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RESUMO 

 

A biodiversidade da região Neotropical ainda permanece pouco compreendida, e, embora a 

alopatria seja um dos principais fatores que favorecem a especiação, os rearranjos 

cromossômicos e a presença de cromossomos sexuais heteromórficos também podem 

desempenhar papéis importantes. Os rearranjos cromossômicos envolvendo cromossomos 

sexuais tem o potencial de reduzir eventos de introgressão e facilitar o isolamento reprodutivo. 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi analisar a influência da alopatria, dos rearranjos 

cromossômicos e da presença de sistemas de cromossomos sexuais múltiplos na diversificação 

genética das espécies de peixes Neotropicais Hoplias malabaricus e Erythrinus erythrinus por 

meio de análises citogenéticas e genômicas. Analisamos populações simpátricas e alopátricas 

que diferem por suas i) características cromossômicas (denominadas cariomorfos), ii) 

distribuições simpátricas versus alopátricas e iii) presença e ausência de cromossomos sexuais 

heteromórficos. Ao todo, foram analisadas 10 localidades de H. malabaricus que apresentaram 

6 cariomorfos distintos e 3 localidades de E. erythrinus com 2 cariomorfos distintos. Os 

diferentes cariomorfos apresentaram variações tanto em número de cromossomos, quanto em 

presença ou ausência de sistemas de cromossomos sexuais simples e múltiplos. Os resultados 

indicaram que apesar dos cariomorfos representarem grupos geneticamente divergentes, eles 

podem ser melhor compreendidos quando analisados em conjunto com sua distribuição 

geográfica e condições ambientais. O sistema de cromossomos sexuais múltiplos X1X2Y, 

presente em um dos cariomorfos de ambas as espécies, se mostrou associado a uma maior 

diferenciação genética interpopulacional. Para H. malabaricus, a presença de tal sistema sexual 

pode ter contribuído para níveis de diferenciação genética entre os cariomorfos A e D em 

sintopia equivalentes aos níveis de diferenciação de populações alopátricas do cariomorfo A. 

De maneira geral, os resultados de ambas as espécies sugerem que a presença de sistemas de 

cromossomos neo-sexuais pode ter contribuído para o surgimento e fixação de diferenças 

interpopulacionais, que podem ter contribuído de forma relevante para o surgimento e 

manutenção do isolamento reprodutivo. Desta forma, uma das hipóteses é de que a ocorrência 

de rearranjos cromossômicas, especialmente os relacionados aos cromossomos sexuais, podem 

ter contribuído para o processo de especiação para estas espécies e amplificado a diferenciação 

advinda da alopatria. 

 

Palavras-chave: Evolução. Diversidade genética. Peixes. Cromossomos sexuais. DArTSeq.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

The biodiversity of the Neotropics remains poorly understood, and although allopatry is one of 

the main factors that promote speciation, chromosomal rearrangements and the evolution of sex 

chromosomes can also play important roles. Chromosomal rearrangements involving sex 

chromosomes have the potential to reduce introgression events and facilitate reproductive 

isolation. Thus, the objective of this work was to analyze the influence of allopatry, 

chromosomal rearrangements and the presence of multiple sex chromosome systems on the 

genetic diversification of the Neotropical fish species Hoplias malabaricus and Erythrinus 

erythrinus through cytogenetic and genomic analyses. We analyzed sympatric and allopatric 

populations that differ by i) chromosomal characteristics (named karyomorphs), ii) sympatric 

versus allopatric distributions, and iii) presence and absence of heteromorphic sex 

chromosomes. Altogether, 10 localities of H. malabaricus were analyzed that presented six 

distinct karyomorphs and three localities of E. erythrinus with two distinct karyomorphs. The 

different karyomorphs showed variations both in the number of chromosomes and in the 

presence or absence of multiple sex chromosome systems. The results indicated that although 

karyomorphs represent genetically divergent groups, they can be better understood when 

analyzed in conjunction with their geographic distribution and environmental conditions. The 

multiple X1X2Y sex chromosome system, present in one of the karyomorphs of both species, 

was associated with greater interpopulation genetic differentiation compared to the effect of 

allopatry. For H. malabaricus, the presence of such a multiple system may have contributed to 

levels of genetic differentiation between karyomorphs A and D in syntopy equivalent to the 

levels of differentiation of allopatric populations of karyomorph A. In general, the results for 

both species suggest that the presence of neo sex chromosome systems may have contributed 

to the emergence and fixation of interpopulational differences, which may have contributed 

significantly to the emergence and fixation of reproductive isolation. Thus, one of the 

hypotheses is that the occurrence of chromosomal rearrangements, especially those related to 

sex chromosomes, may have accelerated the speciation process for these species and amplified 

the differentiation resulting from allopatry. 

 

Keywords: Evolution. Genetic diversity. Fish. Sex chromosomes. DART-Seq. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 BIODIVERSIDADE NEOTROPICAL 

A região Neotropical é uma das seis grandes zonas biogeográficas definidas 

inicialmente com base em distribuição e abundância de aves por Sclater (1858) e 

posteriormente validada por Wallace (1876) com base em outros grupos animais. A definição 

mais ampla da região Neotropical engloba a América Central e a América do Sul até a região 

sul do México (COX, 2001). A região apresenta um histórico de eventos de vicariância e 

dispersão que resultam de uma complexa história geológica e climática (RULL e CARNAVAL, 

2020). Grandes eventos como a inversão do curso de grandes rios, incursões marinhas e eventos 

de formação de montanhas ajudaram a moldar a biodiversidade neotropical (HUBERT e 

RENNO, 2006). Estes eventos foram lentamente moldando as paisagens da região Neotropical. 

As incursões marinhas ocorreram desde o Paleoceno até o Mioceno, os eventos que geraram os 

Andes iniciaram-se durante a transição entre o Oligoceno e o Mioceno (RULL e CARNAVAL, 

2020). Adicionalmente, houve o fechamento do Istmo do Panamá há cerca de 3,5 milhões de 

anos, e glaciações que ocorreram do fim do Plioceno ao Pleistoceno (RULL e CARNAVAL, 

2020). Desta forma, estes eventos contribuíram para a composição da grande biodiversidade de 

organismos presentes na região. 

A biodiversidade da região Neotropical, que possui sua maior parte localizada entre os 

trópicos, é notável, tanto para espécies vegetais quanto para microrganismos e animais 

(ANTONELLI et al. 2018). Entretanto, as causas responsáveis por este alto nível de 

biodiversidade são alvo de debate há longa data, sem que haja total consenso. Duas hipóteses 

clássicas versam sobre esta problemática: i) a hipótese dos trópicos como berço de diversidade, 

primeiramente apresentada por Dobzhansky (1950) e popularizada por Axelrod (1970) e ii) a 

hipótese dos trópicos como um museu de diversidade, apresentada por Stebbins (1974). Apesar 

da complexidade das ideias iniciais, atualmente ao referir-se ao termo museu de diversidade o 

principal objetivo é ressaltar baixas taxas de extinção em determinado local, e ao referir-se a 

berço de diversidade o intuito é de indicar que determinada região apresenta taxas mais 

elevadas de especiação. 

O principal padrão de riqueza de espécies que está relacionado à biodiversidade das 

regiões tropicais é o Gradiente Latitudinal de Biodiversidade (LDG). O LDG é o padrão 

biogeográfico que prevê que quanto mais próximo dos trópicos maior o número de espécies, e 

de forma complementar, quanto mais próximo dos polos, menor a biodiversidade encontrada 
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(MESEGUER e CONDAMINE, 2019). O LDG foi evidenciado para diversos organismos 

como plantas, microrganismos, insetos, vertebrados terrestres, animais de água doce e até 

mesmo animais marinhos (HILLEBRAND, 2004). Muitos autores tentam até a atualidade 

compreender o LDG sob a luz das hipóteses de berço e museu. 

A dicotomia dos trópicos como berço ou museu foi amplamente discutida por 

Vasconcelos, O’meara e Beaulieu (2021). Conforme revisado pelos autores, a hipótese dos 

trópicos como berço afirma que a região Neotropical possui grande capacidade de criar 

diversidade, baseando-se na premissa de que as características de determinada espécie são uma 

combinação de adaptações otimizadas para o ambiente em que ela evoluiu. De acordo com as 

variações do ambiente ao longo do tempo, que podem estar associadas principalmente a eventos 

tectônicos ou climáticos, surge uma pressão que leva os organismos a migrarem ou a se 

adaptarem às novas condições ambientais. Ademais, estes eventos que alteram a paisagem 

possuem a capacidade de separar grupos de indivíduos de determinada espécie, promovendo a 

diversificação. Para que uma região possa desempenhar o papel de berço de diversidade, 

existem dois principais requisitos que precisam ser cumpridos. O primeiro é que o ambiente no 

qual determinada espécie habita seja espacialmente instável, aumentando a possibilidade de 

separação da população em grupos menores, favorecendo desta forma o isolamento reprodutivo 

(VASCONCELOS; O’MEARA; BEAULIEU, 2021). A segunda característica necessária é que 

a região apresente uma diversidade de ambientes, com diferentes características ecológicas, 

dessa forma existe pressão seletiva selecionando os indivíduos a adaptarem-se a ambientes 

distintos (VASCONCELOS; O’MEARA; BEAULIEU, 2021). Adicionalmente, devido a 

extensão da região tropical e sua diversidade de ambientes, regiões menores dentro do território 

tropical podem desempenhar papéis específicos. Para borboletas da tribo Brassolini 

(Nymphalidae, Satyrinae) a região da Mesoamérica e da parte noroeste dos Andes 

desempenharam papel de berço, com taxas de especiação crescentes nos últimos 2 milhões de 

anos (MATOS-MARAVÍ et al. 2021). 

De forma mais conservadora, como proposto inicialmente por Stebbins (1974), os 

berços apresentam um conjunto de fatores que propiciam o aumento tanto das taxas de 

especiação quanto de extinção. Isso ocorre pois as populações menores e isoladas que surgem 

têm mais dificuldade para se manter. Estas populações estão sujeitas a maior perda de 

diversidade por deriva genética e consequentemente estão mais suscetíveis à extinção. De 

acordo com Stebbins (1974) as regiões classificadas com berço apresentam maior surgimento 

de novas espécies e maior diversificação, entretanto apresentam taxas mais baixas de imigração 
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e de preservação de fósseis (VASCONCELOS; O’MEARA; BEAULIEU, 2021). A hipótese 

de berço é apoiada pela riqueza atual de espécies, pelos padrões de distribuição dessas espécies 

e pelo endemismo de certos táxons na região tropical (MCKENNA e FARRELL, 2006). 

Em contraponto, a hipótese dos trópicos como museu discutida por Stebbins (1974) 

sugere que as espécies presentes em ambientes com características de berço de diversidade, 

que estão sob constante processo de diversificação irão em determinado momento adaptar-se a 

áreas de estabilidade. As áreas de estabilidade apresentam características opostas às áreas 

berço, desta forma a diversificação nessas áreas é mais difícil de ocorrer (VASCONCELOS; 

O’MEARA; BEAULIEU, 2021). O que reforça a hipótese dos trópicos como museus é 

principalmente a presença de evidências paleontológicas que evidenciam uma radiação 

bastante antiga para diversos clados (MCKENNA e FARRELL, 2006). Adicionalmente, 

regiões biogeográficas dentro da região tropical podem desempenhar o papel de museu. Para 

as borboletas da tribo Brassolini, a região da Mata Atlântica desempenhou o papel de museu 

de diversidade, as espécies ali presentes evoluíram sob baixas taxas de especiação desde 12 

milhões de anos atrás (MATOS-MARAVÍ et al. 2021). 

Os museus de diversidade são então classificados como regiões que apresentam baixas 

taxas de extinção, mas também baixas taxas de especiação, principalmente devido à ausência 

de pressão seletiva para adaptação a novos ambientes e situações, devido a estabilidade dessas 

áreas. Desta forma, os museus de diversidade não apresentam altas taxas de diversificação das 

espécies, porém apresentam uma maior preservação de fósseis e maiores taxas de migração 

(VASCONCELOS; O’MEARA; BEAULIEU, 2021).  

Tendo em vista os conceitos modernos de berço e museu, existe atualmente uma ampla 

discussão acerca da classificação da região Neotropical em um desses conceitos. Com o 

advento das tecnologias de sequenciamento de DNA e o avanço das análises biogeográficas, 

existem mais dados disponíveis para inferir se uma ou ambas as hipóteses são mais adequadas 

para a biodiversidade da região Neotropical. Entretanto, alguns autores consideram que esta 

dicotomia é apenas uma simplificação da problemática acerca da maior biodiversidade 

localizada nos trópicos, enquanto outros autores chegam à conclusão de que os trópicos são 

tanto berço quanto museu (VASCONCELOS; O’MEARA; BEAULIEU, 2021).  

Com o objetivo de investigar as hipóteses de berço e museu, um amplo estudo de 

filogeografia utilizou dados moleculares de 295 espécimes de todas as 21 subfamílias existentes 

de formigas (Hymenoptera, Formicidae) e dados de 45 fósseis combinados. Os autores 

chegaram à conclusão de que os Neotrópicos desempenharam tanto papel de berço, com alto 



 

17 

 

surgimento de novas espécies, quanto de museu, onde espécies antigas persistem ao longo do 

tempo (MOREAU e BELL, 2013). Nesta mesma linha de raciocínio, Jablonski, Roy e 

Valentine (2006) sugeriram que os trópicos são simultaneamente um berço e museu de espécies 

ao pontuar que o (LDG) pode ser descrito de forma matemática, de uma maneira onde diversas 

combinações de diversos fatores resultam no padrão do LDG. De acordo com Jablonski, Roy 

e Valentine (2006) o LDG pode ser resumido matematicamente como a relação entre DT que é 

a diversidade nos trópicos e DF, a diversidade fora dos trópicos. Inicialmente, os autores 

definem DT = OT - ET + IT sendo OT a taxa de origem nos trópicos, ET a taxa de extinção nos 

trópicos e IT a taxa de imigração para os trópicos, e DF = OF - EF + IF onde OF é a taxa de origem 

fora dos trópicos, EF a taxa de extinção fora dos trópicos e IF a taxa de imigração para fora dos 

trópicos. A partir destas equações é possível observar que várias combinações possíveis destas 

variáveis podem resultar no padrão esperado de DT > DF, portanto é uma tarefa bastante 

complexa definir qual combinação exata de características e fatores é realmente responsável 

pelo LDG.  

Considerando as dificuldades em estimar as taxas de extinção com base no registro 

fóssil, além do desafio causado pela variação dessas taxas ao longo do tempo, os autores então 

propõem o modelo “Out of the tropics” (JABLONSKI; ROY; VALENTINE, 2006). Este 

modelo considera que OT > OF, ET ≤ EF e IT < IF, ou seja, existem maiores taxas de origem nos 

trópicos, porém estes táxons expandem-se para regiões fora dos trópicos enquanto também 

mantém sua distribuição inicial. De acordo com a hipótese, este processo teria sido causado 

principalmente devido a mudanças de temperatura.  

Realmente, a temperatura média no planeta antes do Eoceno era mais alta, 

posteriormente, com o processo de resfriamento global que ocorreu durante o período do 

Eoceno-Oligoceno as espécies adaptadas ao clima quente foram negativamente afetadas 

(MESEGUER e CONDAMINE, 2019). Nas regiões mais distantes dos polos, as espécies 

adaptadas ao clima quente sofreram pressão seletiva, levando à perda de biodiversidade nessas 

regiões (MESEGUER e CONDAMINE, 2019). Adicionalmente, essas regiões receberam 

menos eventos de dispersão partindo dos trópicos (MESEGUER e CONDAMINE, 2019).  

Ademais, o evento do fechamento do Istmo do Panamá permitiu o Grande Intercâmbio 

Americano (evento de colonização da América do Sul por táxons originários da América do 

Norte) que em conjunto com o soerguimento dos Andes permitiu que os táxons que migraram 

pudessem permanecer nessa região devido ao surgimento de habitats montanhosos (RULL e 

CARNAVAL, 2020). Dessa forma, tanto os eventos climáticos, geológicos e de dispersão 
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contribuíram para a composição da biodiversidade Neotropical. 

Apesar da riqueza de teorias e dos diversos estudos acerca das causas da biodiversidade 

tropical, diversos autores focaram em apenas um aspecto ou em uma teoria principal para 

diversificação nos trópicos, e essa abordagem não é a mais recomendada para elucidar a 

biodiversidade Neotropical. É necessário abordar a temática através de diferentes pontos de 

vista, com equipes multidisciplinares que quebrem paradigmas e explorem a temática de 

maneira ampla (RULL e CARNAVAL, 2020).  

1.2 ICTIOFAUNA NEOTROPICAL 

Os peixes representam um grupo de vertebrados extremamente biodiverso, que ocupam 

uma grande variedade de ambientes como os oceanos, rios e lagos. Estima-se que o grupo é 

formado por mais de 30.000 espécies, sendo o grupo de vertebrados mais especioso (NELSON 

et al. 2016). Dentre os peixes, os teleósteos representam aproximadamente 96% das espécies 

conhecidas, cerca de 27.000 espécies. Dados empíricos apontam que um evento de duplicação 

genômica ocorreu nos teleósteos entre 300 a 320 milhões de anos, este evento antecede à grande 

radiação observada neste grupo (CHRISTOFFELS et al. 2004; JAILLON et al. 2004; 

VANDEPOELE et al. 2004). Deste modo, as evidências apontam que esse evento de 

duplicação pode ter contribuído para a enorme quantidade de espécies dos teleósteos 

(GLASAUER e NEUHAUSS, 2014). Após uma duplicação, uma das cópias do gene evolui 

sob pressão seletiva relaxada, aumentando assim a taxa de substituição de aminoácidos, e 

posteriormente uma das cópias poderá eventualmente resultar em uma nova função ou na perda 

de função, se transformando num pseudogene (WALSH, 1995; LYNCH e CONERY, 2000). 

Deste modo, sabe-se que a redundância gênica pode fornecer uma vantagem adaptativa pela 

possibilidade de que uma das cópias, sob determinadas condições, possa adquirir uma nova 

função (PERRY et al. 2007). Se o efeito da duplicação de um ou poucos genes tem o potencial 

de resultar em mudanças importantes para o processo evolutivo da espécie, a duplicação de um 

genoma completo tem o potencial de gerar grandes mudanças em termos de evolutivos. Apesar 

de muitos genes perderem sua função rapidamente após um evento de duplicação completa do 

genoma (INOUE et al. 2015), alguns serão mantidos ativos e podem atuar como matéria prima 

para a geração de novas funções (GLASAUER e NEUHAUSS, 2014). A retenção da função 

de genes duplicados ocorre de forma enviesada, favorecida por genes chave em vias de 

sinalização e regulação da expressão gênica (MCGRATH et al. 2014). Portanto, é muito 

plausível que este evento de duplicação tenha contribuído grandemente para a especiação dos 

teleósteos. 
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A ictiofauna neotropical apresenta alta biodiversidade, contendo cerca de 5.200 

espécies de peixes (FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2021). Entretanto, a vasta 

biodiversidade ictiológica da região Neotropical ainda permanece em grande parte inexplorada. 

Sabe-se que eventos geológicos na região Neotropical possivelmente contribuíram para a 

diversificação dos peixes. Os rios que localizam-se sobre o Escudo Brasileiro (uma região de 

formação rochosa antiga e tectonicamente estável) passaram por eventos neotectônicos que 

incluem eventos de captura de cabeceira (ROSSETTI e VALERIANO, 2007). Estes eventos 

de captura de cabeceira podem alterar a composição da fauna dos rios, e permitir a expansão e 

o isolamento de populações (ALBERT, 2011). Adicionalmente, processos como o recuo 

erosivo que ocorreu na margem leste do sudeste brasileiro e as deformações tectônicas 

permitiram intercâmbio entre espécies de drenagens costeiras e de planaltos (RIBEIRO, 2006). 

Ainda que estes eventos geológicos sejam conhecidos, o uso de dados moleculares e os 

avanços na avaliação dos mecanismos genéticos que ocorreram em conjunto com esses eventos 

permitirão maior compreensão acerca das causas da biodiversidade da ictiofauna neotropical. 

1.3 PROCESSOS QUE FAVORECEM A ESPECIAÇÃO 

A diminuição de fluxo gênico entre espécies emergentes resulta no processo evolutivo 

conhecido como especiação. Entretanto, identificar o processo de especiação em alguns grupos 

pode ser extremamente desafiador, o que pode ser percebido quando observa-se a grande 

quantidade de conceitos de espécies existentes, com base em características e considerações 

distintas acerca dos organismos. De acordo com o conceito unificado de espécies, estas podem 

ser definidas como linhagens de populações que evoluem de maneira independente (DE 

QUEIROZ, 2007). Deste modo, compreender os mecanismos pelos quais o isolamento 

reprodutivo é estabelecido torna-se muito importante para que os limites entre as espécies 

possam ser inferidos de maneira mais robusta. 

Dentre os diferentes processos de especiação, a especiação alopátrica é geralmente 

considerada a forma mais comum. De acordo com o mecanismo sugerido, o isolamento 

reprodutivo surge como um produto da divergência entre as populações. Dessa forma, a 

especiação alopátrica pode ser induzida por reconfigurações da paisagem, como a separação 

de massas continentais através do movimento das placas tectônica, formação de cadeias 

montanhosas, ou da emergência de rios que isolam populações, sendo assim uma das principais 

causas da diversificação biológica (DE QUEIROZ, 2007). Neste aspecto, a região Neotropical 

apresenta uma história climática e geológica bastante complexa, marcada por diversos eventos 

tectônicos e climáticos que ocorreram principalmente durante o Neógeno e o Pleistoceno 
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(HOORN et al. 2010; GARZON-ORDUÑA; BENETTI-LONGHINI; BROWER, 2014) que 

podem ter contribuído de forma relevante para a grande biodiversidade encontrada nessa 

região.  

Nas últimas décadas houve diversos avanços na compreensão dos tipos mais comuns 

de isolamento reprodutivo, suas causas e seus impactos na evolução. O isolamento pós-zigótico 

foi um dos tipos de isolamento reprodutivos mais investigados. Em animais, a maior causa do 

isolamento pós-zigótico são as incompatibilidades genéticas, dentre estas, os rearranjos 

cromossômicos e o desenvolvimento de cromossomos sexuais podem desempenhar um papel 

importante (BATESON, 1909; DOBZHANSKY, 1933; MULLER, 1942; COYNE e ORR, 

2004). Os rearranjos cromossômicos apresentam o potencial de limitar a introgressão, 

facilitando desta forma a origem e a manutenção do isolamento reprodutivo através da 

supressão de recombinação (FARIA e NAVARRO, 2010; SICHOVÁ et al. 2015). A 

importância do surgimento de sistemas de cromossomos sexuais múltiplos na formação de 

barreiras reprodutivas entre espécies também já foi evidenciada (KITANO e PEICHEL, 2012). 

 Alterações estruturais, como fusões, translocações entre cromossomos autossomos e 

cromossomos sexuais (X, Y, Z, W) criam um sistema de cromossomos neo-sexuais. Contrário 

ao processo de recombinação lento e gradual que ocorre em sistemas de cromossomos sexuais 

simples (XY, ZW, XO), o surgimento de um sistema de cromossomos neo-sexuais pode 

acarretar uma rápida redução ou mesmo a supressão de recombinação em regiões próximas aos 

pontos de quebra (SEMBER et al. 2021). Adicionalmente, além da formação de grupos de 

ligação entre genes que antes encontravam-se em diferentes cromossomos, estes rearranjos tem 

a capacidade de aumentar a quantidade de genes ligados ao sexo e de acelerar a acumulação de 

incompatibilidades genéticas entre as populações (VIEIRA; COELHO; VIEIRA, 2003). Os 

genes que desempenham um papel importante no isolamento reprodutivo entre populações 

podem acumular-se em cromossomos neo-sexuais, podendo levar à especiação (KITANO e 

PEICHEL, 2012). Como exemplo, o surgimento de um sistema de cromossomos sexuais em 

subespécies de bicho-da-seda Samia cynthia ssp. (Saturniidae), contribuíram para a formação 

de barreiras reprodutivas que estão diretamente relacionadas a especiação deste grupo 

(YOSHIDO et al. 2011). Isso é suportado pela instabilidade intraespecífica de sistemas de 

cromossomos sexuais múltiplos, que contrasta fortemente com a dinâmica evolutiva dos 

autossomos. De certa forma, talvez o aspecto mais relevante dos rearranjos que envolvem 

cromossomos sexuais são as consequências meióticas geradas por esse processo. Estes eventos 

acarretam em uma barreira pós-zigótica muito eficiente para o indivíduo que carrega o 
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rearranjo, devido às particularidades mecânicas durante o processo meiótico. Ao contrário do 

que ocorre em sistemas simples, nos quais a segregação meiótica envolve apenas um par de 

cromossomos, trivalentes meióticos característicos são formados em sistemas múltiplos como 

resultado de fusões, fissões ou translocações. Isso leva a uma alta probabilidade de formação 

de gametas desbalanceados (ZHANG et al. 2021). 

1.4 A FAMÍLIA ERYTHRINIDAE 

A ordem dos Characiformes é uma das maiores ordens de peixes de água doce do 

mundo, com cerca de 2.000 espécies (NELSON et al. 2006). Dentro desta ordem, a família 

Erythrinidae é composta por apenas três gêneros que são endêmicos da América do Sul e 

América Central: Hoplias Gill, 1903; Hoplerythrinus Gill, 1895 e Erythrinus Scopoli, 1977 

(OYAKAWA, 2003). O gênero Hoplias é dividido em dois grupos principais, o grupo das 

traíras gigantes (grupo Hoplias lacerdae) que engloba H. australis, H. brasiliensis, H. 

curupira, H. intermedius, e H. lacerdae, e o grupo das traíras comuns (grupo Hoplias 

malabaricus) formado por H. malabaricus (OYAKAWA e MATTOX, 2009). Ademais, existe 

uma outra espécie de traíra de grande porte, H. aimara, que não é incluída no grupo das grandes 

traíras devido a características morfológicas (OYAKAWA e MATTOX, 2009). Ao contrário 

dos grupos H. lacerdae e H. aimara, que passaram recentemente por revisões taxonômicas 

(MATTOX; TOLEDO-PIZA; OYAKAWA, 2006; OYAKAWA e MATTOX, 2009), a 

taxonomia do grupo H. malabaricus é bastante imprecisa e necessita de revisão. O gênero 

Erythrinus, por sua vez, apresenta duas espécies: E. kessleri e E. erythrinus (OYAKAWA, 

2003) sendo E. erythrinus uma das espécies menos estudadas da família. 

A maior parte dos estudos de caráter genético em H. malabaricus e E. erythrinus 

possuem um enfoque citogenético, vêm sendo realizados há mais de 20 anos, e ainda assim 

continuam levantando questionamentos a respeito dessas espécies. Além dos trabalhos 

responsáveis pela caracterização dos cariomorfos distintos de H. malabaricus (BERTOLLO et 

al. 2000) e E. erythrinus (BERTOLLO et al. 2004), pesquisas posteriores revelaram as 

possíveis relações evolutivas entre alguns cariomorfos, bem como os possíveis processos de 

surgimento de alguns cariomorfos e seus sistemas sexuais (BERTOLLO et al. 2004; CIOFFI et 

al. 2011; FREITAS et al, 2018; DE OLIVEIRA et al. 2018).  

As investigações genéticas que implementaram dados de marcadores genéticos ou 

sequências são escassos em H. malabaricus e inexistentes em E. erythrinus. Dentre os trabalhos 

de caráter genético, Utsunomia e colaboradores (2014) identificaram um indivíduo triploide, 

um caso raro híbrido entre os cariomorfos A e D com 61 cromossomos, e também evidenciaram 



 

22 

 

alta diferenciação entre a sequência cyt b dos cariomorfos A e D (10,4%) de acordo com valores 

de distância genética calculados utilizando o modelo de substituição de Kimura K2P, diferença 

quase igual a encontrada entre o cariomorfo D de H. malabaricus e outra espécie, H. 

microlepsis (UTSUNOMIA et al. 2014). Utilizando dados do fragmento COI de indivíduos dos 

cariomorfos A e C de H. malabaricus, Ferreira e colaboradores (2021) identificaram a presença 

de diferentes linhagens na Bacia do Amazonas, fornecendo suporte a hipótese de que H. 

malabaricus representa na verdade um complexo de espécies.  

1.4.1 Hoplias malabaricus 

H. malabaricus é a espécie que possui a distribuição mais ampla na família 

Erythrinidae. Esta espécie está presente em muitas das bacias sul-americanas (OYAKAWA, 

2003). A espécie é encontrada desde as Guianas até a Argentina, bem como na maioria das 

bacias brasileiras. Devido a sua ampla distribuição, a espécie é conhecida por diversos nomes 

comuns como traíra, dientudo, taraíra, maturaqué.  

 

 

A espécie é caracterizada taxonomicamente por apresentar o corpo com forma cilíndrica 

e alongada, com o ponto mais alto do indivíduo localizado na parte anterior da nadadeira dorsal. 

(BIFI, 2013). O perfil dorsal destes indivíduos pode variar, podendo ser reto, levemente 

Figura 1 -  Potencial distribuição de Hoplias malabaricus. Modificado de 

https://www.gbif.org/pt/species/2352230 utilizando apenas dados de coleta. 
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côncavo ou mesmo levemente convexo da região do focinho até a margem posterior dos 

parietais. O perfil ventral varia e pode ser convexo ou levemente convexo da região do focinho 

até a origem da nadadeira anal e côncavo até a nadadeira caudal (BIFI, 2013). De forma geral, 

a coloração dos indivíduos desta espécie varia do preto ao marrom podendo apresentar regiões 

em coloração marrom-amarelada (BIFI, 2013). A quantidade de escamas da linha lateral, bem 

como outras características taxonômicas podem variar de acordo com o cariomorfo que o 

espécime apresenta (BIFI, 2013).  

 

 

Figura 2 - Espécime de Hoplias malabaricus. Barra = 2cm 

 

H. malabaricus tem preferência por ambientes com baixa velocidade de correnteza e 

habita lagoas, rios e regiões de pastagens alagadas (COSTA NOVAES e CARVALHO, 2011). 

A alimentação da espécie é composta principalmente por peixes de pequeno porte (COSTA 

NOVAES e CARVALHO, 2011), porém, H. malabaricus é considerado um predador 

oportunista, ou seja, não possui um tipo de presa específico e aproveita-se das oportunidades 

que surgem para capturar as presas disponíveis (OYAKAWA, 2003). A espécie apresenta 

hábitos sedentários (OYAKAWA, 2003) e sua reprodução ocorre ao longo do ano, 

apresentando maior intensidade durante o verão e a primavera (COSTA NOVAES e 

CARVALHO, 2011). As características predatórias desta espécie fazem com que a mesma 

desempenhe importante papel na mediação de populações de outras espécies de peixes, 

principalmente em pequenas lagoas durante o período de seca (PETRY et al. 2010). De acordo 

com a Lista Vermelha de Espécies Ameaçadas da IUCN (LYONS, 2020), H. malabaricus é 

considerada uma espécie “Least Concern”, ou seja, não ameaçada. Entretanto, a espécie é 

bastante visada em tanto na pesca de subsistência quanto na pesca artesanal (COSTA NOVAES 
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e CARVALHO, 2011).  

A distribuição bastante ampla de H. malabaricus favorece a presença de divergências 

populacionais. Do ponto de vista citogenético, a espécie possui um nível surpreendente de 

diversidade cariotípica, e até o momento sete cariomorfos distintos foram encontrados. Os 

cariomorfos identificados foram nomeados de A até G e cada um deles apresenta características 

cariotípicas específicas (BERTOLLO, 2007; CIOFFI et al. 2012). Algumas das características 

que se diferenciam entre os cariomorfos são o número de cromossomos, a presença de 

diferentes sistemas de cromossomos sexuais bem como a morfologia dos cromossomos 

(CIOFFI et al. 2012). 

O cariomorfo A apresenta 42 cromossomos tanto no macho quanto na fêmea e possui 

uma distribuição ampla podendo ser encontrado na Argentina, Uruguai e na maior parte do 

Brasil. Seus cromossomos são metacêntricos e submetacêntricos, sem indícios da presença de 

um sistema de cromossomos sexuais (CIOFFI et al. 2009). O cariomorfo B apresenta uma 

distribuição mais específica, habitando principalmente a região da bacia do Rio Doce e a região 

do Rio Iguaçu. O cariomorfo B é caracterizado pela presença de 42 cromossomos em ambos 

os sexos, e é semelhante ao cariomorfo A com exceção da presença de um sistema de 

cromossomos sexuais simples classificado como XX/XY. O cariomorfo C possui 40 

cromossomos tanto em machos quanto em fêmeas e não apresenta sistema de cromossomos 

sexuais. Este cariomorfo apresenta uma distribuição que vai do norte do Brasil até a Argentina. 

O cariomorfo D é um dos mais emblemáticos de H. malabaricus, as fêmeas apresentam 

40 cromossomos enquanto os machos possuem 39. O cariomorfo D apresenta um sistema de 

cromossomos neo-sexuais múltiplos do tipo X1X1X2X2/X1X2Y, o que o torna um dos 

cariomorfos mais distintos. Os indivíduos que apresentam este cariomorfo possuem 

distribuição restrita à bacia do Alto Paraná (BERTOLLO et al. 2000). De acordo com estudos 

citogenéticos de bandeamento realizados previamente, uma hipótese para a formação do 

sistema neo-sexual foi proposta. No estudo realizado por Bertollo e colaboradores (1997) foi 

evidenciado que o cromossomo X deste cariomorfo surgiu graças a um rearranjo 

cromossômico, mais precisamente a fusão entre um cromossomo e o braço curto de outro 

cromossomo que provavelmente assemelha-se ao cromossomo X1 atual (BERTOLLO et al. 

1997). O cariomorfo E é composto por 42 cromossomos, mas pode ser diferenciado por 

apresentar o par número seis na forma acrocêntrica, bem como o par um consideravelmente 

maior do que nos cariomorfos A e B. Este cariomorfo apresenta distribuição bastante restrita, 

na região do Rio Trombetas. O cariomorfo F apresenta 40 cromossomos em ambos os sexos 



 

25 

 

assim como o cariomorfo C, e até o momento não foi identificado nenhum sistema de 

cromossomos sexuais. Os indivíduos deste cariomorfo estão presentes principalmente na região 

leste do Brasil. O cariomorfo F pode ser diferenciado do cariomorfo C por apresentar um 

grande par de cromossomos metacêntricos.  As fêmeas do cariomorfo G apresentam 40 

cromossomos enquanto os machos possuem 41. Este cariomorfo, apresenta um sistema de 

cromossomos sexuais múltiplos do tipo XX/XY1Y2. Os indivíduos deste cariomorfo tem uma 

distribuição mais restrita à Bacia Amazônica. 

A grande diversidade dos cariomorfos de H. malabaricus é a sua característica mais 

interessante (Figura 3). Estes cariomorfos podem ser classificados em dois grupos principais 

de acordo com suas relações evolutivas. Baseado nos estudos de Bertollo e colaboradores 

(2000) o cariomorfo B surgiu a partir do cariomorfo A. O cariomorfo D surgiu do cariomorfo 

C (CIOFFI et al. 2011). Os cariomorfos F e G, por sua vez derivam provavelmente do 

cariomorfo E. No cariomorfo F o mecanismo proposto indica que fusões em tandem 

acarretaram na formação do sistema sexual simples do tipo XX/XY (FREITAS et al. 2017). O 

cariomorfo G também surgiu provavelmente a partir de fusões em tandem, gerando o sistema 

sexual múltiplo do tipo XX/XY1Y2 (DE OLIVEIRA et al. 2017). Os cariomorfos A, B, C e D 

compõem o Grupo I e os cariomorfos E, F e G formam o Grupo II. 
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Figura 3 – Idiograma parcial dos cariomorfos de Hoplias malabaricus. Fonte: Bertollo et al. 2000. 

 

A presença de cariomorfos com número de cromossomos distintos e sistemas sexuais 

distintos sugere que H. malabaricus é na verdade um complexo de espécies, uma hipótese que 

vem sendo amplamente defendida recentemente (BERTOLLO, 2007; CIOFFI et al. 2012; DA 

ROSA et al. 2012; MARTINS et al. 2013).  Do ponto de vista taxonômico, Bifi (2013) 

identifica diversas características distintas que variam entre os diferentes cariomorfos de H. 

malabaricus, evidenciando desta forma que existe também certa diversidade morfológica entre 

estes indivíduos. Adicionalmente, alguns outros fatores reforçam esta hipótese como a presença 

de cariomorfos distintos em simpatria e até mesmo em sintopia sem que haja presença de 

híbridos, com apenas uma exceção. O único caso de híbrido registrado até o momento foi o de 

um indivíduo triplóide coletado em uma região de sintopia de cariomorfos (UTSUNOMIA et 
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al. 2014). Até mesmo os cariomorfos que seriam mais instáveis do ponto de vista meiótico, 

como o cariomorfo D geram gametas balanceados (BERTOLLO e MESTRINER, 1998). Com 

base em todos os aspectos apresentados até o momento, há indícios bastante consistentes de 

que H. malabaricus é um complexo de espécies que é composto por diferentes unidades 

evolutivas (BERTOLLO et al. 2000). 

1.4.2 Erythrinus erythrinus 

O gênero Erythrinus apresenta apenas duas espécies conhecidas, E. erythrinus e E. 

kessleri (OYAKAWA, 2003). Este é o gênero menos estudado da família Erythrinidae, havendo 

pouca literatura acerca de características citogenéticas e genéticas. A espécies E. kessleri 

apresenta distribuição mais específica na região do estado da Bahia, em contraponto E. 

erythrinus apresenta uma distribuição mais ampla pela América do Sul (OYAKAWA, 2003).  

 

 

Popularmente conhecido como Jejú, ou Morobá, E. erythrinus geralmente é encontrado 

em ambientes pantanosos, graças à modificação em sua bexiga natatória a espécie apresenta 

capacidade de sobreviver em ambientes menos oxigenados (BOUJARD, 1997). Os indivíduos 

Figura 4 - Potencial distribuição de Erythrinus erythrinus. Modificado de https://www.gbif.org/pt/species/2352207 

utilizando apenas dados de coleta. 
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alimentam-se principalmente de peixes, bem como de pequenos insetos. Em um estudo 

realizado por Bertollo e colaboradores (2004) foram identificados cariomorfos com 

características distintas, bem como aquelas presentes em H. malabaricus. Ao todo, quatro 

cariomorfos distintos foram descritos e nomeados de A a D. 

 

Figura 5 - Espécime de Erythrinus erythrinus. Fonte: https://www.gbif.org/pt/occurrence/624180106. 

 

O cariomorfo A apresenta um cariótipo composto por 2n=54 com 6 cromossomos 

metacêntricos, 2 cromossomos subtelocêntricos e 46 cromossomos acrocêntricos (6M 2ST e 

46A), não possui sistema de cromossomos sexuais identificado (BERTOLLO et al. 2004). O 

cariomorfo B possuiu um sistema sexual múltiplo do tipo X1X1X2X2/X1X2Y, os machos 

apresentam 2n=53 enquanto as fêmeas apresentam 2n=54 (BERTOLLO et al. 2004). O 

cariomorfo C também apresenta sistema sexual múltiplo do tipo X1X1X2X2/X1X2Y tendo os 

machos 2n=51 (7M 2SM 6ST e 36A) e as fêmeas 2n=52 (6M 2SM 6ST e 38A) (BERTOLLO 

et al. 2004).  O cariomorfo D apresenta sistema sexual múltiplo do tipo X1X1X2X2/X1X2Y 

assim como os cariomorfos B e C, e possui machos com 2n=51 e fêmeas com 2n=52 assim 

como o cariomorfo C. A principal diferença entre os cariomorfos C e D são a estrutura 

cariotípica onde o cariomorfo D apresenta nos machos 5 cromossomos metacêntricos, 2 

submetacêntricos, 2 subtelocêntricos e 41 acrocêntricos. Nas fêmeas o cariomorfo D é 

caracterizado por 4 cromossomos metacêntricos, 2 submetacêntricos, 2 subtelocêntricos e 44 

acrocêntricos (BERTOLLO et al. 2004). Através da análise citogenética dos quatro 

cariomorfos distintos de E. erythrinus um modelo para as alterações cromossômicas que 

https://www.gbif.org/pt/occurrence/624180106
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resultaram nos cariomorfos atuais foi proposta (BERTOLLO et al. 2004). 

 

 

Figura 6 - Modelo evolutivo dos cariomorfos A-D em E. erythrinus proposto por Bertollo et al. 2004. Fonte: 

Bertollo et al. 2004. 

De acordo com o modelo proposto, o cariomorfo A é a forma cariotípica mais basal em 

Erythinus erythrinus. Após um evento de fusão cêntrica que deu origem ao sistema sexual 

múltiplo, o cariomorfo B surgiu. Posteriormente, um evento adicional de fusão cêntrica 

ocorreu, seguido por eventos individuais de inversão pericêntrica, estes eventos deram origem 

respectivamente aos cariomorfos C e D.  

1.5 OBSERVAÇÕES ACERCA DA METODOLOGIA 

1.5.1 Métodos de redução de complexidade do genoma 

 

Os SNPs (Single nucleotide polimorphisms) são a forma de variação genética que pode 

ser encontrada em maior quantidade nos organismos, portanto métodos que permitam explorar 

estes SNPs são de extrema relevância (JORDAN et al. 2002). Os métodos de sequenciamento 

existentes antes do desenvolvimento de métodos de redução de complexidade modernos 

tornavam muito inviáveis os estudos de genética de populações devido ao alto custo (DAVEY 

e BLAXTER, 2010). As metodologias de sequenciamento de nova geração permitiram que 

genomas completos pudessem ser sequenciados, entretanto essa não é a melhor abordagem para 

a genética de populações. Nos estudos de genética de populações é necessário obter marcadores 
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genéticos de diversos indivíduos amostrados para que seja possível realizar as análises 

propriamente (DAVEY e BLAXTER, 2010). O uso de marcadores como microssatélites foi 

muito comum antes do advento das técnicas de redução de complexidade, e continua sendo 

utilizado ainda hoje, entretanto uma de suas desvantagens é a baixa quantidade de 

microssatélites estudados. Portanto, era necessário desenvolver técnicas que possibilitassem a 

recuperação de um grande número de marcadores genéticos de diversos indivíduos sem que 

houvesse custos excessivos. 

Uma das primeiras e mais conhecidas técnicas de sequenciamento por redução de 

complexidade é a técnica de RADSeq. Esta técnica inicialmente utiliza uma enzima de restrição 

para fragmentar o genoma, e posteriormente liga os adaptadores de sequenciamento e a 

sequência de barcode nas regiões a ser sequenciadas, após amplificação por PCR o material é 

sequenciado e analisado (DAVEY e BLAXTER, 2010). As vantagens das técnicas de 

sequenciamento por redução de complexidade incluem a possibilidade de analisar organismos 

que não possuam um genoma de referência, e a obtenção de um alto número de marcadores 

moleculares que podem ser utilizados em estudos de genética de populações, filogenética e 

filogeografia. 

Diversas variações do RADSeq surgiram ao longo do tempo, uma delas é a ddRAD que 

utiliza duas enzimas de restrição ao invés de uma, e permite um maior controle do tamanho dos 

fragmentos obtidos além de reduzir a quantidade de reads necessários devido à sua maior 

capacidade de cobrir o genoma de forma pouco repetitiva (BRANT et al. 2012). Após o 

surgimento do ddRAD, novas técnicas que utilizam duas enzimas de restrição surgiram para 

atender propósitos específicos. Uma dessas técnicas é a de sequenciamento DArTseq que utiliza 

as enzimas de restrição PstI e SbfI. A SbfI é uma enzima de corte frequente, enquanto que a 

PstI é sensível a regiões CG metiladas e não cliva as regiões altamente repetitivas do genoma, 

dessa maneira ocorre o enriquecimento de sequencias informativas (KILIAN et al. 2012).  

Entre as vantagens dos métodos de sequenciamento por redução de complexidade que 

utilizam duas enzimas de restrição estão o custo reduzido que permite o sequenciamento de 

mais indivíduos, e a possibilidade de ajustar a cobertura do genoma ou mesmo o tamanho dos 

fragmentos obtidos (ILLUMINA, 2022). Entre as desvantagens pode-se citar a possibilidade 

de haver gaps na cobertura do genoma analisado, bem como a necessidade de utilizar um DNA 

de alta qualidade (ILLUMINA, 2022). 

1.5.2 O uso de SNPs na genética de populações 

A estimativa de parâmetros de diversidade genética e o agrupamento em populações é 
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um importante passo na obtenção de informações de populações naturais (DESALLE e 

AMATO, 2004). Antes da popularização das técnicas de sequenciamento de nova geração os 

marcadores do tipo microssatélite foram amplamente utilizados em estudos populacionais 

devido a sua distribuição ao longo do genoma e ao alto grau de polimorfismo (BAUMUNG, 

SIMIANER e HOFFMANN, 2004; SCHLÖTTERER, 2004). Entretanto os microssatélites são 

obtidos em baixa quantidade, e conforme a obtenção de SNPs foi democratizada o uso dos 

microssatélites passou a diminuir.  Com a evolução das metodologias de sequenciamento é 

possível amostrar uma grande quantidade de marcadores com alto custo-benefício 

(SCHLÖTTERER, 2004). Os SNPs apresentam uma distribuição mais uniforme ao longo do 

genoma e são mais abundantes (MORIN, LUIKART e WAYNE, 2004). Adicionalmente, a 

capacidade dos mecanismos de sequenciamento por redução de complexidade de gerar SNPs 

para espécies que não possuem genoma de referência (ILLUMINA, 2022) tornou ainda mais 

atrativo o uso destes marcadores. Entretanto, por possuir apenas quatro estados possíveis (A, 

T, C, G) os SNPs apresentam níveis de diversidade alélica menores do que os microssatélites 

(XING et al. 2005). 

Um estudo realizado por Zimmerman, Aldridge e McCance (2020) comparou 

estimativas de diversidade genética e diferenciação genética utilizando dados de SNPs e 

microssatélites. O estudo evidenciou que o uso de SNPs quando comparado ao uso de 

microssatélites gera intervalos de confiança menores nas estimativas de diversidade. 

Adicionalmente, quanto maior o número de marcadores utilizados, maior a precisão dos 

resultados (menor o intervalo de confiança), entretanto isso não ocorreu para todas as métricas 

analisadas. As técnicas de clusterização e avaliação de estrutura populacional também 

apresentaram melhor capacidade de separar os indivíduos em grupos diferentes utilizando 

SNPs do que utilizando microssatélites (ZIMMERMAN, ALDRIDGE e MCCANCE, 2020). 

Desta forma, a não ser em casos onde o DNA amostrado apresenta baixa qualidade, o uso de 

SNPs pode ser mais vantajoso do que o uso de microssatélites em estudos de genética de 

populações. 

1.6 PANORAMA GERAL 

O processo de especiação é complexo, e pode ser estimulado por diversos fatores. A 

influência da alopatria na especiação é conhecida, entretanto, a influência de eventos como o 

surgimento de sistemas de cromossomos sexuais múltiplos e de rearranjos cromossômicos no 

processo de especiação e diferenciação genética, apesar de ser discutida há muito tempo, ainda 

não apresenta um consenso a respeito. Desta forma, torna-se necessário explorar de forma mais 



 

32 

 

aprofundada essa problemática, avaliando populações naturais de espécies com características 

apropriadas para compreensão do efeito destes processos.  

 De maneira geral, a família Erythrinidae apresenta-se como um modelo importante para 

abordar essas questões, pois reúne espécies e populações naturais que apresentam diversas 

variações citogenéticas, variando em número de cromossomos, na ocorrência de rearranjos 

cromossômicos e na presença de sistemas sexuais simples, múltiplos e ausentes. 

Adicionalmente, devido a ampla distribuição dessas espécies, é possível comparar o efeito 

destas variações cromossômicas ao efeito da alopatria. O uso de marcadores moleculares 

amplamente distribuídos pelo genoma obtidos por sequenciamento de nova geração, em 

conjunto com informações citogenéticas abundantes já disponíveis para o grupo, e outras que 

serão obtidas no presente trabalho permitirão uma investigação ampla a respeito da influência 

do desenvolvimento dos sistemas de cromossomos sexuais múltiplos na diversidade genética, 

e no processo de especiação.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

  

O objetivo principal desta investigação é analisar o impacto da ocorrência de rearranjos 

cromossômicos, especialmente aqueles relacionados ao sexo (levando, portanto, ao surgimento 

de sistemas de cromossomos sexuais múltiplos) na diversidade genética de populações de duas 

espécies, H. malabaricus e E. erythrinus, em busca de melhor compreender a correlação destes 

eventos cromossômicos com o processo de especiação.  

  



 

34 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

(i) A diversidade genética para os indivíduos amostrados será quantificada e 

analisada para melhor compreensão das relações entre as populações e da 

influência dos sistemas sexuais na diversidade encontrada. 

 

(ii) A presença de estrutura populacional será investigada para os grupos de 

indivíduos amostrados, e os agrupamentos genéticos serão comparados com os 

padrões cariotípicos presentes em cada população, por meio de abordagens 

distintas, que consideram ou não as distâncias geográficas para inferir 

populações estruturadas. 

 

(iii) As correlações entre SNPs e as condições ambientais serão investigadas por 

meio de uma análise de Associação Genótipo-Ambiente (GEA) utilizando 

diversas variáveis ambientais. 

 

(iv) Para Erythrinus erythrinus, uma nova localidade será avaliada com técnicas 

citogenéticas clássicas e moleculares para verificar possíveis diferenças entre os 

cariomorfos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

A metodologia referente a coleta de espécimes, preparação de cromossomos mitóticos 

e hibridização in situ fluorescente (FISH), Hibridização Genômica Comparativa (CGH), 

Microscopia e processamento de imagens, sequenciamento e filtragem dos dados, detecção de 

marcadores potencialmente sob seleção e Análise de Associação Genótipo-Ambiente encontra-

se descrita nos Capítulos 1 e 2. 

3.1 ANÁLISES DE ESTRUTURA POPULACIONAL 

 A estrutura populacional para ambas as espécies foi avaliada através de diferentes 

métodos. Inicialmente, uma Análise de Coordenadas Principais (PCoA) foi realizada para 

obtenção de um panorama inicial da distribuição da diversidade genética e da possível estrutura 

populacional apresentada pelos cariomorfos amostrados. Esta análise inicial foi realizada 

utilizando a função “gl.pcoa” do pacote “dartR” no software Rstudio v.1.3.959 (RSTUDIO 

TEAM, 2020). Posteriormente, o software fastStructure foi utilizado para identificar a estrutura 

populacional de forma mais específica pois este software incorpora premissas da genética de 

populações e foi desenvolvido especialmente para este fim (RAJ; STEPHENS; PRITCHARD, 

2014). O fastStructure é um software que utiliza uma abordagem Bayesiana na inferência da 

estrutura populacional. Este método baseia-se no software STRUCTURE porém é otimizado 

para grandes conjuntos de dados como os empregados neste trabalho (PRITCHARD; 

STEPHENS; DONNELLY, 2000). Para realizar a análise, o pipeline intitulado “Lizards are 

awesome” foi utilizado para converter os arquivos de input para o formato ped, um dos formatos 

aceitos pelo fastStructure. As análises foram realizadas com todos os parâmetros utilizando 

valores padrão, os valores de K (número de grupos formados) testados foram de onze para H. 

malabaricus, e de quatro para Erythrinus erythrinus. Após o fim da análise, todos os resultados 

foram compactados em um arquivo no formato zip e enviados ao Clumpak (KOPELMAN et al. 

2015) para geração da representação gráfica dos resultados. Adicionalmente, os peixes 

representam um grupo suscetível ao isolamento por distância (PEREZ et al. 2018). Partindo 

desta premissa, foi realizada uma análise espacial de estrutura populacional, ou seja, uma 

análise que considere os pontos geográficos de coleta dos indivíduos durante o processo de 

classificação das amostras em populações. Para realizar esta análise optou-se pelo método 

ConStruct (BRADBURD; COOP; RALPH, 2018). A análise foi realizada no software Rstudio 

e o parâmetro de análise espacial foi utilizado. As distâncias par-a-par foram obtidas através do 

Genealex (PEAKALL e SMOUSE, 2006; PEAKALL e SMOUSE, 2012) utilizando como base 
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as coordenadas de coleta. Para H. malabaricus a análise foi realizada com valores de K variando 

de 1 até 10 (dez foi o máximo de grupamentos permitidos pela análise) e para cada valor de K 

foram realizadas de 500.000 a 1.000.000 de iterações. Para E. erythrinus a análise foi realizada 

com valores de K variando de 1 até 4, e para cada valor de K um total de 1.000.000 de iterações 

foi executado. Após todas as corridas, a contribuição de cada valor de K para a estrutura 

populacional foi analisada através da metodologia de comparação da contribuição de cada 

camada de K, como indicado em BRADBURD (2019). Os resultados do ConStruct para H. 

malabaricus não atingiram o nível de convergência necessária para serem confiáveis, portanto 

não serão apresentados nos resultados e discussão, porém serão apresentados nos apêndices. 

  



 

37 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos através da investigação apresentada nesta dissertação, bem como 

a discussão dos mesmos encontram-se organizados na forma de dois artigos científicos, um 

deles está em processo de revisão, o outro encontra-se publicado. A tradução dos artigos será 

apresentada nos dois capítulos a seguir.  
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CAPÍTULO 1 

 

Elucidando as complexas relações das populações de Hoplias malabaricus 

(Teleostei; Characiformes). Uma abordagem genética, cromossômica e 

espacial.  
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RESUMO 

A notável diversidade de peixes neotropicais permanece pouco compreendida. Embora a 

alopatria seja um dos principais fatores que favorecem a especiação, os rearranjos 

cromossômicos e a evolução dos cromossomos sexuais também podem desempenhar papéis 

importantes. Rearranjos cromossômicos envolvendo cromossomos sexuais podem produzir 

híbridos que apresentam desequilíbrios em genes envolvidos na determinação do sexo, levando 

ao isolamento entre populações. Neste trabalho, nosso objetivo foi inferir a contribuição relativa 

da alopatria, rearranjos cromossômicos e cromossomos sexuais para a divergência genética 

populacional no peixe lobo Hoplias malabaricus, usando análises  populacionais  com dados 

genômicos e citogenéticos. Analisamos 10 localidades simpátricas e alopátricas que diferem 

por suas i) características cromossômicas (denominadas cariomorfos), ii) distribuições 

simpátricas versus alopátricas e iii) presença e ausência de cromossomos sexuais 

heteromórficos. Os resultados indicam que, embora os cariomorfos representem populações 

geneticamente divergentes, sua história evolutiva pode ser melhor compreendida quando 

considerada juntamente com suas distribuições geográficas, condições ambientais e distâncias 

genéticas. Em alguns casos,  diferentes locais de amostragem  com o mesmo cariomorfo 

apresentaram diferenciação genética acentuada, sugerindo evolução em isolamento. Os 

cariomorfos A e D são particularmente interessantes, pois suas populações abrangem todas as 

características analisadas: condições alopátricas/simpátricas, diferenciação cromossômica e 

presença/ausência de cromossomos sexuais. O cariomorfo D tem cromossomos neo-X1X2Y, 

enquanto o cariomorfo A não apresenta um sistema de cromossomos sexuais. O sistema 

cromossômico neo-X1X2Y do cariomorfos D está associado a uma maior diferenciação genética 

interpopulacional em comparação com o efeito da alopatria dentro do cariomorfo A, que é 

encontrado em vários locais geograficamente distantes. Portanto, o sistema de cromossomos 

neo-sexuais pode estar provavelmente associado à fixação de diferenças genéticas e a promoção 

do isolamento reprodutivo. Mais evidências são necessárias para compreender se ele atuou 

como fator de divergência ou amplificou a diferenciação alopátrica já existente nesses dois 

cariomorfos sintópicos (A e D). 

 

Palavras-chave: Diversidade genética, evolução, especiação, cromossomos sexuais, cariótipo, 

estrutura populacional  
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INTRODUÇÃO 

A região Neotropical apresenta uma biodiversidade ictiológica vasta, com mais 5.200 

espécies descritas (FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2021). Esta alta 

biodiversidade está alinhada com a tendência bem estabelecida dos trópicos apresentarem 

níveis de biodiversidade mais elevados quando comparados à outras latitudes, por ambientes 

distintos (Gradiente latitudinal de biodiversidade) (MESEGUER e CONDAMINE, 2019).  A 

hipótese “Out of the tropics” (JABLONSK; ROY; VALENTINE, 2006) é uma das diversas 

propostas que tentam explicar este padrão, sugerindo que regiões próximas aos trópicos tem 

altas taxas de especiação aliadas a baixas taxas de extinção. Adicionalmente, aspectos 

específicos da região Neotropical, incluindo sua história geológica e climática complexas 

podem afetar os níveis de especiação (ALBERT, 2011; RULL, 2018).  

A especiação alopátrica, com o isolamento reprodutivo evoluindo como um subproduto 

da divergência genética de populações isoladas, é geralmente considerada a principal forma de 

processo evolutivo, sendo que o isolamento das populações pode ser devido à distância, 

barreiras geográficas, ou características da paisagem que isolem as populações (DE QUEIROZ 

2007). Os Neotrópicos com certeza possuem uma história complexa, com diversos eventos 

tectônicos e climáticos que ocorreram principalmente durante o Neogeno e o Pleistoceno 

(HOORN, 2010; GARZÓN-ORDUÑA; BENETTI-LONGHINI; BROWER, 2014) e podem ter 

desempenhado importante papel na geração desta alta diversidade.  

Os Characiformes são uma das maiores ordens de peixes de água doce, com 

aproximadamente 2.300 espécies (NELSON; GRANDE; WILSON, 2016), incluindo a família 

Erythrinidae que compreende apenas três gêneros Hoplias Gill, 1903; Hoplerythrinus Gill, 

1895 e Erythrinus Scopoli, 1977, todos endêmicos à América do Sul e América Central. Dentro 

do gênero Hoplias, a “traíra comum”, Hoplias malabaricus, está amplamente distribuída em 

várias bacias hidrográficas da América do Sul (OYAKAWA, 2003) e populações 

geograficamente isoladas podem desenvolver diferenças, devido ao número cromossômico e/ou 

morfologia, e pela ocorrência de diferentes sistemas de cromossomos sexuais, com sete 

cariomorfos distintos (A a G,) atualmente identificados (BERTOLLO, 2007; CIOFFI et al. 

2012b; Tabela 1; Figura 7). 

Enquanto alguns cariomorfos são amplamente distribuídos, outros são endêmicos em 

áreas pequenas, até mesmo apresentando distribuição simpátrica, de forma que dois 

cariomorfos distintos podem ser encontrados no mesmo habitat ao mesmo tempo (sintópicos). 

Com exceção de um único caso envolvendo uma triploidia natural (UTSUNOMIA et al. 2014), 
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não há evidências de que cariomorfos distintos reproduzam-se e produzam híbridos. A espécie 

nominal H. malabaricus é então provavelmente um complexo de espécies, com unidades 

evolutivas independentes (BERTOLLO et al. 2000), ao invés de uma única espécie 

(BERTOLLO, 2007; CIOFFI et al. 2012b) 

Os cromossomos sexuais dos cariomorfos A e E não são morfologicamente 

diferenciados, enquanto o cariomorfo B apresenta um sistema sexual heteromórfico do tipo 

XX/XY (BORN e BERTOLLO, 2000), que aparenta ser derivado do cariomorfo A (CIOFFI e 

BERTOLLO 2010). Os cariomorfos C e F apresentam também sistemas do tipo XY, porém em 

um estágio de diferenciação mais incipiente que o cariomorfo B (CIOFFI e BERTOLLO 2010; 

FREITAS et al. 2018). Por fim, os cariomorfos D e G apresentam sistemas de cromossomos 

sexuais múltiplos do tipo X1X1X2X2/X1X2Y e XX/XY1Y2 respectivamente (BERTOLLO et al. 

2000). O sistema X1X2Y no cariomorfo D aparenta ser derivado do sistema XY do cariomorfo 

C devido a uma fusão do Y com um cromossomo autossomo (CIOFFI e BERTOLLO 2010). O 

cariomorfo homomórfico E possivelmente deu origem aos dois cariomorfos heteromórficos F 

e G, devido a fusão entre o cromossomo X e um autossomo (DE OLIVEIRA et al. 2015).  A 

Figura 7 apresenta os cariomorfos e indica a potencial relação evolutiva entre eles. 

O presente estudo utiliza abordagens genômicas para investigar como a evolução dos 

sistemas sexuais múltiplos pode estar relacionada com a diferenciação genética, fluxo gênico e 

especiação. Nós analisamos 10 localidades alopátricas e simpátricas de H. malabaricus, com 

indivíduos que variam tanto em número de cromossomos diplóides quanto na presença ou 

ausência de sistemas de cromossomos sexuais e morfologia dos cromossomos. Nossa hipótese 

é de que presença de sistemas sexuais múltiplos pode ter contribuído para a diferenciação 

genética das populações, o que pode potencialmente ter acelerado o processo de especiação.  

MÉTODOS 

AMOSTRAGEM DE ESPÉCIMES 

Os pontos de coleta, quantidade e sexo dos espécimes investigados estão dispostos na 

Tabela 1 e Figura 7. Algumas das amostras são de locais previamente analisados. Todos os 

animais foram coletados com autorização da agência ambiental brasileira ICMBIO/SISBIO 

(licença nº. 48628-14) e SISGEN (A96FF09). Todos os experimentos seguiram protocolos de 

anestesia e procedimentos éticos previamente aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de São Carlos (processo número CEUA 

1853260315). 
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Tabela 1 - Indivíduos analisados, seus cariomorfos, número de cromossomos diploides (2n), Sistema de 

cromossomos sexuais, Código de identificação dos grupos (indicando o local de coleta e o cariomorfo), 

número de indivíduos analisados citogeneticamente e número de indivíduos sequenciados. 

Cariomorfo 2n   
Cromossomos 

sexuais  
Código Local de coleta 

Latitude/ 

Longitude 

Análise 

citogenética 

Análise por 

sequenciamento 
Referência 

 

A ♀♂ 42       Homomórfico  A1  
Rio Ribeira de 

Iguapé (SP) 

-24.489722 
09♂ 09♀ 6 

SANTOS et al. 

2009 

 

-47.836111  

A ♀♂ 42       Homomórfico A2 
Córrego do 

Monjolinho (SP)  

-21.985556 
09♂ 09♀ 6 CIOFFI et al. 2010 

 

-47.881944  

A ♀♂ 42       Homomórfico  A3 Araguaia River (GO) 
-13.179504 

09♂ 11♀ 8 
BLANCO et al. 

2010 

 

-50.583301  

A ♀♂ 42       Homomórfico A4 
Bacia do Rio Xingu 

(MT) 

-12.404056 
14♂ 11♀ 6 

BLANCO et al. 

2010 

 

-56.960861  

B ♀♂ 42       XY B1 Rio Doce (MG) 
-20.258019 

10♂09♀ 1 CIOFFI et al. 2009 
 

-42.901313  

C ♀♂ 40       

XY - 

Diferenciação 

inicial 

C1 Rio Poconé (MT) 

-16.252905 

19♂ 08♀ 6 
CIOFFI e 

BERTOLLO, 2010 

 

-56.574296  

D ♀ 40 ♂ 39   
X1X1X2X2 / 

X1X2Y 
D1 

Córrego do 

Monjolinho (SP) 

-21.985556 
09♂ 14♀ 6 

CIOFFI e 

BERTOLLO, 2010 

 

-47.881944  

F ♀♂ 40    

XY - 

Diferenciação 

inicial 

F1 
Rio Três Marias 

(MG) 

-18.524139 

14♂ 10♀ 6 
FREITAS et al. 

2018 

 

-45.234917  

F ♀♂ 40    

XY - 

Diferenciação 

inicial 

 F2 Rio Peixe (GO) 

-14.358889 

13♂ 06♀ 6 Trabalho atual 

 

-49.825861  

F ♀♂ 40    

XY - 

Diferenciação 

inicial 

F3 Rio Gurupi (TO) 

-11.691366 

09♂ 12♀ 3 Trabalho atual 

 

-48.970221  

G ♀ 40 ♂ 41   XX   / XY1Y2 G1 Rio Aripuanã (MT) 
-10.753389 

12♂ 09♀ 6 
OLIVEIRA et al. 

2018 

 

-59.259667  
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Figura 7 - Mapa da América do Sul indicando as localidades com amostras de Hoplias malabaricus 

analisadas. As cores indicam as diferentes bacias hidrográficas no Brasil, listadas na legenda, e os círculos 

coloridos indicam os pontos de coleta, com os cariomorfos. O idiograma à direita indica os cariótipos parciais 

de cada cariomorfo e o seu sistema de cromossomos sexuais, quando presente. 

SEQUENCIAMENTO E FILTRAGEM 

Foram utilizados tecidos do fígado para realização do procedimento de sequenciamento 

DArTseq na Diversity Arrays Technology Pty Ltd (Austrália). Este método de sequenciamento 

é um método de redução de complexidade que utiliza as enzimas PstI e SbfI para digerir DNA 

antes do sequenciamento, uma abordagem que enriquece as sequências de regiões pouco 

metiladas (KILIAN et al. 2012). O sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina HiSeq 

2500, e os dados brutos foram processados utilizando o software pyRAD v3.0.66 (EATON, 

2014). Os adaptadores de sequenciamento foram removidos, as sequências com mais de cinco 

bases de baixa qualidade (Q < 20) também foram removidas. Os reads foram alinhados e as 

sequências consenso foram obtidas para cada uma das amostras, e usadas para definir a base de 

referência em cada posição do alinhamento. Nós obtivemos loci que estavam presentes em 

todos os indivíduos, e geramos dois diferentes conjuntos de dados para as análises 

subsequentes: (1) um arquivo contendo sequências para cada loci com a fase determinada, que 

foram utilizados nas análises de diversidade genética e diferenciação genética e (2) uma matriz 

de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs), selecionando apenas um único SNP por locus, 
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a fim de evitar a presença de SNPs ligados. Quando presentes, indels não foram considerados 

nas análises. Os SNPs foram codificados da seguinte forma: 0 para homozigoto para a base de 

referência, 1 para heterozigotos, e 2 para os homozigotos para a base alternativa. Este segundo 

conjunto de dados foi utilizado em todas as demais análises. 

DETECÇÃO E EXCLUSÃO DOS MARCADORES POTENCIALMENTE SOB 

SELEÇÃO 

 Com o objetivo de testar a presença de marcadores com níveis incomuns de 

diferenciação interpopulacional (tanto altos quanto baixos), que podem refletir pressões 

seletivas em algumas populações, indicando alelos localmente adaptados nos loci sequenciados, 

uma análise no software BayeScan foi implementada para buscar por outliers (FOLL e 

GAGGIOTTI, 2008). Nós realizamos as corridas utilizando um valor de prior odds de 100, um 

valor de thinning de 10 e 50000 iterações de cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC). Loci 

que apresentaram valores de False Discovery Rate (FDR) menores que 0,01 foram classificados 

como possivelmente sob seleção. Os loci identificados foram posteriormente investigados 

através de uma análise com a ferramenta de alinhamento NCBI BlastX utilizando o banco de 

dados Uniprot/Swiss-Prot com o objetivo de identificar possíveis funções. Os marcadores sob 

seleção foram removidos das análises subsequentes.  

DIVERSIDADE GENÉTICA 

A diversidade genética foi estimada através do software DnaSP v. 6.12.03 (ROZAS et 

al. 2017) para obtenção das médias de diversidade haplotípica (Hd), D de Tajima (D) e médias 

de duas outras medidas de diversidade nucleotídica por sítio () e Theta de Watterson (W). A 

divergência nucleotídica entre amostras de diferentes localidades ou cariomorfos foi estimada 

utilizando o número médio de substituições nuceotídicas por sítio entre pares de amostras de 

diferentes populações ou cariomorfos (DXY), e a divergência total, corrigida pela variação dentro 

das amostras analisadas (DA), que melhor reflete os tempos relativos em que começaram a 

evoluir de forma independente. Estas estimativas nos permitem ter uma boa ideia dos tempos 

relativos à ancestralidade comum das amostras, usando a divergência estimada entre elas 

juntamente com a diversidade dentro delas. 

ANÁLISES DE ESTRUTURA POPULACIONAL 

 Nós investigamos a estrutura populacional por meio de uma Análise de Coordenadas 

Principais (PCoA) para visualizar a distribuição da diversidade genética e a estrutura 
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populacional em cada um dos cariomorfos. A PCoA foi realizada utilizando a função “gl.pcoa” 

do pacote dartR. Posteriormente realizamos uma análise com o software fastStructure (RAJ; 

STEPHENS; PRITCHARD, 2014), que aplica uma abordagem Bayesiana para avaliar a 

estrutura populacional. Este método é similar ao do software STRUCTURE (PRITCHARD; 

STEPHENS; DONNELLY, 2000), porém otimizado para conjuntos de dados maiores. Para 

realizar as análises, o pipeline “Lizards are awesome” foi utilizado para converter os arquivos 

de entrada para o formato ped e posteriormente realizar a análise no fastStructure. Nós 

utilizamos as configurações padrão, com valor de K máximo configurado em 11. Os resultados 

foram comprimidos em formato zip e enviados ao Clumpak (KOPELMAN et al. 2015) para 

representação gráfica dos resultados.  

Uma análise de Associação Genótipo-Ambiente (GEA) foi realizada para identificar 

correlações entre SNPs e as condições ambientais, usando as variáveis ambientais de água doce 

compiladas em Domisch, Amatulli e Jetz (2015). Incluímos todas as onze variáveis de 

temperatura hidroclimática (temperatura média anual, intervalo diurno médio, isotermalidade, 

sazonalidade da temperatura, temperatura máxima do mês mais quente, temperatura mínima do 

mês mais frio, intervalo de temperatura anual, temperatura média do trimestre mais úmido, 

temperatura média do trimestre mais seco, temperatura média do trimestre mais quente e 

temperatura média do trimestre mais frio) junto com oito variáveis de precipitação (precipitação 

anual, precipitação do mês mais chuvoso, precipitação do mês mais seco, sazonalidade da 

precipitação, precipitação do trimestre mais chuvoso, precipitação do trimestre mais seco, 

precipitação do trimestre mais quente e precipitação do trimestre mais frio). Além disso, 

também incluímos quatro variáveis para elevações e declives (LEHNER; VERDIN; JARVIS, 

2008), junto com quatro variáveis para carbono orgânico e pH do solo (HENGL et al. 2014). 

Para cada variável ambiental, realizamos uma PCA e mantivemos apenas os dois primeiros 

valores de Componente Principal (PC) obtidos. As variáveis transformadas resultantes foram 

testadas para correlação e as variáveis com maiores valores de fator de inflação de variância 

(VIF) foram removidas. Para levar em consideração a possível confusão com o componente 

espacial (MEIRMANS, 2015), usamos as coordenadas geográficas de nossos locais de 

amostragem (decompostos como um polinômio de terceiro grau) para testar as correlações. 

Finalmente, realizamos RDA com as variáveis ambientais transformadas, testando correlações 

com os genótipos enquanto controlamos as variáveis espaciais, seguindo uma abordagem 

semelhante à sugerida por Brauer et al. (2018). 
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RESULTADOS 

DADOS CITOGENÉTICOS, SEQUENCIAMENTO, FILTRAGEM E DETECÇÃO 

DE MARCADORES SOB SELEÇÃO  

 Oito das dez populações estudadas já haviam sido categorizadas em diferentes 

cariomorfos. Duas localidades adicionais foram analisadas pela primeira vez, ambas atribuídas 

ao cariomorfo F, com 2n=40 e um sistema de cromossomos sexuais XY críptico, de acordo com 

Bertollo et al. (2000) e Freitas et al. (2018) (Tabela 1).  

Nosso sequenciamento resultou em aproximadamente dois milhões de reads por amostra. 

Após a filtragem e remoção dos adaptadores de sequenciamento, um total de 6.848 loci foram 

obtidos para todos os indivíduos sequenciados, incluindo 14.105 SNPs variáveis. Nós extraímos 

6.200 SNPs polimórficos depois de descartar do conjunto de dados os SNPS que estavam 

presentes na mesma sequência e manter apenas um único SNP por locus. A análise no Bayescan 

indicou que 73 loci estavam possivelmente sob seleção e podem ter diferentes alelos 

favorecidos em diferentes ambientes, em vez de evoluir como esperado se as diferenças fossem 

neutras. Apenas três delas corresponderam às sequências disponíveis no banco de dados 

Swissprot. Um deles correspondeu, com 97% de query cover e e-value de 8e-06, a um receptor 

acoplado à proteína G que é conservado entre várias espécies, de Homo sapiens a Danio rerio. 

Outra sequência correspondeu à subunidade M1 da Ribonucleosídeo-difosfato redutase com 

97% de query cover e-value de 5e-09. Esta proteína é altamente conservada e está envolvida 

em várias funções metabólicas importantes, como o metabolismo da glutationa, a síntese e 

conversão de difosfatos e trifosfatos de nucleotídeos e o metabolismo das purinas. A terceira 

correspondência foi observada com a sequência Homeobox da proteína Zinc Finger 4 de Mus 

musculus com alto query cover (97%), mas e-value de apenas 0,010. Como esses três 

marcadores podem estar evoluindo de forma não neutra, eles foram removidos das análises 

posteriores junto com os demais marcadores potencialmente sob seleção. 

ESTRUTURA POPULACIONAL 

Os resultados da PCoA evidenciariam uma forte estruturação populacional (Figura 8).  

Inesperadamente, o cariomorfo A formou três grupos distintos com alta diferenciação de 

sequência entre amostras de diferentes regiões geográficas, embora as duas localidades da bacia 

do Paraná se agrupem (HA1 e HA2). 
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Figura 8 - Análise de Coordenadas Principais. Indivíduos de diferentes cariomorfos estão representados por 

cores distintas de acordo com a Figura 7. 

 

Os resultados do fastStructure indicaram que o valor de K=6 maximizou a probabilidade 

posterior (Figura 9), e teve conclusões similares as da PCoA, com algumas pequenas diferenças 

no grupo que inclui o cariomorfo A4. A PCoA agrupa F1 com G1, enquanto o fastStructure 

agrupa F1 com A4, e também G1 com F2 e F3. Adicionalmente, os cariomorfos C e D foram 

separadas pelo fastStructure. 

 

Figura 9 - Resultado do FastStructure para K=6. Cada barra vertical representa um indivíduo, os cariomorfos e 

locais de coleta estão representados abaixo; a cor das barras representa a população na qual a análise 

classificou cada indivíduo. 

DIVERSIDADE GENÉTICA E DIFERENCIAÇÃO GENÉTICA 

Todas as localidades amostradas apresentaram baixos valores de diversidade genética 

(Tabela 5). As duas medidas de diversidade para as diferentes localidades,  e W, foram 

concordantes e são todas baixas; mesmo excluindo a localidade com diversidade 

excepcionalmente alta, A4, o R2 para a correlação é de 84%. No geral, a diversidade 

nucleotídica () e o W foram especialmente altas nos cariomorfos A e F, para os quais vários 

locais de amostragem foram analisados, com populações alopátricas de cariomorfo A 
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mostrando valores de divergência tão altos quanto os valores entre diferentes cariomorfos 

(Figura 10). As amostras da maioria das localidades têm valores de  em torno de 0,1% 

(Tabela 3), com exeção de um valor 4 vezes maior para a localidade A4 (que teve o maior valor 

de diversidade para todas as medidas de diversidade). 

Tabela 2 -  Valores médios de diversidade genética estimada para H. malabaricus por cariomorfo. Os 

tamanhos amostrais são indicados, bem como a diversidade haplotípica e o desvio padrão (Hd), Diversidade 

nucleotídica (), Theta de Watterson por sitio (W) e D de Tajima (D). 

Cariomorfo 
Tamanho 

amostral 
Hd ± DP  W D 

A 26 0,2983 (0,0459) 0,0069 0,0054 0,4962 

B 1 0,0397 (0,9963) 0,0007 0,0007 n.a. 

C 6 0,0299 (0,0405) 0,0006 0,0006 -0,0828 

D 6 0,0658 (0,0540) 0,0013 0,0012 0,1671 

F 15 0,1520 (0,0433) 0,0031 0,0026 0,3978 

G 6 0,0457 (0,0483) 0,0009 0,0009 -0,0013 

 

 

Tabela 3 – Valores médios de diversidade genética estimada para H. malabaricus por ponto de coleta. Os 

tamanhos amostrais são indicados, bem como a diversidade haplotípica (Hd) e o desvio padrão, Diversidade 

nucleotídica (), Theta de Watterson por sitio (W) e D de Tajima (D). 

Código 
Tamanho 

amostral 
Hd ± DP  W D 

A1 6 0,0356 (0,0434) 0,0007 0,0007 0,0075 

A2 6 0,0272 (0,0372) 0,0006 0,0006 0,0210 

A3 8 0,0662 (0,0548) 0,0012 0,0015 -0,3525 

A4 6 0,1860 (0,0510) 0,0040 0,0027 1,2311 

B1 1 0,0397 (0,0996) 0,0007 0,0007 n.a. 

C1 6 0,0299 (0,0405) 0,0006 0,0006 -0,0828 

D1 6 0,0658 (0,0540) 0,0013 0,0012 0,1671 

F1 6 0,0462 (0,0489) 0,0009 0,0009 -0,0706 

F2 6 0,0492 (0,0509) 0,0009 0,0010 -0,0777 

F3 3 0,0598 (0,0635) 0,0011 0,0010 0,3328 

G1 6 0,0457 (0,0483) 0,0009 0,0009 -0,0013 

 

Nossos resultados mostram que as estimativas de divergência entre indivíduos 

amostrados de diferentes populações são geralmente baixas (Figura 10). Especificamente, as 

estimativas de divergência líquida entre indivíduos amostrados de diferentes populações 

(valores de DA) estão principalmente entre 0,5 e 1%, de 5 a 10 vezes mais altas do que entre 

pares de indivíduos dentro dessas populações (estimado por ). As únicas exceções, com 

estimativas de divergência mais baixas, foram dois pares de amostras, A1 e A2 (as amostras 
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geograficamente mais próximas de cariomorfo A, ambas da bacia do Paraná), e F2 e F3 (as 

duas amostras de cariomorfo F com as localizações geográficas mais próximas, ambos da 

mesma drenagem). Por outro lado, os maiores valores de divergência foram observados para 

comparações envolvendo amostras entre A3 e D1 (Figura 10). Vários grupos do cariomorfo A 

quando comparados a outros grupos do cariomorfo A apresentam valores de divergência DA 

muito maiores do que os valores de diversidade núcleotídica () apresentado pelas amostra do 

cariomorfo A (Tabela 3). O mesmo ocorre para as amostras do cariomorfo F (Tabela 3). 

 

Figura 10 - Valores de DXY par-a-par por ponto de coleta são representados na diagonal superior, e os valores 

de DA par-a-par na diagonal inferior. Valores mais altos são verdes, e conforme os valores diminuem a cor 

muda para amarelo, laranja e então vermelho para os menores valores. 

ASSOCIAÇÃO GENÓTIPO-AMBIENTE 

Após o teste de correlação entre as variáveis ambientais, o segundo PC foi mantido para 

as variáveis carbono orgânico, pH, precipitação, elevação e temperatura (Org Carb PC2, pH 

PC2, Prec PC2, Elev PC2 e TempPC2), e o primeiro e segundo PCs para o as variáveis fluxo e 

inclinação (Flow PC1, Flow PC2, Slope PC1 e Slope PC2, respectivamente) para realizar a 

RDA subsequente. O modelo da RDA foi significativo (p < 0,001) com os eixos RDA1 e RDA2 

explicando 30,62% e 27,27% da variação, respectivamente (ambos significativos; p <0,001). 

As variáveis mais importantes para a variação restrita foram PhPC2 (18,2%), flowPC1 

(13,34%) elevPC2 (12,5%) e slopePC1 (9,60%). Ao plotar os indivíduos ao longo dos dois 

eixos RDA, foi possível observar que as variáveis ambientais também estão afetando 

fortemente a diversidade genética de H. malabaricus, apresentando uma estrutura clara (Figura 

11). A RDA1 separou as localidades B1, A1, A2 e D1 de A4, C1, F1, F2 e F3, enquanto G1 

apresentou valores intermediários. A RDA2 separou claramente A3 das demais localidades. 
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Figura 11 - Gráfico apresentando dois eixos principais da RDA. Os círculos representam os indivíduos, com 

cores indicando seu local de amostragem e cariomorfo, conforme a legenda à direita. Os fatores ambientais 

considerados significativos são representados por linhas azuis, com setas indicando a localização na RDA em 

que os dados estão concentrados. 

  

DISCUSSÃO 

Neste estudo, analisamos as características cromossômicas juntamente com a 

diversidade genética, distribuição espacial e condições ambientais de diferentes populações, 

para melhor compreender a evolução da espécie H. malabaricus. Nossos resultados mostraram 

que agrupar diferentes populações de H. malabaricus por seus cariomorfos, ou por suas 

localidades geográficas, não pode por si só explicar completamente sua diferenciação. Às vezes, 

diferentes cariomorfos mostram diferenças genéticas que os separam de indivíduos em outros 

cariomorfos, mesmo que não sejam alopátricos. No entanto, a separação geográfica também 

parece ser importante e pode estar associada a diferenças ambientais. Alguma diferenciação 

entre cariomorfos provavelmente reflete pequenas diferenças que evoluíram em populações 

pequenas e talvez isoladas, e essas condições podem ter permitido que diferenças 

cromossômicas fossem fixadas, mesmo aquelas que são desfavorecidas em heterozigotos entre 

diferentes tipos cromossômicos. No entanto, não podemos explicar toda a diferenciação de 

cariomorfos dessa maneira, pois até mesmo nossa pequena amostragem detectou diversidade 

em todos os cariomorfos amostrados. 
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DIVERSIDADE GENÉTICA E ESTRUTURA POPULACIONAL 

A metodologia aqui aplicada resulta em dados enriquecidos para sequências 

potencialmente codificantes, o que pode ter contribuído para os baixos valores de diversidade 

apresentados (consulte Métodos). Também esperávamos níveis mais baixos de diversidade 

genética porque muitos sítios estarão sob restrições de seleção. Portanto, as estimativas de 

diversidade sinônima podem ser maiores, porém a anotação do genoma dessa espécie não nos 

permite gerar tais estimativas.  Observando os dados de diferenciação genética (Figura 10), 

concluímos que as populações foram isoladas por tempo suficiente para ter divergido 

genéticamente. Os valores de diversidade nucleotídica em uma população que esteja em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg não devem depender do tamanho da amostra. A observação de 

que os dois cariomorfos com as maiores amostras, A e F, apresentaram as estimativas mais altas 

é consistente com o isolamento geográfico causando diferenciação e, portanto, maiores 

estimativas de diversidade das populações agrupadas, já que ambos os cariomorfos A e F foram 

amostrados em vários locais, separados por grandes distâncias (Tabela 2). 

Para a população A3, os valores de divergência de ambas as análises de diferenciação 

sugerem isolamento geográfico por tempo considerável, pois suas sequências estão entre as 

mais diferentes das sequências das outras amostras de cariomorfo A (quase tão diferentes 

quanto sequências de outros cariomorfos); isso é consistente com ambas as análises de 

diferenciação. O valor de DA também é alto entre A2 e a amostra simpátrica D1, sugerindo que 

os dois cariomorfos são tão isolados quanto a maioria dos pares de populações de locais 

distantes. A diferenciação clara dos cariomorfos A1 e A2 nas análises de diferenciação genética 

pode refletir amplamente sua baixa diversidade dentro da amostra. No outro extremo, apesar da 

localização separada de A4, a alta diversidade dentro da amostra e os valores de divergência 

líquidos mais baixos quando comparada a outras amostras exceto A3 (e também valores mais 

baixos do que A1 e A2) podem indicar a possibilidade de que população A4 recebeu 

contribuições genéticas através de introgressão em algum momento. 

A alta diversidade desta amostra pode refletir a introgressão de outras populações. A 

população A4 também diferencia-se das outras amostras por ter um valor de D de Tajima 

altamente positivo, sugerindo que esta população pode possuir contribuições substanciais de 

sequências ancestralmente divergentes. Uma possibilidade alternativa, mas menos plausível, é 

que estes indivíudos sejam um resquício de uma população ancestral com um tamanho efetivo 

muito grande (e, portanto,  alto), e que um evento de gargalo muito recente causou a perda de 

variantes raras, reduzindo seu valor de W e levando a um D de Tajima elevado. A divergência 
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líquida é particularmente baixa entre A4 e todas as três amostras do cariomorfo F, com valores 

muito semelhantes à diversidade apenas na amostra A4 (0,4%), enquanto a diversidade dentro 

das amostras do cariomorfo F é menor (com  em torno de 0,1% em todas as três). Isso sugere 

que as mudanças que produziram o cariomorfo F podem ter ocorrido em uma população 

pequena e isolada, e o quadro de forte diferenciação nas análises de diferenciação pode refletir 

amplamente a baixa diversidade dentro das amostra do cariomorfo F. Apesar do complicado 

quadro geral, os resultados sugerem que tanto o isolamento geográfico quanto as diferenças 

cromossômicas contribuem para a divergência. 

A análise da estrutura populacional sugeriu que o cariomorfo A é composto por três 

grupos em diferentes localizações alopátricas, sendo apenas A1 e A2, de uma mesma bacia 

hidrográfica, agrupados juntos (Figuras 7 e 9). Da mesma forma, o cariomorfo F também 

compreende dois grupos distintos, um com indivíduos das localidades F2 e F3, e o outro com 

os indivíduos de F1. Esses grupos são explicados por sua distribuição geográfica, uma vez que 

F2 e F3 são ambos da bacia hidrográfica do Tocantins-Araguaia, enquanto F1 está localizado 

na bacia do Rio São Francisco. Além disso, a PCoA sugeriu que B1 está intimamente 

relacionado com A1, D1 com C1 e F1 com G1. Esses resultados são consistentes com as 

relações propostas para esses cariomorfos na Figura 7, com o cariomorfo B sendo derivado de 

A, o cariomorfo D de C (BERTOLLO et al. 2000) e os cariomorfos F e G derivados de E 

(BERTOLLO et al. 2000; OLIVEIRA e SEMBER et al. 2018). Os resultados do fastStructure 

são parcialmente congruentes com o resultado da PCoA. Nesta análise os indivíduos com os 

cariomorfos C e D formaram, cada um, uma população. Os grupos F1 e A4 formaram uma 

população, enquanto F2, F3 e G1 formaram outra, embora F1 esteja mais próximo de G1 na 

PCoA. Dada a diversidade globalmente baixa dentro das amostra, é importante considerar se a 

diferenciação detectada nas análises de PCoA e no fastStructure é devido à divergência genética 

ou reflete principalmente a baixa diversidade dentro das amostra (o que pode gerar valores altos 

quando a diferenciação é estimada), uma vez que a maioria das diferenças deve ser entre as 

amostras. 

Além das diferenças geográficas e cariotípicas, a variação genética em H. malabaricus 

também é afetada pelas variações ambientais. A RDA foi corrigida para o efeito dos dados 

geográficos, de modo que os padrões observados na Figura 11 devem refletir a correlação entre 

o ambiente e as diferenças genéticas apenas. As variáveis ambientais que melhor contribuíram 

para o modelo foram Slope PC1 e Slope PC2 (declive médio), Org Carb PC2 (carbono orgânico 

do solo), pH PC2 (pH do solo em H2O) e Temp PC1 (temperatura média). Consequentemente, 
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essas características bioclimáticas separando os locais amostrados também afetam a diversidade 

genética entre os cariomorfos. No geral, esses resultados reforçam a visão de que considerar 

apenas o cariomorfo ou a localização geográfica não descreve completamente a estrutura 

populacional atual de H. malabaricus. 

CROMOSSOMOS SEXUAIS MULTIPLOS E O PROCESSO DE ESPECIAÇÃO 

Mudanças estruturais, como fusões e translocações entre um autossomo e um 

cromossomo sexual (X, Y, Z, W) podem acarretar no surgimento de um sistema de 

cromossomos sexuais múltiplo. Diferente do processo de supressão de recombinação que 

ocorre em um sistema simples do tipo XY, ZW ou XO, os sistemas de cromossomos sexuais 

evoluem, algumas vezes em diversos passos chamados estratos evolutivos (evolutionary strata) 

(LAHN e PAGE, 1999). O surgimento de um sistema de cromossomos sexuais múltiplo pode 

imediatamente suprimir a recombinação em regiões próximas aos pontos de quebra (TOUPS et 

al. 2019; SEMBER et al. 2021). Adicionalmente, além de formar novos grupos de ligação entre 

genes que estava anteriormente em cromossomos distintos, esses rearranjos aumentam o 

número de genes ligados ao sexo, e podem acelerar o acúmulo de incompatibilidades genéticas 

entre diferentes populações (VIEIRA; COELHO; VIEIRA, 2003). Genes que desempenham 

papel importante no isolamento reprodutivo entre populações podem acumular-se em 

cromossomos neo-sexuais, levando consequentemente à especiação (KITANO e PEICHEL, 

2012). No entanto, os aspectos possivelmente mais importantes dos rearranjos envolvendo 

cromossomos sexuais são suas consequências meióticas. Ao contrário dos sistemas 

cromossômicos sexuais simples, nos quais a segregação meiótica envolve apenas um par de 

cromossomos, um trivalente meiótico característico é formado nos heterozigotos em espécies 

com sistemas múltiplos, que podem não segregar regularmente, podendo levar a uma barreira 

pós-zigótica eficaz por meio da produção de gametas desbalanceados (revisado em ZHANG et 

al. 2021). 

Cromossomos sexuais são importantes no processo de especiação, de diversas outras 

formas (como revisado em COYNE e ORR 1989). Genes ligados ao X são super-representados 

entre os fatores que reduzem a aptidão dos híbridos, fenômeno denominado "efeito do X 

grande" (COYNE e ORR 1989; COYNE, 1992 PRESGRAVES, 2008). A inviabilidade e a 

esterilidade do híbrido afetam principalmente o sexo heterogamético, um efeito conhecido 

como regra de Haldane (HALDANE 1922; COYNE 1992; PRESGRAVES 2008). Além disso, 

os genes nos cromossomos X e Z tendem a apresentar maior divergência de sequência do que 

os genes dos autossomos (PRESGRAVES, 2018). 



 

54 

 

 Conforme revisado por Charlesworth, Campos e Jackson (2018), quando mutações 

recessivas aparecem nos cromossomos X e Z, elas são expostas à seleção no sexo hemizigótico, 

o que pode resultar em fixação mais rápida de mutações adaptativas. Por sua vez, o isolamento 

reprodutivo é mais fraco em espécies com cromossomos sexuais homomórficos em comparação 

com aquelas com cromossomos heteromórficos (PRESGRAVES e ORR 1998; LIMA, 2014). 

Análises genômicas recentes têm frequentemente identificado cromossomos sexuais como 

outliers de diferenciação, nos quais o isolamento reprodutivo evolui mais rápido entre as 

espécies com cromossomos sexuais heteromórficos, provavelmente devido à divergência de 

sequência mais rápida (PAYSEUR; PRESGRAVES; FILATOV, 2018). 

 Por fim, o surgimento de sistema de cromossomos sexuais múltiplos resultantes de 

rearranjos entre um autossomo e um cromossomo sexual pode criar novos grupos de ligação 

entre genes de cromossomos distintos, aumentando o número de genes ligados ao sexo nos 

quais incompatibilidades genéticas entre populações podem se acumular (VIEIRA; COELHO; 

VIEIRA, 2003). Acredita-se que a formação de um sistema neo-sexual contendo loci que 

afetam a esterilidade de híbridos masculinos e o isolamento comportamental tenha ajudado na 

especiação em peixes esgana-gatas (KITANO et al. 2009). 

Um processo de especiação similar pode estar ocorrendo em H. malabaricus. Mesmo 

que A2 e D1 tenham sido coletados juntos na mesma localidade, a diferenciação genética entre 

eles foi alta tanto na PCoA quanto no fastStructure, e isso não pode ser completamente 

explicado pela baixa diversidade presente nessas sequências (Tabela 3), já que D1 apresentou 

o segundo maior valor de  (0.0013), e, apesar de A2 apresentar o menor valor de  (0.0061), 

este valor é apenas metade do valor de D1. A diferenciação é muito similar àquela entre A2 e 

A3, e maior do que a observada entre A2 e A4 (Tabela 3), que são populações muito distantes 

e isoladas. As diferenças no número diploide e estrutura dos cromossomos, bem como os 

sistemas sexuais distintos claramente anulam a possibilidade de cruzamento entre os 

cariomorfos A e D. Ademais, juntamente com os resultados apresentados, as sequencies de cytb 

dos cariomorfos A e D são altamente distintas, e tão diferenciadas quanto as sequencies de H. 

malabaricus e H. microlepsis, reforçando indícios de isolamento reprodutivo (UTSUNOMIA 

et al. 2014).  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

H. malabaricus é, há muito tempo, considerado um provável complexo de espécies 

(BERTOLLO; MOREIRA-FILHO; GALETTI, 1986; DERGAM e BERTOLLO 1990; 

BERTOLLO et al. 1997; LOPES et al. 1998; BERTOLLO et al. 2000; GRAÇA e 

PAVANELLI, 2007). Cariomorfos distintos foram observados em simpatria sem que a presença 

de híbridos fosse detectada (SCAVONE; BERTOLLO; CAVALLINI, 1994; BERTOLLO et 

al. 1997; LOPES et al. 1998), sugerindo que alguns destes cariomorfos pudessem estar isolados 

reprodutivamente. O presente estudo mostra isso de forma particularmente clara para os 

cariomorfos A e D, que, além das diferenças no número de cromossomos, estrutura cariotípica 

e cromossomos sexuais, também diferem em sequências, mesmo quando em sintopia. O 

sistema neo-sexual pode ter acelerado a diferenciação genética do cariomorfo D, acelerando 

seu processo de especiação. Alternativamente, como a população D é restrita a uma área 

geográfica específica, a fixação de um rearranjo cromossômico relacionado ao sexo pode ter 

ocorrido por acaso; se os cariomorfos A e D evoluíram durante um período de alopatria, sua 

simpatria poderia refletir uma migração recente (como sugerido para explicar a alta diversidade 

dentro da população A4, onde a ausência de diferenças cromossômicas parece ter permitido a 

mistura de populações divergentes). 

Em relação aos outros cariomorfos, especialmente A e F, a manutenção da mesma 

estrutura cariotípica entre suas diferentes populações não reflete parentesco muito próximo. 

Diferenças de sequência já evoluíram entre essas populações, indicando considerável evolução 

independente. No entanto, a divergência de sequência, mesmo entre cariomorfos, não é grande, 

e o número de alterações cromossômicas, incluindo dois eventos separados de fusões entre 

cromossomos autossomos e sexuais são marcantes para os tempos de divergência 

correspondentes a essas pequenas diferenças de sequência, novamente talvez apontando para 

populações fortemente isoladas no recente passado evolutivo. 
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RESUMO 
 

A diversidade encontrada em peixes neotropicais de água doce é notável. Pode até dificultar 

uma delimitação adequada de muitas espécies, sendo o peixe-lobo Erythrinus erythrinus 

(Teleostei, Characiformes) um exemplo notável. Esta espécie nominal apresenta notável 

variação intra-específica, com extensa diversidade cariotípica encontrada entre as populações 

em termos de diferentes números de cromossomos diplóides (2n), composições cariotípicas e 

sistemas de cromossomos sexuais. Aqui, analisamos três populações distintas (uma delas 

investigada citogeneticamente pela primeira vez) que diferiram em suas características 

cromossômicas (denominadas cariomorfos) e pela presença ou ausência de cromossomos 

sexuais heteromórficos. Combinamos análises citogenética com abordagens genômicas para 

investigar como a evolução de múltiplos cromossomos sexuais juntamente com a alopatria está 

ligada à diversidade genética e especiação. Os resultados indicaram a presença de alta 

diferenciação genética entre as populações tanto do ponto de vista citogenético quanto 

genômico, sendo a alopatria de longa distância potencialmente o principal agente de 

divergência genética. Uma população apresentou um sistema cromossômico sexual neo-X1X2Y 

e nós hipotetizamos que esse sistema está associado a uma diferenciação genética 

interpopulacional aprimorada que poderia ter potencialmente acelerado a especiação em 

comparação com o efeito da alopatria sozinha. 
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INTRODUÇÃO 

A biodiversidade dos peixes Neotropicais de água doce é notável, pois compreendem 

pelo menos 5.200 espécies (FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2021). A família 

Erythrinidae é amplamente distribuída nesta região, com conhecida preferência por ambientes 

lênticos como pequenos e grandes rios e lagoas (OYAKAWA, 2003). A família contém 

atualmente 18 espécies descritas, dentro de três gêneros: Hoplias (13), Hoplerythrinus (3) e 

Erythrinus (2) (OYAKAWA, 2003). No entanto, alguns autores sugeriram a necessidade de 

uma revisão taxonômica (BERTOLLO et al. 2004; CIOFFI et al. 2011), pois todos os gêneros 

apresentam vários morfotipos não descritos, que atualmente estão incluídos na mesma espécie 

nominal (OYAKAWA e  MATTOX, 2009). 

Tal diversidade críptica é pelo menos parcialmente explicada pela alta diversidade 

cariotípica encontrada em algumas espécies, como E. erythrinus e H. malabaricus, nas quais 

muitos estudos mostraram a presença de variantes intraespecíficas, com extensas diferenças 

observadas no número de cromossomos diplóides (2n), composições cariotípicas e diferentes 

sistemas de cromossomos sexuais entre populações revisadas em Cioffi e colaboradores 

(2011). Quatro cariomorfos diferentes são encontrados em E. erythrinus (classificados como 

A, B, C e D) com prevalência de cromossomos acrocêntricos, que diferenciam os cariótipos da 

espécie daqueles de outros eritrinídeos (BERTOLLO et al. 2004; GIULIANO-CAETANO, 

1986). Enquanto o cariomorfo A apresenta 2n=54 cromossomos tanto em machos quanto em 

fêmeas, sem a presença de cromossomos sexuais diferenciados, os cariomorfos B, C e D 

apresentam um sistema múltiplo de cromossomos sexuais ♀X1X1X2X2/♂X1X2Y, em que 

machos e fêmeas possuem 2n=51 e 2n=52, respectivamente (BERTOLLO et al. 2004; CIOFFI; 

MARTINS; BERTOLLO, 2010). 

Embora a alopatria seja geralmente considerada o principal fator para o surgimento do 

isolamento reprodutivo, por meio da redução do fluxo gênico que culmina no processo de 

especiação (MAYR, 1964), o impacto dos rearranjos cromossômicos na especiação também é 

amplamente discutido desde o trabalho de Haldane (1922). Em animais, a maioria dos casos 

de isolamento pós-zigóticos são causados por incompatibilidades genéticas, dentre as quais 

rearranjos cromossômicos e o surgimento de cromossomos sexuais podem desempenhar um 

papel fundamental (BATESON, 1909; DOBZHANSKY, 1933; MULLER, 1942; MULLER, 

1942; COYNE e ORR, 2004). Os rearranjos cromossômicos têm o potencial de limitar a 

introgressão, facilitando assim a origem e a manutenção do isolamento reprodutivo por meio 

da supressão da recombinação (FARIA e NAVARRO, 2010; SICHOVA et al. 2015). Além 
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disso, rearranjos cromossômicos envolvendo cromossomos sexuais podem levar à formação de 

novos grupos de ligação entre genes originalmente encontrados em cromossomos diferentes, o 

que pode acelerar o acúmulo de incompatibilidades genéticas entre grupos de indivíduos 

(VIEIRA;COELHO;VIEIRA, 2003). Esses rearranjos aumentam a quantidade de genes 

ligados ao sexo e aceleram o acúmulo de incompatibilidades genéticas entre populações 

(VIEIRA;COELHO;VIEIRA, 2003). Quando comparadas, espécies que apresentam 

cromossomos sexuais heteromórficos apresentam isolamento reprodutivo mais forte do que 

espécies nas quais eles estão ausentes (PRESGRAVES e ORR, 1998; LIMA, 2014). 

Particularmente, ao contrário do processo gradual de supressão de recombinação que ocorre 

em sistemas de cromossomos sexuais simples, sitemas de cromossomos sexuais múltiplos 

podem suprimir imediatamente a recombinação em regiões próximas aos pontos de quebra 

(TOUPS et al. 2019; SEMBER et al. 2021). Esses sistemas geralmente surgem após eventos 

de translocação ou fusão entre um autossomo e um cromossomo sexual existente. Na 

segregação meiótica, forma-se um multivalente meiótico que pode causar problemas na 

segregação, gerando gametas desbalanceados, acarretando em uma barreira pós-zigótica 

(revisado em ZHANG et al. 2021). Portanto, a formação de um sistema de cromossomos 

sexuais múltiplos pode promover uma rápida supressão da recombinação, atuar como uma 

barreira pós-zigótica e contribuir para o isolamento reprodutivo. 

Recentemente, as tecnologias de sequenciamento de alto rendimento iniciaram uma 

nova era na genética de populações, pois permitem a avaliação de cenários demográficos 

complexos, como a investigação de como o fluxo gênico e a introgressão afetam a diversidade 

genética e a especiação (ELLEGREN, 2014). Nesse contexto, nossa abordagem busca 

combinar ferramentas citogenéticas e genômicas de forma integrada. Para isso, analisamos três 

populações distintas de E. erythrinus (uma delas citogeneticamente investigada pela primeira 

vez) e utilizamos abordagens genômicas para investigar como a evolução de cromossomos 

sexuais múltiplos juntamente com a alopatria estão ligadas à diversidade genética e especiação.  

Nossa hipótese é que a presença de cromossomos sexuais múltiplos tenha contribuído 

diferencialmente para a diferenciação genética das populações, o que poderia potencialmente 

ter acelerado o processo de especiação. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

AMOSTRAGEM DOS ESPÉCIMES 

Os locais de coleta, quantidade, e sexo dos espécimes investigados estão disponíveis na 

Tabela 4 e Figura 12. Parte da amostragem (Grupos A1 e D) foi previamente analisada através 

de diferentes técnicas citogenéticas e moleculares (CIOFFI; MARTINS; BERTOLLO, 2010; 

MARTINS et al. 2013). Todos os animais foram coletados com autorização apropriada da 

Agencia Ambiental Brasileira ICMBIO/ SISBIO (Licença 48628-14) e SISGEN (A96FF09). 

Os experimentos seguiram os protocolos de ética aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de São Carlos (Processo número CEUA 

1853260315) 

Tabela 4 - Lista de indivíduos de E. erythrinus analisados, evidenciando cariomorfo, número de cromossomos 

(2n), sistema de cromossomos sexual, código do grupo (indicando o ponto de coleta e o cariomorfo), número 

de indivíduos analisados citogeneticamente, número de indivíduos sequenciados e referências. 

Cariomorfo 2n  
Sistema 

Código 
Ponto de 

coleta 

Latitude/ 

Longitude 

Análises 

citogenéticas 
DArT Referência 

sexual 

A ♀♂ 54 Homomórfico A1 
Rio Cuiabá 

(MT) 

-16.1713/       

-55.9573 
14♂11♀ 6 

MARTINS et al. 

2013 

A ♀♂ 54 Homomórfico A2 
Rio Paraná -23.3774/       

-53.7805 
09♂07♀ 5 Trabalho atual 

(PR) 

D ♀52/♂51 
♀X1X1X2X2 

♂X1X2Y 
D 

Córrego do 

Sangue -5.7770/          

-35.2092 
10♂09♀ 7 

CIOFFI; 

MARTINS; 

BERTOLLO 2010 (RN) 
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PREPARAÇÃO CROMOSSÔMICA E HIBRIDIZAÇÃO IN SITU 

FLUORESCENTE (FISH) PARA MAPEAMENTO DO DNAR 

Neste trabalho apresentamos os primeiros dados citogenéticos para os indivíduos da 

localidade A2. Os cromossomos mitóticos foram obtidos através do protocolo descrito por 

Bertollo e colaboradores (2017). As sondas de DNAr 5S incluíram a região codificante do 

DNAr 5S, com 120 pares de base (bp), e o espaçador longo não transcrito de 200 bp (NTS) 

(PENDAS et al. 1994). As sondas de DNAr 18S foram obtidas por PCR utilizando os primers 

descritos em Cioffi et al. (2019). As sondas de DNAr 18S e 5S foram marcadas diretamente 

com o kit de marcação Nick-translation labeling kit (Jena Bioscience, Jena, Alemanha), onde 

o DNAr 18S foi marcado com o Atto488 (fluorescência verde) e o DNAr 5S com Atto550 

(fluorescência vermelha), de acordo com o manual do fabricante. O FISH foi realizado sob 

condições de alta estrigência descritas em Yano, Bertollo e Cioffi (2017).  

HIBRIDIZAÇÃO GENÔMICA COMPARATIVA (CGH) 

Os experimentos de hibridização genômica comparativa (CGH) foram realizados de acordo 

com o protocolo descrito em Sember et al. (2018) com adaptações na proporção sonda/DNA 

Figura 12 - Mapa da América do Sul indicando os pontos de coleta para E. erythrinus. As cores 

indicam as diferentes bacias hidrográficas brasileiras, coloridas de acordo com a legenda. Os 

círculos coloridos indicam os pontos de coleta, com os respectivos cariomorfos coloridos da 

seguinte forma: A em verde e D em vermelho. O idiograma à direita indica os cariótipos 

parciais de cada cariomorfo e o seu sistema de cromossomos sexuais, quando presente. 
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C0t-1 baseada em estudos anteriores (SEMBER et al. 2018; TOMA et al. 2019; DE MORAES 

et al. 2021). As sondas genômicas de macho para todas as populações foram co-hibridizadas 

aos cromossomos dos machos das localidades A1 e D separadamente. Para este esquema 

experimental, DNAs de macho derivados do genoma-total (gDNAs) de todas as populações 

analisadas foram extraídos do tecido de fígado pelo método padrão fenol-clorofórmio-isoamil-

álcool (SAMBROOK e RUSSELL, 2001) e marcados com ATTO550-dUTP e AF488-dUTP 

utilizando o kit Nick Translation mix kit (Jena Bioscience, Jena, Alemanha). Para bloquear o 

excesso de sequências repetitivas compartilhadas, um DNA C0t-1 não marcado, obtido de cada 

população de acordo com Zwick et al. (1997) foi incluso na mistura de sondas final. Para cada 

lâmina, sondas genômicas de macho (500 ng cada) e 15 µg de DNA C0t-1 derivado de fêmea 

das respectivas populações foram precipitados em 96% de etanol, e os pellets secos foram 

ressuspendidos em 20 µl de solução tampão de hibridização contendo o 50% formamida, 

2×SSC, 10% sulfato de dextrana, e tampão de Denhardt (pH 7.0). O FISH foi realizado sob 

condições de alta estrigência descritas em Yano, Bertollo e Cioffi (2017). 

MICROSCOPIA E PROCESSAMENTO DE IMAGEM 

Para confirmar o número diploide, a estrutura cariotípica e os resultados de hibridização 

in situ fluorescente, pelo menos 30 metáfases foram analisadas por indivíduo. As imagens de 

microscopia foram capturadas utilizando um microscópio de epifluorescência Olympus BX50 

(Olympus Corporation, Ishikawa, Japão) acoplado a uma câmera CoolSNAP, e as imagens 

foram processadas utilizando o software Image-Pro Plus 4.1 Software (Media Cybernetics, 

Silver Spring, MD, Estados Unidos da América). As imagens finais foram otimizadas e 

organizadas utilizando o software Adobe Photoshop, versão CC 2020. Os cromossomos foram 

classificados como metacêntrico (m), submetacêntrico (sm), subtelocêntrico (st), ou 

acrocêntrico (a), de acordo com a proporção do tamanho dos braços (LEVAN; FREDGA; 

SANDBERG, 1964). Tendo em vista que os resultados de machos e fêmeas não apresentaram 

diferenças, apenas as metáfases de macho foram apresentadas. Os idiogramas foram 

construídos no Adobe Photoshop, versão CC 2020, com base no estudo anterior e atual. 

SEQUENCIAMENTO E FILTRAGEM DOS DADOS 

 O procedimento de sequenciamento DArTseq foi realizado usando tecidos hepáticos, 

que foram enviados para a Diversity Arrays Technology Pty Ltd. (Austrália). Este método 

envolve uma etapa de redução de complexidade em que o DNA é tratado com as enzimas PstI 

e SbfI antes do sequenciamento, o que pode enriquecer o material para sequências em regiões 
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pouco metiladas (KILIAN et al. 2018). O sequenciamento foi realizado em uma plataforma 

Illumina HiSeq 2500. Esta técnica de sequenciamento foi implementada em vários artigos 

recentes investigando a genômica de populações de peixes (CIOFFI et al. 2019; SOUZA et al. 

2019; SASSI et al. 2021). O processamento dos dados brutos e todas as etapas subsequentes 

para a a obtenção do conjunto de dados foi executado utilizando o software pyRAD v3.0.66 

(EATON, 2014). O parâmetro de depth de cobertura mínimo para a formação de um cluster foi 

definido como 6. O limite de clustering implementado foi de 0,88. Na última etapa de 

alinhamento, a cobertura mínima de amostras para um locus foi definido como 18 (número de 

indivíduos sequenciados) portanto apenas os dados presentes em todos os indivíduos foram 

mantidos. Os adaptadores de sequenciamento foram removidos e as sequências com mais de 

cinco bases de baixa qualidade foram retiradas (Q < 20). Posteriormente, os reads foram 

alinhados e foram obtidas as sequências consenso para cada amostra, que foram utilizadas para 

definir a base de referência em cada posição em cada alinhamento. Obtivemos loci que estavam 

presentes em todos os indivíduos amostrados e geramos dois conjuntos de dados diferentes para 

análises posteriores: (1) um arquivo de sequência com a fase definida para cada loci baseado 

no formato “.alleles”, que foi implementado apenas nas análises de diversidade e diferenciação 

genética e (2) uma matriz de polimorfismo de nucleotídeo único (SNPs), com um único SNP 

por locus para evitar a presença de SNPs intimamente ligados. A matriz de SNPs foi codificada 

da seguinte forma: 0 para homozigotos para a base de referência, 1 para heterozigotos e 2 para 

os homozigotos de base alternada. Indels não foram considerados, e este segundo input foi 

utilizado nas demais análises. 

DETECÇÃO DE MARCADORES POTENCIALMENTE SOB SELEÇÃO 

 Uma análise no software BayeScan foi realizada para testar marcadores com níveis 

incomuns de diferenciação interpopulacional (baixo ou alto), o que pode indicar alelos  

adaptativos nos loci sequenciados (FOLL e GAGGIOTTI, 2008). Realizamos a análise com um 

valor de prior odds de 100, um thinning de 10 e 5000 cadeias MCMC. Todos os loci com 

valores de False Discovery Rate (FDR) menores que 0,01 foram classificados como 

possivelmente sob seleção. 

DIVERSIDADE GENÉTICA 

Os índices de diversidade genética foram obtidos com o software DnaSP v. 6.12.03 

(ROZAS et al. 2017). Calculamos as médias de diversidade haplotípica (Hd), o D de Tajima 

(D), e duas medidas de diversidade nucleotídica por sítio,  e Theta de Watterson (W). Nós 
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também estimamos a divergência nucleotídica entre pares de amostras de diferentes locais 

utilizando o número médio de substituições nucleotídicas por sítio (DXY) e a divergência 

líquida, corrigida pela variação dentro das amostras analisadas (DA). 

ANÁLISES DE ESTRUTURA POPULACIONAL 

Avaliamos a estrutura populacional com uma Análise de Coordenadas Principais 

(PCoA) para visualizar a distribuição da diversidade genética em cada um dos cariomorfos. A 

PCoA foi realizada utilizando a função “gl.pcoa” do pacote dartR. Em seguida, implementamos 

a abordagem Bayesiana fastStructure (RAJ; STEPHENS; PRITCHARD, 2014). Este método é 

análogo ao utilizado pelo software amplamente utilizado STRUCTURE (PRITCHARD; 

STEPHENS; DONNELLY, 2000), mas otimizado para conjuntos de dados maiores. 

Realizamos a análise com as configurações padrão e o valor máximo de K definido como 

quatro. Todos os resultados foram compactados e enviados para Clumpak (KOPELMAN et al. 

2015) para gerar uma representação gráfica dos resultados. Além disso, realizamos a abordagem 

espacial no pacote ConStruct (BRADBURD; COOP; RALPH, 2018) pois os peixes de água 

doce são um dos grupos mais suscetíveis aos efeitos de confusão do isolamento por distância 

na estrutura populacional (PEREZ et al. 2018). Executamos a análise no Rstudio com 

parâmetros espaciais ativados e distâncias par-a-par com base nas coordenadas dos locais de 

amostragem. Realizamos a análise com valores de K variando de 1 a 4, com um total de 

1.000.000 de iterações para cada valor de K. Após a conclusão das corridas, analisamos a 

contribuição de cada camada de K para a estrutura populacional de E. erythrinus, medida pelo 

seu impacto na covariância do modelo. Portanto, quando um determinado valor de K não 

contribuiu mais para o resultado, o valor de K anterior foi selecionado (BRADBURD, 2019). 
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RESULTADOS 

CARIÓTIPOS E MAPEAMENTO DE DNA RIBOSSÔMICO 

O cariótipo do grupo recém analisado A2 mostrou características gerais apresentadas 

pelo cariomorfo A de E. erythrinus previamente analisados em outra localidade, ou seja, muitos 

cromossomos acrocêntricos e poucos cromossomos com dois braços. O cariótipo apresentou 

2n= 54 (6m + 2st + 46a), sem cromossomos sexuais diferenciados. Adicionalmente, foram 

observados até 3 cromossomos supranumerários B, que aparecem como microcromossomos e 

coram mais fracamente comparado aos demais (Figura 13). Das 30 metáfases analisadas, as 

metáfase de número 20, 08 e 02 apresentaram 3, 2 e 1 cromossomos B, respectivamente. 

Padrões semelhantes de cariótipo, de FISH e CGH foram observados para todas as metáfases 

analisadas em todos os cariomorfos. 

Sítios de DNAr 18S foram mapeados nas regiões terminais dos braços longos de seis 

pares acrocêntricos (pares 5, 9, 20, 21 e 25) e no par subtelocêntrico 4, além de um par de 

cromossomos com sítios centroméricos (par 14). Por sua vez, apenas um par acrocêntrico foi 

observado com sítios de DNAr 5S na região telomérica dos braços curtos. Esse mesmo par de 

cromossomos também possui sítios de DNAr 18S em seus braços longos, evidenciando uma 

condição sintênica incomum em relação a essas duas classes de DNAs ribossômicos (Figura 

13). 

 

Figura 13 - Cariótipos de E. erythrinus do cariomorfo A da localidade A2 analisados pelo método de 

coloração com Giemsa (A) e FISH com sequências de DNAr 18S (verde) e 5S (vermelho) como sondas (B). 

Tamaho da barra: 5 µm. 
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HIBRIDIZAÇÃO GENÔMICA COMPARATIVA 

Os experimentos de CGH tiveram o objetivo de comparar os genomas entre as diferentes 

populações estudadas. A hibridização genômica comparativa das sondas de gDNAs para os 

indivíduos A1 e A2 produziu muitos sinais sobrepostos, o que evidencia as suas similaridades 

genômicas (com uma ligação mais forte preferencialmente em regiões heterocromáticas 

terminais ou pericentroméricas) e sugerem homologia significativa. Alguns sinais população-

específicos observados indicam alguns sinais super-representados, provavelmente ligados a um 

número maior de cópias de sequências repetitivas em algumas regiões cromossômicas (Figura 

14a-d). Por outro lado, a hibridização comparativa intra-cariomorfo entre os grupos A1 e A2 

com o cariomorfo D produziu vários sinais população-específicos com apenas um número 

limitado de sinais sobrepostos mostrando um nível mais alto de diferenciação genômica 

(Figura 14e-l). 

 

Figura 14 - Cromossomos mitóticos de machos de E. erythrinus após o CGH – comparação entre cariomorfos. 

(a-d) A sonda genômica derivada de machos do cariomorfo A1 (b) e A2 (c) mapeadas contra cromossomos 

de macho do cariomorfo A1. (e-h) Sondas genômicas derivadas de machos d (f) e D (g) mapeadas contra 

cromossomos de machos do cariomorfo A1. (i-l) Sondas genômicas de macho do cariomorfo de D (j) e A2 

(k) mapeadas contra cromossomos de macho do cariomorfo D. Na primeira coluna (a,e,i): imagens de DAPI 

(azul); Segunda e terceira colunas (b,c,f,g,j,k): padrão de hibridização utilizando as sondas derivadas de 

macho (vermelho) de cada cariomorfo analisado; Quarta coluna (d,h,l): imagens sobrepostas de ambas as 

sondas genômicas e coloração com DAPI. As regiões genômicas comuns de ambos os cariomorfos 

comparados são representadas em amarelo. Tamano da barra = 10 μm. 
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SEQUENCIAMENTO, PREPARO DOS DADOS E BUSCA DE MARCADORES 

SOB SELEÇÃO 

O sequenciamento gerou cerca de 2 milhões de reads para cada amostra. Após as etapas 

de trimming e filtragem, obtivemos 14.467 loci com a fase determinada presentes em ao menos 

seis indivíduos, que então denominamos Conjunto de Dados 1. Em seguida, criamos o 

Conjunto de Dados 2 mantendo apenas um SNP por locus, o que resultou em 8.597 SNPs 

polimórficos. A análise no Bayescan não considerou nenhum locus como potencialmente sob 

seleção, portanto, nenhum marcador foi removido das análises subsequentes. 

ESTRUTURA POPULACIONAL 

A PCoA indica uma clara separação entre os cariomorfos A e D. O cariomorfo D 

formou dois grupos menores que estão intimamente relacionados, e os cariomorfos A1 e A2 

formaram um grupo maior cada, com alguns indivíduos espalhados entre esses dois grupos 

(Figura 15A). 

A abordagem bayesiana não geográfica fastStructure foi congruente com o resultado da 

PCoA e apontou K=2 como o valor que maximiza a probabilidade posterior e melhor explica 

os dados. A análise agrupou A1 e A2 como uma única população e o cariomorfo D como uma 

segunda população (Figura 15B). A abordagem espacial ConStruct apresentou um resultado 

que também é congruente com os resultados do PCoA e do fastStructure. Os indivíduos do 

cariomorfo A são muito semelhantes, enquanto o cariomorfo D formou um grupo distinto 

(Figura 15C). 

 

Figura 15- (A) Análise de Coordenadas Principais. Indivíduos estão representados em cores diferentes: A1 em 

verde escuro; A2 em verde claro; D em vermelho. (B) Resultado do fastStructure para K=2. Cada barra 

vertical representa um indivíduo, cariomorfos e locais de coleta estão indicados abaixo das barras, a cor das 

barras indica a população na qual cada indivíduo foi classificado. (C) Resultado do ConStruct para K=2. 

Cada barra vertical representa um indivíduo, cariomorfos e locais de coleta estão indicados abaixo das barras.   
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DIVERSIDADE GENÉTICA 

De forma geral, todos os grupos analisados apresentaram baixos valores de diversidade 

genética. Os valores de diversidade nucleotídica () e Theta de Watterson (W) foram mais 

altos na localidade A1 enquanto o menor valor foi encontrado para o cariomorfo D. Todos os 

grupos amostrados apresentaram um valor negativo de D de Tajima, com o menor valor sendo 

apresentado por A1, seguido por A2 e então D. Os valores de diferenciação genética DXY e DA 

dentro do cariomorfo A foram aproximadamente dez vezes menores quando em comparação 

com os valores entre os cariomorfos A e D (Tabelas 5 e 6). 

 

 

 

 

Tabela 5 – Valores médios de diversidade genética estimada por ponto de coleta. Estão evidenciados os 

tamanhos amostrais, a diversidade haplotípica (Hd), diversidade nucleotídica (), Theta de Watterson por 

sítio (W), e D de Tajima (D). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Tabela 6 - Valores de DXY par-a-par por ponto de coleta indicados na diagonal superior, e valores de DA par-a-

par na diagonal inferior. 

  A1 A2 D 

A1   0,00102 0,01084 

A2 0,00012   0,01082 

D 0,01014 0,01022   

 

  

Código 
Tamanho 

amostral 
Hd ± DP p qW D 

A1 6 0,0529 (0,0584) 0,00102 0,00125 -0,4848 

A2 6 0,0430 (0,0502)  0,00085 0,00093 -0,25292 

D1 12 0,0211 (0,0353) 0,00044 0,00047 -0,19581 
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DISCUSSÃO 

DIVERSIDADE CROMOSSÔMICA ENTRE POPULAÇÕES DE E. ERYTHRINUS 

 Uma macroestrutura cromossômica geral conservadora dos cariomorfos de E. 

erythrinus não é mantida quando se comparam características intracromossômicas das 

subpopulações estudadas. Isso é evidenciado pelas distribuições diferenciais da fração de DNA 

repetitivo entre eles (Figuras 14 e 15). As novas características cromossômicas do grupo A2 

de E. erythrinus concordam com as encontradas em outras populações pertencentes aos 

cariomorfos A, ou seja, 2n=54, cariótipos dominados por cromossomos acrocêntricos e 

múltiplos sítios de DNAr (Figura 13). Enquanto a maioria dos peixes eritrinídeos tende a 

manter os cariótipos dominados por cromossomos com dois braços, E. erythrinus apresenta 

exceções a essa regra geral (BERTOLLO et al. 2004; CIOFFI; MARTINS; BERTOLLO, 2010; 

MARTINS et al. 2014, presente estudo). 

 O mapeamento de DNA ribossômico tem sido amplamente utilizado em muitas 

investigações citogenéticas modernas (revisado em SOCHOROVÁ et al. 2018; SOCHOROVÁ 

et al. 2021), constituindo um marcador valioso para citotaxonomia (CIOFFI et al. 2012; DEON 

et al. 2020; PAZZA; KAVALCO; BERTOLLO, 2006; FERREIRA et al. 2017). Em peixes, a 

variação do número de cópias de DNAr é frequentemente observada, uma vez que seus 

processos de regulação gênica parecem ser mais relaxados em comparação com vertebrados 

superiores (GORNUNG e DARWIN, 2013). Para E. erythrinus, o DNAr 5S provavelmente está 

associado ao transposon Rex3, o que pode explicar a alta dispersão desta sequência em seus 

cromossomos (CIOFFI; MARTINS; BERTOLLO, 2010). O cariomorfo A1 apresenta sinais 

nos braços curtos do 8º par, enquanto A2 nos braços p do grande cromossomo subtelocêntrico 

(par 4). Além disso, o cariomorfo D apresenta dez cromossomos com sequências 5S, 

principalmente nos braços curtos (Figura 16). Um número substancial de espécies de peixes 

apresenta sítios de DNA ribossômico mapeados em cromossomos sexuais heteromórficos 

(SOCHOROVÁ et al. 2021), o que pode ser explicado pela presença de Evolutionary 

Breakpoint Regions (EBRs), que são propensas a promover regiões de quebras de fita dupla 

sendo observadas em vários grupos de peixes (DEON et al. 2020; RUIZ-HERRERA; 

CASTRESANA; ROBINSON, 2006; CARBONE et al. 2009; FARRÉ et al. 2011). Essa 

característica é evidente no cariomorfo D, onde as sequências de DNAr 5S podem ser 

identificadas nos cromossomos X1 e X2, assim como no cromossomo neo-Y (CIOFFI; 

MARTINS; BERTOLLO, 2010) (Figura 16). Por outro lado, o DNAr 18S apresenta um padrão 

de distribuição mais conservado nos cromossomos em E. erythrinus, uma vez que ambos os 
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cariomorfos A1 e D revelam os mesmos resultados de hibridização para esta sonda. No entanto, 

o cariomorfo A2 (aqui descrito) apresenta seis cromossomos mapeados com a sonda de DNAr 

18S (pares 5, 9, 20, 21 e 25 na região terminal dos braços q e pares 14 p). Diferenças na 

distribuição do DNAr 18S entre populações já foram descritas para peixes da mesma família, 

como no caso de H. malabaricus (revisado em SEMBER et al. 2018). Uma investigação em 

três ordens distintas de peixes (Characiformes, Siluriformes e Perciformes) também revelou 

uma associação entre a qualidade do ambiente aquático e a dispersão de sequências de DNAr 

(DA SILVA et al. 2017). 

 

Figura 16 - Idiogramas representativos dos cariomorfos A1, A2, e D de E. erythrinus evidenciando a 

distribuição do DNAr 18S (verde) e DNAr 5S (vermelho). Os cromossomos sexuais encontram-se 

representados no retângulo. 

 

 O conjunto de nossos experimentos de CGH teve como objetivo comparar os genomas 

entre as diferentes populações estudadas. Tais comparações foram consideradas muito eficazes 

na identificação da biodiversidade oculta em peixes (revisado em SEMBER et al. 2018) e, neste 

estudo, elas abriram novas visões e ampliaram nossa compreensão dos processos de 

diferenciação de genoma entre cariomorfos que estão em andamento. O grau de divergência 

genômica concorda com suas características cromossômicas, uma vez que os cariomorfos 

exibiram um estágio avançado de divergência de sequência (Figura 14). Embora populações 

distintas do cariomorfo A possuam uma macroestrutura cariotípica conservada, também foram 
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observadas divergências genômicas intracariomorfo. Esses resultados são indicativos de 

processos evolutivos em andamento que podem ser responsáveis por conduzir a divergência e 

possivelmente também à especiação dentro dos cariomorfos de E. erythrinus. 

 Entre os peixes, espécies com macroestruturas cariotípicas conservadas também são 

relatadas como tendo um padrão variável de organização genômica, como observado para 

Lebiasina (LEITE et al. submetido à publicação), para as trairas gigantes (SASSI et al. 2021) e 

para algumas espécies de Osteoglossiformes (BARBY et al. 2018). Cromossomos sexuais 

diferenciados também parecem desempenhar um papel importante na divergência de regiões 

genômicas repetitivas, uma vez que espécies que apresentam tais características também 

apresentam padrões distintos de hibridização em CGH, como observado em bagres (SASSI et 

al. 2020), traíras (DE OLIVEIRA et al. 2017), peixes-lápis (MORAES et al. 2019) e 

caraciformes com um sistema estável de cromossomos sexuais ZZ/ZW (YANO et al. 2021). 

De fato, o papel dos cromossomos sexuais na divergência genômica entre espécies relacionadas 

não está bem estabelecido. Nossos resultados citogenéticos e genômicos apontam para uma 

maior divergência genômica na população de E. erythrinus que apresenta um sistema de 

cromossomos sexuais diferenciado (cariomorfo D). Isso está de acordo com descobertas 

anteriores que evidenciam que o surgimento de um novo locus ligado ao sexo ou a translocação 

de um já existente é um dos passos fundamentais na diferenciação dos cromossomos sexuais 

dos peixes (BEUKEBOOM e PERRIN, 2014; SEMBER et al. 2021). Tal turnover pode ser 

responsável pelo padrão maior de divergência genômica observado no CGH (Figura 14). 

DIVERSIDADE GENÉTICA E ESTRUTURA POPULACIONAL 

 Este é o primeiro estudo que investigou a diversidade genética em E. erythrinus, 

portanto, só é possível comparar nossos resultados com os de outras espécies. O valor médio 

da diversidade nucleotídica () para E. eryhtrinus foi de 0,00077, enquanto estudos em outras 

espécies de peixes encontram valores mais elevados, como em Nassau grouper (0,3566 com 

dados de RAD-Seq) (SHERMAN et al. 2020). Por outro lado, um valor médio semelhante de 

 foi obtido para H. malabaricus com dados DArTSeq (0,001172) (SOUZA et al. submetido à 

publicação). Essa estimativa de diversidade menor quando comparada ao RAD-seq, mas 

semelhante ao DArTSeq era esperada devido às características do método de sequenciamento 

implementado em nosso estudo, uma vez que o procedimento de DArTSeq pode enriquecer 

regiões que estão potencialmente sendo expressas e, portanto, podem estar sob restrições 
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seletivas (KILIAN et al. 2018). É importante notar, no entanto, que a análise Bayescan não 

encontrou nenhum marcador potencialmente sob seleção. 

 Além disso, nossos resultados indicam que os cariomorfos A e D já são altamente 

diferenciados tanto em características cromossômicas quanto genéticas. Ao considerar as duas 

métricas de diferenciação aqui implementadas (valores de DXY e DA) fica evidente que os grupos 

A1 e A2 são muito semelhantes, enquanto o cariomorfo D é muito mais diferente desses grupos, 

com valores pelo menos dez vezes maiores. Todos os grupos apresentaram valores negativos 

de D de Tajima, que mede a diferença entre o número médio de diferenças par-a-par e o número 

de sítios segregantes. Existem três hipóteses principais para esse resultado: (i) a seleção 

purificadora está agindo removendo a variação desses grupos e mantendo sua diversidade 

genética estável (o que também pode ser consequência da metodologia DArTSeq); (ii) a deriva 

genética pode estar influenciando a diversidade genética desses grupos, principalmente por 

serem sedentários e, portanto, podem favorecer a ocorrência de endogamia; (iii) o tamanho da 

população era baixo e então uma expansão de tamanho da população ocorreu recentemente. 

 Os resultados atuais e os padrões de divergência observados são provavelmente 

explicados por dois fatores principais, o primeiro é que se espera que amostras do mesmo 

cariomorfo sejam mais semelhantes, embora isso não seja uma regra geral. O segundo fator é a 

distância entre esses grupos e, consequentemente, o tempo provável em que ocorreu o evento 

de isolamento. Todos os grupos do cariomorfos A estão na Bacia do Rio Paraná, embora 

estejam em regiões diferentes. No entanto, a Bacia do Paraná é muito fragmentada no sentido 

de que possui cerca de 450 barragens (PAIVA, 1982). Adicionalmente, E. erythrinus apresenta 

comportamento sedentário e não é uma espécie migratória. Levando em conta todos esses fatos, 

embora as duas localidades de amostragem estejam na mesma bacia geográfica, elas são 

consideravelmente isoladas. Ao comparar os cariomorfos A e D temos um cenário diferente, 

pois além de estarem geograficamente distantes entre si, também são diferentes quanto à 

presença de cromossomos sexuais, o que poderia acelerar a diferenciação dessas populações e 

potencialmente levar à especiação. 

 As análises de estrutura populacional (Figura 15) indicaram que existem dois grupos 

principais de indivíduos separados de acordo com seu cariomorfo. Como pode ser visto na 

PCoA, os cariomorfos A e D estão muito distantes no eixo horizontal que compreende 86,3% 

da variação. Olhando atentamente para cada cariomorfo no eixo vertical, que compreende 3% 

da variação, existem dois grupos distintos de indivíduos dentro do cariomorfo D. Além disso, 

dentro do cariomorfo A há uma pequena diferença entre os grupos A1 e A2, mas muitos 
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indivíduos são distribuídos ao longo do eixo Y. Isso indica que há uma maior diversidade dentro 

e uma baixa diferença entre as localidades do cariomorfo A. Os resultados da abordagem da 

estrutura populacional não espacial Bayesiana fastStructure (Figura 15B), da PCoA e da 

abordagem geográfica ConStruct (Figura 15C) são todos congruentes. De acordo com essas 

análises, existem duas populações principais onde o cariomorfo A compreende uma população 

e o cariomorfo D compreende outra. Além disso, é possível observar na Figura 15C que os 

indivíduos dos grupos A1 e A2 apresentam maior diversidade, com composição genética mais 

diversificada. Esses resultados também estão de acordo com os resultados citogenéticos, que 

também destacaram essa variabilidade cromossômica interna. Em contraste, os indivíduos 

cariomorfos D apresentam uma composição genética quase uniforme. 

SISTEMA DE CROMOSSOMOS SEXUAIS MÚLTIPLOS E O PROCESSO DE 

ESPECIAÇÃO 

 Os resultados indicam que a presença do sistema de cromossomos sexuais múltiplos no 

cariomorfo D pode ter contribuído para a fixação ou aumento de diferenças genéticas, o que 

pode ter estimulado isolamento reprodutivo e consequente especiação no processo evolutivo 

dentro de Erythrinus. 

 Entre os eritrinídeos, foi recentemente destacado em outro estudo que a presença de um 

sistema de cromossomos sexuais múltiplos pode estar associada ao processo de especiação 

(SOUZA et al. submetido à publicação). Em H. malabaricus, uma espécie que também é 

considerada “um complexo de espécies” e é dividida em sete cariomorfos distintos que também 

variam em sua estrutura cariotípica 2n, e a presença de sistemas de cromossomos sexuais 

simples e múltiplos (BERTOLLO et al. 2000). Análises genômicas e citogenéticas envolvendo 

várias populações de diferentes cariomorfos reforçaram que H. malabaricus é provavelmente 

um complexo de espécies e não uma única espécie e destacaram o potencial papel do sistema 

de cromossomos neo-sexuais para a fixação de diferenças genéticas entre populações, 

favorecendo assim o processo de especiação (SOUZA et al. submetido à publicação). Em H. 

malabaricus, indivíduos dos cariomorfos A (cromossomos sexuais homomórficos) e D (sistema 

múltiplo ♀X1X1X2X2/♂X1X2Y) foram coletados em sintopia (mesma localização) e 

apresentaram alta diferenciação genética. De acordo com os valores de DXY, a diferenciação 

genética entre indivíduos sintópicos dos cariomorfos A e D foi equivalente à diferenciação 

genética de populações alopátricas de longa distância do cariomorfo A. Esses dados nos 

permitiram levantar a hipótese de que a presença de um sistema de cromossomos neo-sexuais 

pode ter promovido um aumento na diferenciação genética do cariomorfo D, potencialmente 
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acelerando seu processo de especiação (SOUZA et al. submetido à publicação). Além disso, 

outros estudos indicaram que o surgimento de cromossomos neo-sexuais pode ter contribuído 

para o processo de especiação, como demonstrado em sticklebacks (KITANO et al. 2009) e na 

planta Rumex hastatulus (BEAUDRY; BARRETT; WRIGHT, 2020). Em todos os casos 

mencionados acima, eventos de turnover dos cromossomos sexuais que levaram ao surgimento 

de sistemas de cromossomos neo-sexuais com potencial de fixar a variação genética 

principalmente devido à rápida evolução desses cromossomos (BEAUDRY; BARRETT; 

WRIGHT, 2020). 

 

CONCLUSÕES 

 Nossos resultados indicaram a presença de uma alta diferenciação genética nas 

populações do complexo de espécies E. erythrinus, tanto do ponto de vista citogenético quanto 

genético. Embora os índices de diversidade genética sejam globalmente baixos, os cariomorfos 

A e D são muito diferenciados geneticamente. Além disso, três hipóteses principais para a 

diferenciação encontrada podem ser propostas: (I) a alopatria de longa distância pode ter sido 

o principal agente de diferenciação genética entre esses cariomorfos; (II) o surgimento de 

cromossomos neo-sexuais pode ter sido o principal fator que promoveu essa diferenciação 

genética; (III) tanto a alopatria de longa distância quanto o surgimento dos cromossomos neo-

sexuais no cariomorfo D podem ter contribuído para a fixação e acúmulo de divergências. A 

hipótese III é nossa hipótese principal. Em resumo, nossos dados forneceram uma camada 

adicional de evidência sobre o status do táxon E. erythrinus e corroboraram estudos anteriores 

na conclusão de que este é provavelmente um complexo de espécies com taxonomia não 

resolvida. Estudos futuros usando sequenciamento de alto rendimento com foco na 

determinação do sexo neste complexo ajudarão a destacar a possível ligação dos cromossomos 

sexuais com o processo de especiação neste grupo. 

 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

As referências deste capítulo encontram-se reunidas ao final da dissertação. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

De forma geral, por meio do presente trabalho foi possível avançar na compreensão 

acerca das possíveis relações evolutivas e da hipótese de possível contribuição de sistemas de 

cromossomos sexuais múltiplos na diferenciação de peixes da família Erythrinidae.  

Os dados aqui apresentados evidenciaram que não é possível classificar os grupos de 

indivíduos de H. malabaricus apenas com base na informação de seus cariomorfos, pois a 

localização geográfica dos indivíduos e as variáveis ambientais também afetam as 

características genéticas destes indivíduos e precisam ser integradas, tornando a problemática 

ainda mais complexa. Adicionalmente, os resultados obtidos reforçaram a ideia de que H. 

malabaricus é na verdade um complexo de espécies. A presença dos cariomorfos A e D em 

sintopia, apresentando altos valores de diferenciação genética contribuem para esta ideia, e 

também indicam que a presença do sistema de cromossomos neo-sexuais do tipo 

X1X1X2X2/X1X2Y no cariomorfo D pode ter contribuído para o isolamento reprodutivo, a 

fixação de diferenças genéticas, e consequentemente ao processo de diferenciação destas 

espécies. Entretanto, é possível que os cariomorfos A e D tenham evoluído em alopatria, e sua 

atual condição simpátrica seja fruto apenas de um evento de migração recente. De toda forma, 

a contribuição da alopatria para a diversidade genética de diferentes grupos de indivíduos pode 

ser claramente evidenciada ao analisar os indivíduos do cariomorfo A e sua grande diversidade 

e diferenciação genética. 

Com relação a Erythrinus erythrinus, assim como H. malabaricus este grupo compõe 

um provável complexo de espécies, devido a natureza altamente distinta de seus cariomorfos e 

a ausência de híbridos conhecidos. Devido a amostragem de apenas dois dos quatro cariomorfos 

existentes e a localidade dos mesmos, torna-se mais desafiador inferir as relações destes 

cariomorfos e avaliar a influência do sistema neo-sexual na diferenciação genética. Entretanto, 

a análise citogenética de uma nova localidade do cariomorfo A realizada pela primeira vez no 

presente trabalho ajuda a compreender melhor os aspectos citogenéticos das diferentes 

populações de E. erythrinus. Embora os índices de diversidade genética estimados sejam 

baixos, as análises evidenciaram alta diferenciação genética entre os cariomorfos A e D. Devido 

as diferenças cariotípica e à longa distância que separa estas populações as principais hipóteses 

apresentadas foram que: (I) a alopatria pode ter sido o principal agente de diferenciação genética 

entre esses cariomorfos; (II) o surgimento de cromossomos neo-sexuais pode ter sido o 

principal fator que promoveu essa diferenciação genética; (III) tanto a alopatria de longa 

distância quanto o surgimento dos cromossomos neo-sexuais no cariomorfo D podem ter 
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contribuído para a fixação e acúmulo de divergências. A hipótese III é considerada a mais 

provável. 

Desta forma, o presente trabalho traz avanços na compreensão das relações entre 

diferentes populações de H. malabaricus e Erythrinus erythrinus, explorando dados 

citogenéticos e genéticos e também fornece dados acerca de populações naturais com sistemas 

de cromossomos neo-sexuais que podem contribuir para a compreensão do efeito destes sitemas 

no surgimento e na manutenção da diversidade genética. Estudos futuros implementando 

sequenciamento especificamente em cromossomos sexuais, permitirão a análise e comparação 

de características genéticas destes cromossomos com cromossomos autossomos fornecendo 

grandes contribuições para a problemática aqui apresentada. A coleta e sequenciamento de 

cariomorfos não abordados neste trabalho também permitirá que as relações entre cariomorfos 

de ambas as espécies seja melhor compreendida. 
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APÊNDICE 1 – Resultados da análise ConStruct para H. malabaricus 

De acordo com os outputs as cadeias MCMC não convergiram, portanto os resultados 

não apresentam grande probabilidade posterior, dessa forma não foram apresentados no artigo, 

porém estão dispostos aqui como material complementar. Os dois melhores resultados de 

acordo com o indicado pelo arquivo layer.contributions foram os valores de K=3 e K=5.  

 

 

 

 

 

Figura 14 - Resultado da análise ConStruct para o valor de K=3. Fonte: Autor (2022). 

Figura 15 - Resultado da análise ConStruct para o valor de K=5. Fonte: Autor (2022). 
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APÊNDICE 2 – Valores de DXY e Da par-a-par por cariomorfo para H. 

malabaricus 

 

 

Quadro 1 - Valores de DXY par-a-par por cariomorfo 

DXY par-a-par por cariomorfo 

  HB HC HD HF HG 

HA 0,006931574 0,00899648 0,010478493 0,009039902 0,009096628 

HB   0,008851377 0,01019403 0,009875461 0,00994540 

HC     0,008898986 0,009008059 0.009084258 

HD       0,010814491 0,010841071 

HF         0,005592311 

Fonte: Autor (2022). 

 

 

Quadro 2 - Valores de DA par-a-par por cariomorfo 

DA par-par por cariomorfo 

  HB HC HD HF HG 

HA 0,003132886 0,005324302 0,006488482 0,004130634 0,005300797 

HB   0,008225378 0,009231448 0,008001419 0,009186632 

HC     0,00801214 0,007244743 0,008401305 

HD       0,008713588 0,009837234 

HF         0,003695139 

Fonte: Autor (2022). 
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APÊNDICE 3 – Lista de marcadores potencialmente sob seleção para H. 

malabaricus 

 

Quadro 3 - Lista de marcadores potencialmente sob seleção 

>20 GTGTGCAGGACGCTGTCTACAAGCCGAGGGGTTTACATGCA-TGAGA-TCGGAAGA-GCGGTTC-AGCAGGA 

>112 TGGTGCTGGTGGCTCCTGTGGATGTGGTGTAGGTGGAGCCAATTTTTGTGTTGGTACCAGGCTGA--- 

>127 CTTCGCCAAAACACAAGCCGCGGGATGGAGGAGCGTAAAGCACCGCATGA-GATC-GGAAGA-GCGGT--- 

>343 ACCTGTTTGTCCTTCTAAAGCCCTATTCAGATTGGATACATTTTTCAAGAGGGTGCTTGTAATAAAAC- 

>408 TTTGGAGTAAGATTATTGTCAAAAATAAACGTGTGCATGAG-AT-CGGAA-GAGC-GGTTCAGC-AG-GAATGC- 

>522 ATCATTGTTAGTTCTCTTCTTTAGAGTCTCTTCACAAAACTAAAGAAATTGTGTGCATGTGTGTTGTG 

>682 TCACACTGAGCTTGTGTCCACAAATTTTTGCATGAGA-TCGG-AAGAGCGG-TTCAGC-A-GGAATG-CCGAGA- 

>829 CAGAGCGAGCACGTGCAGAGGAGAAAAGAGAAAGTGGGGAGATAGGTGTAATTAAGGCGTCTACATTC 

>878 GTCTACCTGAATGACCGTGAGGCAGAGCTTTCTTCTGGACAGCATGA-GATC-GGAAGAGC-GGTT-CAGCA- 

>979 ACACAGTGTCTGATCAGCGCTAAAATTTGCATCCCTAAGTAAATAAGTAAATAAATCAAGTGCATGAG 

>1004 GACACAGTGAGGGAAGGAGGAGTGCTGCTGGCCCACTGGGAGGACAGAGACATTGAGCTAATGACCCC 

>1077 GATCGGAGACCTGTACACTGACCTGAGGGATGGACGCATGAGA-TCGG-AAGAG-CGGNTTCAGCAGGAATG 

>1106 TAAGTGAGGAAAGCAGAGCTAACGTGACAACTCCATAAGCTGTCTGTCTGTTACTACAGAGCAGC--- 

>1127 ACACAAACTTTCCACATACGACACGCCCATAAAGTACTCAAAATAACAGTCATCAAGGCTTCGGCTTA 

>1133 GAAGGAGTTTTGTGAGCTGTGCCTGGTGAAAGAGCGGCAGACGGACAAGGTCTATGCATGAGATC--- 

>1141 ATAGAGGAGCATTCATTGACCAGAGCCAGTCCCTTAATATACACATTGCTGAGCCTAACTATGGAAAG 

>1175 ACACAAGCCCACCTATACAGCCCCAATAAGTCCACAAACCAGAATCACACACATGCACACAACCACAT 

>1255 TACATGCTCATTGTGTGAGCAGGCAAGGCTTCTATAAAACACTTTTTTAACACTCATTGGGTTGTT-- 

>1265 TACATGCTCATTGTGTGAGCAGGCAAGGCTTCTATAAAACACTTTTTTAACACTCATTGGGTTGTT-- 

>1270 CTCTGGGTTCAATGCAATTTCAGGCTGATTTGAACAAAAAGCCCCAAGAAACAGCCACATAACACAAT 

>1325 GACCCCCGCTCCACCTGCTTCACCTCAGACAACGCCATCAACTGCCTGGAGGCCACCAGCGCACACA- 

>1331 CACTGTGAAAACACCACAGGCTATGTAAGAGAGAGCAAGAGAGGCTTAACCGAAACCCCCAGAGGCAC 

>1531 TCAAAAACAACACACTAGCTTTCCTCCCATTGAGCAGAGAGGGGCATCCCACATTGAGAACCACAA-- 

>1594 AAGCCAAGTGGGGTCATGATACCGTACAAACAAGTGCTAGTTTGAAATTCTCCTCTTTAGGGAAGA-- 

>1738 GGCAGGAATTTCCTATCAACTCTGCAATTACTACCATCCAGAAAAAGCGGTTTGCTGTCAAAGCGTAC 

>1836 TAGGGTTATTTAGACCATGCCAGATTTGCTTCAGAGCTTTTCAGCTTTCTTTTTACTATAAACCTCTT- 

>1842 ATTCAAAGAGAAACTCCGAGGTGTCAATTCTAATTCCTCCACAATCGCCAAGACGTCTGAGTTTGAGG 

>1973 TTTTGAGTTTTTGTGATGTGGCCTGTCAGCCAGAGTTTGGAAGGGTGGCCACAGCTGACTGCTAACTT 

>2037 TGTCGTGAGGGCTGCTCGTTCTGTCAGGACGATTCTCCGTGTTTGACCCAGGAGAATGGTGTTCTGCG 

>2047 TGTCAGAATGTGGCTGCCTGATTTTATTTGTTTTTCATCGGGGGTGGACATGTACTTTGTCTTG---- 

>2128 TGGGGACTCGGATACAGGCATTTGATAAAGGCGAGAGCTGCCACGGTCCCCTACCGATGACTGAT--- 

>2437 CAATGACCTCTTTCAGCACACATAATGATAGCTCCTCTACTACACTGATTTCCTTTTGCAGTGTCCCT 

>2448 CACTGTGAGCGTCAAAGACAGAACTGAAGCATGAG-AT-CGG-AAGAG-CGGTTCANGC-AGGAA-T-GCCGA---- 

>2459 -TGGAGCGCATTCCAGTTGTTGTGCCCCCTCCTTTCCCCAACCTCGAGCTAAACCCCTGCCATTTTGT- 

>2494 TACAGTGTAAGTGCTGAGATTAATAATGGATGCCCTTTGCCTTGCTGACACGCCATGTTAAGGTGG-- 

>2603 GCCTAAAGCTACAGGTGTGTTGCTGACAAGCCTGATGCTTGT-TGTTGCTAGCAGGCTTGAGGTTGTGA---- 

>2809 GACGGAGAAACAAACCTGTCCTACTGGCAGCAAGCCTTTGGTTAATTGAC---ATCTACTGTATTGCTCAT 
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>2967 GAGTTTGCTTGTAGAAATGTATTATATTGACCAGTAGGTGGCATTGGAGACAGTGTGAATTAGAA--- 

>2975 GTAGTAAGGCCATTAATGTGTGCTGTATTTCTGCGTGACTGTCAGTTAGGTGTTTGTGGCCATGGTTG 

>3005 GTTTATCAGTTGTGATATTGTGGCCATGCTGTGGCTGGGAGAGAGGGTTTGAAGTGTGAAGCAGGCT- 

>3139 ACAATGCTGTCCGCTCTAAT-AACGGCTACGGCCCGCTGAGAGCCTCATACACACCGCCAGCAGCA--- 

>3254 TTGTGCACTCGCCAAAGCTGCCCCTTTTCCCCTTCCCTATTGTCAGGAATTAACTTTTGATCACC--- 

>3438 GCCGCTCTCCCTGCTCAGATCTCGCCGCAGTTCAGTGCCGCAGCGCGCGCGGAAAGCGGGGAGCTGCGC- 

>3514 TCTACACTGCGTTTTAATCAAGATCCAGATCACGCTAGCAGCTCACTGTTTGTAGTTATAATTAATTA 

>3540 CAGTGTACTATGATGTGGAGCTCATTCAGGTTTCTGTCTTTCAATAAAGTGCTGGGGACTGGAGCAGT 

>3725 AAGGTTCAATACTTAAAATGGAGTCAGTTCTTTCTGAGATTTTTGCTTTGTGGTGTCGAGTGTTTTTG 

>4008 GCTCCCGGAGGTGCTGTTACATTTATGTACGAG-TTTTTGTG-CATGA-GATC-GGAAGAG-CGGTT-CAGCAG 

>4076 AATGTAATGGTACACAACGACATTTGGGTATCACAGCTGAAACTAAATGAGTAACTCTGGACTTCGAA 

>4122 GCGA-TTTGTCCCATAGAGATAGAGAGGG--GAAAAAAGGGTAACAGAACACTACTATGGTATTACTGGGT 

>4143 GGATGGCTATAATTGGCAGAATCATAAGAGAAATCATCTTTGGTGTGTGCGAGGTATGCGAGAATTCT 

>4234 GGACCGAGGCGTCTCGCGCATTTTAATCTGGATCCCGTTTAATGTGGTGCTACATCAATTAAGAAGT- 

>4350 TGCTGATTGTGTGAGGAGAGTATGTGTTTAGTGTGCCAGCCAGAGAGATGAATGTGTCTGTAGTGGCT 

>4371 ACGTCTCCAGGAGAGCAAATGCTGCACAGAAAGGTCAGCAGTTTGCTTAATCCTTCTATAGAAAGCAT 

>4520 ACCCTGTTCACATTCCTCTTATACTAGGCATGAGAT-CGGAAG-AGCGG-TTCAG-CAGG-AATGNCCGAGACCG 

>4755 GACAGCACCCTCATCTCTGCAAATTGACTCCAGCTCGTTTAAAGTAGCAAGGCATGAGAT-CGGAAGAGC 

>4835 TCCTCCAGGCTCCTCAGGGCTTTGTGGCTTTATCCATGATTATAACTGCGCCTGCTCCACCTCGTTT- 

>4911 TCCTCCAGGCTCCTCAGGGCTTTGTGGCTTTATCCATGATTATAACTGCGCCTGCTCCACCTCGTTT- 

>5146 GTGATCAGAACAAAACTGCTAGTGTAAATGGCTAGCTGCTAACGTAAATAGTTTTACTGTTCCATAGT 

>5225 CAGAGCTAGGCTCACACAAAGGCTGCATTGATGAGGAGGCAGACATAATAAAGGCTGCTCTGCCCCGC 

>5294 ATATATAGCTACAGCACTGAAGAAAATCCAATGAGATAAGAAAAATGTTTTCAAATTGTTTAGCTGG- 

>5358 TGCACAGCAGCACATTTAACCAGGTGCACCCTCCTAGGTCTAAACGCTGTCCGGCCAGCCGTTGCCT- 

>5451 GCTTTTATCCAAAGCTTTTATTTGACTTAATCACTCAAAATACTTCAATCTCACTTCAAGCATGAGAT 

>5489 ACGCTGCACATACGGTCAGTCTTACTATTCCTCTTTCCATCAATCATGAACAAGAACTCGAGATACTT 

>5621 GAACAGCAGCGTGCACACATGAGAACTAGATTACTTTACTGCCCCCTGCTGGCTCTGAGACTTTTGGGA 

>5631 AAGAGTCTTGGTTGGGGTACTGCTGAGAGACATGGCAGGAGAAGGGGTGGCTGGAGTAGGGAACCCAA 

>5771 AGAAAGAACATAAACAGATCATAAGTCA-AAGTAATTGAGACTGAGAAAGAGACAAAAAGACAGCACTA 

>5788 TCTCTTATAATAGAGCTTGCCCCAGAGGGACTGCCAGACGGTCGAACGGAAACAGGGAACAAGCCTTA 

>5846 TTGTTTCTCCTAATGCTAAAATGTGATGACTTATTACAGTGCACATATTGTAAAGTAAAATCACCTTA 

>5913 GGTTCAGTGGGCGATCGCGGCTCTCGTACGCTGGCTGTCCTGACAGGAAACTTGGCCAGGTGTCGGCT 

>5983 GGGAGCCCAGAAGCAATATACCTACTCGCTATTATGGAGCATG-AGATCGGNAAGAG-CGGTT--CA-GCAGGAA 

>5994 TAGCTCCACTCTGCTACTGTTACTGATGCCATTTTCTGTCTTAAAAGCATGA-GATC-GGAAG-AGCGGTT 

>5998 CGGCCAGCCGCTATTCAGTGCACCTGCCATTGTGTGGGCGCCCATCCAGGCCCATTGTTGAGCGGAAA 

>6146 GATTCCAGCAGGTTGCATTTGCAGATGCATGTCCTTGCAGCCGATGTCCGAAGCCTGGATTAAGGTGC 

Fonte: Autor (2022). 
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APÊNDICE 4 – Resultados de DXY e Da e FST entre cariomorfos de E. 

erythrinus 

 

 

 

Quadro 4 - DXY entre cariomorfos 

  D 

A 0,0107855306805001 

Fonte: Autor (2022). 

 

Quadro 5 - Da entre cariomorfos 

  D 

A 0,0101377129514621 

Fonte: Autor (2022). 

 

Quadro 6 - FST entre cariomorfos 

  D 

A 0,726498176008927 

Fonte: Autor (2022). 
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