonstraram sinais apenas no mesmo, indicando que ndo h4a nenhuma
complementariedade com o complemento padrdo. A auséncia de marcacdo no
complemento A sugere este cromossomo ndo se originou a partir desse complemento,
corroborando eventos de hibridacdo intragénica®, ou que se originou a partir deste
complemento, mas sofreu evolugdo independente do complemento padrao, acumulando
regides heterocromaticas para a estabilizagao.

O tnico individuo que apresentou dois cromossomos supranumerarios foi o
mesmo que apresentou a variagdo pericentromérica para a sonda (CA);s. Ele foi
classificado como Prochilodus costatus de acordo com a morfologia meristica proposta
na chave de identificagdo de espécies da bacia do rio Sdo Francisco, apresentando oito
escamas acima da Linha Lateral. Entretanto, ele apresenta uma morfologia geral
diferente entre todos os espécimes coletados, indicando diferencas morfoldgicas entre
os espécimes P. costatus da bacia do rio Sao Francisco.

A presenca de barragens causa a fragmentagdo das bacias, isolam as populacdes

19



reduzindo o fluxo génico, podendo levar a diferenciacdo genética entre as populagdes,
12 . . Y,
corroborado por Barroca et al. “em P. costatus. As diferengas citogenéticas encontradas
, . . . . 12
para a espécie complementam as diferengas moleculares existentes em literatura ~ e

reforgam a citogenética como uma ferramenta importante para estudos populacionais.

CONCLUSAO

Os polimorfismos encontrados com o rDNA 18S, as diferencas na marcacao da
sonda de DNA microssatélite (CA);se a variagdo morfoldgica do individuo coletado a
montante, indicam que as amostras analisadas ndo sao citogenética e morfologicamente

homogéneas.
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LISTA DE TABELAS

TABELA 1. ESPECIES DO GENERO PROCHILODUS QUE APRESENTAM CROMOSSOMOS

SUPRANUMERARIOS, COM SUAS RESPECTIVAS LOCALIDADES

Espécie Bs Localizag¢do Referéncia
Prochilodus UHE Trés Marias, Bacia do rio Sao
argenteus 0-3 Francisco (MQG) Penitente et al.®
Prochilodus Barragem de Pereira Miranda, Bacia
brevis 0-2 do rio Parnaiba (CE) Pauls e Bertollo®
Prochilodus Rio Mogi-Guagu, Bacia do rio Parana
lineatus 0-9 (SP) Pauls e Bertollo®
Prochilodus
mariae 0-3 Caicara del Orinoco, Venezuela Oliveira et al.”
Prochilodus Rio Araguaia, Bacia do rio Amazonas
nigricans 0-2 (MT) Venere et al.*

TABELA II. LOCAL DE PROCEDENCIA DAS AMOSTRAS DE PROCHILODUS COSTATUS

ANALISADAS, COM TAMANHO AMOSTRAL E NUMERO DE TOMBO DOS LOTES

Coordenadas N°de
Procedéncia Geogrdficas Machos Fémeas Deposito
MZUFV4324
Iguatama (MQG) - rio e
Sao Francisco 20°09°507S/45°43°08”0 10 7 MZUFV4338
MZUFV4336
Trés Marias - rio e
Sao Francisco 18°08'47"S/45°13' 37"O 1 14 MZUFV4339
Refugio Estadual da
Vida Silvestre do 15°23°28”S/44°53°37”0
Rio Pandeiros 2 1 MZUFV4337
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TABELA III. INVESTIGACAO DA PRESENCA DE CROMOSSOMOS SUPRANUMERARIOS EM
INDIVIDUOS DE PROCHILODUS COSTATUS LOCALIZADOS A MONTANTE E A JUSANTE DA

UHE DE TRES MARIAS

Identificagdo individuo | Localizag¢do | Numero de B por célula ‘ MB ‘ N
0B IB 2B

JD5480 Montante 12 - - 0B | 12
JD5481 Montante 29 1 - 0B | 30
JD5482 Montante 28 2 - 0B | 30
JD5483 Montante - 30 - 1B | 30
JD5486 Montante 15 - - 0B | 15
JD5487 Montante - 23 7 1B | 30
JD5490 Montante 27 3 - 0B | 30
JD5497 Montante 29 1 - 0B | 30
JD5502 Montante 17 1 - 0B | 18
JD5505 Montante 25 5 - 0B | 30
JD5604 Montante 27 3 - 0B | 30
JD5605 Montante 27 3 - 0B | 30
JD5608 Montante 7 - - 0B | 7

JD5617 Montante 0 4 - OB | 4

JD5618 Montante 4 - - OB | 4

JD5619 Montante 30 - - 0B | 30
JD5620 Montante 16 1 - 0B | 17
JD5377 Jusante 28 2 - 0B | 30
JD5517 Jusante 30 - - 0B | 30
JD5531 Jusante 27 3 - 0B | 30
JD5562 Jusante 25 5 - 0B | 30
JD5563 Jusante 11 - - 0B |11
JD5565 Jusante 15 - 0B | 15
JD5566 Jusante 15 1 - 0B | 16
CT4622 Jusante 4 - - 0B | 4

CT4639 Jusante 21 6 - 0B | 27
CT4640 Jusante 23 1 - 0B | 24
CT4644 Jusante 10 - - 0B | 10
CT4645 Jusante 10 - - 0B | 10
CT4647 Jusante 10 - - 0B | 10
CT4648 Jusante 4 - - 0B | 4

MB = numero modal de Bs nas metafases analisadas; N= quantidade de metafases

analisadas.
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FIG. 1. Mapa da bacia hidrografica do rio Sao Francisco, com a localizagao dos trés

pontos de coleta dos espécimes de Prochilodus costatus.
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FIG. 2. Caridtipos com coloragdao convencional dos individuos de Prochilodus costatus

localizados a montante (a) e a jusante (b) da UHE Trés Marias.
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FIG. 3. Cromossomos supranumerarios em Prochilodus costatus coletados no presente

estudo, com a ocorréncia de um (a) a dois (b) supranumerarios.
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FIG. 4. Regides heterocromaticas evidenciadas através da técnica de Bandamento C em

individuos de Prochilodus costatus coletados a montante (a) e a jusante (b) da UHE

Trés Marias.
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FIG. 5. Bandamento C evidenciando o cromossomo supranumerario de Prochilodus

costatus (seta), indicando que o mesmo ¢ completamente heterocromatico.

FIG. 6. DAPI/CMA; de Prochilodus costatus indicando regides de heterocromatina

ricas em GC nos pares cromossomicos 2 e 16.
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FIG. 7. Técnica de impregnacdo por prata (Ag-NOR) em Prochilodus costatus
evidenciando regidoes organizadoras de nucléolo no par de cromossomos 2. O

Cromossomo supranumerario ndo apresentou marcagdoes (caixa).
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FIG. 8. Variacdo na técnica de Ag-NOR detectada em um individuo de Prochilodus

costatus localizado a montante da UHE Trés Marias.
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FIG. 9. Double FISH com as sondas de rDNA 5S (em verde) e 18S (em vermelho),

evidenciando marcacdes sinténicas para os dois genes no segundo par cromossdmico.

10 pm

FIG. 10. FISH com rDNA 18S no individuo de Prochilodus costatus que apresentou
uma variagdo na Ag-NOR, confirmando a variagdo da mesma e evidenciando um sitio

de NOR inativo no par de cromossomos 4.
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4 (GA)15 UPRIVER

FIG. 11. FISH com DNA microssatélite (GA),sem individuos de Prochilodus costatus
localizados a montante/UPRIVER (a) e a jusante/ DOWNRIVER (b) da UHE Trés

Marias.
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a (CA)15UPRIVER

b (CA)15 DOWNRIVER

FIG. 12. FISH com DNA microssatélite (CA);s em individuos de Prochilodus costatus
localizados a montante/UPRIVER (a) e a jusante/ DOWNRIVER (b) da UHE Trés
Marias. O cromossomo supranumerario apresentou marcagdes para essa sonda (b,

caixa).

JD5505 TD5497 JD5531 JD5565

FIG. 13. A marcagao intersticial do brago menor do par cromossdémico 3 esta associada

a preseng¢a de uma constricdo cromossomica, ocorrendo a montante e a jusante.
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FIG. 14. Variacdo da sonda (CA);sdetectada em um individuo localizado a montante,

evidenciando uma marcagdo na regido pericentromérica de um cromossomo
metacéntrico (seta). O cromossomo supranumerario dos individuos localizados a
montante também apresentaram marcagdes nos cromossomos supranumerarios (cabeca

de seta).
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a (CAA)10 UPRIVER

b (CAA)10 DOWNRIVER

FIG. 15. FISH com DNA microssatélite (CAA);p em individuos de Prochilodus
costatus localizados a montante/UPRIVER (a) e a jusante/ DOWNRIVER (b) da UHE

Trés Marias.
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4 (CAT)10 UPRIVER

FIG. 16. FISH com DNA microssatélite (CAT);o em individuos de Prochilodus
costatus localizados a montante/UPRIVER (a) e a jusante/DOWNRIVER (b) da UHE

Trés Marias.

FIG. 17. Variagdo detectada na FISH com DNA microssatélite (CAT);p em um

individuo de Prochilodus costatus localizados a montante da UHE Trés Marias. O

mesmo apresenta dois Cromossomos supranumerarios, um cromossomo apresenta sinais
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conspicuos em sua regido centromérica, enquanto o outro cromossomo nio marca para a

sonda utilizada (caixa).

MERGED
FIG. 18. Pintura cromossdmica realizada com a sonda de Prochilodus costatus, com a
imagem do DAPI, da sonda (PROBE) e a sobreposicdo das mesmas, que evidenciou

marcacao apenas no cromossomo supranumerario (cabecas de setas).
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FIG. 19. Individuos de P. costatus coletados que apresentam um (JD5483) e um ou dois
(JD5487) cromossomos supranumerdrios em todas as metafases analisadas. JD5483
apresenta uma morfologia tipica da espécie, enquanto JD5487 ¢ alongado em relacdo a

outros P. costatus analisados.
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