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A sabedoria é muitas vezes mais Util
aos outros do que aquele que a

possui. ECLESIASTES 09: 11

Tudo quanto te vier a mao para fazer, faze-o
conforme as tuas forcas, porque na
sepultura para onde tu vais, ndao ha obra,
nem industria, nem ciéncia, nem sabedoria

alguma. ECLESIASTES 09. 10.

O que foi, isso é o que ha de ser, e o que
se fez, isso se tornara a fazer; de modo
gque nada ha novo debaixo do sol.
ECLESIASTES 01: 9.
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RESUMO

A espécie Astyanax scabripinnis, constituida por pequenos peixes, popularmente
conhecidos como lambari, sdo habitantes das cabeceiras de pequenos corregos,
formando isolados populacionais ja bem conhecidos. Estas populacdes podem ser
endogamicas, apresentando baixo ou nenhum fluxo génico e tamanho reduzido.
Acredita-se que tais caracteristicas tenham auxiliado na fixacdo de acentuada
variabilidade cariotipica e morfoldgica, contribuindo para a elevada plasticidade
fenotipica observada entre as diferentes populacdes. Devido a esses fatores, tem-se
dado um tratamento especial para esse grupo de peixes, uma vez que eles
representam um complexo de espécies. Porém, apesar dos estudos citogenéticos
serem abundantes e de toda atengao voltada para este grupo, tal polimorfismo ainda
nao foi verificado em nivel molecular, sendo sua filogenia ainda uma questao aberta.
A partir da andlise da variacao genética intraespecifica de parte do gene mitocondrial
citocromo b, foi possivel verificar se as variagdes cariotipicas encontradas entre as
populacoes de A. scabripinnis da regidao de Campos do Jordao também existem em
nivel molecular, bem como estimar parte das relacdes filogenéticas atuais entre as
mesmas. A andlise da rede de haplétipos corrobora a hipdtese de que estas
populacdes estiveram em contato anteriormente ao soerguimento da Serra da
Mantiqueira, e hoje se encontram geograficamente separada. Além disso, foi possivel
inferir que a populacao do Lago do Pedalinho, provavelmente esteja sofrendo
influencia de agbes antrdpicas e/ou do efeito fundador. Estudos futuros utilizando um
nimero maior de individuos por populacdo permitirdo a realizagdo de analise
cladistica aninhada, e a utilizacdo de marcadores moleculares com taxa evolutiva
mais rapida, podera inferir sobre uma histdria evolutiva mais recente deste grupo de

peixes.



ABSTRACT

The lambaris, which include small Astyanax scabripinnis fish, inhabit the headwaters
of small streams, forming well known populational isolates. These populations are
possibly inbred, presenting little or no gene flow and reduced size. It is believed that
these characteristics have aided the fixation of a pronounced karyotypic variability,
contributing to the elevated phenotypic plasticity observed between the populations.
Due to these factors, this fish group has received special treatment, since they
represent a species complex. However, despite abundant cytogenetic studies and all
the attention granted to this group, such a polymorphism has not yet been verified on
a molecular level and its phylogeny remains unresolved. The verification of whether
the karyotypic variations found between the A. scabripinnis populations of the
Campos do Jordao region also exist on a molecular level, the estimate of part of the
current phylogenetic relationships between them and, also, the verification of whether
there is any relationship between the presence or absence of B chromosomes in this
species with the observed haplotypic diversity was possible through the analysis of
the intraspecific genetic variation of a part of the mitochondrial cytochrome b. The
results corroborate the hypothesis that these populations were in contact prior to the
elevation of the Serra da Mantiqueira and that they are currently geographically
separated. The phylogenetic relationships between the studied populations are
discussed. The absence of evolutionary relationship between the cytochrome b gene

and the supernumerary chromosomes of these populations was observed.
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1. INTRODUCAO
1.1. CONSIDERACOES GERAIS

Os peixes representam um grupo de vertebrados bastante grande e
diversificado. S3ao cerca de 24.600 espécies o que equivale, aproximadamente, ao
numero de espécies conhecidas de todos os demais vertebrados (NELSON, 1994).
Segundo REIS (2003), existem cerca de 4.000 espécies descritas de peixes de agua
doce neotropicais, porém ha estimativas de que possam existir cerca de 6.000. A
Regido Neotropical é extremamente diversificada e complexa e sua rede hidrografica
é portadora dos mais representativos grupos de espécies de peixes de agua doce do
mundo. Essa diversidade pode ser diretamente correlacionada com a
heterogeneidade estrutural, bem como com a histéria geoldgica dessa regiao (LOWE-
McCONNELL, 1999; NAKATANI et a/,, 2001).

A ordem Characiformes é o grupo dominante entre os peixes de agua doce da
Ameérica do Sul, apresentando 10 familias com cerca de 237 géneros e pelo menos
1343 espécies (NELSON, 1994). Dentro desta ordem encontra-se a familia
Characidae, sendo considerada a mais especiosa e mais complexa do ponto de vista
taxondmico quando comparada as outras familias (FOWLER, 1948; GODOQY, 1975;
NELSON, 1994; BRITSKI et al, 1999). Compreende cerca de 30 subfamilias e

aproximadamente 250 géneros (BRITSKI et a/., 1988).

1.2. A ESPECIE Astyanax scabripinnis
O género Astyanax foi inicialmente proposto por BAIRD & GIRARD (1854) e a
primeira revisao mais completa desse grupo, realizada por EIGENMANN entre 1921 a

1927, validou 74 espécies e subespécies. Posteriormente, GERY (1977) enumerou
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uma lista de 62 espécies e subespécies em aguas doce do Brasil. A revisao mais
recente, realizada por LIMA et al, (2003), cita 86 espécies, elevando as poucas
subespécies existentes a espécies.

Anteriormente, 0 género Astyanax estava alocado na subfamilia
Tetragonopterinae, porém hoje é considerado um género Incertae Sedis pertencente
a familia Characidae (LIMA, et al., 2003). Destaca-se por apresentar o maior nimero
de espécies da familia (FOWLER, 1948; GODOQY, 1975; BRITSKI et al, 1999;
BUCKUP, 1999), possuindo parte da sua sistematica mal definida e representando
um aglomerado polifilético (MENEZES, 1992; BRISTKI et a/, 1999; BUCKUP, 1999).
Esta representada nos rios do Estado de S3o Paulo por 9 géneros e um total de 26
espécies, compreendendo peixes de pequeno porte, que geralmente nao
ultrapassam 10 centimetros de comprimento (BRITSKI, 1972). A maioria das
espécies pertencentes a esse grupo € omnivora, apresenta habitos de forrageamento
muito ativos (BRITSKI et a/.,, 1988) e pode ser encontrado desde a Argentina até a
fronteira do México com os Estados Unidos (BRISTSKI, 1972) sendo um dos géneros
dominantes na América do Sul (GERY, 1977).

Os peixes deste género sdao conhecidos popularmente como lambaris ou
piabas e apresentam como caracteristicas morfoldgicas linha lateral completa,
escamas de tamanho normal cobrindo apenas a base dos raios da nadadeira caudal,
nadadeira adiposa geralmente presente, pré-maxilar ndo protratil, dentes pré-
maxilares dispostos em duas séries, sendo a interna com cinco dentes, dentes com
cuspides e a altura do corpo cerca de 3 vezes menor que o comprimento padrao

(BRITSKI et a/, 1988).
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A. scabripinnis € uma espécie representada por peixes de pequeno porte, que
habitam riachos rasos com menos de um metro de largura, de baixa correnteza e
leito areno-pedregoso, ocupando a coluna d'agua abaixo da vegetacao marginal
(CARAMASHI, 1986). E constituida por pequenas populagdes isoladas e
endogamicas que, devido as suas caracteristicas bioldgicas, vivem confinadas as
cabeceiras destes pequenos tributarios (GOMES & AZEVEDO, 1960; BRITSKI, 1972).
Tal isolamento permite que possiveis mudangas genotipicas e fenotipicas sejam
fixadas dentro de cada populacao produzindo, portanto, um elevado polimorfismo ou
plasticidade fenotipica entre as populacdes (CARAMASCHI, 1986).

De acordo com alguns dados do trabalho de FINK & FINK (1981), bem como

de LIMA et al. (2003), A. scabripinnis esta situado na seguinte posi¢ao taxonémica:

CLASSE - Osteichthyes
SUBCLASSE - Actinopterygii
INFRACLASSE — Neopterygii
DIVISAO — Teleostei
SUBDIVISAO - Euteleostei
SUPERORDEM - Ostaryophysi
SERIE — Otophysi
SUBSERIE — Characiphysi

ORDEM - Characiformes

FAMILIA - Characidae

GENERO - Incertae Sedis
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MOREIRA-FILHO & BERTOLLO (1991) observaram uma diversidade cariotipica
acentuada em sete populacdes pertencentes as bacias hidrograficas dos rios
Paranapanema, Sao Francisco e Tieté. Resultados cariotipicos combinados com
analises morfoldgicas de seis dessas populacdes permitiram diferencia-las em seis
formas distintas, sugerindo serem representativas de diferentes espécies. A.
scabripinnis passou, entao, a ser considerada um complexo de espécies: o
“Complexo scabripinnis”.

MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS (1998) estudaram quatro populacoes do
complexo scabripinnis em trés bacias hidrograficas diferentes e também encontraram
diferencas cariotipicas e morfoldgicas em todas as populagdes.

Muitos trabalhos tém mostrado que este complexo apresenta grande
diversidade de formas cariotipicas e numero dipldide (2n = 46 a 50) (MORELLI et a/.,
1983; MARTINS et al., 1984; MOREIRA-FILHO, 1989; MOREIRA-FILHO & BERTOLLO,
1991; SOUZA et al., 1995; MAISTRO et al, 1998; FERRO, 2000), variabilidade do
nimero e posicionamento das Regides organizadoras de nucléolo (RONs) e das
heterocromatinas constitutivas (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991; SOUZA &
MOREIRA-FILHO, 1995; MAISTRO et al, 1998; SOUZA et al., 2001), bem como a
ocorréncia de cromossomos B com diferentes morfologias, freqiiéncias, tamanho e
numero, particularmente na regidao de Campos do Jorddo (VICENTE & GALETTI
JUNIOR, 1994; VICENTE et al., 1996; MESTRINER et a/., 2000; NEO et al., 2000a/b;
FERRO et al., 2001;).

Além da diversidade cariotipica e fenotipica, A. scabripinnis também apresenta
polimorfismos enzimaticos (MUNIN et a/, 2004). Dessa forma, acredita-se que este

grupo de peixes possua, paralelamente ao dinamismo do cariétipo, um genoma mais
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susceptivel a variacOes, com conseqliente taxa elevada de mutacdo do material
genético (MANTOVANI et a/,, 2000).

Tais peculiaridades atuariam no sentido de elevar o grau de variabilidade
genética nas populacbes de A. scabripinnis, contornando os possiveis efeitos
prejudiciais causados pelos sucessivos endocruzamentos em grupos pequenos e
isolados. Este fator teria um papel primitivo no surgimento da diversidade cariotipica,
dos polimorfismos enzimaticos e da plasticidade fenotipica (CARAMASHI, 1986;
MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991), permitindo a ocupacao das cabeceiras dos
riachos por essa espécie, onde ha acentuada variacao dos fatores abidticos, e a
adaptabilidade a ambientes diferenciados, quando considerada cada microbacia

separadamente (MANTOVANI et a/., 2000).

1.3. A IMPORTANCIA DO ESTUDO DE PEIXES DE CABECEIRAS

Nos ultimos anos, o numero de publicacdes sobre a citogenética e genética-
bioquimica de peixes tem aumentado consideravelmente, mas referem-se,
principalmente, a espécies que habitam calhas de rios ou ambientes Iénticos.
Trabalhos relativos a ambientes de cabeceiras sao raros e, geralmente, restritos a
levantamentos faunisticos, abordagens taxon6micas ou distribuicao longitudinal de
espécies (CARAMASCHI, 1986; GARUTTI,1988; LANGEANI-NETO, 1989). Estudos
evolutivos de peixes, particularmente os de cabeceira, sao escassos tanto nas areas
de citogenética, genética-bioquimica, como da genética molecular.

LOWE-McCONNEL (1969) reforca a importancia de se estudar ambientes de
cabeceira, enfatizando que o tamanho absoluto dos sistemas de rios de grande porte

€ um importante fator no processo evolutivo dos peixes, uma vez que muitas
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espécies podem ser isoladas geograficamente nas cabeceiras de seus tributarios
através de barreiras fisicas, quimicas ou bidticas. Bacias de drenagem de agua doce,
por definicao, sao espacialmente desconectadas e, portanto, espera-se que as
populagoes de peixes que as habitam sejam geneticamente estruturadas. No
entanto, leitos e cursos dos rios podem ser alterados por movimentos tectonicos e,
drenagens adjacentes podem ser conectadas varias vezes através de captura de
cabeceiras ou por fusdo de saidas, e outras drenagens podem permanecer isoladas.
KING (1956) relata que antigas cabeceiras do rio Tieté foram anexadas pelo Paraiba
do Sul, constituindo um exemplo de captura fluvial, o que pode constituir um
mecanismo capaz de permitir uma redistribuicdo do material bidtico. MODENESI
(1988) também relata a ocorréncia de fendmenos de inversao de drenagem no
Ribeirao Galvao, no Planalto de Campos do Jordao sugerindo a ocorréncia de uma
tectOnica recente. Tais alteragdes nas condicdes ecoldgicas permitem um isolamento
microgeografico, com varias espécies de peixes ficando limitadas a diferentes trechos

de um mesmo rio.

1.4. 0 ESTUDO DE A. scabripinnis EM CAMPOS DO JORDAO
A regiao de Campos do Jordao (figura 1.1) é marcada por um divisor de
aguas, a Serra da Mantiqueira, com altitudes variando de 600 a 2050 metros, que
separa as bacias dos rios Parana e Paraiba do Sul. Com extensdo aproximada de 45
km e largura maxima de 18 km o setor da Mantiqueira é delimitado e definido como
Planalto de Campos do Jordao (MODENESI, 1988). Por ser um local de relevo

bastante acidentado atrai muito a atengao dos estudos em A. scabripinnis.
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FIGURA 1.1. Vista panoramica da regiao de Campos do Jordao

Para uma melhor compreensao da relacao atual desta regido com a espécie A.
scabripinnis segue abaixo uma breve explicagdao das condicdes passadas da Serra da
Mantiqueira e desse grupo de peixe.

Nas fases mais frias dos periodos glaciais quaternarios, o Planalto de Campos
do Jordao esteve sob temperaturas sensivelmente mais frias que as atuais, ou seja,
um resfriamento de 4° a 6 °C. O soerguimento do Planalto, iniciado no Oligoceno
(entre 23 a 34 milhdes de anos atras) e acentuado no Plioceno (entre 5 a 2 milhdes
de anos atras) nao deve ter sido continuo. Um soerguimento inicial responderia pela
compartimentalizacdo regional, pela formacdo da Fossa do Paraiba, do Horst da
Serra do Mar e do Semi-Horst da Serra da Mantiqueira. As fases mais recentes
teriam acentuado as diferencgas de altitudes, caracterizando o sistema de montanha
tropical. No entanto, evidéncias morfoldgicas e fendmenos da inversao da drenagem

sugerem a interferéncia de levantamentos muito recentes na morfogénese do
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Planalto, ou seja, ocorréncia de novos soerguimentos durante o Pleistoceno Superior
(11 a 2 milhdes de anos atras) (MODENESI, 1988).

Uma conseqiiéncia importante do soerguimento do Planalto e da deformagao
da superficie dos campos foi a incisdo profunda dos cursos d’agua e o ajustamento
das drenagens as estruturas (MARTONE, 1940 & RUELLAN, 1952).

Acredita-se que as espécies de peixes atualmente presentes na regidao de
Campos do Jordao viviam em simpatria anteriormente ao soerguimento da Serra da
Mantiqueira (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991). TRAVASSOS (1955) encontrou
fésseis de animais, pertencentes a subfamilia Tetragonopterinae, Vale do Paraiba,
em folhelhos que indicavam idade Pleistocénica (2 a 11 milhdes de anos atras),
indicando que esses grupos de peixes tém ocupacao antiga nesta regido. Com o
soerguimento da Serra da Mantiqueira, as populagbes das diversas espécies de
peixes, que habitavam a regido, poderiam ter sido redistribuidas ou fragmentadas
em populacdes menores, originando uma situacao de alopatria.

Devido as elevadas altitudes da Serra da Mantiqueira, a temperatura dos
sistemas hidricos é relativamente baixa e existe uma grande quantidade de riachos
formando cachoeiras que impedem o fluxo permanente entre as populagdes de
peixes ali presentes. Alguns desses riachos formam a cabeceira do rio Sapucai-
Guacu, pertencente a bacia do rio Parana. Outros s3o afluentes do rio Paraiba do
Sul, pertencente as bacias do Leste.

Cada populagao isolada nos trechos de pequenos tributarios possui uma
histéria evolutiva independente, possibilitando o surgimento de variantes
interpopulacionais (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991). Assim sendo, diferentes

populacoes de A. scabrijpinnis, podem ser encontradas nessa regiao, proporcionando
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um excelente material de estudo de natureza genético-evolutiva. Segundo
CARAMASCHI (1986), a tolerancia mostrada por A. scabripinnis a variacao dos
fatores abidticos (temperatura da agua, pH, condutividade, oxigénio dissolvido e
turbidez) pode ser um fator preponderante no processo de ocupacao do ambientes

de cabeceiras por essa espécie, bem como sua presenga em pequenos rios.

1.5. O DNA MITOCONDRIAL E A FILOGEOGRAFIA

A mitocondria € uma organela encontrada na maioria dos organismos
eucariontes e esta envolvida com a degradacdo de gorduras e acgucares na célula,
importantes para a respiracao celular. O genoma mitocondrial dos vertebrados € uma
molécula de DNA circular, pequena, de dupla fita, hapldide, aparentemente nao sofre
recombinacdo e parece ter heranga materna, quase que exclusivamente. A
mitocOndria paterna parece ser ativamente degradada durante a fertilizagdo
(MELAND et al, 1991). Dessa forma, a heranca clonal e maternal sao as
caracteristicas mais importantes do genoma mitocondrial, pois a sua evolucao
corresponde exatamente ao modelo de bifurcacao das arvores evolutivas, ou seja,
admitindo-se que ndo ocorre recombinagdo entre as moléculas de DNAmt, o nimero
de diferencas entre as seqiiéncias de dois individuos é proporcional ao tempo
transcorrido desde o momento em que compartilharam seu Ultimo ancestral comum
(WALLACE, 1995).

O DNA mitocondrial (DNAmt) animal tem um tamanho aproximado de 16 kb
(kilobases) (CLARK-WALKER, 1985), no entanto, ja foi constatado um genoma
mitocondrial animal de 39.3 Kb em moluscos (SNYDER et a/, 1987). Em peixes,

variagOes intraespecificas no tamanho podem ser tao freqlientes quanto entre
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espécies (BERMINGHAM, LAMB & AVISE, 1986). MOYSES & ALMEIDA-TOLEDO
(2002) estimaram o tamanho do genoma mitocondrial em Astyanax scabripinnis
paranae em 16.5 Kb.

O cddigo genético mitocondrial € mais degenerado e, portanto apresenta uma
taxa de diversificacdo maior e evolui mais rapidamente do que o cddigo genético
nuclear universal de eucariotos. Porém, ao contrario do genoma nuclear, é altamente
eficiente (ATTARDI, 1985; CANTATORE & SACCONE, 1987; GRAY, 1989) e
considerado uma molécula econémica, pois raramente contém seqiiéncias duplicadas
e nao-codificante. Os genes que codificam as proteinas mitocondriais nao contém
introns e sdo geralmente separados por menos de 10 pb. Dois genes podem se
aproximar sem espacadores entre eles e, em alguns casos, podem até se sobrepor
por varias bases. Pseudogenes, elementos transponiveis e seqiiéncias repetitivas sao
raras ou mesmo ausentes (MEYER, 1994; ARIAS & INFANTE-MALACHIAS, 2001).

A organizacdao génica do genoma mitocondrial dos vertebrados parece ser
extremamente conservada em grupos taxondmicos distintos, como em mamiferos
placentarios, peixes 0sseos e cartilaginosos, anfibios, entre outros. Por outro lado,
aves, alguns répteis e marsupiais apresentam variagao quanto ao nimero de genes e
na organizagao do DNAmt (NAHUM, 2004; MEYER, 1994). Quanto a organizagdo, a
grande diversidade encontrada no DNAmt dos organismos pode ser atribuida
principalmente as histdrias evolutivas das varias linhagens (SACCONE et al., 1999;
BOORE, 1999).

Em geral, o DNAmt dos peixes contém 37 genes, sendo 22 codificantes para
RNAs transportadores, 2 para RNAs ribossomal, e 13 codificantes de polipeptideos,

sendo 3 da citocromo oxidase COI-III, 7 da NADH desidrogenase, 2 de sintese de
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ATP, e o complexo do citocromo b. Uma regiao maior e nao codificante, altamente
variavel dentro do DNAmt é uma regido denominada “regido controle” ou “alca D-
loop” (Displacement Loop), que contém o sitio de iniciagdo para a replicagdo do
DNAmt e para a transcricao do RNA nos vertebrados (MEYER, 1994). Os genes
mitocondriais representam, aproximadamente, 5% da maquinaria necessaria para o
funcionamento da mitocondria (MORITZ et al, 1987). A figura 1.2 ilustra uma
molécula de DNAmt de vertebrados em sua estrutura circular.

Varios estudos indicam que o DNAmt possui uma taxa de evolugdo 5 a 10
vezes mais rapida do que genes nucleares de cdpia Unica (PERLER et al, 1980;
GARCIA-MACHADO et al, 1996), provavelmente, devido a falta de histonas e
mecanismos de reparo para uma maior freqiiéncia de mutacdes (GARESSE et 4.,
2001). Ha trés maneiras mutacionais pelas quais o DNA pode ser alterado:
substituices (sinbnimas e nao sindnimas), indels (insercdo ou delecao) e rearranjos.
Destas, as substituicdes sinbnimas sao mais freqlientes do que indels, e os
rearranjos sao as formas menos comuns de mudancas no DNA. Insercdo e delecao
sao mais frequentemente observadas na regiao controle e espacadores intergénicos.

A regularidade que cada gene codificador de proteina possui em acumular
mutagdes torna-o grande candidato para estudos filogenéticos em peixes. Mutacoes
na terceira posicdo dos codons (e raramente na primeira) que nao resultam em
alteracdo do aminoacido (substituicbes silenciosas ou sin6nimas), acumulam-se
muito mais rapidamente do que substituicdes nao sindnimas (aquelas que resultam
na alteragdo do aminoacido). Transversdes (mudanca de uma purina por uma
pirimidina e vice-versa) sao mais raras e tém uma maior chance de serem

indicadores confiaveis de descendéncia.
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FIGURA 1.2: Estrutura e organizacao dos genes em uma molécula de DNA mitocondrial. OH
(origin heavy) e OL (origin light) indicam as origens de replicacdo das cadeias pesada e leve
respectivamente. Cada gene esta representado pela sigla de seu nome. O citocromo b esta
em azul, logo apods a regido controladora — D-Loop.

Apesar da rapida taxa de evolucdo do DNAmt, alguns genes podem ser mais
conservados, como por exemplo, o citocromo b, e isso permite uma grande
plasticidade em relacao as aplicacdes deste genoma em inferéncias filogenéticas,
pois permite resolver divergéncias que ocorreram ha 100 milhdes de anos até
variabilidade interpopulacionais. Muitos trabalhos tém utilizado o DNAmt para
questoes filogenéticas e filogeograficas. PRIOLI et a/. (2002), utilizando marcadores
moleculares RAPD e seqiiéncias do DNAmt, verificaram que a populacdo de A.
bimaculatus do Rio Iguacu nao era endémica da regido, e sim que havia sido

introduzida recentemente, pois apresentou alta similaridade do DNAmt com duas
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outras populacdes de A. altiparanae pertencentes a bacia do Parana, sendo estas
ultimas geograficamente isoladas da primeira.

Populacdes de caverna e de superficie de A. fasciatus, no México, tém sido
intensamente estudadas a fim de se compreender as relagdes filogenéticas entre
elas. Anadlises com alozimas apontaram para um Unico evento fundador para as
populagdes de caverna (AVISE & SELANDER, 1972). Por outro lado, DOWLING et a/.,
(2002) propuseram, baseados em seqiiéncias do gene ND2 do DNAmt, pelo menos
dois eventos fundadores para esse grupo de caverna. STRECKER, BERNATCHEZ &
WILKENS (2003) repetiram as analises, utilizando como marcadores moleculares
locos microssatélites e seqliéncias do gene citocromo b do DNAmt, e sugeriram
origens multiplas para este mesmo grupo de peixes.

Muitos estudos utilizando DNAmt tém sido realizados em peixes de agua doce
(SIVASUNDAR et al., 2001; PERDICER et al., 2002; MATEOQS et al., 2002; FARIAS et
al, 1999; FARIAS et al, 2001; BRIOLAY et al, 1998; STRECKER, FAUNDEZ &
WILKENS 2004; CALCAGNOTTO et a/,, 2005; DOADRIO et a/,, 2002; ORTI & MEYER,
1997). No entanto, em alguns casos as arvores filogenéticas mostram-se ndo
resolvidas ou com baixo suporte. Isso acontece devido aos estudos serem realizados
dentro de um Unico corpo d’agua ou com uma populacao relativamente pequena de
uma espécie como um todo (AVISE et a/., 1988).

A utilidade do DNAmt como marcador molecular para estudos
filogeograficos foi descoberta na década de 70 com o trabalho pioneiro de AVISE et
al (1979), em camundongos. Em 1979, BROWN e colaboradores, descobriram o
elevado ritmo de evolugdo das seqiiéncias do DNA mitocondrial — aproximadamente

2% de divergéncia de seqiliéncia entre pares de linhagens por milhdo de anos. Tal
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descoberta foi surpreendente, pois parecia violar um principio fundamental da
evolucao molecular, em que a pressao de selecao sobre um gene funcional implica
na limitacao da evolucao da estrutura macromolecular. Anteriormente a 1979,
acreditava-se que o pequeno tamanho e a economia genética da molécula,
tornavam-na a seqiiéncia nucleotidica da célula com a menor taxa evolutiva (AVISE,
2000). Varias hipdteses foram propostas para explicar a rapida evolucdao do DNA
mitocondrial:

1. Relaxamento da constricao funcional, pois o DNA mitocondrial nao
codifica proteinas que estdao envolvidas diretamente na sua prépria
replicacdo ou transcricdo e também, uma molécula que codifica
aproximadamente 13 tipos de polipeptidios pode tolerar uma menor
acuracidade na traducao;

2. Elevada taxa de mutacdo, devido a ineficiéncia de mecanismos de
reparo do DNA, alta exposicao a radicais livres no ambiente
mitocondrial oxidativo e também a elevada replicacdo dentro de
linhagens celulares;

3. O fato do DNA mitocondrial ser “desprotegido”, ou seja, ndao esta
complexado com proteinas histonas, as quais sao evolutivamente
conservadas e podem atuar como constricao na taxa evolutiva do DNA
nuclear.

Estas possibilidades nao sao mutuamente exclusivas. Independentemente da
causa, a rapida evolucao de seqiiéncias é um pré-requisito para a utilidade do DNA

mitocondrial como um marcador filogenético microevolutivo.
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A filogeografia € um campo de estudo relacionado com os principios e
processos que governam a distribuicdo geografica entre espécies proximas (AVISE et
al., 1987). Como o préprio nome diz, filogeografia considera o espaco e o tempo
para mapear a genealogia de genes de interesse, ou seja, a distribuicao espacial dos
alelos cujas relacoes filogenéticas sao conhecidas ou podem ser estimadas (AVISE,
2000). Além disso, anadlises filogeograficas apropriadas podem fornecer dados
importantes com relacao aos processos evolutivos que determinam os padroes
contemporaneos de diversificacdo e separacdo histérica de linhagens génicas,
mesmo que estas tenham comportamento estritamente neutro. Populacoes
historicamente isoladas sao as principais candidatas a diferencas na adaptacao
genética, pois elas teriam tido uma exposicao potencialmente longa a pressdes de
selecao divergentes sem a influéncia homogeneizadora do fluxo génico (AVISE,
2000).

O DNAmt tem sido fonte de dados para inferéncias genealdgicas no nivel
intraespecifico, pois oferece vantagens para analises filogeograficas no nivel micro-
evolutivo. No entanto a espécie A. scabripinnis de Campos do Jorddo, ainda nao
tinha sido estudada quanto a sua filogeografia até o momento, e este trabalho é
pioneiro em analisar a diversidade haplotipica contemporanea e relaciona-la com a
distribuicao geografica destas populacdes, utilizando como ferramenta molecular o

gene citocromo b do DNAmt.
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2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Muitos estudos citogenéticos, realizados com as populacbes de Astyanax
scabripinnis tém mostrado grande plasticidade fenotipica e variabilidade cariotipica
em populagdes pertencentes a uma mesma bacia hidrografica, como diversidade de
formas cariotipicas, variabilidade no nimero dipldide (46, 48 e 50), ocorréncia de
cromossomos supranumerarios com diferentes morfologia, freqiiéncia, tamanho e
nimero, variabilidade do numero e posicionamento das RONs e das
heterocromatinas constitutivas. Na regido de Campos do Jordao, apesar do nimero
de cromossomos 2n = 50 manter-se constante em todas as populagdes ja
analisadas, polimorfismos relacionados com a presenca de Cromossomos
supranumerarios foram largamente descritos. As populacoes de A. scabripinnis
localizadas nas altitudes maiores da regiao de Campos do Jordao apresentam uma
grande incidéncia de cromossomo B, ou seja, uma grande quantidade de
heterocromatina, e isso confere a estas populacdes um grau de polimorfismo maior
guando comparadas a outras que nao apresentam tal cromossomo.

Devido a esses fatores, tem-se dado um tratamento especial para esse grupo
de peixes, uma vez que eles representam um complexo de espécies. Porém, apesar
dos estudos citogenéticos serem abundantes e de toda atencdo voltada para este
grupo, tal polimorfismo ainda nao foi verificado em nivel molecular, sendo sua
filogenia ainda uma questdao aberta e pouco se sabe a respeito da variabilidade
genética dessas populacdes naturais de peixes que vivem confinadas as regides de

cabeceiras dos rios.
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Portanto, considerando a variabilidade cromossdmica apresentada por A.
scabripinnis de Campos do Jorddo e a caréncia de dados moleculares, populacoes
desta espécie da mesma localidade, reconhecidamente polimorficas quanto aos

padrdes cromossomicos, foram analisadas no presente trabalho a fim de:

& Verificar se as variacoes e cromossOmicas encontradas nesta espécie
também existem em nivel molecular, utilizando como marcador
molecular seqiiéncias de parte do gene citocromo b do DNA

mitocondrial;

& Investigar as relacdes filogenéticas atuais entre essas populacoes.

& Verificar se ha alguma relacdao entre a presenca ou auséncia do

cromossomo B nesta espécie com a diversidade haplotipica encontrada

por DNA mitocondrial.
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3. MATERIAIS & METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. LOCAIS DE COLETA

Os exemplares de Astyanax scabripinnis (figura 3.1) utilizados no presente

trabalho, foram coletados na regiao de Campos do Jordao, Estado de Sao Paulo, em
riachos com altitudes variando entre 600 e 1.920 metros. As coletas foram realizadas
em oito localidades, sendo quatro pertencentes a Bacia do Rio Sapucai-Guagu e
quatro pertencentes a Bacia do Rio Paraiba do Sul (figura 3.2). A seguir sera

apresentada breve descricao de cada ponto de coleta.
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FIGURA 3.1: Exemplares representativos de Astyanax scabripinnis coletados na regiao de
Campos do Jorddo — SP. (A) exemplar fémea; (B) exemplar macho.
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FIGURA 3.2: Localizacao da regido de Campos do Jordao (SP) junto ao divisor de aguas —
Serra da Mantiqueira — das bacias dos Rios Grande e Paraiba do Sul. A ampliacao da area
revela os oito (8) pontos de coletas e suas respectivas altitudes. (1) Ribeirdo das Perdizes
(1.770m); (2) Corrego da Pedras (1720m); (3) Ribeirdo do Fojo (1720m); (4) Lago do
Pedalinho em Capivari (1.640m) (5) Ribeirao Pequeno (700m); (6A) Ribeirao Grande — Sao
José dos Alpes (1920m); (6B) Ribeirao Grande — Represa Santa Isabel (1800m); (6C)
Ribeirao Grande — a jusante da Represa Santa Isabel (700m). A linha transversal evidencia a
Serra da Mantiqueira.
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3.1.1.1. BACIA DO RIO SAPUCAI-GUAGU

a) RIBEIRAO DAS PERDIZES (populagdo 01) — tem sua nascente a
1.800 metros de altitude no municipio de Campos do Jordao (SP) e corre em diregao
ao Norte, desembocando a margem direita do Ribeirdo Capivari. A partir desta
confluéncia, este Ultimo ribeirdo passa a ser denominado Rio Sapuci-Guacu. O local
de coleta localiza-se na Vila Inglesa, na cidade de Campos do Jordao, a 1.770 metros

de altitude.

b) CORREGO DAS PEDRAS (populacido 05) — tem pequena extensdo e
sua nascente situa-se a 1.725 metros de altitude. Dirige-se para o norte,
paralelamente ao Ribeirao das Perdizes, distando um do outro, aproximadamente
dois quilometros. No seu curso médio localiza-se uma represa, situada a 1.720
metros de altitude, onde foram efetuadas as coletas. Sua foz localiza-se a jusante da

represa, @ margem direita do Rio Sapucai-Guacu.

c) RIBEIRAO DO FOJO (populacdo 03) — sua nascente esta localizada a
1.880 metros de altitude. O local onde as coletas foram efetuadas situa-se,
aproximadamente, a 1.720 metros de altitude, a jusante da Usina Hidrelétrica do
Fojo, pertencente a CESP (Centrais Elétricas de Sao Paulo). Sua foz esta localizada a

1.600 metros de altitude, na margem direita do Rio Sapucai-Guacu (figura 3.3).

d) REPRESA CAPIVARI (populagao 04) — situada na Vila Capivari, regiao

central da cidade de Campos do Jorddo, a 1.640 metros de altitude. Esse lago é
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abastecido por um pequeno afluente do Ribeirao Capivari, que por sua vez é um dos

afluentes que forma a cabeceira do Rio Sapucai-Guacu (figura 3.4).

FIGURA 3.4: Represa Capivari — Lago do Pedalinho a 1.640m de altitude em
Campos do Jordao (SP).
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3.1.1.2. BACIA DO RIO PARAIBA DO SUL

a) RIBEIRAO PEQUENO (populacdo 02) — este riacho, também chamado
de Bicudinho, tém sua nascente situada a 1.200 metros de altitude, na margem
direita do Rio Piracuama, que é afluente do Rio Paraiba do Sul. O ponto de coleta,

neste ribeirdo, situa-se a 700 metros de altitude.

b) RIBEIRAO GRANDE (populacdes 06, 07 e 08) — tem sua nascente,
aproximadamente, a 1.940 metros de altitude, localizada no municipio de
Pindamonhangaba (SP). Logo apds, a 1.800 metros encontra-se a Represa Santa
Isabel (Eletropaulo) e abaixo desta ocorre um grande desnivel atingindo a altitude de
650 metros. A partir deste ponto este riacho também é conhecido pelo nome de
Teteqliera. Suas aguas atravessam uma pequena planicie e sua foz situa-se na
margem esquerda do Rio Paraiba do Sul, a uma altitude de 540 metros. Neste
ribeirdo foram escolhidos trés pontos de coletas: (b.1) um pequeno afluente, em Sao
José dos Alpes, que desemboca na Represa Santa Isabel, a 1.920 metros de altitude
(figura 3.5); (b.2) a Represa Santa Isabel, localizada a 1.800 metros de altitude
(figura 3.6); (b.3) uma regiao, a jusante da Represa Santa Isabel, localizada a 700

metros de altitude (figura 3.7).
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FIGURA 3.5: Ponto de coleta (b.1) — Ribeirdo Grande a 1.920 metros de altitude em
Campos do Jordao.

FIGURA 3.6: Ponto de coleta (b.2) — Represa Santa Isabel a 1.800m de altitude em
Campos do Jordao.

23



Priscila Pini Zenatti Materiais & Métodos

FIGURA 3.7: Ponto de coleta (b.3) — Jusante da Represa Santa Isabel a 700m de altitude.
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3.1.2. COLETA DAS AMOSTRAS
Foram coletados, como auxilio de tarrafas e peneira, um total de 291
exemplares de A. scabripinnis, que foram transportados vivos para a Universidade
Federal de S3o Carlos e mantidos em aquarios até o momento de extracdao dos
tecidos. Amostras das nadadeiras caudal, dorsal e uma peitoral e tecidos
provenientes do figado e do rim foram coletados e fixados em 2 ml de solucdo

etanol/metanol (1:1), acondicionados em temperatura de aproximadamente -20°C e

submetidas a extragdo de DNA gendmico e amplificagdo via PCR.

TABELA 3.1: Quantidade de individuos coletados e analisados por local de coleta.

LOCAIS DE COLETA

N° INDIVIDUOS

No INDIVIDUOS

N° INDIVIDUOS

. COLETADOS ANALISADOS COM RESULTADOS
BACIA DO RIO SAPUCAI

Ribeirao da Perdizes (1.770 m) 49 30 05
Ribeirao do Fojo (1.720 m) 04 04 04
Lago do Pedalinho (1.640 m) 20 15 07
Ribeirdo da Pedras (1.720 m) 50 25 03

BACIA RIO PARAIBA DO SUL
Ribeirao Pequeno (700 m) 05 05 05
Ribeirao Grande — b1(1920 m) 65 10 0
Ribeirdo Grande — b2 (1800 m) 51 10 01
Ribeirdo Grande — b3 (700 m) 47 10 0
TOTAL 291 109 25
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Os exemplares foram identificados, fixados em formol por 2 dias e, posteriormente,
transferidos para recipientes com etanol e guardados para eventuais consultas.
Apesar de terem sido coletados 291 exemplares de A. scabripinnis, apenas 25
individuos foram utilizados para as analises filogeograficas. A tabela 3.1 mostra o

numero de individuos analisados por local de coleta.

3.2. METODO

3.2.1. EXTRAGAO DE DNA

A extracdo de DNA genOmico de tecidos solidos (nadadeira) foi feita
utilizando-se a técnica de extracdo salina de ALJANABI & MERTINEZ (1997) com
algumas modificagdes.

A nadadeira previamente fixada em etanol:metanol foi lavada com agua
destilada para retirar o excesso de alcool e colocada em um Eppendorf de 2 ml,
juntamente com 800uL de solucao de digestao (NaCl 0,4M; Tris-HCI pH 8,0 10mM;
EDTA pH 8,0 2mM). Para que todo o tecido ficasse recoberto pela solucao, ele foi
cortado em partes pequenas. Se a quantidade de tecido era muito pequena, o
volume de solucdo de digestdo foi diminuido pela metade (400uL). A amostra foi,
entao, homogeneizada rapidamente e em seguida adicionou-se 80ul de SDS 20% e
16pl de Proteinase K 20mg/ml. Feito isso, os tubos de Eppendorf foram levados em
banho-maria a 60°C (temperatura de ativacdo da enzima proteinase), durante 2
horas. A cada 30 minutos as amostras eram agitadas levemente para
homogeneizagdo do material. Apds a incubacdo, foram adicionados 300ul de uma

solucdo saturada de NaCl 6M em cada amostra, que foram misturadas em vortex em
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velocidade maxima por 30 segundos, permitindo que o sal entrasse em contado com
as moléculas de DNA, e centrifugadas por 30 minutos a 10.000 rpm. Em seguida, o
sobrenadante formado foi transferido para um novo tubo, previamente etiquetado,
com o auxilio de uma pipeta, e os tubos contendo o material sedimentado foram
descartados. Um volume igual de isopropanol a temperatura ambiente,
correspondente ao volume do sobrenadante, foi adicionado a cada tubo, que foram
homogeneizados manualmente até a visualizacdo da formagdo de uma nuvem
esbranquicada (DNA). As amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 10.000 rpm
para que o DNA fosse precipitado formando um pellet no fundo do tubo. O
sobrenadante de cada tubo foi descartado e o pellet foi lavado com 300pl de etanol
70% e centrifugado por 5 minutos. As amostras foram levadas para secar em estufa
37°C overnight e apos este tempo foram ressuspendidas em 300 - 500 pl de tampao
TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM pH 8,0) e guardados em freezer a -20°C . O

volume de TE dependeu da quantidade de DNA existente.

3.2.2. QUANTIFICAGCAO DO DNA GENOMICO

Apds a extracdao do DNA gendmico foi realizada sua quantificacdo em gel de
agarose 0,8% com o auxilio do marcador de peso molecular LOW MASS (Invitrogen).
A estimativa da quantidade de DNA foi feita por meio da comparacao entre o
tamanho e intensidade da banda do marcador com o das amostras. Quando
verificada a presenca de RNA nas amostras, foi acrescentado 1uL de RNase a
10ng/uL para cada 50uL de DNA. Depois de quantificado, 50ul do DNA total foi
diluido a fim de se obter uma aliquota de 50ng/ul para uso diario, o restante foi

guardado no Banco de DNA como estoque.
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3.2.3. AMPLIFICAGCAO DO LOCO DO CITOCROMO b

Neste trabalho foi utilizado o gene citocromo b mitocondrial, que foi
amplificado e isolado, /n vitro, a partir do DNA total extraido, através da reagdao em
cadeia da polimerase (PCR). A escolha deste gene foi devido as suas caracteristicas
apropriadas para estudos de populacOes, ja demonstradas em trabalhos anteriores
(APOSTOLIDIS et al,, 1997; LYDEARD & ROE, 1997; PERDICES et a/,, MEYER, 1994).

O tamanho total do fragmento seqiienciado foi de 850 pares de bases, porém
apenas 688pb foram utilizados para a andlise das populacdes. Para a amplificacao
por PCR foram utilizados dois pares de iniciadores, a fim de dividir o gene em duas
partes, facilitando o sequienciamento. Os primers GLUDG-L & CB2-H (PALUMBI et al.,
2002), foram utilizados para a amplificacao da primeira parte do gene, de
aproximadamente 450pb. Esses oligonucleotideos sdo considerados universais, pois
tém mostrado sucesso na amplificacdo de todos os vertebrados, incluindo
elasmobranquios, peixes teledsteos e focas. Para o segundo fragmento do gene
citocromo b, com tamanho de 500pb, foram utilizados os primers CB4a-L & CB3-H
(PALUMBI et al, 2002), também considerados universais, pois funcionam em
elasmobranquios, em peixes, mamiferos, passaros e provavelmente em todos os
vertebrados. Esses dois fragmentos apresentaram uma regidao de, aproximadamente,
100pb de sobreposicdo, resultando em uma seqiiéncia de 850pb, no final. As
seqliéncias de bases nucleotidicas desses iniciadores estdo na tabela 3.2 e a figura
3.11 mostra um esquema das posicoes relativas desses oligonucleotideos no gene

citocromo b do DNA mitocondrial.
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CITOCROMO b

GLUDG-L CB4a-L

r r <+— 500 pbp ————>
5 O\ 3,

+———— 450 pp ———— J
CB2-H CB3-H

FIGURA 3.11. PosicOes relativas dos oligonucleotideos utilizados para amplificar o gene
mitocondrial citocromo b. As letras L e H presentes nos nomes dos oligonucleotideos estao
indicando em qual fita do gene citocromo b esses oligos estardo se ligando, na fita interna —
light (fita leve), ou na externa — heavy (fita pesada). A regidao destacada corresponde a
100pb de sobreposicao dos fragmentos.

TABELA 3.2: Oligonucleotideos utilizados nas reagdes de amplificacdo e seqlienciamento do
gene citocromo b mitocondrial. (Ty — temperatura de melting)

PRIMERS ORIENTACAO SEQUENCIA Tm (°C)
GLUG-L Forward 5 TGA CTT GAA RAA CCA YCG TTG 3’ 500C
CB2-H Reverse 5 CCC TCA GAA TGA TAT TTGTCCTCA3’  50°C
CB4a-L Forward 5 CAA AAA GAA ACC TGA AAY ATY GG 3’ 450C
CB3-H Reverse 5 GGC AAA TAG GAA RTA TCA TTC 3’ 450C

(Pelo fato destes primers serem universais eles apresentam algumas bases degeneradas,
ondeY=CouTeR=GouA).

As reacOes de amplificacOes foram realizadas em tubos Eppendorf préprios
para uso em termocicladores e consistiram de 1X de tampao, 1,5mM de cloreto de

magnésio, 100uM de dNTP, 12,5pmol do primer forward, 12,5 pmol do primer
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reverse, 1U da enzima Taq polimerase, 50ng do DNA genO6mico e agua milli-Q
suficiente para completar o volume final desejado de cada reacao. As amostras que,
apos a reacao de amplificagao, seriam purificadas com PEG, tiveram volume final de
100uL, enquanto as amostras que seriam purificadas com KIT WIZARD SV gel and
PCR clean up systems, tiveram volume final de 50uL.

As PCRs foram realizadas em termociclador GENEAMP PCR System 2400 —
Perkin Helmer e/ou MJ Research, INC, modelo PTC 100. O programa de PCR para os
primers GLUDG-H e CB3-L consistiu de um passo inicial de desnaturacao da fita de
DNA a 94°C por cinco (5) minutos, seguido por 35 ciclos com temperatura de
desnaturacao de 94°C (30 segundos), temperatura de hibridizacao de 50°C (30
segundos) e temperatura de extensao de 72°C (40 segundos), finalizando com 20
minutos a 72°C. A reacao de amplificacdo para os primers CB4a-H e CB3-L foi igual a
reacao anteriormente descrita, mudando apenas a temperatura de hibridizacao para
450C.

Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose 0,8% (0,8 g
de agarose, 100 ml TBE) contendo brometo de etidio (0,01pul/ml), apds corrida a 130
Volts por 45 minutos, tendo sido aplicado 7pL de cada amostra juntamente com 1L
de Azul de Bromofenol com glicerol. O corante permite a visualizacao da posicao do
DNA no gel ao longo da corrida eletroforética e o glicerol faz com que o produto de
PCR aplicado entre no pocinho do gel e nao flutue no tampao de eletroforese.

Para se estimar o tamanho dos fragmentos amplificados, aplicou-se um
marcador de peso molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). O DNA foi
visualizado por fluorescéncia através de um transluminador equipado com luz

ultravioleta. As imagens obtidas nos géis foram registradas utilizando-se o Sistema
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de Fotodocumentacao EDAS 290 Kodak. Dessa forma, foi possivel checar se o
fragmento foi amplificado, se a amplificacdao correspondia ao tamanho esperado e se

houve bandas espurias (bandas extras com tamanhos diferentes do esperado).

3.2.4. PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Com a finalidade de deixar o produto da PCR livre de residuos de reagentes
(dNTPs, primers, etc) que podem interferir na reacao de seqiienciamento diminuindo
sua qualidade, as amostras foram purificadas utilizando-se dois procedimentos
distintos.

As amostras que foram seqilienciadas em seqiienciador automatico ABI 377
foram purificadas por polietilenoglicol (PEG), um polimero que forma uma malha
prendendo o DNA, permitindo que as impurezas fiquem livres para serem eliminadas
durante as lavagens. Seguiu-se o protocolo de LIS (1980), com algumas
modificacdes, que consistiu na seguinte seqiiéncia de etapas: aos tubos Eppendorf
que continham os produtos de PCR a serem purificados foi adicionado igual volume
de solucao de PEG (20% polietilenoglicol; 2,5M NaCl). As amostras foram
homogeneizadas por inversao e incubadas em banho-maria a 37°C por 15 minutos,
seguido de centrifugacdao a 13.000 rpm por mais 15 minutos. O sobrenadante
formado em cada amostra foi retirado cuidadosamente com o auxilio de uma
micropipeta automatica e descartado. 150pL de etanol 70% gelado foi adicionado ao
pellet formado no fundo de cada tubo e centrifugado a 13.000 rpm por 2 minutos.
Novamente, o sobrenadante foi cautelosamente descartado por aspiracao e mais
150uL de etanol gelado 80% foi adicionado as amostras, que foram centrifugadas

por 2 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e cada tubo contendo os
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produtos de PCR purificados foi colocado em uma estufa a 37°C por 15 minutos até
a completa evaporacao do etanol. Finalmente, os precipitados foram eluidos em 25pL
de agua milli-Q e guardados no freezer a -20°C. Cada amostra foi quantificada em
gel de agarose 1,5%. Este procedimento de purificacdo, apesar de ser pratico e,
aparentemente, menos custoso, requer um volume muito grande de produto de PCR
(100uL), o que pode tornar inviavel sua utilizacdo em termos financeiros.

Algumas amostras foram seqlienciadas em seqilienciador automatico
MegaBACE 1000 por exigir um volume menor de produto final de PCR, otimizar os
custos e a praticidade da reacdo, bem como a qualidade das seqiiéncias. Para essas
amostras foi utilizado o segundo procedimento de purificagao, o KI7 WIZARD SV gel
and PCR clean up systems.

Pelo fato de algumas amostras apresentarem um arraste (anelamento de
primers em regides inespecificas do DNA) juntamente com a banda de amplificagao
(figura 3.12), o que pode atrapalhar no seqlienciamento, antes de serem purificadas
elas foram eluidas do gel de agarose da seguinte forma: todo o produto de PCR
(entre 25 e 50 L) foi aplicado no gel de agarose a 0,6%. Apos corrida eletroforética
com corrente constante de 110 volts por 40 minutos, o gel foi visualizado em luz
ultravioleta rapidamente (pois a UV degrada o DNA) e a regiao da banda foi cortada
e colocada em tubo Eppendorf previamente etiquetado. O protocolo para a
purificacdao do fragmento de DNA do gel foi o do fabricante, que consistiu das
seguintes etapas: um volume igual da Solucao de Ligacao (Membrane Bind Solution)
foi misturado ao produto de PCR no tubo Eppendorf. A mistura (produto de PCR +
solucao de ligacao) foi transferida para uma mini-coluna com um filtro (componente

do kit), que estava sobre um tubo novo e previamente etiquetado e foi incubada por

32



Priscila Pini Zenatti Materiais & Métodos

1 minuto a temperatura ambiente. Em seguida, o tubo juntamente com a coluninha
contendo o produto de PCR foram centrifugados por 1 minuto (10.000g); a coluninha
foi removida e o liquido que estava no tubo foi descartado. A mini-coluna foi
novamente recolocada no tubo Eppendorf e o DNA, que estava preso no filtro da
coluna, foi lavado por duas vezes, a primeira com 700uL da solucdao de lavagem
(Membrane Wash Solution) e a segunda com 500uL da mesma solugao e
centrifugado por 5 minutos (10.000g). Apds isso, a coluna foi transferida para um
Eppendorf 1,5 ml (previamente etiquetado) e 25uL de Nuclease Free-Water foram
adicionados na coluninha, que foi incubada por 1 minuto em temperatura ambiente e
centrifugada por mais 1 minuto. A coluninha foi entao descartada e o produto

purificado foi quantificado em gel de agarose 1,5% e guardado no freezer a -20°C.

FIGURA 3.12. Produtos de PCR do DNA mitocondrial de A scabripinnis em gel de agarose
1% antes de ser purificado. Os nimeros indicam os individuos analisados. L é o marcador de
peso molecular e o nimero na lateral indica seu tamanho.

3.2.5. REACAO DE SEQUENCIAMENTO DO DNA
Apds serem purificadas, as amostras foram submetidas a reacao de
sequenciamento, realizada com o kit de sequienciamento DYEnamic ET Terminator
Cycle Sequencing (GE Healthcare). Cada reacao consistiu de 5uL de DNA molde

(produto de PCR purificado com PEG), 2L de tampao Save-Money (Tris-HCI pH 9.0 -
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200mM; MgCl, — 5mM), 2uL de Sequencing Reagente Premix (ET DYE) e 1uL de
primer (forward ou reverse) a 10 pM. As reacoes foram feitas uma a uma, ou seja,
nao foram feitas em placas. O programa de PCR utilizado foi: passo inicial de 96°C
por 2 minutos, passo 2: 96°C por 45 segundos (desnaturacao), passo 3: 50°C por 30
segundos (hibridizacdo), passo 4: 60°C por 1 minuto (extensao), passo 5: retorna 35
vezes ao passo 2, passo 6: 4°C por tempo indeterminado.

Apos a reacao de seqilienciamento, o DNA foi precipitado utilizando-se 1/10 do
volume de acetato de sdédio/EDTA e 40uL de etanol 95%. A solucdo foi
homogeneizada em vértex e transferida para um tubo de 1,5 ml, previamente
etiquetado. As amostras foram deixadas em repouso por 20 minutos ao abrigo da luz
e em temperatura ambiente. Em seguida foram centrifugadas a 13.000 rpm por 15
minutos e o sobrenadante formado foi descartado. As amostras, foram adicionados
mais 150uL de etanol 70% e em seguida elas foram centrifugadas novamente a
13.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante descartado. As amostras foram, entao,
encubadas em estufa a 37°C por, no maximo, 1 hora. Este passo foi crucial para a
reacao, pois se o DNA fosse deixado na estufa mais do que o necessario, ele
cristalizava e ndo seria possivel o seqlienciamento, por outro lado, se o etanol
existente na amostra de DNA nao evaporasse totalmente, ele iria atrapalhar o
seqienciamento. Apds a secagem, o pellet aderido ao fundo do tubo foi
ressuspendido utilizando 3pL de /loading buffer e estocado em freezer a -80°C
enquanto nao fosse aplicado no seqlienciador. Finalmente o produto foi visualizado,
apos corrida overnight, em um seqiienciador automaticoABI 377 (Applied Biosystems
Inc.). Os produtos de PCR que foram purificados com o KIT WIZARD SV gel and PCR

clean up systems foram enviados para o Centro de Pesquisas do Genoma Humano —
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USP, em Sao Paulo, para serem seqlienciados em seqienciador MegaBACE 1000.
Todo procedimento da reagao de seqlienciamento e os protocolos encontram-se no

enderego http://genoma.ib.usp.br .

3.2.6. ANALISE DOS DADOS

3.2.6.1. Leitura e Alinhamento das Seqiiéncias

Quando as seqiiéncias sao obtidas do seqlienciador elas estao na forma bruta,
ou seja, precisam ser analisadas e conferidas atenciosamente, uma a uma, pois
geralmente as primeiras e as Ultimas bases de cada seqiiéncia nao podem ser
aproveitadas, pois sao dados incertos. Isso acontece porque o /aser do seqiienciador
ABI 377 nao é capaz de ler corretamente fragmentos muito pequenos (até 100pb,
aproximadamente) ou muito grandes (maiores que 400 pb, aproximadamente) ou
devido a existéncia de muito ruido (impurezas na amostra) atrapalhando a leitura da
seqiiéncia. Sendo assim, as extremidades das seqiiéncias geralmente sao retiradas
das anadlises. Os cromatogramas de todas as amostras foram visualizados através do
programa computacional CHROMAS versao 2.23 (Technelysium 1998 - 2002), onde
foi possivel editar as seqiiéncias, encontrar o frame de leitura, copiar a seqiiéncia e o
frame no formato FASTA ou TXT, além de ser possivel fazer o reverse-complemet
quando necessario.

Para verificar se a regiao seqlienciada realmente pertencia ao gene citocromo
b mitocondrial, foi feito um b/ast na internet, no site http://www.ncbi.nih.gov/BLAST,
a fim de se encontrar seqiiéncias similares as obtidas no presente trabalho e
compara-las. Depois de editadas, as seqiiéncias foram copiadas para o programa

BioEdit Sequencer Alignment Editor versao 7.0.5.2 (HALL, 1999), onde foram
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alinhadas, tendo como referéncia a seqiiéncia de um grupo externo — Astyanax
mexicanus, depositada no GenBank sob o nimero de acesso AF045997. O objetivo
do alinhamento é permitir que a cada posicdo de cada base que esteja sendo
comparada entre as seqiiéncias consideradas seja homdloga.

Em uma primeira etapa, os dois fragmentos do gene citocromo b foram
alinhados independentemente e editados manualmente. Para a unidao dos dois
fragmentos do gene seqlienciados foi utilizado o programa Crimson Editor 3.70
Release (Freeware, 1999 — 2004), o qual permite trabalhar no modo de coluna
facilitando a edicao das seqiiéncias. As seqiiéncias ja corrigidas pelo CHROMAS e
pelo BIOEDIT foram entao copiadas para o CRIMSON em formato de texto e os dois
fragmentos (450pb + 500pb) de um mesmo individuo, foram colocados um abaixo
do outro, manualmente alinhados, tendo, portanto, a regiao de 100 pb sobreposta.
Logo abaixo, eram copiados formando-se a seqliéncia completa deste gene,
contendo 801 pares de base. Para auxiliar na contagem dos pares de base, foi
utilizada uma régua guia colocada no inicio da pagina. As seqiiéncias completas
foram copiadas e inseridas no BIOEDIT e em seguida fez-se novo alinhamento com
as seqléncias completas de todos os individuos através do aplicativo CLUSTALW
(THOMPSON et al., 1994) existente dentro do pacote BioEdit. Neste programa, o
alinhamento é feito em duas etapas: a primeira faz o alinhamento de todas as
seqliéncias par a par e é calculada uma medida de similaridade maxima entre cada
duas seqiiéncias. O calculo dessa medida de similaridade maxima é feito através de
um grafico, cujos eixos representam as duas seqiiéncias comparadas e para cada
identidade encontrada entre as bases um ponto é colocado no grafico. Com base

neste grafico (também chamado de matriz de pontos), o programa ira maximizar a
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similaridade entre as duas seqiiéncias utilizando dois tipos de penalidades, a de
intervalo e a de substituicdao. O valor de similaridade final entre cada duas
sequiéncias €, entdo, calculado com o total de bases idénticas, menos o nimero de
substituicdes, menos o numero de intervalos multiplicado pela penalidade de
intervalos. Com esses dados o programa constréi um dendrograma onde nos nds
mais internos estardo as seqiéncias mais semelhantes, a partir das quais o
alinhamento multiplo iniciard. Ou seja, esse programa comeca alinhando as
seqliéncias mais semelhantes e em seguida as que se conectam a essas, até que
todas estejam alinhadas (RUSSO, 2004).

Como a regido seqlienciada € um gene codificante, fez-se a sua tradugdo em
aminoacidos e comparou-se com a seqiéncia protéica do grupo externo A.

mexicanus.

3.2.6.2. Analise estatistica descritiva
Todas as sequiéncias de DNA do gene citocromo b mitocondrial obtidas neste
trabalho foram analisadas com o auxilio do programa computacional DNA Sequence
Polymorphism (DNAsp) versao 4.10 (ROZAS et al., 2003) para a quantificacao das
variacoes apresentadas. Foram estimados os seguintes parametros:
(a) sitios polimorficos ou segregantes (S), ou seja, sitios que
apresentaram variag0es entre as seqliéncias amostradas;
(b) sitios monomorficos ou invariaveis (I);
(c) niumero de haplétipos (h);

(d) nimero total de mutacdes (E);
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(e) diversidade haplotipica ou génica (Hd), ou seja, a medida de
variacdo genética considerando a freqiiéncia e o niumero de haplotipos;

(f) diversidade nucleotidica — Pi, ou seja, o nimero médio de diferencas
mutacionais entre haplétipos;

(g) nimero médio de diferencas nucleotidicas — k.

3.2.6.3. Analises filogeografica e filogenética

As relagdes intraespecificas (rede de haplétipos) foram construidas pelo
programa TCS versao 1.21 (CLEMENT et a/, 2000), utilizando as seqiiéncias do
citocromo b de 25 individuos da espécie A. scabripinnis provenientes de seis
populacOes. Através da parcimOnia estatistica (TEMPLETON, 1998) foi estimada a
rede de haplétipos. O algoritmo da parciménia estatistica comeca estimando um
nimero maximo de diferencas entre hapldtipos como um resultado de substituicoes
Unicas, isto €, substituicdes que nao resultaram de substituicdes multiplas em um
Unico sitio, com uma confianga estatistica de 95%. Este niUmero é chamado de limite
da parcimonia ou limite de conexdo da parcimonia. Em seguida, haplotipos que
diferem de uma mudanga sao conectados, seguidos pelos que diferem de duas, de
trés, e assim por diante até que todos os haplétipos sejam incluidos em uma Unica
rede haplotipica, ou até que o limite da parcimOnia seja atingido. Este método
enfatiza o que é compartilhado entre os haplétipos que diferem minimamente e
fornece uma visdao empirica do desvio da parcimonia, além de permitir a identificagao
de haplotipos putativos (POSADA & CRANDALL, 2001).

Seqliéncias do gene citocromo b ja descritas para A. fasciatus foram utilizadas

juntamente com as seqiiéncias de A. scabripinnis, encontradas no presente trabalho,
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para uma analise filogenética, a fim de se observar a provavel relacao entre essas
duas espécies. Como grupos externos, foram utilizadas seqiiéncias de trés géneros
diferentes, que também apresentaram semelhangas com as seqiiéncias do presente
trabalho e pertencem a mesma familia de A. scabrijpinnis.

A quantificacdo das diferencas entre seqiiéncias de DNA pode ser expressa na
forma de valores ou distancias através de métodos de distancia. Por outro lado,
métodos baseados em caracteres discretos reconstroem a arvore filogenética
diretamente a partir dos dados (NEI, 1987; NEI & KUMAR, 2000). Os métodos de
distancia transformam as variac0es entre cada duas seqiiéncias em uma Uunica
medida de distancia, que sera usada na estimativa da arvore filogenética final. Ja os
métodos baseados em caracteres discretos analisam cada sitio separadamente e
constroem a arvore final diretamente a partir dos préprios caracteres.

O método de agrupamento de vizinhos (neighbor-joining), desenvolvido por
SAITOU & NEI (1987), baseia-se no método de evolucao minima, no qual a arvore
com a menor soma total de ramos é procurada (CAVALLI-SFORZA & EDWARDS,
1967; SAITOU & IMANISHI, 1989). O método ndo examina todas as topologias
possiveis, mas procura encontrar sequencialmente vizinhos que minimizem o
comprimento total da arvore (SCHNEIDER, 2003).

Ja o método de maxima verossimilhanca (FELSENSTEIN, 1981) consiste em
estimar a probabilidade de um conjunto de dados estar representando um processo
que realmente ocorreu, baseando-se na analise dos estados de carater (SCHNEIDER,
2003).

No presente trabalho, as analises filogenéticas de neighbor-joining e maxima

verossimilhanca (busca heuristica), ambas com 1100 réplicas de bootstrap, foram
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calculadas pelo programa PAUP versao 4.0b10 (SWOFFORD, 2003) e as duas arvores
com principios de analises diferentes foram comparadas. O programa MODELTEST
versao 3.06, desenvolvido por POSADA & CRANDALL (1998), foi usado para escolher
o método mais apropriado de substituicdo nucleotidica para as analises filogenéticas
das seqiiéncias. Ele compara modelos progressivamente mais complexos através da
estatistica LRT (/og-likelihood ratio) e escolhe o modelo de evolucdo do DNA que

melhor se ajusta aos dados observados (SCHNEIDER, 2003).

3.2.6.4. Analise das variacoes cariotipicas versus variagoes
moleculares

As variagOes citogenéticas ja descritas para as populagdes de A. scabripinnis
da regiao de Campos do Jordao; (VICENTE et a/, 1996; MESTRINER et a/., 2000;
NEO et al, 2000a; FERRO et al., 2001; VICENTE & GALETTI JUNIOR, 1994) foram
comparadas com os resultados moleculares do presente trabalho. A variacao
cromossOmica utilizada para esta andlise foi a presenca e/ou auséncia de
Cromossomos supranumerarios, pois estas populagdes apresentam o mesmo padrao
de ndmero cariotipico (2n = 50) e de heterocromatina constitutiva (VICENTE et al.,
1996; MESTRINER et a/, 2000; NEO et al., 2000a; FERRO et a/,, 2001). No entanto,
algumas populacdbes podem apresentar uma atividade diferencial das regides
organizadoras de nucléolo (NORs), que parecem ser menos ativas em populagbes de
maiores altitudes (FERRO et a/., 2001).

Estas populacdes podem apresentar trés tipos distintos de cromossomos Bs,
ou seja, metacéntrico grande (Bu), submetacéntrico grande (Bsm) € metacéntrico

pequeno (Bn) (VICENTE et a/, 1996; MESTRINER et al., 2000; NEO et al., 2000a;
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FERRO et al., 2001), sendo ja verificada também a ocorréncia de triploidia natural

(VICENTE et al,, 1996).
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4. RESULTADOS
4.1. ANALISE ESTATISTICA DESCRITIVA

Apesar de terem sido coletados individuos de oito localidades da regido de
Campos do Jordao, duas nao apresentaram resultados satisfatdrios para as analises
devido as falhas de seqiienciamento das seqiiéncias. Nas demais seis populagoes,
688 pares de bases (pb) do citocromo b de 25 individuos de A. scabripinnis foram
consideradas para as analises filogeograficas. O fragmento seqiienciado corresponde
as posicoes 114 a 801 do mesmo gene em A. mexicanus (GenBank AF045997). O
alinhamento das seqiéncias utilizadas e de suas respectivas traducdes em
aminoacidos encontram-se nos anexos 1 e 2, respectivamente.

Depois das seqiiéncias terem sido editadas e alinhadas com auxilio dos
programas computacionais CHROMAS e BIOEDIT, respectivamente, elas foram
submetidas as analises descritivas através do programa DNAsp. Foi identificado um
total de 11 haplotipos (h), 12 sitios polimdrficos ou segregantes (S) e 676 sitios
monomorficos ou invariaveis (I). Foi observado um total de 12 mutagdes (E), a
diversidade nucleotidica (Pi) foi 0,00283, a diversidade haplotipica encontrada (Hd)
foi 0,8300 e o nimero médio de diferencas nucleotidicas (k) foi de 1,947.

A traducdo das seqiiéncias de nucleotideos em aminoacidos, que foi realizada
com o auxilio dos programas CHRIMSON EDITOR e BIOEDIT, mostrou a ocorréncia
de poucas alteragdes ndo-sinbnimas, pois apenas alguns individuos apresentaram

diferencas nos aminoacidos (ver anexo 2).
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4.2. ANALISE DOS HAPLOTIPOS E SUAS DISTRIBUICOES

As 25 seqléncias analisadas apresentaram 11 haplétipos diferentes,
nomeados de A até K, dos quais 10 (5 individuais) foram exclusivos, ou seja,
apareceram em apenas uma populacdo. Dentre os haplotipos presentes em mais de
um individuo, o haplétipo A foi considerado ancestral de todos os outros e o mais
freqliente, sendo compartilhado por 4 populacdes, 2 pertencentes a Bacia do
Sapucai-Guacu (Ribeirdo das Perdizes e Ribeirdao do Fojo) e 2 a Bacia do Paraiba do
Sul (Ribeirdao Grande e Ribeirao Pequeno). A populacdao do Lago do Pedalinho
apresentou a maior diversidade haplotipica (Hd = 0,905) e todos os haplétipos foram
exclusivos, ou seja, nao foram encontrados em nenhuma outra populagao. A menor
diversidade haplotipica foi encontrada na populacao do Cdrrego das Pedras (Hd =
0,00), pois houve a ocorréncia de apenas 1 haplétipo, que também foi exclusivo
deste grupo de peixes. Para a populacdao do Ribeirdo Grande, ndo foi possivel
calcular a diversidade haplotipica, pois houve apenas 1 individuo analisado. A tabela
4.1 mostra a relacdo das populacdes estudadas, o nimero de individuos analisados
em cada uma delas, seus respectivos haplétipos, a diversidade haplotipica (Hd) e a
diversidade nucleotidica (Pi). O mapa da figura 4.1 contém os haplétipos distribuidos

dentro das localidades onde foram encontrados.
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TABELA 4.1. Populacdes amostradas; numero de individuos analisados por populacdo,
haplotipos presentes em cada localidade, representados pelas letras de A a K. Os nimeros
entre paréntese indicam a quantidade de vezes que determinado haplétipo foi encontrado na
populacdo correspondente. Hd é a diversidade haplotipica e Pi é a diversidade nucleotidica

de cada populacao.

NO
POPULACAO ) HAPLOTIPOS Hd Pi
INDIVIDUOS
Ribeirao das
05 A (04); B (01) 0,40 0,00058
Perdizes
Cérrego das
03 C(3) 0,00 0,00
Pedras
Ribeirao do Fojo 04 A (02); E (02) 0,667 0,00097
F(01); G (01); H (01); 3(02); K
Lago do Pedalinho 07 0,905 0,00360
(02)
Ribeirao Pequeno 05 A (03); D (01); I(01) 0,70 0,00233
Ribeirdao Grande 01 A (01)
A(10); B(01); C(03); D(01);
TOTAL 25 E(03); F(01); G(01); H(01); 0,83 0,00283

I(01); 3(02); K(02)
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Lago do Pedalinho
Ribeirdo Grande

Cérrego das Pedras Va3
Ribeirdo do Fojo (€

Ribeirao Pequeno

Ribeirdo das Perdizes

FIGURA 4.1. Mapa dos pontos de coleta da regiao de Campos do Jordao, com os
respectivos haplétipos de cada populacdao. Os graficos em pizza correspondem a
porcentagem em que cada haplétipo é encontrado na respectiva populacdo. Cada haplétipo
é representado por uma letra (A até K) e por uma cor diferente.

4.3. ANALISES FILOGEOGRAFICA E FILOGENETICA
Na figura 4.2 estao representadas as relacdes dos hapldtipos com suas
respectivas areas de ocorréncia sobre o mapa da regidao de Campos do Jorddo. As
relacdes entre os hapldtipos sdao mostradas na figura 4.3 na forma de uma rede

haplotipica gerada pelo TCS.
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Na rede de haplétipos pode-se observar a ocorréncia de duas homoplasias,
uma relacionada entre o Lago do Pedalinho e o Ribeirdao do Fojo e outra envolvendo
este mesmo lago e o Ribeirdo Pequeno. Na analise filogenética, o aparecimento
independente das mesmas caracteristicas derivadas, ou seja, uma mesma condicdao
apomorfica (derivada) surgindo mais de uma vez na histdria evolutiva de uma
populacdo, é considerado paralelismo ou convergéncia, e denominados em conjunto,
homoplasias. (AMORIM, 2002).

Na relagdo homoplastica entre o Lago do Pedalinho e o Ribeirdo do Fojo,
considerando-se a hipotese de que o haplétipo G seja uma condicao apomdrfica
(derivada), pode-se dizer que ele tenha surgido por convergéncia ou por paralelismo
a partir do haplétipo H ou E, que sdao as condicdes plesiomérficas para este carater.
O mesmo ocorre em relacdao a homoplasia do Ribeirdo Pequeno com o Lago do
Pedalinho quanto ao haplétipo F.

Em 4 das 6 populacdes estudadas, sendo duas pertencentes a Bacia do Sapucai-
Guacu (Ribeirao das Perdizes e Ribeirdao do Fojo) e duas pertencentes a Bacia do
Paraiba do Sul (Ribeirao Grande e Ribeirdo Pequeno), foi encontrado o haplétipo A.
Apesar de ter sido o hapldtipo mais fregiliente, ndo foi verificada a sua ocorréncia em
duas populagdes, no Cérrego das Pedras, cuja regido de coleta foi uma represa
situada em seu percurso médio, € no Lago do Pedalinho, também uma populagdo
particularmente isolada. O Unico haplétipo encontrado no Cérrego das Pedras
(haplétipo C) foi exclusivo desta populacao, igualmente aos encontrados no Lago do
Pedalinho (haplétipos F, G, H, J e K). Nas populacdes do Ribeirdo das Perdizes,
Ribeirdo do Fojo e Ribeirdo Pequeno foram encontrados haploétipos exclusivos,

sempre se originado do ancestral A. A nao deteccao
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FIGURA 4.2. Rede de haplétipos representada sobre o mapa da regido de Campos do
Jordao, evidenciando as relagcdes entre as populacdes estudadas e seus haplotipos: Ribeirdo
do Fojo (FERRO et a/., 2001), Corrego das Pedras (MESTRINER et a/., 2000; VICENTE et a/.,
1996), Lago do Pedalinho (FERRO et al, 2001), Ribeirdo das Perdizes (VICENTE et al.,
1996), Ribeirao Grande (NEO et al, 2000b) e Ribeirao Pequeno (VICENTE & GALETTI
JUNIOR, 1994). As letras dentro dos circulos sdo os haplétipos encontrados em cada
localidade, o haplétipo ancestral (A) esta representado dentro dos quadrados. As linhas sao
passos mutacionais que unem dois ou mais hapldtipos. Os haplétipos que se agrupam a
direita (A, D e I) sd3o pertencentes as populacdes da bacia do rio Paraiba do Sul; os
haplétipos a esquerda pertencem as populacoes da bacia do rio Sapucai-Guacu. A linha preta
cortando o mapa evidencia o divisor de aguas. Os circulos tracejados estdao delimitando os
hapldtipos encontrados nas respectivas localidades. Os retangulos tracejados contém as
ocorréncias de cromossomo B, ja descritas na literatura, onde M — metacéntrico grande; SM
— submetacéntrico; m — metacéntrico pequeno.
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A-vnlgesa
C - R.Pedras

E-RFuojo

|- R.Pequena

D - R.Peqgueno

FIGURA 4.3. Rede de haplétipos gerada pelo programa TCS, conectando os diferentes
haplétipos encontrados nas populacdes de A. scabripinnis estudadas. Cada linha corresponde
a um passo mutacional; os circulos vazios encontrados entre um haplétipo e outro simboliza
haplétipos intermediarios gerados pelo proprio programa e que ndo foram encontrados nas
amostras, mas s3ao necessarios para interconectar os existentes; as letras de A até k
correspondem aos hapldtipos e o nome precedente a letra € o local onde o respectivo
haplétipo foi encontrado; o haplétipo dentro do retangulo é considerado ancestral; as linhas
vermelhas indicam possiveis homoplasias entre os haplotipos.

de outros haplétipos na populagao do Ribeirdo Grande pode ser devido ao reduzido
numero amostral.

Na figura 4.2 estdo representadas as ocorréncias do cromossomo B, ja
descritas na literatura, em conjunto com os haplétipos obtidos no presente trabalho.
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Todas as populacbes aqui estudadas sao descritas com um ndmero cromossomico 2n
= 50, nimero fundamental (NF) = 88, além da ocorréncia de cromossomos B
(VICENTE et al,, 1996; MESTRINER et al,, 2000; NEO et a/, 2000a; FERRO et al,,
2001), exceto a populacao do Ribeirao Pequeno, que nao apresenta esse
cromossomo supranumerario. Estas populagdes apresentam seis Cromossomos
metacéntricos, 22 submetacéntricos, 10 subtelocéntricos e 12 acrocéntricos
(VICENTE et al., 1996; MESTRINER et a/, 2000; NEO et al, 2000a; FERRO et al,,
2001).

Nas populagdes do Lago do Pedalinho, do Ribeirdo das Perdizes e do Corrego
das Pedras ha ocorréncia apenas do cromossomo B metacéntrico grande (VICENTE
et al, 1996; MESTRINER et a/, 2000; 2000a; FERRO et a/., 2001), enquanto que a
variacdo haplotipica encontrada nestas mesmas populacdes pode ser classificada
como alta (cinco haplétipos), média (dois haplétipos) e baixa (um haplétipo),
respectivamente.

As populacdes do Ribeirdo do Fojo e do Ribeirdo Grande apresentam as trés
formas de cromossomos B, ou seja, metacéntrico grande, submetacéntrico e
metacéntrico pequeno. No entanto essa variagdo cariotipica ndo é correspondida
molecularmente, visto que a populagdo do Ribeirdo do Fojo tem apenas dois
haplétipos. O Ribeirdo Grande ndo sera considerado, pois foi analisado apenas um
individuo.

Ja a populacao do Ribeirdao Pequeno, onde ndo ha registros de ocorréncia de
cromossomos supranumerarios (VICENTE & GALETTI JUNIOR, 1994), a variacao
haplotipica ndo foi menor em relacao as demais populacdes, pois houve a ocorréncia

de trés hapldtipos distintos.
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Nas analises filogenéticas as arvores obtidas pelos métodos de neighbor-
Jjoining (figura 4.4) e maxima verossimilhanca (figura 4.5), ambas com 1100 réplicas
de bootstrap, apresentaram topologias muito semelhantes. As duas espécies
comparadas, ou seja, A. fasciatus e A. scabripinnis mostraram-se claramente

separadas, com um valor de bootstrap maximo (100) para neighbor-joining.
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FIGURA 4.4 Reconstrucdao filogenética obtida pelo método de neighbor-joining
considerando as seqléncias de A. scabrjpinnis (Haplétipo A até K) e A. fasciatus,
considerando o modelo de substituicdes nucleotidicas F81+1 determinado pelo programa
MODELTEST; bootstrap com 1000 réplicas.
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FIGURA 4.5 Reconstrucdo filogenética obtida pelo método de maxima verossimilhanga
considerando as seqléncias de A. scabrjpinnis (Haplotipo A até K) e A. fasciatus,
considerando o modelo de substituicdes nucleotidicas F81+1 determinado pelo programa
MODELTEST; bootstrap com 1000 réplicas.
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5. DISCUSSAO

As populacdes de A. scabripinnis situadas na regiao de Campos do Jordao (SP,
Brasil) tém merecido uma atencdo especial, devido as particularidades geograficas ali
presentes que permitem o estabelecimento de diversas populagdes isoladas nas
cabeceiras de pequenos riachos.

Muitos trabalhos tém fornecido informagbes sobre esta espécie, revelando a
grande dificuldade em se explicar a enorme diversidade cariotipica, variando desde o
numero dipldide até a ocorréncia de cromossomos supranumerarios, bem como a
plasticidade fenotipica que este grupo de peixes apresenta. FERRO (2000) conclui
que mesmo populagdes que se caracterizam por uma estrutura cariotipica
aparentemente estavel, como as de Campos do Jorddo, variagdes gendmicas mais
internas podem estar ocorrendo. ABEL (2001) estudando populagdes de A.
scabripinnis de um riacho da bacia do Sao Francisco, encontrou conformacdes
estruturais distintas no DNAr (DNA ribossomico) 45S, porém observou um alto grau
de conservadorismo dos seus sitios de DNAr 5S, mostrando a ocorréncia de
diferentes taxas de variacao dentro do genoma. Os esforgos para o entendimento de
importantes processos evolutivos nestes peixes devem incluir estudos de sistematica,
morfologia, comportamentais e ecoldgicos. A estrutura filogenética é de maxima
importancia para a interpretacao e comparacao de relagdes intra e interespecificas. O
presente trabalho é pioneiro em estudar essas populacbes de A. scabripinnis em
Campos do Jorddao sob o ponto de vista filogeografico através de marcadores
genético moleculares, nesse caso o citocromo b.

Para essa analise, foi utilizado um fragmento do gene mitocondrial citocromo

b de apenas 688 pares de bases. Aparentemente, pode parecer uma seqiiéncia
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curta, no entanto, seqiiéncias nucleotidicas muito grandes nem sempre sao as mais
favoraveis, pois elas podem conter regides com variabilidade diferente, ou seja, com
taxas de evolucdo diferentes. Dessa forma, as reconstrucOes filogenéticas poderdo
ser prejudicadas, pois havera conflitos entre uma regidgo com muito ruido (aquela
que evolui mais rapidamente no gene) e outra pouco informativa (aquela muito
conservada) (MATIOLI, 2004). IGUCHI e colaboradores (1999) utilizando apenas 350
pares de bases da regiao controladora do DNA mitocondrial, verificaram uma
reducdo na variacdo genética em populagdes de Plecoglossus altivelis, um peixe
japonés de importancia comercial, cultivadas por muitas geracdes. STRECHER e
colaboradores (2004) também utilizaram o seglienciamento de 604 pb do citocromo
b para estudar a sistematica e a filogeografia de populacdes de caverna e de
superficie de A. fasciatus.

Por outro lado, a vantagem de se trabalhar com mais nucleotideos é que o
erro de amostragem associado ao tamanho finito da seqiiéncia € diminuido (NEI,
1986). HALSBERGHE (2006) utilizou 1.141 pb do citocromo b para estimar a relagao
filogeografica intraespecifica do cavalo-marinho Hjppocampus reidi e CALCAGNOTTO
e colaboradores (2005) estudaram as relagdes filogenéticas entre peixes
Characiformes utilizando, dentre outros genes, 1.014 pb do citocromo b. Estes
trabalhos confirmam a utilidade do DNA mitocondrial, tanto para analises
populacionais como interespecificas, mostrando que fragmentos aparentemente
pequenos podem ser confidveis quanto as informacgdes filogenéticas que eles
fornecem. Aproximadamente 70% dos estudos filogeograficos envolvem analise do

DNA mitocondrial animal (AVISE, 2000).
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O citocromo b, um gene do DNA mitocondrial, tem uma taxa de evolucao,
calibrada para peixes de agua doce, de 1,5% a 2% por milhdo de anos (ZARDOYA &
DOADRIO, 1999), ou seja, € um gene com uma taxa evolutiva ideal para analises de
populacOes que se divergiram ha ndo muito tempo, para evitar que os sitios estejam
saturados.

O presente trabalho mostrou baixa diversidade nucleotidica (0,00283) para as
populacoes de A. scabripinnis e a maioria das mutagdes ocorridas foi sindnima, ou
seja, ndo causou alteracdo no aminodacido. Apenas as populacdes do Lago do
Pedalinho e do Cérrego das Pedras apresentaram individuos com algumas
substituicdes ndo-sindnimas (anexo 2). PELICAO-DARDIS (2006), utilizando o
marcador molecular citocromo b, também encontrou uma diversidade nucleotidica
baixa (0,00692) em populagoes de A. altiparanae.

Dados de citogenética também tém deixado bastante evidente a baixa
diversidade cariotipica que esta espécie apresenta na regiao de Campos do Jordao,
no entanto algumas variacoes sao bem marcantes, principalmente as relacionadas a
ocorréncia de cromossomos supranumerarios. FERRO (2000) destaca o fato de que
todas as populacoes de A. scabrijpinnis de Campos do Jordao que apresentaram uma
menor freqiiéncia de NORs, ou seja, de uma a trés, sdao também portadoras de
cromossomos Bs, enquanto que populagdes sem cromossomos Bs evidenciaram um
nimero maior de cistrons ribossémicos ativos (8 a 11). Porém, a populacdao do Lago
do Pedalinho foi considerada uma excecdo, pois o cromossomo B metacéntrico
grande foi o Unico tipo encontrado em 58% dos individuos analisados e o nimero
maximo de NORs encontradas nesta populacao foi quatro (FERRO et a/., 2001). Os

resultados citogenéticos também mostram uma alteracdao exclusiva na populacao do
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Corrego das Pedras, onde foi observada a ocorréncia de duas fémeas triploides
natural portadora de dois cromossomos Bs metacéntricos grandes (MAISTRO et &/,
1994 et al,, 2000; VICENTE et a/., 1996).

No entanto, apesar de uma variacdo cromossomica significante marcada pela
ocorréncia de individuos portadores de nenhum, um ou dois cromossomos B na
populacao do Corrego das Pedras, a diversidade haplotipica foi igual a zero devido a
ocorréncia apenas do haplétipo C. Assim, os resultados do Lago do Pedalinho e do
Corrego das Pedras indicam a auséncia de uma relacdo evolutiva direta entre os
Cromossomos supranumerarios € o gene citocromo b, mas por outro lado tanto a
citogenética, como a genética molecular, estdo mostrando que estas duas
populacOes apresentam um caminho evolutivo diferenciado em relacao as demais
populagdes, pois apresentaram alteracdes exclusivas, ou seja, que nao foram
verificadas nas demais.

As populacdes do Coérrego das Pedras e do Lago do Pedalinho apresentaram
apenas cromossomos B metacéntrico grandes, que s3ao encontrados em alta
freqliéncia e exclusivo em diversas outras populacdes desta espécie, nao apenas da
regido de Campos do Jord3ao. Ja as formas variantes deste cromossomo
supranumerario (submetacéntrico e metacéntrico pequeno) s3ao mais raras e
detectadas apenas em algumas populacdes de Campos do Jord3o. Tal ocorréncia
aponta para o fato de que os Bs variantes devem ter uma origem mais recente,
mantendo-se nas populacdes sem detrimento do B metacéntrico original (FERRO,
2000). Referindo-se as duas populacdes citadas acima, pode-se sugerir duas
hipoteses: ou que sdo populagdes que se formaram muito recentemente e ainda nao

houve tempo suficiente para o surgimento dos tipos variantes de cromossomos B, ou
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por acao do efeito fundador apenas o B ancestral se manteve. Se a segunda hipdtese
é verdadeira, o efeito de fundador na manutencao do cromossomo B ancestral ndo
refletiu na manutencdo do haplétipo mitocondrial ancestral (A), tendo em vista que
ele ndo esta presente em ambas as populacoes.

A partir da rede de haplétipos encontrada neste trabalho, foi possivel verificar
trés aspectos interessantes que serao discutidos a seguir.

O primeiro aspecto se refere a diversidade haplotipica apresentada pelas
populacdes estudadas (Hd = 0,8300), pela qual foi possivel observar a ocorréncia de
um haplétipo comum (haplétipo A) em 4 das 6 populagdes, evidenciando um possivel
haplotipo ancestral: duas delas pertencentes a Bacia do Rio Sapucai-Guacu —
Ribeirdo das Perdizes e Ribeirdo do Fojo — e duas, pertencentes a Bacia do Rio
Paraiba do Sul — Ribeirdo Pequeno e Ribeirdao Grande. Estas duas bacias sao
separadas geograficamente pela Serra da Mantiqueira, evidenciando que ndo ha
possibilidade de ocorréncia de fluxo génico natural entre populagdes por ela
separadas.

Esse resultado corrobora a hipdtese de que anteriormente, ao soerguimento
da Serra da Mantiqueira, todas estas populagdoes vivam em simpatria, formando um
Unico grupo populacional MOREIRA-FILHO (comunicacdo pessoal). Além disso,
trabalhos citogenéticos também tém mostrado que o nimero dipldide (2n = 50) e a
estrutura cariotipica em 12 populagdes da regidao de Campos do Jordao, analisadas
até o momento, sdo bastante conservados, apesar da ocorréncia de cromossomos B
em algumas destas populagdes (FAUAZ, VICENTE & MOREIRA-FILHO, 1994; FERRO
et al, 2001; NEO et al, 2000; MESTRINER et a/., 2000; VICENTE & GALETTI

JUNIOR, 1994).
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Por outro lado, MOYSES & ALMEIDA-TOLEDO (2002) analisando cinco
espécies do género Astyanax (A. altiparanae, A. fasciatus, A. lacustris, A. scabripinnis
paranae e A. schubart)) das bacias do Alto Parana e do Sao Francisco, através de
RFLP do DNA mitocondrial, encontraram valores moderados a altos de diversidades
haplotipicas em todas as populagdes, com excecao da populacao de A. scabripinnis
paranae do Rio Tieté que apresentou baixos valores de diversidade haplotipica.
Contrariamente a diversidade cariotipica e fenotipica até entdo apresentada por essa
espécie nestas localidades, a baixa diversidade haplotipica dentro de cada populacao
poderia ser explicada, segundo 0s mesmos autores, por uma reducao da
variabilidade genética devido a deriva, uma vez que sdao populagbes pequenas e
isoladas umas das outras.

A deriva genética € uma das forcas evolutivas responsavel por mudancas
aleatdrias na freqliéncia alélica em populagdes finitas, e toda mudanca alélica
causada pela deriva se acumula com o tempo. A tendéncia de um alelo na populacao
é ir para freqiéncia zero (perder-se) ou freqiéncia um (fixar-se), por isso que a
deriva leva a perda de variacdo genética dentro das populagbes subdivididas, mas
aumenta a variagdo entre elas. Em uma geragdo esta forca evolutiva esta centrada
na freqiiéncia alélica da geracao anterior, mas as freqiiéncias alélicas de geracoes
mais antigas sdo irrelevantes. Portanto, simplesmente por acdo da deriva genética,
uma populacdo ndo tem tendéncias de retornar as suas freqiéncias alélicas
ancestrais, mas sim, a cada geracao desviar-se cada vez mais das condicOes iniciais
(TEMPLETON, 2003).

Um fator interessante foi a deteccdao do haplotipo A no Ribeirdo Grande, onde

apenas um individuo apresentou resultado com sucesso. Isso evidencia a possivel
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freqliéncia elevada deste hapldtipo nesta populacdo. De acordo com a teoria da
coalescéncia (HUDSON, 1990), o haplétipo A pdde ser considerado o mais antigo
dentre os haplétipos encontrados no presente trabalho. Os trés principios
fundamentais da teoria da coalescéncia dizem que (1) depois de passado tempo
suficientemente longo, todos os genes de um loco de uma determinada populacao,
devem descender, cada um deles, de uma Unica copia de um determinado gene
presente na populacao inicial; (2) todas as outras linhagens alélicas extinguiram-se e
(3) a probabilidade de uma linhagem alélica existente ter se originado a partir de um
determinado gene ancestral, é diretamente proporcional a freqiiéncia inicial deste
gene (HARTL & CLARK, 1989).

Dessa forma pode-se inferir que na grande populacao ancestral formada por
essa espécie, anteriormente a separacao pela Serra da Mantiqueira, havia haplétipos
ancestrais, dentre eles, o hapldtipo A. Com o soerguimento da Serra da Mantiqueira,
constituido por varios movimentos tectbnicos em épocas diferentes (MODENESI,
1988), o grande grupo de A. scabripinnis comegou a se separar, formando
populacOes isoladas umas das outras e levando ao espalhamento do haplétipo
ancestral por toda a regiao. Isoladas, essas populagdes passaram a evoluir de forma
independente (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991; MAISTRO et al, 1994b),
fazendo com que os novos haplétipos que surgissem ficassem restritos a area de
ocorréncia da populacdo devido ao isolamento geografico. Esse fato mostra que a
deriva genética ndo tem direcao e nao € possivel prever resultados precisos ou
mesmo a direcao da mudanca em uma populagao especifica (TEMPLETON, 2003).

Essa hipdtese também pode ser estendida para a ocorréncia do cromossomo

B, pois provavelmente ele se encontrava presente na populacao ancestral e com a
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fragmentacao deste grupo de peixes pelo soerguimento da Serra, cada populacao foi
constituida por diferentes freqiiéncias deste cromossomo. Isso se confirma pela
ocorréncia, em uma mesma populacdo, de individuos sem B e com B. Esse
Cromossomo supranumerario pode nao estar representando nenhum fator adaptativo
aos seus portadores, mas simplesmente tentando se fixar nas populacdes como um
alelo neutro.

Um alelo neutro é funcionalmente equivalente ao seu alelo ancestral em
termos de suas chances de ser replicado e passado para a proxima geragao. Apesar
da forca da deriva genética ser inversamente proporcional ao tamanho populacional,
a teoria neutra de Motoo Kimura nao depende do tamanho da populagao, pois
considera a interacao entre a deriva genética e a mutagao e todos os genes sao
igualmente provaveis de serem fixados (TEMPLETON, 2003).

O segundo aspecto importante que a rede haplotipica aponta é para a
ocorréncia de haplotipos exclusivos em todas as populaces estudadas, exceto no
Ribeirao Grande, devido a andlise de apenas um unico individuo dessa localidade.
Estes hapldtipos podem ser considerados mais recentes, sendo formas derivadas que
aparecem conectadas a haplétipos ancestrais nas extremidades da rede. Tal
ocorréncia mostra uma provavel evolucao independente entre essas populagoes,
corroborando a hipdtese de que, atualmente, s3ao encontradas isoladas
geograficamente umas das outras com auséncia de fluxo génico (MOREIRA-FILHO &
BERTOLLO, 1991).

A selecao natural ndo é a Unica forca evolutiva capaz de gerar padroes
geograficos em caracteristicas genéticas, pois em populagdes que foram

historicamente separadas e experimentaram pouco ou nenhum fluxo génico, a
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divergéncia evolutiva age implacavelmente tanto em genes seletivamente neutros
como em genes nao neutros (AVISE, 2000).

Uma terceira observacdo importante que pode ser inferida a partir da arvore
de haplétipos foi a ocorréncia de duas homoplasias relacionadas com o ribeirdo do
Fojo, com o Lago do Pedalinho e com o ribeirdao Pequeno. Na realidade, essas
homoplasias existem, mas o programa computacional ndo teve poder estatistico para
poder resolvé-la. Sendo assim, cabe ao pesquisador decidir qual o melhor caminho
evolutivo, ou seja, qual o fato mais provavel de ter acontecido nestas populagdes.

Em analises filogenéticas ha um critério metodoldgico de decisdo, denominado
parcimonia, pelo qual se faz a opgdo pela hipdtese mais econdmica, ou seja, se
existem diversas explicacbes para uma determinada observacao, adota-se aquela
que exige o menor numero de pressuposicoes. Sendo assim, a relagdo encontrada
entre o Ribeirao Pequeno e o Lago do Pedalinho nao parece ser a mais parcimoniosa,
pois sdao duas populagdes que provavelmente ndo tiveram contato fisico no passado
(pois o Lago do Pedalinho é uma populacao recente) e, atualmente, encontram-se
fisicamente separadas pela Serra da Mantiqueira. VICENTE & GALETTI JUNIOR
(1994) estudando a populacdo do Ribeirdo Pequeno ndo encontraram individuos
portadores de cromossomo B, enquanto que no Lago do Pedalinho 58% dos
individuos analisados por FERRO e colaboradores (2001) apresentaram um
cromossomo B metacéntrico grande, também encontrado na populagdo do Ribeirdo
do Fojo (FERRO et al, 2001). Estes fatos reforcam a possibilidade do Lago do
Pedalinho estar se ligando ao Ribeirao do Fojo e nao ao Ribeirdao Pequeno na rede de

haplotipos.
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/4

E interessante observar, ainda, que a populacao do Lago do Pedalinho
apresentou a maior diversidade haplotipica, ou seja, a analise de sete individuos
dessa localidade detectou cinco haplétipos diferentes, porém o haplétipo A nao foi
encontrado. Soma-se a essa diversidade pronunciada, o fato de que os individuos
coletados nesta localidade geralmente apresentaram um tamanho maior em relacao
aos demais das outras populacoes. O Lago do Pedalinho esta situado em uma regido
urbanizada de Campos do Jordao e totalmente alterado pela acao humana o que
pode estar levando a composicao haplotipica atual.

Entretanto, o efeito fundador também pode ser considerado responsavel pela
auséncia virtualmente completa do haplétipo A no Lago do Pedalinho, presente
anteriormente na populacdao ancestral. Por outro lado, a presenca de varios
haplétipos, respondendo pela elevada diversidade haplotipica dessa populacdo, da
indicios de expansdo populacional ou de interferéncia do homem na composicao
faunistica daquela area. Esta interferéncia poderia ter ocorrido através da
transposicdo de peixes de um sistema de rios para outro, levando a mistura de
diferentes tipos haplotipicos, bem como da retirada de toda a vegetacdo natural
extremamente necessaria, implicando em grandes alteragdes ambientais sobre as
comunidades dos corregos ou riachos.

Algum erro de identificacdo taxondmica, no entanto, ndo pode ser descartado,
tendo em vista a ocorréncia de outras espécies morfologicamente muito semelhantes
a A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO, informacao pessoal). Porém, as arvores
filogenéticas de neighbor-joining e maxima verossimilhanca evidenciam que os
individuos aqui analisados estdo agrupados em um unico clado, reforgando a idéia de

tratar-se de uma mesma espécie.
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Segundo CASTRO (1999), populacdes de cabeceiras apresentam um maior
grau de isolamento ecoldgico, adaptativo e geogréfico. E sabido que com o passar do
tempo, as populagOes isoladas divergem umas das outras, perdendo heterozigose e
expondo seus genes deletérios, mas se houver tempo suficiente a propria selecao
natural se encarrega de “purificar” a populacao destes genes, evitando que sejam
extintas. SLATKIN (1987) afirma que a troca de poucos individuos entre populacoes
seria suficiente para evitar o acumulo de deriva genética significante entre locais
geograficamente distantes.

Os riachos da regiao de Campos do Jordao parecem passar por constantes
modificagdes ambientais, tais como épocas de cheias, de secas e alteragcdes nas
condigOes quimicas da agua, bem por como modificacdes geoldgicas, refletindo em
variagdes nas populacdes que habitam as cabeceiras de riachos ali encontradas. A
ocorréncia de fen6menos, como a captura de cabeceiras e chuvas orograficas, muito
comuns naquela regiao, atua no sentido de alterar a pressao de selecao em cada
uma dessas populacdes isoladas nas cabeceiras, podendo até, ocasionalmente,
colocar em contato populacdes que se encontravam separadas (WINTERBOURN &
TOWSEND, 1998).

Entdo, provavelmente é esse dinamismo geografico e ecoldgico que impede
gue essas populacoes desaparecam, permitindo que desenvolvam meios adaptativos
para resistirem as intempéries dos ambientes mais variados em que vivem.
MATTHEWS (1998) afirma que espécies de peixes que persistem em ambientes
severos e sobrevivem a tanta aridez no tempo geoldgico ou evolutivo, é provavel que
ja tenham passado através de um “filtro evolutivo” com adaptacdes de historia de

vida para sobreviverem nestes ambientes.
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A diversidade haplotipica encontrada no presente trabalho, juntamente com a
variabilidade cromossomica ja descrita na literatura, podem ser resultados da
fragmentacao ocasionada pelo soerguimento da Serra da Mantiqueira, seguido do
efeito fundador, pois cada subpopulacdo, provavelmente, era constituida por um
pequeno numero de individuos. O impacto geral do efeito fundador é que os alelos
carregados pelos individuos fundadores rapidamente se tornam freglentes na
populacao, bem como nas geracoes subseqiientes (TEMPLETON, 2003). Isoladas,
essas populacoes podem estar sujeitas a sucessivos efeitos de bottlenecks, pois as
variagdes nas condicbes ambientais (como periodos de seca e de cheia, por
exemplo) podem causar mudangas no tamanho populacional, alterando as
freqliéncias alélicas e consequentemente a variacao genética nestas populacoes.

Ao se comparar toda a variacao haplotipica encontrada no presente trabalho
com a variacao cromossomica apresentada por esta espécie da regiao de Campos do
Jordao, pode-se observar que ndo ha relacdo evolutiva entre o cromossomo B e o
gene mitocondrial citocromo b, ou seja, a evolugao de um nao implica na evolucao
do outro. Isso é possivel de se afirmar, pois populacdes com alta variabilidade de B
ndo apresentaram, necessariamente, alta variabilidade haplotipica. E o inverso
também ndo ocorreu.

As analises filogenéticas de neighbor-joining e maxima verossimilhanca
considerando as seqiiéncias de citocromo b de A. fasciatus e de A. scabripinnis
mostraram uma separagao bastante evidente entre estas duas espécies. A. fasciatus
pode ser encontrada em cavernas e nas aguas de superficie do México e é uma das

Unicas espécies neotropicais capaz de chegar até a América do Norte (STRECKER,
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BERNATCHEZ & WILKENS, 2003). Isto so é possivel, porque sao capazes de utilizar
aguas marinhas rasas para sua dispersao (MYERS, 1966).

Diferentemente do padrao filogenético encontrado para as populacdes de A.
scabripinnis analisadas, o qual ndo pbde ser resolvido no presente trabalho, A.
fasciatus mostrou ser uma espécie formada por diferentes linhagens génicas,
podendo até se constituir em um “complexo de espécies”. STRECKER, FAUNDEZ &
WILKENS (2004) ja haviam reportado sete diferentes linhagens de DNAmt em A.
fasciatus ocorrendo em diferentes regides do México, Guatemala e Belize. Trabalhos
futuros utilizando individuos de A. scabripinnis de mais localidades, bem como um
nimero maior de individuos por regido, poderdo inferir melhor quanto a estruturacao
filogenética desta espécie e, da mesma forma que em A. fasciatus, corroborar a
ocorréncia de um “complexo de espécie”, ja mencionado em resultados citogenéticos
(MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991).

Dessa forma, os resultados apresentados neste trabalho refletem uma
pequena parte da historia evolutiva pela qual as populagdes de A. scabripinnis da
regiao de Campos do Jordao passaram. Ndo é tarefa facil inferir a histéria das
espécies a partir de genealogias génicas, pois muitos eventos podem ter acontecido
no passado, como expansdao populacional, bottleneck, vicariancia e migracao, e
linhagens génicas podem ter sido perdidas pelo acaso (KNOWLES & MADDISON,
2002). Estudos futuros, utilizando um nimero maior de individuos por populacao,
bem como um maior nimero de populacdes, poderdao permitir a realizacdao de uma
nested clade analysis (TEMPLETON et al, 1995) que possibilite relacionar as
informacdes espaciais (geograficas) com os provaveis eventos que as estabeleceram.

A utilizagdo de marcadores moleculares com taxa evolutiva mais rapida, como por
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exemplo, a regidao controladora do DNA mitocondrial (D-loop), podera inferir sobre
padroes mais recentes de evolucao deste grupo de peixes para a deteccao de uma
histdéria evolutiva mais atual. O uso de marcadores microssatélites também permitira
inferir com mais seguranca quanto a ocorréncia de fluxo génico entre as populacoes
de A. scabripinnis da regiao de Campos do Jordao. STRECKER, BERNATCHEZ &
WILKENS (2003) observaram que esses marcadores além de oferecerem um
esclarecimento quanto as relacdes entre populagdes, sdao mais confidveis na

interpretacao de padrdes de fluxo génico do que dados de DNA mitocondrial.
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6. CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, a partir do
sequienciamento de parte do gene citocromo b do DNA mitocondrial de populagdes

de Astyanax scabripinnis de riachos da regiao de Campos do Jordao, conclui-se que:

1. A ocorréncia do haplétipo A em 2 populagbes pertencentes a bacia do
Sapucai-Guagu e em exemplares da bacia do Paraiba do Sul, ambas
separadas pela Serra da Mantiqueira, corrobora a hipdtese de que
essas populagbes estiveram em contanto antes do soerguimento da

Serra.

2. A ocorréncia de haplétipos exclusivos e, provavelmente mais recentes,
evidencia o isolamento geografico dessas populacdes, ja inferido por
estudos citogenéticos, ou a alteracdo da histdria evolutiva deste grupo

de peixe pela acao do homem.

3. A populagdo do Lago do Pedalinho apresentou a maior diversidade
haplotipica, haplotipos exclusivos e auséncia do haploétipo ancestral,
além de individuos de tamanho significativamente maior que os das
demais populagOes. Tais ocorréncias podem estar refletindo resultados
de efeito fundador, bottleneck e/ou de acdes antrdpicas, pois o Lago do
Pedalinho é um local situado em uma regido urbanizada de Campos do

Jordao e totalmente alterado pela agao humana.
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4. Nao ha relacao evolutiva entre o cromossomo B e o gene mitocondrial
citocromo b, ou seja, a evolucao de um nao implica na evolucao do
outro. Isso é possivel de se afirmar, pois populacbes com alta
variabilidade de B nao apresentou, necessariamente, alta variabilidade

molecular. E o inverso também ndo ocorreu.
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