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RESUMO

ROCHA, Renan Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa - Campus
Florestal, Fevereiro de 2018. Astyanax rivularis: ferramentas para a avaliacdo da
diversidade genética e conservacio da espécie. Orientadora: Karine Frehner
Kavalco.

Peixes sdo o maior grupo de vertebrados viventes, com grande parte das espécies
habitantes da Regido Neotropical. Dentre as espécies existentes na regido, o género
Astyanax destaca-se devido a sua ampla distribuicdo, diversidade morfologica e
cariotipica. O gé€nero possui carater Incertae sedis na familia e é caracterizado por
um grande nimero de complexos de espécies. Um desses complexos € o Astyanax
scabripinnis, composto por pelo menos 14 espécies de grande similaridade
morfologica. Entre as espécies do complexo encontra-se Astyanax rivularis. Estes
pequenos peixes normalmente restringem-se as cabeceiras dos rios, devido a
dificuldade em superar barreiras como rapido fluxo de dgua. E uma espécie que
possui poucos estudos sobre sua diversidade genética, estrutura populacional e
filogeografia. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade e
presenga de estruturacdo genética e inferir as relagdes filogeograficas de populacdes
de Astyanax rivularis na bacia hidrografica do Alto Rio Sao Francisco, utilizando
marcadores moleculares mitocondriais. Para isso, foram extraidos DNA de figado e
coragdo de individuos de nove populagdes de 4. Rivularis, sendo uma delas em area
de Unidade de conservagdo (Parque Nacional da Serra do Cipd), que foram utilizados
para a amplificagdo dos genes mitocondriais Citocromo B ¢ ATPsintase subunidades
6 e 8. As distancias genéticas calculadas entre as populacdes foram similares as
encontradas na literatura, com exce¢do para alguns individuos provenientes do
Parque Nacional da Serra do Cip6. A distancia genética maior que 2% para as outras
populagdes, os agrupamentos encontrados nos dendrogramas e a existéncia de uma
linhagem formada exclusivamente por estes individuos na rede de haplétipos traz
evidéncias de que, provavelmente, trata-se de uma espécie diferente de A. rivularis.
A distancia genética dentro das populacdes foi baixa. Os dendrogramas mostram a
existéncia de dois grandes clados para as popula¢des. De forma geral, corregos que
possuem conexdo agruparam-se. Populagdes que possuem maior diversidade
cariotipica mostraram maior estruturacdo em relagdo as outras. Entretanto, algumas
populacdes exibiram individuos em ambos os clados. A rede de haplotipos para
ambos os genes indica a existéncia de dois eventos de colonizacdo nos rios

amostrados. Um primeiro evento levou a colonizagdo de uma linhagem nos rios,
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enquanto um segundo evento levou ao aporte de uma outra linhagem em novos rios e
em alguns dos rios previamente colonizados. O uso de abordagens com multiplas
ferramentas pode oferecer novas informagdes para elucidar a historia evolutiva do
grupo e verificar se realmente ha a existéncia de mais de uma espécie sendo
identificada como A. rivularis, o qual comporia mais um complexo de espécies no

género Astyanax.
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ABSTRACT

ROCHA, Renan Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa - Campus
Florestal, February, 2018. Astyanax rivularis: tools for assessment of genetic
diversity and species conservation. Adviser: Karine Frehner Kavalco.

Fishes are the biggest group of living vertebrates, with a large portion of them
inhabiting the Neotropical Region. Among species from the region, the Astyanax
genus stands out due to the large distribution and great morphological and karyotypic
diversity. It’s a genus Incertae sedis in Characidae family, is characterized by a huge
number of species complexes. One of these complexes is Astyanax scabripinnis,
comprised of at least fourteen species that share some morphological similarity.
Astyanax rivularis is one of the species that belong to the complex, an endemic
subspecies of the Upper Sdo Francisco River Basin recently raised to the status of
species. These minnows usually are restricted to headwaters because it has difficulty
to overcome barriers like fast stream flow. Few studies are available about its genetic
diversity, population structure and phylogeography. This work aimed to assess the
genetic diversity, population structuring and to infer phylogeographic relationships
of A. rivularis in the Upper Sao Francisco River Basin, using mitochondrial
molecular markers. In order to achieve that, we have extracted DNA from the liver
and heart of specimens from nine A. rivularis’ populations, one of those located in an
area of a Conservation Unit (Serra do Cip6 National Park). These DNAs were used
to amplify mitochondrial genes Cytochrome B and ATP synthase subunits 6 and 8.
The genetics distances calculated among populations were according to literature,
with exception of some specimens from Serra do Cipd National Park. The genetic
distance greater than 2%, the clustering found on dendrograms and the existence of a
unique lineage composed by these specimens presented partial evidence of another
species than A. rivularis. The genetic distances within the populations were low. The
dendrograms showed the existence of two major clades for populations. In general,
streams with connections between them were clustered together. Populations that
have greater karyotypic diversity presented stronger structuration than others.
Nevertheless, some populations showed up individuals in both clades. The haplotype
network for both genes indicated the occurrence of two colonization events in the
sampled rivers. The first event led to the colonization of one lineage in the rivers,

while the second event led to the colonization of a second lineage to new rivers and
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to some of the previously colonized rivers. An approach with multiple tools might be
useful to bring some new information that can be helpful to elucidate the
evolutionary history of the species and to check if there are more than one species
being labelled as A. rivularis, which would compose one more species complex

within 4Astyanax genus.



1.  INTRODUCAO
1.1 Astyanax rivularis, distribuicao e diversidade

Os peixes sao o maior grupo dentro dos vertebrados, compreendendo
atualmente mais de 32 mil espécies, com uma grande diversidade de morfologias,
habitos de vida e comportamento (Nelson et al., 2016). Cerca de 20% destas espécies,
aproximadamente seis mil, encontram-se na Regido Neotropical, sendo esta
considerada a regido com a mais rica ictiofauna (Reis ef al., 2003). Entre os peixes
encontrados na regido Neotropical, destacam-se os pertencentes a ordem
Characiformes, com suas mais de 1800 espécies, e dentro desta temos a familia

Characidae, principal da ordem, com aproximadamente 1200 espécies.

O género Astyanax Baird e Girard, 1854 ¢ um género Incertae sedis que
atualmente possui cerca de 160 nomes de espécies validos (Eschmeyer e Fong, 2019)
e distribui-se por toda a regido Neotropical, sendo o mais diversificado da familia
Characidae (Orsi et al., 2004). E um género com grande variagio morfolégica,
comportamental, cariotipica e de habitats. Apesar dessa grande variacdo, muitas
espécies do género sdo consideradas complexos de espécies, apresentando grande
dificuldade na delimitagdo das espécies que os compdem (Pazza et al., 2008; Kavalco

et al., 2009; Lucena e Soares, 2016).

Um dos complexos de espécies existentes dentro do gé€nero € o Astyanax
scabrippinis. Inicialmente sugerido por Moreira-Filho e Bertollo em 1991 devido a
diferengas cariotipicas, o complexo hoje engloba 14 espécies (Bertaco e Lucena,
2006), com nimero dipldide variando de 2n = 46 a 2n = 50 (Maistro et al., 2000),
apesar de trabalhos recentes indicarem que o complexo possa compreender mais

espécies (Oliveira et al., 2017, Zanata et al., 2018).

Uma das espécies que se associa ao complexo € Astyanax rivularis Liitken
1874 (Figura 1), espécie endémica da porcdo Alta da bacia do Rio Sdo Francisco
(Eschmeyer and Fong, 2019). S3o animais diurnos de pequeno porte, que se movem
livremente na coluna d’agua, nadando proximos as margens dos rios, vivendo nas

cabeceiras dos cursos d’agua (Casatti e Castro, 20006).

Devido a estas caracteristicas e a dificuldade em superacao de barreiras como
fortes correntezas, os individuos de A4. rivularis tendem a se isolar em concentracoes

populacionais e geograficas (Bennemann et al., 1995; Shibata et al., 2002). Dessa
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forma, a propria calha do rio pode se tornar um impedimento abidtico ao livre

deslocamento dos individuos, diminuindo o fluxo génico entre as populagdes.

Devido ao habito onivoro, sdo importantes para a manutencao da teia trofica
do ambiente aquatico, podendo controlar o tamanho populacional tanto de algas e
insetos, como também servindo de alimento para peixes de maior porte (Uieda e Motta,

2007).

Figura 1 - Exemplar de Astyanax rivularis

Apesar de ser relativamente comum na bacia do Rio Sdo Francisco, estudos
genéticos, populacionais e filogeograficos sobre a espécie sdo escassos na literatura.
Assim, a utilizacdo de ferramentas variadas de biologia molecular pode oferecer uma
gama de informagdes valiosas a respeito das espécies. Tais ferramentas sdo
comumente utilizadas para esses propdsitos, por se mostrarem informativas em
detectar diversidade genética entre populagdes e/ou espécies (Castro et al., 2015;

Chistiakov et al., 2006).
1.2 O Alto Sao Francisco

O Rio Sao Francisco corresponde a terceira maior bacia hidrografica
do Brasil, e a primeira contida inteiramente no pais. A por¢do denominada como Alto
Sao Francisco compreende desde a nascente do Rio Sao Francisco, na Serra da
Canastra, até a foz do rio das Velhas, apos a cidade de Pirapora - MG. E delimitada
pelo lado direito pela Serra do Espinhaco e pelo lado esquerdo pela Serra da Mata da
Corda (MMA, 2004). E uma regido bastante chuvosa (de 1000 mm a 1500 mm anuais),
com vegetacao constituida de Cerrado e fragmentos de Mata Atlantica (Codevasf,
2010). E a porcio da bacia do Sdo Francisco com maior indice de enchentes, embora
a construcao de represas venha gradativamente diminuindo este indice (Santos et al.,

2012).

Enchentes sdo grandes modificadores da paisagem a que estdo associadas. Sao

responsaveis pelo carreamento de nutrientes, sedimentos, matéria organica e até



mesmo fauna e flora (Junk et al., 1989). Com isso, podem ser responsaveis pela troca
de faunas entre cursos d’agua, formagao de lagos, movimentacao lateral (migragao) e
recrutamento e reproducao de espécies, sendo assim um fator que pode influenciar na
estruturacdo de diferentes populagdes e espécies (King et al., 2003; Pompeu e

Godinho, 2003; Agostinho et al., 2004; Lyon et al., 2010).
1.3 Marcadores moleculares

Estudos de diversidade genética dentro e entre populagdes utilizando
marcadores moleculares sao uma etapa inicial importante para se obter um panorama
da diversidade dentro e entre espécies (Ashikaga et al., 2015). Sao também essenciais
para permitir a elaboracdo de programas de manejo e conservacdo de espécies

(Frankham et al., 2004).

Entre os marcadores moleculares usados para estes estudos encontram-se 0s
polimorfismos em sequéncias de genes mitocondriais. Estes genes possuem
caracteristicas que os tornam uteis para diversos tipos de estudos populacionais, entre
eles a auséncia de recombinacdo e heranca materna (Saccone, 1994), seu grau de
conservagao entre os taxons (Billington e Hebert, 1991) e sua taxa de evolu¢do maior

que a de genes nucleares de cdpia tnica (Brown et al., 1979).

Alguns dos genes utilizados para tais analises em peixes sdo o Citocromo B
(CytB) (Perdices et al., 2002) e ATP sintase subunidades 6/8 (4TPase 6/8) (Habib et
al.,2011). CytB ¢ largamente usado no estudo de relagdes filogenéticas entre espécies
de mesmo género ou familia, com resultados que muitas vezes podem até mesmo
modificar as relacdes filogenéticas dentro destes grupos. (Castresana, 2001). J& a
ATPase 6/8 ¢ bastante utilizada em trabalhos de filogeografia e reconstru¢ao de

eventos evolutivos em peixes. (Borba ef al., 2013; Pazza et al., 2018).

Dados obtidos pelas ferramentas supracitadas possuem uma grande gama de
aplicagcdes. Podem ser utilizados para uma série de analises genéticas individuais,

populacionais e filogeograficas (Chistiakov et al., 2006).



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a diversidade e estruturagdo genética e reconstruir a filogeografia de

populagdes de Astyanax rivularis na bacia hidrografica do Alto Rio Sao Francisco.
2.2 Objetivos especificos

e [Estimar a diversidade genética dentro e entre populacdes de A. rivularis.
e Estabelecer as relagdes evolutivas entre as diferentes populagdes de A.
rivularis amostradas, considerando a distribuigdo das mesmas.

e Discutir os padrdes e processos envolvidos na evolug¢do do grupo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de material biologico

Individuos de populacdes de Astyanax rivularis foram coletados em nove
pontos ao longo da Bacia do Alto Rio Sao Francisco, sendo um deles localizado em
area de conservacdo do Parque Nacional da Serra do Cip6 (Ribeirdo Bandeirinhas). Os
pontos de coleta estdo indicados na figura 2. Todas as coletas foram realizadas com a

licenga permanente SISBIO 15571-1 atribuida a Rubens Pazza.

Legenda
A aqde
A Cérrego Curral das Equas

A\ Ribeirzo Bandeirinhas
A Rio abzeté
A Rio do Boi

~45.750 ~45.000 4250

Figura 2a — Visdo geral da Bacia Hidrografica do Rio Sao Francisco (Fonte: ANA — Agéncia Nacional
das Aguas). 2b — Localizag@o dos pontos de coleta de 4. rivularis



Os individuos capturados foram levados ao Laboratério de Genética Ecologica
e Evolutiva (LaGEEvo), da Universidade Federal de Vigosa — Campus Rio Paranaiba
(UFV-CRP), onde foram eutanasiados pela imersdao dos espécimes em agua com
eugenol, conforme recomendado pela Resolugdo Normativa n° 37/2018 do Conselho
Nacional de Controle de Experimenta¢ao Animal/Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovacao (CONCEA/MCTI). Apods este procedimento foi realizada a retirada de
tecidos para analises cromossomica € molecular. Os espécimes e as amostras retiradas
foram depositados na Colecdo de Vertebrados e Banco de Tecido e Suspensdo Celular
do LaGEEVO UFV-CRP. Todos os espécimes foram identificados como Astyanax
rivularis. Na tabela 1 sdo apresentadas as coordenadas das populagdes usadas neste

estudo, além da quantidade de sequéncias de DNA obtidas de cada uma delas.

Tabela 1 - Informagdes sobre os pontos de coleta de populagdes de Astyanax rivularis e nimero de
individuos sequenciados para cada regido génica.

‘ Populacdes ‘ Coordenadas ‘ ATPase 6/8 ‘ CytB ‘
Corrego Lage 19°01'25.5"S, 46°06'38.2"W 2 4
Corrego Tiros 18°56'34.1"S, 45°56'18.2"W 5 5

Corrego Lambari 18°49'08.5"S, 45°47'17.7"W 4 5
Rio do Boi 18°19'03.9"S, 45°05'41.0"W 5 5
Corrego Curral das Eguas  18°07'36.2"S, 45°25'06.0"W 5 4
Corrego Vereda Grande  18°19'18.6"S, 45°06'32.8"W 4 5
Acude 19°09'39.9"S, 46°07'47.3"W 3 4

Rio Abaeté 19°12'35.7"S, 46°06'33.8"W 3 3
Ribeirdo Bandeirinhas ~ 19°25'08.3"S, 43°34'12.4"W 0 5

3.2 Extracdo de DNA

O DNA para as andlises com marcadores moleculares foi extraido de
fragmentos de tecidos como coragdo e figado, utilizando um kit comercial de extragao
e purificacdo da Invitrogen, seguindo-se as instru¢des do fabricante. A checagem de
qualidade do DNA extraido foi realizada em gel de agarose 1%, com a quantificagao

sendo realizada pela comparagdo com padrao de peso molecular conhecido.



3.3 Amplificacio dos genes mitocondriais

Para amplificacio dos genes mitocondriais foram utilizados os primers
H16460- 5’CGAYCTTCGGATTACAAGAC3’ e GluDG.L - 5’
TGACCTGAARAACCAYCGTT3’ para amplificagdo do gene Citocromo B (Perdices
et al., 2002), e os primers ATP 8.2 L8331 (5 AAAGCRTYRGCCTTTTAAGC) e
C03.2 H9236 (5 GTTAGTGGTCAKGGGCTTGGRTC) para amplificagdo do gene
ATPase subunidades 6 ¢ 8 (Sivasundar et al., 2001). As condigdes das reacdes de
amplificacdo foram: desnaturagdo inicial 94°C por 4 minutos (1 repeti¢cdo), seguidos
de 94°C por 15 segundos (desnaturagdo), anelamento a 56°C por 30 segundos e
alongamento 72°C por 2 minutos (35 repeticdes) e extensao final a 72°C por 1 minuto.
O resultado da amplificagdo foi visualizado em gel de agarose 1% utilizando brometo
de etidio, como intercalador e visualizados utilizando-se transiluminador. Quando
bem-sucedidas, os produtos de amplificagdo foram enviados para empresa
terceirizada, responsavel pela purificacao e sequenciamento das amostras pelo método

de Sanger.
3.4 Analise dos dados mitocondriais

As sequéncias de cada gene foram alinhadas com o algoritmo MUSCLE
(Edgar, 2004) e editadas no software MEGA v.6 (Tamura et al., 2013). Em cada
alinhamento uma sequéncia do GenBank de Astyanax paranae para aquele gene foi
adicionada como outgroup. As sequéncias dos genes de 4. paranae foram obtidas do
genoma mitocondrial completo da espécie (Silva et al., 2016). No MEGA v.6 também
foram calculados a distdncia genética intra-populacional e inter-populacional, a

porcentagem de composi¢ao de base das sequéncias e o nimero de sitios polimoérficos.

O software PartitionFinder 2 (Lanfear et al., 2016) com implementacdo do algoritmo
greedy (Lanfear er al., 2012) foi utilizado para definir o particionamento dos
nucleotideos em subconjuntos e calcular o melhor modelo de substituicao a ser usado
nas analises posteriores. O particionamento foi realizado em 1°, 2° e 3° posi¢des do
codons e os modelos encontrados foram HKY para ATPase 6/8 e HKY+G para CytB
(Hasegawa et al., 1985).

A analise de maxima verossimilhanga foi realizada no software IQ-Tree v 1.69
(Nguyen et al., 2015) para ambos os genes, com 5000 réplicas e aproximagao de

bootstrap ultra-rapida, para a producdo de dendrogramas com valores de suporte no



ramo mais confidveis (Hoang et al., 2017). A particdo dos codons e modelos evolutivos

utilizados foram os encontrados pelo software PartitionFinder 2.

A andlise bayesiana foi realizada para ambos no software MrBayes 3.2
(Ronquist et al., 2012), com 50 milhdes de geragdes iniciais até o desvio padrao médio
das frequéncias divididas ser menor ou igual a 0,001, sumarizagdo dos parametros da
corrida e sumarizacdo das arvores geradas. O burnin, descarte de parte inicial das
amostras, foi definido em 20%. Os modelos evolutivos utilizados foram os
encontrados pelo software PartitionFinder 2. O software Tracer 1.7 (Rambaut et al.,
2018) foi utilizado para verificar a convergéncia dos parametros da analise. Os
dendrogramas gerados tanto na andlise de maxima verossimilhanc¢a quanto na analise

bayesiana foram visualizados no software FigTree V1.4.3 (Rambaut, 2012).

A construgdo da rede de haplétipos foi realizada pela criagao de um arquivo de
dados de haplétipos a partir das sequéncias, utilizando o software DnaSP 5 (Librado e
Rozas, 2009) com implementacdo de algoritmo de método bayesiana baseado em
coalescéncia (Stephens et al., 2001). O célculo da rede de haplotipos por meio de

abordagem median-joining (Bandelt et al., 1999) foi realizado no software Network®©.



4. RESULTADOS
4.1 Amostras sequenciadas

Foram obtidas 40 sequéncias do gene mitocondrial Cy¢B, para as 9 populagdes
estudadas, que tiveram uma média de 600 pares de bases, com composi¢do média de
30,5% de Timina, 28,1% de Citosina, 25,6% de Adenina e 15,8% de Guanina. Foram
detectados 49 sitios variaveis nas sequéncias. Para o gene da Atpase 6/8 foram obtidas
31 sequéncias, para 8 populagdes, de tamanho médio de 609 pares de base, com 21
sitios variaveis e médias de 27,6% de Timina, 29,9% de Citosina, 29,3% de Adenina

e 13,2% de Guanina.
4.2 Distancias genéticas

A distancia genética calculada entre individuos dentro de uma mesma

populacdo e entre diferentes populagdes estdo apresentadas nas tabelas abaixo.

Tabela 2 — Distancia genética intrapopulacional para os genes ATPase 6/8 e CytB.

N/D = Nao disponivel

Distancia genética

Populacdes ATPase 6/8 CytB
Corrego Lage 0.000 0.000
Corrego Tiros 0.001 0.000
Corrego Lambari 0.010 0.009
Rio do Boi 0.000 0.000
Cérrego Curral das Eguas 0.012 0.007
Corrego Vereda Grande 0.000 0.000
Acude 0.000 0.000

Rio Abaeté 0.000 0.002

Ribeirdo Bandeirinhas N/D 0.026

Devido a alta diversidade encontrada em Ribeirdo Bandeirinhas, uma analise
da distancia genética foi aplicada entre os individuos da populacdo. Foi observado
grande diversidade entre alguns individuos, levando a sua separacdo em dois grupos,
baseando-se num limite de 2% de diferenca entre os individuos (April et al., 2013;
Rossini ef al., 2016). Estes grupos foram denominados Ribeirdo Bandeirinhas “A” e

“B”. O agrupamento Ribeirdo Bandeirinhas “B” possui uma diferenciagdo quase no



limiar quando comparada as populagdes do Corrego Lage e Tiros, e maior que 2%

quando comparada ao Ribeirdo Bandeirinhas “A”.

Tabela 3 — Distancia genética par a par de populagdes para o gene ATPase 6/8. Os valores abaixo da

diagonal correspondem a distancia entre os pares, enquanto os valores acima da diagonal (sombreados),
correspondem ao erro-padrdo para 1000 replicagdes.

1 2 3 4 5 6 7 8

1. Corrego Lage 0.002 0.003 0.002 0.004 0.002 0.006 0.006
2. Corrego Tiros 0.003 0.002 0.000 0.003 0.000 0.006 0.006
3. Corrego Lambari 0.007  0.006 0.002 0.003 0.002 0.005 0.005
4. Rio do Boi 0.002  0.000 0.005 0.003 0.000 0.006 0.006
5. Cérrego Curral das Eguas ~ 0.010  0.009  0.010  0.008 0.003  0.005 0.005
6. Corrego Vereda Grande 0.002  0.000 0.005 0.000 0.008 0.006 0.006
7. Agude 0.018 0.015 0.016 0.016 0.017 0.016 0.000
8. Rio Abaeté 0.018 0.015 0.016 0.016 0.017 0.016 0.000

Tabela 4 - Distancia genética par a par de populagdes para o gene CytB. Os valores abaixo da diagonal
correspondem a distdncia entre os pares, enquanto os valores acima da diagonal (sombreados),
correspondem ao erro-padrdo para 1000 replicagoes. C corresponde a Corrego. Curral d. E = Corrego
Curral das Eguas; Vereda G = Cérrego Vereda Grande; Rib Band = Ribeirdo Bandeirinhas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. C. Lage 0.003 0.003  0.003 0.003 0.003 0.005 0.004 0.008
2. C. Tiros 0.006 0.003  0.002 0.003 0.002 0.005 0.005 0.007
3.C. Lambari 0.013 0.009 0.003 0.002 0.003 0.002 0.003 0.007
4. Rio do Boi 0.006 0.004 0.008 0.003 0.000 0.004 0.004 0.007
5. Currald. E  0.011 0.009 0.007  0.008 0.003 0.002 0.003 0.007
6.Vereda G 0.005 0.004 0.008  0.000 0.008 0.004 0.004 0.007
7. Agude 0.016 0.014 0.006  0.011 0.006 0.011 0.003 0.007
8.Rio Abaeté 0.013 0.015 0.011  0.012 0.011 0.011  0.007 0.007

9.RibBand A 0.035 0.033 0.034  0.029 0.033 0.029 0.033 0.034
10.RibBand B 0.019 0.019 0.014  0.015 0.015 0.015 0.011 0.009 0.036

Para ambos os genes, as Uinicas populagdes que apresentaram diversidade intra-
populacional maior que 0 foram as populagdes do Corrego Lambari e Corrego Curral
das Eguas. Ribeirdo Bandeirinhas mostrou maior diversidade para o gene CyzB. De
uma forma geral, as populagdes do Rio Abaeté, Agude e Ribeirdo Bandeirinhas foram

as que apresentaram maior distdncia em relagdo as outras populagdes.
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4.3 Analise Bayesiana e de Maxima Verossimilhanca

As andlises Bayesiana ¢ de Méaxima Verossimilhanga para ambos os genes
geraram dendrogramas com topologias e probabilidade similares, com pequenas
alteracdes relativas somente ao comprimento dos ramos. Dessa forma, serdo
apresentados apenas os dendrogramas gerados pela analise bayesiana com os valores

de probabilidade e bootstrap para ambas analises (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 — Inferéncia Bayesiana baseada no gene CytB gerado no software Mr Bayes. Os valores

apresentados nos nos representam a probabilidade a posteriori calculada pelo software Mr Bayes,

enquanto os valores entre parénteses representam o valor de bootstrap da Analise de Méxima

Verossimilhanga.
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Figura 4 — Inferéncia Bayesiana para o gene ATPase 6/8 gerado no software Mr Bayes. Os valores
apresentados nos nods representam a probabilidade a posteriori calculada pelo software Mr Bayes,
enquanto os valores entre parénteses representam o valor de bootstrap da Analise de Maxima

Verossimilhanca.
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4.4 Rede de Haplotipos

A rede de haplotipos gerada a partir das sequéncias de 47Pase 6/8 mostraram
3 principais linhagens derivadas de um haplotipo ancestral/ndo coletado (Figura 5).

Foram encontrados 7 haplotipos e a diversidade haplotipica foi de 0,6344.

Linhagem B

H Y
Linhagem C

Figura 5 - Rede de Hapldtipos gerada pelo software Network a partir das sequéncias de 4TPase 6/8. O
tamanho dos nos é proporcional a sua frequéncia. Cada trago representa um passo mutacional ocorrido
entre os haplétipos. Cada populagdo ¢é representada por uma cor. Vermelho: Cérrego Curral das Eguas;
Rosa: Corrego Vereda Grande; Roxo: Rio do Boi; Verde escuro: Corrego Lambari; Laranja: Corrego
Tiros; Azul escuro: Corrego Lage; Verde claro: Rio Abaeté; Cinza: Acude; Preto: haplotipos faltantes.

A rede de haplotipos gerada a partir das sequéncias de CytB também
demonstrou 3 linhagens derivadas de um haplotipo ancestral/nao coletado, porém com
composi¢do ligeiramente diferente das linhas da rede de haplotipos de ATPase 6/8. 15
haplotipos foram identificados e a diversidade haplotipica encontrada foi de 0,9115

(Figura 6).
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Linhagem C

Figura 6 - Rede de Haplotipos gerada pelo software Network a partir das sequéncias de CytB. O tamanho
dos nods ¢é proporcional a sua frequéncia. Cada trago representa um passo mutacional ocorrido entre os
haplétipos. Cada populagio ¢é representada por uma cor. Vermelho: Corrego Curral das Eguas; Rosa:
Corrego Vereda Grande; Roxo: Rio do Boi; Verde escuro: Coérrego Lambari; Laranja: Corrego Tiros;
Azul escuro: Cérrego Lage; Verde claro: Rio Abaeté; Cinza: Acude; Azul claro: Ribeirdo Bandeirinhas.
Preto: haplétipos faltantes.
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5, DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente estudo apontam para a evidéncia da
existéncia de mais de uma espécie sob o nome de Astyanax rivularis. Embora alguns
pares de populagdes apresentem distdncias genéticas similares as encontradas para
espécies do género (Depra et al., 2014, Kavalco et al., 2016), o agrupamento Ribeirdo
Bandeirinhas “A” apresentou grande divergéncia das outras populagdes. Essa
diferenca supera os 2%, valor considerado como o limiar para genes mitocondriais
para determinar a existéncia de espécies diferentes (Pages e Hughes, 2010; April et al.,
2013; Rossini et al., 2016). Os valores de distancia genética encontrado para Ribeirao
Bandeirinhas “A” sdo superiores aqueles encontrados na diferenciacao entre Astyanax
rivularis e Astyanax paranae, espécies equivalentes de bacias diferentes que fazem

parte do complexo Astyanax scabripinnis (Rocha et al., in press).

Ao analisar conjuntamente o agrupamento e comprimento dos ramos no
dendrograma gerado para a CytB (Figura 3), o nimero de passos mutacionais que
separam o haplétipo ancestral da linhagem constituida pelo Ribeirdo Bandeirinhas “A”
(Figura 6) e a distincia genética entre ele e as outras populagdes (Tabela 3), pode-se

inferir que provavelmente trata-se de uma espécie diferente de Astyanax rivularis.

Apesar da grande distancia genética entre as populagdes, quando analisada a
distancia intra-populacional, ha baixo nivel de diferenciacdo dentro das populacdes.
Seis das nove populagdes de Astyanax rivularis coletadas ndo apresentaram variagao
genética para ambos os genes analisados (Tabela 2). Baixa diversidade genética ¢ um
dos fatores que pode afetar a manutengao de populagdes, haja visto que quanto menor
a variabilidade, menor a probabilidade de os organismos poderem responder as
modifica¢des ambientais (Carvalho, 1993). Segundo o CBHSF (2016), a Bacia do Rio
Sao Francisco como um todo € constantemente ameacada por assoreamento dos cursos
d’agua, introducdo de espécies exaticas e diminuicao da vazao de dgua. A regido onde
a maioria dos pontos de coleta do presente estudo foram realizadas também sofrem

impacto devido a agricultura (Godinho e Godinho, 2003).

As redes de haplotipos, apesar de terem conformagdes diferentes, indicam a
ocorréncia dos mesmos eventos demograficos atuando na distribuicdo das bacias nas
areas amostradas. Ambas apontam para a existéncia de um haplétipo ancestral de onde
provavelmente se originaram os haplotipos amostrados, ou seja, de uma populacao que
deu inicio ao processo de colonizacao dos rios. Na rede gerada para o gene da ATPase
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6/8 (figura 5) € possivel perceber que a partir do haplotipo ancestral derivam-se 3
linhagens de A. rivularis. Corrego Lambari e Curral das Eguas aparecem em duas das
linhagens derivadas de mvl. Assim, pode-se inferir que esses corregos foram
inicialmente colonizados pelos haplotipos existentes na linhagem A, ocorrendo uma
segunda colonizagdo desses cursos d’agua por individuos da linhagem B. A frequéncia
maior dos haplotipos da linhagem A na rede corrobora essa teoria (Posada e Crandall,
2001). A linhagem derivada C contém apenas individuos do Rio Abaeté e Agude. Essa
linhagem ¢ ausente na rede gerada a partir do gene CytB (figura 6). Nessa rede,
observamos que as populacdes de Abaeté e Ac¢ude ndo formam um agrupamento

exclusivo, fazendo parte da linhagem B.

As diferentes taxas de evolu¢do dos genes utilizados podem explicar o
resultado encontrado. O gene da ATPase 6/8 possui uma taxa de mutagdo um pouco
mais alta que o CytB (Brown et al., 1979). Dessa forma, em um menor de intervalo de
tempo pode acumular maior nimero de mudancas, sendo capaz de separar grupos mais
recentes que nao podem ser observados em outros genes (Fearnley e Walker, 1992;
Page e Hughes, 2010). Mesmo com essas diferencas, entretanto, ¢ possivel perceber
que a rede gerada para o gene Cy¢B conta a mesma historia de duas colonizagdes dos
rios na bacia. E necessario notar a presenca dos individuos que compde o Ribeirdo das
Bandeirinhas B na linhagem B, indicando que parte da populagdo do curso d'agua pode
ter sido estabelecida no segundo evento de dispersao que levou a colonizacao dos Rios
Abaeté, Lambari e Curral das Eguas. A linhagem C, representada pelos individuos que
compdem o Ribeirdo Bandeirinhas A, surgiu a partir do haplétipo ancestral, porém
apresenta um maior nimero de passos mutacionais o separando deste, indicando que
a separacdo/isolamento entre eles deve ter ocorrido had mais tempo do que aquele
observado para as outras linhagens (Templeton, 2004). E bastante evidente que ha dois
eventos colonizadores independentes na formacdo do pool genético do Ribeirdo
Bandeirinhas, o que provavelmente deve estar registrado no genoma nuclear e em nivel
cromossomico. Talvez a introgressao de novos aportes populacionais possa explicar a

grande diversidade cromossdmica observada em A. rivularis (Pazza e Kavalco, 2007).

As analises filogenéticas dos genes mitocondriais CytB e ATPase 6/8,
mostraram uma historia evolutiva similar para ambos os genes, apesar de o CytB ter

sido mais resolutivo (figuras 3 e 4). Em ambos dendrogramas houve a separag¢do de
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dois grandes clados. A topologia dos dendrogramas ¢ coerente com a separagdo

observada pelas redes de haploétipos.

No clado A (figuras 3 e 4), podemos perceber o agrupamento de individuos do
corrego Vereda Grande e Rio do Boi. O corrego ¢ um tributario do Rio do Boi, com
pontos de coleta proximos. A distancia genética entre as duas populagdes d = 0 indica
livre fluxo génico entre as mesmas, de forma que ndo haja isolamento capaz de manter
mutagoes isoladas em uma das populacdes (Slatkin, 1987; Bradic et al., 2012). O
corrego Lambari, afluente do Rio Borrachudo, ndo possui nenhum contato direto com
os rios do Clado A. Entretanto, ele se localiza em uma area proxima de uma série de
afluentes que possuem conexao com o Corrego Tiros. Dessa maneira, em momentos
de enchente, que sdo comuns nessa regido do Alto Sao Francisco (Santos et al., 2012),
pode ser recorrente o contato entre os afluentes, havendo troca de fauna entre as
diferentes populacdes. Além disso, como observado na rede de haplotipos (figuras 5 e
6), o corrego Lambari compartilha haplotipos com o corrego Tiros e estes estdo
relacionados com os outros rios que formam o clado. O coérrego Lage mostrou-se como
uma das populagdes mais isoladas dentro da anélise. E a tnica populagio em que se
observou apenas um haplogrupo exclusivo na rede de haplotipos, sem
compartilhamento com outras populagdes. Também apresentou estruturacdo em
ambos os dendrogramas (figuras 3 e 4) e possui distancia genética d > 0 com todas as
outras populagdes. E uma populagdo que possui uma grande variedade cariotipica em
simpatria, possuindo nimero cromossdmico que varia de 2N=46 a 2N=50, sendo que
alguns individuos apresentam cromossomos B (Rodrigues-Oliveira et al., em
preparagdo). Tamanha variacao pode impedir que haja fluxo génico entre a populagdo
do Corrego Lage e rios mais proximos, pois pode impedir a formagdao de zigotos
viaveis entre as populagdes devido a diferengas no pareamento dos cromossomos

(Rieseberg, 2001; Noor et al.,2001).

O agrupamento formado pelos individuos do corrego Curral das Eguas no clado
A teve um bom nivel de robustez em ambos os dendrogramas (figuras 3 e 4),
demonstrando que, apesar de relacionado com as populacdes do Clado A, possui algum
grau de isolamento, que pode ser refletido no fato de o ponto de coleta ndo possuir

nenhuma conexao direta com as outras populagdes.

Individuos do Agude e Rio Abaeté ficaram agrupados no clado B, havendo,

porém, uma maior estruturacdo do Rio Abaeté no dendrograma do gene CytB. Como
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0 Acude ¢ localizado proximo ao Rio Abaeté¢ e a dgua deste ¢ usada para seu
enchimento, isso poderia explicar o agrupamento destas populagdes, além da auséncia
de distancia genética entre elas, haja visto que os individuos do agude inicialmente
pertenceriam ao Rio Abaeté. Ainda no clado A ha a presenga de individuos do cérrego
Lambari e Curral das Eguas. A presenca de individuos dessas populagdes nesse clado,
apesar da grande distancia que separa os pontos de coleta e a auséncia de conexdes
entre os rios, pode ser explicado pelo evento de colonizagdo secundaria que ocorreu
em alguns rios. Conforme evidenciado pela rede de haplotipos de CytB, individuos
dessas populagdes receberam uma segunda leva de colonizadores que possuiam

proximidade com individuos do Rio Abaeté.

O padrido de duas ondas de colonizagdo em rios ¢ frequentemente visto em
peixes. A colonizacdo de cavernas por Astyanax mexicanus ocorreu com dois grandes
aportes de individuos das populagdes de superficie (Gross, 2012). O género Rhamdia
colonizou a mesoamérica em duas diferentes ondas (Perdices et al., 2002), e teoriza-
se que o grupo “peixes” como um todo também tenha colonizado a mesoamérica em

dois grandes eventos colonizatorios (Rosen, 1978; Bussing, 1985).

Os individuos do Ribeirdo Bandeirinhas “A”, conforme mostrado na rede de
haplotipos, descenderam do haploétipo ancestral da espécie na bacia. Dessa forma, num
evento de colonizacdo que pode ou ndo ter sido juntamente com o responsavel pela
colonizacdo da linhagem A, a populagdo colonizou as dguas do hoje Parque Nacional
da Serra do Cip6é (PNSC). A grande variedade de ambientes existentes devido a
presenca de dois biomas nessa regido, Mata Atlantica e Cerrado, além do maior nivel
de isolamento em relagdo as outras populacdes, devido distancia geografica e auséncia
de conexdes entre os rios, pode levar a um maior acimulo de mutagdes que podem ser
responsaveis pela formacdo de espécies diferentes, muitas vezes sem grandes
alteracOes morfologicas, situagdo bastante usual em complexos de espécies (Moreira-

Filho e Bertollo, 1991; Bickford et al., 2007; Pazza et al., 2008).

A situacdo dos individuos do Ribeirdo Bandeirinhas “B” ¢ similar, como
evidenciado pela linhagem na rede de haplotipos. Entretanto, estes individuos
apresentam maior similaridade com os individuos que colonizaram os rios na segunda
dispersdo. Dessa forma, nos rios do PNSC provavelmente também ocorreu uma
segunda colonizagdo, entretanto esta nao foi realizada por individuos descendentes

diretamente do haplétipo ancestral. De tal maneira, devido ao menor tempo de
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diferenciagdo em relacdo as outras populagdes, esta linhagem ainda ndo acumulou
mutacdes suficientes para haver uma grande divergéncia entre ele e as outras

populagdes da distribui¢do do Alto rio Sao Francisco.

Uma vez que o género Astyanax ¢ sabidamente portador de grande diversidade
cariotipica, e que ha diferentes formas cromossomicas ao longo da bacia do rio Sao
Francisco, ¢ recomendavel investigar se as populagdes Bandeirinhas A ¢ B possuem
os mesmos marcadores cariotipicos e se ha diferenciacdo morfoldgica dentro da
populagdo e entre as populagdes da drenagem. Abordagens com multiplas ferramentas
(Kavalco et al., 2011; Pereira et al., 2011; Rocha-Reis et al., 2018) podem contar mais
sobre a historia evolutiva do grupo e indicar processos incipientes de especiagao, tao

comuns em Astyanax.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os marcadores moleculares utilizados mostraram-se eficientes em resgatar
informacdes sobre diversidade genética, filogeografia e estruturacdo das populagdes
analisadas. De forma geral, observa-se uma baixa variabilidade genética dentro das

populagdes, embora possuam grau de diferenciacao entre elas.

A distribuicdo geografica dos pontos de coleta nao é congruente com o0s
resultados encontrados neste trabalho. Dessa forma, a vicariancia parece nao ter um
forte papel na evolugdo das populagdes amostradas, embora o isolamento possa ser

responsavel pela manutengdo de algumas populagdes como observadas atualmente.

Os resultados encontrados tornam possivel afirmar que pelo menos alguns
individuos coletados no Ribeirdo Bandeirinhas provavelmente tratam-se de uma

unidade taxondmica distinta da espécie Astyanax rivularis.
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