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RESUMO

ALVES, Rosana de Mesquita, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2019. Astyanax paranae (Characiformes, Characidae) da Bacia do Alto Rio
Paranaiba: estudos multidisciplinares e conservacao da espécie. Orientadora: Karine
Frehner Kavalco.

Devido a enorme diversificacdo, tanto morfolégica quanto comportamental dos peixes,
estes se tornam um grupo de dificil identificagcdo. Em algumas espécies do género
Astyanax, que sdo peixes de pequeno porte, pertencentes a familia Characidae, isso €
bastante frequente. Astyanax paranae, espécie endémica da Bacia do Parand, tem como
nicho preferencial regides de cabeceiras de rios e riachos, o que contribui diretamente
para um maior grau de endemismo e, possivelmente, para eventos importantes em
processos evolutivos, como especiagdo alopdtrica. Diante disso, espera-se que diferentes
populacdes de alguns afluentes da Bacia do Parand apresentem uma estruturacdo
genética bem definida, assim como uma boa estruturacdo morfoldgica. Marcadores
moleculares e morfometria geométrica sao algumas das técnicas que permitem avaliar
se o habito sedentdrio em cabeceiras de tributdrios pode impedir fluxo génico e facilitar
que populagdes se diferenciem. Assim, o presente trabalho visa a utilizacdo de tais
ferramentas em estudos filogeograficos para reconstruir as relagdes evolutivas de nove
populacdes de A. paranae na regido do Alto Paranaiba. Para as andlises filogenéticas
houve extracio de DNA de uma por¢do do figado e/ou coracdo dos individuos, com
posterior amplificacio do gene mitocondrial Citocromo Oxidase » via PCR. Ja na
morfometria, os individuos depois de coletados foram fotografados e houve marcagao
dos pontos anatdomicos (landmarks) para comparagdo das variacdes do shape entre as
populagdes e posterior Andlise dos Componentes Principais (PCA). Os resultados das
andlises filogenéticas por inferéncia Bayesiana demonstram a estrutura¢do evidente de
algumas populagdes, com uma leve sobreposicdo entre outras. Tais dados estdo
diretamente relacionados a proximidade e conectividade dos pontos de coleta. A rede de
haplétipos confirma a maioria dos dados obtidos na Bayesiana, com diversidade
haplotipica maior no centro da rede, e menor nas periferias, além disso, demonstra a
populacdo dispersora dos haplétipos, assim como a que manteve o haplétipo ancestral.
Na morfometria os resultados diferem, j& que nao houve diferenciacdo morfoldgica

expressiva entre as populacdes analisadas. Houve uma populagdo que se diferenciou das



demais em ambas as andlises, demonstrando a importancia de um ambiente conservado
para a manutencdo dos individuos no meio ambiente, assim como sua diferencia¢do
genética. Os resultados encontrados demonstram a eficdcia de andlises moleculares e
morfoldgicas em definir as relacdes evolutivas entre populacdes, dando crédito a sua
utilizacdo em estudos filogeogréficos. Além disso, possibilitam ampliar um pouco o
conhecimento da histéria evolutiva de A. paranae na bacia, assim como sua
diferenciagdo e estruturacdo genética, o que pode ser aplicado em estratégias de manejo

e conservacdo da mesma.



ABSTRACT

ALVES, Rosana de Mesquita, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Astyanax paranae (Characiformes, Characidae) from the Upper Paranaiba River
Basin: multidisciplinary studies and species conservation. Adviser: Karine Frehner
Kavalco.

Due to the enormous diversification, both morphological and behavioural of the fishes,
these become a group of difficult identification. In some species of the genus Astyanax,
which are small size fish belonging to the Characidae family, this is quite frequent.
Astyanax paranae, an endemic species of the Parand Basin, has as preferred niche
regions of headwaters of rivers and streams, which contributes directly to a greater
degree of endemism and, possibly, to important events in evolutionary processes, such
as allopatric speciation. Therefore, it's expected that different populations of some
affluent of the Parand Basin will present a well-defined genetic structure, as well as a
good morphological structuring. Molecular markers and geometric morphometry are
some of the techniques that allow us to evaluate whether the sedentary habit in
tributaries headers can prevent gene flow and facilitate populations to differentiate.
Thereby, the present work aims at the use of such tools in phylogeographic studies to
reconstruct the evolutionary relationships of nine populations of the A. paranae in the
Alto Paranaiba region. For the phylogenetic analyses, DNA was extracted from a
portion of the liver and/or heart of the individuals, with further amplification of the
mitochondrial Cytochrome Oxidase b gene via PCR. In the morphometry, the
individuals after being collected were photographed and there were marking of the
anatomical points (landmarks) for comparison of the shape variations between the
populations and subsequent Principal Component Analysis (PCA). The results of the
phylogenetic analyzes by Bayesian inference demonstrate the evident structuring of
some populations, with a slight overlap among others. These data are directly related to
the proximity and connectivity of the collection points. The haplotype network confirms
most of the data obtained in the Bayesian, with higher haplotypic diversity in the centre
of the network, and lower in the peripheries, in addition, it demonstrates the dispersal
population of the haplotypes, as well as that which maintained the ancestral haplotype.
In the morphometry the results differ, since there was no morphological differentiation
between the analyzed populations. There was a population, the of Parque de

Exposicoes, that differed from the others in both analyzes, demonstrating the

Xi



importance of a conserved environment for the maintenance of individuals in the
environment, as well as their genetic differentiation. The results show the efficacy of
molecular and morphological analyzes in defining evolutionary relationships among
populations, giving credit to their use in phylogeographic studies. In addition, allowing
a little knowledge of the evolutionary history of the A. paranae in the basin, as well as
its differentiation and genetic structuring, which can be applied in management

strategies and conservation of the same.
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1) Introducao

1.1) Astyanax paranae: habito de vida e distribuicao

Peixes apresentam uma consideravel flexibilidade de adaptagao a diversas condicoes
do meio ambiente, o que intensifica sua diversificacdo, tanto morfolédgica e fisioldgica,
quanto comportamental (Purdom, 1993). De grande importancia para a biodiversidade
aqudtica mundial, a regido Neotropical possui grande riqueza faunistica de peixes de
dgua doce, possuindo, assim, grande representatividade da ictiofauna dulcicola

conhecida (Eschmeyer, 2015).

Dentre as ordens de peixes presentes nessa regido, inclui-se a dos Characiformes, a
qual compreende 24 familias (Eschmeyer, 2018). A maior delas € a Characidae, com
cerca de 1161 espécies (Eschmeyer, 2018) e uma ampla riqueza em taxonomia,
morfologia e comportamento (Javonillo er al., 2010). Pertencente a essa familia, o
género Astyanax (Baird & Girard, 1854) se encontra amplamente distribuido nos cursos
d’4gua incluidos na regido Neotropical (Lima et al., 2003). Espécies desse grupo
possuem grande capacidade de explorar variados micro habitats, levando a formacao de
pequenas populacdes restritas, causando, assim, variagdes entre populacdes (Garutti &

Britski, 2000).

As caracteristicas morfoldgicas comuns do grupo sdo: presenca da nadadeira
adiposa, linha lateral completa, duas fileiras de dentes pré-maxilares, com cinco dentes
na parte interna pré-maxilar, altura do corpo com cerca de trés vezes o comprimento
padrdo e escamas com tamanho padronizado, as quais cobrem apenas a base dos raios

da nadadeira caudal (Britski et. al., 1984; Eigenmann, 1917).

A diversidade do género pode ser representada com exemplos como o complexo
Astyanax scabripinnis, o qual foi proposto com base em caracteres citogenéticos e
morfolégicos (Moreira-Filho & Bertollo, 1991). Peixes pertencentes a esse complexo
geralmente habitam regides de cabeceiras de rios e riachos (Britski, 1972). Esse modo
de vida das espécies do complexo, favorece a formagdo de pequenas populagdes que se
isolam (Moreira-Filho & Bertollo, 1991), o que pode resultar em especiacao alopatrica

das mesmas.

As espécies representantes do complexo A. scabiprinnis estdo amplamente

distribuidas por grandes bacias hidrograficas, como a do Rio Parand e Sdo Francisco



(Bertaco & Lucena, 2006), causando assim forte influéncia sobre as relacdes evolutivas

e diversidade do grupo (Kavalco, et. al, 2016).

A espécie antes definida como Astyanax scabiprinnis paranae, passou a ser
definida como Astyanax paranae (Eigenmann, 1914), (Figura 1), sendo a tnica do
complexo presente na Bacia do Rio Parand (Marreta, 2011). Trata-se de uma espécie de
peixe de pequeno porte, dulcicola, conhecida popularmente como Lambari, e habitante
de cabeceiras de rios e riachos, o que contribui diretamente para o isolamento das
populagdes (Eigenmann, 1914). Quanto aos hdbitos alimentares, possui dieta variada
alimentando-se de insetos, folhas, algas, sementes e pequenos frutos (Godoy, 1975;
Ferreira, 2004). Em relacdo a reproducdo, é uma espécie que possui dimorfismo sexual,
sendo os machos menos robustos que as fémeas (Eigenmann, 1914; Godoy, 1975), com
periodo reprodutivo de agosto a fevereiro, simultaneo a migracdes curtas e sem cuidado

parental (Suzuki et. al., 2004).

Figura 1: Exemplar da espécie Astyanax paranae.

1.2) A Bacia do Parana e do rio Paranaiba.

Pertencente a regido ictiofaunistica do Parana (Figura 2), a Bacia do Parand inclui
um complexo de grandes rios como Uruguai, Paraguai, Parana e da Prata, sendo de
extrema importancia hidroldgica para a América do Sul, ja4 que possui cerca de 3,2
milhdes de km?> em extensdo de drenagem (Lowe Mcconnell, 1999). Como porcio
hidrografica dessa bacia, o Alto Rio Parana possui 900.000 km? de extensdo, drenando
estados como Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Mato Grosso do Sul e Goids, e abriga
grandes rios como Paranaiba e Paranapanema (Castro er al., 2005). Em termos de
diversidade da ictiofauna, a Bacia do Parana abriga cerca de 310 espécies distribuidas

em 11 ordens e 38 familias (Langeani et. al., 2007). As ordens mais representativas



dessa diversidade, sdao Siluriformes e Characiformes, representando um total cerca de

80% das espécies pertencentes a Bacia (Langeani et. al., 2007).

A Bacia do rio Parand estd separada da Bacia do Sao Francisco pelo Arco do
Paranaiba. Com base em estudos da ictiofauna da regido, € verificado um elevado grau
de endemismo das populacdes, devido ao isolamento causado pelo soerguimento do
arco (Campos et al., 1997). Além de grandes rios, a bacia conta com uma grande rede
de riachos e cabeceiras, habitats preferidos de peixes de pequeno porte. Tal fator
também influencia diretamente no grau de endemismo das populagdes, ja que ambientes

de cabeceiras restringem a distribuicdo geografica das mesmas (Castro et al., 2005).

A Bacia do Rio Paranaiba, localizada na regido do Cerrado Mineiro desde o Alto
Paranaiba até o Triangulo Mineiro, possui cerca de 61.901 km? de extensdo, sendo
também de grande relevancia na distribuicdo de Astyanax paranae (Flauzino et. al.,
2010). A Bacia € considerada a segunda maior da rede hidrografica do Alto Parana, com
sua nascente localizada na Mata da Corda, no municipio de Rio Paranaiba/MG (ANA,

2008).

Regiao Hidrografica do Rio Parana

‘

Figura 2: Mapa da regido hidrografica da Bacia do Parana.

Argentina

1.3) Astyanax paranae: diversidade genética e filogeografia.

Estudos citogenéticos ja realizados supdem que Astyanax paranae pode ser
considerado como um complexo de espécies pertencente a Bacia do Parand, ja que

foram encontrados variados ndmeros dipldides, como: 2n=50, 2n=48 e, em algumas



populacdes, 2n=46 cromossomos (Moreira-Filho et al., 1991; Porto-Foresti et al., 1997,
Maistro et. al., 1998; Alves & Martins-Santos, 2002). Diante disso, vé-se a necessidade
de estudos filogeograficos que permitam o entendimento da estruturacdo genética das

populagdes.

A filogeografia estuda os processos histéricos que resultaram na maneira como
se d4 a distribuicdo geografica das linhagens, bem como uma base da variabilidade
genética existente, podendo essa ser em relacdo a uma espécie ou entre espécies
correlacionadas (Avise, 2000; Martins & Domingues, 2011). Estudos filogeograficos
podem ser baseados em andlises morfoldgicas, comportamentais e principalmente
moleculares, desde que sejam voltados para perspectivas filogenéticas relacionadas a
distribuicao geografica das populacdes (Avise, 2000). A metodologia molecular da rede
de haplétipos serve como base para andlise da ligacao por haplétipos mais semelhantes
geneticamente, demonstrando também os passos mutacionais que os interconectam

(Avise, et al., 1987).

O fundamento tedrico para a filogeografia se da através da “Teoria do
Coalescente”. A base dessa teoria ¢ de que em uma populagdo novos alelos surgem
devido a mutacOes que ocorrem ao longo do tempo, e estes sdo derivados de um
ancestral comum. Ou seja, os alelos coalescem para um determinado ponto na histdria
evolutiva passada da populagcdo (Donnelly & Tavaré, 1986; Hudson, 1990; Posada &
Crandall, 2001). Ainda segundo essa teoria, haplétipos de maiores frequéncias sao
aqueles mais antigos no tempo evolutivo, estando presentes na populacio hd mais
tempo. Estes tendem a se concentrar no interior da rede e possuirem maior nimero de
interconexdes com outros haplotipos. Consequentemente, hapldtipos de menor
frequéncia sdo aqueles que surgiram por mutacdes mais recentes, € se localizam nas

periferias da rede (Posada & Crandall, 2001).

A identificac@o de espécies possui relevante importancia para a compreensao de
processos evolutivos que levaram a estruturacdo genética das populagdes, além do
esclarecimento de padrdes biologicos das mesmas (Fernandes, et. al., 2009). Tal fato
também estd relacionado com a diversidade encontrada dentro ou entre populagdes,
podendo servir para aplicacdo em estratégias de manejo e conservagdo das espécies.
Organismos respondem as pressdes sofridas pelo ambiente, seja com alteracdes
morfolégicas ou genéticas (diversidade, diferenciacdo entre populacdes, acimulo de

mutacdes), sendo assim importantes objetos de estudo na drea de pesquisas evolutivas.

4



Estudos filogeograficos e filogenéticos tendem a suprir esses objetivos, ja que revelam
as possiveis relagdes filogenéticas entre tdxons e o0s acontecimentos histdricos

responsaveis pela forma de distribuicao geografica das linhagens evolutivas.

1.4) Marcadores moleculares: genes mitocondriais — Citocromo Oxidase b.

H4 algumas décadas que o DNA mitocondrial € usado em estudos que envolvem
estrutura populacional, relacdes filogenéticas e aspectos evolutivos de individuos e/ou
populacdes (Wilson et al. ,1985; Avise et al., 1987; Moritz et al., 1987; Avise, 1994).
Seu uso constante deve-se as suas caracteristicas genéticas e estruturais unicas, como:
ser de heranca materna, um genoma pequeno, auséncia de recombinagdo, contetido
génico conservado, alta taxa evolutiva, entre outras (Avise, ef al., 1987). Recentemente,
o genoma mitocondrial completo de Astyanax paranae foi descrito no trabalho de Silva
et. al. (2016). Este possui 16.707 pares de base, 13 PCGs, 22 tRNAs de transferéncia, 2
RNAs ribossomicos, uma regiao controle (D-loop) e origem da replicagc@o do lightstrand

(OL).

Virias metodologias envolvendo esse tipo de genoma, para estudos de variabilidade
e estruturacdo genética entre populacdes, podem ser utilizadas. Uma delas é
amplificacdo via Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) de partes da molécula e
posterior andlise das sequéncias obtidas. Um dos genes utilizados comumente € o gene

da Citocromo b Oxidase (Arias & Sheppard., 1996).

O gene cyt b, devido a sua variabilidade de sequéncias, se faz util em estudos de
comparagdo de espécies de mesmo género e/ou familia, sendo constantemente aplicado
em pesquisas de andlises filogenéticas e evolutivas (Lara et. al., 1996; Farias, et. al.,
2001; Perdices, et. al., 2004). Outra vantagem em relacdo ao seu uso é que a regido de
tal gene pode ser amplificada em intimeras espécies de animais, e utilizada apenas de
um par de iniciadores universais na PCR ( Kocher, 1989; Bartlett, 1992; Branicki, et.
al., 2003). Além disso, o gene possui informagdo especifica para cada espécie, sendo
assim muito util em trabalhos que envolvem andlises filogenéticas (Parson, et. al.,

2000).



Trabalhos recentes como os de Zhu et. al. (2016) e Kumar et. al. (2017),
demonstram a efici€éncia do gene em pesquisas de estrutura e diferenciacao genética de

populacdes de espécies de peixes.

Devido ao reduzido ou, at¢é mesmo inexistente fluxo génico entre as populagdes,
espera-se que diferencas genéticas se acumulem ao longo do tempo (De Souza, 2015).
Sendo assim, andlises envolvendo genes mitocondriais sdo de grande valia na concessao
e interpretacdo dos dados. Além disso, sdo bastante tteis em andlises filogeograficas, ja
que suas sequéncias possuem informacdes genealdgicas relevantes para a construcdo da
histéria evolutiva das linhagens genéticas de populagdes de uma ou mais espécies

(Avise, 1991; Avise 2000).

1.5) Morfometria geométrica

A morfometria geométrica relaciona a forma do corpo baseada em pontos
anatomicos marcados e comparados entre individuos de uma mesma populagao ou entre
diferentes populagdes, fornecendo dados tteis na diferenciacdo das populacdes e

variagOes existentes no shape dos espécimes (Rohlf & Marcus, 1993).

Na édrea da morfometria geométrica, o shape € definido como a informacio
geométrica resultante quando os elementos de tamanho, posicdo e orientacdo sao
extraidos de um objeto (Kendall, 1977; Dryden & Mardia, 1998). A diversidade de
tipos de processos bioldgicos e influéncias ambientais promove uma diferenciacdo no
shape. Sendo assim, a delimitacdo deste contribui para andlises em estudos biolégicos,
Jj4 que fornece informagdes relacionadas as causas das variagdes e transformacoes

morfoldgicas nos individuos (Zelditch er al., 2012).

Andlises morfoldgicas, com base em caracteres morfométricos, fornecem dados de
grande valia para interpretacdo de relacdes evolutivas entre populacdes de diferentes
localidades (Costa & S4&, 1979; Wainwright & Reilly 1994). A importancia de tais
andlises deve-se, principalmente, ao fato de que algumas das respostas mais rapidas
apresentadas por populacdes em resposta as pressOes ambientais, sdo aquelas
relacionadas a modificagdes na morfologia de seus individuos (Streelman & Danley,

2003).



Devido as caracteristicas de Astyanax paranae, como habitat preferencial em
ambientes de cabeceiras de rios e riachos, a ideia de haver diferencas morfoldgicas entre
as populacdes ¢ uma hipdtese vélida. Além disso, o fluxo génico entre diferentes
populagdes € dificultado pelas barreiras geograficas (Desordi et. al., 2012; De Souza,
2015). Diante disso, andlises morfométricas relacionadas a distribuicdo da espécie
também servem como modelo de estudo das relagdes entre populacdes e ambiente e,

assim, sobre sua evolucao ao longo do tempo (Peres-Neto, 1999).

2) Objetivo geral

Demonstrar as relacdes filogenéticas e morfoldgicas de Astyanax paranae na
bacia do alto rio Paranaiba e, assim, contribuir com informacdes relevantes que

auxiliem na elaboragdo de propostas de conservagdo e manejo dessa espécie.

2.1) Objetivos especificos

1 - Caracterizar, genética e morfologicamente populagcdes de Astyanax paranae
da bacia hidrografica do Alto Paranaiba, avaliando sua estruturagdo genética e

morfoldgica, o fluxo génico e a diferenciacdo entre populacdes.
2 — Construir uma proposta de filogeografia de populacdes da regido estudada;

3 — Produzir informagdes que possam auxiliar na elaboracdo de propostas de

conservagao e manejo da espécie na bacia hidrografica do rio Paranaiba.

3) Materiais e métodos
3.1) Area de estudo

Individuos de diversas populacdes de Astyanax paranae foram coletados,
mediante licenca ambiental do SISBIO, em rios e riachos pertencentes a Bacia do Rio
Paranaiba (Figuras 3, 4 e 5), a qual estd inclusa na Bacia do Parand. Serdo eles: Riacho
Agua Grande, Cérrego do Zarico/Lava Pés, Rio Sdo Jodo e Paranaiba, Coérrego do
Parque de Exposi¢des e Buraco, Ribeirdo de Fora, Ribeirdo do Quilombo e Coérrego

Olhos d'dgua. Apds coleta dos mesmos e extracdo de tecido, os espécimes foram



depositados na Colecdo Zooldgica do Laboratério de Genética Ecoldgica e Evolutiva da

Universidade Federal de Vicosa, Campus Rio Paranaiba.
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Figura 3: Mapa indicativo da localizacdo dos pontos de coleta. 1 - Representacdo das
bacias dos rio Parana e Sdo Francisco na América do Sul. 2 - Ampliagdo da regido do
Arco do Paranaiba, evidenciando a rede hidrografica e pontos amostrados (quadrados):
Vermelho: Ribeirao de Fora; Amarelo: Rio Paranaiba; Verde: Rio Sao Jodo; Azul:
Riacho Olhos d’4gua; Rosa: Corrego do Parque do Zarico; Preto: Ribeirdo do
Quilombo; Marrom: Cérrego do Parque de Exposicdes; Laranja: Riacho Agua Grande.
Em Roxo, na parte 3 destacada, Corrego do Buraco, que se localiza no estado de Goias.



Tabela 1: Pontos de coleta, cidade, coordenadas geograficas e niimero de individuos utilizados em cada andlise.

Ponto de Coleta

Coordenadas

Cidade Morfometria Cytb

Riacho Agua Grande P5 19.177967S 46.22613”W Rio Paranaiba/MG 9 3

Coérrego do Zarico 19.1916157S46.257387°W Rio Paranaiba/MG 10 3

Rio Sao Jodo P2 19.3082567S46.397117"W Rio Paranaiba/MG 8 6
Rio Paranaiba P1 19.1822867546.332794”W Rio Paranaiba/MG 10 10
Coérrego do Parque de Exposicoes 19.1877147546.236178"W Rio Paranaiba/MG 7 6
Coérrego do Buraco 17.56637°S47.69833”W Campo Alegre de Goias/GO 6 2
Ribeirdo de Fora P2 19.22327546.45889”W Rio Paranaiba/MG 10 3
Ribeirdo do Quilombo P2 19.49413”S46.33163”W Ibia/MG 10 3

Coérrego Olhos d’agua P2 19.21285”S46.27091”W Rio Paranaiba/MG 11 3



3.2) Coleta e eutanasia dos individuos

Os individuos foram coletados usando redes de arrasto, tarrafa, peneiras e varas
de pesca. O transporte para o Laboratério de Genética Ecoldgica e Evolutiva foi feito
em baldes com dgua, sendo este fornecido por bombinhas de ar comprimido. Depois de
acondicionados em aqudrios com aeradores e alimentacdo didria regular, os individuos

passaram por periodo de aclimatagao.

Os individuos coletados foram entdo eutanasiados de acordo com as normas
da Resolucdo Normativa N° 37 do CONCEA/MCTIC — Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal/Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e
Comunicagdes. A eutandsia € feita por imersdo dos peixes em um recipiente contendo
solucdo de concentracdo 1mL de 6leo de cravo/1L de dgua, o que produz anestesia e

inconsciéncia.

3.3) Coleta de tecido e obtencao de DNA dos individuos

Para extracao de DNA das amostras, foram retirados tecidos do figado, coragao,
musculatura e/ou nadadeiras dos individuos, sendo estes depositados no Banco de
Tecidos do Laboratorio de Genética Ecologica e Evolutiva — LaGEEvo. Os exemplares
amostrados foram entdo fixados em formaldeido 10% e posteriormente mantidos em
etanol 70%, sendo tombados na secdo ictioldgica da Colegdo de Vertebrados do
Campus UFV Rio Paranaiba, onde receberam nimero de tombo correspondente ao

tombo do banco de Tecidos..

Os procedimentos posteriores de extracdo de DNA foram realizados de acordo
com a metodologia do Kit de purificacio da marca Invitrogen, conforme instrucdes
dadas pelo fabricante. Em seguida, foi feita a quantificacdo de cada uma das amostras
através de eletroforese em gel de agarose 1% e Low Mass Ladder (Invitrogen), e
posterior dilui¢do solu¢do de uso com concentracdo de dez nanogramas de DNA por

microlitro.
3.4) Reacao em Cadeia da Polimerase - PCR e analises moleculares

Para amplificacio do gene da citocromo b, foi utilizado como referéncia
Perdices (2002), com alteracdes. Os componentes/quantidades da reacdo para cada
individuo foram: 2,5 ul de tampao, 1,0 ul de magnésio (MgCl2), 1,0 ul de cada primer
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correspondente, 1,5 ul de dNTP (desoxirribonucleotideos trifosfatos), 0,2 ul da enzima
Tag-Polimerase, 5,0 ul de DNA correspondente de cada individuo e 12,8 ul de dgua
ultra pura, perfazendo volume total de 25 pl. Os primers utilizados na amplificacdao
foram: H16460 - 5’CGAYCTTCGGATTACAAGAC3’ e GIuDGL - 5
TGACCTGAARAACCAYCGTT3’ (Perdices, 2002).

As reagdes foram realizadas em termociclador com as seguintes condicoes:
temperatura de 94°C para desnaturacdo inicial por 4 minutos; e 35 ciclos repetidos de
94°C para desnaturagdo por 15 segundos, 56,6°C por 30 segundos para anelamento dos
primers e 72°C por dois minutos para extensdo (Prioli et. al., 2002). O sequenciamento

foi feito por empresa terceirizada.

Para andlise e visualizacdo das sequéncias obtidas e posterior alinhamento utilizando
o algoritmo ClustalW v1.6 (Thompson et al., 1994) foi utilizado software MEGA v6.06
(Tamura et al., 2011), aplicando-se penalidades para os alinhamentos par-a-par e

multiplos, para abertura (20) e extensdo de gaps (6,66).

Para a construcdio do filograma de Mdaxima Verossimilhanc¢a, foi utilizando o
software IQ-TREE 1.5.6 (Nguyen et al., 2014; Chernomor et al., 2016). O melhor
modelo de substituicdo de nucleotideos foi selecionado através do Bayesian Information
Criterion (BIC). O modelo de substitui¢do utilizado, de acordo com andlises feitas no

programa, foi o HKY+G.

Para a inferéncia Bayesiana foi utilizado o software MrBayes 3.2.6 (Ronquist &
Huelsenbeck 2003). Para defini¢dio do melhor modelo de substituicdo de nucleotideos
para as particdes do gene Citocromo b, foi utilizado o software PartitionFinder 1.1.1
(Lanfear er al., 2012). Apo6s o final da corrida, verificou-se as convergéncias das cadeias
de Markov através do software Tracer v.1.6. Para corridas de boa qualidade, o tamanho
efetivo da amostra (ESS) deve estar, geralmente, acima de 200. A visualizacdo final da
arvore foi feita através do software FigTree v.1.4.2. Em ambas as andlises filogenéticas,

foi adicionada uma sequéncia de A. rivularis como outgroup.

Para construcdo da rede de haplétipos referentes as sequéncias obtidas com o gene
Citocromo b foram utilizados os programas MEGA v6.06 (Tamura et al., 2011) e
DnaSP 5.10 (Librado & Rozas, 2009), e o método Median Joining (Bandelt et al. 1999)
implementado ao Network 4.6 (Fluxus Technology Ltd).
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Ainda no software MEGA V6.06 (Tamura et al., 2011), foram calculadas as

distancias genéticas dentro e entre as populacdes analisadas.
3.5) Morfometria Geométrica

Ap0s coleta e eutandsia dos individuos, estes foram fotografados com camera Sony
Cyber-Shot, resolucdo de 14,1-3 megapixels e zoom de 4x. O software TPSUtil 1.6
(Rohlhf, 2013) € responsdvel por agrupar e formatar os dados obtidos em um arquivo
adequado. Quatorze marcos anatomicos foram selecionados para representar a forma
geral do corpo dos peixes (Figura 4), e sua digitalizacdo € feita através do sistema de
software TpsDig 2.26 (Rohlhf, 2015). As matrizes do shape foram obtidas através da
andlise de procrustes com o auxilio do sistema de software Morpho J 1.18 (Klingenberg,
2011), com o objetivo de eliminar erros de escala, orientacdo e posi¢cdo. Em seguida, no
mesmo software foi realizada andlise de componentes principais (PCA) dos residuos de
procruste. As diferengas observadas resultam apenas da variacdo de formas (Bookstein,
1991; Klingenberg, 2002). O teste de normalidade Shapiro-Wilk W para verificar a

confianca dos dados foi feito através do software PAST v2.17 (Hammer et al., 2001).

Figura 4 — Marcos anatomicos (Landmarks). 1- rostro; 2- insercdo anterior da

nadadeira dorsal; 3- insercdo posterior da nadadeira dorsal; 4- inser¢do posterior da
nadadeira adiposa; 5- inser¢do superior do primeiro raio da nadadeira caudal; 6-
inser¢do inferior do udltimo raio da nadadeira caudal; 7- inser¢do posterior da
nadadeira anal; 8- insercdo anterior da nadadeira anal; 9- insercdo da nadeira
ventral; 10- insercdo da nadadeira peitoral; 11- limite inferior da abertura opercular;
12- limite superior da abertura opercular; 13- limite anterior da drbita ocular; 14-

limite posterior da drbita ocular.
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4) Resultados

4.1) Analises moleculares referente ao gene cyt b:

A andlise Bayesiana e de Médxima Verossimilhanga feita com as sequéncias do gene
cyt b demonstrou a estruturagdo dos 38 individuos em dois clados principais, com
exclusdo do grupo externo utilizado para comparacdo, Astyanax rivularis (Figura 5). Os

valores de sustenta¢do dos ramos estd indicado na figura correspondente.
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Figura 5: arvore resultante de andlise Bayesiana a partir do gene cyt b dos individuos de
Astyanax paranae da regidao do Alto Paranaiba. Os valores de sustentacdo dos ramos
estdo representados na figura.

Um dos agrupamentos principais € composto somente por individuos do Parque de
Exposicdes, indicando uma clara diferenga genética dessa populacdo com as demais. O
outro é composto pelas demais populagdes, com uma divisao em novos agrupamentos.

Nestes, a estruturagdo mais evidente se deu nas populacdes dos Rio Sdo Jodo e
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Paranaiba, dos Corregos do Buraco e Olhos d’agua. As demais ficaram intercaladas com
as populacdes citadas anteriormente, ndo havendo uma diferenciacio expressiva destas

(Figura 5).

Os calculos de distancia genética entre as populagdes, evidenciaram uma alta
diferenca genética da populacdo do Parque de Exposi¢cdes com as demais (cerca de
0,48). Com exclusdo dessa, as outras possuem uma baixa distancia genética entre si
(Tabela 2). As distancias genéticas intrapopulacionais demonstraram a homogeneidade

genética dos individuos pertencentes as mesmas populacdes (Tabela 3).
Tabela 2: Valores de distincia genética entre as populacdes de A. paranae.
1 2 3 4 5 6 7 8 9

1-Olhos

2-Quilombo 0.011

3-SdoJodo 0.013 0.000

4-Parque 0.048 0.044 0.048

5-Zarico 0.002 0.010 0.011 0.046

6-Agua G 0.004 0.012 0.013 0.049 0.003

7- Rio P 0.003 0.011 0.011 0.048 0.001 0.002

8- Fora 0.002 0.011 0.012 0.049 0.002 0.003 0.001

9-Buraco ~ 0.007 0.005 0.005 0.040 0.005 0.008 0.006 0.007

Tabela 3:Valores de distancia genética intrapopulacional de A. paranae.

d
1-Olhos 0.000
2-Quilombo 0.000
3-Sdo Jodo 0.001
4-Parque 0.000
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5-Zarico
6-Agua G
7-Rio P
8-Fora

9-Buraco

0.002

0.003

0.001

0.001

0.000

Pela andlise da rede referente as sequéncias do gene cyt b, percebe-se que no

interior da rede localizam-se os haplotipos de maior frequéncia, enquanto que nas

periferias encontram-se os menos comuns (Figura 7). No total foram observados 29

haplétipos (Tabela 4 em anexo).

Os haplotipos de maior frequéncia sao os de numero 7, 20 e 26, representando,

respectivamente, individuos do Rio Sdo Jodo, Cérrego do Parque de Exposi¢cdes e Rio

Paranaiba (com um individuo do Riacho Agua Grande). Os demais foram encontrados

em apenas um individuo, com excecdo do haplétipo 25, o qual teve frequéncia igual a

dois (Figura 7). A diversidade haplotipica encontrada foi de 0.74.
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Figura 6: Rede de haplétipos formada pela
andlise das sequéncias do gene cyt b.

mv em preto: haplétipos faltantes;

Cores- Azul claro: ; Vermelho: Rio
Paranaiba P1; Rosa: ;
Verde claro: ; Verde escuro:
Zarico; Roxo: Buraco; Azul escuro: Fora P2;
Laranja: Quilombo P2; Amarelo:

Em destaque nos retangulos estdo os haplotipos
referentes a populacio do Parque de
Exposicoes.

Os passos mutacionais nao foram representados
na figura por questdes de melhor visualizagdo
dos dados.




4.2) Analises morfolégicas

A andlise dos componentes principais (PC) revelou que ndo hd uma ordenagao
morfoespacial evidente entre as populagdes demonstradas. A populacdo do Cérrego do
Parque de Exposi¢des (exemplificada pela cor verde-dgua) foi a que se mostrou mais
distante morfologicamente das demais, mostrando uma leve separacdo do conjunto
(Figura 9). O shape consenso das populacdes analisadas estd demonstrado na Figura 8.
As PC’s mais influentes na variagdo encontrada foram 1 e 2, com 21,8% e 16,6%,
respectivamente. As oscilagdes do shape no teste de regressdao nas PC’s 1 e 2 estdo
representados também na figura. O teste de normalidade Shapiro-Wilk W provou a

confiabilidade dos dados e sua distribui¢ao normal.
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Figura 8: Formato do shape consenso para a espécie Astyanax paranae diante das

populacgdes analisadas.
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Figura 8: Analise das componentes principais (PC’s)
dos individuos das populacdes analisadas de A.
paranae.

No canto superior esquerdo, temos a variagdo do shape
para a PC2, enquanto que no canto inferior direito
temos as variacdes da PCI1.

No canto superior direito, temos a PCA geral das
populagdes, com as cores descritas ao lado.

O teste de normalidade Shapiro-Wilk W provou a
confiabilidade dos dados (95%) e distribuicdo normal.
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5) Discussao

Os resultados encontrados demonstraram que existe uma distancia genética,
mesmo que té€nue, entre a maioria das populagdes analisadas. Houve a distingdo (mais
sutil na morfologia e mais expressiva na genética) da populacio do Parque de
Exposicdes em relagcdo as demais, levantando evidéncias de que esta populacdo poderia
ser representativa de uma nova espécie de Astyanax, uma vez que possui distancia
genética acima de 4,5% para o gene analisado. April e colaboradores (2013),
estabeleceram a diferenciacio minima de 2% na sequéncia das bases do DNA
mitocondrial de peixes para definir a distin¢cdo entre espécies. Esses dado reafirmam
ainda mais o alto grau de isolamento da populacdo de estudo, o que é diretamente

correlacionado com sua diferencia¢do genética.

Diferencas genéticas se acumulam devido a mutagdes que ocorrem ao acaso nos
individuos. Como o fluxo génico € raro nesses casos de isolamento por barreiras
geograficas (Castro, 1999; De Souza et. al., 2015), tende a levar a uma diminuicio da
diversidade genética e aumento da diferenciacdo entre populacdes da mesma espécie
(Frankham, et al., 2002). Este isolamento entre popula¢des causado por barreiras
geogréficas faz com que cada populagao, restrita ao seu “espago”, desenvolva ao longo
do tempo, e em seu proprio sistema, caracteristicas proprias e distintivas (Lowe-
McConnell, 1969). Tais barreiras também impedem/diminuem o fluxo génico entre
populacdes, reforcando ainda mais o isolamento e estruturacdo das mesmas. Isso foi
demonstrado nos resultados das andlises filogenéticas com o gene cyt b, mas as

diferencas morfoldgicas ndo foram significativas.

Um fendmeno responsdvel pela especiac@o alopatrica, e presente na maioria das
populagdes de Astyanax paranae, € definido como vicariancia (Castro, 1999), a qual
ocorre quando um dado ancestral distribuido em &4reas geogrificas maiores tem sua
populacdo dividida em algum momento pelo surgimento de uma barreira geogréfica,
formando subpopulacdes e, assim, reforcando a ideia de endemismo para peixes
habitantes de cabeceiras de rios (Castro, 1999; Desordi et. al., 2012; De Souza et. al.,
2015). Esse grupo de Astyanax possui uma distribui¢do com alto grau de endemismo,
principalmente devido ao habito preferencial de vida, habitando regides restritas de
cabeceiras de rios e riachos (Garutti, 1995). Esse fato estd associado com a capacidade

do grupo em explorar variados micro habitats, reforcando a ideia de que possam existir
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variagdes de populacdo para populagdo dentro de uma mesma bacia (Garutti e Britski,

2000; Penteado, et. al., 2011).

Ambientes conservados possuem caracteristicas ambientais mais estaveis, o que
favorece o estabelecimento, adaptacdo e desenvolvimento de uma populacdo
(Frankham, et. al., 2002). Isso ocorre no caso da populacdo do Parque de Exposicdes,
que possui clara distingao das demais populacdes analisadas. A localidade desse ponto é
em uma drea verde dentro da cidade de Rio Paranaiba, a qual ndo sofre intervencodes
humanas constantes que prejudiquem a conservacdo do local, visto que o manancial de
abastecimento de dgua da cidade depende desse corrego. Além disso, o isolamento da
populacdo € evidente, ja que, além de ser um espaco pequeno, conta com mais uma
barreira geografica no curso para outros rios, uma queda d’dgua de menor escala. Isso
faz com que a dificuldade de fluxo génico com outras populagdes seja ainda maior,
assim como uma possivel migracdo no periodo reprodutivo da espécie. O isolamento da
populacdo fez com que as diferencas genéticas acumuladas ao longo do tempo fossem

mais evidenciadas quando comparadas as outras populacdes analisadas neste trabalho.

Sabe-se que o ambiente influencia diretamente no fendtipo das espécies,
podendo causar diferenciacdes ao longo do tempo em populacdes isoladas (Peres-Neto,
1999; Streelman e Danley, 2003). A capacidade de uma mesma espécie se adaptar a
diferentes ambientes € relacionada com a plasticidade fenotipica, a qual € presente e
bem evidente no género Astyanax (De Souza et. al., 2015). O género também ¢é
conhecido por possuir espécies com morfologia bem semelhante, causando problemas

em termos de taxonomia (Garutti e Britski, 2000).

A plasticidade fenotipica pode ser evidenciada até mesmo entre populacdes de
uma mesma bacia hidrografica (Caramashi, 1986), e pode resultar em diferencas
morfoldgicas entre as populagdes, geralmente moduladas por pressdo ambiental local.
Sendo assim, a forma do corpo de um individuo e suas alteragdes, estdo correlacionadas
com as questdes influenciadoras do ambiente em que sdo encontrados (Abilhoa, 2007).
Os resultados das andlises de morfometria geométrica ndo evidenciaram a distin¢do da
maioria das populagdes, com exce¢do da populacido do Parque de Exposicoes (Figura 8).
Os pontos de coleta definidos se localizam em regides proximas (Figura 3) com
algumas ligagdes entre si e pressdes ambientais relativamente parecidas, como por
exemplo cérregos de correnteza relativamente rdpida. Sendo assim, espera-se que as
respostas fenotipicas das populacdes também sejam semelhantes, resultando na
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inexisténcia de um distin¢cdo clara entre elas em termos de morfometria (Peres-Neto,

1999).

Alteracdes morfoldgicas e genéticas ndo necessariamente acontecem no mesmo
tempo evolutivo. Existem pesquisas que demonstram exemplos em que uma delas ja
estd evidenciada, e a outra ainda ndo. Um estudo feito por Lima (2016), demonstra uma
morfologia comparativa entre A. fasciatus e A. scabripinnis. Os resultados evidenciam a
clara distincdo morfoldgica entre as duas espécies, apesar de serem bem préximas
geneticamente, ja que possuem uma distincia intra-especifica menor que 2% (valor
minimo para distincdo entre duas espécies) (April, et al., 2013; Lima, 2016). De fato,
em A. fasciatus foi observado que mesmo a mudanca cromossdmica antecipa a mudanga

molecular, causando anacronismos evolutivos (Kavalco et al., 2016).

O shape consenso gerado para a A. paranae (Figura 8) demonstra um corpo mais
fusiforme, curto e alto, fendtipo que favorece a natagdo e o equilibrio em ambientes que
possuem a velocidade média da dgua relativamente rapida, como € o caso dos riachos da

Bacia do Parana (Atlas das Aguas, 2018).

Os resultados das andlises das sequéncias do gene cyt b para as nove populacdes
analisadas demonstraram a estruturacio mais evidente de algumas populacdes, enquanto
outras estiveram mais dispersas. As relacdes definidas entre as populacdes t€ém como
base principalmente a proximidade dos pontos, assim como sua conectividade ao longo
dos cursos d’dgua (Figura 3). Os resultados inferidos pela rede de hapldtipos
corroboram as conexdes do filograma da andlise Bayesiana, e servem de premissa para

os estudos filogeogréficos de A. paranae na bacia do alto rio Paranaiba.

A populacdo do Rio Paranaiba, foi uma das populacdes que se mostraram com
maior diversidade haplotipica, podendo, assim, ser caracterizada como o centro
dispersor das populacdes. Além disso, seus hapldtipos se conectam no centro da rede
(Figura 7). Ha relacdo entre a distribuicdo dessa populagdo com a do rio Sdo Jodo,
ligando as duas com o compartilhamento de um mesmo ancestral. Porém, pela
distribuicdo e formacdo dos haplétipos, infere-se que em algum dado momento, a
populacdo do rio Sdo Jodo se isolou, enquanto houve a dispersdao dos individuos do Rio
Paranaiba, resultando na perda do haplétipo ancestral (Funk e Omland, 2003) e
permanéncia deste na populacido do rio Sdo Jodo. A dispersao dos individuos do Rio

Paranaiba € facilitada pela existéncia de varios riachos préximos.
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As populagdes do riacho Agua Grande, corrego do Parque do Zarico e do
Buraco, Ribeirdo do Quilombo e Riacho Olhos d’agua, possuem um haplotipo diferente
para cada individuo, corroborando com algumas das informagdes geradas pelo
filograma da inferéncia Bayesiana (Figura 5). Os resultados podem estar relacionados
com a utilidade dos locais, podendo estes serem pontos de reprodugdo ou até mesmo de
encontro de subpopulacdes oriundas de outros cérregos proximos. Os individuos vindos
do Parque do Zarico, foram todos coletados em periodo de reprodugdo. Aplicando-se a
ideia de migracdes curtas realizadas nesse periodo, os resultados se confirmam, ja que a
separacao dos haplotipos da populagdo pode estar diretamente relacionada as migracoes

durante o periodo reprodutivo (Suzuki et al., 2004).

Um fato que contribui para tais dados esta relacionado ao tamanho dos cursos
d’4gua das populagdes. Os maiores, como Rio Paranaiba e Sdo Jodo, oferecem uma
gama maior de recursos, conseguindo abrigar simultaneamente vérias populacdes e/ou
individuos sem que a competi¢do seja intensificada (Begon et. al., 2007). Em riachos
com volumes menores, como é o caso, por exemplo, do Parque do Zarico e Agua
Grande, a quantidade de recursos oferecida € menor, o que deve ter intensificado a

ocorréncia de migragdes constantes pela busca de recursos.

No centro da rede nota-se a maior diversidade haplotipica, enquanto que nas
periferias essa diversidade diminui. Isso pode ser explicado baseando-se na premissa
dada pela “Teoria da Biogeografia de Ilhas” (MacArthur e Wilson, 1967) e “Teoria do
Coalescente” (Posada e Crandall, 2001). Segundo a primeira, areas maiores apresentam
maior diversidade do que as menores, assim como em dreas proximas a locais que
podem fornecer migrantes. A segunda explica a distribuicdo dos haplotipos na rede,
ressaltando que um dnico haplétipo ancestral pode dar origem a varios descendentes e,

assim, permitindo a compreensao de relagdes ancestrais e distribui¢do geografica.

Embora tenha apresentado grande diversidade, populacdes pequenas e
“fechadas”, como a do Parque de Exposicdes, tendem a enfrentar sérios problemas com
perda de diversidade genética e aumento da endogamia. Isso, em conjunto, faz com que
a habilidade de responder as alteragdes do ambiente e se adaptar sejam reduzidas,
dificultando a permanéncia de uma populacdo num local (Hedrick, 2000). Além disso, a
homogeneidade genética entre os individuos causada pelo alto indice de endogamia,
pode levar a eliminagdo ou redugdo drastica da populagdo frente a eventos estocasticos
que podem acontecer no ambiente, como por exemplo o desmatamento e diminui¢io da
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area para permanéncia e adaptacdo dos individuos. Em populacdes de tamanho
reduzido, os efeitos da deriva genética também sdao maiores, causando impactos ainda

maiores na evolugdo destas (Frankham et. al., 2002).

Juntamente com isso, entram as questdes relacionados com a fragmentacdo de
habitat e a consequente migracdo reduzida, as quais influenciam diretamente na reducao
do fluxo génico e aumenta o isolamento entre as populacdes. Ao longo do tempo isso
gera uma clara diferenciacdo entre populacdes de uma mesma espécie, causando
divergéncias genéticas e até mesmo morfolégicas (Allan e Castillo, 2007). As
consequéncias geradas por esses problemas podem ser diminuidas com praticas de

conservagao e protecao ao ambiente.

Uma populagdo que segue alguns padrdes condizentes com a do Parque de
Exposicdes em termos dos efeitos da conservacdo na diferenciacdo genética é a do
Corrego do Zarico. Também se trata de uma populagdo pequena e restrita, localizada
muito proxima da populagdo do Parque de Exposicdes, porém seu grau de isolamento €
menor € ¢ um ambiente que sofre intervengdes constantes no meio, o que dificulta a
permanéncia e adaptacdo dos individuos. Os resultados das andlises demonstraram a nao

estruturacdo (Figura 5) dessa populagdo, ndo diferenciando-a das demais.

Diante disso, assume-se que a avaliacdo dos efeitos da fragmentacdo de habitat,
desmatamento e até mesmo das interven¢des humanas sobre a estruturacdo e

diversidade genética de uma populacio é um meio importante e eficaz de tomar

decisdes acerca da conservacao do ambiente (Galetti, et. al., 2008).

6) Consideracoes finais

Avise (2000), com base na distribuicdo geografica e grau de divergéncia
apresentada pelos hapldotipos de DNA mitocondrial, dividiu a filogeografia em
categorias capazes de caracterizar a distribuicdo das populagdes e outros fatores
(Teixeira, 2011). A primeira inclui linhagens bem divergentes, as quais se distribuem
em dreas distintas (alopatria); a segunda relaciona linhagens divergentes de uma mesma
drea (simpatria); na terceira estdo presentes linhagens de areas geogréficas diferentes
(alopatria), porém com pouca divergéncia entre elas; as incluidas na quarta sdo aquelas

linhagens com baixa ou nenhuma divergéncia e que se desenvolvem em simpatria; por
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fim, na quinta categoria, intermedidria entre a terceira e a quarta, encontram-se aquelas

linhagens que possuem pouca divergéncia e separagcdo geografica parcial.

A excecdo € a populacdo habitante do Parque de Exposi¢des, que apesar de
possuir uma diferenca muito sutil no shape, apresenta profunda estruturacdo genética,
ultrapassando o limite estabelecido para espécie. Segundo o limiar de 2%, proposto por
April et al. (2013), € muito provavel que trate-se de uma unidade taxondmica
operacional diferente de A. paranae, sendo necessarios mais estudos para avaliar essa
evidéncia inicial. Vale a pena ressaltar o cardter diferenciado desta populagdo com
relacdo a preservacdo do ambiente em que se encontra, € o fato de que, ao longo do
tempo evolutivo, pode evoluir para uma nova espécie presente a sua diferenciacdo das

demais populacdes.

Diante disso, e por todos os dados apresentados, conclui-se que Astyanax
paranae, pode ser considerado pertencente a terceira categoria de Avise, ji que
apresenta pouca divergéncia entre as populacdes estudadas, as quais se encontram em
espacos distintos e definem a condicdo de alopatria da espécie. Os resultados
encontrados demonstram a eficdcia de andlises moleculares e morfologicas em definir
as relacdes evolutivas entre populacdes, dando crédito a sua utilizacdo em estudos
filogeograficos. Além disso, possibilitam resgatar um pouco do conhecimento da
historia evolutiva da espécie na bacia, assim como sua diferenciacdo e estruturacdo

genética, o que pode ser aplicado em estratégias de manejo e conservagdo da mesma.
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Anexos:

Tabela 4: descri¢ao dos haplétipos resultantes da andlise de rede das sequéncias do gene
eyt b. SJ2: Rio Sdo Jodo; RP1: Rio Paranaiba; PE: Parque de Exposicdes; AG5: Agua
Grande P5; ZAR: Zarico/Lava-Pés; BU: Buraco; F2: Ribeirdo de Fora; Q2: Quilombo;
OD2: Olhos d’agua.

Nuimero do Individuos pertencentes ao Numero do Individuos pertencentes ao
haplétipo haplétipo haplétipo haplétipo
1 3475 OD2 16 2891 SJ2
2 3765 BU 17 2997 PE
3 3563 Q2 18 2998 PE
4 3477 BU 19 3000 PE
5 3568 Q2 20 3001 PE; 3002 PE; 3003 PE
6 3573 Q2 21 3071 ZAR
7 2877 SJ2, 2889 SJ2, 2890 SJ2 22 3072 ZAR
8 2878 SJ2 23 3073 ZAR
9 2879 SJ2 24 3153 AG5
10 3478 OD2 25 3165 AGS5; 3261 RP1
11 3674 F2 26 3170 AGS; 3247 RP1; 3251 RP1; 3252

RP1; 3256 RP1; 3257 RP1; 3258 RP1

12 3676 F2 27 3249 RP1
13 3680 F2 28 3250 RP1
14 3760 BU 29 3259 RP1
15 3761 BU
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