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RESUMO

CUNHA, Marina Souza da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2014
Biogeografia histérica do lambari de ampla distribuicdo Astyanax aff. bimaculatus
(Teleostei: Characidae) no sudeste brasileiro, com base em padrbes de variacao
citogenéticos e moleculares.Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos
Coorientador: Lucio Anténio de Oliveira Campos.

As espécies do género Astyanax apresentam ampla distribuicdo na regido neetropical
apresentam poucas diferencas morfologicas, ecolégicas e comportamentais, 0 que
dificulta a classificacdo taxondémica desse taxon. A espécie nominal Astyanax
bimaculatus foi descrita em 1758 por Linnaeus e, atualmente, espécies com duas
manchas ovaladas que ocorrem em diversas bacias neotropicais séo consideradas como
pertencentes ao complexo bimaculatus. O objetivo deste trabalho foi determinar as
caracteristicas citogenéticas e moleculares (DNA mitocondrial) de 19 populacdes
consideradas como pertencentes ao complexo Astyanax bimaculatus das bacias costeiras
do sudeste de Minas Gerais utilizando coloracdo convencional, regides organizadoras de
nucléolosAg-NOrs, banda C, DAPI, FISH e o gene citocromo oxidase | - COI. Os
dados foram comparados com outras espécies do complexo. O cari6tipo
6m+20sm+18st+6t ocorreu em todas as populacdes, com Ag-NORs variando de dois a
oito cromossomos marcados. A banda C mostrou marcagbes centroméricas e
pericentromeéricas, evidenciadas pelo fluorocromo DAPI. As sondas 18S e 5S marcaram
apenas um par cromossémico respectivamente. A filogenia obtida com o gene COI
indicou a presenca de dois haplogrupos com grande distancia molecular: o haplogrupo |
mais aparentado com populac¢des da bacia do rio S&o Francisco, enquanto o haplogrupo
Il subdividiu-se em um grupo mais aparentado com popula¢es do alto Parana (Il1A) e
outro grupo formado exclusivamente por haplétipos costeiros (IIB). A uniformidade
cariotipica das populacbes costeiras é maior que a reconhecida em Astyanax
altiparanae, sugerindo a persisténcia de grandes populacgées. Polimorfismos envolvendo
padroes de banda C indicam que a adi¢do e reducdo de blocos de heterocromatina sédo
consideradas variacfes intraespecificas. Os dados moleculares sugerem que as bacias
costeiras receberam aporte de bacias continentais, com geodispersao mais recente de um
haplogrupo costeiro, provavelmente relacionado com a dinamica de confluéncia de
bacias costeiras durante os periodos glaciais. A similaridade genética entre a bacia do
rio S8o Francisco e as bacias costeiras indica que a espécie nominal Astyanax lacustris

nao representa um taxon valido. Enquanto a bacia do alto Parana manteve um

viii



identidade molecular condizente com a existéncia do tédxon nominal Astyanax
altiparanae que, condizente com os dados citogenéticos, também ocorre na bacia do rio
Paraiba do Sul. Conclui-se que o complexo bimaculatus no sudeste brasileiro é
composto de trés linhagens, englobando apenas duas espécies: Astyanax aff.
bimaculatus presente no S&o Francisco e nas bacias costeiras e A altiparamde pres

no alto Parana.



ABSTRACT

CUNHA, Marina Souza da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2014.
Historial biogeography of the wide distribution lambari Astyanax aff. bimaculatus
(Teleostei: Characidae) on southeastern Brazil, based on cytogenetic and
molecular data. Adviser: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Co-adviser: Lucio Antonio
de Oliveira Campos.

The species of the genus Astyanax are widely distributed in the Neotropical region and
have few morphological, ecological and behavioral differences, which complicates the
taxonomic classification of this taxon. The nominal species Astyanax bimaculatus was
described by Linnaeus in 1758 and currently species with two oval spots that occur in
several Neotropical basins are considered as belonging to bimaculatus complex. The
objective of this study was to determine the cytogenetic and molecular characteristics
(mitochondrial DNA) of 19 populations currently assigned to Astyanax bimaculatus
from complex coastal basins of southeastern Minas Gerais using conventional staining,
nucleolar organizer regions Ag-NORs, C-band, DAPI, FISH and the gene cytochrome
oxidase | - COIl. Data were compared with other species of the complex. The karyotype
6m +20 sm +18 st +6 t occurred in all populations, with Ag-NORs ranging from two to
eight stained chromosomes. The C-banding showed centromeric and pericentromeric
markings, evidenced by the fluorochrome DAPI. Fluorescent 18S and 5S rDNA probes
marked one chromosome pair respectively. The phylogeny obtained with the COI gene
indicated the presence of two haplogroups with large molecular distance between them
haplogroup | was more closely related to the populations of the Sao Francisco River
Basin, while haplogroup Il was subdivided into a group which was more related to
populations from the upper Parana (llA) and another group formed exclusively by
coastal haplotypes (11B). The karyotype uniformity of coastal populations is greater than
the recognized Astyanax altiparanae, suggesting the persistence of large populations.
Polymorphisms involving C-band patterns indicate that the addition and reduction of
heterochromatin blocks are compatible with intraspecific variation. The molecular data
suggest that coastal basins received migrants from continental basins, with more recent
geodispersion of a coastal haplogroup, probably related to the dynamic confluence of
coastal basins during glacial periods. The genetic similarity between S&o Francisco
River Basin and coastal basins indicates that the nominal species Astyanax lacustris

does not represent a valid taxon. While the Upper Parana Basin maintained a molecular



identity consistent with the existence of the nominal taxon Astyanax altiparanae that,
agreeing with the cytogenetic data, also occurs in the Paraiba do Sul River Basin. It is
concluded that the bimaculatus complex in southeastern Brazil is comippskcee

lineages, including only two species Astyanax aff. bimaculatus present in S&o Francisco

and coastal basins and A altiparanae present in the Upper Parana.
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1 INTRODUCAO GERAL

A ordem Characiformes é composta por 270 géneros e 18 familias, sendo a
familia Characidae a maior e mais complexa (Reis et al., 2003). O monofiletismo da
familia é aceito (Mirande, 2009; Oliveira et al., 2011), mas muitas de suas espécies
foram incluidas na condicdo de incertae sedis, incluindo todas as do género Astyanax
(Lima et al., 2003). Astyanax € o maior género da ordem Characiformes (Nelson, 2006)
apresentando 137 espécies validas amplamente distribuidas na regido neotropical do sul
dos Estados Unidos ao norte da Argentina (Froese & Pauly, 2013).

Os peixes deste género sao popularmente conhecidos como lambaris ou piabas e
estdo entre as principais espécies de peixes de agua doce da América do Sul (Santos &
Novaes, 2008). Apresentam pequeno porte e habito alimentar onivoro, sdo importantes
como substrato tréfico para espécies maiores (Andrian et al., 2001). Além disso, séo
utilizados como iscas na pesca esportiva, peixes ornamentais, no combate as larvas de
pernilongos (Sato et al., 2006) e contribuem para a dispersdo secundéaria de sementes
(ictiocoria), fato fundamental na preservacdo de matas ciliares (Andrian et al., 2001).
Essas espécies quase sempre possuem distribuicdo restrita a pequenos trechos das
drenagens, condicdo delicada sob o ponto de vista da conservacao, visto que impactos
nessas areas podem levar a extingbes (Drummond et al., 2005). Estudos relacionados a
ecologia e dieta alimentar de lambaris indicam que a manutencdo da mata ciliar e a
recuperacdo das areas degradadas sao de extrema importancia para manutencdo das
espécies em seus habitats naturais (Borba et al.,2008).

Astyanax bimaculatus, conhecido popularmente como lambari do rabo amarelo,
foi descrito em 1758 por Linnaeus para a regido que se estende de Buenos Aires até a
bacia do rio Orinoco (Eigenmann, 1921). Hoje, a distribuicdo desta espécie
considerada restrita ao norte da Ameérica do Sul, incluindo apenas o Panama e a bacia

amazonica (Lima et al., 2003). Peixes com duas manchas, uma umeral de forma
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horizontalmente ovalada e outra na base da cauda que se estende a extremidade dos
raios caudais medianos, ocorrem em muitas bacias da regido neotropical e sao
consideradas como um complexo de espécies provavelmente aparentadas (Garutti,
1999; 2003.

Vinte e duas espécies foram descritas dentro deste complexo como mostrado na
tabela 01 (Garutti, 1999; Bertaco & Garutti, 2007), sendo que apenas algumas foram
estudadas com ferramentas citogenéticas e/ou moleculares (Domingues et al., 2007,
Pamponet et al., 2008; Peres et al., 2008; Carvalho et al., 2011; Kavalco et al., 2011,
Pereira et al., 2011; Prioli et al., 2012). Desta forma, faz-se necesséria a reconstrucédo
das relacdes filogenéticas dentro deste grupo, para determinar a existéncia de grupos
naturais (Garutti, 2003) e para o reconhecimento das contribuicbes das bacias na

composicao de comunidades de peixes das regides periféricas (Albert & Reis, 2011).

Tabela 01. Espécies nominais que foram distinguidas dentro do complexo bimaculatus.

Espécie Descricao Localidade

Aabramis (Jenyns, 1842) Tipo: Rio Parana, Rosério, Argentina

Distribuicdo: Bacia Platina e Alt
Amazonas-Orinoco (Paises: Argentir
Brasil e Peru)

A altiparanae Garutti & Britski, Tipo: Rio Grande, S&o Paulo, Brasil
2000 o , ) .
Distribuig&o: Ato rio Parana, Brasil
A argyrimarginatus Garutti, 1999 Tipo: Araguarcas, Codrrego Jaragl
bacia do rio Araguaia, Goias, Brasil

Distribuigcdo: Bacia do rio Araguai:
nos Estados de Goias e Mato Gros

Brasil



A asuncionensis

A borealis

A clavitaeniatus

A goya@rsis

A incaicus

A jacuhiensis

A lacustris

A maculisquamis

A novae

Géry, 1972

Eigenmann, 1908

Garutti, 2003

Eigenmann, 1908

Tortonese, 1942

Cope, 1894

(Litken, 1875)

Garutti & Britski,
1997

Eigenmann, 1911

Tipo: Rio Paraguai e alto rio Tocantir

Distribuicdo: Paraguai e baixo Paral

Brasil

Tipo: Rio Magdalena e Cauc
Colombia

Tipo: Alto rio Branco, Roraima, Brasil
Tipo: Goiés, Brasil

Distribuicdo: Drenagem do i
Araguaia, alto rio Vermelho, Goias

Tipo: Rio Zamora, Equador

Tipo: Jacuhy, Rio Grande do St
Brasil

Distribuigdo: Jacui, Uruguai e ric
costeiros do sul do Brasil (Paise

Uruguai, Argentina e Brasil)

Tipo: Lagoa Santa, Minas Gera

Brasil

Distribuicdo: Leste do Brasil. Bacia ¢

rio Sdo Francisco, Brasil

Tipo: Pontes e Lacerda, bacia do

Madeira, bacia Amazoénica, Brasil
Distribuicé@o: Alto rio Guaporé, Brasil

Tipo: Rio Sapon, Prazeres, Bah
Brasil

Distribuigcdo: Rios Tocantins e Si
Francisco, Estados do Maranh:

Tocantins e Bahia, Brasil



A orthodus

A paraguayensis

A rupununi

A saltor

A siapae

A superbus

A unitaeniatus

A utiariti

A validus

A vittatus

Eigenmann, 1907 Tipo: Truando, Colémbia

Distribuicdo: Bacia do rio Atratc

Colombia
(Fowler, 1918) Tipo: Puerto Bertoni, Paraguai
Distribuicdo: Bacia o rio Paraguai
Fowler, 1914 Tipo: Rio Rupununi, Guiana
Travassos, 1960 Tipo: Rio Cachimbo, Para, Brasil

Distribuicdo: Brasil (?)

Garutti, 2003 Tipo: Bacia  Casiquiare-Orinoce
Venezuela

Myers, 1942 Tipo: Rio Tamanaco em Camoruc
Venezuela

Distribuicdo: Bacia do rio Portugues

Venezuela

Garultti, 1998 Tipo: Goids, laciara, Ribeirad
Macambira, Brasil

Distribuicdo: Bacia do rio Paran
drenagem do alto rio Tocantins, Bras

Bertaco & Garutti, Tipo: Rio Papagaio, drenagem do

2007 Tapajos, Mato Grosso, Brasil

Géry, Planquette Tipo: Rio Comté, riacho Bache

& Le Bail, 1991 Guiana Francesa
Distribuicdo: Guiana Francesa (?)

Castelanau, 1855 Tipo: Bahia, Brasil

41 Referéncias: Garutti, 1999; Garutti, 2003; Lima et al., 2003; Bertaco & Garutti; 2007
42  Garutti & Langeani, 2009; Garutti & Venere, 2009.
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Astyanax bimaculatus deveria ser a denominacao restrita a esta espécie para a
bacia amazénica do Suriname (Garutti & Britski, 2000), no entanto, todas as espécies
do “complexo bimaculatus sdo assim denominadas até que recebam uma designacéo
especifica (Kavalco et al., 2011). Baseado nisto, o presente estudo pretende ampliar as
informacgdes citogenéticas e moleculares disponiveis sobre este grupo, contribuindo para
uma compreensao clara e objetiva da filogenia deste complexo de espécies na regiao

neotropical.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Determinar a composi¢cao genética das populagdes do complexo Astyanax aff.
bimaculatus das bacias costeiras do sudeste de Minas Gerais e a relacao filogeogréafica
destas bacias com as bacias continentais, utilizando marcadores citogenéticos e

moleculares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Caracterizar citogeneticamente as populacdes do complexo Astyanax aff
bimaculatus de bacias localizadas no leste de Minas Gerais, utilizando dados
relativos ao cariétipo, regides de heterocromatina, regides organizadoras de
nucléolo, marcadores fluorescentes e hibridizacdo in situ. Comparar esses

padrdes com outras espécies do complexo bimaculatus.

II.  Caracterizar molecularmente as popula¢des costeiras do complexo Astyanax aff.
bimaculatus do sudeste de Minas Gerais, utilizando o fragmento de citocromo-
oxidase subunidade | COIl. Comparar esses padrfes com outras espécies do

complexo bimaculatus.
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3 INTRODUCAO

A familia Characidae, a maior e mais complexa da ordem Characiformes, ocorre
nas Américas e na Africa (Nelson, 2006) e apresenta 1.345 espécies reconhecidas na
regido neotropical (Albert et al., 2011a). Embora o monofiletismo da familia seja aceito
(Mirande, 2009; Oliveira et al., 2011), muitas das suas espécies foram incluidas na
condicéo de incertae sedis, incluindo todas as do género Astyanax (Lima et al., 2003),
conhecidas comumente como lambaris. Dados morfolégicos (Mirande, 2009; 2010) e
moleculares (Javonillo et al.,, 2010; Oliveira et al., 2011) corroboram que parte dos
géneros considerados incertae seadissao monofiléticos e sdo referidos como “clado
C” (Oliveira et al., 2011). Na regido Neotropical, a distribuicdo da maioria das espécies
€ restrita a uma ou poucas bacias (Albert et al., 2011b). Porém, dentro da ordem
Characiformes, Astyanax aff. bimaculatus ocorre em 40 das 43 ecorregifes na América
do Sul (Abell et al., 2008).

Astyanax € o maior género da ordem Characiformes (Nelson, 2006) com 137
espécies validas do sul dos Estados Unidos a Argentina (Froese & Pauly, 2013). Os
peixes deste género estdo entre as espécies de agua doce mais frequentes da América d
Sul (Santos & Novaes, 2008), ocupando pequenas lagoas com aguas paradas até rios de
grande porte com areas de correnteza e em diferentes altitudes (Froese & Pauly, 2013).
Astyanax spp. sao onivoros, de pequeno porte e importantes como substrato tréfico para
espécies maiores (Andrian et al., 2001). Sdo exclusivamente de agua doce com poucas
diferencas morfoldgicas, ecolégicas e comportamentais entre si (Gurgel, 2004), o que
dificulta sua classificacédo taxonémica.

A espécie nominal Astyanax bimaculatus foi descrita em 1758 por Linnaeus,
com localidadeipo a “América Meridional,” ocorrendo desde a provincia de Buenos
Aires ao Orinoco (Lima et al., 2003). Sua caracteristica mais marcante € a presenca de

duas manchas, uma umeral de forma horizontal ovalada e outra na base da cauda até a
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extremidade dos raios caudais. Populacdes de peixes com esta caracteristica ocorrem em
diversas bacias neotropicais e sao consideradas um complexo de espécies (Garutti,
1999; 2003), onde vinte e duas espécies nominais j4 foram descritas (Garutti, 1999;
Bertaco & Garutti, 2007). No entanto, existem estudos citogenéticos e/ou moleculares
em apenas sete (Carvalho et al., 2011; Domingues et al., 2007; Kavalco et al., 2011,
Pacheco et al., 2011; Pamponet et al., 2008; Pereira et al., 2011; Peres et al., 2008
Prioli et al., 2012; Santos et al., 2013; Silva et al., 2012; Tendrio et al., 2013).

O sudeste brasileiro é considerado uma das regides periféricas de distribuicdo de
peixes neotropicais de dgua doce e € de particular interesse biogeogréafico por ter alto
grau de endemismo e baixa riqgueza de espécies (Albert et al.).20ahbiderando que
as populacdes de Astyanax aff. bimaculatus das bacias do sudeste brasileiro ndo tém
sido estudadas com técnicas citogenéticas e moleculares, este estudo visou a
caracterizagao citogenética e molecular de 19 populacdes do complexo bimatagatus
seguintes bacias: Paraiba do Sul, Doce, Mucuri, Pardo e Jequitinhonha e de uma por¢ao
da bacia do rio S&o Francisco para integrar seus padrbes de variacdo com outras
espécies do grupo e contribuir para uma compreensao mais objetiva da filogenia deste
complexo de espécies na regido neotropical. Conforme Abell et al. (2008), as
subregides analisadas foram ER 344 e ER 327 (alto Parana e Sao Francisco) e as bacias
costeiras, as ER 328 (bacia do rio Paraiba do Sul) e ER 329 (costeiras ao norte dessa

bacia).

4 MATERIAIS E METODOS

Cento e setenta e cinco individuos de Astyanax aff. bimaculatus foram coletados
em seis bacias do sudeste de Minas Gerais, Brasil (Fig. 1 e Tabela I), com a permissao
de coleta SISBI014975-1 fornecida pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade

(ICMBI0). Esses espécimes foram depositados na colegéo cientifica do Museu de
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Zoologia Jodo Moojen em Vigcosa, Minas Gerais, Brasil (lotes MZUFV3552,
MZUFV3572, MZUFV3575, MZUFV3595, MZUFV3651, MZUFV3682,
MZUFV3753, MZUFV3869, MZUFV3989, MZUFV4094, MZUFV4103,

MZUFV4105, MZUFV4122, MZUFV4124 e MZUFV4134).

4.1 ANALISES CITOGENETICAS

Os peixes foram anestesiados e eutanasiados com solucdo aquosa de 6leo de
cravo na concentracdo de 300 mifj{Lucena et al., 2013), conforme aprovado pela
autorizacdo 058/2013 do Comité de Etica da Universidade Federal de Vigosa. Os
cromossomos mitéticos metafasicos foram obtidos conforme Bertollo et al.(1%78). O
seguintes padrdes citogenéticos foram obtidos: heterocromatina constitutiva evidenciada
com banda C (Sumner, 1972), regides organizadoras de nucléolo com bandeamento
NOR (Howell & Black, 1980), fluorescéncia com DAPI (Schweizer, 1976) e
hibridizagdo in situ (FISH) com as sondas 18S e 5S rDNA (Pinkel et al., 1986).
registro fotografico foi feito em microscopio Olimpus U-TVO 63XC. Os caribtipos
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 telocéntricos (t) (Levan et al., 1964).

4.2 ANALISES MOLECULARES

O DNA foi extraido com CTAB (Boyce et al., 1989) e o gene mitocondrial
utilizado foi o Citocromo Oxidase | (COI), amplificado com os primers Fish F1T1 e
Fish R1T1 (Ward et al., 2005). As reagdes de PCR para COI foram realizadas em um
volume de 12,5 pL [8,57 pL de® 1,25 puL de tampédo 10X (200 mM Tris-HCI pH
8,4, 500 mM KCI), 0,31 pL de Mg&(100 mM), 0,05 pL dNTPs (20 mM), 0,12 pL de

cada primer (10uM), 0,0625 pL (2.5 U) de Taq polimerase (Phoneutria) e 2uL de DNA
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(100 ng/ul)]. Os fragmentos foram amplificados em 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C,

40 segundos a 52 °C e 1 minuto a 72 °C, com desnaturagéo inicial do DNA a 94 °C por
2 minutos e extensao final a 72 °C por 10 minutos. O produto amplificado foi purificado
com precipitacdo salina (PEG 8000) (20% polyethyleneglycol, 2,5 M NaCl) e
sequenciados na Macrogen (Korea).

As sequéncias foram alinhadas com CLUSTAL W (Higgins et al., 1994)
implementado no software MEGA 5.2.2 (Tamura et al., 2011). A analise de maxima
parcimbnia (MP) foi realizada com o software PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002) e as
buscas heuristicas consistiram em 1000 adi¢cdes aleatérias das sequéncias com o
algoritmo TBR. O sinal filogenético foi estimado usando 1000 pseudorreplicacbes de
bootstrap (Felsenstein, 1985). A inferéncia bayesiana (MB) foi realizada com o software
MrBayes versao 3.1 (Huelsenbeck et al., 2001) para dez milhdes de cadeia Markov
Monte Carlo (MCMC) e uma éarvore filogenética amostrada a cada mil geracdes. Vinte
e cinco por cento das arvores iniciais foram descartadas, sendo as restantes utilizadas
para a topologia de consenso. O suporte estatistico foi obtido na forma de probabilidade
posteriof o modelo de evolugdo molecular selecionado com base no critério de
informacéo de Akaike AIC, em software MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004). Astyanax
fasciatus (Cuvier 1819) e Piabina argentea Reinhardt 1867 foram usados como grupos
externos.

A distancia molecular entre e dentro dos haplogrupos foi estimada com o
software MEGA 5.2.2 (Tamura et al., 2011). Os sitios polimérficos do gene COI foram
estimados utilizando o software DnaSP v.5 (Librado & Rozas, 2003) 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) foi realizado em software DnaSP v.5 (Librado

& Rozas, 2009) para os haplogrupos observados nas arvores filogenéticas.
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As sequéncias foram depositadas no GenBank (numeros de acesso XXX). A
andlise foi complementada com sequéncias de DNA do gene COI das espécies Astyanax
altiparanae Garutti & Britski 2000, A bimaculatLinnaeus 1758)e Astyanax

lacustris (Lutken 1875) disponiveis no Genbank (Apéndice SI).

5 RESULTADOS
5.1 RESULTADOS CITOGENETICOS

Todas as populacdes de Astyanax aff. bimaculatus apresentaram o cariétipo
6m+20sm+18st+6t (Fig. 2A, Tabela Il), sem cromossomos sexuais diferenciados. A
quantidade e localizacdo das marcacdes de NORs foram varidveis nas populacbes
analisadas (Fig. B1-B4, Tabela Ill). O padrdao de banda C mostrou marcacdes
centroméricas e pericentroméricas principalmente em cromossomos submetaa@ntricos
subtelocéntricos, variando o niamero de cromossomos marcados entre as populacdes
(Fig. 3, TabelalV). Foram comparadas marcagbes obtidas com DAPI em laminas
marcadas apenas com este fluorocromo e em laminas tratadas previamente com banda C
a fim de evidenciar as marcacdes de heterocromatina, indicando coincidéncia entre os
blocos heterocromaticos e regides ricas em bases AT (Fig. 4). As sondas 18S rDNA e

5S rDNA apresentaram ambas marcacdes simples em todas as populacdes analisadas

(Fig. 5.

5.2 RESULTADOS MOLECULARES

Seiscentos e seis pares de bases (pb) do gene COI foram alinhados em 53
individuos, sendo adicionados outros 47 do GenBank. A analise de parcimonia foi feita
com 158 sitios variaveis e 127 filogeneticamente informativos. A razao

transicao/transverséo de 4,62 sugere que as taxas de substituicbes nao estao saturadas. (
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modelo de evolucdo molecular que melhor se ajustou aos dados foi GTR+G estimado
com o MrModeltest para construcéo da arvore bayesiana.

As arvores mostraram dois haplogrupos maiores (Apéndice SllI) denominados
Haplogrupo | e Haplogrupo II. O primeiro incluiu populacdes costeiras e da bacia do
Sao Francisco e o0 segundo apresentou amostras da bacia do alto Paran& e do Paraiba d«
Sul (haplogrupo 11A) e amostras exclusivamente costeiras (haplogrupo IIB). Esses
haplogrupos apresentam baixa distancia molecular dentro de cada haplogrupo e alta
entre eles (Tabela V). O Haplogrupo | apresentou forte suporte estatistico na analise de
parcimbnia e menor de bayesiana e incluiu dois subhaplogrupos com alto apoio
estatistico bayesiano: um compde-se de Astyanax aff. bimaculatus do rio Piranga e da
lagoa Tiririca (bacia do rio Doce), dos rios Jequitinhonha (bacia do rio Jequitinhonha) e
Carangola (bacia do rio Paraiba do Sul), além de amostras de A lacustris das seguintes
localidades na bacia do rio Sado Francisco: Represa de Trés Marias e rio Paraopeba; o
outro subhaplogrupo foi formado por Astyanax aff. bimaculatus do rio Piranga e A
lacustris das seguintes localidades na bacia do rio Sado Francisco: Lagoa Olaria, Cérrego
Neco, rios das Velhas e Santo Antbnio e outros haplotipos sem parentesco resolvido
pertencentes ao ribeirdo Galheiros, Represa de Trés Marias, lagoa Olaria, ribeirdo Santo
Inacio, rio das Velhas, Paraopeba e Santo Antonio, todos da bacia do rio Sdo Francisco
(Fig. 6).

O Haplogrupo llIA subdividiu-se em dois subhaplogrupos com forte suporte de
probabilidade posterior e bootstrap: um compde-se de Astyanax aff. bimaculatus da
bacia do rio Paraiba do Sul e do corrego Espirito Santo pertencente a mesma bacia, além
de A altiparanae da bacia do alto Paranautro subhaplogrupo foi formado apenas
por A altiparanae da bacia do alto Parana (Fig. 7). O Haplogrupo IIB apreseatou alt
valor de probabilidade posterior, porém menor valor de bootsti@pbém apresentou

dois subhaplogrupos: o primeiro compde-se de Astyanax aff. bimaculatus dos rios
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Setubal (bacia do rio Jequitinhonh&ao Joao (bacia do rio PardoPiranga (bacia do

rio Doce); enquanto o segundo subhaplogrupo foi composto apenas por Astyanax aff.
bimaculatus de bacias costeiras: rios Carangola, Muriaé, Pomba e Paraiba do Sul (bacia
do rio Paraiba do Sul), rio Piranga, lagoas Curi, Ferrugem, Juiz de Fora, Linguica,
Marola e Tiririca, cérregos Latdo e Sao Bartolomeu (bacia do rio Doce) e rio Mucuri
(bacia do rio Mucuri) (Fig. 8).

A rede de haplétipos construida a partir do gene COI das amostras apresentou 27
haplotipos com valor de 0,9299 de diversidade haplotipica (Fig. 9). O teste de
neutralidade foi realizado para todos os haplogrupos e separadamente para oS
haplogrupos |, IIA e 1IB, mostrando que nenhum deles apresentou desvio significativo
da neutralidade. Para todas as amostras (N=T8@ma’s D=0,9918 (P > 0,10),
enquanto que o Haplogruplo Tajima’s D=-0,3032 (P > 0,10), o Haplogrupo IIA

apresentou D=-0,3580 (P > 0,10) e o haplogrupo 1IB apresentou D=-0,24781 (P > 0,10).

6 DISCUSSAO
6.1 PADROES CITOGENETICOS

A homogeneidade cariotipica de Astyanax aff. bimaculatus das bacias estudadas
contrasta com o indicado em outras populagdes do complexo bimaculatus (Tabela 1),
particularmente em relacéo as populacdes de A altiparanae, as quais apresentam maior
namero de cromossomos telocéntricos. As populacdes de A altiparanae apresentam tal
grau de variacdo cariotipica que sado consideradas outro complexo de espécies
(Fernandes & Martins-Santos, 2004; Kavalco et al., 2011). Dentro do complexo
bimaculatus, a manutencdo do numero diploide 2n=50 cromossomos (Pazza & Kavalco,
2007) com diferencas na férmula cariotipica evidencia a ocorréncia de rearranjos
cromossOmicos  nao-robertsonianos,  envolvendo  principalmente  inversdes

pericentroméricas (Fernandes & Martins-Santos, 2004; Pazza & Kavalco, 2007),
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constituindo uma notével diferenca do padrdo evolutivo com o complexo de espécies
Astyanax fasciatus (Cuvier 1819), onde ocorrem alteracées no numero diploide (Pazza
et al., 2006). Apesar da manutencado do numero diploide, ocorrem cromossomos B em
A altiparanae da bacia do rio Tieté (Hashimoto et al., 2008) e em Astyanax goyacensis
Eigenmann 1908 da bacia do rio Tocantins (Santos et al., 2013).

Nas populacdes analisadas neste estudo, as regides organizadoras de nucléolo
(NORs) multiplas foram restritas a um espécime do rio Mucuri (bacia do rio Mucuri), a
alguns espécimes do rio Piranga (bacia do rio doce) e a populagéo do ribeirdo Espirito
Santo (bacia do rio Paraiba do Sul) (Tabela Ill). VariagBes nos sitios marcados podem
ser causadas por diferencas de ativacdo dos sitios na ultima interfase celular (Sumner,
2003) ou devido ao tamanho dos mesmos, onde sitios pequenos sdo menos acessiveis &
impregnagédo por prata (Kavalco & Moreira-Filho, 2003). Em A altiparanae, o uso do
corante fluorescente cromomicing &ostrou que as metafases nas quais ocorria um
par de NORs com impregnacdo por prata (Ag-NORs), apresentavam marcacgdes
multiplas com cromomicina A(Fernandes & Martins-Santos, 2004). JA o padrao
observado nos individuos do ribeirdo Espirito Santo é congruente com o fato dos
haplotipos sequenciados nesta populacdo serem mais aparentados com A alfiparanae
representado por duas linhagens dentro do haplogrupo 1A (Fig. 7 e Fig. 9). O padréo de
NORs com marcacfes multiplas € comum no género Astyanax e é considerado um
carater derivado para o género, com grande variacao intraindividual e intrapopulacional
com, no minimo, dois cromossomos representando os sitios preferenciais de ativacao
transcricional (Kavalco & Moreira-Filho, 2003; Kavalco et al., 2011; Pacheco et al.,
2011; Pazza & Kavalco, 2007).

Blocos de heterocromatina nas populacdes analisadas ocorreram nas regides
centromeéricas e pericentroméricas, marcando principalmente cromossomos

submetacéntricos e subtelocéntricos. Isto também é observado nas populacbes de
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Astyanax aff. bimaculatus das bacias dos rios Ribeira do Iguape e Guapimirim (Kavalco
et al.,, 2011), bem como em A altiparanae (Fernandes & Martins-Santos, 2004,
Domingues et al., 2007), em Astyanax argyrimarginatus Garutti 1999 (Tendrio et al.,
2013) e em outras espécies do género Astyanax (Kavalco et al., 2007). A maioria das
populacdes, com excecao da presente no rio Sdo Joao, bacia do rio Pardo, apresentou
sitios heterocromaticos coincidentes com as regies de NOR, padrédo j4 observado em
outras populacdes de Astyanax aff. bimaculafusargyrimarginatus (Tendrio et al.,

2013) e Astyanax jacuhiensis (Cope 1894) (Pacheco et al., 2010). A concordancia, em
alguns cromossomos, entre marcagdes com o corante fluorescente DAPI com e sem
tratamento prévio do bandeamento C indica que certas regides heterocrométicas sao
ricas em bases AT (Guerra, 2004) (Fig. 4).

Polimorfismos envolvendo padrées de banda C indicam que a adicdo e reducdo
de blocos de heterocromatina podem ser consideradas variacdes intraespecificas e que
parte dessa variagdo pode ser homoplasica. Dados moleculares sugerem que as
populacdes de Astyanax aff. bimaculatus isoladas nas lagoas pleistocénicas do médio
rio Doce fazem parte da mesma espécie com outras amostras da calha do mesmo rio
(Paiva et al., 2006). Por outro lado, no mesmo sistema lacustre as populacbes do
caraciforme predador Hoplias malabaricus (Bloch 1794) apresentaram alteracbes nos
padrbes de banda C, as quais foram interpretadas como evidéncia de processos
incipientes de especiac¢éo (Jacobina et al., 2011).

O padrao de marcacgéao simples obtido com a sonda 18S rDNA foi consistente
nas populacbes que apresentaram NORs simples, exceto na populacdo do ribeirdo
Espirito Santo, que apresentou até oito cromossomos marcados com Ag-NORs e apenas
um par de sitios de 18S rDNA. Essa populacdo tem mtDNA estreitamente aparentado
com A altiparanae e o numero minimo de marcacgdes de sitios 18S rDNA desta espécie

(Ferreira-Neto et al., 2009; Pacheco et al., 2011). Em A altiparanae nao foi observada
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correlacdo obrigatéria entre as marcacfes de Ag-NOR e os sitios de 18S rDNA,
conforme observado na populacdo do corrego Monjolinho, bacia do alto Paran&
(Tendrio et al., 2013). A auséncia de correlacdo entre essas duas técnicas pode ser
reflexo de marcacdes inespecificas da prata, uma vez que a mesma marca indiretamente
0s sitios organizadores do nucléolo através da marcagcdo de proteinas argentofilicas
presentes nestes sitios (Howell, 1987), assim as marcas excedentes ndo confirmadas
pelo FISH seriam provavelmente regides de heterocromatina com proteinas acidas que
apresentam afinidade pela prata (Pacheco et al., 2011).

A maioria das espécies do complexo bimaculatus apresenta marcacao simples de
18S rDNA, como Astyanax aff. bimaculatus do presente trabalho, além de populacdes
presentes na bacia do Tocantins-Araguaia (Tendrio et al., 2013) e costeira 0 rio
Guapimirim (Kavalco et al., 2011), A jacuhiensis da bacia do rio Tramandai (Silva et
al., 2012), A lacustris da bacia do rio S&o Francisco (Peres et al., 2008), assim como
algumas populacdes de A. altiparanae da bacia do alto Parana (Domingues et al., 2007;
Ferreira-Neto et al., 2009; Pacheco et al., 2011; Peres et al., 2008). Marca¢des multiplas
de 18S rDNA sé&o observadas em outras populagdes de A altiparanae variando de dois
a sete cromossomos marcados (Domingues et al., 2007; Fernandes & Martins-Santos,
2006; Ferreira-Neto et al., 2009; Pacheco et al., 2011); e na espécie A goyacensis que
apresenta quatro cromossomos marcados (Santos et al., 2013).

A conservagdo da localizagdo intersticial da sonda 5S rDNA em todas as
populacdes sugere que a posicao destes cistrons dificulte a troca de material genético
com cromossomos vizinhos (Mantovani et al., 2005; Martins & Galetti Jr., 2001). Em
termos de namero de marcagdes, o complexo bimaculatus apresenta dois padrbes: no
primeiro observa-se um unico par marcado, como neste estudo e em Astyanax aff.
bimaculatus das bacias costeira dos rios Ribeira do Iguape e Guapimirim (Kavalco et

al., 2011), em A goyacensis da bacia do rio Tocantins (Santos et al., 2013) e em A
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lacustris da bacia do rio Sdo Francisco (Peres et al., 2008); o segundo padréo refere-se a
ocorréncia de dois pares de cromossomos marcados, conforme observadlo em
argyrimarginatuse Astyanax aff. bimaculatus, ambas presentes na bacia do rio
Araguaia (Tendrio et al., 2013). Astyanax altiparanae apresenta padrées complexos de
5S rDNA, sendo que populagbes do mesmo local: cérrego Monjolinho, bacia do alto
Parana, apresentaram ora um par de marcacdes (Peres et al., 2008) ora dois pares de
marcacdes (Tendrio et al., 2013). Dados de outras dez localidades mostram que a
marcacao simples predomina nesta espécie (revisado em Pacheco et al., 2011).

A ocorréncia de apenas um par de cromossomos portadores de 5S rDNA tem
sido considerada como uma caracteristica sinapomorfica dentro do género Astyanax
(Almeida-Toledo et al., 2002; Vicari et al., 2008; Kavalco et al., 2011), porém tal
hipotese ainda deve ser testada através de analises filogenéticas mais formais, uma vez
que este carater pode ser homoplasico, aumentando ou desaparecendo de forma

independente em diversas linhagens.

6.2 DISCUSSAO MOLECULAR
A filogenia do gene COI das amostras de Astyanax aff. bimaculatus, somadas as

disponiveis no GenBank, mostrou-se bem resolvida com altos valores de probabilidade
posterior e de bootstrap para os grandes grupos e indicou a existéncia de dois
haplogrupos, sem estruturagdo geografica entre as bacias. O haplogrupo | mais basal
reuniu haplotipos dos rios S&o Francisco, Doce, Jequitinhonha e Paraiba do Sul e indica
a existéncia de haplétipos de ampla distribuicio em todas as bacias do sudeste
brasileiro, exceto na do alto Parana. ApoOs a dispersdo para as bacias costeiras, esta
tiveram contato secundario com o Sao Francisco, mantendo a similaridade genética
entre ambas, indicando que o taxon nominal Astyanax lacustris ndo representa um clado

monofilético.

22



468

469

470

471

472

473

474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484

485

486

487

488

489

490

491

492

A existéncia do haplogrupo IIA, composto por amostras de Astyanax aff.
bimaculatus do ribeirdo Espirito Santo (bacia do rio Paraiba do Sul) e amostras de A
altiparanae, sugere que A altiparanae apresenta uma distribuicdo costeira mais ampla
do que se acreditava, além da bacia costeira do rio Itatinga, na regido de Bertioga,
estado de Sdo Paulo (Serra et al., 2007). Este padrdo consistente dos dados
citogenéticos e moleculares permite recuperar eventos de vicariancia nao evidentes na
andlise de Ingenito & Buckup (2007) sobre os efeitos vicariantes da Serra da
Mantiqueira. A estreita relacdo entre populacdes do Paraiba do Sul e do alto Parana ja
tinha sido indicada no complexo bimaculatus com base em dados moleculares com o
gene COI (Pereira et al., 2011), assim como em populacfes de trairas H. malabaricus
(Santos et al., 2009). As amostras da bacia do alto Parana sugerem uma identidade
molecular prépria coincidente com Astyanax altiparanae.

A existéncia do haplogrupo [IB pode estar relacionada com eventos mais
recentes que afetaram a composicdo das comunidades costeiras de peixes. A
similaridade da ictiofauna entre as bacias costeiras do Brasil estd fortemente
determinada pelos efeitos da variacdo do nivel do mar durante os ciclos glaciais e
interglaciais. Durante os periodos glaciais, a diminuicdo do nivel do mar e favorece a
confluéncia de rios adjacentes, permitindo a geodispersao de peixes entre as bacias. Por
outro lado, periodos interglaciais provocam elevacédo do nivel do mar, fazendo com que
as partes inferiores das drenagens sejam inundadas por 4gua salgada, resultando em
vicariancia em peixes exclusivos de agua doce (Pereira et al, 2013; Weitzman et al.,
1988). A existéncia de haplogrupos costeiros estreitamente aparentados foi também
demonstrada em H. malabaricus (Pereira et al., 2013) e pode ser comparada com as
espécies costeiras estreitamente aparentadas do caracideo Mimagoniates (revisado em

Buckup, 2011).
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Caracteristicas morfologicas usadas para separar as espécies do complexo
bimaculatus sdo varidveis e se sobrepfem: embora a descricdo morfoldégica de A
altiparanae tenha sido feita com base em diversas localidades na bacia do alto Parand, o
material comparativo de A lacustris foi restrito a poucas localidades préximas a
barragem de Trés Marias (Buckup, 2011). O mesmo ocorre com A altipaeanae
Astyanax asuncionensis Geéry 1972, onde a classificacdo taxonémica é feita mais pelo
local de coleta do que pela presenca de caracteres morfologicos diagnésticos (Prioli et
al., 2012).

Na bacia do rio Doce, o padrao de variacdo morfoldgico e molecular (RAPD)
em Astyanax aff. bimaculatus foi interpretado por Paiva et al. (2006) como evidéncia de
existéncia de apenas uma espécie. Nossos dados indicam que essa populacdo é
composta por duas linhagens: uma aparentada com individuos do rio Sdo Francisco
(Haplogrupo | mais antigo), resultante de geodispersdo e outra aparentada com
individuos costeiros (Haplogrupo [IB mais recente), como reflexo da dindmica das
glaciacdes. Assim como no presente trabalho, a espécie Piabina argentea também
apresenta ampla distribuicdo entre as bacias brasileiras, ocorrendo nas bacias dos rios
Sao Francisco, do alto Parand e em algumas bacias costeiras; dados filogenéticos
indicam geodispersao secundaria desta espécie para as bacias costeiras (Ribeiro, 2006).

As distancias moleculares com média de 3% entre os haplogrupos (Table V) sédo
superiores ao esperado para o nivel de variacdo intraespecifica

(http://www.fishbol.org), onde o valor maximo de variacdo é de 2% entre espécies e

4% entre géneros (Ward, 2009). Distancias moleculares altas dentro da mesma espécie
podem indicar a presenca de espécies cripticas (Hebert et al., 2004). Altas divergéncias
sao observadas em outros complexos de espécies, como H. malabaricus, em média 9%

de divergéncia (Pereira et al., 2013).
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A falta de significancia do teste de neutralidade Tajima’s D leva a ndo rejei¢ao
da hipétese nula, que prevé evolugdo neutra em uma populagcdo em equilibrio. Em
outras palavras, a selecdo natural ndo esta agindo no lécus estudado e a populagédo nao
experimentou nenhum crescimento ou contragéo recente (Tajima, 1989). Os resultados
nao significativos do teste D em cada haplogrupo sugerem que a alta diversidade
haplotipica é resultado de muta¢gfes neutras agindo em grandes populagcées. O tamanho
efetivo das populacdes afeta as taxas de diversidade genética, como observado em
Astyanax mexicanus (De Filippi 1853), onde a baixa diversidade encontrada é reflexo
do tamanho efetivo pequeno mantido nestas populacdes (Bradic et al., 2012). Outro fato
que corrobora a existéncia de grandes populagcfes é a auséncia da fixacdo de rearranjos
cariotipicos nas populacdes costeiras do complexo bimaculatus, uma vez que a fixacao
de rearranjos cromossémicos é geralmente associada a condi¢cdes demograficas
envolvendo pequenas comunidades (revisado em King, 1987; Sites & Moritz, 1987).

Considerando os dados citogenéticos e moleculares, as populacdes do complexo
bimaculatus do sudeste sdo cromossomicamente mais homogéneas que as populagdes
do alto Parand, sugerindo persisténcia de grandes populacdes. A similaridade genética
entre 0 Sao Francisco e as bacias costeiras indica que a espécie nominal Astyanax
lacustris ndo representa um taxon valido. Porém, as amostras da bacia do alto Parana
mantiveram uma identidade molecular condizente com a existéncia de Astyanax
altiparanae que ocorre nas bacias do alto Parana e do rio Paraiba do Sul. Conclui-se que
o complexo bimaculatus no sudeste brasileiro € composto de trés linhagens, englobando
apenas duas espécies: Astyanax aff. bimaculatus presente no Sao Francisco e nas bacias

costeiras e A altiparanae presente no alto Parana e no Paraiba do Sul.
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35°44° 58" W
R, 80801”S

1 - Espirito Santo Stream

2 - Pomba and Muriaé rivers

3 - Paraiba do Sul River

4 - Carangola River

5 - Piranga River, Sdo Bartolomeu
| and Latdo streams
6 - Curi, Ferrugem, Juiz de Fora,
Linguica, Marola and Tiririca lakes
7 - Mucuri River
8 - Setubal River
9 - Jequitinhonha River
10 - Sdo Jodo River
11 - Galheiros Stream

26019°177S =
81: 54°35" 13" W
814 Figura 1. Locais de coleta das populacdes de Astyanax aff. bimaculatus no sudeste
815  brasileiro.
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817 Figura 2. A) Cariotipo corado com Giemsa de Astyanax aff. bimaculatus
818 2n=6m+20sm+18st+6t; B1) NORs simples obtidas através de impregnacdo por prata
819 nas seguintes populagdes: Lagoas Curi, Juiz de Fora, Marola e Tiririca, Corrego Séo
820 Barolomeu (bacia do rio Doce) e rios Sdo Jodo (bacia do rio Pardo), Carangola e
821 Paraiba do Sul (bacia do riorBi@a do Sul); B2) NORs multiplas com duas ou trés

822  marcagOes na populagéo do rio Mucuri (bacia do rio Mucuri); B3) NORs multiplas com
823 duas ou trés marcacoes na populacdo do rio Piranga (bacia do rio Doce); B4) NORs
824  multiplas variando de duas a oito marcag¢fes na populagdo do cérrego Espirito Santo
825 (bacia do ro Paraiba do Sul).
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Figura 3 Padrbes heterocromaticos obtidos com a banda C nas populagfes de Astyanax aff. bimaculatus: A) Corregot&sp)riRioJZaraiba do
Sul; C) Rio Carangola; D) Rio Piranga; E) Cérrego Sao Bartolomeu; F) Lagoa Curi; G) Lagoa Juiz de Fora; H) tagp§ Magoa Tiririca; J) Rio

Mucuri; L) Rio Sao Joéo.
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Figura 4 Padrdes de banda C corados convencionalmente (coluna da esquerda)
corados com o fluorescente DAPI (coluna central). Comparacdo com laminas sem
bandeamento C coradas com DAPI (coluna da direita) nas populagdes de Astyanax aff.
bimaculatus: A) Cérrego Espirito Santo; B) Rio Paraiba do Sul; C) Rio Piranga; D) Rio
Mucuri.
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838
839 Figura 5 Padrao de FISH 5S (sonda verde - coluna da esquerda) e 18S (sonda vermelha

840 - coluna da direita) obtido nas populac¢des de Astyanax aff. bimaculatus: A-B) Cérrego
841  Espirito Santo; C-D) Rio Paraiba do Sul; E-F) Rio Piranga; G-H) Corrego Séo

842  Bartolomeu; I-J) Lagoa Curi; L-M) Lagoa Linguica; N-O) Lagoa Tiririca; P-Q) Rio

843  Mucuri.
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— CT941 A. bimaculatus Carangola River, Paraiba do Sul Basin
0.8:62.481— CT942 A. bimaculatus Carangola River, Paraiba do Sul Basin
— DCC4182 A. lacustris Trés Marias Dam, Sdo Francisco Basin
DCC4185 A. lacustris Trés Marias Dam, Sao Francisco Basin
DCC41832 A. lacustris Paraopeba River, Sdo Francisco Basin
DCC41833 A. lacustris Paraopeba River, Sao Francisco Basin
DCC41835 A. lacustris Paraopeba River, Sao Francisco Basin
DCC41836 A. lacustris Paraopeba River, Sdo Francisco Basin

— DCCO01054 A. lacustris Olaria Lake, Sdo Francisco Basin
0918161 — DCCO01208 A. lacustris Neco Stream, Sdo Francisco Basin

—— DCC38287 A. lacustris Santo Antdnio River, Sdo Francisco Basin
+— DCC41851 A. lacustris das Velhas River, Sdo Francisco Basin
— DCC41852 A. lacustris das Velhas River, Sdo Francisco Basin
L— DCC41888 A. lacustris das Velhas River, Sdo Francisco Basin
— JD4234 A. lacustris Galheiros Stream, Sdo Francisco Basin

— DCC4181 A. lacustris Trés Marias Dam, Sao Francisco Basin

F— DCC4184 A. lacustris Trés Marias Dam, Sdo Francisco Basin

— DCCO01052 A. lacustris Olaria Lake, Sao Francisco Basin

— DCCO01053 A. lacustris Olaria Lake, Sao Francisco Basin

— DCC4288 A. lacustris Santo Inacio Stream, Sdo Francisco Basin
— DCC 41834 A. lacustris Paraopeba River, Sdo Francisco Basin

L— DCC41887 A. lacustris das Velhas River, Sdo Francisco Basin
—— DCC38284 A. lacustris Santo Anténio River, Sdo Francisco Basin

L— DCC38286 A. lacustris Santo Antdnio River, Sdo Francisco Basin

0.73;84.23

0.58;92.81

844
845  Figura 6 Filogenia do Haplogrupo | obtida com o gene COI das amostras sequenciadas

846 das populacdes de Astyanax aff. bimaculatus. A topologia foi obtida através da Anélise
847 Bayesiana. Suporte estatistico foi obtido através de probabilidade posterior (inferéncia
848 bayesana) e bootstrap (parcimbnia), respectivamente.

— CT3057 A. bimaculatus Espirito Santo Stream, Paraiba do Sul Basin
LBPV17318 4. altiparanae Upper Parana Basin
— LBPV20175 4. altiparanae Upper Parana Basin
op@{: LBPV21444 4. altiparanae Upper Parana Basin
LBP29348 A. bimaculatus Paraiba do Sul Basin

0.97;:62.10— LBPV21446 A. altiparanae Upper Parana Basin

LBP29126 A. bimaculatus Paraiba do Sul Basin
—— LBPV24768 4. altiparanae Upper Parand Basin
ML — LBPV24769 A. altiparanae Upper Parana Basin
09861301 LBPV34717 4. altiparanae Upper Parana Basin
+— LBP29344 A. bimaculatus Paraiba do Sul Basin
— LBP29345 A. bimaculatus Paraiba do Sul Basin
— LBP29346 A. bimaculatus Paraiba do Sul Basin
— LBP29347 A. bimaculatus Paraiba do Sul Basin
— LBPV26384 4. altiparanae Upper Parana Basin
— LBPV29960 4. altiparanae Upper Parana Basin
0.99:96.88 '— LBPV29961 A. altiparanae Upper Parana Basin
—— CT3058 A. bimaculatus Espirito Santo Stream, Paraiba do Sul Basin
— LBPV35319 4. altiparanae Upper Parana Basin
0956297 |— LBPV35320 A. altiparanae Upper Parana Basin
| |— LBPV35321 4. altiparanae Upper Paran4 Basin
0.97,74.8 “— LBPV35323 4. altiparanae Upper Parana Basin
— LBP35322 A. altiparanae Upper Parana Basin

LBPV19523 A. altiparanae Upper Parana Basin
MEBPV 19524 A. altiparanae Upper Parand Basin
L LBPV36236 4. altiparanae Upper Parana Basin
‘— LBPV20174 4. altiparanae Upper Parana Basin
LBPV19553 4. altiparanae Upper Parana Basin

850 Figura 7 Filogenia do Haplogrupo IIA obtida com o gene COI das amostras

851 sequenciadas das populacdes de Astyanax aff. bimaculatus. A topologia foi obtida
852 através da Analise Bayesiana. Suporte estatistico foi obtido através de probabilidade
853  posterior (inferéncia bayesiana) e bootstrap (parciménia), respectivamente. * indica
854  politomia.

0.98;72.85]
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855

— JD4206 A. bimaculatus Setubal River, Jequitinhonha Basin

— 1 . bimaculatus Setubal River, Jequitinhonha Basin
0.97:67.53 096* [— JD4221 A. bimaculatus Sao Joao River, Pardo Basin
— JD4229 A. bimaculatus Sao Joao River, Pardo Basin
— CT1000 A. bimaculatus Sao Jodao River, Pardo Basin
CT2963 A. bimaculatus Piranga River, Doce Basin
— CT2228 A. bimaculatus Pomba River, Paraiba do Sul Basin
— CT2229 A. bimaculatus Pomba River, Paraiba do Sul Basin
— CT2230 A. bimaculatus Pomba River, Paraiba do Sul Basin
— CT3359 A. bimaculatus Paraiba do Sul River, Paraiba do Sul Basin
— CT3363 A. bimaculatus Paraiba do Sul River, Paraiba do Sul Basin
0.98:63.89 0.93;63.10F— CT943 A. bimaculatus Carangola River, Paraiba do Sul Basin
— CT1039 A. bimaculatus Marola Lake, Doce Basin

— CT1048 A. bimaculatus Marola Lake, Doce Basin

— CT1299 A. bimaculatus Muriaé River, Paraiba do Sul Basin
— CT1300 A4. bimaculatus Muriaé River, Paraiba do Sul Basin
— L.BP29093 A. bimaculatus Paraiba do Sul Basin

— LBP29127 A. bimaculatus Paraiba do Sul Basin

— CT2553 A. bimaculatus Piranga River, Doce Basin

— CT877 A. bimaculatus Muriaé River, Paraiba do Sul Basin
1.0;91.94 — CT878 A. bimaculatus Muriaé River, Paraiba do Sul Basin

— CT1162 A. bimaculatus Curi Lake, Doce Basin

— CT1168 A. bimaculatus Curi Lake, Doce Basin

— CT1124 A. bimaculatus Tiririca Lake, Doce Basin
— CT1129 A. bimaculatus Tiririca Lake, Doce Basin

— CT1535 4. bimaculatus Linguica Lake, Doce Basin

— CT1537 A. bimaculatus Linguica Lake, Doce Basin

— CT865 A. bimaculatus Sao Bartolomeu Stream, Doce Basin
— CT885 A. bimaculatus Sdo Bartolomeu Stream, Doce Basin
— CT1164 .
— CTI1165 .
— CT1243

{. bimaculatus Juiz de Fora Lake, Doce Basin
{
{
1.0;82.43 — CT1244 A. bimaculatus Linguiga Lake, Doce Basin
{
1
1
{

bimaculatus Juiz de Fora Lake, Doce Basin
. bimaculatus Linguiga Lake, Doce Basin

— CT1293 .

— CT1294

— CT1305.

— CTI1534 4

— CT1536 A.

— CT1574 A. bimaculatus Ferrugem Lake, Doce Basin

— CT3040 4

— CT3041 A. bimaculatus Latdao Stream, Doce Basin
CT3107 A. bimaculatus Mucuri River, Mucuri Basin

L—— CT3108 A. bimaculatus Mucuri River, Mucuri Basin

. bimaculatus Sao Bartolomeu Stream, Doce Basin
bimaculatus Sao Bartolomeu Stream, Doce Basin
. bimaculatus Sio Bartolomeu Stream, Doce Basin
bimaculatus Linguiga Lake, Doce Basin
bimaculatus Lingui¢a Lake, Doce Basin

. bimaculatus Latdao Stream, Doce Basin

857  Figura 8 Filogenia do Haplogrupo IIB obtida com o gene COI das amostras

858 sequenciadas das populacdes de Astyanax aff. bimaculatus. A topologia foi obtida
859 através da Analise Bayesiana. Suporte estatistico foi obtido através de probabilidade
860  posterior (inferéncia bayesiana) e bootstrap (parciménia), respectivamente. * indica
861  politomia.
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864  Figura 9 Rede de haplétipos do gene COI gerada para as populacdes de Astyanax aff.
865 bimaculatus. As cores dos hapl6tipos correspondem a bacia hidrogréafica de coleta:
866 Bacia do Rio Sao Francisco = roxo, Bacia do Rio Jequitinhonha = azul claro, Bacia do
867 Rio Pardo = verde escuro, Bacia do Rio Mucuri = laranja, Bacia do Rio Doce = verde
868 claro, Bacia do Rio Paraiba do Sul = rosa, Bacia do Alto Parana = azul escuro. Os

869  valores nos ramos da rede de hapl6tipos representam o niumero de substituicdes

870 nucleotidicas (exceto quando foi observada apenas uma substituicdo). Os pontos

871  vermelhos indicam os hapl6tipos ndo amostrados e o tamanho dos circulos é

872  proporcional a frequéncia dos haplétipos.
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873 Tabela | Locais de coleta e tamanho amostral das popula¢des de Astyanax aff.

874  bimaculatus.

875

Bacia Hidrografica

Local

GPS

Tamanho Amostral

Citogenética/Molecular

Rio Paraiba do Sul
Rio Paraiba do Sul
Rio Paraiba do Sul
Rio Paraiba do Sul
Rio Paraiba do Sul
Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Mucuri

Rio Pardo

Rio Jequitinhonha
Rio Jequitinhonha

Rio S&o Francisco *

Cérrego Espirito Santo

Rio Pomba

Rio Muriaé

Rio Paraiba do Sul
Rio Carangola

Rio Piranga

Corrego Sao Bartolomeu

Latdo Stream
Lagoa Curi

Lagoa Ferrugem
Lagoa Juiz de Fora
Lagoa Linguica
Lagoa Marola
Lagoa Tiririca

Rio Mucuri

Rio S&o Joéo

Rio Setubal

Rio Jequitinhonha

Corrego Galheiros

21°41°27.37”S
43°28725.34”W
21°31°45.30”S
42°38°06.48"W
21°31°48”S
42°38°23”W
21°42°35”S
42°07°55"W
20°42°12.14”S
42°02°18.10"W
20°25°41.81”S
42°55°18.93”W
20°45°30.18”S
42°52°27.04”W
20°51°26”S
42°47°23"W
19°43°11.06”S
42°28°09.96"W
19°36°38.8”’S
42°277°25.6”W
19°42°15.78”S
42°28°58.35"W
19°33°16.1”°S
42°29°42. "W
19°44°50.33”S
42°26°52.55"W
19°18°51.48”S
42°24°13.51”W
17°42°21.14”S
40°45°42.47°W
15°09°83.6”S
42°09°74.4”W
17°04°55”S
42°15°10”°W
16°17°17”S
40°48°43”W
15°02°57”S
42°56°48”W

16/02

00/03

00/04

35/02

13/02

18/05

13/05

00/02

04/02

00/01

03/02

11/06

26/02

15/02

04/02

01/03

00/02

00/01

00/01

876  *Conhecido como Astyanax lacustris.
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877

Tabelall Variacao cariotipica nas populacdes de Astyanax aff. bimaculatus.
Espécie Local - Bacia Hidrogréfica 2n  Tipos Cromossomico: Referéncia
m sm st t
A altiparanae Rio Meia Ponte, Bacia do Rio Paranaiba 50 - 26 - 24 Jin & Toledo, 1975

Rio Mogi-Guacu, Bacia do Alto Parana 50 10 24 4 12 Morellietal., 1983
Rio Claro, Bacia do Rio Paranapanema 50 10 26 4 10 Pacheco etal., 2001

50 10 24 4 12

50 10 22 4 14
Rio Paranapanema, Bacia do Alto Parana 50 10 22 6 12 Daniel-Silva & Almeida-Toledo, 2001
Rio Mogi-Guagu, Bacia do Alto Parana 50 32m+sm  18st+t Almeida-Toledo et al., 2002
Rio indios, Bacia do Rio Ivai 50 6 30 4 10 Fernandes & Martins Santos, 2004
Rio Parana, Bacia do Alto Parana 50 6 26 6 12
Rio Parana, Bacia do Alto Parana 50 6 26 6 12 Fernandes & Martins Santos, 2006
Cérrego Tatupeba, Bacia do Alto Parana 50 6 26 6 12
Corrego Kecaba, Bacia do Alto Parana 50 6 26 6 12
Cérrego Maringa, Bacia do Alto Parana 50 6 26 6 12
Lagoa Taruma, Bacia do Rio Tibagi 50 6 28 8 8 Domingues et al., 2007
Rio Irai, Bacia do Rio Iguacgu 50 6 30 8 6
Rio Paraitinga, Bacia do Rio Tieté 50 8 20 10 12 Kavalcoetal., 2011
Pilar do Sul, Bacia do Rio Paranapanema 50 8 22 14 6
Caorrego Monjolinho, Bacia do Alto Parana 50 8 20 12 10 Peresetal., 2008
Rio Jordé&o, Bacia do Rio Iguacgu 50 6 28 8 8 Ferreira-Neto et al., 2009
Corrego Feijao, Bacia do Rio Mogi-Guacu 50 6 30 8 6
Cérrego Pantano, Bacia do Rio Tieté 50 6 28 4 12
Rio Mogi-Guacu, Bacia do Alto Parana 50 6 12 20 12 Martinez etal., 2012
Rio Tieté, Bacia do Rio Tieté 50 6 12 20 12
Rio Batalha, Bacia do Alto Paran& 50 10 16 16 8 Hashimoto etal., 2011
Corrego Monjolinho, Bacia do Alto Parana 50 6 18 20 6 Tendrioetal., 2013
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A argyrimarginatus

A. bimaculatus

A. goyacensis

A jacuhiensis

A lacustris

Corrego Agua dos PatdBacia do Alto Parana
Lagoa Igap0, Bacia do Alto Parana

Corrego Jaragud, Bacia Tocantins-Araguaia

Sete Barras, Bacia do Rio Ribeira de Iguape
Cachoeiras de Macacu, Rio Guapimirim

Rio Contas, Bacia do Rio Contas

Corrego Mineiro, Bacia Recdncavo Sul
Corrego Espirito Santo, Rio Paraiba do Sul
Rio Paraiba do Sul, Rio Paraiba do Sul

Rio Carangola, Rio Paraiba do Sul

Rio Piranga, Rio Doce

Corrego Séao Bartolomeu, Rio Doce

Lagoa Curi, Rio Doce

Lagoa Juiz de Fora, Rio Doce

Lagoa Marola, Rio Doce

Rio Mucuri, Bacia do Rio Mucuri

Rio S&o Joao, Bacia do Rio Pardo

Corrego Dois de Agosto, Tocantins-Araguaia

50
50

50

50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50

Corrego Taboquinha, Bacia Tocantins-Araguai: 50*

Rio Maquiné, Bacia do Rio Tramandai
Lagoa Quadros, Bacia do Rio Tramandai
Lago Guaiba, Rio Grande do Sul

Represa Trés Marias, Bacia do rio S&o Francis

Bacia do Rio Sao Francisco

50
50
50
50
50

24
28

co 0o

(o2}

16

24
24
28
28
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
14

P OOODOOOOOOOOOOO O WO

0o

26

10 26
12 20
8 30
8 20
32m+sm

6 12
4 10
20 8
12 6
12 6
12 4
12 4
18 6
18 6
18 6
18 6
18 6
18 6
18 6
18 6
18 6
18 6
24 8
8 8
6 8
6 12
4 8
16 6
18st+t

Pacheco et al., 2011

Tenorio et al., 2013
Kavalco et al., 2011
Pamponet et al., 2008

Presente estudo

Tenorio et al., 2013
Santos et al., 2013
Silva et al., 2012
Pacheco et al., 2010

Peres et al., 2008
Almeida-Toledo et al., 2002

* Foram observados de um a nove microcromossomos em Astyanax goyacensis.

Atualizado a partir de Kavalco et al., 2011
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878

879

Tabelalll Variacdo no numero e localizacdo de NORs nas populacfes de Astyanax aff. bimaculatus.

Espécie Bacia Hidrogréfica Local Numero Localizacdo Referéncias
de NORs das NORs

A altiparanae Bacia do Alto Parana Cdrrego Monjolinho 2 - Peres et al., 2008
Bacia do Alto Parand Rio Mogi-Guagu latéh - Morelli et al., 1983
Bacia do Alto Parana - 3 - Almeida-Toledo et al., 2002
Rio Paranapanema Rio Claro late4d - Pacheco et al., 2001
Bacia do Alto Parana Rio indios 1 até 10 2+8+10+19+20 Fernandes & Martins Santos, 200«
Bacia do Alto Parana Rio Parana 2 20
Rio Tibagi Lagoa Taruma 4 - Domingues et al., 2007
Rio Iguacgu Rio Irai 2 -
Bacia do Rio Tieté Rio Paraitinga 2 - Kavalco et al., 2011
Rio Paranapanema Pilar do Sul 2 -
Rio Pardo Rio Jordéo 2-4 - Ferreira-Neto et al., 2009
Rio Mogi-Guacu Coérrego do Feijao 1-3 -
Bacia do Rio Tieté Cérrego Pantano 1-2 -
Bacia do Alto Parana Rio Mogi-Guacu 2 11 Martinez et al., 2012
Bacia do Rio Tieté Rio Tieté 2 11
Bacia do Alto Parana Cérrego Monjolinho 4 - Tenorio et al., 2013
Bacia do Alto Parana Corrego Agua dos Patos 2 até 4 - Pacheco et al., 2011
Bacia do Alto Parana Lagoa lgapo 1 até 3 -

A argyrimarginatus Tocantins-Araguaia Corrego Jaragua 2 - Tenorioetal., 2013

A bimaculatus Rio Paraiba do Sul Corrego Espirito Santo 2até 8 4+5+6+15+19 Presente estudo
Rio Paraiba do Sul Rio Paraiba do Sul 2 14
Rio Paraiba do Sul Rio Carangola 2 14
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880

A goyacensis

A jacuhiensis

A lacustris

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Doce

Rio Mucuri

Rio Pardo

Rio Contas

Corrego Mineiro

Sete Barras
Cachoeiras de Macacu
Cérrego Dois deAgostc

Cérrego Taboquinha
Rio Maquiné
Lagoa Quadros

Lagoa Guaiba

Rio Sao Francisco
Rio Sao Francisco

Rio Piranga

Corrego Sao Bartolomeu
Lagoa Curi

Lagoa Juiz de Fora
Lagoa Marola

Lagoa Tiririca

Rio Mucuri

Rio S&o Joao

Rio Contas

Recbncavo Sul

Rio Ribeira de Iguape
Rio Guapimirim

Bacia Tocantins-Araguaia

Bacia Tocantins-Araguaia
Bacia do Rio Tramandai
Bacia do Rio Tramandai

Rio Grande do Sul

Represa Trés Marias

20u3 14+15

2 14
2 14
2 14
2 14
2 14
20u3 05+14
2 14
1laté 4 -
1até4 -
2 -
2 -
2 -
3até 4 -
2 -
2

2 atés 4+8+20

NN

Pamponet et al., 2008
Kavalco et al., 2011
Tendrioetal., 2013
Santos et al., 2013
Silva et al., 2012
Pacheco et al., 2010

Peres et al., 2008
Almeida-Toledo et al., 2002
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881 TabelalV Padrdes heterocromaticos obtidos através da banda C nas populacfes de Astyanax aff. bimaculatus.

Corrego Paraiba do Rio Rio Corrego Séao Lagoa Lagoa Juiz Lagoa Lagoa Rio Rio Séo

EspiritoSanto Sul Carangola Piranga Bartolomeu Curi  de Fora Marola Tiririca Mucuri Joao
Par 1 - peric - - - - - - - - -
Par 2 - - - - - - - - - centro -
Par 3 - - - - - - - - - - centro
Par 4 - - - - centro - - - - - -
Par 5 peric peric - peric peric peric peric - peric peric peric
Par 6 peric centro Centro peric peric peric - - peric peric peric
Par 7 peric centro Centro - - - peric peric peric peric peric
Par 8 - - Centro - - - centro - - - peric
Par 9 peric - - peric peric - - - - peric peric
Par 10 peric centro Peric centro peric peric centro - - - centro
Par 11 peric - Peric centro - peric - - centro centro centro
Par 12 - centro Peric - centro centro - peric  centro - -
Par 13 - - Peric - - - - - - - -
Par 14 peric* peric* peric* peric* peric* peric* peric* peric*  peric*  peric* peric
Par 15 peric peric Peric - - peric peric peric peric peric peric
Par 16 - peric Peric - - peric peric centro centro  peric peric
Par 17 peric peric - peric peric - peric - centro - peric
Par 18 peric peric Peric - - - - - peric peric peric
Par 19 peric peric Peric - peric peric peric peric peric peric centro
Par 20 - centro Peric peric peric peric peric peric - centro peric
Par 21 - - - - peric - - - - - peric
Par 22 - - - - peric - - - - - -
Par 23 - centro Peric peric peric centro  centro - centro  peric peric
Par 24 - centro - - peric - - - - peric peric
Par 25 peric - - - - - - centro - peric peric

882  Legendana tabela “centro” significa marcagdo centromérica e “peri” significa marcacao pericentromeérica. * indica o par que contém a NOR.



883 Tabela V Distancia molecular dentro e entre haplogrupos obtida com as sequéncias do

884 gene COI no complexo Astyanax aff. bimaculatus.

885
Haplogrupo |  Haplogrupo A Haplogrupo 1IB
Haplogrupo | 0,0027
Haplogrupo 1A 0,0371
Haplogrupo 11B 0,0281 0,0053
886

887  Valores abaixo da diagonal representam as distancias entre os haplogrupos. Valores nas

888 diagonais representam as distancias dentro dos haplogrupos.

889
890

891 Apéndice | Sequéncias do gene COI obtidas no GenBank das espécies Astyanax
892 altiparanae, Astyanax bimaculatus, Astyanax lacustris, e dos grupos externos Astyanax
893 fasciatus Piabina argentea.

894

Espécie

Local

NUumero de Acesso no GenBan

Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae
Astyanax altiparanae

Astyanax altiparanae

Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana
Bacia do Alto Parana

Bacia do Alto Parana

LBPV-17318
LBPV-19523
LBPV-19524
LBPV -19553
LBPV-20174
LBPV-20175
LBPV-21444
LBPV-21446
LBPV-24768
LBPV-24769
LBPV-26384
LBPV-29960
LBPV-29961
LBPV-34717
LBPV-35319
LBPV-35320
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Astyanax altiparanae Bacia do Alto Parana LBPV-35321

Astyanax altiparanae Bacia do Alto Parana LBPV-35322
Astyanax altiparanae Bacia do Alto Parana LBPV-35323
Astyanax altiparanae Bacia do Alto Parana LBPV-36236
Astyanax bimaculatus Bacia do Rio Paraiba do Sul LBP-29093
Astyanax bimaculatus Bacia do Rio Paraiba do Sul LBP-29126
Astyanax bimaculatus Bacia do Rio Paraiba do Sul LBP-29127
Astyanax bimaculatus Bacia do Rio Paraiba do Sul LBP-29344
Astyanax bimaculatus Bacia do Rio Paraiba do Sul LBP-29345
Astyanax bimaculatus Bacia do Rio Paraiba do Sul LBP-29346
Astyanax bimaculatus Bacia do Rio Paraiba do Sul LBP-29347
Astyanax bimaculatus Bacia do Rio Paraiba do Sul LBP-29348
Astyanax lacustris Lagoa Olaria, Bacia Séao Francisco DCC01052
Astyanax lacustris Lagoa Olaria, Bacia Sao Francisco DCCO01053
Astyanax lacustris Lagoa Olaria, Bacia Sao Francisco DCCO01054
Astyanax lacustris Corrego Neco, Bacia Séo Francisco DCC01208

Astyanax lacustris Corrego Santo Inacio, Bacia Séao Francis DCC4288
Astyanax lacustris Rio Santo Antdnio, Bacia S&o Francisco DCC38284
Astyanax lacustris Rio Santo Antonio, Bacia S&o Francisco DCC38286
Astyanax lacustris Rio Santo Antdnio, Bacia Sédo Francisco DCC38287
Astyanax lacustris Rio Paraopeba, Bacia Sao Francisco DCC41832
Astyanax lacustris Rio Paraopeba, Bacia Sao Francisco DCC41833
Astyanax lacustris Rio Paraopeba, Bacia Sao Francisco DCC41834
Astyanax lacustris Rio Paraopeba, Bacia Sao Francisco DCC41835
Astyanax lacustris Rio Paraopeba, Bacia Sao Francisco DCC41836
Astyanax lacustris Rio das Velhas, Bacia S&o Francisco DCC41851
Astyanax lacustris Rio das Velhas, Bacia S&ao Francisco DCC41852
Astyanax lacustris Rio das Velhas, Bacia Sao Francisco DCC41887
Astyanax lacustris Rio das Velhas, Bacia Sao Francisco DCC41888
Astyanax lacustris Represa Trés Marias, Bacia Sao Francis DCC4181
Astyanax lacustris Represa Trés Marias, Bacia Sao Francis DCC4182
Astyanax lacustris Represa Trés Marias, Bacia Sdo Francis DCC4184
Astyanax lacustris Represa Trés Marias, Bacia Sdo Francis DCC4185
Astyanax fasciatus  Bacia do Alto Parana HRCB44570




Piabina argentea Bacia do Alto Parana LBP-17227

Piabina argentea Bacia do Alto Parana LBP-20764

895

896

897  Apéndicell Filogenia obtida com o gene COI das amostras sequenciadas das

898 populacdes de Astyanax aff. bimaculatus. A topologia foi obtida através da Andlise

899 Bayesiana. Suporte estatistico foi obtido através de probabilidade posterior (ingeréncia
900 bayesiana) e bootstrap (parcimonia), respectivamente. *indica politomia. Barra indica
901 distancia molecular obtida através da analise bayesiana. (Disponivel apenas online). As
902 cores sao as mesmas apresentadas na rede de haplotipos.
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