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RESUMO

NETO, Ariana da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2017.
Filogeografia cariotipica e molecular de Geophagus brasiliensis (QUOY &
GAIMARD, 1824) (Perciformes: Cichlidae) nas bacias do sudeste brasileiro:
subsidios para a biogeografia histérica do taxon. Orientador: Jorge Abdala Dergam dos
Santos. Coorientadora: Manuela Maria Cavalcante Granja

Uma das espécies de ciclideos que possui ampla distribui¢do nas bacias hidrograficas
brasileiras é o Geophagus brasiliensis, popularmente conhecido como ““acard” ou “card”,
ocorrendo nas drenagens costeiras do leste e sul do Brasil e no Uruguai. A primeira
descricdo cariotipica dessa espécie foi realizada em 1977, desde entdo, outras populacdes
de diferentes localidades foram analisadas e todas elas mostraram nimero diploide igual a
48 cromossomos (2n=48), entretanto, as morfologias cromossdmicas apresentam variacoes
no caridtipo e no nimero fundamental. A andlise cariotipica de Geophagus brasiliensis foi
realizada em 112 espécimes de quatro populacdes das bacias do Paraiba do Sul e
Itabapoana. Foram usadas as técnicas de coloracdo convencional com Giemsa, NORs e
hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) com as sondas de rDNA 18S e 5S e com a sonda
de DNA repetitivo CA(;5). O niimero diploide foi 2n= 48 cromossomos, com varia¢do no
nimero fundamental NF= 52 ou NF= 56. Foram observadas trés férmulas cariotipicas
diferentes: 4sm +28st +16a foi encontrada na localidade do rio Itabapoana-PCH Calheiros
(bacia do Itabapoana); nas localidades rio Preto (bacia do Itabapoana) e rio Pinho (bacia do
Paraiba do Sul) foi encontrada a férmula 4sm+ 18st+ 26a; e a terceira formula cariotipica
8sm +12st +28a foi encontrada na localidade rio Sdo Francisco do Gléria (bacia do rio
Paraiba do Sul). O numero de NORs teve variagdo intrapopulacional, predominando
individuos com marcagdo em um par cromossomico. A sonda de tDNA 18S confirmou o
padrao obtido com o bandeamento NOR, exceto em uma populacdo que o nimero de
marcacdes de 18S foi menor que o das NORs. A localizacdo da sonda de rDNA 5S
manteve-se conservada em todas as amostras. As marcacOes utilizando a sonda de DNA
repetitivo CA(j5), no geral, ocorreram nas regides terminais dos cromossomos, com
algumas marcacdes difusas ao longo dos cromossomos de todas as populagdes. Os
resultados obtidos sugerem que os cariétipos com o primeiro par Ccromossomico
heteromorfico estdo restritos a bacia do rio Doce e que a bacia do Paraiba do Sul apresenta
trés citotipos alopétricos, diferindo no nimero de cromossomos submetacéntricos € no

nimero de subtelocéntricos/acrocéntricos. As Andlises filogenéticas e de méxima
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verossimilhanga foram realizadas com base em um fragmento do gene COI As hipdteses
filogenética indicou a existéncia de dois haplogrupos (I e II) com bom suporte estatistico, e
um terceiro haplogrupo (III), com baixo suporte. O haplogrupo I reuniu as populacdes das
localidades das bacias dos rios Doce, Paraiba do Sul, Itabapoana e Sao Francisco. O
haplogrupo II reuniu os espécimes do rio Mucuri e da bacia do Rio Doce. O haplogrupo III
foi exclusivamente formado por amostras da bacia do Paraiba do Sul. A andlise de
variancia molecular (AMOVA) mostrou que ocorre mais variacdo entre as populagcdes
dentro das bacias, do que dentro de cada populac¢do, com um valor de Fct ndo significativo
de variabilidade entre as bacias. Com base nestes resultados, observa-se que a distribuicao
de G. brasiliensis nas bacias costeiras do sudeste brasileiro envolveu mais dispersiao e
menos vicaridncia do que uma espécie obrigatéria de dgua doce, como Hoplias

malabaricus.
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ABSTRACT

NETO, Ariana da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, October, 2017.
Karyotype and molecular phylogeography of Geophagus brasiliensis (QUOY &
GAIMARD, 1824) (Perciformes: Cichlidae) in the southeastern Brazilian basins:
subsidies for the historical biogeography of the taxon.. Adviser: Jorge Abdala Dergam
dos Santos. Co-adviser: Manuela Maria Cavalcante Granja.

One of the species of cichlids that is widely distributed in Brazilian watersheds is
Geophagus brasiliensis, popularly known as "acard" or "card", occurring in the coastal
drains of the east and south of Brazil and Uruguay. The first karyotypic description of this
species was carried out in 1977, since then, other populations from different localities were
analyzed and all showed a diploid number equal to 48 chromosomes (2n = 48), however,
chromosomal morphologies have variations in karyotype and fundamental number. The
karyotypic analysis of Geophagus brasileinsis was carried out on 112 specimens from four
populations of the Paraiba do Sul and Itabapoana basins. Conventional staining techniques
with Giemsa, NORs and fluorescence in situ hybridization (FISH) were used with the 18S
and 5S rDNA probes and with the CA (15) repetitive DNA probe. The diploid number was
2n = 48 chromosomes, with a variation in the fundamental number NF = 52 or NF = 56.
Three different karyotype formulas were observed: 4sm + 28st + 16a was found in the
Itabapoana-Calhs PCH (Itabapoana basin); in the localities of Rio Preto (Itabapoana basin)
and Pinho river (Paraiba do Sul basin) was found the formula 4sm + 18st + 26a; and the
third karyotypic formula 8sm + 12st + 28a was found in the Sdo Francisco do Gloria river
basin (Paraiba do Sul river basin). The number of NORs had intrapopulation variation,
predominantly individuals with marking on a chromosomal pair. The 18S rDNA probe
confirmed the pattern obtained with the NOR banding, except in a population that the
number of 18S tags was lower than that of the NORs. The location of the 5S rDNA probe
remained conserved in all samples. The markings using the repetitive DNA probe CA(s),
in general, occurred in the terminal regions of the chromosomes, with diffuse markings
along the chromosomes of all populations. The results obtained suggest that the karyotypes
with the first heteromorphic chromosome pair are restricted to the Doce river basin and
that the Paraiba do Sul basin presents three allopatric cytotypes, differing in the number of
submetacentric chromosomes and in the number of subtelocentric /acrocentric. Bayesian
and maximum likelihood analyzes were performed based on a fragment of the COI gene.

The phylogenetic tree indicated the existence of two haplogroups (I and II) with good
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statistical support, and a third haplogroup (III), with low support. Haplogroup I gathered
populations from the localities of Doce, Paraiba do Sul, Itabapoana and Sao Francisco river
basins. Haplogroup II collected the specimens of the Mucuri river and the river Doce basin.
Haplogroup III was exclusively composed of samples from the Paraiba do Sul basin. The
analysis of molecular variance (AMOVA) showed that there is more variation among the
populations within the basins, than within each population, with a value of Fct no
significant variability between the basins. Based on these results, it is observed that the
distribution of G. brasiliensis in the coastal basins of southeastern Brazil involved more
dispersion and less vicariance than a mandatory freshwater species, such as Hoplias

malabaricus.



1. INTRODUCAO GERAL
A diversidade de comunidades bidticas, tanto de vegetais quanto de animais, € mais

acentuada em baixas latitudes quando comparada a altas latitudes, o que também € valido
para espécies de peixes tropicais de dgua doce ou de 4gua marinha (LOWE-
MCCONNELL, 1987). Os peixes representam o grupo mais diversificado e um dos mais
interessantes para estudos de variabilidade genética e de evolucdo dentre os vertebrados,
uma vez que ocupam uma posicdo basal na filogenia dos Vertebrata (NELSON et al.,
2016).

A regido neotropical apresenta a maior diversidade de peixes do mundo e € tnica
no sentido de que a sua maior diversidade ocorre em nivel especifico ou de subpopulacgdes
(ALBERT E REIS, 2011). A definicao dos fatores que determinaram essa variabilidade sao
ainda pouco entendidos na regido sudeste do Brasil.

Nesta regido, os rios Doce, Paraiba do Sul e Itabapoana drenam os estados de
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, sendo considerados rios
costeiros e integrantes das ecorregidoes nordeste da Mata Atlantica, Paraiba do Sul e
Sudeste da Mata Atlantica, nimeros 328, 329 e 331 respectivamente (ABELL et al., 2008).
Apesar de estarem localizados entre os maiores centros urbano-industriais do pafs, ainda
abrigam biodiversidade relativamente pouco conhecida e caracteristica de bacias
periféricas: baixa diversidade de tdxons e alto grau de endemismo (ALBERT e REIS,
2011). Dentre as bacias costeiras, a ictiofauna da bacia do rio Doce € um pouco mais
conhecida, a qual apresenta uma grande diversidade e os registros atuais indicam a
ocorréncia de 71 espécies de peixes nativos, 11 ameagados de extin¢do e 28 espécies
introduzidas (VIEIRA et al., 2010). A bacia do rio Paraiba do Sul conta com mais de 160
espécies de peixes (BIZERRIL e PRIMO 2001). Os registros de peixes para os afluentes
em Minas Gerais, na bacia do Paraiba do Sul indicam a presenca de 81 espécies
pertencentes a 55 géneros, 29 familias e nove ordens (TEIXEIRA et al., 2005), sendo que
destas, 65 espécies sdo nativas, 10 estdo ameacadas de extingdo e 15 sdo end€micas
(VIEIRA e RODRIGUES, 2010). No rio Itabapoana, ocorrem 72 espécies, sendo que 27
destas sdo encontradas exclusivamente nesta bacia (SARMENTO-SOARES e MARTINS-
PINHEIRO, 2013).

Com mais de 1300 espécies descritas, a familia Cichlidae € uma das mais
especiosas familias de vertebrados e somente as familias Gobiidae (com 1875 espécies) e
Cyprinidae (com 2010 espécies) competem pela posicio de familia com maior

biodiversidade (KULLANDER, 2003). Cichlidae apresenta ampla distribui¢do, ocorrendo
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na América do Sul e Central, partes da Asia e América do Norte, Africa (incluindo
Madagascar) e India (MOYLE e JUNIOR CECH, 2000; KULLANDER, 2003).

Os ciclideos neotropicais ndo apresentam a mesma diversidade em relacdo aos
africanos, todavia possuem grandes variagdes morfoldgicas, comportamentais e ecolégicas
(NELSON, 2006). Existem 450 espécies descritas para o neotrépico, mas somente 106
destas espécies ja foram citogeneticamente analisadas (FELDBERG et al., 2003). Uma das
espécies de ciclideos que possui ampla distribuicao nas bacias hidrograficas brasileiras € o
Geophagus brasiliensis, popularmente conhecido como ‘“acard” ou “card”, ocorrendo nas
drenagens costeiras do leste e sul do Brasil e no Uruguai (KULLANDER, 2003).

A primeira descricdo cariotipica dessa espécie foi realizada por MICHELE e
TAKAHASHI (1977). Desde entdo, outras populacdes de diferentes localidades foram
analisadas e todas elas mostraram numero diploide igual a 48 cromossomos (2n=48),
entretanto, as morfologias cromossOmicas apresentaram variacdes no cariétipo € no
numero fundamental (50, 51, 52, 54 e 56) (THOMPSON, 1979; MICHELE e
TAKAHASHI, 1977; FELDBERG e BERTOLLO, 1985a; MARTINS et al., 1995;
VICARI et al., 2006; PIRES et al., 2008; PERAZZO et al., 2013; ALVES-SILVA e
DERGAM, 2015; OLIVEIRA et al., 2016).

Sistemas de identificacio molecular de espécies tornaram-se eficientes com os
avancos da biologia molecular (AVISE, 2004). O uso de DNA barcoding emergiu
recentemente como uma maneira de identificar espécies a partir de um fragmento do gene
da citocromo oxidase subunidade I COI (HEBERT et al.,, 2003). Essa técnica tem
apresentado alta taxa de sucesso na identificacdo rdpida de diversos grupos de artrépodes,
aves, peixes e anfibios (HEBERT et al., 2003, 2004; KERR et al., 2007; WARD et al.,
2005; SMITH et al., 2008). O DNA barcoding permitiu a identificagdo correta de 388
espécies de peixes de ordens diferentes (WARD e HOLMES, 2007) e teve o poder
discriminatério de identificacdo de 93% em peixes de dgua doce e 98% em espécies de
peixes marinhos (WARD et al.,, 2009). Em alguns peixes neotropicais, ¢ complicado
compreender os processos de especiacdo que originaram a diferenciacdo em espécies,
devido a reduzida variabilidade morfoldgica associada a alguns grupos. Nestes casos,
estudos moleculares tétm um papel fundamental para esclarecer estes problemas de
identificacdo, pois sdo capazes de mostrar a diversidade genética presente nesses grupos
(e.g. TURNER et al., 2004; SANTOS et al., 2009; PEREIRA et al., 2013).

Segundo HAJIBABAEI et al. (2007), o DNA Barcoding pode auxiliar em outros

estudos como na filogenia, taxonomia e na genética de populacdes. Na taxonomia pode ser
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rotineiramente utilizado para a identificacao de espécimes e contribuir para a investigacao
de espécies sem definicdo taxondmica. Em estudos filogenéticos pode ser um 6timo ponto
de partida para a selecdo de tdxons com ambiguidades filogenéticas e a utilizacdo das
sequéncias depositadas no banco de dados do Barcoding pode ser utilizada para constru¢ao
de 4rvores filogenéticas. J4 em genética de populacdes pode oferecer o primeiro sinal de
divergéncias populacionais e facilitar o estudo comparativo da diversidade populacional de
muitas espécies.

A filogeografia é definida como o estudo dos principios e processos que
determinam a distribui¢do geogrdfica de linhagens genealdgicas (AVISE et al., 1987).
Como o proprio nome indica, a filogeografia lida ndo somente com as relacdes
filogenéticas entre os tdxons estudados, mas com os componentes histéricos responsaveis
pela distribuicdo espacial das linhagens. Para que se tenha uma melhor compreensdo da
biogeografia histérica de Geophagus brasiliensis no sudeste do Brasil, sdo necessarios
estudos que possam complementar aos resultados encontrados para essa regido até o
momento. Assim, este trabalho tem como objetivos a realizacdo de estudos cariotipicos nas
bacias do rio Paraiba do Sul e do rio Itabapoana, complementando esta anélise com uma
populacdo da bacia do rio Doce, bem como uma andlise filogeogrifica preliminar

utilizando o gene COI nesta regido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:
Caracterizar citogenética e molecularmente populacdes de Geophagus brasiliensis

das bacias do Paraiba do Sul e do Itabapoana, obtendo dados comparativos com os
resultados encontrados por ALVES-SILVA e DERGAM (2015) e OLIVEIRA et al.,
(2016), visando assim, ampliar o conhecimento para o estudo da variacdo biogeogréfica

cromossOmica na espécie.

2.2 Objetivos Especificos:

- Caracterizar citogeneticamente as populacdes das bacias dos rios Paraiba do Sul e
Itabapoana utilizando dados relativos ao caridtipo, regido organizadora de nucléolos e

hibridizagdo in situ fluorescente com as sondas ribossomais 18S e 5S rDNA;

- Analisar as marcagdes da sonda de DNA repetitivo CA(;5) em uma populacdo estudada
por ALVES-SILVA e DERGAM (2015) e comparar com as marcagdes das populagdes das

duas bacias mais ao sul da bacia do Rio Doce coletadas no presente trabalho;

- Estimar a distribuicdo geograficas dos haplétipos de quatorze populacdes de G.

brasilienis pela andlise filogenética do gene mitocondrial COI,

- Comparar os dados citogenéticos e moleculares das populacdes de Geophagus
brasiliensis do presente trabalho com os das bacias dos rios Doce analisadas por ALVES-
SILVA e DERGAM (2015) e OLIVEIRA et al., (2016) das bacias do Recéncavo Sul, do

Rio Contas e Uma Almada.



ARTIGO

CARACTERIZACAO CITOGENETICA E MOLECULAR DE POPULACOES DE
Geophagus brasiliensis (QUOY & GAIMARD, 1824) (TELEOSTEI: CICHLIDAE)
NO SUDESTE BRASILEIRO

3.INTRODUCAO
A familia Cichlidae, com cerca de 450 representantes na ictiofauna neotropical

(NELSON, 2006), possui espécies de interesse para estudos evolutivos, pois algumas
apresentam ampla distribuicdo bem como enorme plasticidade morfoldgica, assumindo um
leque de formas que os torna um sistema ideal para testar os fatores que sdo a base da
diversidade morfologica (ALBERTSON e KOCHER, 2006). Na regido Neotropical,
estudos com espécies do género Gymnogeophagus t€m sido utilizados para teste de
hipdteses relacionadas com a evolugdo dos sistemas de cuidado parental (WIMBERGER et
al., 1998). Da mesma forma, a combinac¢ao de dados citogenéticos e moleculares podem
contribuir para a caracterizacdo de espécies novas (PEREIRA et al., 2013) e aspectos
biogeograficos historicos das espécies da regido.

Geophagus brasiliensis € uma espécie de ciclideo de ampla distribui¢do que ocorre
nas drenagens costeiras do leste e sul do Brasil e Uruguai, sendo encontrado na regido Sul
e Sudeste do Brasil e em vérios biomas aquéticos (FROESE e PAULY, 2017). Em alguns
casos, podem ocorrer diferencas morfologicas tdo marcantes entre suas populacdes, a
ponto de se sugerir a existéncia de diferentes espécies (MARTINS et al., 1995; BRUM e
GALETTI, 1997). BRUM et al., (1998) sugerem, com base em dados citogenéticos, um
provavel complexo de espécies neste grupo, o que € corroborado por andlises que
demostram uma variagdo na estrutura do cariétipo, envolvendo principalmente o0 nimero
fundamental cromossdmico (NF=50-56), ja que o ndimero diploide (2n= 48) é conservado
em todas as populacdes analisadas (revisado em OLIVEIRA et al., 2016). Da mesma
forma, outras espécies de ampla distribui¢do, como Hoplias malabaricus (BLOCH, 1894)
e Astyanax bimaculatus (LINNEAUS, 1758), apresentam extensa variagcdo cromossomica e
sdo considerados como complexo de espécies ou paraespécies (sensu ALBERT e REIS,
2011).

Apesar dos avangos da citogenética em peixes, os estudos usando a técnica de
hibridizacao in situ fluorescente (FISH) no complexo “Geophagus brasiliensis” ainda sdo
escassos. Sabe-se que as sondas de rDNA 18S variam de dois até seis cromossomos
marcados, coincidindo parcialmente com as marcagdes encontradas pela NORs, e os sitios
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de rDNA 58S estdo localizados na posi¢ao intersticial de apenas um par de cromossomos

em todas as populagdes analisadas (tabela 1).

Tabela 1: Andlise citogenética de Geophagus brasiliensis, incluindo ndmero diploide (2n),
férmula cariotipica, nimero fundamental (NF), nimero de cromossomos portadores da
NORs, distribui¢do de heterocromatina (banda C); sondas de rDNA 18S e 5S, indicam o
nimero de cromossomos marcados pelo FISH usando. Atualizado de OLIVEIRA et al.,

2016.
Localidade 2n Cariétipo NF NORs Banda 18S  5S Referéncia
C

Ribeirdo 48 3 m/sm + 51 - - - MICHELE e
Preto(SP, 45 st/a TAKAHASHI,
Sudeste 1977.
Brasil)
Desconhecida 48 4 m/sm + 52 - - - THOMPSON,

44 st/a 1979.
Brotas (SP, 48 2 m/sm + 50 2 - - FELDBERG e
Sudeste, 46 st/a BERTOLLO,
Brasil) 1985 aeb.
Séo Carlos 48 2 m/sm + 50 2 - - FELDBERG e
(SP, Sudeste 46 st/a BERTOLLO,
Brasil) 1985aeb.
Pirassununga 48 2 m/sm + 50 2 - - FELDBERG e
(SP, Sudeste 46 st/a BERTOLLO,
Brasil) 1985 aeb.
Registro (SP, 48 2 m/sm + 50 2 - - FELDBERG e
Sudeste 46 st/a BERTOLLO,
Brasil) 1985aeb.
Rio Pirapd, 48 8 m/sm + 56 28 p - MARTINS,
bacia Rio 40 st/a PORTELA
Paranapanem CASTRO,
a (PR, Sul JULIO, 1995.
Brasil)
Lagoa 48 8 m/sm + 56 2° p - BRUM et al.,
Rodrigo de 40 st/a 1998.
Freitas (RJ,
Sudeste
Brasil)
Lagoa Marica 48 6 m/sm + 54 2 P - BRUM et al.,
(RJ, Sudeste 42 st/a 1998.
Brasil)
Rio 48 6 m/sm + 54 2 P 2 VICARI et al.,
Jaguariaiva, 42 st/a 2006.
bacia Rio



Paranapanem
a (PR, Sul
Brasil)

Sacovio e
Rio Verde,
bacia Rio
Tibagi (PR,
Sul Brasil)

Rio
Cambezinho,
bacia Rio
Tibagi (PR,
Sul Brasil)

Cérrego Trés
Bocas, bacia
Rio Tibagi
(PR, Sul
Brasil)

Feijao e
corrego
Pantano,
bacia Parana
(PR, Sul
Brasil)

Saco da
Alemoa e
Gasometro
(RS, Sul
Brasil)

Cérrego
Olaria e
corrego
Araqui, Rio
Bonito e Rio

Paraitinguinh
a (SP,
Sudeste

Brasil)

Lagoa
Polegar (RS,
Sul Brasil)

Arraial (RS,
Sul Brasil)

48

48

48

48

48

48

48

48

6 m/sm +
42 st/a

4 m/sm +
44 st/a

4 m/sm +
44 st/a

6 m/sm +
42 st/a

4 m/sm +
44 st/a

2 m/sm +
46 st/a

2 m/sm +
46 st/a

4 m/sm +
44 st/a

6 m/sm +
42 st/a

2 m/sm +
46 st/a

4 m/sm +

54

52

52

54

52

50

50/52/5
4

50/52/5
4

2 p 2°
2 p 2
2° p 2°
2 p 2
2° p -
2° p 2

VICARI et al.,
2006.

PIRES,
CAETANO e
DIAS, 2008.

PIRES,
CAETANO e
DIAS, 2008.

NETO et al.,
2010.

PIRES,
CAETANO e
DIAS, 2010.

POLETTO et
al., 2010 e
POLETTO et
al., 2012.

PERAZZO et
al., 2013.

PERAZZO et
al., 2013.
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Sao Gongalo
(RS, Sul
Brasil)

Lagoa Peixe
(RS, Sul
Brasil)

Lagoa
Quadros (RS,
Sul Brasil)

Parque

Ecolégico
Costa (PR,
Sul Brasil)

Reservatério
Candonga
(MG, Sudeste
Brasil)

Corrégo
Latdo (MG,
Sudeste
Brasil)

Lagoa
Aguapé (MG,
Sudeste
Brasil)

Lagoa Cristal
(MG, Sudeste
Brasil)

48

48

48

48

48

48

48

48

44 st/a

6 m/sm +
42 st/a

2 m/sm +
46 st/a

2 m/sm +
46 st/a

2 m/sm +
46 st/a

6 m/sm +
42 st/a

2 m/sm +
46 st/a

4 m/sm +
44 st/a

6 m/sm +
42 st/a

3sm+ 18st+
27a

2sm+ 20st+
26a

4sm+ 18st+
26t

3sm+ 18st+
27a

2sm+ 20st+
26a

4sm+ 18st+
26t

3sm+ 18st+
27a

2sm+ 20st+
26a

4sm+ 18st+
26t

3sm+ 18st+
27a

2sm+ 20st+
26a

4sm+ 18st+

50

50

50/54

50/52/5
4

50/51/5
2

50/51/5
2

50/51/5
2

50/51/5
2

2-4

3-5

PERAZZO et
al., 2013.

PERAZZO et
al., 2013.

PERAZZO et
al., 2013.

PERAZZO et
al., 2013.

ALVES-
SILVA e
DERGAM,
2015.

ALVES-
SILVAe
DERGAM,
2015.

ALVES-
SILVA e
DERGAM,
2015.

ALVES-
SILVAe
DERGAM,
2015.
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Lagoa
Linguica
(MG, Sudeste
Brasil)

Rio Santo
Ant6nio (MG,
Sudeste

Brasil)

Rio Mineiro,
bacia
Reconcavo
Sul (BA,
Nordeste
Brasil)

Rio Contas,
bacia do rio
Contas (BA,
Nordeste
Brasil)

Rio Pedras,
bacia do rio
Contas (BA,
Nordeste
Brasil)

Rio Preto do
Costa, bacia
do rio Contas
(BA,
Nordeste
Brasil)

Rio Preto do
Cricitima,
bacia do rio
Contas (BA,
Nordeste
Brasil)

Rio Oricé,
bacia do rio
Contas (BA,
Nordeste
Brasil)

48

48

48

48

48

48

48

48

26t

3sm+ 18st+
27a

2sm+ 20st+
26a

4sm+ 18st+
26t

3sm+ 18st+
27a

2sm+ 20st+
26a

4sm+ 18st+
26t

2m/sm+
46st/a

2m/sm+
46st/a

2m/sm+
46st/a

2m/sm+
46st/a

2m/sm+
46st/a

2m/sm+
46st/a

50/51/5
2

50/51/5
2

50

50

50

50

50

50

2-4

2-3

ALVES-
SILVAe
DERGAM,
2015.

ALVES-
SILVAe
DERGAM,
2015.

OLIVEIRA
et al., 2016.

OLIVEIRA
et al., 2016.

OLIVEIRA
et al., 2016.

OLIVEIRA
et al., 2016.

OLIVEIRA
et al., 2016.

OLIVEIRA
et al., 2016.
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Rio Sio 48 2m/sm+ 50 2 p 3 2  OLIVEIRA
Pedro, bacia 46st/a et al., 2016.
do Uma-

Almada (BA,

Nordeste

Brasil)

O sobrescrito a indica presenca de heteromorfismo dentro do par de cromossomos portadores de NOR; NF:
nimero fundamental; P: bandas pericentroméricas.

No sudeste brasileiro, as andlises moleculares e citogenéticas realizadas nesta
espécie foram realizadas por ALVES-SILVA e DERGAM (2015); a topologia da 4rvore
em G. brasiliensis obtida pelo método bayesiano, com base na variacdo do gene COI, ndo
foi correlacionada com o polimorfismo encontrado no primeiro par cromossdomico do
cariotipo, mas permitiu a identificacdo de trés haplogrupos, mostrando que a bacia do Rio
Doce esta parcialmente isolada da bacia do Paraiba do Sul.

A fim de obter um panorama mais abrangente da regido Sudeste do Brasil sobre a
divergéncia cariotipica e filogeografica dessa espécie, este trabalho teve como objetivo
analisar citogenetica e molecularmente, G. brasiliensis em quatro populagdes distribuidas

nas bacias dos rios Paraiba do Sul e Itabapoana.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Espécimes e preparacio cromossomica
As andlises citogenéticas foram realizadas em 112 espécimes de Geophagus

brasiliensis coletados no Rio Sdo Francisco do Gléria, no rio Pinho, no rio Preto, no rio
Itabapoana e Rio Doce (Tabela 2, Figura 1). No laboratdrio, os peixes receberam uma dose
aquosa de colchicina 0,0125%, na relacdo de 10mg por 100 g de peso. Foram entdo
anestesiados e eutanasiados com soluc¢do aquosa de 6leo de cravo na concentracdo de 300
mg.L'1 (LUCENA et al., 2013), conforme aprovado pela autorizacdo numero 051/2016 do
Comité de Etica da Universidade Federal de Vicosa. As preparagdes cromossomicas
foram obtidas das células do rim anterior utilizando o método convencional de
BERTOLLO et al. (1978) (Anexo 1). Os seguintes padrdes citogenéticos foram realizados:
coloragcdo convencional com giemsa, identificacdo das regides organizadoras de nucléolo
através da impregnacdo por nitrato de prata (NORs) (HOWELL e BLACK, 1980),
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) com as sondas 18S e 5S rDNA (HATANAKA e
GALETTI Jr 2004), bem como com a sondas de DNA repetitivo CA(s), GA(15), CATi5),
GCs)e AT(5)(PINKEL et al., 1986) (Anexo 1). Para marcacdo das sondas ribossomais foi

utilizado o procedimento de nick-translation com uso do kit Nick Translation Digoxigenin
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(Roche) de acordo com as recomendacdes do fabricante, a detec¢do da sonda foi feita com
a anti-digoxigenin rhodamine (Roche), e as sondas repetitivas foram comercialmente
marcadas em sua extremidade 5’ com o fluor6foro Cy; (Sigma).

As metdfases com melhor morfologia cromossdmica foram capturadas digitalmente
em microscopio Olympus BX53F com cameras Olympus DP73 e MX 10, para técnicas
cléassicas e fluorescentes respectivamente; utilizando o sistema CellSens (Olympus Corp.).
Os cariétipos foram medidos com auxilio do software Image-Pro Plus® e classificados
seguindo a razdo de bracos (RB) em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) segundo LEVAN et al. (1964) com modificacdes,
considerando como acrocéntricos apenas aqueles cromossomos sem braco maior visivel.
Seguindo ALVES-SILVA e DERGAM (2015), os cromossomos que apresentaram um
segmento visivel de braco foram considerados subtelocéntricos. Este critério visual
permitiu um grau maior de resolugdo e foi também utilizado para reinterpretar resultados ja
publicados. Para cdlculo do Nimero Fundamental de bracos (NF) os cromossomos
classificados como metacéntricos (m) e submetacéntricos (sm) foram considerados de dois
bracos, enquanto os subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) constituidos por um unico
braco. A identificacdo dos pares de homdlogos nas preparacdes de FISH foi feita com base

em imagens coradas com coloragdo convencional (Giemsa).
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Tabela 2: Areas e nimero de espécimes amostrados (N) de Geophagus brasiliensis no
sudeste brasileiro.

Bacia Rio/Localidade N GPS
Paraibado  rio Sado Francisco do Gléria/ Muriaé-MG 28 20°81°20,13” S/
Sul 42°32°34 38" W
rio Pinho/ Santos Dumont-MG 10 21°47°52.27” S/
43°46°48,68” W
Itabapoana  rio Preto/ Espera Feliz-MG 13 20°74°66,35” S/
41°87°40,17” W
rio Itabapoana- PCH Calheiros/Bom Jesus de 46 20°99°96,19” S/
Itabapoana-RJ 43°46°48,68” W
Rio Doce rio Santo Antonio/Ferros-MG 10 19°13°55,05” S/
43°01°16,21” W

40°W

44°W 42°W

4 Regides amostradas

. rio S. Francisco- bacia R. Sdo Francisco

@  rio Mucuri- bacia R Mucuri
(@ rio Santo Anténio- bacia R. Doce

. rio Pinho- bacia P. do Sul

. rio Itabapoana(PCH Calheiros)-bacia Itabapoana

. rio Preto- bacia Itabapoana

. rio Gldria- bacia P. do Sul

Figura 1: Mapa das regides amostradas de Geophagus brasiliensis no sudeste brasileiro.

4.2 Procedimentos/ Técnicas Moleculares
Para estudar o padrdo da diversidade genética nas populagdes de G. brasileinsis das

bacias amostradas, foram obtidas sequéncias nucleotidicas da regido do gene da citocromo
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oxidase I (COI) do DNA mitocondrial de 26 espécimes de quatro localidades, em seguida
foram incluidas 36 sequéncias obtidas no trabalho de ALVES-SILVA e DERGAM (2015),
sendo seis sequéncias retiradas do Genbank, totalizando 61 espécimes de G. brasiliensis
provenientes de 14 localidades e um espécie de Gymnogeophagus meridionalis utilizado

como grupo externo.

4.2.1 Extracao de DNA
O DNA gendmico dos 26 espécimes foi extraido a partir de tecidos de nadadeiras,

musculo, figado e/ou coracdo, utilizando o brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) de

acordo com o protocolo adaptado de DOYLE e DOYLE (1987) (Anexo 1).

4.2.2 Reacoes de amplificacido e sequenciamento dos produtos de PCR
A regido mitocondrial COI foi amplificada em termociclador Mastercycle

Eppendorf™ | utilizando os primers Fish F1-T1 e Fish R1-T1 (WARD et al., 2005). As
reacoes de PCR foram realizadas em um volume de 25,0 uL [19,1 uL de H20; 2,5 uL de
tampao IIIB (100 mM (NH4),SO4;100 mM Tris-HCI pH 8,4; 100 mM KClI; 1% Triton X-
100), 0,25 uL dNTPs (20 mM), 0,45 puL de cada primer (10uM), 0,25 uL (2.5 U) de Taq
polimerase (Phoneutria) e 2uL. de DNA (100 ng/ul)]. Cada um dos 35 ciclos de reacdo teve
as seguintes temperaturas: desnaturagdo 94 °C por 2 minutos e 30 segundos, anelamento
47 °C por 30 segundos e extensdo 72 °C por 45 segundos, com um passo de desnaturacao
inicial de 94 °C por 5 minutos e um passo de extensdo final de 72 °C por 10 min. O
produto amplificado foi purificado por precipitagdo salina (PEG 8000) (20%
polyethyleneglycol, 2,5 M NaCl) e sequenciado pela Macrogen (Korea).

4.2.3 Alinhamento das sequéncias e analises
As sequéncias foram alinhadas com MUSCLE (EDGAR, 2004) implementado no

software MEGA 7.0 (KUMAR et al., 2016). A inferéncia filogénetica (MB) foi realizada
com o software MrBayes versao 3.2.6 (RONQUIST et al., 2012) com quatro cadeias
independentes de Markov Monte Carlo (MCMC) de 10.000.000 geracdes cada um, com
uma arvore filogenética amostrados a cada 10.000 geracdes. Vinte e cinco por cento das
arvores iniciais foram descartadas com burn-in e as drvores restantes foram usadas para
gerar estatisticas e topologia. O suporte estatistico foi obtido na forma de probabilidade
posterior; o melhor modelo de evolu¢do molecular foi definido com base no critério de
informacdo de Akaike Information Criterion (AIC) em software Partition Finder v 1.1.1
(LANFEAR et al., 2012). A anélise de maxima verossimilhanca (MV) foi realizada com o
software Ig-Tree 1.5.3 (TRIFINOPOULOS et al., 2016). O sinal filogenético foi estimado
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usando 1000 pseudorreplicagdes de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). A espécie
Gymnogeophagus meridionalis foi usada como outgroup nas andlises moleculares. Os
parametros populacionais, de diversidade haplotipica (), diversidade nucleotidica (m) e
ndmero de haplétipos foram calculados no programa ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER e
LISCHER, 2010). Os sitios polimérficos do gene COI foram estimados utilizando o
software DnaSP v.5 (LIBRADO e ROZAS, 2009) e a rede de haplétipos construida com o
software Network 4.6.1.1 (Fluxus Technology Ltd.) baseada no algoritmo Median Joining
(MJ) (BANDELT et al., 1999). O teste de neutralidade Tajima’s D (TAJIMA, 1989) e de
FU (FU, 1997) foi realizado em software DnaSP v.5 (LIBRADO e ROZAS, 2009) para os
haplogrupos observados nas drvores filogenéticas. A andlise de varidncia molecular
(AMOVA) considerando os trés niveis hierdrquicos de diferenciacdo populacional entre
populacdes, dentro das populacdes e entre as bacias Fst, Fsc e Fct foi realizada no
programa ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER, 2010). No presente trabalho, os trés
niveis sdo: Fst: entre populagdes dentro das bacias, Fsc: dentro das populagdes e Fct: entre

as bacias.

S. RESULTADOS

5.1 Resultados citogenéticos
Todos o0s espécimes analisados apresentaram 2n=48  cromossomos,

independentemente do sexo. A populagdes de Geophagus brasiliensis proveniente da
localidade rio Itabapoana-PCH Calheiros (bacia Itabapoana) apresentou o caridtipo 4sm
+28st +16a, enquanto as populacdes dos rio Preto (bacia Itabapoana) e Pinho (bacia
Paraiba do Sul) apresentam o cariétipo 4sm +18st +26a, sendo assim essas trés localidades
possuem NF= 52. A popula¢do da localidade do rio S@o Francisco do Gloria apresentou o
cariétipo 8sm +12st +28a e NF= 56, sem cromossomos sexuais diferenciados em todas as
populacdes (Figura 2). A quantidade das marcacoes da NORs teve variacdo
intrapopulacional apenas nos espécimes da localidade do rio Pinho, apresentando duas ou
trés marcacgoOes, ja nas demais localidades foi encontrada apenas duas marcagdes em todos
os individuos (Figura 2 B). Essas marcagdes ocorreram somente nas regides terminais dos
bragos curtos de cromossomos subtelocéntricos em todas as populacdes (Figura 2). O FISH
com sonda rDNA 18S mostrou a presencga de cistrons ribossomais na brago curto de dois
cromossomos subtelocéntricos, de forma coincidente com as NORs, exceto em uma
localidade que apresentou o nimero de marcacao de 18S menor que o nimero de NORs
(Figura 2). Os sitios de rDNA 5S foram localizados na regido intersticial de um par de

cromossomos subtelocéntricos, em todos os individuos analisados (Figura 2).
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Figura 2: Coloragdo convencional com Giemsa, resultado de NORs, 18S e 5S rDNA das quatro popula¢des de Geophagus brasiliensis (A) rio
Sao Francisco do Gléria, (B) rio Pinho, (C) rio Itabapoana- PCH Calheiros e (D) rio Preto. Barra: Sum.
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Figura 3: FISH utilizando a sonda CA(;s5y em Geophagus brasiliensis (A) rio Sao Francisco do Gloéria, (B) rio Pinho, (C) rio Itabapoana- PCH
Calheiros, (D) rio Preto e (E) rio Santo Antdnio. Barra: Sum.




Dentre as sondas de microssatélites fluorescentes testadas (CA(s), GAqs), CAT0),
GCs) e AT(s)), apenas a sonda CA(;s) deu resultados satisfatdrios. Esta sonda apresentou
padrdes similares em todas as cinco populacdes analisadas, apresentando marcacgdes nas
regides terminais dos cromossomos, além de exibirem um padrdo de marcagdo difuso ao
longo dos mesmos (Figura 3). A populacdo da localidade rio Sdo Francisco do Gldria,
bacia Paraiba do Sul, possui todos os cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos
marcados nas regides subteloméricas; nos pares 12 e 14 dos cromossomos acrocéntricos, as
marcacdes sdo mais difusas e as marcacdes nas regides subteloméricas sdo menos
evidentes do que nos demais acrocéntricos (Figura 3-A). A populagdo do rio Pinho, bacia
Paraiba do Sul e a populacdo do rio Preto, bacia do Itabapoana possuem todos os
cromossomos marcados nas regides subtelomérica, além das marcagdes difusas ao longo
dos cromossomos (Figura 3-B e D). A populacdo do rio Itabapoana-PCH Calheiros, bacia
rio Itabapoana possui 0s cromossomos submetacéntricos, subtelocéntricos e o0s
acrocéntricos com as marcacdes difusas e as regides terminais marcadas, exceto os pares 7,
11, 17, 20 e 21 que estdo marcados apenas em uma das extremidades (Figura 3-C). A
populacdo do rio Santo Antdnio, bacia do rio Doce, possui um padrdo de marcacio
semelhante ao da populacdo do rio Itabapoana, todos 0s cromossomos estdo com
marcacdes difusas e as regides terminais marcadas, exceto os pares de cromossomos 15, 17

e 23 (Figura 3-E). Nao houve variacao intrapopulacional.

5.2 Dados moleculares

5.2.1 Variacao do gene citocromo oxidase subunidade I (COI)
Foram obtidas 61 sequéncias de G. brasiliensis, as sequéncias correspondem a

subunidade I do gene citocromo oxidase (COI). O alinhamento permitiu a utilizacdo de um
fragmento de 536 pb. Nas sequéncias de G. brasiliensis, a composi¢do nucleotidica ndo
apresentou variagdo considerdvel entre as diferentes localidades (Tabela 4). Os
nucleotideos C e T correspondem cerca de 29% da composi¢do, enquanto que A e G,

correspondem a 23% e 17% respectivamente.
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Tabela 3: Percentual da composic¢ao nucleotidica da regido do gene mitocondrial
citocromo c oxidase subunidade I (COI) em Geophagus brasiliensis nas localidades
amostradas.

Localidades C T A G
RP! 29,22 29,71 23,38 17.69
RI! 29,14 29.79 23,38 17.69

PSGn? 29,72 30,42 22.4 17,47
PS? 29,06 29,87 23,54 17,53
RPI? 29.65 29.55 23,11 17.69
RG> 29,11 29,82 23,48 17,59
LA® 29,84 29,11 23,30 17,75
RSA® 29.38 29.63 23.30 17.69
LC? 29.71 29.18 23,38 17,74
LL} 29,71 29,38 23,54 17,37
cL? 29.55 29,55 23,21 17,69
RPC? 29.65 29.44 23,00 17.91
RSF* 29,22 29,87 23,05 17,86
RM® 29.55 29,63 23,38 17,45
M4ximo 29,84 30,42 23,54 17,91
Minimo 29,06 29,11 22.4 17,37

! Bacia do Itabapoana; 2 Bacia do Paraiba do Sul; 3 Bacia do Doce; 4 Bacia do Sdo Francisco; > Bacia do
Mucuri, RP — rio Preto, RI- rio Itabapoana-PCH Calheiros, PSGn — Paraiba do Sul GenBank, PS — Paraiba
do Sul, RPI — rio Pinho, RG — rio Sdo Francisco do Gléria, LA — Lagoa Aguapé, RSA — rio Santo Antdnio,
LC — Lagoa Cristal, LL — Lagoa Lingui¢a, CL — Cérrego Latao, RPC —rio Piranga-Candonga, RSF —rio Sao

Francisco, RM — rio Mucuri.

5.2.2 Analise filogeografica
A andlise filogeografica de G. brasiliensis foi realizada com base em 61 sequéncias

de 536 pares de bases de comprimento, das 14 localidades amostradas. Na construgdo da
hipétese filogenética (MB), o modelo de evolugdo molecular que melhor se ajustou aos
dados foi HKY+G, e para a anélise de Maxima Verossimilhanga (MV) o melhor modelo

foi HKY+G4+F. As topologias resultantes das inferéncias bayesiana e de madxima
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verossimilhanga e seus respectivos valores de probabilidade posterior e bootstrap sdo
mostrados na Figura 4.

A filogenia do gene COI das amostras de Geophagus brasiliensis, somadas as
utilizadas por ALVES-SILVA e DERGAM (2015) e do GenBank, indicou a existéncia de
um haplogrupos (II) com bom suporte estatistico, e dois haplogrupo (I e III), com baixo
suporte em ambas as andlises (Figura 4). O haplogrupo I reuniu as populacdes das
localidades das bacias dos rios Doce (Cérrego Latdo, rio Piranga-Candonga, rio Santo
Antdnio e Lagoa Aguapé), Paraiba do Sul (rios Pinho, Sdo Francisco do Gléria e Paraiba
do Sul e Paraiba do Sul retiradas do Genbank), Itabapoana (rio Preto e rio Itabapoana-
PCH Calheiros) e Sao Francisco. O haplogrupo II reuniu os espécimes do rio Mucuri e da
bacia do Rio Doce (Lagoa Cristal, Linguica e Aguapé). O haplogrupo III foi
exclusivamente formado por amostras da bacia do Paraiba do Sul: parte dos espécimes dos
rios Pinho, Sdo Francisco do Gléria e Paraiba do Sul, além do restante das amostras do

Genbank também procedentes do Paraiba do Sul.
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Figura 4: Filogenia obtida com o gene COI das populacdes de Geophagus brasiliensis de
bacias do sudeste brasileiro. A topologia foi obtida através da andlise bayesiana. Os valores
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indicam suporte estatistico de probabilidade posterior (inferéncia bayesiana) e bootstrap
(méxima verossimilhanga).

5.2.3 Estruturacao populacional
5.2.3.1 Distribuicao de haplétipos e indices de diversidade

As 61 sequéncias de 536 pb da regido do gene mitocondrial COI apresentaram 16
haplétipos e 108 sitios varidveis (Figura 5). O ntimero de haplétipos por localidade foi em
geral, muito baixo, variando entre 1 e 2 por localidade (Tabela 5). As sequéncias
apresentaram diversidade haplotipica (Hd) 0,905 e nucleotidica (m) 0,000904; a
diversidade génica intrapopulacional variou entre 0,0001 (RP, PS, LL e CL) e 1,000 (RSA
e RFS) e a diversidade nucleotidica variou entre 0,000 (RP, PS, LL, CL e RSF) e 0,058442
(RSA) (Tabela 5).

Tabela 4: Indices de diversidade haplotipica e nucleotidica nas populagdes de Geophagus
brasiliensis, nimeros de individuos e de haplétipos obtidos com AMOVA.

N°de

. N° de L e Diversidade Diversidade
Localidades . .. . haplotipos e A s ‘1s
individuos . génica (h) nucleotidica ()
localizaciao
RP' 8 1(H2) 0,0000 +/- 0,0000 0,000000 +/- 0,000000
RI' 6 2(H1 e H2) 0,6000 +/- 0,1291 0,000974 +/- 0,001027
PSGn® 2 2(H9 e H10) 0,3333 +/- 0,2152 0,006908 +/- 0,004634
PS? 3 1(H4) 0,0000 +/- 0,0000 0,000000 +/- 0,000000
RPI 6 2(H3 e HS5) 0,5333 +/- 0,1721 0,000866 +/- 0,000952
RG? 6 2(H2e H4) 0,5333 +/- 0,1721 0,001732 +/- 0,001520
LA® 6 2(H12 e H13) 10,3333 +/- 0,2152 0,007576 +/- 0,004987
RSA’ 2 2(H15e H11) 1,0000 +/- 0,5000 0,058442 +/- 0,059248
LC? 4 2(H13 e H16) 0,5000 +/- 0,2652 0,026786 +/- 0,018159
LL’ 4 1(H14) 0,0000 +/- 0,0000 0,000000 +/- 0,000000
cL’ 3 1(HS) 0,0000 +/- 0,0000 0,000000 +/- 0,000000
RPC? 3 2(H5 e H12) 0,6667 +/- 0,3143 0,011905 +/- 0,009572
RSF* 1 1(HS8) 1,0000 +/- 0,0000 0,000000 +/- 0,000000
2

RM’ 2(H6e H7) 11,0000 +/- 0,5000 0,011364 +/- 0,012148

Média 4 1,6 0,4629 0,000904

! Bacia do Itabapoana; 2 Bacia do Paraiba do Sul; 3 Bacia do Doce; 4 Bacia do Sdo Francisco; 5 Bacia do
Mucuri, RP —rio Preto, RI — rio Itabapoana- PCH Calheiros, PSGn — Paraiba do Sul GenBank, PS — Paraiba
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do Sul, RPI — rio Pinho, RG — rio Sao Francisco do Gldria, LA — Lagoa Aguapé, RSA —rio Santo Ant6nio,
LC — Lagoa Cristal, LL — Lagoa Lingui¢a, CL — Cérrego Latdo, RC —rio Piranga-Candonga, RSF — rio Sao

Francisco, RM — rio Mucuri.

Dentre os 16 haplétipos (Figura 5), H2 foi o mais comum, encontrado em 13

individuos de trés localidades das bacias do Itabapoana e do Paraiba do Sul (Tabela 5),

seguido pelo haplétipo HS que ocorreu em 6 espécimes de trés localidades diferentes, nas

bacias dos rios Doce e do Paraiba do Sul. Os haplétipos H4 (n=7), H12 (n=4) e H13(n=8)

compartilham espécimes de duas localidades e os demais hapl6tipos foram tnicos.
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Figura 5: Rede haplotipica das populacdes de Geophagus brasiliensis amostradas em 14

localidades.
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5.2.4 Testes de neutralidade
Os testes de Tajima (D) (Tabela 6) tiveram valores iguais a zero na maior parte das

localidades; apenas as populacdes PSGn, LA e LC apresentaram valores negativos. Em

relacao ao teste de Fu (Fs), todas as populagdes apresentam valores positivos e maiores que

zero (Tabela 6).

Tabela 5: Valores dos testes de neutralidade de Tajima (D) e Fu (Fs) em as 14 populagdes
de Geophagus brasiliensis. Valores significativos em 5% (p<0,05) sombreados.

. N° de ve
Localidades e (s Tajima (D) P Fu (Fs) P
RP! 1 0,00000 1,00000 - §
RI' 2 1,44510 0,97700 0,79518  0,56400
PSGn? 2 -1,23311 0,09700 482831  0,98300
PS? 1 0,00000 1,00000 - -
RPI? 2 0,85057 0,87100 0,62543  0,47000
RG? 2 1,03194 0,88200 1,72310  0,757000
LA® 2 -1,46690 0,01500 530432 0,989000
RSA* 2 0,00000 1,00000 3,58352  0,620000
LC? 2 -0,86280 0,04600 6,95768  0,990000
LL} 1 0,00000 1,00000 - -
cL? 1 0,00000 1,00000 - -
RPC? 2 0,00000 0,70600 3,63466  0,90300
RSF* 1 0,00000 1,00000 - -
RM® 2 0,00000 1,00000 1,94591  0,55000

'Bacia do Itabapoana; 2 Bacia do Paraiba do Sul; 3 Bacia do Doce; 4 Bacia do rio Sdo Francisco; 3 Bacia do
Mucuri, RP — rio Preto, RI — rio Itabapoana-PCH Calheiros, PSGn — Paraiba do Sul GenBank, PS — Paraiba
do Sul, RPI — rio Pinho, RG — rio Sdo Francisco do Gléria, LA — Lagoa Aguapé, RSA — rio Santo Antdnio,
LC - Lagoa Cristal, LL — Lagoa Linguica, — Cérrego Latdo, RPC —rio Piranga-Candonga, RSF — rio Sao

Francisco, RM — rio Mucuri.

5.2.5 Anadlise de variancia molecular (AMOVA) e indices de diferenciacao
Os resultados da AMOV A foram expressos nos seguintes parametros estatisticos: o

indice Fst estimou a variacdo das frequéncias alélicas entre as populagdes dentro das

bacias, Fsc estimou a variagdo dentro das populacdes e Fct a variacdo entre as bacias. As
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populacdes variaram mais dentro de cada bacia do que dentro das populacdes: 64,91% e
11,32% respectivamente (Tabela 7), com alto valor de Fst = 0,886 (p=0,0001) e Fsc= 0,851
(p=0,0001) e valor ndo significativo de Fct= 0,237 (p=0,1085).

Tabela 6: Andlise de variancia molecular (AMOVA) de Geophagus brasiliensis em 14
localidades amostradas (1023 permutacdes).

Fonte de 1 2 3 4 5 5 5
variagﬁo GL SQ CV PV FST Fsc FCT
Entre bacias 3 291,647 3,686 Va 23,77

Entre populagdes

dentro das bacias 11 446,619 10,065 Vb 64,91 0.886 0851 00237

Dentro das 46 8075  1755Ve 1132
populacdes
Total 60 819016  15.507

' Grau de liberdade:; %2 Soma dos quadrados; 3 Componentes de variancia; 4 Percentagem de variacéo; > [ndices
de fixacdo. Fst: entre populagdes dentro das bacias; Fsc: dentro das populagdes; Fct: entre as bacias.

6. DISCUSSAO

6.1 Padroes citogenéticos
As populagdes de G. brasiliensis analisadas neste trabalho apresentaram 2n= 48

cromossomos, correspondendo a uma caracteristica considerada conservada e ancestral na
ordem Perciformes e ainda mantida na familia Cichlidae (THOMPSON, 1979;
FELDBERG et al., 2003). A faixa de variacdo do NF (52- 56) encontrado nas populacdes €
semelhante ao que ja foi descrito em outras populacdes (Tabela 1). Diversificagcdes do NF
sem alteracdo do numero diploide sdo interpretadas como resultantes de inversdes
pericentroméricas (WHITE, 1978). O NF 52 foi descrito pela primeira vez por
THOMPSON 1979, e foi encontrada depois em populacdes das bacias rio Tibagi-PR e Rio
Doce, e na lagoa Polegar/ Arraial- RS (Tabela 1). J& o NF 56 foi encontrado em
populacdes da bacia Paranapanema-PR e na lagoa Rodrigo de Freitas-RJ (Tabela 1).

A férmula cromossomica 4sm +28st +16a foi encontrada na localidade do rios
Itabapoana-PCH Calheiros (bacia do Itabapoana); ja nas localidades rio Preto (bacia do
Itabapoana) e rio Pinho (bacia do Paraiba do Sul) foi encontrada a formula 4sm+ 18st+
26a, as quais também ja foram descritas em outras populacdes (Tabela 1). Uma terceira

férmula cariotipica de 8sm +12st +28a foi encontrada na localidade rio Sdo Francisco do
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Gloria (bacia do rio Paraiba do Sul). Esta tltima é semelhante a observada na localidade—
tipo de G. brasiliensis proveniente a lagoa Rodrigo de Freitas-RJ (BRUM et al., 1998).
Uma outra populagao com a mesma férmula cariotipica foi descrita no rio Pirapo, bacia do
rio Paranapanema- PR, na bacia do alto Parana (MARTINS et al., 1995).

Por outro lado, as férmulas cariotipicas observadas neste estudo na bacia do Paraiba
do Sul, diferem da encontrada no trabalho de ALVES-SILVA e DERGAM (2015) no
ribeirdo Espirito Santo, afluente do Paraibuna (2sm +16st +30a), dentro da mesma bacia.
Na bacia do rio Doce, as quatro férmulas cariotipicas estdo associadas a um complexo
sistema de polimorfismo cromossdmico envolvendo o primeiro par de submetacéntricos, e
que ndo € relacionado ao sexo do espécime nem a localidade (ALVES-SILVA e
DERGAM, 2015). No estado da Bahia, as populacdes de G. brasiliensis apresentam trés
formulas cariotipicas: 2sm +16st +30a; 2sm +14 st +32a e 2sm +12st +34a (OLIVEIRA et
al., 2016), mas sem o polimorfismo cromossomico observado por ALVES-SILVA E
DERGAM (2015) na bacia do rio Doce.

Neste estudo, as regides organizadoras de nucléolo (NORs) multiplas ocorreram
apenas em uma espécime do rio Pinho (bacia do Paraiba do Sul), enquanto que as demais
populagdes caracterizaram-se por apresentar duas marcacdes em um par de cromossomos
homdlogos (Tabela 3). Essas variacdes podem ser atribuidas a rearranjos cromossdmicos,
tais como translocacdo que pode transpor sequéncias repetidas da regido da NOR em
outros cromossomos € assim originar NORs maultiplas (FELDBERG et al.,, 1985a;
FELDBERG et al., 2003), ou ser o resultado de atividades de transposon (CROMBACH
& HOGEWEG, 2007) ou ainda, podem ser causadas por ativacdo de sitios ndo
necessariamente nucleolares na ultima interfase celular (SUMNER, 2003). A presenca de
NORs multiplas em populagdes de G. brasiliensis foi descrita pela primeira vez por
ALVES- SILVA e DERGAM (2015) e, em seguida por OLIVEIRA et al., (2016), em
populacdes das bacias do rio Doce-MG, do Reconcavo Sul- BA e rio Contas- BA,
respectivamente. A presenca de um par de cromossomos com NORs ¢é considerada
plesiomorfica em relagdo a condigdo de NORs multiplas (HSU et al., 1975). Os cistrons de
NORs ocorreram preferencialmente nos cromossomos subtelocéntricos maiores, de acordo
com o ja descrito nesta espécie (FELDBERG et al., 2003).

As sondas de rDNA 18S marcou a regido terminal de apenas um par cromossdmico
em todas as populacdes, coincidindo com a posi¢cdo das NORs, porém cada populagdo
marcou um par subtelocéntrico diferente, demonstrando que este cardter € um marcador

eficiente para variagdes interpopulacionais. O espécime que apresentou trés cromossomos
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marcados pela NOR, apresentou apenas um par de sitios marcados com a sonda 18S,
confirmando que a marcagdo extra evidenciada pela NOR € inespecifica. Essa
correspondéncia direta entre NOR/ 18S foi também observada por VICARI et al., (2006);
NETO et al., (2010); PERAZZO et al., (2013); ALVES-SILVA e DERGAM (2015) e
OLIVEIRA et al., (2016). As populacdes de G. brasiliensis das bacias dos rios Doce, Das
Contas e do Reconcavo Baiano apresentaram até seis cromossomos marcados com esta
sonda (Tabela 1). Comparando os resultados do presente estudo com os de ALVES-SILVA
e DERGAM (2015) e OLIVEIRA et al., (2016) nota se que o padrio de marcagdo da
NORs, e das sondas rDNA 18S ocorrem, em todas as populacdes, na regido terminal de
cromossomos subtelocéntricos, diferindo apenas a quantidade de marcacdes e no par de
cromossomos marcados. Em termos de diferencas quantitativas, ALVES-SILVA e
DERGAM (2015) e OLIVEIRA et al., (2016) indicam um numero maximo de trés pares de
cromossomos marcados, enquanto que nas populacdes analisadas neste estudo, aparecem
apenas um par de cromossomos marcados. Este dltimo padrdo foi também encontrado em
populacgoes de G. brasiliensis do Rio Grande do Sul (PERAZZO et al., 2013).

A sonda de rDNA 58S foi detectada na regido intersticial do brago longo de um par
de cromossomos subtelocéntricos, sendo conservada no par 9 em todas as populagcdes
(Tabela 3). Estudos sobre a localizacdo do gene ribossémico 5S em G. brasiliensis foram
apresentados pela primeira vez por VICARI et al., (2006a), os quais descreveram a
localizagdo desse gene na regido intersticial do braco longo do décimo par de
cromossomos st/a. Desde entdo, o mesmo resultado de marcagdo simples na regido
intersticial tem sido observado em outras populac¢des, nunca em sintenia com o rDNA 18S
(Tabela 1) (VICARI et al., 2006; NETO et al., 2010; PERAZZO et al., 2013; ALVES-
SILVA e DERGAM, 2015; OLIVEIRA et al., 2016), mostrando que essa caracteristica €
conservada nessa espécie. Neste trabalho e no de OLIVEIRA et al., (2016) a marcagdo da
sonda de rDNA 58S foram identificas no par de cromossomos nimero 9.

O FISH com sondas de DNA repetitivo tem sido uma ferramenta utilizada em
estudos evolutivos de peixes (por exemplo, SANTOS et al., 2009; CIOFFI et al., 2011).
Este estudo foi o primeiro a aplicar sonda de hibridizacdo fluorescente CA(s) em G.
brasiliensis. O padrio fisico de marcagdo de uma sonda de DNA repetitivo ao material
cromossomico esta relacionado com a sua composi¢io (POKORNA et al., 2011). A sonda
dinucleotidica CA(;s) apresentou um padrdo de marcagdo disperso pelos cromossomos de

G. brasiliensis, similar ao encontrado no género Hoplias com sondas mononucleotidicas
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Aoy € sondas trinucleotidicas CAT(0) € TAA«n) (CIOFFI et al.,, 2011) e apresentou
também marcacdes nas regides terminais da maioria dos cromossomos, padrdo ji descrito
para os géneros Leporinus, Triportheus, Hoplias e Astyanax (CIOFFI et al., 2011;
CIOFFI et al., 2012; POLTRONIERI et al., 2014; YANO et al., 2014; CUNHA et al,,
2016). Nao foram detectados padrdes divergentes entre as amostras analisadas.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que os cariétipos com o primeiro par
cromossdmico heteromorfico estdo restritos a bacia do rio Doce e que a bacia do Paraiba
do Sul apresenta trés citétipos alopatricos, diferindo no nimero de cromossomos
submetacéntricos e no nimero de subtelocéntricos/acrocéntricos. A diversificagdo nas
bacias costeiras estudadas por OLIVEIRA et al, (2016) ocorre por conta dos
subtelocéntricos/acrocéntricos. Em populacdes do bacia do rio Parana e costeiras do Brasil,
foram descritos mais quatro caridtipos, sendo que no rio Tibagi, foi também encontrado

um caridtipo com 4 submetacéntricos (Tabela 1).

6.2 Padroes moleculares
A filogenia do gene COI das amostras de Geophagus brasiliensis, somadas as

utilizadas por ALVES-SILVA e DERGAM (2015), indicou a existéncias de trés
haplogrupos. O haplogrupo I reuniu as populacdes das bacias do Doce (Cérrego latdo, rio
Piranga- Candonga, rio Santo Antdnio e Lagoa aguapé), Paraiba do Sul (rios Pinho, Sao
Francisco do Gloria e Paraiba do Sul Genbank), Itabapoana (rio Preto e rio Itabapoana-
PCH Calheiros) e Sao Francisco. O haplogrupo II reuniu os espécimes do rio Mucuri e da
bacia do Rio Doce (Lagoa Cristal, Linguica e Aguapé). O haplogrupo III possui os
espécimes do rio Pinho, Sdo Francisco do Gléria e Paraiba do Sul (estas ultimas obtidas do
Genbank). ALVES-SILVA e DERGAM (2015) afirmam que os espécimes da bacia do rio
Mucuri estdo intimamente relacionados com os espécimes das lagoas da bacia do rio Doce,
este resultado também € visto no presente trabalho com excec¢dao de um espécime da lagoa
Aguapé, o qual agrupou no haplogrupo I. O alto grau de parentesco filogenético entre
espécies das bacias do rio Doce e rio Mucuri foi observado também em Hoplias
malabaricus (PEREIRA et al., 2013). Por outro lado, os haplogrupos de H. malabaricus
(PEREIRA et al., 2013) mostraram um forte isolamento entre Doce e o Paraiba do Sul,
enquanto que esse padrdo é menos evidente em G. brasiliensis no trabalho de ALVES
SILVA e DERGAM (2015); a composi¢do do haplogrupo I também indica estreito

parentesco de G. brasiliensis entre as bacias do Doce e Paraiba do Sul. Os espécimes da

30



bacia do rio Paraiba do Sul separaram-se em dois haplogrupos diferentes; as sequéncias do
Genbank, com base na andlise de médxima verossimilhanca (Anexo 2), formaram um
haplogrupo mais externo, aparecendo como grupo irmao de todas as outras sequéncias. Por
outro lado, na andlise bayesiana, ele € grupo irmado dos espécimes do rio Pinho e Cérrego
Latao.

Diferentemente dos resultados de ALVES-SILVA e DERGAM (2015), o espécime
do rio Sdo Francisco neste trabalho agrupou com os espécimes da localidade rio
Itabapoana-PCH Calheiros (bacia do Itabapoana), sugerindo a existéncia de haplétipos de
ampla distribui¢do no sudeste brasileiro.

Segundo GRANT e BOWEN (1998) valores da diversidade génica (k) acima de 0,5
sdo considerados altos, e sdo interpretados de duas formas distintas de acordo com a
diversidade nucleotidica (m): valores de m acima de 0,5% sdo considerados altos, e
combinados com alta divergéncia génica, representam populagcdes grandes e estaveis, com
longa histdria evolutiva ou contato secunddrio entre diferentes linhagens; enquanto valores
de © abaixo de 0,5% associados a altos valores de A, sdo indicativos de um acumulo de
mutacoes apos um evento de gargalo populacional seguido de um répido crescimento
populacional. A combinacdo de altos valores de & e w abaixo de 0,5% ¢é encontrada nas
localidades RSA- rio Santo Antonio e RSF- rio Sdo Francisco sugere que essas populacdes

sofreram evento de retracdo seguido de expansdo populacional.

A alta diversidade haplotipica, juntamente com o elevado nimero de passos
mutacionais que separam o Haplogrupo II dos restantes (Figura 5), sugere um tempo de
diversificacdo da bacia do rio Doce relativamente avancado dentro da espécie, o qual é
compativel com a sua configuracdo Unica de primeiro par cromossdmico heteromorfico.

Os valores encontrados utilizando os testes de Tajima (D) e Fu (Fs) levam a supor
um declinio populacional e sdo indicativos de poucos haplétipos e baixa heterozigose em
relacdo aos sitios segregantes. Nas populacdes PSGn- Paraiba do Sul GenBank, LA —
Lagoa Aguapé e LC — Lagoa Cristal que possuem valores negativos, o teste de Tajima (D),
sugere que estas populacdes estdo em expansdo populacional recente apés um evento de

retracao.

A analise de variancia molecular (AMOVA) nas quatorze localidades mostrou que
teve mais variacdo entre as populacdes dentro das bacias, do que dentro de cada populacao,
com um valor de Fct ndo significativo de variabilidade entre as bacias. As estimativas do

indice de fixacdo Fst revela a existéncia de fluxo génico entre as populacdes dentro das
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bacias e o indice Fct revela uma baixa estruturacdo genética e um alto fluxo génico entre as
bacias. Sendo assim, os resultados encontrados na filogenia, rede de haplétipos e AMOVA
reforcam a ideia que as bacias do sudeste brasileiro possuem haplétipos de ampla
distribuicdo e a hipdtese de ligagc@o entre as bacias pode ser explicada pela proximidade das
cabeceiras dos afluentes de cada bacia. BIZERRIL (1999), reconhece quatro unidades de
afinidades ictiogeograficas entre a bacia do Paraiba do Sul com as demais bacias do
Sudeste, identificando a paleo-comunicacdes derivadas de interconexao fluvial ao nivel da
plataforma continental ou de erosdo remontante de cabeceiras, uma dessas unidades
engloba o trecho médio inferior e o baixo do rio Paraiba do Sul, com os sistemas fluviais
situados entre o rio Una e as bacias das lagoas de Cima e Feia (ao sul) e entres os rios
Itabapoana e Beneventes (ES) (ao norte). Além da possibilidade de capturas de cabeceiras,
diferencas fisiolégicas e uma maior tolerancia dos ciclideo a dgua salobra pode explicar a
diferenca com o padrdo apresentado por H. malabaricus (PEREIRA et al., 2013), a qual é
da divisdo primdria ou obrigatdria de dgua doce (MYERS, 1938). As populacdes de H.
malabaricus apresentam um evidente estruturacdo ao longo do litoral, tanto no aspecto
citogenético quanto o molecular (PEREIRA et al., 2013).

Considerando os dados citogenéticos e moleculares encontrados nesse trabalho, os
padrdes biogeogrificos desta espécie no sudeste brasileiro indicam uma comunicacao
constante das bacias do leste brasileiro. E as populacdes encontradas no rio Paraiba do sul
estdo localmente mais proximas da localidade-tipo da espécie e a populacao da calha do rio
Doce pode ser considerada como uma raca cromossdmica dentro deste complexo de

populacdes em processo de especiacao.
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolos

10.

11

12.

Processamento dos animais segundo Bertollo et al. (1978), modificado:

Injetar no ventre do animal, entre as nadadeiras peitorais e as pélvicas, solucdo aquosa
de colchicina 0,025% na proporcdo de 1 mL/100 g de peso corporal;

Deixar o peixe em aquario bem aerado durante 30 minutos. Faltando 2 minutos para
completar o tempo do colchicina, transferir os peixes para solu¢do de 6leo de cravo
4% a fim de anestesid-los. Eutanasiar o animal e retirar o rim anterior. Bem como
retirar figado, coracdo e branquias, fixd-los em 1,5 — 2,0 mL de etanol 100% em tubo
eppendorf e armazena-los em freezer -20°C para andlises moleculares;

Lavar o material em solucao hipotdnica de KCI 0,075 M, transferindo-o para pequenas
cubas de vidro contendo 10 mL de solu¢do hipotodnica.

Fragmentar o material com auxilio de pingas pequenas de ponta reta. Completar a
separacdo celular por meio de leves movimentos de aspira¢do e expiragdo do material
com o auxilio de uma seringa hipodérmica até obter uma suspensdo celular
homogénea;

Incubar a solugéo obtida a 36-370 C durante 20 minutos;

Ressuspender o material com cuidado, com ajuda de uma pipeta Pasteur, transferir a
suspensdo obtida para um tubo falcon e acrescentar 10 gotas de fixador (metanol:
acido acético 3:1) recém preparado;

Ressuspender o material e centrifugar por 10 minutos a 1000 rpm, descartando o
sobrenadante com pipeta Pasteur;

Adicionar vagarosamente 10 mL de fixador, deixando escorrer através das paredes do
tubo;

Ressuspender o material com auxilio de pipeta Pasteur;

Repetir os passos 7 a 9 por duas vezes. Apds a ultima centrifugacio e eliminacido do
sobrenadante, adicionar 1,5 mL de fixador e ressuspender bem o material e pingar na
lamina ou guardar no freezer em tubos Eppendorf;

. Para pingar o material, utilizar 1amina bem limpa, mantida em 4gua destilada ou 4lcool

70% na geladeira. Aquecé-la em 4gua destilada até a temperatura de 60° e pingar o
material;
Corar com corante Giemsa 5% por 5 minutos.
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Analises citogenéticas:

Coloracao convencional Giemsa:

1. Pingar de 2 a 3 gotas da suspensdo, armazenada em freezer -20°C, com o auxilio de
uma pipeta Pasteur, sobre uma lamina imida e recém- aquecida em dgua destilada a
60°C e deixar secar ao ar;

2. Corar com Giemsa 10% diluido em tampao fosfato pH 6,8 (9,0 mL de tampao
fosfato + 1,0 mL de solucdo-mae de Giemsa), durante 10 minutos. Lavar em 4gua
corrente e secar ao ar.

Banda NOR - Protocolo modificado de Howell e Black (1980):

1. Preparo da solucio reveladora a base de gelatina: dissolver 1g de gelatina branca
sem sabor em 50 mL de dgua destilada morna e adicionar 0,5 ml de 4cido férmico;

2. Preparo da solugdo de nitrato de prata P.A. (AgNO3) 50%: pesar 0,5g de nitrato de
prata e dissolver em 1mL de dgua destilada (observagdo: o eppendorf deve ser
protegido da luz com papel aluminio para evitar oxidagdo da prata);

Procedimento:

1. Descorar as laminas com fixador 3 metanol: 1 4cido acético, lavar em dgua corrente
e deixar secar ao ar;

2. Adicionar 2 gotas de nitrato de prata, 2 gotas de solucdo reveladora a base de

gelatina e 2 gotas de dgua destilada, cobrir com laminula e incubar em camara
umida em estufa 60°C por 7- 10 minutos, observando a coloragdo da lamina até que

a mesma adquira cor marrom dourada, lavar em agua corrente e deixar secar ao ar.
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FISH para sondas especificas 18S e 5S rDNA

PINKEL, D., STRAUME, T. e GRAY, J. W. (1986.) Cytogenetic analysis using
quantitative, high sensitivity, fluorescence hybridization. Proceedings of the National

Academy of Sciences of the United States of America 83,2934-2938.

PCR para sonda 18S:

Reacdo PCR 1x (microlitros)

H,O 13,4
Tampao 10x 2,0
MgCl, 25 mM 1,2
dNTP 0,2
Primer NS1 1,0
Primer NS8 1,0
Taq polimerase 0,2
DNA 1,0
Total 20,0

Programa no termociclador:

18 S
94° C 3 min
94° C 1 min
55°C 1 min
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72°C

35 times to 2

72°C

4°C

PCR para sonda 5S:

H,O

Tampao 10x

MgCl, 25 mM

dNTP

Primer A

Primer B

Taq polimerase

DNA

Total

2 min

5 min

24 h

Reacdo PCR 1x (microlitros)

13,4

2,0

1,2

0,2

1,0

1,0

0,2

1,0

20,0

Programa no termociclador:

5S
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94° C 2 min

94°C 1 min
52°C 1 min
72°C 1 min 30 seg.

35 times to 2

72°C 5 min

4° C 24 h

Recomendagdes da Roche: Apds o PCR, prossegue-se a purificagdo do mesmo seguido da
quantificagdo do DNA: Recomendacao: 1 micrograma de DNA para cada 20 microlitros de
reacdo, logo, sao 50 nanogramas de DNA por microlitro de reacdo. Dilui-se 0 DNA para o
recomendado e, assim, prossegue-se a marcacdo da sonda com os Kkits.
Marcacgao da Sonda:

Meétodo de Nick translation utilizando o kit Dig-Nick Mix e kit Nick-Biotina Mix

(Roche). Mix para 8 laminas:

Tubo 188S: 3,5microlitros do PCR18S + 4microlitros Biotina + 12,5microlitros dgua

Tubo 5S: 3,5microlitros do PCRS5S + 4microlitros Digoxigenina + 12,5microlitros dgua
Misturar bem. Centrifugar brevemente e incubar por 90 min a 16°C no

termociclador (programa Nick 1). Parar a reacdo com a adi¢do de 1 microlitro de EDTA

0,5M e colocar no termociclador por 10 min a 65°C (programa Nick 2). Armazenar em

geladeira até seu uso (ou em freezer -20°C).

1° Dia
1. Preparar as laminas (podem ser corridas previamente e descoradas)
2. Limpar laminulas com dlcool comercial
3. Adicionar 100 microlitros de RNAse na lamina, cobrir com laminula e incubar em

camara umida 37°C por 1 hora
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® N W

10.

11.
12.
13.
14.

15

18.

2° Dia

Preparar o MIX por lamina: 2 microlitros 18S + 2 microlitros 5S + 16 microlitros
HybMix (pode ser colocado no freezer até a desnaturagdo no PCR)

Retirar as laminulas e lavar em 2xSSC por 5 min temperatura ambiente (Shaker)
Ligar placa aquecedora 72°C

Secar as laminas ao ar

Adicionar 50 microlitros de pepsina 0,005%, cobrir com laminula por 10 min
temperatura ambiente

1xPBS por 5 min temperatura ambiente (Shaker)

Formaldeido 10% por 10 min temperatura ambiente (preparar na hora: 100 mL

1xPBS + 1 mL formaldeido)

1xPBS por 5 min temperatura ambiente (Shaker)

Desidratar em série alcodlica: 50%, 70% e 100% por 2 min cada

Secar ao ar

Adicionar 100 microlitros de formamida 70%, cobrir com laminula e colocar na

placa aquecedora 72°C por 2min30seg

. Desidratar em série alcodlica: 50% GELADO, 70% e 100% por 2 min cada
16.
17.

Secar ao ar

Desnaturalizar o MIX em termociclador (programa FISHSC: 10 min 85°C e 2 min
4°C)

Adicionar 20 microlitros do MIX por lamina, cobrir com laminula e deixar

overnight em camara imida 37°C.

2xSSC por 5 min temperatura ambiente (Shaker)

1xSSC por 5 min temperatura ambiente (Shaker)

Incubar 10 min em 3% NFDM 4xSSC (preparar na hora: 80 mL dgua destilada +
20 mL 20xSSC + 3 gr leite em p6 MOLICO)

Lavar em 2xSSC rapidamente

. Aplicar 100 microlitros de solu¢do de deteccio em cada lamina, cobrir com

laminula e incubar por lh em camara tmida 37°C (preparar na hora: 976

microlitros de NFDM + 9 microlitros de FITC-Avidina + 15 microlitros de
antidigoxigeninarodamina)
3x Smin em 4xSSCTween temperatura ambiente (Shaker) (Trocar a solucdo a cada

5 min)
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7.
8.
9.

10.

Lavar rapidamente em 1xPBS
Desidratar em série alcodlica: 50%, 70% e 100% por 2 min cada
Secar ao ar

Adicionar 2 gotas de solu¢do DAPI e cobrir com laminulas

Conservar na geladeira (e no escuro) até tirar as fotos.

FISH para sondas de DNA repetitivo

As sondas sdo compradas prontas. Dilui¢do: 1 microlitro da solucdo de estoque a

100 micromolar para 49 microlitros de dgua.

1° Dia

l.

AN O T

10.

11

16.
17.

Preparar as 1aminas (podem ser corridas previamente e descoradas)

Limpar laminulas com 4lcool comercial

Desidratar em série alcodlica: 70%, 95% e 100% por 5 min cada

Secar ao ar

Secar em estufa 60°C por 1h

Preparar o MIX das sondas por lamina: 2 microlitros da sonda escolhida + 18
microlitros de HybMix. MISTURAR MUITO BEM. Termociclador no programa
HybMix: 10 min 75°C e 2 min 4°C.

3 min em jarra de coplin em banho maria 37°C contendo: 1mL HCI IN + 99mL
agua destilada + 500 microlitros pepsina + 5 microlitros RNAse

Jogar fora a solucdo acima e adicionar 1XxPBS por Smin temperatura ambiente
Secar ao ar

Adicionar 100 microlitros de solu¢do de paraformaldeido 1% em laminulas e

aplicar nas laminas por 10 min

. Ligar placa aquecedora 75°C
12.
13.
14.
15.

Descartar as laminulas e 1XPBS por 5 min temperatura ambiente

Desidratar em série alcodlica: 70%, 95% e 100% por 2 min cada

Secar ao ar

Adicionar 100 microlitros de formamida 70%, cobrir com laminula e colocar na
placa aquecedora 75°C por 3 min

Desidratar em série alcodlica: 70% GELADO, 95% e 100% por 2 min cada

Secar ao ar
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18. Adicionar 20 microlitros do MIX em cada lamina, colocar a ldmina invertida dentro

da camara tiimida 37°C overnight.

2° Dia
. Ligar banho Maria 65°C

[

2. 5 min em solucdo 5mL 20xSSC + 95mL &4gua destilada (solucdo colocada
previamente no banho Maria até atingir 65°C)
. Descartar a solucao salina acima e adicionar 4xSSCTween por 5 min (Shaker)
. Lavar rapidamente em 1xPBS
. Desidratar em série alcodlica: 70%, 95% e 100% por 2 min cada

3
4
5
6. Secar ao ar
7. Adicionar 2 gotas de solu¢cao DAPI e cobrir com laminulas
8

. Conservar na geladeira (e no escuro) até tirar as fotos.

Extracao de DNA com CTAB segundo Doyle JJ and Doyle JL (1987)

Tampao de homogeneizacdo CTAB: 100 mM Tris-HCI1 (pH 8.0); 1.4 M NaCl; 0.2 M
EDTA; 2% CTAB (hexadecyltrimetylammonium bromide); 0.2 % 2-mercaptoethanol).
Manter a temperatura ambiente se for usar constantemente. Pode por na geladeira, mas
pode ficar com aparéncia leitosa.

Para fazer 200 mL de tampao CTAB:
Acrescentar em 160 mL of ddH,O:

16.36 g NaCl

400 pL B-mercaptoethanol

20 mL 1 M Tris-HCI (pH 8.0)

8 mL 0.5 M Na,EDTA (pH 8.0)
4¢ CTAB

Misturar na placa de agita¢do, sem ligar o aquecedor da placa!

Completar para 200 M1

Extracdo

1. Ligar o Banho Maria a 60-65 °C.
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10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.

17

18.
19.
20.

21

Escrever com marcador Sharpie, em trés conjuntos de tubos Eppendorf 1.5 mL;
numerar na lateral do terceiro conjunto de tubos

Cortar um pequeno pedaco, tentando que seja do mesmo tamanho entre os tubos e
secar na estufa (37 or 60 °C) se for na estufa de 60 °C por aproximadamente 20
minutos. Nao pode ter etanol na amostra, na hora de acrescentar o ctab!! Flambar a
tesoura e a pinca para evitar contaminacao entre as amostras!

Acrescentar 500 pL. do tampao de extracio CTAB e esmagar o material entre o
pistil e a parede do tubo. Se for tecido muscula, o ideal seria deixar o tecido bem
esticado. Se for tecido hepatico, o tecido esfarela.

Incubar em Banho Maria durante um hora, vortexar no comego e a cada 20 minutos
para misturar bem o tampao com o tecido.

Durante esse tempo, acrescentar 500 puL of cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) ao
segundo conjunto de tubos. Cuidado para ndo apagar as escritas dos tubos!
Centrifugue o material do tecido e do CTAB durante 2 min, na velocidade maxima.
Remova o sobrenadante (aproximadamente 450 puL) e transfira-o para o Segundo
conjunto de tubos.

Misturar com cuidado, devagar, para evitar vazamento. Misturar até o liquido
adquirir uma aparéncia leitosa (musculo), ou amarelada clara (figado).

Centrifugue durante 15 min a velocidade maxima.

Pipetar a solu¢cdo aquosa, camada superior (aprox. 400 uL) e transferir para o
terceiro conjunto de tubos. Nunca transferir o material semelhante a areia, que fica
entre as duas interfases.

Acrescentar 250 uL de isopropanol gelado (-20° C) e misturar vagarosamente.
Colocar os tubos na geladeira durante pelo menos 30 min. Nesse momento, podem
parar o protocol para almogo ou janta; o protocolo pode continuar no dia seguinte.
Centrifugar durante 30 min numa microcentrifuga refrigerada ou nao.

Retirar com cuidado o sobrenadante, sem perder o pellet (no possivel, faca isto a
contraluz) O pellet pode soltar ou ndo da parede do tubo, e, neste momento, pode
ser visivel ou ndo. Lavar o pellet em 1 mL de etanol 75% mantido no freezer (-20°
O).

Centrifugar durante 2 min a velocidade maxima.

. Retirar com cuidado o sobrenadante, sem perder o pellet (no possivel, faga isto a

contraluz) O pellet pode soltar ou ndo da parede do tubo, e, neste momento, pode
ser visivel ou néo. Lavar o pellet em 1 mL de etanol 100% mantido no freezer (-20°
©

Centrifugar por 2 min a velocidade maxima.

Secar o pellet na estufa de 36 °C

Acrescentar pelo menos 50 pL de TE (Tris-EDTA) estéril. Se o pellet for visivel,
acrescentar 100 uL de TE. Deixar na geladeira de um dia para o outro, para
ressuspender o DNA.

. Guardar na geladeira se for usar imediatamente, ou no freezer para uso no futuro.
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Anexo 2:

Arvore de maxima verossimilhanca

GUTEITS Pin/ bacia P Sul
GUEIT2: PG bacia P Sul
GURI. PG bacia P Sul
GumzIey PG bacia P SU
Ui PG bacia P.5U
T8RP becia P Sl
i CL bacia R Doce

0.08

g CL becianR. Doce

CTH% CLf bacia R, Doce

CTE12 BRI becia Pudo Sul

CT211 RRC bacia R, Doce
r ST peA bacia R, Doce
I~ CT177% REA/ basia . Dace
CTZ06: RFC/ bacia R, Doce
CTE RFE/ bacia F Dace
256 LA bacia R Doce
CT22 RPG bacia R Doce
eTst RRY) bacia P, doSul
CT5t8 RP) bacia PodaSul
CTE13 R/ bci P da Sul
CTE4 BRI/ bacia P.da Sul
GUzTes) PG becia P Sul
CTEAH R/ bacia P.Sul
CT19: R/ bacia P Sul
CTaME: PEf bacia P Sul
T PS bacia P Sul
CTéi R/ bacia P Sul
CTa0 RS/ bacia P Sul
CT3 5/ bacie P Sul

— Jogons RV bacia do Muzuri
F—— J07 R bacia do Musuri
T8 (G bacia R Doce
2508 L Bacia R Doce
T LA bacia R, Doce
CTi272: LG bacia R Doce
150 LA bacia R, Doce
craeih LY bacia R Doge
CT248: LY acia R Doce
CT125 |C bacia R, Doce
CT2A77 LY becia R Doge
CTH8 (| bacia R, Doce
T2 L bacia R Doge
criee LU bacia R Doce
cT1a8 LG/ becla R Doce

crsir. R} bacia ltabapoara
cTa RFY becia Itakapoara
CTs142 Rl bacia ltabapoara
cT147- i} bacia ltabapoara
CTEIG RRY becia Itatapoara
CTa2 AP becia ltabapaara
CTERH, RRY becia Itabapoara
CT53% AP tecia ltatbapaara
s R bacia Habapoare
i R becia habepoere
a5 R/ bacia habapoere
i R/ bacia P Sul
i R/ bacia P Sul
cTaMs RIf tecia ltatapoare
HAS0308. RSF bacia S, Franc sco
CTE% RIf becia ltatapaara
CT5t1- RIf becia Itabapaara
K17 Gymongeeghages mesidoris
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