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de uma vida Severina."

Joao Cabral de Melo Neto em Morte e Vida Severina



RESUMO

Os estudos genéticos de populacGes naturais hd muito tém ajudado a comunidade
cientifica e a sociedade em geral a compreender a evolugdo e conservacgdo tanto dos ambientes
quanto das comunidades. Estes estudos tém ajudado a definir o limite entre espécies, conceito
extremamente importante, mas por vezes arbitrario e bastante variavel entre os diversos grupos
de seres vivos. De maneira semelhante, ajudam a conhecer o status de conservacdo de
populacbes na natureza e a entender como a atividade antropica ou a evolugdo natural das
paisagens eleva o risco de extingdo das populacfes. Neste sentido, 0 complexo de espécies
Astyanax scabripinnis tem sido considerado por muitos pesquisadores como um bom modelo
para estudos evolutivos. Estes peixes sdo conhecidos por habitarem cabeceiras de riachos,
formando populagdes isoladas com caracteristicas morfoldgicas, genéticas e evolutivas
proprias. Com o objetivo de aprofundar o conhecimento sobre os padrfes genéticos-
populacionais de A. scabripinnis, foram elencadas seis populacdes da regido da Serra da
Mantiqueira, trés pertencentes a bacia do Rio Sapucai, tributario do Rio Grande na bacia do
Alto Parand e trés da bacia do Paraiba do Sul. Com a utilizacdo de marcadores baseados em
microssatélites e DNA mitocondrial, procurou-se conhecer os niveis de variabilidade genética
intra e interpopulacionais, identificar padrfes de estruturacdo e de migracao entre as populagdes
e eventos de gargalos-populacionais. Além disso, buscou-se estabelecer relacdes entre a
evolucdo geoldgica da paisagem, principalmente nas regides mais altas da Serra da Mantiqueira
e os padrdes de isolamento e colonizacao observados. Entre os resultados mais relevantes, pode-
se destacar que os niveis de variabilidade genética dentro das populagdes, quando comparadas
a outras populacbes de Astyanax, sdo razoavelmente bons. Porém, quatro das populacbes
apresentaram altos niveis de fixacdo génica, 0 que sugere a ocorréncia de endogamia e, entre
elas, duas apresentaram evidéncias de eventos de gargalos populacionais, 0 que chama a
atencdo para seus status de conservacdo. Foi possivel também observar diferencas evidentes
entre duas das populagdes e as demais, 0 que permitiu inferir a separacdo mais antiga de uma
delas e formacdo da outra atraveés da colonizacdo por individuos de outras populacdes,
provavelmente por acdo antropica. Os resultados mostraram que a estruturacao das populacées
ndo acompanha a separacdo destas simplesmente em duas bacias de drenagem e outros fatores
da formacéo do planalto de Campos do Jorddo (onde se encontram a maioria das populacoes

utilizadas), tais como 0s movimentos tectdnicos e capturas de drenagens recentes, devem ser



levado em consideracdo para entender os padrdes observados. Por Gltimo, a hipotese que melhor
explica a estruturacdo das populagdes de Astyanax aff. scabripinnis observada é a colonizagéo

da regido a partir da bacia do Alto Parand e dispersdo ou vicariancia para as cabeceiras da bacia

do Paraiba do Sul.

Palavras-chave: microssatélites, Citocromo C Oxidase |, ATPase 6/8, variabilidade genética,
estruturacdo populacional, filogeografia.



ABSTRACT

Genetic studies of natural populations have long been helping the scientific community
and society in general to understand the evolution and conservation of both environments and
communities. These studies have helped to define the boundary between species, and the
concept of species, which is extremely important but sometimes arbitrary and quite variable
among the various groups of living beings. In similar way, they help to know the status of
conservation of populations in the wild and to understand how the anthropic activity or the
natural evolution of the landscapes raises the risk of extinctions. In this sense, many researchers
have considered the Astyanax scabripinnis species complex as a good model for evolutionary
studies. These fish are known to inhabit headwaters streams, forming isolated populations with
their own morphological, genetic and evolutionary characteristics. Aiming to deepen the
knowledge about the genetic-population patterns of A. scabripinnis, six populations of the Serra
da Mantiqueira region are have been selected, three belonging to the Sapucai river basin,
tributaries of the Grande river in the Upper Parana basin, and three in the Paraiba do Sul basin.
Using microsatellites based markers and mitochondrial DNA, we sought to know the intra and
interpopulation genetic variability levels, to identify structure and migration patterns and
bottleneck-population events. In addition, we sought to establish relationships between the
geological evolution of the landscape, mainly in the higher regions of the Serra da Mantiqueira
and the isolation and colonization patterns observed. Among the most relevant results, can be
highlighted that the levels of genetic variability within the populations, when compared to other
populations of Astyanax, are reasonably good. However, four of the populations had high levels
of gene fixation suggesting the occurrence of inbreeding and two presented evidence of events
of population bottlenecks, which draws attention to their conservation status. It was also
possible to observe evident differences between two of the populations and the others, which
allowed to infer the oldest separation of one and formation of the other through the colonization
by individuals of varied populations, probably by anthropic action. The results showed that the
population structure does not accompany the separation in two drainage basins and other factors
of the formation of the Campos do Jordao plateau (where most of the populations are used),
such as tectonic movements and drainage captures should be taken into account to understand
the observed patterns. Finally, the hypothesis that best explains the structuring of the
populations of Astyanax aff. scabripinnis observed is the colonization of the region from the



Upper Parand basin and dispersion or vicariance for the headwaters of the Paraiba do Sul basin.

Keywords: microsatellites, Cytochrome C Oxidase |, ATPase 6/8, genetic variability,
population structure, phylogeography.
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1 APRESENTACAO

O conhecimento da diversidade genética das populacdes naturais é considerado um dos
trés niveis fundamentais para a conservacao da biodiversidade, juntamente com a diversidade
de espécies e de ecossistemas. O Brasil, sendo parte da regido que concentra a maior
biodiversidade do mundo, sempre despertou o interesse da comunidade cientifica, bem como
essa enorme biodiversidade pode fornecer modelos de estudos para se entender 0s mecanismos
evolutivos dos seres vivos. Esse interesse atingiu, por exemplo, dois dos maiores naturalistas
da historia, Alfred Russel Wallace® e Charles Darwin?, que durante seus trabalhos de campo,

coletaram no Brasil uma grande quantidade de amostras.

Dentre os principais modelos para o entendimento desses fendmenos estdo as
populacbes naturais de peixes. Assim como para diversos outros taxons, o Brasil abriga a maior
diversidade ictioldgica do planeta, distribuida em grandes bacias continentais e litoraneas, nos

mais diversificados tipos de ambientes, onde também encontram-se inUmeras areas de endemia.

Um dos principais modelos de estudos genéticos sdo 0s peixes de cabeceiras. Por
habitarem regides isoladas, com pequenos volumes de agua - 0 que as torna mais susceptiveis
a variacOes ambientais - e por vezes antropizadas, despertam o interesse da ciéncia. Por diversos
meios diferentes, busca-se entender os mecanismos intrinsecos que as permitem resistir as
pressdes externas e manter-se existindo ao longo do tempo. Nessa linha, é de suma importancia
conhecer os fatores genéticos ndo so atuais, como 0s niveis de heterozigosidade e diversidade
alélica, mas também historicos, como fundacdo das populacbes (colonizacdo de ambientes),

eventos de dispersdo e/ou vicariancia, padrdes de migracao, entre outros.

Um desses modelos, bastante estudado, sdo as populacdes de Astyanax aff. scabripinnis®
da regido da Serra da Mantiqueira. Desde o inicio da década de 1990, esses peixes tém sido

usados para se entender diferentes mecanismos evolutivos e seu status de conservagéo tem sido

1 Alfred Russel Wallace (1823 - 1913) viajou para 0 Amazonas em 1848. De volta a Inglaterra publicou A
Narrative of Travels on the Amazon and Rio Negro, em 1853 (WALLACE, 1939)

2 Charles Darwin (1809 — 1882) coletou o holétipo de Astyanax scabripinnis no Rio de Janeiro em 1832, descrito
por Jenys em 1842 como Tetragonopterus scabripinnis e transferido por Eigenmann em 1910 para o género
Astyanax.

3 Por diversas questdes que serdo discutidas posteriormente, decorrentes das incertezas taxondmicas relacionadas
ao grupo, adotou-se nesse trabalho a nomenclatura Astyanax aff. scabripinnis.
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acessado, principalmente com marcadores citogenéticos, e em geral, enorme diversidade

genética tem sido revelada.

Contudo, a Ciéncia Brasileira ainda carece de conhecimento dessas populacbes que
possam descrever com marcadores diferentes e, talvez mais sensiveis, as condigdes de
conservacao genética dessas populacfes e alguns processos histdricos, como a colonizagao da
regido, por exemplo.

Este trabalho apresenta um estudo utilizando marcadores baseados em microssatélites e
em DNA mitocondrial, abordagem até entdo inédita para A. aff. scabripinnis dessa regido,
visando conhecer de forma mais aprofundada, as condi¢des de conservacao dessas populacoes,
os padrdes de estruturacdo e fluxo génico e os fatores historicos, tais como a colonizagdo da
regido relacionada aos processos de formacéao geoldgica da Serra da Mantiqueira.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Variabilidade Genética e sua Importancia na Conservacao dos Peixes Neotropicais

Segundo Frankham, Ballou e Briscoe (2008) a manutencdo da diversidade genética de
uma populacéo é essencial para sua conservacao. A reducdo desta diversidade esta relacionada
a diminuicdo do potencial evolutivo e pode aumentar os niveis de endogamia dessas
populacgdes, levando, por consequéncia, a um maior risco de extincdo. A fragmentacdo de
habitats, poluicdo, introducdo de espécies exoticas e eventos estocasticos podem pressionar as
populacbes, reduzindo seu tamanho e sua diversidade genética. Esses fatores sdo
particularmente ameacadores para populacGes de peixes que possuem uma capacidade de
migracao limitada ou até mesmo inexistente.

Estudos genéticos populacionais em peixes, utilizando uma série de marcadores, tém
sido amplamente utilizados para o levantamento de informagdes relevantes do status de
conservacao dessas espécies. Classicamente, um dos primeiros marcadores a serem utilizados
e que sempre resultou em boas respostas evolutivas, foram marcadores baseados em proteinas,
onde destacam-se as isoenzimas. Desde a década de 90 e inicio dos anos 2000, estes marcadores
tém sido usados para melhor compreender a divergéncia genética entre populacGes de peixes
das bacias brasileiras. Revaldaves et al. (1997) trabalhando com 19 sistemas enzimaticos em
Prochilodus lineatus da bacia do Rio Parand, visualizaram baixissima diferenciacdo genética
nas trés populagdes estudadas. Vinte anos mais tarde, utilizando marcadores com maior
capacidade resolutiva (microssatélites e DNA mitocondrial), Ferreira et al. (2017), obtiveram
resultados semelhantes, porém foram capazes de inferir que o tempo de separacao, ocasionado
pela construcdo de barragens ao longo do rio ndo foi suficiente para estruturar as populacoes,
devido a alta capacidade migratéria de P. lineatus.

Menos variaveis do que marcadores baseados em DNA, isoenzimas demonstraram-se
eficientes no estudo de populacGes de peixes, principalmente ao investigar estruturagdo
genética mais antiga. Peres et al. (2002) foram capazes de identificar diferencas significativas
entre populagdes de Hoplias malabaricus em lagoas temporérias e do canal principal na bacia
de inundacdo do Rio Parana e um alto déficit de heterozigotos. Para mesma espécie, porém de
outra bacia hidrografica, Gondim et al. (2010), utilizando microssatélites, encontrou valores de

fixacdo génica bastante semelhantes, demonstrando também grande o déficit de heterozigotos.
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Com o estabelecimento de novos marcadores baseados em DNA e com a evolucgédo das
técnicas de utilizagdo desses marcadores, diversos laboratorios no Brasil passaram a realizar
estudos, aplicando-os amplamente a fauna Neotropical. Neste cenério, destacam-se 0s
marcadores baseados em microssatélites (CHAUHAN e RAJIV, 2010). Quando aplicados ao
estudo de populacdes de peixes, sao Uteis para a identificacdo de estoques, construcdo de mapas
génicos, selecdo caracteres economicamente importantes, identificagcdo de unidades evolutivas
independentes, enfim, sdo enormemente aplicaveis a conservacdo (CHISTIAKOV,
HELLEMANS e VOLCKAERT, 2006). Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), nos anos 80
diversos trabalhos descreveram a ocorréncia de regifes altamente repetitivas (0s
microssatélites) no genoma de diversos organismos eucariotos.

Contudo, foi somente no inicio dos anos 2000 que trabalhos que empregavam
microssatélites no estudo de populac@es naturais de peixes comegaram a surgir no Brasil. Estes
trabalhos preferencialmente utilizavam peixes de grande interesse econémico, tais como o
curimbatd Prochilodus spp, (HATANAKA et al., 2002), o pacu Piaractus mesopotamicos
(CALCAGNOTTO, RUSSELLO e DESALLE, 2001) e a piabanha Brycon opalinus
(BARROSO et al., 2003).

Posteriormente, alguns desses trabalhos foram aplicados a conservacdo de espécie do
género Astyanax. Dentre esses, pode-se citar trabalhos de descri¢do de variabilidade genética,
utilizando marcadores RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), hoje considerados
obsoletos devido a serem marcadores dominantes e ndo evidenciarem os heterozigotos. Embora
pouco utilizada hoje, esta técnica foi capaz de demonstrar diferentes graus de similaridade
genética entre populacdes. Por exemplo, Paiva (2001) que sugeriu que populacfes de Astyanax
aff. bimaculatus sofreram isolamento apos a construcao de uma usina hidrelétrica. Leuzzi et al.
(2004) encontraram diferencas populacionais em A. altiparanae, entre trés trechos do Rio
Paranapanema. Este trabalho demonstrou a necessidade de se conservar ndo s a espécie, como
também as populagles, ja que sdo geneticamente distintas. Também em 2004, Matoso e
colaboradores encontraram um alto nivel de variacéo genetica em Astyanax sp (A. aff. fasciatus)
entre trés populagdes coletadas em trés pontos da bacia do Rio Tibagi e no sistema de furnas.
Além disso, uma das popula¢fes demonstrou um alto indice de similaridade genética, processo
provavelmente causado por deriva genética, segundo os autores. Sofia et al. (2006) coletaram
Astyanax scabripinnis em um corpo d’agua em regido urbana no Parand. As analises com
marcadores de RAPD mostraram pequenas distancias genéticas entre os pontos amostrados,

mas também baixo fluxo génico entre eles. Segundo os autores, a populagéo esta passando por
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um processo de diferenciacdo genética. Pamponet et al. (2008) também utilizando RAPD,
encontraram dados que permitiram concluir que ha estruturacdo nas populagdes de Astyanax
bimaculatus estudadas na bacia do Rio de Contas, BA. Dados morfométricos, meristicos e
citogenéticos foram incapazes de demonstrar diferenciacdo entre estas populacdes, o que foi
evidenciado somente pelos dados moleculares.

Mais recentemente, marcadores de microssatélites (Simple Sequences Repeats - SSRS)
tém se mostrado extremamente eficientes em estudos populacionais. Strecker (2003) desenhou
seis oligonucleotideos iniciadores de microssatélites que considerou efetivos na determinacao
da variabilidade de Astyanax fasciatus (descrito dessa forma, mas provavelmente A.
mexicanus). Destes, quatro loci amplificados foram considerados de alto polimorfismo,
enquanto dois foram considerados de médio polimorfismo. No mesmo, ano Strecker et al.
(2003), utilizando os mesmos loci e também dados de DNA mitocondrial, estudaram oito
populacdes de A. mexicanus (quatro de superficie e quatro de caverna). Os microssatélites ndo
revelaram fluxo génico entre as populagdes e os marcadores mitocondriais foram eficazes em
determinar origens semelhantes para as populacfes de cavernas. Em um estudo utilizando dois
marcadores moleculares (RAPD e ISSR) e objetivando analisar a estrutura populacional de A.
fasciatus, Pazza et al. (2007) encontraram resultados mais precisos para ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeat) do que para RAPD, que mostraram-se mais eficientes no estudo das
populagdes em questdo. Hausdorf et al. (2011) utilizando os iniciadores descritos por Strecker
(2003a), analisaram a estruturacdo populacional de Astyanax (ndo citaram a espécie,
provavelmente Astyanax mexicanus) no México. Neste trabalho os marcadores moleculares
baseados em microssatélites funcionaram de modo eficiente para constatar a existéncia de
barreiras geograficas que impedem o fluxo génico entre estas populagdes. Um trabalho que
demonstra a alta eficacia de microssatélites para Astyanax, foi realizado por Bradic et al. (2012)
também na espécie A. mexicanus. Neste trabalho, 21 populacfes desses peixes foram estudadas
(11 de caverna e 10 de superficie) com 26 loci de microssatélites. Os autores conseguiram
determinar diferencas significativas entre as populacGes de superficie e de caverna utilizadas,
bem como levantar dados que permitiram conhecer o status de conservagédo de cada uma delas.
Por exemplo, afirmaram os autores que populagdes de caverna possuem pelo menos cinco
origens evolutivas distintas a partir de populacdes de superficie. Outra informacdo relevante
para a conservacao, € que populacGes de caverna apresentam menor variabilidade genética e
menor numero efetivo populacional.

Estes estudos sobre variabilidade genética em Astyanax demonstram que marcadores de
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microssatélites geram resultados bem significativos e sdo capazes de determinar padrdes de
estruturacdo populacional, ocorréncia ou ndo de fluxo génico, indices de similaridade genética,
tamanho efetivo das populacgdes, gargalos populacionais, entre outros parametros. No entanto,
estudos dessa natureza sdo escassos com as populacdes de A. scabripinnis e inéditos com as
populacdes dessas espécies da regido das Serras da Mantiqueira e do Mar, que sao objeto deste
trabalho.

2.2 Estudos Filogeograficos e sua Importancia na Conservacao dos Peixes Neotropicais

O termo “Filogeografia”, proposto pela primeira vez por Avise et al. (1987), refere-se a
analise filogenética de um organismo no contexto de sua distribuicdo geografica (HICKERSON
et al., 2010). Ainda segundo Avise et al. (1987), a filogeografia pode ajudar a elucidar os
mecanismos que levaram as espécies a especiacdo, bem como os eventos geoldgicos,
geogréficos ou climatoldgicos que geraram a distribuicdo da biodiversidade.

Os estudos filogeograficos partem do pressuposto que as populagbes biologicas sdo
estruturadas e cada evento que levou as populacfes a essa estruturacdo deve gerar uma marca
genética distinta (TEMPLETON, 1998; AVISE, 2000). Uma anélise filogeografica adequada
pode identificar, por exemplo, padrdes de isolamento (e 0 que causam esse isolamento), padrdes
de fluxo génico, a ocorréncia ou ndao de migracdo, ocorréncia de hibridacdo, ocorréncia de
introgressdo, entre outros. Entretanto, segundo Hickerson et al. (2010), a mais importante
pergunta que a filogeografia pode responder €: “o que € espécie?”. Essa pergunta tem varias
respostas e muitas delas levam em consideracdo conceitos filogeogréaficos, o que parece ser
bastante apropriado para peixes.

Sob essa Optica, a filogeografia tem aparecido como uma importante ferramenta para
resolver problemas de taxonomia dos peixes da regido neotropical. Sabe-se que essa € a regiao
que possui a mais diversificada ictiofauna de agua doce do planeta, com um nimero que pode
ultrapassar 6.000 espécies (REIS et al., 2003; NELSON, 2016). Agrava-se este problema com
a existéncia de um nimero grande de complexos de espécies, ou seja, a existéncia de um grupo
taxonbmico, com caracteristicas morfoldgicas semelhantes, cujos exemplares sdo descritos
como membros da mesma espécie, mas sabe-se que devido a grande diversidade ainda faltam
informacdes que permitam separa-las em especies diferentes. Exemplos desses complexos séo

Astyanax scabripinnis, A. fasciatus, Hypostomus ancistroides, Synbranchus marmoratu,
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Hoplias malabaricus, entre outros. E provavel que os frequentes estudos taxonémicos,
utilizando marcadores morfolégicos ou moleculares, possam ajudar a elucidar parte desse
problema e embasar a descri¢do de espécies novas.

Neste contexto a filogeografia tem ajudado a elucidar alguns problemas relacionados a
ictiofauna da regido neotropical. Como exemplo podemos citar o trabalho de Borba et al. (2013)
que testaram a hipotese de ocorréncia de espécies cripticas de Hypostomus strigaticeps na bacia
do Alto Rio Parané utilizando as subunidades 6 e 8 do gene mitocondrial ATPase (ATPase 6/8).
Hubert et al. (2007), também com marcadores de DNA mitocondrial, conseguiram definir uma
origem monofilética para o género Serrasalmus. Além disso, puderam definir a ocorréncia de
alguns eventos vicariantes e encontraram até indicios de especiacdo simpatrica. Strecker et al.
(2004) com populacbes de superficie e de cavernas de Astyanax mexicanus. O trabalho
determinou as rotas de fluxo génico entre as populacfes analisadas e conclui que a taxonomia
aplicada tradicionalmente ndo condiz com os resultados obtidos. Marreta (2011) conseguiu
identificar duas possiveis origens distintas para Astyanax na bacia do Alto Rio Parana, uma
envolvendo A. altiparanae e outra A. paranae, sendo que esta Gltima ndo forma uma unidade
monofilética nesta bacia. Os mesmos dados filogeogréaficos levantados por Marreta suportaram
a ocorréncia de mais cinco espécies cripticas dentro do grupo A. paranae. O grupo A.
altiparanae também foi objeto de estudo de Kavalco et al. (2011). Os autores realizaram uma
analise da estrutura cariotipica comparada com uma analise filogeogréafica e encontraram dados
que relacionam as duas.

Essa breve revisdo da literatura mostra que estudos genético-populacionais ou
filogeograficos de peixes neotropicais, embora em franca expansédo, ainda necessitam serem
ampliados, quando se leva em conta a enorme diversidade desta regido. Muito ha para ser

conhecido, sobre as entidades bioldgica aqui viventes, especialmente sobre o género Astyanax.

2.3 O Género Astyanax e o “Complexo” A. scabripinnis

O género Astyanax Baird e Girard, 1854 cujos representantes sdo conhecidos
popularmente como piabas ou lambaris, é considerado um dos mais especiosos dentre 0s
caracideos incertae sedis (MIRANDE, 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Nos ultimos dez anos,
0 numero de espécies descritas vem aumentando consideravelmente. Por exemplo, 0 Check List

of Freshwater Fishes of South and Central America, publicado no inicio dos anos 2000,
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considerava 86 espécies validas (LIMA et al., 2003). Em 2015, o Catalogue of Fishes
(California Academy of Sciences) considerava 147 espécies validas para Astyanax (ROSSINI
etal., 2016).

A regido de distribuicdo do género Astyanax, vai do sul dos Estados Unidos até a bacia
do Rio da Prata, na Argentina. Sdo, portanto, endémicos de corpos d’agua dessa regido
(EIGENMANN, 1921; GERY, 1977; WEITZMAN e FINK, 1983) ocorrendo nos mais variados
ambientes, tais como cabeceiras pequenos riachos, leito de rios de grande porte, rios costeiros,
lagos naturais ou artificiais, entre outros.

Britski et al. (1988) caracterizou morfologicamente o género Astyanax por apresentar
tamanho reduzido, nadadeira adiposa geralmente presente, linha lateral completa e um pouco
curva na frente, pré-maxilar ndo protatil, dentes pré-maxilares dispostos em duas séries, a
interna com cinco dentes, escamas de tamanho normal, cobrindo apenas a base dos raios da
nadadeira caudal. Posteriormente, outras revisdes, demonstraram que, para certas espécies de
Astyanax, algumas caracteristicas, tais como a denti¢do ndo sdo indicadas para estudos de
taxonomia (ZANATA, 1997). De acordo com Melo (2001), o os estudos filogenéticos,
baseados em morfologia, tém demonstrado a dificuldade dos pesquisadores em elencar
caracteristicas que definam o género Astyanax, 0 que demonstra que provavelmente o género
ndo é monofilético. Posteriormente, diversos outros estudos de filogenia molecular e
morfolégica corroboraram essa hipotese (JAVONILLO et al.,, 2010; MIRANDE, 2010,
OLIVEIRA et al., 2011). Destaca-se também nesse género a presenca de diversas espécies que
possuem caracteristicas em comum, 0s denominados complexos de espécies.

A enorme diversidade de Astyanax pode também ser evidenciada em relacdo ao
cariotipo. O género possui consideravel variagdo do numero de cromossomos, sendo 2n =50 o
namero modal considerado para este género (OLIVEIRA et al., 1988, KAVALCO e
MOREIRA-FILHO, 2003). O numero diploide, entretanto, varia consideravelmente entre as
diversas populacfes do género. Por exemplo, Morelli et al. (1983) encontram 2n = 36 em A.
schubarti do Rio Mogi-Guagu e 2n =50 em A. paranae (descrito por eles como A. scabripinnis
paranae) no Rio Bicudos, Brotas-SP.

Variagdes nos numeros fundamentais e nas férmulas cariotipicas também séo
frequentes, assim como polimorfismo de blocos heterocromaéticos e nas localiza¢6es das regifes
organizadoras do nucléolo (MANTOVANI et al., 2000; TORRES-MARIANO e MORELLI,
2006; PAZZA et al., 2006 e 2007; VICARI et al., 2008; KAVALCO, 2008; MEDRADO et al.,
2008; KAVALCO et al., 2009; HASHIMOTO e PORTO-FORESTI, 2010). Séo evidentes
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também varia¢6es do numero fundamental no cariétipo desses peixes, podendo ser encontrados
68, 70, 80, 82, 84, 86, 88, 72, 92, 94 e 96 (MIZOGUCHI et al., 1998; MAISTRO et al., 1998;
MANTOVANI et al., 2000; KAVALCO e MOREIRA-FILHO, 2003; DOMINGUES et al.,
2007; PAMPONET et al., 2008; KANTEK et al., 2008; FAVA, 2008; FERREIRA-NETO et
al., 2009; ROSA et al., 2009; PACHECO et al., 2010; KAVALCO et al., 2010). A presenca de
cromossomos supranumerarios (também conhecidos como Bs), também tem sido retratada, em
nameros bastante variaveis.

Esta diversidade tem propiciado a caracterizacdo de diferentes complexos de espécies
nesse género, e um dos mais emblematicos é o complexo Astyanax scabripinnis (MOREIRA-
FILHO e BERTOLLO, 1991 - figura 1). Estes peixes séo particularmente interessantes porque
formam populagOes isoladas em cabeceiras de riachos apresentando grande variagao
cariotipica, ampla distribuicdo geografica (do Espirito Santo ao Rio Grande do Sul) e,
frequentemente, cromossomos adicionais em seu cariotipo (supranumerarios) conhecidos por
cromossomos B (revisado em MOREIRA-FILHO et al., 2004).

Figura 1 — Exemplar de A. aff. scabripinnis coletado na regido da Serra da Mantiqueira

A descricdo desta espécie foi feita por Leonard Jenyns em 1842 a partir de um Unico
exemplar coletado por Darwin no Rio de Janeiro pela expedi¢do do navio HMS Beagle
(BERTACO e LUCENA, 2006). Inicialmente, foi descrita Tetragonopterus scabripinnis, sendo
posteriormente transferida para o género Astyanax por Eigenmann em 1910. Melo (2001) revisou
as espécies de Astyanax na Serra do Orgdos e embora esta seja a localidade tipo, no encontrou
nenhuma populagdo com as mesmas caracteristicas do hol6tipo de A. scabripinnis, o que sugere
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que esta seja uma espécie ja extinta (BERTACO e LUCENA, 2006), ja que a localidade fora
bastante modificada desde a coleta dos exemplos pelas atividades antrdpicas.

Muitos trabalhos tém atribuido o nome Astyanax scabripinnis a espécimes coletados em
cabeceiras de riachos de pequeno porte, que frequentemente apresentam a combinacdo de
caracteres tipicas dessa espécie (ABILHOA, 2007), mesmo em corpos d’dgua mais
interioranos. Segundo Bertaco e Lucena (2006) este complexo é composto por
aproximadamente 15 espécies, mas quando se leva em conta caracteres citogenéticos, vé-se que
esse numero pode estar subestimado.

Recentemente, Oliveira (2017) revisou o complexo Astyanax scabripinnis
redescrevendo a espécie. Segundo o autor, sua ocorréncia é da regido litoranea, desde o Uruguai
até o Espirito Santo e no Rio Iguagu, com duas sinonimias: A. laticeps e A. serratus. Desta
forma, propde que, na verdade, A. scabripinnis esta segura quanto ao seu status de conservacgao
e a separacdo das espécies contidas no complexo.

Estudos citogenéticos de A. scabripinnis séo relativamente comuns. Vicari et al. (2008)
identificaram trés constituicdes cariotipicas estudando cinco populacGes diferentes de Astyanax
e sugeriram que duas delas pertencem ao complexo A. scabripinnis e a terceira a A. paranae.
Castro et al. (2014) estudaram cinco populacbes desta espécie, trés da regido da Serra da
Mantiqueira e uma em Maringd/PR, usando morfometria, marcadores citogenéticos e
mitocondriais para reconstrucdo filogenética. Encontraram diferencas significativas entre as
populagdes, mas uma origem comum para todas elas. Barbosa et al. (2015) encontraram regides
de DNA repetitivos, regides codificadoras e ndo codificadoras em proximidade, o que, sugerem
0s autores, estar envolvido com a a¢ao dos retrotransposons.

Diversos outros estudos se dedicaram a aprofundar os conhecimentos sobre as
populacdes de A. aff. scabripinnis da Serra da Mantiqueira, as mesmas estudadas nesse
trabalho. Em geral, essas populacfes apresentam numero diploide de 50 cromossomos,
distribuidos em seis metacéntricos, 22 submetacéntricos, 10 subtelocéntricos e 12
acrocéntricos. Muitas delas apresentam cromossomos supranumerarios (cromossomos BS),
sendo encontrados em frequéncias que variam de nenhuma até dois. Interessantemente, duas
populagdes diferentes no mesmo ribeirdo, conhecido como Ribeirdo Grande e que ocorrem em
duas altitudes (700 metros e acima de 1800 metros) apresentam constituicdes cromossomicas
diferentes. Embora a formula cariotipica seja a mesma, a populacdo de menor altitude nédo
possui cromossomos Bs e regides organizadoras do nucléolo viando em nimero de zero a nove,

enquanto que a populacdo de maior altitude apresenta de zero a dois cromossomos Bs e uma ou
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duas regides organizadoras do nucléolo (revisado em KAVALCO e MOREIRA-FILHO, 2003).
Desde a década de 1980, muitos outros estudos com marcadores citogenéticos vem utilizando
populagdes de A. aff. scabripinnis tanto da Serra da Mantiqueira quanto de outras regides.

Ao contrario dos estudos com marcadores citogenéticos, poucas vezes marcadores
moleculares, tanto nucleares quanto mitocondriais, ainda sdo pouco utilizados para entender a
diversidade de A. scabripinnis. Dentre eles, pode-se citar o estudo de populag¢Ges de um corrego
urbano utilizando RAPD (SOFIA et al. 2006) e a utilizagdo de marcadores moleculares para a
reconstrucdo filogenética de populagdes da Serra da Mantiqueira e do interior do Parana (Castro
et al. 2014). A. scabripinnis nunca foi estudado com marcadores baseados em microssatélites,
nem tampouco através da combinacdo destes com marcadores mitocondriais baseados em
sequenciamento.

A ampla distribuicdo do género Astyanax bem como do complexo Astyanax
scabripinnis, a acentuada variacdo genética (confirmada até 0 momento por dados citogenéticos
e alguns trabalhos com dados moleculares) e a presenca frequente de cromossomos
supranumerarios, fundamenta a utilizacdo desses animais como modelos de estudos evolutivos.
As evidéncias do parentesco evolutivo e a distribuicdo geografica compartilhada entre as
espécies do complexo, bem como a possibilidade de ser uma espécie ja extinta, fundamenta a
necessidade do levantamento de dados que considerem a variabilidade genética e a distribuicéo
filogeografica destes peixes.

2.4 A Serra da Mantiqueira e a Evolugdo Geologica da Paisagem do Planalto de Campos do
Jordéo

A Serra da Mantiqueira ¢ uma cadeia de montanhas formada por rochas cristalinas,
orientagcdo Sudeste-Noroeste e que encontra-se entre os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e
Rio de Janeiro (INGENITO e BUCKUP, 2007). A grosso modo, pode-se dizer que sua origem
esta associada a movimentos tectdnicos do cretaceo inferior, cerca de 70 milhdes de anos atras
(MODENESI-GAUTTIERI, HIRUMA e RICCOMINI, 2002). Contudo ha evidéncia de
atividade tectonica mais recente. Segundo Hiruma, Riccomini e Modenesi-Gauttieri (2001) a
elevacdo final da Serra da Mantiqueira teria ocorrido durante o quaternario, periodo que se
iniciou a 1,8 milhdo de anos atras e se estende até o presente. Ao longo da serra, encontram-se

superficies planas provenientes de erosdes antigas, como o planalto de Campos de Jordao, entre
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0s estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, e de Itatiaia, no estado do Rio de Janeiro (Soares,
2005).

Ingénito e Buckup (2007) estudaram o potencial da Serra da Mantiqueira como barreira
biogeografica para ictiofauna entre as bacias dos Rios Paraiba do Sul e alto Parana.
Encontraram a coexisténcia de espécies em ambas as bacias, entre elas uma do grupo Astyanax
scabripinnis (identificado como Astyanax sp.1). Concluiram que a serra funciona
eficientemente como barreira entre as faunas de ambas as bacias e, como a pesquisa foi em
nivel especifico e ndo populacional, ndo identificaram diferencas dentro das bacias.

A ictiofauna do Rio Paraiba do Sul também foi caracterizada e estudada por outros
trabalhos. Bizerril (1998) identificou na bacia regiGes de endemismo, introducdo de espécies e
alguns possiveis pontos de captura de cabeceira.

O planalto de campus do Jorddo tem aproximadamente 810 Km? (MONDENESI-
GAUTTIERI, 1998) e altitudes que chegam a mais 2.000 metros (ALMEIDA e CARNEIRO,
1998). E limitado por escarpas abruptas que se erguem a aproximadamente 1500 metros do vale
do Paraiba do Sul (MODENESI-GAUTTIERI e HIRUMA, 2004), constituidas por falhas
transcorrentes direcionadas a noroeste: a Falha do Jundiuvira e a Falha do Paiol Grande (HASUI
etal., 1978). Com relacdo ao clima, as temperaturas médias anuais sdo de 14,3°C e precipitacdo
média anual de 1205 a 2800 milimetros, com concentracdo de 80 % das chuvas nos periodos
de outubro a marco e incidéncia de até seis meses com concentracdo de chuvas inferiores a 2
%. Eventos de geadas, também sdo muito frequentes no inverno, variando de 9 a 70 dias no
ano. Contudo as faces norte e sul-sudeste apresentam diferencas acentuadas com relacdo ao
clima, a primeira € constituida de encostas ensolaradas relativamente secas, enquanto a segunda
possui encostas sombrias e mais Umidas. Isso ocorre pois a face sul esta diretamente exposta as
frentes polares tmidas (MODENESI-GAUTTIERI e HIRUMA, 2004).

Com relacdo a paisagem, o clima de altitude e a evolucdo quaternaria, moldaram um
sistema e altos campos, caracterizada pela distribuicdo da vegetagdo em uma espécie de
mosaico entre mata e campo (MODENESI, 1988). Sdo comuns nessa regido a presenca de
diversos bosques com diferentes dosséis entremeados por regides vegetacdo rasteira. Corpos
d’4gua com diferentes ordens de grandeza sdo também muito comuns, inclusive com a
ocorréncia de quedas e lagos artificiais.

Hé evidéncias de um tectonismo recente (cerca de 10 mil anos) na regido do planalto de
Campos do Jorddo (HIRUMA, RICCOMINI e MODENESI-GAUTTIERI, 2001), tanto na face

sul, onde esta a bacia do Paraiba do Sul, quanto na face norte, onde esta a bacia do Sapucai
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(DEROIN e DEFFONTAINES, 1995). Dentre as modificacbes recentes do relevo, estdo
eventos como a formacéo de cristas e escarpas truncadas, divisores pouco nitidos, capturas de
drenagem (ou de cabeceiras) e os sttuter ridges, que s&o cumes que se movem ao longo de
falhas modificando as drenagens.

A Serra da Mantiqueira ocorre inteiramente dentro do dominio da Floresta Atlantica
(figura 2), uma das maiores florestas tmidas do mundo e um dos mais importantes pontos de
biodiversidade do planeta. Originalmente, a Floresta Atlantica cobria cerca de 150 milhdes de
hectares (RIBEIRO et al., 2009), porém apenas 7 % da cobertura original ainda resta hoje e esta
severamente ameacada, principalmente pelo elevado grau de fragmentacao e por estar entre as

nas regides mais populosas do Brasil (TABARELLI et al., 2005).
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Figura 2 — Dominio da Floresta Atlantica em cinza (a) e remanescentes da Floresta Atlantica
em preto (b), destacando o alto grau de fragmentacdo da regido da Serra da
Mantiqueira. Fonte: SOS Mata Atléntica. Disponivel em
http://mapas.sosma.org.br/dados/#. Acesso: 16/01/2018.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Investigar a diversidade genética de amostras populacionais de Astyanax aff.
scabripinnis das bacias do Rio Sapucai-Grande-Alto Parana e Rio Paraiba do Sul na regido do

divisor de &guas da Serra da Mantiqueira.

3.2 Objetivos Especificos

Testar, atraves de ferramentas moleculares, se a origem comum das populagfes usadas
nesse trabalho.

Testar a transferibilidade de marcadores moleculares baseados em microssatélites
descritos para outras espécies de Astyanax para as populacdes de Astyanax aff. scabripinnis da
regido da Serra da Mantiqueira.

Conhecer os niveis de diversidade genética intra e interpopulacionais e compara-los
com outras populacdes congéneres ou biologicamente semelhantes, para aprofundar o
conhecimento sobre seus status de conservacao.

Identificar os possiveis padrdes de estruturacdo, testando hipéteses inferidas através da
observacgdo dos padrBes geogréaficos e geneticos. A primeira hipotese a ser testada serd a Serra
da Mantiqueira como barreira biogeografica entre as popula¢fes de A. aff scabripinnis;
posteriormente, outras hipoteses, inferidas a partir da observacdo dos padrfes genéticos
resultantes de diversas analises computacionais, serdo testadas. A partir dos padrbes de
estruturagéo testados, identificar se ha e como s&o os padrdes de fluxo génico e a importancia
deste para a manutencdo da variabilidade genética.

Realizar um estudo filogeografico das populacbes em questdo com marcadores
baseados em DNA mitocondrial (COI e ATPase) relacionando os resultados com os eventos de
formacéo geologica da paisagem, afim de se tentar entender como se deu a colonizacéo histérica

da regido.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacdo da Area de Coleta

O Rio Sapucai, tributario do Rio Grande e pertencente a Regido Hidrografica do Parand,
tem suas nascentes na face norte da Serra da Mantiqueira, no estado de So Paulo e corre em
direcdo noroeste entrando no estado de Minas Gerais onde desagua no Rio Grande. O Rio
Grande, por sua vez, ¢ um importante afluente da margem esquerda do Rio Parand (SAADI,
1991). Segundo dados do IBGE, o Alto Rio Sapucai compreende uma area de drenagem de
2.947,06 km?, dos quais 360,03 km? estdo no estado de S&o Paulo e 2.587,03 km? no estado de
Minas Gerais. A bacia abrange 17 municipios, totalizando cerca de 300 mil habitantes.

A bacia do Rio Paraiba do Sul, integrante da Regido Hidrografica do Atlantico Sudeste,
abrange uma area de aproximadamente 57.000 km?, estando inserida entre os maiores centros
urbanos e industriais do pais e abastece cerca de 15 milhGes de pessoas (SOARES, 2005). Ao
norte seu divisor de aguas se faz entre a bacia do Rio Grande (tributario do Rio Parana) e a
bacia do Rio Doce (sistema do leste brasileiro) por intermédio da Serra da Mantiqueira. Ao sul,
a Serra do Mar separa esta bacia de diversos pequenos rios que fluem diretamente para o Oceano
Atlantico. A bacia do Rio Paraiba do Sul é formada pela confluéncia de duas bacias: a do Rio
Paraibuna e do Rio Paraitinga, sendo que as cabeceiras dessas bacias estdo isoladas pela Serra
do Quebra-Cangalha e Serra do Mar (BIZERRIL, 1998; SOARES, 2005).

4.2 Coletas

De acordo com o que fora apresentado anteriormente, devido as incertezas taxonémicas,
adotou-se a nomenclatura para a entidade evolutiva utilizada nesse trabalho Astyanax aff.

scabripinnis.
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Figura 3 - Representacdo das bacias hidrogréaficas brasileiras ottocodificadas, destacando a
localizacdo e a separacdo entre as bacias hidrograficas do Rio Grande (cinza escuro)
e do Rio Paraiba do Sul (cinza claro). Fonte: ANA - Agencia Nacional de Aguas.
Disponivel em:
http://metadados.ana.gov.br/geonetwork/srv/pt/main.home?uuid=fe192ba0-45a9-
4215-90a5-3fbababeal74. Acesso em 23/01/2018.

As coletas foram realizadas pelas equipes do Laboratorio de Genética Evolutiva —
LabGEv - da Universidade Estadual de Ponta Grossa e do Laboratdrio de Citogenética de Peixes
- LCP - da Universidade Federal de S&o Carlos entre setembro de 2010 e maio de 2014. Para o
estudo genético-populacional com marcadores de microssatélites, foram utilizados 178
exemplares de Astyanax aff. scabripinnis de seis diferentes populagdes. Todas as populagoes
foram coletadas em pequenos corpos d’agua ou em tanques artificiais, abastecidos por corpos
d’agua (figura 4). Trés populagdes pertencem a bacia do Rio Paraiba do Sul (Cérrego Lavrinhas,
Ribeirdo Grande e Ribeirdo Pequeno) e as outras trés pertencem a bacia do Rio Sapucali,
tributério do Rio Grande, que por sua vez é tributario do baixo Rio Parané (Corrego das Pedras,
Lago Capivari-Rio Capivari e Ribeirdo Perdizes). As localidades, os cddigos atribuidos as
populagdes, os tamanhos das amostras, 0s municipios e as coordenadas geograficas dos pontos

de coleta podem ser vistos na tabela 1. A mesma tabela também traz para cinco das populacdes


http://metadados.ana.gov.br/geonetwork/srv/pt/main.home?uuid=fe192ba0-45a9-4215-90a5-3fba6abea174
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0 numero do voucher gerado pelo depdsito de alguns dos exemplares em museus de
ictiologia/zoologia. O pequeno numero de individuos coletados na populagéo Ribeirdo Pequeno
impossibilitou o seu deposito. A figura 4 traz as disposi¢@es dos pontos de coleta em relagdo as
bacias de drenagem dos Rios Sapucai e Paraiba do Sul, destacando a separacéo entre elas. Traz
também a disposicao dos pontos de coleta nos municipios de Campos do Jorddo, Guaratingueta
e Pindamonhangaba/SP.

Para as coletas foram utilizados peneirGes com tela de 0,5 mm entrends adjacentes,
tarrafas com entrends adjacentes de 1 centimetro ou armadilhas tipo covo. Os exemplares
coletados foram acondicionados em sacos plasticos com oxigénio e transportados vivos ao
Laboratorio de Genética Evolutiva da Universidade Estadual de Ponta Grossa. As coletas foram
realizadas em conformidade com a legislacéo vigente, com autorizacdo de coleta permanente
conferida pelo Ministério do Meio Ambiente, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos naturais Renovaveis-ICMBio (MMA/SISBio, numero 15115-1; Anexo A) ao

Professor Doutor Roberto Ferreira Artoni.

Tabela 1 — Localidades, cédigos das populacdes, municipios, coordenadas geograficas dos
pontos de coleta e nimeros dos vouchers (nimero de tombo) de museus de
ictiologia/zoologia.

Localidade/Cédigo Municipio N Coordenadas Elevacdo NuUmero
da populacdo geograéficas voucher
Corrego das Pedras  Campos do Jordao/SP 36 22°43'33.2"S 1619 m  MZUEL
/ CP 45°33'7.40"W 5655
Corrego Perdizes Campos do Jordao/SP 30 22°44'35.3"S 1638 m  NUP
| PE 45°34'11.6"W 17484
Lago Capivari Campos do Jordao/SP 30 22°43'02.8"S 1558 m  NUP
/LC 45°33'51.9"W 17486
Ribeirdo Grande Pindamonhangaba/SP 21 22°46'57.38"S 921 m MZUEL
I RG 45°26'33.80"W 5656
Corrego Lavrinhas  Guaratingueta/SP 35 22°40'46.8"S 1863 m  NUP
LV 45°23'33.2"W 17482
Ribeirdo Pequeno Pindamonhangaba /SP 26 22°52°13.75”S 606 m
/ RP 45°35'43.51"W

MZUEL.: Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina; NUP: Colecéo Ictioldgica
do Ndcleo de Pesquisa em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (Nupelia) da
Universidade Estadual de Maringa.

No laboratdrio, os exemplares coletados foram eutanasiados em solucdo de benzocaina
3%, até a total paralisacdo dos movimentos operculares. O DNA total foi extraido a partir de,
por volta, de 0,5 cm? de tecido muscular, retirado do lado esquerdo dos exemplares, entre a

linha lateral e a nadadeira anal. Nesta etapa, certo cuidado foi tomado para que cada exemplar
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fosse 0 menos danificado possivel, de forma que, se necessario, uma posterior confirmacao da

espécie por especialista seria possivel. Apds a extracdo do tecido muscular, todos os exemplares
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Figura 4 — Localizacdo dos pontos de coleta em relacdo as bacias dos Rios Sapucai e Paraiba
do Sul e em relagdo aos municipios de Guaratingueta, Pindamonhangaba e Campos
do Jorddo. CP - Cérrego das Pedras; PE - Cérrego Perdizes; LC - Lago Capivari;
RG - Ribeirdo Grande; LV - Cdrrego Lavrinhas; RP - Ribeirdo Pequeno.

foram identificados individualmente, recebendo um codigo com a sigla da populacdo e um

namero (por exemplo, LCO1: exemplar coletado no Lago Capivari, cuja numeracéo atribuida é

01). As técnicas utilizadas para eutanésia e extracdo de tecidos foram previamente aprovadas

por Subcomissdo de Etica em Animais da UEPG (Anexo B).
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As distancias entre os pontos de coleta foram medidas utilizando o programa QGIS
2.18.15 (disponivel em: https://www.qgis.org/pt_BR/site/forusers/download.html, acesso em
24/09/2018) com SRC WGS 84, seguindo o corpo d’agua e percorrendo o menor caminho entre
0s pontos de coleta. Para os locais de coleta entre diferentes bacias os pontos mais proximos
entre as duas bacias foram ligados, seguindo o caminho pelo corpo d’agua, até o ponto mais
proximo entre as duas bacias. Portanto, ndo foi utilizada simplesmente a distancia em linha reta
entre os pontos. As distancias geograficas entre os pontos de coleta foram colocadas em uma

matriz pareada (figura 5) e posteriormente essa matriz foi correlacionada com dados genéticos.

CP PE LC RG LV RP
CP 0
PE| 3.505 0
LC| 2597 6.102 0
RG| 28.080 30.079 27.697 0
LV | 27827 30.424 27.444 101.530 0
RP| 25.276 21.771 27.873 66.322 117.219 0

Figura 5 — Matriz pareada de distancia geografica (em metros) entre seis pontos de coleta de
Astyanax aff. scabripinnis da Serra da Mantiqueira.

4.3 Extracdes de DNA

As extracbes de DNA total se deram pelo método CTAB (Brometo de
Cetiltrimetilaménio; BOYCE, ZWICK e AQUADROT, 1989), com algumas modificacdes.
Inicialmente, uma mistura foi feita contendo 360 pl de tampao do CTAB, 13 ul de proteinase
K (10 mg/mL), 10 pl de Ribonuclease (10 mg/mL), 5 pl de Beta-Mercaptoetanol e 240 ul de
CTAB a 5%. Essa mistura foi colocada em microtubos de 1,5 ml junto com o tecido muscular
de cada exemplar. Posteriormente, os microtubos foram colocados em banho-Maria a 60°C por
10 horas, ou até que o tecido estivesse totalmente digerido. Decorrido esse tempo, a cada
microtubo foi adicionado 600 pl de cloroférmio e estes foram agitados suavemente por cinco
minutos, depois centrifugados em centrifuga refrigerada a 4°C e 8.000 RPM por cinco minutos.
Ao final dessa etapa, trés fases apareceram em cada microtubo, estando o DNA na fase superior.
Esta foi retirada cuidadosamente com uma micropipeta e transferida para um novo tubo, onde
foi adicionado 600 pl de alcool etilico absoluto e deixado em repouso por duas horas, no
minimo. Decorrido esse tempo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 14.000 RPM,

descartados os sobrenadantes e os pellets lavados com 500 pl de &lcool etilico 70%,


https://www.qgis.org/pt_BR/site/forusers/download.html
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centrifugados novamente a 14.000 RPM por mais dois minutos e os sobrenadantes novamente
descartados. Por ultimo, os tubos foram colocados em uma estufa a 400C para a total
evaporacao do alcool e os pellets foram ressuspensos em 150 pl de tampdo Tris-EDTA (TE).
Todos os produtos de extracdo foram quantificados no espectrofotdmetro NanoVue™ (GE Life
Sciences), determinando-se assim o teor de DNA na amostra em nanogramas por microlitro
(ng/ul). Apds a quantificacéo, novos tubos com DNA estoque a serem usados nas reagdes de
amplificacdo, foram feitos. Nestes, a quantidade de DNA foi padronizada em 50 ng/pl.

4.4 Selecdo de Marcadores e Amplificacdo dos Loci de Microssatélites

Para as analises genético-populacionais, inicialmente optou-se por elencar marcadores
gue pudessem ser responsivos, fazendo assim, com que 0s objetivos pudessem ser atingidos.
Deste modo, optou-se por utilizar marcadores baseados em microssatélites, que por diversos
motivos apresentaram vantagens.

Sendo assim, foram feitos testes de transferibilidade para todos os primers de loci de
microssatélites descritos por Zaganini et al. (2012) para Astyanax altiparanae, os quais,
segundo os autores, também apresentaram boa transferibilidade para outras espécies, tanto do
género Astyanax quanto para outras espécies ndo congéneres. Inicialmente, as PCRs foram
conduzidas nas mesmas condi¢des descritas por Zaganini et al. (2012), modificando-se apenas
a temperatura de anelamento, o chamado teste de gradiente. Para isso, utilizou-se como média
a temperatura de anelamento descrita como ideal pelos autores, acrescentando quatro graus
centigrados acima e abaixo (tabela 2). Os produtos de PCRs foram entdo submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados em fotodocumentador com luminescéncia
ultravioleta. Os marcadores elencados foram aqueles que apresentaram, nos géis um menor
namero de bandas inespecificas e bandas especificas bem definidas.

Apds os testes de amplificacdo, seis deles foram utilizados para os estudos
populacionais (tabela 2), todos polimorficos. As amplificages foram feitas utilizando-se o Kit
GoTaq™ Green Master Mix da Promega, com primers Foward acrescidos da cauda M13 e com
0 primer universal M13 marcado com trés flourocromos diferentes (FAM, HEX e NED),
conforme descrito por Schuelke (2000). As PCRs foram realizadas num volume final de 10 pl
compostos por 4,5 ul do Kit GoTaqg™ Green Master Mix, 0,32 ul dos primers reverse e M13

(concentracéo final na reacdo de 0,32 pmol/ul), 0,08 pul do primer foward (concentracéo final
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na reacao de 0,08 pmol/ul) acrescido da cauda M13, 2 ul da amostra de DNA (20 ng na reacéo
final) e 2,78 ul de &gua ultrapura. Os ciclos de amplificagdes iniciaram-se com uma etapa de
desnaturacdo de cinco minutos a 95°C, seguidos de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C para a
desnaturacdo, 30 segundos de anelamento, onde a temperatura dependia dos primers, e 30
segundos de extensdo a 72°C. Terminados os 35 ciclos, sucediam-se mais oito para a marcagéo
dos fragmentos, compostos por uma etapa inicial de desnaturacéo de 95°C, anelamento a 53°C
e extensdo a 72°C, todos por 30 segundos. Finalmente, perfizera-se uma etapa de extensao de

72°C por cinco minutos.

Tabela 2 — Temperaturas de anelamento descritas por Zaganini et al. (2012), temperaturas de
anelamento usadas no teste de gradiente e usadas em todas as amplificagdes.

T°C T°C T°C Motifs de Tamanho
Primers anelamento anelamento anelamento  repeticdo*  dos alelos*
autor* gradiente usada
Asty 04 53°C 49°C -57°C 56°C (AC)17 200
Asty 11 50°C 46°C - 54°C - (AC)12 151
Asty 12 58°C 54°C - 62°C 58°C (GT)s 163
Asty 13 58°C 54°C - 62°C - (GT)s 160
Asty 15 50°C 46°C -54°C - (AC)17—(CT)s 212
Asty 16 52°C 48°C - 56°C - (AC)10 165
Asty 21 57°C 53°C-61°C 54°C (CA)e 150
Asty 23 52°C 48°C - 56°C 54°C (CA)12 160
Asty 24 52°C 48°C - 56°C - (GT)e 139
Asty 26 58°C 54°C - 62°C 54°C (GT)s 190
Asty 27 58°C 54°C-62°C  58°C (GT)s 150

Fonte: Zaganini et al. (2012)

Para as genotipagens, foram feitas misturas com os produtos de PCR, de forma que cada
capilar pudesse receber os trés fluorocromos. Nessa etapa, para reduzir a probabilidade de
interferéncia ou de sobreposicao de picos, utilizou-se marcadores com tamanhos diferentes. As
genotipagens foram feitas em um sequenciador ABI 3500 XL (Applied Biosystems), utilizando-
se como padrdo de tamanho o GeneScan 600 LIZ® (ThermoFisher Scientific) e os
eletroferogramas foram interpretados com o programa GELQUEST (Sequentix — Digital DNA
Processing — Klein Raden, Germany).

Vale ressaltar, entretanto, que apds a descricdo dos primers, parte do complexo
Astyanax bimaculatus, do qual A. altiparanae faz parte, foi revisado por Lucena e Soares
(2016). Os autores propuseram que A. altiparanae, A. jacuhiensis e A. asuncionensis séo
considerados sindnimos juniores de A. lacustris Litken, 1875. Contudo recente estudo com
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marcadores cromossomicos, demonstrou diferencas na formula cariotipica, nas loalizacdes das
regides organizadoras do nucléolo e nas localizacbes de genes ribossomais (GAVAZZONI et
al., 2018). De forma semelhante, Rossini et al. (2018) encontraram trés grupos geneticamente
diferenciados, identificados como A. lacustris. Assim, optou-se por usar a nomenclatura A.

altiparanae, neste trabalho.

4.5 Amplificacdo dos Fragmentos de DNA Mitocondrial

Foram utilizados dois fragmentos de DNA mitocondrial para complementar as analises
baseadas em microssatélites. Cinco individuos de cada populagdo foram utilizados para as
amplificacBes e 0s sequenciamentos, sempre utilizando as sequéncias forward e reverse. O
primeiro gene, mitocondrial, foi o Citocromo C Oxidase subunidade 1. A partir do DNA total
extraido, as amplificagbes ocorreram utilizando os primers  FishF1  (5°-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC - 37) e FishRl (5 - TAGACTTCTGGG
TGGCCAAAGAATCA - 3%) (WARD et al., 2005). As reacoes de amplificacdo foram feitas
em solugbes contendo 2,5 mM de MgCly, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 uM de cada primer (Foward
e Reverse) e 0,2 unidade de Tag DNA Polimerase e 25 ng de DNA de cada individuo,
complementados com 2,5 pl de tampéo da enzima (10X) e &gua ultrapura para um volume final
de 25 pl. Os ciclos de amplificagdo ocorreram com uma etapa de desnaturacdo inicial de 95°C
por dois minutos, seguidos de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C para a desnaturacgdo, 30 segundos
a 54°C para o0 anelamento dos primers e um minuto a 72°C para a extensdo. Apos 0s ciclos,
uma extensdo final de 72°C por cinco minutos.

O segundo fragmento utilizado, refere-se as subunidades 6 e 8 do gene ATPase (ATPase
6/8), através dos primers L8331 (5’- AAGCRTYR GCC TTT TAA GC-3") e H9236 (5>- GTT
AGT GGT CAK GGG CTT GGR TC - 3°) (SIVASUNDAR, BERMINGHAM e ORTI, 2001).
As reacdes de amplificacdo foram feitas em solugdes contendo 2 mM de MgCl», 0,2 mM de
dNTPs, 0,2 UM de cada primer (Foward e Reverse), 0,2 unidade de Tag DNA Polimerase e 25
ng de DNA de cada individuo, complementados com 2,5 ul de tampéo da enzima (10X) e agua
ultrapura para um volume final de 25 pl. Os ciclos de amplificagdo ocorreram com uma etapa
de desnaturacéo inicial de 95°C por dois minutos, seguidos de 35 ciclos de 45 segundos a 94°C
para a desnaturacdo, 45 segundos a 57°C para 0 anelamento dos primers e um minuto e 30

segundos a 72°C para a extensao. Apos os ciclos, uma extensdo final de 72°C por cinco minutos.
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Finalizadas as PCRs, todos os produtos foram aplicados em gel de agarose 1% para a
checagem da qualidade das amplificagcdes. Esses produtos foram entdo purificados com o
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) de acordo com as instrugoes
do fabricante. Apds as purificacdes os fragmentos amplificados foram enviados para o
sequenciamento. As sequencias de COI foram enviadas para a empresa ACTGene, ligada a
Ludwig Biotecnologia Ltda, localizada em Alvorada-RS. Ja as sequencias de ATPase foram
enviadas para Macrogen, Seoul-KOR.

4.6 Anélises Estatisticas para Microssatélites

Como discutido anteriormente e como amplamente conhecido pela ciéncia, o género
Astyanax e, de forma mais especifica, 0 complexo Astyanax scabripinnis, apresentam diversos
problemas e identificacdo, o que dificulta a determinacdo de espécies. Para tentar dirimir esses
problemas de classificagdo e identificacdo, inicialmente o gene Citocromo C Oxidase
subunidade | foi utilizado para a verificacdo da distancia genética entre as populacées. O COI
foi utilizado devido a seu alto poder na resolucdo de problemas de identificacdo de espécies
animais, tendo sido por isso proposto como o DNA Barcoding (HEBERT et al., 2003). Para
isso, foram geradas sequéncias consenso de cada populacédo e testadas as distancias genéticas
entre elas, utilizando o MEGA 7.0: Molecular Evolutionary Genetics Analysis across
computing platforms (KUMAR, STECHER e TAMURA, 2016), com modelo de substituicdo
nucleotica Kimura 2-Parametros.

O programa GELQUEST, assim como outros programas para a interpretacdo de
eletroferogramas, resulta em planilhas onde o tamanho dos alelos ndo aparece em nimeros
inteiros. 1sso ocorre pois 0s programas assumem que a taxa de migracdo dos fragmentos
amplificados e dos padrdes de tamanho é a mesma. Contudo esta depende ndo s6 do tamanho
dos fragmentos, mas dos também motifs de repeticdo e das marcaces com florescéncia, por
exemplo (MATSCHINER e SALZBURGER, 2009). Neste caso, um simples arredondamento
pode mascarar a variabilidade genética e, para evitar isso, o programa TANDEM
(MATSCHINER e SALZBURGER, 2009) foi utilizado. Esse software aplica uma minimizacéo
de quadrados minimos para arredondar os tamanhos dos alelos, usando parametros de
otimizagdo determinados empiricamente, ou seja, ele usa como ponto fixo o menor alelo e

substitui os valores da maneira mais consistente um em relacdo ao outro. Ao final, o programa
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fornece uma taxa de erro média para os arredondamentos, que, para todos os loci, foi menor do
que 0,6 pb.

Apos o término do tratamento estatistico para arredondamento do tamanho dos alelos,
as analises populacionais foram conduzidas. Inicialmente, foram investigados problemas de
genotipagem, tais como a existéncia de alelos nulos, stuttering e allelic droupouts utilizando o
programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). Como foi detectada
a presenca de alelos nulos em diversos loci (sera mostrado mais adiante, nos resultados), os
gendtipos foram ajustados com o mesmo programa. Desta forma, diversas das analises
seguintes foram conduzidas com os gendtipos ajustados, de forma que a influéncia dos alelos
nulos fosse minimizada e alguns resultados sdo mostrados tanto para os genotipos ajustados
quanto para os gendtipos ndo ajustados. O programa FREENA foi utilizado para a correcdo do
Fst, através do método ENA (excluding null alleles, CHAPUIS e ESTOUP, 2007). Este método
corrige o viés positivo induzido pela presenca de alelos nulos e corrige os valores de Fst na
presenca destes. Posteriormente, para investigar a presenca de loci ligados, o Desequilibrio de
Ligacgéo foi testado em dois programas que mostraram resultados semelhantes: ARLEQUIN
3.5.2 (EXCOFFIER e LISCHER, 2010) e GENEPOP 1.2-on line (RAYMOND e ROUSSET,
1995) e corrigidos com o Ajuste Sequencial de Bonferroni (RICE, 1989). Ambos 0s testes
foram conduzidos com 10.000 desmemorizagdes, 1.000 batches e 10.000 interagdes por batch.

Para os seis loci utilizados foram calculados o nimero médio de alelos por locus (Na),
o numero efetivo de alelos (Ne), o nimero de alelos privados (Nar), 0s niveis de
heterozigosidade observada e esperada (Ho e He, respectivamente) e os indices de fixacéo
génica para cada populacdo utilizando GENALEX 6.501 (PEAKALL e SMOUSE, 2012). A
riqueza alélica (Ar) foi calculada através do HP-Rare (KALINOWSKI, 2005), utilizando o fator
de rarefacdo igual a 26, que é o maior nimero de alelos encontrado em um dnico locus. Esse
programa funciona utilizando o modelo de rarefacdo desenvolvido por Hurlbert (1971)
corrigindo os erros de amostragem, ja que as coletas nem sempre resultaram no mesmo nimero
de individuos.

A investigacao de loci fora do Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada com os testes
exatos do GENEPOP 1.2-on line (RAYMOND e ROUSSET, 1995) e do ARLEQUIN 3.5.2
(Excoffier and Lischer, 2010), com 10.000 desmemorizacdes, 1.000 batches e 10.000 interagdes
por batches, como pardmetros para as cadeias de Markov. Ambos 0s programas baseiam-se no
algoritmo desenvolvido por Guo e Thompson (1992), apropriado para estudo de populacGes

com microssatélites que apresentam varios alelos por locus.
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As investigacdes da estruturacdo populacional foram realizadas inicialmente atraves da
Anélise das Coordenadas Princiais (PCoA) usando a matriz de Fst pareada, com valores
ajustados para a presenca de alelos nulos, fornecida pelo FREENA (CHAPUIS e ESTOUP,
2007), no programa GENALEX 6.501(PEAKALL e SMOUSE, 2012).

A anélise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada no ARLEQUIN 3.5.2
(EXCOFFIER e LISCHER, 2010), com 10.000 permutacdes, supondo-se dois padrdes de
hierarquizacdo. O primeiro padréo de hierarquizacéo suposto segue a logica de separacdo de
ambas as popula¢fes em duas bacias hidrogréficas: populagdes de corpos d’agua que drenam
para a bacia do Rio Sapucai e populagdes de corpos d’agua que drenam para a bacia do Rio
Paraiba do Sul. Ja no segundo, os dados foram hierarquizados supondo a formacdo de trés
grupos. O primeiro formado pelas popula¢ées CP, PE, RG e LV, o segundo grupo formado
somente pela populacdo LC e o terceiro pela populacdo RP. Essa hipotese de hierarquizacgéo foi
extraida dos resultados da Analise das Coordenadas Principais (PCoA) e da analise Bayesiana
do STRUCTURE.

Os padr@es de estruturacdo populacional foram investigados através do STRUCTURE
2.3.4 (PRITCHARD et al. 2000), usando o modelo de ancestralidade misturada com as
frequéncias alélicas correlacionadas entre as populacGes. O melhor valor de K (nimero de
populacdes ou clusters) foi determinado testando os valores de K de 1 a 7, com 20 réplicas cada.
O periodo de burn-in foi de 10.000 com numero simulacGes de Monte Carlo via cadeias de
Markov de 100.000 ap6s o burn-in. O valor de K que melhor explica a estruturacdo das
populacdes, foi determinado de acordo com Evanno, Regnaut e Goudet. (2005), usando a
ferramenta on line Structure Harvester (EARL e VONHOLDT, 2012 — disponivel em:
http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/)

As andlises no STRUCTURE foram conduzidas seguindo a metodologia para estudo da
hierarquizacéo de Coulon et al. (2008). Por essa abordagem, inicialmente o nimero de grupos
genéticos foi determinado (melhor valor de K). Com esse valor determinado, as populacGes
foram separadas, de acordo com 0s grupos obtidos e novas corridas foram realizadas, seguindo
0S mesmos parametros, em cada grupo. Esses procedimentos foram repetidos até que, cada
corrida, resultasse nos niveis menos inclusivos quanto possivel, ou seja, até que as analises ndo
demonstrassem a hierarquizagdo em grupos genéticos, superiores as populagoes.

Com o objetivo de verificar o isolamento por distancia, foi montada uma matriz de
distancia geogréafica entre os pontos de coleta (figura 5) no GENALEX 6.501 (PEAKALL e
SMOUSE, 2012 que foi correlacionada com a matriz de distancia genética (Fst/(1-FsT)), através
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do teste de Mantel, com 999 permutacfes (MANTEL, 1967). O teste de Mantel também foi
realizado utilizando a matriz de distancia geogréafica e a matriz de distancia genética somente
com as populacgdes de uma mesma bacia.

O software MIGRATE 3.6.11 (BEERLLI, 2012), foi utilizado para identificar os padrdes
de fluxo génico (taxa de mutacdo) e calcular o Tamanho Efetivo Populacional (Ne) para cada
uma das populagdes. Este programa é capaz de estimar ambos os pardmetros através da
inferéncia bayesiana e do principio da maxima verossimilhanga. MIGRATE calcula dois
parametros populacionais escalados pela taxa de mutacdo: a taxa de migracdo, expressa por M
e o tamanho efetivo populacional, expresso por Ne. A taxa de migracdo escalada pela taxa de
mutacdo, depende, entdo de dois fatores. O primeiro, m, é a taxa de migracdo, que ¢ a fracdo de
individuos de uma populacdo composta por imigrantes ou a probabilidade de um individuo
escolhido aleatoriamente ser um imigrante e o segundo é, evidentemente, a taxa de mutacao
(n). Desta forma, M;—; = m;—; /A representa a taxa de imigrantes, dentro do tamanho efetivo
populacional, na populagdo j vindos da populagdo i. Ha de se destacar que a m expressa a taxa
de migracdo de uma populagdo para outra na geracdo anterior a coleta. Ja o tamanho efetivo
populacional escalado pela taxa de mutacdo (8) depende da “heranga escalar” x, do tamanho
efetivo populacional e da taxa de mutacdo. Desta forma, 6 = xXNeu. A “heranga escalar” X
depende do tipo de marcador a ser usado o que determina sua taxa de transmissdo a
descendéncia. Marcadores nucleares diploides possuem x = 4, enquanto marcadores haploides,
onde o mecanismo de heranca pode ser tanto paterno quanto materno x = 2. Para DNA
mitocondrial, em seres vivos gonocoristicos sem reversdo sexual, x = 1. Porém, se houver
mudanca de sexo ao longo da vida e se a propor¢éo sexual for diferente de 1, x também sera
diferente de 1. O valor da taxa de mutacéo aqui utilizado foi de 5,56 x 10* (YUE, DAVID e
ORBAN, 2007 e BRADIC et al., 2012).

Para tentar identificar os padrdes de fluxo génico, foi utilizada uma cadeia com 500.000
passos sem réplicas, sendo estes amostrados a cada 100 passos, sendo os primeiros 10.000
passos descartados (burn-in), como parametros para a inferéncia Bayesiana. O modelo de
evolucgéo usado para os loci de microssatelites foi 0 de mutagé@o de passo unicos (single-step
mutations) Para essas analises, foram utilizadas trés estratégicas: (a) investigacdo do fluxo
génico somente entre as populagdes da bacia do Sapucai; (b) investigacdo do fluxo génico
somente entre as populacdes da bacia do Paraiba do Sul e (c) investigacdo do fluxo génico entre
a bacia do Sapucai e entre a bacia do Paraiba do Sul. Em todas as analises foram usadas as

distancias geograficas entre 0s pontos de coleta.
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Reduces do tamanho efetivo populacional estdo intimamente relacionadas a ocorréncia
de gargalos populacionais, os chamados bottlenecks (SPENCER, NEIGEL e LEBERG, 2000).
A populagdo que passa um evento de bottleneck, tem reducdo da variabilidade genética e,
consequentemente, aumentada a probabilidade de endogamia, o que compromete sua
capacidade de adaptacdo a possiveis mudancas no ambiente e reduz sua viabilidade
(ALLENDORF e LEARY 1986; NEWMAN e PILSON 1997; WESTEMEIER et al. 1998).
Para investigar ocorréncia desses processos, o software BOTTLENECK 1.2.02 (CORNUET e
LUIKART, 1996) foi utilizado. O software calcula a probabilidade da ocorréncia de excesso de
heterozigosidade, comparando a heterozigosidade esperada e a observada de acordo com Nei
(1978). Para o teste, a hipotese nula é um excesso de heterozigosidade ndo significativo e,
consequentemente, a hipdtese alternativa afirma que o excesso de heterozigosidade é
significativo, logo ha evidéncia de um recente bottleneck (PIRY, LUIKART E CORNUET,
1999). Desta forma, populacdes que passaram ou passam por um bottleneck apresentam um
excesso de heterozigosidade (sensu NEI, 1987 apud CORNUET e LUIKART, 1996). Como
parametros o modelo de duas fases (two-phased model - TPM) foi utilizado, assumindo 95%
de mutacOes de passos Unicos (single-step mutations) e 5% de muta¢bes de maltiplos passos
(multiple-step mutations), com variancia entre os maltiplos passos de 12 (PIRY, LUIKART e
CORNUET, 1999) e 1000 replicacdes. Deve-se destacar que, 0 excesso de heterozigosidade
(sensu Nei, 1978) a que se refere o software BOTTLENECK ¢ diferente do excesso de
heterozigotos, inferido pela comparacdo entre a heterozigosidade observada e esperada no
EHW.

4.7 Analises Estatisticas para os Fragmentos de DNA Mitocondrial

Todas as sequéncias obtidas dos genes ATPase e COIl para cada individuo, foram
comparadas com sequéncias depositadas no GeneBank, para a confirmacgdo. Posteriormente
foram checadas quanto a presenca de gaps ou bases desalinhadas no programa MEGA 7.0
(KUMAR, STECHER e TAMURA, 2015). No mesmo programa, as sequéncias forward e
reverse de cada individuo foram corrigidas manualmente, ou seja, cada mutagdo ou auséncia
de determinacéo das bases foram checadas individualmente e as sequéncias consenso para cada
individuo foram geradas. Com as sequéncias consenso de cada individuo, todas as sequéncias
de todos os individuos foram alinhadas utilizando-se o0 MUSCLE (EDGAR, 2004 -
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implementado no préprio MEGA 7) e os pontos de mutacdo e/ou pontos de auséncia de
determinacéo de bases foram checados novamente, um a um.

Apos alinhadas e editadas, as sequéncias dos genes COIl e ATPase foram usadas para
a construcao de arvores. Para enraizamento das arvores, foram utilizadas sequéncias extraidas
do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) de Astyanax mexicanus (ATPase:
cddigo de acesso AF287358, acesso em 12/07/2018; COIl: codigo de acesso EU751631, acesso
em 28/06/2018) e Astyanax paranae (ATPase: cddigo de acesso KX609386, acesso em
07/08/2018; COIl: codigo de acesso KY268246, acesso em 07/08/2018).

Utilizando-se também o MEGA, foi determinado, para cada fragmento, o melhor
modelo de substituicdo nucleotidica. Para isso, 0 método estatistico usado foi 0 de méxima
verossimilhanca e com dele¢des completas, usando filtro de troca branch moderado. Feito isso,
as arvores filogenéticas de Neiborg-Joining, Maxima Verossimilhanca e Maxima Parcimonia
foram geradas no proprio MEGA. Para a geracao das arvores de Maxima Verossimilhanca e
Neiborg-Joining foi utilizado o método de bootstrap, com 1050 interacBes. Para a arvore
utilizando a méxima parcimonia foram utilizadas 10 &rvores iniciais, retendo um numero
méaximo de 100 arvores. Para o fragmento ATPase, foi utilizado o modelo de substitui¢do
Hasegawa-Kishino-Yano (HASEGAWA, KISHINO e YANO, 1985), com taxa de distribuicdo
uniforme entre os sitios, ja para o COI foi utilizado como modelo Kimura dois pardmetros
(KIMURA, 1980), também com distribui¢do uniforme.

Os parametros de diversidade genética para os fragmentos de COl e ATPase, a saber
diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (z), e analises de estruturacdo populacional por
AMOVA (Anélise de Variancia Molecular), foram conduzidos no software ARLEQUIN 3.5.2
(EXCOFFIER e LISCHER, 2010). Para a AMOVA, assim como nos microssatélites, dois
modelos de estruturagdo foram testados: a separacao das populac6es em bacias e formacao dos
grupos genéticos ou clusters. O primeiro grupo formado pelas popula¢des PE+CP+RG+LV, 0
segundo composto pela populacéo RP e o terceiro pela populagdo LC. Também no ARLEQUIN
foram feitos os testes de neutralidade seletiva D de Tajima (TAJIMA, 1989) e Fs de Fu (FU e
LI, 1993) tanto para o COI quanto para o ATPase.

O software MR.BAYES 3.2 (RONQUIST et al., 2012) foi utilizado para gerar as
arvores concatenadas entre ambos os fragmentos de DNA mitocondrial. Para isso, foram usadas
1.000.000 de geracdes em duas corridas, com amostragem a cada 1.000 geracdes e periodo de

burnin de 100.000. Como modelo de substituicdo nucleotidica dos fragmentos concatenados,
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foi utilizado o Hasegawa-Kishino-Yano (HASEGAWA, KISHINO e YANO, 1985) para o
ATPase e Kimura 2 Pardmetros para o COl, com taxa de distribuico fixa entre os sitios.

As analises de tempo de divergéncia entre os clados foram feitas no pacote de softwares
BEAST 2 (BOUCKAERT et al., 2014). O pacote funciona através de andlises bayesianas,
utilizando Cadeias de Markov Monte Carlo, para a datacdo de eventos de cladogénese com
modelos de relégios moleculares relaxados ou estritos (DRUMMOND e RAMBAUT, 2009).
Para ambos os fragmentos, foi utilizado um rel6gio molecular estrito com taxa de mutacédo de
1,0 % por sitio por milhdo de anos para o fragmento COI (AVISE et al., 1998; BERMINGHAM
et al., 1998; ORNELAS-GARCIA et al., 2008; THOMAZ, 2010) e 1,3 % por sitio por milhdo
de anos para 0 ATPase (ORNELAS-GARCIA et al., 2008; MARRETA, 2010). Assim, como
nas demais analises, os melhores modelos de substituicdo nucleotidica indicados pelo software
MEGA 7.0, foram K2P para o COl e HKY para o ATPase. Finalmente, como parametros para
a construcdo das arvores, foram utilizadas arvores de coalescéncia, consideradas as mais
apropriadas quando se tem populacdes da mesma espécie (KINGMAN, 1982; GRIFFITHS e
TAVARE 1994). Para as corridas, foram usadas 200.000.000 de cadeias, com amostragem a
cada 1.000 cadeias, com um periodo de burnin de 10% do total de cadeias (antes da
amostragem).

Apo6s as corridas, os resultados foram analisados no software TRACER 1.7.1
(RAMBOUT et al., 2018). Este programa € usado para a analise da convergéncia dos dados e
exibe os intervalos de confianca de 95 % e os tamanhos efetivos das amostras (ESS - Efective
Sample Sizes), para todos 0s parametros.

Os arquivos das arvores construidas com os fragmentos de ATPase e COl, gerados
durante a corrida, foram combinados com o programa LOGCOMBINER 2.5.0
(BOUCKAERT et al., 2014) e o software TREEANOTATOR 2.5.0 (BOUCKAERT et al.,
2014) foi utilizado para sumarizar as arvores geradas pelo BEAST. Como parametros foi
utilizado um periodo de burnin de 20.000 arvores e intervalo de confianca de 95 %. Por
ultimo, a arvore sumarizada foi visualizada e editada no programa FIGTREE 1.4.3 (disponivel
em: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/. Acesso em 17/09/2018).
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5 RESULTADOS

O teste de distancia genética com DNA Barcoding revelou que a maior distancia entre
duas populacdes foi de 0,6 %, sendo de 0 entre outras (figura 6). Esses dados mostram que, pela
metodologia onde utiliza-se 0 gene mitocondrial Citocromo C Oxidase I, essas populagfes
podem ser consideradas como sendo da mesma espécie.

RP RG PE LV LC CP
RP -
RG | 0,006 -
PE | 0,006 0,000 -
LV [ 0,006 0,000 0,000 -
LC [ 0,000 0,006 0,006 0,006 -
CP | 0,006 0,000 0,000 0,000 0,006 -

Figura 6 — Distancias genéticas de DNA Barcoding entre seis populacdes de Astyanax aff.
scabripinnis da Serra da Mantiqueira.

5.1 Andlises com Microssatélites

O teste de transferabilidade (amplificacdo cruzada) dos primers descritos para Astyanax
altiparanae (ZAGANINI et al., 2012) para Astyanax aff. scabripinnis resultou em
amplificagdes positivas para todos os loci. No entanto, apenas seis foram usados para o estudo
genético populacional, pois eram polimorficos e para, a maioria dos loci, resultaram em géis de
facil analise, ou seja, poucas bandas inespecificas e bandas especificas bem definidas. Embora
a genotipagem de todos os individuos tenha sido realizada posteriormente em sequenciador
automatico, a opgdo de ndo usar loci que ndo apresentaram bandas inespecificas, se deu para
evitar quaisquer erros de genotipagens. Todas as analises de diversidade genética baseadas nos
marcadores de microssatélites foram entdo conduzidas com esses seis loci.

A analise com 0 MICRO-CHECKER relevou presenga de stutter somente no locus 12
da populagdo do Cérrego Lavrinhas. Allelic dropouts ndo foram visualizados. A tabela 3 mostra
a relacdo entre as seis populacdes e a presenca de alelos nulos em todos os loci. Como
demonstrada anteriormente, na metodologia, os alelos nulos foram retirados da anélise e

substituidos por missing data. A nova matriz gerada com a retirada dos alelos nulos foi utilizada
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para rodar as analises seguintes. Os indices de diversidade genética intra e interpopulacional,
padrGes de estruturacdo das populacbes, tais como o0 Fst, Amova, PCoA, também foram
conduzidos com a matriz de gendtipos original (ainda com os alelos nulos), os resultados foram
confrontados e notou-se que sdo semelhantes. Porém, a nova matriz sem os alelos nulos,
diminuiu o viés causado por estes sobre o0s gendtipos homozigotos, ajustando os valores de
fixacdo génica e os testes para o Equilibrio de Hardy-Weinberg. As tabelas 4 e 5 mostram 0s
indices de diversidade genética antes e depois 0 ajuste do programa MICRO-CHECKER,
respectivamente.

A andlise de Desequilibrio de Ligacao, apds o Ajuste Sequencial de Bonferroni (RICE,
1989), ndo resultou em valores significativos entre ao menos dois dos loci em todas as

populacdes. Portanto, nenhum locus foi retirado da analise por este motivo.

Tabela 3 — Relacdo da presenca de alelos nulos em seis loci de microssatélites em seis
populacdes e para Astyanax aff. scabripinnis da Serra da Mantiqueira.

CP PE LC RGI LV RP
Asty21 sim sim néo nédo sim sim
Asty23 néo nao néo néo sim néo
Asty26 sim nao néo néo nao néo
Asty27 sim sim néo sim sim sim
Asty12 sim sim sim ndo sim sim
Asty04 sim sim ndo sim sim ndo

Todos os loci utilizados demonstraram-se polimérficos (tabela 4 e 5), com exce¢do do
Asty27 na populacdo Lago Capivari. Apos os ajustes dos gendtipos, a média do niumero de
alelos, para todos os loci em todas as populag@es, variou de 4,833 a 9,833, a média do nimero
de alelos efetivos variou de 3,443 a 6,447 e a média da riqueza alélica de 4,591 a 7,785. As
médias das heterozigosidades observadas e esperadas, em todas as populacfes, variaram de
0,563 a 0,698 e 0,626 a 0,825, respectivamente. A populacdo do Corrego da Pedras (CP) foi a
gue apresentou os maiores valores dos parametros de diversidade alélica (numero de alelos,
namero efetivo de alelos e riqueza alélica), e a menor diversidade alélica foi apresentada pela
populagéo PE.

A maior heterozigosidade foi observada na populacdo RP, enquanto a menor na
populacdo LV, ja o maior déficit de heterozigotos foi da populacdo RG, com e sem o ajuste dos
gendtipos. Os indices de fixagdo génica (Fis) e a comparacdo numérica entre as
heterozigosidades esperadas e observadas, sugerem ndo haver déficit de heterozigotos somente

em duas das populacdes (LC e RP). A observacao dos indices de fixacdo génica ap0s 0s ajustes
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Tabela 4 — Pardmetros de diversidade genética de seis populacfes de Astyanax aff. scabripinnis
das bacias dos Rios Sapucai e Paraiba do Sul, utilizando-se o0s genoétipos sem o
ajuste do programa MICRO-CHECKER

Pop Locus N Na Ne AR Nap Ho He Fis
Asty21 36 12 6,353 9,875 6 0,611 0,843 0,275 *
Asty23 33 11 4,829 9,465 2 0,727 0,793 0,083
Asty26 34 5 4,114 4,588 - 0,588 0,757 0,223 *
«w CP Asty27 33 7 4,304 6,539 2 0,273 0,768 0,645 *
S Astyl2 30 7 4,972 6,654 2 0,367 0,799 0,541 *
EU Asty04 32 17 7,642 14102 13 0,313 0,869 0,640 *
_g, M/E 9,833 5,369 8537 25 0,480 0,805 0,401
= Asty21 30 8 4,800 7,675 1 0,533 0,792 0,326 *
3 Asty23 30 4 2,975 3,893 - 0,767 0,664 -0,155
= Asty26 30 4 2,507 3,667 - 0,467 0,601 0,224
S PE Asty27 30 4 3,077 3,667 - 0,200 0,675 0,704 *
g Astyl2 30 5 3,571 4,980 - 0,533 0,720 0,259
‘Q Asty04 30 5 3,529 4,997 - 0,267 0,717 0,628 *
[v4 M/E 5,0 3,410 4,813 1 0,461 0,695 0,331
8 Asty21 29 7 2,900 6,286 - 0,724 0,655 -0,105
.g Asty23 30 7 3,327 6,193 - 0,700 0,699 -0,001
& Asty26 30 5 3,396 4,657 5 0,800 0,706 -0,134
LC Asty27 30 1 1,000 1,000 - 0,000 0,000 -
Asty12 29 7 5,461 6,689 6 0,621 0,817 0,240
Asty04 29 12 7,188 10,913 10 0,862 0,861 -0,001
M/E 6,5 3,879 5,956 21 0,618 0,623 -0,0002
Asty?21 21 6 4,594 5,952 - 0,810 0,782 -0,035
Asty23 21 5 3,279 4,905 - 0,714 0,695 -0,028
Asty26 21 4 2,602 4,000 - 0,524 0,616 0,149
RGI  Asty27 21 4 2,527 3,999 1 0,048 0,604 0,921 *
Asty12 20 6 4,167 6,000 - 0,550 0,760 0,276 *
(,5) Asty04 21 5 2,960 5,000 - 0,333 0,662 0,497 *
g M/E 5,0 3,355 4,976 1 0,496 0,687 0,297
s Asty21 31 9 5,251 8,472 - 0,581 0,810 0,283 *
‘S Asty23 31 9 4,124 8,318 - 0,452 0,758 0,404 *
Cc:cs Asty26 35 3 1514 2,995 - 0,286 0,340 0,159
o LV Asty27 34 4 2,521 3,833 - 0,147 0,603 0,756 *
o Asty12 26 5 3,159 4,948 - 0,308 0,683 0,550 *
S Asty04 34 5 2,426 4,563 - 0,353 0,588 0,400 *
-S M/E 5,833 3,166 5,521 - 0,354 0,630 0,425
& Asty21 24 5 3,105 4,972 - 0,500 0,678 0,262 *
Asty23 25 9 3,858 8,188 1 0,840 0,741 -0,134
Asty26 25 6 2,358 5,757 3 0,520 0,576 0,097
RP Asty27 25 5 3,264 4,763 - 0,360 0,694 0,481 *
Asty12 24 9 4,283 8,472 3 0,500 0,766 0,348 *
Asty04 26 3 2,058 2,769 1 0,846 0,514 -0,646 *
M/E 6,167 3,154 5,820 8 0,594 0,661 0,068

N: tamanho da amostra de cada populacéo, Na: nimero de alelos diferentes; Ne: namero efetivo
de alelos; Nap: nUmero de alelos privados; Ar: riqueza alélica; Ho: heterozigosidade observada;
He: heterozigosidade esperada; Fis: indice de fixacdo génica; * loci com desvios significativos
do esperado no Equilibrio de Hardy-Weinberg apos o ajuste sequencial de Bonferroni, M/¢:
média (para N, Na, N, Ar, Ho, He e Fis) ou soma (para Nap) dos parametros de diversidade.
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Tabela 5 — Pardmetros de diversidade genética de seis populacfes de Astyanax aff. scabripinnis
das bacias dos Rios Sapucai e Paraiba do Sul, utilizando-se os genotipos com o
ajuste do programa MICRO-CHECKER

Pop Locus N Na Ne AR Nap  Ho He Fis
Asty2l 30 12 6,977 8737 6 0733 0857 0,144 *
Asty23 33 11 4,829 8103 2 0727 0,793 0,083
cp Asty2s 26 5 4,147 4433 - 0,769 0,759 -0,014
« Asty27 15 7 5,488 6399 2 0600 0818 0,266 *
§ Astyl2 16 7 5,12 6,449 2 0,688 0805 0,146
K Asty04 20 17 12,121 12586 13 05 0918 0455 *
& M/ 9,833 6,447 7785 25 0670 0825 0,180
c‘% Asty2l 23 7 4,921 6941 - 0696 0,797 0,127
5 Asty23 30 4 2,975 3683 - 0767 0664 -0,155
i pgp Asty26 30 4 2,507 3433 - 0467 0601 0,224
S Asty27 11 4 3,227 3634 - 0545 0,690 0210 *
=X Astyl2 23 5 3,752 4880 - 0696 0,733 0,052
@ Asty04 13 5 3,756 4977 - 0615 0734 0,161
T M/ 4,833 3523 4591 - 0631 0,703 0,103
S Asty2l 29 7 2,9 5551 - 0724 0,655 -0,105
< Asty23 30 7 3,327 5371 - 0,7 0,699 -0,001
g | Asty26 30 5 3,396 4338 5 0,8 0,706 -0,134
@ Asty27 30 1 1 1 - 0 0 -
Astyl2 24 7 5,938 6457 6 075 0832 0,098
Asty04 29 12 7,188 9546 10 0,862 0,861 -0,001
M/ 6,5 3,958 5378 21 0639 0,626 -0,029
Asty2l 21 6 4,594 5598 - 081 0,782 -0,035
Asty23 21 5 3,279 4238 - 0714 0,695 -0,028
Rg Asty26 21 4 2,602 3935 - 0524 0616 0,149
Asty27 5 4 3,333 4,000 1 0,2 07 0714
Astyl2 17 6 4,587 5830 - 0647 0,782 0,173
= Asty04 13 5 3,756 4980 - 0538 0,734 0,266
2 M/ 5 3,692 4763 1 0572 0718 0,207
S Asty2l 26 9 6,259 7889 - 0692 084 0,176
S Asty23 22 9 4,99 769 - 0,636 08 0,204
g Ly Asty26 35 3 1,514 2927 - 0286 034 0,59
o Asty27 8 4 3,282 3893 - 0625 0,69 0,01
2 Astyl2 13 5 3,314 5456 - 0615 0,698 0,119
S Asty04 23 5 2,612 4366 - 0522 0617 0,155
et M/ 5833 3,662 5370 - 0563 0,665 0,152
S Asty2l 19 5 3,455 4794 - 0632 0711 0,111
o Asty23 25 9 3,858 6872 1 084 0741 -0,134
Rp  Asty26 25 6 2,358 5180 3 052 0576 0,097
Asty27 14 5 3,469 4561 - 0643 0,712 0,097
Astyl2 17 9 5,402 7,718 3 0,706 0815 0,134
Asty04 26 3 2,058 25 1 0846 0514 -0,646 *
M/ 6,167 3,433 5271 8 0698 0,678 -0,057

N: tamanho da amostra de cada populagéo, Na: nimero de alelos diferentes; Ne: numero efetivo
de alelos; Nap: nimero de alelos privados; Ar: riqueza alélica; Ho: heterozigosidade observada;
He: heterozigosidade esperada; Fis: indice de fixagdo génica; * loci com desvios significativos
do esperado no Equilibrio de Hardy-Weinberg apos o ajuste sequencial de Bonferroni, M/¢:
média (para N, Na, N, Ar, Ho, He e Fis) ou soma (para Nap) dos pardmetros de diversidade.
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dos genotipos, sugerem que pode estar havendo endogamia na maior parte das populacdes, com
excecao apenas das supracitadas LC e RP.

A média dos valores de heterozigosidade observada entre as populagdes da bacia do Rio
Sapucai foi de 0,647, enquanto que para a bacia do Rio Paraiba do Sul foi 0,611. A média das
riquezas alélicas entre as populacdes da bacia do Sapucai foi de 5,9 e para a bacia do Paraiba
do Sul foi de 5,1. Porém, tanto as médias das heterozigosidades observadas como das riquezas
alélicas nio séo significativamente diferentes a um nivel de significancia 0,05 (x> = 0,0297 para
Ho e ¥ = 2,0313 para a riqueza alélica).

Somente a populacdo LV nao possui nenhum alelo privado, ao passo que as populagdes
CP e LC possuem altos nimeros de alelos privados (25 e 21, respectivamente). Esses resultados
também podem ver visto na tabela 5.

Para o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), os dois programas, que fazem testes
exatos, resultaram em dados idénticos, apds o ajuste sequencial de Bonferroni (RICE, 1989).
Sem o ajuste dos genotipos, do total de 36 testes (seis loci em seis populacGes), 20 foram
detectados como estando fora do EHW, a um nivel de significancia de 5% (tabela 4). Ap6s 0s
ajustes dos gendtipos, apenas cinco testes (cerca de 14%) demonstraram-se fora do EHW
(tabela 5). A populacdo CP é a que mais tem loci fora do equilibrio enquanto as populacdes LV,
RG e RP ndo possuem nenhum.

Em virtude dessa presenca de alelos nulos, os valores de Fst pareados foram corrigidos
pelo método ENA, pelo programa FREENA (CHAPUIS e ESTOUP, 2007). Apés a correcao,
mostraram que a populacdo do Lago Capivari € a mais diferente geneticamente das outras,
sequida da populacdo do Ribeirdo Pequeno. O valor de Fst global foi 0,144 (+ 0,031) e os
valores de Fst par a par sdo mostrados na figura 7 e todos séo bem suportados estatisticamente
(P <0,05).

A diferenciacdo genética das populagdes LC e RP em relagdo as outras populacdes
também foi evidenciada pela Analise das Coordenadas Principais (PCoA). O primeiro eixo da
Analise das Coordenadas Principais (PCoA) foi capaz de explicar mais de 52% da variacédo
total, mostrando também que LC e RP séo bastante diferentes entre si (figura 8).
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CP PE LC RG LV RP
0,000

0,057 0,000

0,196 0,241 0,000

0,063 0,020 0,245 0,000

0,125 0,087 0,317 0,043 0,000
0,150 0,123 0,264 0,114 0,159 0,000

Figura 7 — Valores de Fst pareados de seis populagdes de Astyanax aff. scabripinnis das bacias
do Rio Sapucai e Paraiba do Sul. Onde, cinza claro indica valores entre 0 e 0,999,
cinza médio indica valores entre 0,1 e 0,199 e cinza escuro indica valores maiores
que 0,2. Para todos os valores P < 0,05.

Eixo 2

RP

°cp

°Ic

Eixo 1

Figura 8 — Analise Coordenadas Principais (PCoA) de seis populacdes de Astyanax aff.
scabripinnis da Serra da Mantiqueira.

A Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) demonstra que a hierarquizacéo proposta

ndo corrobora a estruturacdo populacional em duas bacias de drenagem. Os indices de fixacéo

apontam que h& maior variacdo entre as popula¢ées de uma mesma bacia (14,87%) do que entre

as duas bacias (3,55%). A maior variacdo, entretanto, se da entre todas as seis populactes

(81,59%), como era de se esperar quando comparada aos dois niveis menos inclusivos (tabela

9).
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A hipotese da formacdo de trés grupos genéticos ou clusters, parece explicar melhor a
estruturacdo das populacOes, pois tem mais sentido quando se analisa a hierarquizagdo da
variacdo. Essa hipotese, inferida a partir dos resultados do STRUCTURE e do PCoA (resultados
mostrados adiante), considera a formacao de trés grupos ou cluster. O primeiro formado pelas
populacdes CP, PE, RG e LV, o0 segundo somente pela populacéo LC e o terceiro pela populacédo
RP. Esta abordagem mostrou que hd maior variacdo entre os grupos (14,74%) do que entre as
populac6es dentro de cada grupo (6,5%). J&, no nivel de hierarquiza¢do mais inclusivo, que € a
reducdo heterozigosidade media em relacdo ao total, obteve-se 78,76%, ou seja, a maior parte
da variacdo encontra-se entre as populacdes. Esses resultados podem ser melhor visualizados
na tabela g, que também mostra dos valores das estatisticas-F (Fst, Fsc e Fct) e suas
probabilidades.

As analises do software STRUCTURE foram capazes de identificar os padrdes de
estruturacdo das populacdes. Na primeira rodada, quando as populacGes foram analisadas sem
informacdes de localidade a priori, obteve-se dois grupos genéticos (K = 2). O primeiro grupo
formado pelas popula¢ées CP+PE+RG+LV+RP e 0 segundo grupo formado pela populagéo LC
isoladamente (figura 9a). De acordo com a metodologia proposta por Coulon et al. (2008), uma
nova rodada foi realizada, seguindo o padrdo de hierarquizacdo e analisando o nivel menos
inclusivo. Desta forma, a populagéo LC foi retirada e a nova rodada foi realizada com as outras
cinco populagdes.

Essa segunda rodada, revelou trés grupos (K = 3), sendo o primeiro formado pela
populacdo CP isoladamente, o segundo pelas populacdes PE+RG+LV e o terceiro somente pela
populacdo RP (figura 9b). Desta forma, uma nova rodada foi realizada, nesse novo nivel
hierarquico, com as trés populacdes do segundo grupo. A terceira rodada, separou as populacdes
em 2 grupos (K = 2). O primeiro formado pelas popula¢ées PE+RG e o0 segundo pela populagéo
LV individualmente (figura 9c). Esse foi o nivel menos inclusivo que se conseguiu chegar. Na
ultima rodada somente com as populacdes PE e RG e supondo K = 2, nota-se que ndo ha
estruturacdo evidente entre essas duas populacées (figura 9d).

Analise do fluxo génico, atraves da taxa de migrantes, entre as populacfes da bacia do
Rio Sapucai mostrou que ha maior fluxo génico entre as populagdes CP e PE, sendo o0 maior
sentido de migracdo de PE para CP, cerca de quatro vezes maior. Mais detalhadamente, a taxa
de imigrantes em CP vindos de PE é de quase 40%, enquanto que a taxa de imigrantes no
sentido contrario € de cerca de 10% (tabela 6). Entre as populacdes do Rio Paraiba do Sul,

evidencias fortes de fluxo génico foram constatadas entre as populagdes RG e LV. A taxa de
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imigrantes em LV vindos de RG é de cerca de 32%, enquanto que a taxa e imigrantes em LV

vindos de RG é de por volta de 20% (tabela 6).

1,0
0,8
0,6
04
0,2
0,0

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0 (d)
PE RG
Figura 9 — Estrutura de gréafico de barras (bar plot) gerado pelo software STRUCTURE 2.3.4
mostrando a estruturacédo de seis populacfes de Astyanax aff. scabripinnis da Serra
da Mantiqueira. (a): resultado da primeira rodada, mostrando a analise das seis
populacdes e que resultou em K = 2; (b): resultado da segunda rodada, formada pelo
grupo resultante da primeira rodada CP+PE+RGI+LV+RP, resultando em K = 3;
(c): resultado da terceira rodada, formada pelo grupo resultante da segunda rodada
PE+RGI+LV, resultando em K = 2; (d): resultado da quarta rodada, anélise do grupo
formado por PE+RGI, resultante da terceira rodada.
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Figura 10 — Taxas de imigracéo entre as seis populacdes de Astyanax aff. scabripinnis da regido
da Serra da Mantiqueira. Acima, as linhas tracejadas representam a separacéo entre
as bacias dos Rios Sapucai e Paraiba do Sul. A distancia entre os circulos que
representam as populacdes esta em escala da distancia real entre os pontos de coleta,
porém a escala ndo é proporcional entre as bacias. Abaixo taxa de migracéo (m;—,)
e a taxa de migracéo escalada pela taxa de mutagéo (M;—,) entre as seis populagdes.

Analisando as populagdes do Sapucai e do Paraiba do Sul como duas grandes
populacdes, nota-se que ha evidéncias de fluxo génico do Sapucai para o Paraiba do Sul. A taxa
de imigrantes nesse sentido € de cerca de 17%. A figura 10 representa, pela largura das setas a
taxa de migracédo entre as populagdes de uma mesma bacia e entre ambas as bacias, ja a tabela
6, mostra os valores de M;—;, que é a taxa de migracdo da populacdo i para a populagéo j,
escalada pela taxa de mutagéo e m;—;, que é a taxa de migracdo da populagéo i para a populagéo
J-

A tabela 7 mostra os tamanhos efetivos populacionais (Ne), calculados através de
inferéncia bayesiana, realizada pelo programa MIGRATE.

A investigacdo de bottlenecks, assumindo o modelo de mutacdo de duas fases (two-

phased model - TPM), segundo o teste de Wincoxon, o mais robusto quando se tem menos de
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20 loci de microssatélites, revelou um excesso de heterozigosidade significativo, sugerindo
recente bottleneck, somente para as popula¢es PE e RG (nivel de significancia de P < 0,05).
Os valores das probabilidades podem ser visualizados na tabela 7.

Tabela 6 — Taxa de migragdo (m;—,;) e a taxa de migracdo escalada pela taxa de mutagéo (M)
entre seis populacdes de Astyanax aff. scabripinnis da Serra da Mantiqueira

Paraiba  M;; mi_j Sapucai Mi-; M Entre Mi_;j Mi—j
do Sul bacias

LV—RG 363,935 10,2023 PE—-CP 713,571 0,3967 PA—-SA 2,402 0,0013
RP—RG 2,402 0,0013 LC—CP 2,402  0,0013 SA—-PA 311,909 0,1734
RG—LV 577,278 0,3210 CP—PE 188,573 0,1048
RP—LV 2,402 0,0013 LC—PE 2,402 0,0013
RG—RP 2,402 0,0013 CP—LC 2,402  0,0013
LV—RP 2,402 0,0013 PE—LC 2,402 0,0013

Tabela 7 — Tamanhos efetivos populacionais (Ne) fornecidos pelo software MIGRATE e
Probabilidades do teste de Wincoxon (Pwr), segundo o0 modelo de mutagéo de duas
fases (two-phased model - TPM), para testar o excesso de heterozigosidade,
fornecidas pelo software BOTTLENECK, para seis popula¢fes de Astyanax aff.
scabripinnis da regido da Serra da Mantiqueira

Tamanho efetivo Excesso de
populacional heterozigosidade
Pop Ne Pwt (TPM)
CP 33,7 0,578125
PE 10,7 0,007813
LC 40,4 0,687500
RG 16,9 0,007813
LV 33,5 0,921875
RP 2,9 0,921875

Nédo foram evidenciados padrdes de isolamento por distancia quando as distancias
genéticas e geograficas foram correlacionadas pelo Teste de Mantel (R =-0,229; P = 0,386).
De forma semelhante, quando aplicado o teste de Mantel entre as populagbes de uma mesma
bacia, também ndo foram identificados padrdes significativos de isolamento (R = 0,546 e P =
0,314, para as populac¢@es da bacia do Rio Sapucai e R = 0,167 e P = 0,505, para as popula¢tes
do Rio Paraiba do Sul).
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5.2 Andlises com DNA mitocondrial

A amplificagéo do gene Citocromo C Oxidase | (COIl) resultou em fragmentos de, em
média, 668 pb, ja as amplificacdes para o gene ATPase, resultou em fragmentos de 884 pb, em
média, ap6s o alinhamento a edi¢do das sequéncias.

Os valores de diversidade haplotipica e nucleotidica para o gene ATPse variaram de 0
a 0,8333 e de 0 a 0,0073, respectivamente. J& para o COI variaram de 0 a 0,4 e de 0 a 0,37,
respectivamente. Ndo foram obtidos valores significativos para a maioria dos testes de
neutralidade (D de Tajima e Fs de Fu). A Unica excecdo foi para a populacédo do Lago Capivari
(LC), que apresentou valor negativo e significativo para a ATPase (-1,2219; P = 0,035) no teste
D de Tajima. Os resultados dos testes de neutralidade, bem como os valores de diversidade, séo
apresentados na tabela 8.

A Analise da Variancia Molecular (AMOVA) a partir dos genes mitocondriais,
demonstrou que 0 maior componente da variagdo encontra-se, entre 0S Qrupos
(CP+PE+LV+RG, LC e RP), quando testada a hip6tese dos grupos. Quando testada a hipdtese
da hierarquizacdo em duas bacias, nota-se que o maior componente da variacdo encontra-se
entre as populacdes dentro das bacias (tabela 9).

A andlise da topologia das arvores construidas através de Neiborg-Joining, Maxima
Verossimilhanca e Méaxima Parcimdnia para o COI, mostrou uma separacdo nitida, e bem
suportada, entres as populacdes de Astyanax scabripinnis, A. paranae e A. mexicanus,
mostrando que essa Ultima espécie é significativamente mais divergente das outras duas. Além
disso, as arvores mostraram, a exemplo dos dados de microssatélites, que as populagdes LC e
RP sdo significativamente diferentes das outras populacgdes (figuras 11, 13 e 15).

As arvores de ATPase, mostraram a mesma diferenciacdo genética entre as populagtes
LC e RP e as outras populacdes, porém ndo foram capazes de separar A. paranae das populacgdes
CP, RG, PE e LV (figuras 12, 14 e 16). De forma semelhante a arvore concatenada, gerada por
inferéncia Bayesiana no software MR.BAYES, agrupou as popula¢bes CP, PE, RG e LV com
A. paranae (figura 17).

A anélise do tempo de divergéncia entre as populag¢des, mostrou que Astyanax aff.
scabripinnis e A. mexicanus divergiram durante o Plioceno (figura 18, nd 1, cerca de 3,5
milhdes de anos atras). J& a separacéo entre as populacfes é bem mais recente. A divergéncia
mais antiga ocorreu entre LC e as demais populagdes (figura 18, n6 2, cerca de 220 mil anos).

Nitidamente, a segunda separacdo mais antiga se deu entre a populacdo RP e as demais (figura
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18, no 3, cerca 25 mil anos), porem nao foi possivel detectar diferenca no tempo de divergéncia

entre as demais populacoes.

Tabela 8 — Valores de diversidade genética e de teste de neutralidade seletiva de ATPase e COI
para seis populacdes de Astyanax aff. scabripinnis da Serra da Mantiqueira

ATPase COl
pop N - D Fs N h - D Fs
CP 4 0 0 0 0 4 0 0 0 0
04 00073 _ 04 00023
Lc 5 9 0001 2010 55302 5 Of 0 00023 10038 22024
06 00007
PE s o0l 12047 06262 5 0 0 0 0
LV 4 0 0 0 0 3 0 0 0 0
0,8333 0,0046 04 00037
RP 4 Q8555 000%% 0464 12253 3 OF Q0T 11455 30205
RG 5 08 00013 45431 94754 5 0 0 0 0

0,1640 0,0012
N: tamanho da amostra; h: diversidade haplotipica acima e abaixo, na mesma célula o desvio padrao; =:
diversidade nucleotidica acima e abaixo, na mesma célula o desvio padrdo; D: valor do teste D de
Tajima; Fs: valor do teste Fs de Fu; * valor significativo (P < 0,05).

Tabela 9 — Valores da variacdo genética de trés marcadores (Microssatélites, COl e ATPase)
obtidos através da AMOVA sob duas hip6teses de hierarquizagdo dos dados (Bacia
do Sapucai e do Paraiba do Sul e grupos — CP+PE+LV+RG, LC e RP)

Hierarquizacao bacias Hierarquizacdo grupos
SSRs COl ATPase SSRs COl ATPase
Entre 0s 355% -6.40% -7,12%  14,74% 78,38%  76,69%
grupos/bacias
Entre as
populacdes dentro  14,87%  66,1%  67,49% 6,50%  -6,77% -3,42%
dos grupos/bacias
Entre as 81,59% 40,3% 39.63%  7876% 2839%  26,73%
populacdes
Hierarquizacao bacias Hierarquizacdo grupos
Fcr 0,0355* -0,064 -0,0712 0,1474  0,7838 0,7669
Fsc 0,1541  0,621* 0,6301* 0,0762 -0,3129  -0,1468
Fst 0,1841  0,597* 0,6037* 0,2124 0,7161* 0,7327*

* Valor significativo (P < 0,05)
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Figura 11 - Arvore de méaxima verossimilhanca, estimada pelo gene mitocondrial COI, das
relacOes filogenéticas entres seis populagdes de Astyanax aff. scabripinnis da Serra

da Mantiqueira.
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Figura 12 — Arvore de maxima verossimilhanca, estimada pelo gene mitocondrial ATPase, das
relacGes filogenéticas entres seis populagdes de Astyanax aff. scabripinnis da Serra

da Mantiqueira.
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Figura 13 — Arvore de neighbor-joining, estimada pelo gene mitocondrial COI, das relacdes
filogenéticas entres seis populacdes de Astyanax aff. scabripinnis da Serra da
Mantiqueira.
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Figura 14 — Arvore de neighbor-joining, estimada pelo gene mitocondrial ATPase, das relacdes
filogenéticas entres seis populacdes de Astyanax aff. scabripinnis da Serra da

Mantiqueira.
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Figura 15 — Arvore de méaxima parciménia, estimada pelo gene mitocondrial COI, das relacdes
filogenéticas entres seis populacdes de Astyanax aff. scabripinnis da Serra da
Mantiqueira.
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Figura 16 — Arvore de maxima parciménia, estimada pelo gene mitocondrial ATPase, das
relacBes filogenéticas entres seis populaces de Astyanax aff. scabripinnis da
Serra da Mantiqueira
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Figura 17 — Arvore de inferéncia bayesiana concatenada, estimada pelos genes mitocondriais
COl e ATPase, das relacdes filogenéticas entres seis populaces de Astyanax aff.
scabripinnis da Serra da Mantiqueira
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Figura 18 — Arvore de inferéncia bayesiana gerada pelo software BEAST 2, para seis
populagcdes de Astyanax aff. scabripinnis da Serra da Mantiqueira, onde 1
representa 3,5 milhdes de anos, 2 representa 220 mil anos e 3 representa 25 mil
anos.
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6 DISCUSSAO

A grande complexidade do género Astyanax h& muito tem sido investigada, com
diversos marcadores, na busca da elucidacdo dos problemas filogenéticos e de conservacéo.
Recentemente, o uso do DNA Barconding, um fragmento de em torno 620 pb do gene que
codifica a subunidade | da enzima Citocromo C Oxidase, tem auxiliado diversos pesquisadores
a resolver problemas de taxonomia, tais como o limite entre espécies (HEBERT et al., 2003).
Diversas metodologias tém sido empregadas para a identificacdo de espécies de peixes
neotropicais, com valores de corte de 1%, 2% e até 3% (PEREIRA et al., 2011a; PEREIRA et
al., 2011b; CARVALHO et al., 2011). Em recente revisdo molecular do género, Rossini et al.
(2016) utilizaram divergéncias maiores que 2% para a discriminacdo de espécies de Astyanax,
entre outras metodologias, e ao formarem clados, a menor média das divergéncias encontradas
entre espécies de um mesmo clado foi 3,36 %. Valores bem menores do que os apresentados
pelas populagdes deste trabalho.

De maneira semelhante, as analises utilizando diferentes metodologias de reconstrucao
filogenética (maxima verossimilhanca, maxima parcimonia e neiborgh-joining) demonstraram,
utilizando o COI como marcador, uma nitida separacao entre as populacdes de Astyanax aff.
scabripinnis da Serra da Mantiqueira e A. paranae, mesmo sendo espécies bastante
relacionadas. Rossini et al. (2016) analisaram mais de cem possiveis taxons do género Astyanax
através do gene COI. A. scabripinnis e A. paranae foram agrupados em um clado com distancia
genética de, no geral, 4%. De forma mais especifica, neste clado, formaram um grupo com
distancia genética de 2% (valor de corte), juntamente com outras especies como A. fasciatus e
A. rivuralis.

Astyanax scabripinnis e A. altiparanae sdo espécies geneticamente aproximadas e que
provavelmente passaram por um processo de irradiacdo ndo tdo longinquo (ROSSINI et al.,
2016). Espera-se que, para espécies cuja a diversificacdo evolutiva é recente, a amplificacéo
cruzada de primers de microssatélites seja de facil ocorréncia, pois deve haver um bom grau de
conservacao para essas regides (GOLDSTEIN et al., 1995; GOLDSTEIN e POLLOCK, 1997).
Foi o que ocorreu quando testada a amplificacdo cruzada de primers de A. altiparanae para A.
aff. scabripinnis, ja que todos os primers amplificaram, porém nem todos resultaram em bons
géis para a analise, por apresentarem algumas bandas inespecificas. Contudo, os resultados

mostraram que a transferibilidade de primers para A. aff. scabripinnis € uma potencial estratégia
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para estudos genéticos-populacionais nessas e em outras populaces, bem como para outras
espécies do género. Na ocasido da descricdo destes primers, Zaganini et al. (2012) testaram a
amplificacdo cruzada para outras seis espécies de Astyanax, duas espécies de Brycon e uma
espécie de Salminus (A. paranae, A. bockmanni, A. fasciatus, A. jacuhiensis, A. abramis, A.
schubarti, A. ribeirae, S. brasiliensis, B. amazonicus e B. hilarii). Dentre as espécies de
Astyanax, constataram que pelo menos nove primers foram efetivos e que 67% dos loci
amplificados demonstraram-se polimdrficos.

Desde o inicio da utilizacdo dos microssatélites como marcadores para o estudo genético
de populagdes, a amplificacdo cruzada (ou utilizacdo de primers heterélogos) tem sido utilizada
e recomendada entre espécies filogeneticamente aparentadas (MOORE et al., 1991; ASHLEY
e DOW, 1994). Segundo Oliveira et al. (2006), a utilizacdo de primers heterélogos e/ou a
amplificacdo cruzada € uma importante ferramenta no estudo de populagdes, principalmente
em populacdes onde os microssatélites sdo dificeis de isolar. Contudo, a utilizacdo de primers
heter6logos, embora propicie a economia de tempo e de recursos, eleva a probabilidade de
ocorréncia de alelos nulos. Isso ocorre pelo fato de que as regides flanqueadoras podem conter
mutacdes, o que diminui a eficiéncia dos primers, ou seja, diminui a frequéncia de anelamento.
A consequéncia disso é que alguns fragmentos falham em amplificar, originando os alelos nulos
(CHAPUIS e ESTOUP, 2007).

Uma alternativa estatistica para enfrentar os problemas causados pelos alelos nulos € o
ajuste dos genotipos. Este ndo modificou essencialmente os indices de diversidade genética das
populacdes, nem os padrdes de diferenciacdo ou estruturacdo entre as populacbes. Porém,
tornou mais claro a andlise dos niveis de heterozigosidade e dos Equilibrios de Hardy-
Weinberg, demonstrando assim, os niveis de endogamia mais proximos da realidade. Segundo
vanOosterhut et al. (2004) a presenca de alelos nulos causa erros na interpretagcdo de dados,
enviesando as andlises e impossibilitando a diferenciacdo entre desvios do EHW, efeito
Wahlund e endogamia. Contudo, a grande maioria dos trabalhos que encontram alelos nulos
em suas analises (cerca 90%) n&o utilizam nenhum tipo de correcdo (DAKIN e AVISE, 2004).

Strecker et al. (2003), utilizaram seis loci de microssatélites para estudar a variabilidade
genética de oito populacGes de Astyanax (provavelmente A. mexicanus), quatro de superficie e
guatro de caverna. Utilizando duas formulas diferentes para estimar as frequéncias esperadas
de alelos nulos (CHAKRABORTY et al., 1992; BROOKFIELD, 1996), encontraram valores
que variaram de 0,4% a 20,6% em todos os loci. Também com A. mexicanus, Bradic et al.

(2012) detectaram a prevaléncia de alelos nulos em um dos loci, pois sua frequéncia se repetia
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em todas as populacgdes analisadas. Nenhum dos loci utilizados neste trabalho apresentou alelos
nulos em todas as populagdes, porém dois loci s6 ndo apresentaram alelos nulos em uma das
populagdes.

Olhando para as populacdes estudadas nesse trabalho, nenhuma delas apresentou alelos
nulos em todos os loci, porem CP e LV somente nao apresentaram em um dos loci. O método
utilizado pelo programa MICRO-CHECKER para detectar os nulos baseia-se no significativo
déficit de heterozigotos relativamente ao Equilibrio de Hardy-Weinberg. Portanto, espera-se
que a presenca dos alelos nulos esteja relacionada com desvios significativos do EHW. Foi o
que ocorreu com ambas as populagdes: CP somente ndo apresentou nulos no locus 23, enquanto
LV somente ndo os apresentou no locus 26. Apos o ajuste dos gen6tipos, CP ainda permaneceu
com trés loci fora do EHW, o que indica a presenca, nesta populagéo de algum fator evolutivo
que a esta levando ao desequilibrio, como a migracdo por exemplo. Segundo Chapuis e Estoup
(2007) a presenca dos alelos nulos pode ser determinada pelo déficit de heterozigotos (pelo
desvio do EHW), se ndo h& outro fator evolutivo interferindo na evolucdo das populacdes.
Considerando que os marcadores de microssatélites sdo, por definicdo neutros, o que nédo
favoreceria a selecdo destes, fatores como migracdo ou pequeno tamanho populacional podem
estar afastando a populacdo CP do equilibrio. De fato, como sera discutido mais adiante, ha
evidéncias de fluxo génico da populacdo PE para CP. Ja na populagdo LV, com o ajuste dos
genotipos, nenhum locus apresentou-se fora do equilibrio. Desta forma, permanece a divida se
a presenca de alelos nulos é devida a falhas de amplificacdo durante as reacdes de PCR ou se é
devida a desvios significativos do EHW. Neste caso, € necessario analisar outros fatores que,
podem estar agindo nessa populacdo e levando aos desvios. Uma hipdétese, que também sera
discutida adiante seriam os fortes indicios de migracdo de RG para LV, reforcado pelos eventos
recentes de capturas de drenagem no Cdrrego Lavrinhas (MODENESI-GAUTTIERI et al.,
2002).

Um dos pardmetros mais relevantes para o estudo da estruturagdo entre as populagdes,
os valores pareados de Fst, ndo tiveram alteracéo significativa com o ajuste pelo método ENA
(excluding null alleles). Este método proposto por CHAPUIS e ESTOUP (2007) e
implementado pelo programa FREENA (dos mesmos autores) diminui o vies causado pela
presenca dos alelos nulos na diferenciacdo genética entre as populagdes, mensurada pelo Fsr.
Os valores sem o ajuste pelo método ENA (dados ndo mostrados) e apds o ajuste, embora
numericamente diferentes, representaram as mesmas diferencas genéticas entre as populagdes,

quando estas foram visualizadas par a par.
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O método ENA tem sido usado para melhor entender a estruturacdo genética de
populacgdes de peixes, tanto de grandes migradores quanto de peixes de riachos (VERA et al.,
2010; FERREIRA et al., 2017). Jaisuk e Senanan (2018) trabalhando com peixes de pequenos
corpos d’agua, detectaram a presenga de alelos nulos em todos os loci utilizados, com
frequéncias variando de 0,05 a 0,24. Para estes autores, a utilizacdo do método ENA alterou
suavemente os valores de Fsr, revelando de forma mais clara a diferenciacdo entre as
populagdes.

Embora bastante estudados com marcadores cromossémicos, as populacdes de A. aff.
scabripinnis da Serra da Mantiqueira ainda ndo haviam sido estudadas em nivel molecular. De
forma semelhante, ainda pouco se sabia sobre seus status conservacdo genética. Na verdade,
sdo extremamente raros os trabalhos que acessam a variabilidade genética de populacdes de
Astyanax com dados de microssatélites.

Para se ter uma ideia mais clara do que representa a variabilidade genética obtida por
esse estudo, foi feita revisdo em diversas bases de dados usando os descritores “Astyanax” e
“microsatellites” e apenas cinco trabalhos que aliam peixes desse género com estudo de
variabilidade genética utilizando microssatélites foram encontrados. A tabela 10 mostra as
médias arredondadas para duas casas dos valores de heterozigosidades e riqueza alélica
levantados dos trabalhos com populagdes de Astyanax. Dentre estes, estdo o estudo com 13
populacgdes de A. altiparanae (ZAGANINI, 2013) e as muito bem estudadas populacGes de A.
mexicanus. A comparacao de A. aff. scabripinnis com seus congéneres revela que as populagdes
aqui estudadas possuem niveis de heterozigosidade relativamente elevados, bem como bons
valores de diversidade alélica.

Astyanax mexicanus formam popula¢fes que podem habitar aguas superficiais e
cavernas, formando pequenos grupos com baixo fluxo génico (PROTAS et al., 2006),
possuindo, portanto, historia natural semelhante as populagdes de A. aff. scabripinnis. Panaram
e Browsky (2005), analisaram populagcfes de A. mexicanus com dados de microssatélites e
observaram que a heterozigosidade de populacdes que eles classificaram como pequenas variou
de 0 a 0,254, enquanto que em populacdes grandes variou de 0,139 a 0,656. Outros trabalhos
com a mesma espécie, revelaram populaces com enorme variagdo dos niveis de
heterozigosidade observada: 0 a 0,905 (STRECKER et al., 2003), 0,39 a 0,82 (BRADIC et al.,
2012). Zaganini (2013) avaliou a diversidade genética de 13 populagdes de Astyanax
altiparanae na bacia do Alto Rio Parana e obteve altos niveis de heterozigosidade, variando de

0,618 a 0,801 e, para todas as localidades, um déficit de heterozigotos.



76

Quando se compara os valores de heterozigosidade observada das populacdes de A. aff.
scabripinnis aqui estudadas, que variam de 0,563 a 0,698, nota-se que sdo relativamente altos
e menos varidveis do que as heterozigosidades das populacfes de A. mexicanus. Interessante
aqui também destacar que em todos esses estudos a maioria das populacées demostraram déficit

de heterozigotos.

Tabela 10 — Média das heterozigosidades observadas e esperadas (acima) e valores de variacdo
(abaixo) e numero de alelos de cinco trabalhos que utilizaram populacbes de
Astyanax como modelos de estudos populacionais (valores arredondados)

Ho He Na
n?:;)i/:;r?:s 0,2071510%56 o,gfo(,)gg 038 Strecker, 2003
n?;?{?;?;s 0,2001?05,71 0,203f0?87 0,23 Strecker et al., 2003
n?«:;}i/?;?;s 0(_)6?:6 Panaram e Borowsky, 2005
n'?sfi/j:r?:s 0,??509,82 0,4?01—602,85 % Bradicetal, 2012
Astyanax 0,74 0,84

altiparanae  0,62-080  0,69-0.89  >0° Zaganini, 2013

Ho: heterozigosidade observada, He: heterozigosidade esperada, Na: nimero de alelos, acima

A variabilidade genética do género Astyanax foi também acessada anteriormente com
outros marcadores genéticos (ndo cromossdmicos), embora os trabalhos sejam escassos. Peres
et al. (2005), utilizando isoenzimas, observaram valores médios de heterozigosidade variando
de 0,073 a2 0,075 e nimero meédio de alelos entre os loci polimorficos 2,09, em duas populacdes
de A. altiparanae, na bacia do Rio Parand. Para essas populacdes a heterozigosidade esperada
variou entre 0,09 e 0,15. Um outro trabalho utilizando populag¢des identificadas como A.
scabripinnis, de trés diferentes pontos de coleta no mesmo corpo d’agua, com RAPD
identificou valores de heterozigosidade esperada variando entre 0,24 a 0,25 (SOFIA et al.,
2006). Embora essa populacdo tenha sido identificada como A. scabripinnis, trata-se de uma
unidade evolutiva diferente daquela aqui estudada, porém com histéria natural muito
semelhante.

A comparacao do numero de alelos obtidos nesse trabalho com outros Astyanax, mostra
razoavel riqueza alélica para o género. A variagdo do nimero de alelos aqui obtida, varia de 4,8
a 9,8, em média para as seis popula¢des, enquanto que em outros Astyanax 0s nimeros variam
de 2,67 a 15 em A. mexicanus (STRECKER et al., 2003), 2,23 a 11,96 também em A. mexicanus
(BRADIC et al., 2012) e 6,4 a 20,25 em A. altiparanae (ZAGANINI, 2013). Embora alguns
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dos trabalhos com Astyanax, citem o nimero de alelos, mas nao riqueza alélica, este Gltimo é
um parédmetro mais informativo para a comparacgdo da diversidade entre as populagdes, j& que
aplica um fator de rarefacéo (revisado por FOULLEY e OLLIVIER, 2006). Essa comparagéo
mostra que os valores aqui obtidos (4,591 a 7,783) estdo dentro da variacao encontrada para o
género. Por exemplo pode-se citar, a variacdo entre as médias das riquezas alélicas de 1,21 a
5,21 em A. mexicanus (PANARAM e BOROWSKI, 2005), de 1,89 a 3,83 também em A.
mexicanus (BRADIC et al., 2012) e de 5,97 a 12,81 em A. altiparanae (ZAGANINI, 2013).

Pode-se notar, pela comparacao dos niveis de heterozigosidades e riquezas alélicas que
as populacgdes de A. altiparanae possuem maior diversidade genética do que outras populacdes
de Astyanax. A altiparanae é uma espécie com boa capacidade natatério e capaz de realizar
migracdes (CASTRO et al., 2003). Espécies migradores possuem maior resiliéncia a perda de
diversidade genética e, por isso, costumam a apresentar maior indices de diversidade genética
(FREELAND, 2005; ADAMSON, HURWOOD e MATHER, 2012). De fato, diversos
trabalhos tém reportado indices de diversidade genética relativamente altos para espécies de
peixes neotropicais migradoras. Ferreira et al. (2016), trabalhando com Prochilodus lineatus,
observaram valores de heterozigosidade variando de 0,63 a 0,822 e valores de riqueza alélica
de 9,86 a 11,79. Matsumoto e Hilsdorf (2009), observaram altas heterozigosidades em Brycon
insignis (de 0,77 a 0,88) e valores de riqueza alélica variando de 5,32 a 7,97, originarios de
bacias costeiras, incluindo a bacia do Paraiba do Sul. A migracdo promove a troca de alelos, e
por isso mantém grandes tamanhos efetivos populacionais. Desta forma, mesmo populac@es de
grandes peixes migradores, quando isoladas por hidroelétricas por exemplo, tendem a perder
heterozigosidade — efeito da estruturacdo e da endogamia. Exemplo disso, é o que mostrou o
trabalho de Ashikaga et al. (2009), onde populacbes de Brycon orbignyanus apresentaram
baixos niveis de heterozigosidades para peixes migradores (Ho variando de 0,198 a 0,498) e
altos niveis de endogamia, mesmo com relativamente altas médias dos niameros de alelos (6,5
a 18).

Ja, quando se compara a heterozigosidade, a riqueza alélica e os niveis de endogamia
de A. aff. scabripinnis, com outras espécies de peixes de natureza sedentaria, como Geophagus
braziliensis por exemplo, nota-se valores mais semelhantes. Ferreira et al. (2015) encontram
valores de heterozigosidade variando de 0,474 a 0,628, valores de riqueza alélica variando de
3,56 a 4,11 e valores negativos de Fis para somente duas das populagdes, em G. braziliensis
coletados em seis pontos diferente de um mesmo Rio na bacia do Alto Parana. Jaisuk e Pananan

(2018) estudando populagdes de Garra cambodgiensis, um pequeno ciprinideo asiatico,
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encontraram valores de heterozigosidade que variaram de 0,51 a 0,65, enquanto os valores de
riqueza alélica variaram de 8 a 13,36. Também encontraram valores positivos e Fis para todas
as populagoes.

Dentre as populacdes aqui estudadas, somente duas delas - LC e RP - ndo apresentaram
déficit de heterozigotos (Fis =-0,029 e -0,057, respectivamente). Segundo Hartl e Clark (2010),
a subdivis@o de populagdes pode levar ao aumento da endogamia, 0 que, por consequéncia,
elevaria a homozigosidade e reduziria a heterozigosidade. Desta forma, grandes populagdes que
apresentam subdivisbes tendem a apresentar déficit de heterozigotos nos isolados
populacionais, num contexto de EHW, fenédmeno conhecido como efeito Wahlund. Esse efeito
é comum em populacBes de peixes isoladas por barreiras naturais que se encontraram em
virtude do rompimento das barreiras. Em Astyanax mexicanus, o isolamento entre populac¢oes
de superficie e populacdes de caverna, € um exemplo disso (BRADIC et al., 2012). Fenbmeno
semelhante pode ser encontrado em peixes migradores. Ferreira et al. (2016) estudando
populacdes de Prochilodus lineatus isoladas em pequenos trechos por barreiras intransponiveis,
tais como as Cataratas do Iguacu, também atribuiram o déficit de heterozigotos ao efeito
Wahlund.

Diversas evidéncias obtidas, tanto com dados mitocondriais, quanto com
microssatélites, demonstram a origem afim das populacbes RG, LV, PE e CP. Os dados obtidos
parecem indicar que trata-se na verdade de uma grande populagdo (metapopulacéo), dividida
recentemente (em termos de tempo geoldgico) em quatro subpopulagdes. Desta forma, o efeito
Wahlund poderia explicar o déficit de heterozigotos em todas elas.

Reducbes do tamanho efetivo populacional estdo frequentemente ligadas a gargalos
genéticos populacionais, os chamados bottlenecks. Neste cenario, a diversidade genética tende
a diminuir, levando a um aumento na endogamia e diminuindo a viabilidade das populacGes
(SPENCER et al., 2000). Segundo Cornuet e Luikart (1996), durante o bottleneck, a diversidade
alélica, medida através da riqueza alélica e do nimero de alelos, é inicialmente afetada devido
a perda de alelos, causando a chamada deficiéncia alélica. Desta forma, a diversidade alélica
observada é menor do que a diversidade esperada em relacdo a heterozigosidade observada,
fendmeno conhecido como excesso de heterozigosidade. O excesso de heterozigosidade é
identificado de acordo com Nei (1987) e € diferente do excesso de heterozigotos, calculado de
acordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg (CORNUET e LUIKART, 1996). O programa
BOTTLENECK mostrou que ha evidéncia de excesso de heterozigosidade para as populagdes

PE e RG (P < 0,05). Estas também apresentaram pequenos tamanhos efetivos populacionais
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(10,7 e 16,9, respectivamente, os dois menores entre as seis populacdes, desconsiderando RP)
e os dois menores valores de diversidade alélica. Além disso, ambas as populag¢des também
apresentaram indicios de endogamia (Fis = 0,103 e 0,207, respectivamente).

Comparando PE e RG com as outras populacfes de A. aff. scabripinnis deste trabalho
e com as populacdes congéneres citadas acima, pode-se notar que possuem baixos niveis de
diversidade alélica (nimero de alelos, nimero efetivo de alelos e riqueza alélica) e indicios de
endogamia. De forma semelhante, os dados de DNA mitocondrial apontam que estas duas
populacdes possuem baixos niveis de diversidade tanto haplotipica como nucleotidica para o
gene COI e moderadas para ATPase. O conjunto desses fatores, aliados ao pequeno tamanho
efetivo populacional (Ne), sdo indicios de que ambas as popula¢des passaram por bottlenecks.
Segundo Cornuet e Luikart (1996) quando uma populacdo entra em gargalo genético, causado
pela reducdo do tamanho efetivo populacional, a endogamia leva, inicialmente, a perda de
diversidade alélica. O que se esperar nos proximos passos, € que surja um excesso de
heterozigosidade (de acordo com Nei, 1987) ou seja, 0 nimero observado de alelos € menor do
que se esperaria para a heterozigosidade observada. Por ultimo, espera-se que a
heterozigosidade diminua. Desta forma, pode-se inferir que os eventos de gargalo de PE e RG,
se tiverem sido causados pela separacao entre ambas, sdo recentes, pois ainda apresentam niveis
de heterozigosidade observada moderados. Dentre as populac@es desse trabalho, outras também
apresentam relativamente altos niveis de endogamia ou baixos tamanhos efetivos
populacionais, respectivamente CP e RP, por exemplo. Porém, a diversidade alélica nestas
populacdes € alta e provavelmente por isso ndo apresentaram indicios de bottleneck. Contudo,
deve-se destacar que a populacdo RG foi a de menor numero amostral, fator esse que pode ter
influenciado no resultado.

Diversos estudos vém demonstrando que a fragmentacéo de habitats, eventos climaticos
como seca ou até mesmo eventos geoldgicos vicariantes sdo causadores de gargalos genéticos
populacionais (HAPONSKI e STEPIEN, 2004; BRADIC et al., 2012; ANDERSEN et al.,
2017). Alguns exemplos de reducéo do tamanho das populagdes foram extensamente estudados
e aumentaram o conhecimento da ciéncia acerca dos efeitos de um gargalo genético. Pode-se
citar como exemplo a populacdo dos guepardos sul-africanos Acinomyx jubatus jubatus que,
em sua historia evolutiva recente teve uma severa reducdo em tamanho, 0 que ocasionou
endogamia e, quando comparados a outros felinos, uma dréastica reducao da fertilidade, causada
por anomalias nos espermatozoides (O’BRIEN et al., 1985). Em peixes, a diminuicdo dos

tamanhos populagdes pode ser melhor detectada em espécies de alto interesse comercial, bem
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como os efeitos genéticos dessa diminuicdo. Vera et al. (2010) estudaram seis populagdes de
truta (Salmo truta caspius) e detectaram gargalo populacional para uma delas. Essa populagéo
também apresentou baixa diversidade genética o que, segundo os autores, pode ser sido
ocasionada por sobre-exploracdo da pesca, polui¢édo ou destruicdo dos locais de desova. Ferreira
et al., (2014) detectaram indicios de gargalo em cinco de seis populacdes de Geophagus
braziliensis estudadas. A Unica populacdo que ndo apresentou bottleneck é a que estd no
ambiente menos antropizado.

Os valores de Fst pareados mostraram que a populagdo LC é a mais diferente de todas
as outras, seguida da populacdo RP. Entre LC e as outras populaces, esses valores variaram de
0,196 a 0,317, enquanto que os valores entre RP e as outras populagdes variaram de 0,114 a
0,264. Embora essa seja uma relacdo bastante simples, Wright (1978) sugere que valores entre
0,15 e 0,25 indicam diferenciacdo grande entre as populacdes e valores maiores que 0,25
indicam diferenciacdo muito grande. Neste caso, a diferenciacdo entre LC e as outras
populacdes é grande ou muito grande e de RP em relagdo as outras ¢ moderada ou grande. Além
disso, a maior parte desses valores esta acima da média global (Fst = 0,144). Para se ter uma
ideia mais clara dessas diferencas, pode-se citar os trabalhos com Astyanax mexicanus, onde o
maior valor de Fst entre duas populacdes foi 0,51 e o menor 0,01 (BRADIC et al., 2012). Ja
entre populagdes de A. altiparanae, Zaganini (2013) encontrou valores variando entre 0,001 e
0,114, mostrando que, em espécies migratorias a estruturacdo genética tende a ser menos
evidente.

Os resultados da inferéncia Bayesiana para a investigacao de estruturacao populacional,
realizada pelo programa STRUCTURE aponta no mesmo sentido das estatisticas-F. A presenca
da populacdo LC quando analisada junto com as outras, sem informacéo de localidade a priori,
acaba por enviesar a anélise tornando a diferenca entre as outras cinco popula¢fes quase que
imperceptivel. A metodologia sugerida por Coulon et al. (2008) foi eficaz ao mostrar a
estruturacdo das populagdes, tornando mais clara as diferengas entre elas, além disso foram ao
encontro dos demais resultados (AMOVA e PCoA). Quando a populacdo LC foi retirada da
analise, trés grupos genéticos (ou clusters, K = 3) foram detectados. Neste caso, nota-se que as
populacdes RP e CP estdo mais distantes geneticamente do grupo formado por PE+RG+LV.
Os resultados das analises das coordenadas principais (PCoA) e Fst apontam no mesmo sentido.
Nota-se, por essa andlise, a clara aproximacao de PE, RG, LV e CP e distanciamento de LC e
RP.

Desta forma, a simples hipotese de hierarquizacdo das populacdes de A. aff. scabripinnis
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na Serra da Mantiqueira em dois grupos equivalentes as duas bacias, parece ndo explicar a
variacdo genética entre elas. Foi o que a Anéalise da Variancia Molecular (AMOVA) mostrou
utilizando os microssatélites e 0 DNA mitocondrial. Ao testar essa hipétese, tanto com os dados
de microssatélites quanto com o DNA mitocondrial, a variacdo entre as populacGes dentro das
bacias foi maior do que entre as bacias, ou seja, ha maior variacdo entre uma populacéo e outra
dentro de cada bacia do que entre todas as populacdes de uma bacia comparadas com as
populagdes da outra bacia. Segundo Hartl e Clark (2010), a hierarquizagdo dos dados que
realmente revela a estruturacdo populacional € aquela onde a varia¢do genética entre todas as
populacdes é maior do que a variacao entre os grupos de populacdes (ou bacias, no caso) e esta
é maior do que a variacdo entre as populacfes dentro dos grupos.

Dentre as hipoteses testadas, a que melhor explica a estruturacdo ou a variagdo genética
das populacGes, portanto, € a formacdo de trés grupos: um formado somente pela populagédo
LC, outro somente pela populacdo RP e o tltimo formado pelas populacées PE, RG, LV e CP.
Quando testada com marcadores de microssatélites, essa hipdtese mostrou, com valores
estatisticamente significativos, que a variacdo dentro do grupo formado pelas quadro
populacdes € menor do que entre esse grupo e as outras populacées. A AMOVA com dados de
DNA mitocondrial, tanto para 0 ATPase quanto para o COI, a exemplo dos microssatélites,
mostrou maior variacao entre os grupos do que entre as populac¢ées dentro dos grupos, também
com valores estatisticamente significativos.

Quando se leva em consideracao a variacdo entre todas as populacdes, desconsiderando
a formacdo de grupos, nota-se que, com os dados de microssatélites, essa variacdo foi maior do
que a variacao entre os grupos. Porém, com DNA mitocondrial, a variacéo entre as populacoes
foi menor do que entre os grupos. Uma provavel explicagdo para isso € que a taxa de evolucao
dos microssatélites € maior do que do DNA mitocondrial, neste caso a separagdo recente das
quatro populacdes (PE, RG, LV e CP) pode néo ter sido suficiente para acumular significativas
diferengas entre elas no DNA mitocondrial, mas ja foi suficiente para acumular diferencas que
puderam ser visualizadas com marcadores de microssatélites.

A utilizacdo da AMOVA tem se mostrado eficiente para peixes pouco migradores.
Bradic et al. (2012) testaram diversas hipoOteses de estruturacdo populacional para os A.
mexicanus inferidas a partir da diversidade alélica e dos dados do STRUCTURE. A hipétese
que melhor explicou a hierarquizacao dos dados, ndo agrupou as populacdes simplesmente em
cavernicolas ou de superficie, demonstrando grande complexidade biogeografica. Em

populacbes cuja a separacdo geogréfica é maior e as barreias mais dificeis de transpor, as
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hipdteses de estruturacdo podem ser inferidas diretamente dos dados biogeograficos. Por
exemplo populagdes do killifish Aphanius fasciatus coletados na Grécia e na Turquia e
separadas pelo Mar Egeu, apresentaram estruturacdo genética compativel com a distribuicao
geografica (TRIANTAFYLLIDIS et al., 2007).

Os dados obtidos, tanto para microssatélites quanto para DNA mitocondrial,
demonstraram claramente a diferenciacdo das populagdes LC e RP das demais. Olhando mais
especificamente para o grupo formado pelas populacbes (PE, RG, LV e CP), as analises do
STRUCTURE e os valores de Fstdemonstraram que CP é a mais divergente geneticamente das
outras. Essa afirmacdo também pode ser corroborada pela PCoA e pelo Fst. Ja entre PE, RG e
LV, esta Gltima é a mais divergente. PE e RG mostram uma diferenciagdo pequena (Fst = 0,02,
0 menor valor entre os pares de popula¢des), porém como destacado por Wright (1978) nédo
pode ser desconsiderada. A pequena diferenciacdo entre PE e RG ndo permite inferir uma
estruturacdo entre as quatro populacdes em dois grupos correspondentes as duas bacias. Para
confirmar essa afirmacéo, foi realizado a AMOVA testando também essa hipétese (dados néo
apresentados) o que ndo resultou em uma estruturacéo significativa.

O fragmento do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase | (COIl) demonstrou-se
eficiente no estudo das populacdes de A. aff. scabripinnis e na distincdo dessas populacbes de
outras espécies. JA& o ATPase mostrou nitidamente a separacdo das populaces RP e LC, a
exemplo do COI e dos dados de microssatélites, mas ndo foi eficiente na separacdo de A.
paranae das demais populacfes. Somente na arvore concatenada, produzida através de analise
Bayesiana, essa separacdo foi nitida. Marreta 2011, em trabalho de filogeografia de diversas
especies de Astyanax, ndo conseguiu separar, filogeneticamente, A. scabripinnis provenientes
da bacia do Leste (Rio Bertioga/SP) de A. paranae da bacia do Alto Paranapanema, utilizando
0 gene ATPase como marcador. Kavalco et al. (2011), encontraram baixos valores de bootstrap
em arvores construidas com sequéncias de ATPase de A. altiparanae e A. bimaculatus, o que,
segundo os proprios autores, pode ser devido a grande similaridade entre os hapl6tipos. Neste
caso, 0 DNA mitocondrial pode ndo ser sensivel o suficiente para evidenciar a irradiacoes
recentes entre grupos (FUNK e OMLAND, 2003), tais como grupos que sofreram répida
especiacdo (ROSSINI et al., 2016).

Rossini et al. (2016) mostraram a grande proximidade de A. scabripinnis e A. paranae.
Segundo os autores a separagdo entre ambos o0s taxons é recente. Nesse estudo da filogenia do
género Astyanax, uma das localidades amostradas foi material do Corrego Lavrinhas (LV deste

trabalho), que também ficou no mesmo clado do A. paranae, a exemplo dos A. scabripinnis da
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bacia do Rio Grande. Por outro lado, em recente revisdo do grupo A. scabripinnis, Oliveira
(2017) redescreveu a espécie e propds que sua area de distribuicdo € bem maior do que se
pensava, abrangendo desde o Uruguai até o Espirito Santo, inclusive o Rio Iguagu e é sindbnimo
de A. laticeps e A. serratus. Em seu trabalho, Oliveira (2017) sugere a extincdo nomenclatural
do grupo e a adocdo da nova distribuicdo para A. scabripinnis. Neste caso, as populacGes
utilizadas nesse trabalho, embora pertencam ao grupo, ndo seriam de fato A. scabripinnis.

As taxas de imigrantes (m) identificadas pelo programa MIGRATE, auxiliam a entender
os padrdes observados em todas as analises supracitadas. Ha grande evidéncia de fluxo génico
de PE para CP e pequena ao contrario na Bacia do Sapucai. Evidéncia reforcada pelo razoavel
namero de loci fora do EHW observada em CP. Ja na bacia do Paraiba do Sul, h4 grande
evidéncia de fluxo génico de RG para LV e moderada ao contrario, também reforcada pelo
razoavel numero de loci fora do EHW observada antes do ajuste dos gendtipos em LV. Néo
foram visualizadas evidéncias significativas de fluxo génico entre LC e as outras populacdes
da bacia do Sapucai, nem entre RP e outras popula¢des da bacia do Paraiba do Sul. Em virtude
da capacidade computacional limitada disponivel para a realizacdo dos testes do MIGRATE,
ndo foi possivel testar fluxo génico das populacdes da bacia do Sapucai para o Paraiba do Sul,
umaauma, e vice-versa. Porém é provavel que o fluxo génico da Bacia do Sapucai para a Bacia
do Paraiba do Sul seja de PE para RG. Contudo, deve-se ressaltar que 0 MIGRATE exige
grande capacidade computacional para fazer as analises em tempo habil e por este motivo, o
numero de cadeias usadas nesse trabalho foi pequeno. Uma alternativa, seria a utilizacdo dos
marcadores mitocondriais, contudo as evidéncias de hermafroditismo para essas populacdes
(CORNELIO et al., 2013) dificultariam a utilizagdo correta do fator escalar (x) para o calculo
do tamanho efetivo populacional (Ne), que seria diferente de 1 (BEERLI e FELSENTEIN,
2001; BEERLLI, 2012).

A andlise dos dados geogréficos, tais como a distancia fisica entre as populacdes e o
relevo, ajuda a entender essa estruturacéo e os padrdes de migracdo encontrados. A populagédo
RP é a que possui maior distancia geogréafica das outras populacdes (veja figuras 4 e 5) alem
disso, estd a 606 metros de altitude, cerca de 1.000 metros a menos que as demais populagdes.
E possivel que, durante o soerguimento das bordas cristalinas, ela tenha sido a primeira a
separar das demais populacdes, ficando isolada por mais tempo e h& mais tempo tendo deixado
de receber alelos das demais populagcbes por migragéo.

Embora ndo tenham sido detectados sinais de isolamento por distancia, através do teste

de Mantel, a comparagdo entre as distancias geografica e o Fst reforca a explicacdo acima.
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Dentro da mesma bacia, os maiores valores de Fst pareados entre RP e uma outra populagéo
correspondem também as maiores distancias geogréaficas. O mesmo acontece com LC, porém
com esta populacdo outros fatores também podem estar envolvidos, como sera discutido
adiante.

Ja a populacdo CP é a mais diferente geneticamente das demais, quando se exclui RP e
LC. Dentre as populagdes da bacia do Sapucai, CP é a mais distante do divisor das bacias e a
que tem menor altitude, excetuando-se LC. A exemplo do que aconteceu com RP, é provavel
que esta populacdo tenha se isolado a mais tempo do que PE das populacdes da bacia do
Sapucai. Embora haja indicios de fluxo génico de PE para CP, mas indicios fracos do contrario,
ha& uma nitida diferenca entre elas. O fluxo de PE para CP pode ser explicado pela proximidade
geografica entre ambas. Além disso, a maior altitude de PE em relacdo a RP pode estar
colaborando para os padrdes de migracdo visualizados. Diversos fatores ambientais,
fisioldgicos ou até mesmo comportamentais podem determinar diferentes tipos de padrbes de
migracdo em populacBes de peixes da mesma espécie.

Seguindo esse raciocinio, 0 mesmo se aplica a LV que também estd mais distante das
populacdes da bacia do Sapucai e, dentre as da bacia do Paraiba do Sul é a que tem maior
altitude. Esses valores, indicam que LV pode ser sido a segunda a separar das outras populacdes
e, pela proximidade com RG ainda mantem migracdes. Porém, a diferenca de altitude entre RG
e LV torna dificil explicar os padrdes de migracao indicados pelo MIGRATE, ja que houve
mais evidéncia de migracdo de RG para LV do que do contrario. O fato de LV ndo possuir
alelos privados corrobora essa observacdo. Como RG estd a 921 metros de altitude engquanto
LV esta a 1863 metros ndo e parcimonioso supor que ha mais facilidade de migracdo da
localidade mais baixa para a mais alta do que do contrario. Contudo, muitos outros fatores, além
da altitude e bastante dificeis de se determinar, podem influenciar os padrdes de migracao
(FAUSCH et al., 2002). De acordo com Jonsson e Jonsson (1993), individuos de uma mesma
populacdo apresentam diferentes comportamentos migratorios, por exemplo migradores e
residentes, podem ter diferentes taxas de crescimento e fertilidade. Bradic et al. (2012)
mostraram que populacdes cavernicolas recebem mais alelos das populagdes de superficie do
gue doam, em Astyanax mexicanus. As incursdes de peixes da superficie para as cavernas
podem ser ocasionadas por varios motivos, inclusive o regime de chuvas. Porém, notaram
também que algumas populacGes de cavernas migram mais do que outras. Os padrdes
migratorios podem estar contribuindo com a manutencdo da variacdo genética entre as

populagdes da regiéo.
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Os dados do relégio molecular demonstraram separacdo entre A. mexicanus e A.
scabripinnis da ordem de 3,5’ milhdes de anos, tempo préximo do final da formagéo do Istmo
do Panam4 (3,3 milhdes de anos). A hipbtese de origem sul-americana de Astyanax, e outros
caracideos, e posterior colonizacdo da América Central ¢é amplamente aceita
(CALCAGNOTTO, SCHAEFER e DESALLE, 2005; REEVES e BERMINGHAM, 2006;
ORNELAS-GARCIA, DOMINGUEZ-DOMINGUEZ e DOADRIO, 2011). Contudo n3o ha
consenso entre 0s pesquisadores sobre o tempo de inicio dessa colonizacdo. Ornelas-Garcia,
Dominguez-Dominguez e Doadrio (2011), a partir de dados de sequenciamento de DNA
mitocondrial e nuclear, encontraram valores para o tempo de colonizagdo entre 7,8 e 8,1
milhdes de anos. Para diversos outros autores, a colonizacdo da América Central a partir da
América do Sul s6 foi possivel a partir da formacao do Istmo do Panamé (STRECKER et al.,
2004; REEVES e BERMINGHAM, 2006).

Entre as populacbes estudadas por esse trabalho, a populacdo do Lago Capivari
demonstrou diversificagdo das demais da ordem de 220 mil anos. Logicamente esse tempo nédo
condiz com atividade humana, mas corrobora a hip6tese de introducéo de individuos de diversas
populacdes a muito isoladas e estruturadas, conforme discutido anteriormente. J& o tempo de
separacdo da populacdo do Ribeirdo Pequeno (da ordem de 25 mil anos) é condizente com 0s
movimentos tecténicos recentes, descritos para a regido. Fumey et al. (2018) propds que a
colonizagdo de cavernas por A. mexicanus € recente (menos que 20.000 anos) e que mesmo em
eventos recentes de dispersao pode-se observar diferencas significativas entre populacdes,
mesmo em caracteres morfologicos.

Mas como explicar a grande semelhanca entre PE e RG visualizada em todas as analises,
tanto com microssatélites quando com DNA mitocondrial? Ingenito (2004) analisou as
ictiofaunas das bacias do Sapucai e do Paraiba do Sul e a Serra da Mantiqueira como barreira
biogeogréafica entre ambas. Uma das espécies amostradas com ocorréncia em ambas as bacias,
foi Astyanax sp.1, uma morfoespécie que, segundo o autor pertence ao grupo A. scabripinnis e
entre as areas de amostragem, esta o Ribeirdo Grande (RG). Desta forma, o autor comenta que

0s pontos mais provaveis para uma dispersdo desta espécie da bacia do
Sapucai para a bacia do Paraiba do Sul seriam nos municipios de Campos do
Jord&o e Santo Antdnio do Pinhal, onde as cabeceiras das drenagens Sapucai
e Sapucai-Mirim localizam-se extremamente proximas das cabeceiras da
drenagem Piracuama, que por sua vez estdo muito proximas das cabeceiras da

por¢do noroeste da drenagem do ribeirdo Grande, sendo justamente nestas

regides que os exemplares de Astyanax sp.1l foram coletados na bacia do



86

Paraiba do Sul (Ingenito, 2004).

Embora o Corrego Perdizes (PE) também tenha sido amostrado por Ingenito (2004) a
descri¢do de Astyanax sp.1 foi feita através da comparacdo com 15 exemplares coletados no
Corrego Perdizes (PE) por F.A.G. Melo, depositados no Museu Nacional do Rio de Janeiro
(MNRJ 22209). No mesmo trabalho, o Ribeirdo Pequeno também foi amostrado.

De acordo com Hiruma et al. (2001) diversos eventos de capturas de cabeceiras ou de
drenagens ocorreram recentemente na regido do planalto de Campos do Jorddo. Modenesi-
Gauttieri et al. (2002) identificaram capturas de drenagem nas cabeceiras do Ribeirdo do Sino
e do Cérrego Lavrinhas, também encontraram indicios de captura em diversas outras drenagens
no planalto de Campos do Jorddo. O Ribeirdo do Sino (local ndo amostrado nesse trabalho),
tem suas cabeceiras muito proximas do Ribeirdo Grande, separadas por divisores pouco nitidos
ao longo de falhas transcorrentes; e o Cérrego Lavrinhas, por sua vez, tem cabeceiras separadas
por apenas oito metros do Ribeirdo Pirutinga (MODENESI-GAUTTIERI et al. 2002). Como
o0s ultimos eventos neotectdnicos dessa regido sdo datados no quaternario recente (cerca e
10.000 anos atras, HIRUMA et al. 2001), € possivel que contribuiram para o cenario genético
encontrado entre as populacdes de A. aff. scabripinnis.

Desta forma, as diversas analises dos dados genéticos, bem como os estudos da
neotectdnica do planalto de Campos do Jorddo, corroboram a hipo6tese de recente separacao
entre PE e RG. Entre ambas as populacdes verifica-se 0 menor valor de Fst, as analises do
STRUCTURE e PCoA, bem como as andlises filogenéticas com DNA mitocondrial agrupam
essas populacdes de maneira muito proxima. Além disso, somente as duas populacdes
apresentam evidéncia de recente bottleneck, efeito genético esperado quando ocorre subdivisdo
recente de uma populacdo (SPENCER, NEIGEL e LEBERG, 2000).

N&o pode ser descartada também a hipdtese de introducdo artificial acidental ou
proposital, ja que essa espécie é usada para a colonizagdo de pequenos corpos d’agua ou de
lagos artificiais (INGENITO e BUCKUP, 2007). Outros eventos de introdugdo sdo comuns
nessa regido. Hyphessobrycon anisitsi, que tem sua regido de ocorréncia no sistema Parana-
Paraguai e na porc¢éo brasileira da bacia do Uruguai, foi capturado no Lago Itapeva, um lago
artificial. Sua ocorréncia a tdo longe de sua regido de origem é mais logicamente explicada por
um evento de introducdo (INGENITO e BUCKUP, 2007).

Quanto a populacdo do Lago Capivari, outras hipoteses podem explicar a marcante
diferenca entre essa populacdo e as demais, dentre elas a colonizacdo deste ambiente por
individuos de varias outras populacbes. O Lago Capivari situa-se no centro da cidade de

Campos do Jordao e é utilizado para lazer e entretenimento. Neste tipo de ambiente, como
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discutido anteriormente, € comum a introducéo antropica proposital. As analises filogenéticas,
nas diversas metodologias, agruparam individuos de RP com LC e de LC com LV. Além disso,
h& uma grande proximidade geografica deste lago com o Cdrrego das Pedras (cerca de 2,5
quilémetros) e, de forma semelhante, a menor diferenca genética (Fst) entre LC e outra
populacéo, é com CP. As analises morfoldgicas feitas por C.A.M. de Oliveira, especialista na
taxonomia do grupo, mostraram que individuos dessa populagdo apresentam caracteristicas
morfolégicas extremamente variaveis (comunicacdo pessoal). Do ponto de vista das analises
genéticas, se as populacbes fundadoras estivessem estruturadas, espera-se que ocorra efeito
Wahlund e LC apresente heterozigosidade elevada, como ocorreu aqui (HARTL e CLARCK,
2010). Além disso, a populagéo LC foi a Unica a apresentar valores negativos e significativos
para o teste D de Tajima. Essa condicdo é indicio de, entre outros fatores, expanséo
populacional (TAJIMA, 1989), o que seria esperado quando ocorre a introducdo de individuos.
O conjunto desses fatores, corrobora a hipotese de que LC vem sofrendo introdugdes ou de que
foi formada por individuos de vérias populacfes, as quais seria muito dificil de se determinar
com exatiddo, mas pode-se sugerir que LV, RP e CP estariam entre elas. O fato de LC apresentar
um grande namero de alelos privados, demonstra que outras populagdes, além das amostradas
nesse trabalho, também podem ter contribuido para a sua formacéo.

Alguns dados de trabalhos de citogenética também demonstraram semelhancas entre as
populagdes estudadas. Kavalco e Moreira-Filho (2003) realizaram uma revisdo de dados
citogenéticos em diversas populacdes de A. scabripinnis. Encontraram, para as populacdes do
Corrego das Pedras, Corrego Perdizes, Ribeirdo Grande e Corrego Lavrinhas sempre as mesmas
formulas cariotipicas (6 metacéntricos, 22 submetacéntricos, 10 subtelocéntricos, 12
acrocéntricos), niumero de cromossomos supranumerarios variando de nenhuma a duas e
namero de regides organizadoras de nucléolos variando de duas até nove. Contudo,
diferentemente desse trabalho, foi possivel identificar diferencas entre as popula¢bes do
Ribeirdo Grande (NEO et al., 2000a; NEO et al., 2000b; FERRO et al., 2001) e Perdizes
(VICENTE et al. 1996) principalmente quanto ao nimero de regides organizadoras do nucléolo
e presenca de cromossomos supranumerarios. Ja as populagdes Corrego Pedras e Corrego
Perdizes apresentaram as mesmas constituicdes cromossdmicas (SALVADOR e MOREIRA-
FILHO, 1992; VICENTE et al. 1996), porém, pequenas diferencas entre ambas foram
encontradas na frequéncia de regides organizadoras do nucléolo (VICENTE et al., 1996).
Castro et al., (2014) analisaram as populacbes do Coérrego das Pedras e Ribeirdo Grande e

também encontraram grande semelhanga na macroestrutura cariotipicas e, a exemplo de outros
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trabalhos (FERRO et al., 2001; NEO et al., 2000a; NEO et al., 2000b), encontraram diferencas
sutis nas regides marcadas por FISH entre duas diferentes altitudes dentro do préprio Ribeirdo
Grande. A mesma estrutura foi encontrada por Barbosa et al. (2015), nas populagdes do
Ribeirdo Grande, porém a 1850 metros de altura e do Corrego Lavrinhas, com diferencas nas

regibes marcadas com as sondas 5s e 18s.



89

7 CONSIDERACOES FINAIS

Quando comparadas a outras populacdes de Astyanax, A. aff. scabripinnis da Serra da
Mantiqueira apresentam bons niveis de heterozigosidade e de diversidade alélica. Embora todas
as populagdes tenham apresentado baixos tamanhos efetivos, somente duas delas apresentaram
evidéncias de terem passado por gargalos populacionais. Todavia, os valores de fixagdo génica
demonstraram indicios de endogamia para diversas populagdes, 0 que desperta a atencao para
seus status de conservagdo. Como discutido, a subdivisao populacional pode levar a endogamia,
a perda de riqueza alélica e perda heterozigosidade. Os dados levantados aqui demonstram que
as populacoes estudadas podem estar passando pelos efeitos da separacdo e a migragao parece
ser uma estratégia para mitigar os efeitos nocivos do isolamento.

Tanto os marcadores moleculares baseados em microssatélites, quanto os marcadores
baseados em DNA mitocondrial, demonstraram-se eficazes no estudo das histdrias evolutivas
das populagdes de A. aff. scabripinnis da Serra da Mantiqueira. Embora tenha uma formacao
antiga e seja comprovadamente funcional como barreira biogeogréafica, a estruturacdo das
populacdes estudadas é bastante complexa e, para sua analise, outros fatores geograficos
precisam ser levados em consideracdo, além da simples separacdo destas em duas bacias de
drenagem. O planalto de Campos de Jorddo apresenta tectonismo recente, com evidéncias de
soerguimentos e capturas de drenagem bastante recente. Embora os dados de geomorfologia de
todos os corpos d’agua usados no estudo sejam ainda incompletos, pode-se inferir, a partir dos
resultados aqui obtidos, que a separacdo dos seis pontos de coleta em duas bacias ndo ocorreu
simultaneamente. E ainda possivel que eventos de capturas de drenagem entre corpos d’agua
da mesma bacia tenham precedido capturas entre as duas bacias.

Tanto evidéncias moleculares quanto evidéncias biogeograficas, demonstram que a
populacdo do Ribeirdo Pequeno deve ter sido a primeira a se separar e pode ja ter passado por
um periodo de resiliéncia, ndo apresentando hoje evidéncias de endogamia nem de gargalos
populacionais.

Diversas anélises demonstraram a origem comum e a separacao relativamente recente
das populagcdes do Ribeirdo Perdizes, Corrego das Pedras, Corrego Lavrinhas e Ribeirdo
Grande, hipotese reforcada pelos estudos que demonstram a atividade tecténica recente na
regido onde foram realizadas as coletas. A separacdo ainda mais recente entre Corrego Perdizes

e Ribeirdo Grande, permite inferir a presencga de um evento recente captura de drenagem nessa
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regido.

A populacdo do Lago Capivari, sendo a populacdo geneticamente mais diferente das
demais, parece ter sido fundada por individuos de diversas outras populagcfes. A fundacéo de
LC é um evento dificil de se determinar, contudo hé indicios de que individuos de RP, LV e CP
possam ter contribuido na sua fundacdo ou de que foram introduzidos posteriormente.

Uma questdo importante a ser levantada é a colonizagdo histérica da regido. Segundo
Ingenito e Buckup (2007), a colonizacdo da regido por A. aff. scabripinnis, se deu a partir da
bacia do Rio Sapucai. A ultima grande revisao do género, demonstrou que A. aff. scabripinnis
(alguns exemplares da regido foram usados, inclusive) estd relacionada a espécies do Alto
Parana e Sdo Francisco (ROSSINI et al., 2016). Estas observagdes corroboram a hipétese da
colonizacg&o a partir da bacia do Alto Parana. Assim, esse modelo explica melhor os resultados
obtidos nesse trabalho, onde nota-se a separacdo mais antiga da populacdo RP, provavelmente
por vicariancia ocasionada pelos movimentos tectonicos, seguida pela colonizacdo mais recente
das cabeceiras do Paraiba do Sul. Essa movimentacdo pode ter separado primeiramente as
populagdes LV e CP e, ainda mais recentemente, as populacdes PE e RG. Entre essas quatro
populacdes ainda ha indicios de fluxo génico, o que retarda sua diferenciacdo e contribui para

conservacao genética das populacdes, ao incrementar a variabilidade genética.
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ANEXO A - Licenca permanente para coleta de material zooldgico (Prof. Dr. Roberto

Ferreira Artoni)

Ministerio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

\ Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
“\[— —fl, Sistema de Autorizag@o e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 15115-1 Data da Emissao: 02/04/2008 10:47
Dados do titular
Registro no lbama: 550248 | Nome: Roberto Ferreira Artoni CPF: 138.549.798-00
Nome da Instituigao : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80.257_355/0001-08

Observacoes, ressalvas e condicionantes

A participacio de pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizacio depende de auterizacio expedida pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologi

T | cNPaMCT).

1a

A licenca permanente nfo & valida para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de
extingio; b) manutencio de espécimes de fauna silvestre em cativeiro; c) recebimento ou envio de material biologico
exterior; e d) realizagio de pesquisa em unidade de conservagio federal ou em caverna. A restrigio prevista no item d nio se aplica as categorias
Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de Protegio Ambiental constituidas por terras privadas.

ao

O pesquisador titular da licenca permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicio de campo no Sisbio & informar o nome & CPF dos membros da sua

equipe, bem como dados da expedicio, que constardo no comprovante de registro de expedicio para eventual ap itacdo a fiscalizagho;

Esta licenga permanente néo exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade.

ambiental de empreendimentos.

Esta licenga permanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizacio de atividades inerentes ao processo de licenciamento

Esta autorizagio MAO exime o pesquisador fitular da necessidade de atender ao disposto na Instrugio Normativa Ibama n? 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7 | O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

O argao gestor de unidade de conservacio estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autorizaces concedidas pelo Ibama,
estabelecer outras condices para a realizacio de pesguisa nessas unidades de conservacio.

O titular de licenca ou autorizac@o e os membros da sua equipe deverfo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

de populac@es do grupo taxonémice de interesse em condicdo in situ.

9 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade

O titular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apés o aniversario
emissao da licenca permanente.

de

O titular de autorizacdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da viclagio da legislacio vigente, ou quando da inadequaco,
11 | omisséo ou falsa descrigio de informagBes relevantes que subsidiaram a expedigio do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagio ou licenga
suspensa ou revogada pelo lbama e o material biologico coletado apreendido nos termos da legislagio brasileira em vigor.

A licenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituicio cientifica a qual ele estava vinculado por ocasiao da
solicitacao.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagio que dispe sobre acesso a componente do patrimonio genético existente no territorio nacional, na
13 | plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou ac conhecimento tradicional associado ao patrimanio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccio e desenvolvimento tecnologico.

As atividades contempladas nesta autorizaciio NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies das de extincio, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacio.

Taxons autorizados

# Nivel taxondmico Taxon(s)

1 | ORDEM Characiformes, Gymnotiformes, Tetraodontiformes, Siluriformes, Synbranchiformes, Perciformes

2

Destino do material biologico coletado

# | Nome local destino [ Tipo Destino

[1 [ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA | Laboratério de Citogenética e Evolugdo

Este documento (Licenga permanente para colsta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugac Normativa Ibama n®154/2007. Através

do codigo de autenticagio abaixo, qualquer cidadac podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina

Ibama/Sisbio na internst (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacao: 85979796 HlHlHl‘lHl‘le‘l‘
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Numero: 15115-1

Data da Emissédo: 02/04/2008 10:47

Dados do titular

Registro no lbama: 550248

Nome: Roberto Ferrsira Artoni

CPF: 138.549.798-00

MNome da Instituigio - UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA

CNPJ: 80.257.355/0001-08

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa Ibama n?154/2007, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato néo
contemplado na autorizacéio ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacéo ou da licenca permanente com a devida
anotacédo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicéo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biologicas (CCBIO).

Niveal

Taxon®

Qtds.

Amostra

Qtde.

Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel.

Este documento (Licenga permanents para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugao Normativa Ibama n®154/2007. Através

do codigo de autenticagho abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internst (www.ibama.gov. br/sisbio).

Codigo de autenticacao: 85979796
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ANEXO B - Aprovagcéo do protocolo de pesquisa pela Sub-Comisséo de Etica em
Animais-UEPG

UE/"i OPROPESP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao

m @ SUB-COMISSAO DE ETICA EM ANIMAIS

PARECER N° 02/2008
Protocolo: 04509/08

Em reuniéo ordinaria realizada nesta data, a
Comissdo de Etica em Pesquisa, APROVOU o protocolo de
pesquisa intitulado “Biodiversidade, Citogenética e
Preservagdo dos Peixes dos Campos Gerais II” de

responsabilidade do Pesquisador Roberto Ferreira Artoni.

Ponta Grossa, 08 de maio de 2008.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SUB-COMISSAO DE ETICA EM ANIMAL - SCEEA

.(1:’{494

Prof® Guilherme de Almeida S. Tedrus

Coordenador substituto da SCEEA

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP: 84030-900 - Ponta Grossa - PR — BRASIL
Bloco M Sala 12 - Campus Universitario em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 - Fax: (42) 3220-3102
e-mail: seccoep@uepg.br Home page: www.uepg.br



