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Resumo
O complexo de espécies Astyanax scabripinnis corresponde a peixes com
ampla distribuicdo geogréfica. Suas populacbes encontram-se geralmente
isoladas em pequenos riachos, separadas por milhares de anos, tornando
esses animais interessantes ao estudo evolutivo. O uso de diferentes
marcadores é fundamental, uma vez que permitem inferéncias na identificacdo
dos individuos e consequentemente o estudo das popula¢des. Dessa maneira,
trés populacdes isoladas entre si de Campos do Jorddo - SP, e duas de
Maringd - PR foram analisadas por morfometria geométrica, correlacionando
com dados de presenca/auséncia de cromossomos B, dados cariotipicos e
citogenéticos, além de dados reprodutivos. A analise de variaveis canonicas
(CVA) mostrou que ha diferencas significativas entre as populagdes (p<0,0001).
A andlise de funcéo discriminante (DFA) entre macho e fémea mostrou que ha
dimorfismo sexual intra e interpopulacional. A CVA separada para machos e
fémeas de cada populacdo também mostrou diferenca significativa entre elas.
Todas as populacdes possuem 2n=50 cromossomos organizados em
6m+22sm+10st+12a, a excecdo de apenas uma populacdo de Maringa onde
foi observado um cariomorfo com 2n=48 cromossomos, diferenciados em
8m+26sm+6st+8a. N&o foi encontrada a presenca de cromossomos B apenas
na populacdo de Campos do Jorddo (662m de altitude), corroborando estudos
anteriores. Na analise morfométrica associada a individuos com e sem
cromossomos B, a CVA mostrou que ha diferenca na forma do corpo, sendo
gue os individuos com cromossomos B possuem a regido ventral anterior
menos dilatada dos que ndo possuem este elemento cromossémico. A CVA
também apontou diferenca na forma do corpo entre o cariomorfo 2n=50 e o
2n=48, em Maringa. A hibridacdo in situ fluorescente mostrou diferenca entre
os marcadores de rDNA 18S e rDNA 5S para todas as populaces. Os dados
reprodutivos sugerem isolamento pré zigoético entre as populacées de Campos
do Jordado. A andlise de todos os dados aponta que as populacdes encontram-
se diferenciadas entre si, indicando individuos adaptados a ambientes distintos.
Isso reforga, entre outros fatores, que essas populagdes devem representar
espécies diferentes, dentro do complexo de espécies A. scabripinnis, seguindo

por caminhos evolutivos independentes.
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Abstract
The species complex Astyanax scabripinnis are composed by fish with wide
geographic distribution. Their populations are often isolated in small streams,
separated by thousands of years, making it a very interesting system to study
evolution. The use of different markers is crucial, since they allow inferences on
the identification of individuals and therefore the study of populations. Thus,
three populations isolated from each other of Campos do Jord&o - SP, and two
of Maringa - PR were analyzed by geometric morphometrics, correlating with
data from presence / absence of B chromosomes, karyotypic and cytogenetic
data, and reproductive data. Canonical variate analysis (CVA) showed that
there are significant differences between populations (p <0.0001). The
discriminant function analysis (DFA) between males and females showed intra
and interpopulational sexual dimorphism. The separate CVA of males and
females from each population also showed significant difference between them.
All populations have 2n = 50 chromosomes arranged in 6m+22sm+10st+12a,
the only exception was a population from Maringa, where there was 2n = 48
chromosomes, differentiated in 8m+26sm+6st+8a. B chromosome were only
found in the population of Campos do Jorddo (1850m altitude), confirming
previous studies. In a morphometric analysis separated for individuals with and
without B chromosomes, the CVA showed difference in body shape. Individuals
with B chromosomes have the ventral anterior region less dilated than those
without of this chromosomal element. The CVA also showed differences in body
shape between 2n = 50 and 2n = 48 populations in Maringa. The fluorescent in
situ hybridization showed differences between markers 5S rDNA and 18S rDNA
for all populations. The data suggest pre zygotic reproductive isolation between
Campos do Jordao populations. The analysis of all data indicates that the
populations are differentiated from each other, indicating adaptation to different
environments. This reinforces, among other factors, that these populations
should represent different species within the species complex A. scabripinnis,

followed by independent evolutionary pathways.

Keywords: Evolution, cytogenetics, geometric morphometrics, allopatry.
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1 Introducéo Geral

1.1 Aspectos da diversidade bioldgica de peixes neotropicais

A América do Sul faz parte da regido Neotropical, a qual possui uma das
maiores biodiversidades do planeta. Lewinsohn e Prado (2002) afirmam que o
Brasil encontra-se entre os 17 paises megadiversos, sendo que de acordo com
Artoni et al. (2000), a regido Neotropical abriga a ictiofauna de agua doce mais
rica e diversa do mundo.

Conforme dados de Nelson (2006), ha cerca de 27.000 espécies de
peixes descritas, € a maior parte € encontrada em aguas quentes oceanicas
tropicais. Estima-se que cerca de 25% da diversidade mundial de peixes esta
localizada nessa regido, correspondendo a mais de 8.000 espécies (Vari e
Malabarba, 1998). Segundo Reis et al. (2003), atualmente s&o validas
aproximadamente 4.475 espécies, sendo que 1.550 espécies estao
aguardando descricdo taxondémica, com o total de aproximadamente 6.000
espécies na regidao Neotropical.

De acordo com Graca e Pavanelli (2007) o Brasil possui a maior rede
hidrografica do mundo, com uma das maiores diversidades de peixes de agua
doce, com mais de 2.500 espécies validas atualmente. Desse total, segundo
Artoni et al. (2000), as ordens Characiformes e Siluriformes sdo as mais
representativas. Os Characiformes sdo um dos maiores grupos de peixes
dulcicolas, possuindo aproximadamente 1674 espécies validas, em 270
géneros (Nelson, 2006).

Os membros dessa ordem possuem tamanhos variados, que vao desde
muito pequenos, atingindo até 26 mm, como em Lipidarchus sp (Weitzman e
Vari, 1988) a animais de grande porte, com representantes alcancando cerca
de um metro de comprimento, como em Hydrocynus spp (Kantoussan et al.,
2009). Apesar dos Characiformes possuirem diversidade morfologica
consideravel, uma vez que o grupo passou por grande divergéncia evolutiva,
certos padrdes morfoanatbmicos sdo distinguiveis (Greenwood et al., 1966).

Dentre o0s habitos alimentares observados em Characiformes,
encontram-se espécies herbivoras, predadoras, ili6fagas (alimentando-se dos

detritos contidos no lodo ou areia), lepidéfagas (alimentando-se de escamas de
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outros peixes) e espécies que se alimentam de pedacos de nadadeiras de
outros peixes (Moreira, 2007). O grupo € composto por individuos que séo
encontrados tanto em ambientes Iénticos quanto em ambientes I6ticos (Oliveira
e Ferreira, 2002; Moreira, 2007).

E possivel observar, portanto, que Characiformes € uma ordem bastante
diversificada e complexa. No entanto, ainda s&o poucos os estudos mostrando
as relacdes inter e intrapopulacionais, o que dificulta inferéncias taxondmicas e

até mesmo sobre dados evolutivos associados.

1.2 Estado atual da sistematica de Characiformes com énfase em
Astyanax.

Os peixes da ordem Characiformes abrangem peixes conhecidos
popularmente como lambaris, tetras, matupiris, piabas, piranhas, entre outros,
e possuem uma grande diversidade. A dificuldade em encontrar marcadores de
facil utilizacao dificulta a correta identificacdo das espécies. Outro agravante é
a falta de informacdes filogenéticas (Buckup, 1999).

O numero de familias que compdéem a ordem Characiformes é
controverso, como apontado por Géry (1977) que propde 14 familias,
Greenwood et al. (1966) aponta 16, e Nelson (2006), mais recentemente,
determina 18 familias. Tal diferenca deve-se ao fato da familia Characidae néo
ser monofilética, e como explica Greenwood et al. (1966), ha caracteristicas
divergentes e distintas de diversos subgrupos que regularmente sao excluidos
dessa familia e considerados como novas, aumentando, portanto, 0 niumero de
familias da ordem.

Recentemente, as subfamilias Crenuchinae e Characidinae foram
reconhecidas como pertencentes a familia Crenuchidae, e a subfamilia
Alestiinae foi elevada ao taxon de familia (Nelson, 2006). Tetragonopterinae
era considerada com maior niumero de espécies entre as subfamilias de
Characidae. Contudo, pela falta de dados comprovando seu monofiletismo,
apenas o género Tetragonopterus permaneceu nesse subgrupo. Os demais
géneros, entre eles Astyanax, foram incluidos como grupos “Incertae sedis” em
Characidae (Lima et al.,, 2003). Por outro lado, certas subfamilias de
Characidae apresentam especializa¢cdes que comprovam seu monofiletismo. A

subfamilia Cheirodontinae é um exemplo, que possui caracteres relacionados a
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musculatura, a denticdo, e ao padrédo de colorido na regido umeral (Malabarba,
1998).

Assim, observa-se que Characidae € um grupo bastante diverso e com
muitas inconsisténcias acerca de sua taxonomia, sendo que de acordo com
Buckup (1999), € o grupo de Characiformes com o maior niumero de espécies.
Dessa maneira, segundo Nelson (1994), estima-se que em Characidae ha
cerca de 170 géneros, com mais de 885 espécies.

O género Astyanax corresponde a peixes conhecidos popularmente
como piabas ou lambaris, sendo um dos géneros dominantes na América do
Sul (Géry, 1977). E um dos grupos com maior nimero de espécies, com cerca
de 100 espécies ja descritas e distribuidas em praticamente todos 0s cursos de
agua da regido Neotropical (Marinho e Lima, 2009). Também é o de taxonomia
mais confusa dentre os integrantes da familia Characidae (Kavalco, 2008),
sendo observada a ocorréncia de “complexos de espécies”, uma vez que
caracteristicas morfologicas e citogenéticas, entre outras, sao diversificadas e
algumas vezes cripticas, como observado no complexo de espécies A.
scabripinnis (Moreira-Filho e Bertollo, 1991); em A. altiparanae (Fernandes e
Martins-Santos, 2004) e em A. fasciatus (Artoni et al., 2006). A ocorréncia
desses “complexos de espécies” agrava a dificuldade em produzir uma
hipétese de filogenia do grupo, uma vez que € relativamente pequeno o
namero de caracteres informativos de Astyanax analisadas, e estes

apresentam grande diversidade (Kavalco, 2008).

1.3 Aspectos da diversidade e caracterizacdo cariotipica de Astyanax

O género Astyanax € bastante comum nos rios neotropicais (Moreira-
Filho e Bertollo, 1991), com sua distribuicdo abrangendo a fronteira do México
com os Estados Unidos até o sul da Argentina (Britski, 1972). De maneira
geral, sdo peixes pequenos, possuindo linha lateral completa, discretamente
curvada na regido anterior; nadadeira adiposa frequentemente presente; pré-
maxilar ndo-protratil; dentes pré-maxilares arranjados em duas séries, sendo a
interna  com cinco dentes; dentes com cuspides; altura do corpo
aproximadamente trés vezes o comprimento padrdo; escamas de tamanho
normal (Britski et al., 1988). S&o peixes com fecundacao externa, com auséncia

de cuidado parental, ndo-migradores.
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Estudos envolvendo esse género mostram que o grupo é considerado
um modelo para estudo, a exemplo de A. scabripinnis, com 78 resultados de
referéncias no FishBase (Froese e Pauly, 2011), 62 no NCBI (National Center
for Biotechnology Information, 2011) e 680 no Google Académico (2011).

Estudos ja realizados em Astyanax apontam uma grande diversidade
tanto cromossémica quanto morfolégica em diversos taxons, sendo que em
alguns, observa-se “complexos de espécies”. No complexo A. altiparanae, por
exemplo, dados citogenéticos mostram que apesar do numero diploide entre as
populacdes ser conservado (2n=50) (Ferreira-Neto et al., 2009), diferencas na
férmula cariotipica, com nimero de bracos [numero fundamental (NF)] variando
de 76 a 100, permite a ocorréncia de rearranjos cromossOmicos nao-
robertsonianos entre o complexo A. altiparanae (Fernandes e Martins-Santos,
2004). Além disso, Ferreira-Neto et al. (2009) observam que pequenas
diferencas cariotipicas, como a localizagdo de blocos heterocromaticos e das
regides organizadoras de nucléolo indicam divergéncias evolutivas devido as
restricbes de fluxo génico. Da mesma maneira, Pie et al. (2009), utilizando
dados moleculares, como as diferencas nas sequéncias entre as regides de
controle do DNA mitocondrial, demonstraram a existéncia de varias espécies
cripticas em populacdes simpatricas, no rio lguacu e Parana.

No complexo A. fasciatus, dados cariotipicos indicam variacdo do
namero diploide de 2n=48 a 2n=50, além de diferencas no padrdo de
heterocromatina  constitutiva. Variacbes morfométricas também sé&o
observaveis (Artoni et al., 2006).

O complexo A. scabripinnis, por sua vez, possui formula cariotipica
variando de 2n=46 a 2n=50, com padrdes caracteristicos de bandamento C
(Mantovani et al., 2000; Moreira-Filho et al., 2004; Vicari et al., 2008a). Além
disso, diferencas morfolégicas podem ser identificadas (Moreira-Filho e
Bertollo, 1991).

Frequentemente, em algumas populacdes, além do complemento
cariotipico padrdo, sdo encontrados cromossomos supranumerarios ou B,
guase sempre heterocromaticos, sendo que em A. scabripinnis destaca-se por
ser a espécie mais estudada, quanto origem, distribuicdo e comportamento
deste elemento cariotipico (Artoni, et al., 2000). Varios estudos mostram

populagbes de A. scabripinnis com grande numero de individuos portando
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cromossomos B (Salvador e Moreira-Filho, 1992; Maistro et al., 1992; Fauaz et
al., 1994; Maistro et al., 1994; Porto - Foresti et al., 1997; Néo, Moreira-Filho e
Camacho, 2000), totalizando 21 populagbes descritas contendo esse
cromossomo (Moreira-Filho et al., 2004).

De maneira geral, esse elemento supranumeérico caracteriza-se por ser
um cromossomo metacéntrico grande, com tamanho e forma semelhante ao
par 1 do complemento A (Salvador e Moreira-Filho, 1992). No entanto, algumas
populacbes podem apresentar outras formas como MiCroCromosSSOMos,
(Rocon-Stange e Almeida-Toledo, 1993; Mizoguchi e Martins-Santos, 1997),
metacéntricos pequenos e submetacéntricos grandes (Néo, Moreira-Filho e
Camacho 2000; Ferro et al., 2003). De acordo com Néo, Moreira-Filho e
Camacho (2000), a maioria dos individuos apresentam de 0 a 1 cromossomo,
sendo a ocorréncia de dois ou mais, considerados um evento raro.

A origem deste elemento genético em A. scabripinnis tem sido alvo de
varias pesquisas, sendo que inicialmente, supds-se que sua origem estaria
relacionada com o primeiro par cromossémico do complemento A, através de
eventos de nao-disjuncdo cromossdmica (Salvador e Moreira-Filho, 1992).
Atualmente, a teoria mais aceita é da origem por formacdo de um
isocromossomo, a partir de um elemento semelhante ao par acrocéntrico 24.
(Mestriner et al., 2000; Néo, Moreira-Filho e Camacho, 2000; Moreira-Filho et
al., 2004).

Recentemente, Vicari et al. (2011) confirmaram a teoria, com hibridacdes
in situ fluorescente em paquiteno, evidenciando 26 bivalentes, com apenas um
bivalente grande presente, sugerindo o pareamento braco a braco do
cromossomo B, identificado por pintura cromossémica com sonda do préprio
cromossomo B microdissectado. Adicionalmente hibridacbes com sonda
utilizando a técnica de dupla FISH (fluorescent in situ hibridization) para a
localizacdo das sondas do cromossomo B obtida por microdisseccdo, do DNA
satélite As51 e da sequéncia repetitiva obtida por Cot—1 DNA, confirmaram
estudos anteriores, que o cromossomo B teve origem por formacédo de
isocromossomo a partir de um elemento semelhante ao par acrocéntrico 24.

Estudos sobre a distribuicdo do cromossomo B em populacdes de A.
scabripinnis mostram que sua presenca pode estar associada a diversos

fatores. Néo, Moreira-Filho e Camacho (2000), por exemplo, observaram a
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relagdo entre a altitude e a quantidade de cromossomos B, e encontraram
presenca desse elemento somente em populacdes isoladas acima de 1000
metros de altitude na regido de Campos do Jorddo, Sao Paulo Brasil, sendo
verificada frequéncia mais alta em fémeas. De outra maneira, Rocon-Stange e
Almeida-Toledo (1993), em seu estudo no Rio Jucu, Espirito Santo, Brasil,
observaram cromossomos B exclusivamente em machos.

Camacho et al. (2000) explica que as diferencas interpopulacionais na
frequéncia do cromossomo B dependem de fatores seletivos (por exemplo, a
tolerancia ecolégica dos portadores de cromossomos B em termos de
permissividade das condigbes ambientais para uma populagdo particular),
fatores historicos (por exemplo, o numero de geracdes desde a origem do
cromossomo B), fatores de transmisséo (relacionadas as diferencas entre
populacdes na intensidade acumulativa do cromossomo B) e fatores aleatorios
(por exemplo, a acdo da deriva genética em populacdes de tamanho finito).
Com relacédo a isso, Rocon-Stange e Almeida - Toledo (1993) ressalvam que 0
estudo da variacdo intra e interpopulacional do cromossomo B em diferentes
regides necessitam de maiores detalhes sobre o papel desses cromossomos
na histéria evolutiva do grupo. Afirmando da importancia desses estudos,
Badayev et al. (2000) argumentam que os padrdes da variacdo populacional
sdo importantes na diversificacdo evolutiva, e muitos insights sobre processos
evolutivos sdo originarios dessa abordagem.

Dessa maneira, € possivel observar que a diversificacdo dos individuos
do género Astyanax ocorre em varios niveis, tanto morfolégicos quanto
citogenéticos, moleculares, entre outros, sendo necessario, portanto, estudos
de diferentes marcadores para melhor elucidacdo da sisteméatica e filogenia e

consequentemente, a evolucéo do grupo.

1.4 Marcadores para identificacdo e sistematica do complexo A.
scabripinnis

Baseando-se na diversidade desse grupo de peixes, 0 uso de diferentes
marcadores é fundamental, tanto para a preservacdo dos locais onde se
encontram essas populacdes, quanto para a identificacdo dos individuos
(Ryder, 1986).
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Marcadores genéticos e moleculares sdo importantes instrumentos para
o estudo de populagbes de peixes, sendo, por exemplo, ideais para uso em
programas de reprodu¢cdo com o objetivo de conservacao genética (Povh et al.,
2008).

A marcacao baseada em proteinas consiste basicamente no principio de
migracao eletroforética das cadeias polipeptidicas ao serem submetidas a um
campo elétrico. Através desse método, um grande numero de individuos
podem ser analisados a um custo relativamente baixo. Todavia, somente
informacgdes sobre regides codificantes do DNA sdo amostradas, precisando
assim considerar-se o estagio do desenvolvimento ontogenético do organismo
(Torres et al., 2004).

As marcacoes moleculares baseadas em analise direta do DNA ou RNA,
por sua vez, consistem da deteccao de variagbes que ocorrem ao longo desses
filamentos, sendo detectadas por métodos especificos, como por exemplo,
marcadores de DNA microssatélite, que consiste na analise de sequéncias
repetitivas simples, as quais estdo repetidas em grupos de um a quatro
nucleotideos no genoma (Povh et al., 2008) e a técnica do DNA barcoding,
através da analise das divergéncias do gene da subunidade 1 da citocromo c
oxidase mitocondrial (COI), o qual sugere ser um bom marcador para
identificacdo de espécies (Hebert et al., 2003).

Outras ferramentas moleculares poderosas, como a técnica da PCR
(Polymerase Chain Reaction), através de suas variacbes, como a DOP-PCR
gue realiza a amplificacdo genérica do DNA de interesse (Telenius et al. 1992)
e 0 sequenciamento de DNA, podem ser aplicadas a custos de tempo e
dinheiro relativamente baixos, para resolver questdes envolvendo ecologia,
evolucdo e conservacgao de varios taxa (Povh et al., 2008; Tinti et al., 2003).

As analises citogenéticas sdo igualmente importantes, sendo que dados
citogenéticos de peixes (tanto dulcicolas como marinhos) vém aumentando a
cada ano. Muitos estudos citogenéticos mostram populacdes de peixes de
areas distintas com diferentes caracteristicas cariotipicas, sugerindo diversas
espécies ainda ndo identificadas. Adicionalmente, dados citogenéticos
permitem obter informagdes sobre o relacionamento entre grupos de peixes, a
ocorréncia de espécies cripticas e complexo de espécies, 0s mecanismos de

determinacdo sexual e os processos evolutivos dos cromossomos sexuais, e a
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existéncia de cromossomos supranuméricos e sua evolugdo (Oliveira, Foresti e
Hilsdorf, 2009).

Os marcadores baseados em RNA, através da andlise da expressao
génica por microarray possui algumas vantagens, principalmente pelo fato de
que atualmente quase todo RNA codificante estad descrito e disponivel para
analise. Entretanto, o RNA apresenta a desvantagem de ser significantemente
instavel e de rapida degradacéo (Sharp et al. 2011).

Existem ainda, marcadores bioquimicos, que podem ser empregados
para sistematica de peixes. Menezes e Qasim (1993) recomendam que 0 uSO
de imunoeletroforese de enzimas solUveis e proteinas ndo enzimaticas sdo
ferramentas simples, porém poderosas para a identificacdo de espécies,
guando a discriminacdo morfolégica entre elas é dificil ou impossivel.

Marcagbes morfologicas também podem ser realizadas sendo que de
acordo com Clabaut et al., (2007), descri¢cdes das diferencas na forma do corpo
com um fundo de trabalho filogenético sdo importantes para compreender o
processo evolutivo.

Assim, a combinacdo de analises morfoldgicas com dados moleculares
aparenta ser o método mais confiavel para investigar a posicéo filogenética e
identificacdo dos taxa investigados (Germann et al., 2009) e,

consequentemente, a interpretacdo dos padrdes evolutivos associados.

1.4.1 Marcadores morfoldgicos e morfometria geométrica na identificacéo
e sistematica de A. scabripinnis.

O complexo de espécies A. scabripinnis, em particular, inclui peixes
pequenos, que habitam riachos ou encontram-se limitados as cabeceiras de
pequenos tributarios (Britski, 1972). Segundo Caramaschi (1986), A.
scabripinnis apresenta plasticidade fenotipica e diferenciagdo morfol6gica na
mesma bacia hidrogréfica.

Entretanto, conforme apontam Moreira-Filho e Bertollo (1991), a
diferenciacdo morfolégica é sutil, de maneira que dificulta as analises, quando
as formas encontradas em diferentes bacias hidrograficas sdo comparadas.

Reconhecendo essas dificuldades, Rohlf (1990), por sua vez, sugere
gue métodos mais acurados de morfometria precisam ser utilizados, como o

uso de morfometria geométrica. Nesse contexto, distinguem-se duas formas
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principais de analises morfométricas: a morfometria tradicional e a geométrica
(Rohlf, 1990).

Na morfometria tradicional, usualmente distancias lineares de medidas
sdo utilizadas, as vezes com uso de calculos, taxas e angulos. Associada a
isso, sdo utilizadas andlises estatisticas multivariadas, tais como analise do
componente principal, analise de fator, andlise de variaveis canbnicas e
analises de funcbes discriminantes. Contudo, no método de morfometria
tradicional, muitas dificuldades sao encontradas, principalmente no que
concerne a variagdo no padrdo da forma, o que leva a uma menor
confiabilidade nos resultados (Adams et al., 2004).

A morfometria geométrica, por sua vez, parte do principio da utilizacéo
dos dados geomeétricos da estrutura morfologica. Utiliza-se ainda, integrada a
essa metodologia, as analises estatisticas multivariadas com metodos de
visualizacdo direta na forma biolégica (Adams et al., 2004). O uso dessa
ferramenta para analisar dados quantitativos pode ser chamada de “sintese
morfométrica”, pois une as técnicas de matematica estatistica, biometria
multivariada, geometria ndo Euclidiana e graficos computacionais (Bookstein,
1996, p.313).

De acordo com Klingenberg (2002), uma das aplicacbes da morfometria
geométrica diz respeito a base genética da variagdo morfolégica, assim como a
estrutura espacial das interacbes do desenvolvimento e modulacdo. Nesse
contexto, Clabaut et al., (2007) afirmam que como a morfometria geométrica
baseia-se na comparacao estatistica das formas, é possivel reconstruir a forma
consenso do grupo e a forma hipotética do ancestral comum do grupo, assim
como visualizar as mudancas e transformacdes necessarias para a distincdo
de uma forma da outra.

Em estudos sobre as radiacbes adaptativas de peixes ciclideos
africanos, Clabaut et al., (2007) demonstraram o0 uso da morfometria
geométrica para evidenciar caracteres adaptativos nesses peixes, e concluem
gue a forma do corpo é bastante influenciada por habitos alimentares (nichos
troficos) e profundidade da agua em que as espécies ocorrem.

Em outro estudo envolvendo morfometria geométrica, Langerhans et al.

(2003) encontraram diversificacdo morfolégica em duas espécies de peixes
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neotropicais, sugerindo que diferencas no habitat estariam criando pressdes
seletivas que culminam na divergéncia morfolégica encontrada.

Observa-se, portanto, que a morfometria geométrica pode ser aplicada
aos estudos da variagdo morfolégica do complexo A. scabripinnis.

Além da variagcdo ao nivel fenotipico, Kavalco (2008), ressalta que
também ocorrem variacbes ao nivel genotipico, nas macroestruturas
cariotipicas, nos numeros diploides, nos polimorfismos de blocos
heterocroméaticos e na presencga de cromossomos supranumerarios ou Bs.

Assim, pesquisas sobre a variagdo morfométrica de A. scabripinnis
relacionando populacdes que possuem o cromossomo B, bem como outras
variacfes, sdo importantes, pois através delas pode-se inferir os possiveis
aspectos adaptativos que estdo associados nessas populacdes e

consequentemente fatores evolutivos associados.
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2 Justificativa e Objetivos

O “complexo de espécies” Astyanax scabripinnis, assim definido por
Moreira-Filho e Bertollo (1991), caracteriza-se por ser peixes de pequeno porte
gue habitam a cabeceira de pequenos rios de diferentes bacias hidrograficas
brasileiras (Caramaschi, 1986).

As populacbes geralmente estdo isoladas uma das outras pelos canais
de grandes rios que atuam como barreiras ecolégicas para populacdes de
pequenos afluentes, seja por competicdo com outras espécies de lambaris ou
por predacdo por outras espécies, restringindo o fluxo génico e reforcando a
condicdo alopatrica entre eles (Caramaschi, 1986). Assim, a tendéncia & de
gue as populacdes sigam diferentes caminhos evolutivos, por estarem sob
diferentes pressdes seletivas (Vicari et al., 2008a). No entanto, devido ao
tamanho restrito da populacdo também podem ser afetadas por deriva genética
(Kavalco e Moreira-Filho, 2003). Além disso, cromossomos B foram descritos
para 21 populacdes de A. scabripinnis, algumas destas isoladas das outras ha
milhdes de anos em diferentes bacias hidrograficas e separadas por centenas
de quilémetros (Moreira-Filho et al., 2004).

Diante destas caracteristicas, o complexo de espécies “Astyanax
scabripinnis” é considerado um excelente material para estudos genéticos e
evolutivos. Assim, a presente investigacdo objetivou contribuir sobre a
interpretacdo dos padrdes evolutivos e diferenciacdo de populacbes deste
complexo de espécies.

Os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

1-As populacfes apresentam diferenciacdo morfométrica?

2-Qual é o seu nivel de isolamento reprodutivo?

3-As caracteristicas cariotipicas das populacdes possuem diferencas?

4-Qual o cenario evolutivo dessas populacdes?
3 Material e Métodos
3.1 Objeto de estudo e caracterizacao dos locais de coleta

Nesse estudo foi amostrado um total de 232 espécimes de Astyanax

scabripinnis (Figura 1) provenientes de quatro localidades: 59 exemplares (27
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machos e 32 fémeas) de Campos do Jordao (Ribeirdo Grande 662m,
coordenadas - S 22°46'286" e WO 45°26'707"; numero de voucher MZUEL n°
5656) — SP; 78 exemplares (25 machos e 53 fémeas) de Campos do Jordéo
(Corrego das Pedras 1590m, coordenadas S 22°43'332" e WO 45°33'074";
MZUEL n° 5655) — SP; 63 exemplares (28 machos e 35 fémeas) de Campos do
Jorddo (Cabeceira do Ribeirdo Grande 1850m, coordenadas S 22°43'378" e
WO 45°27'128"; MZUEL n° 5657) — SP (Figuras 2 e 3) e 32 exemplares (19
machos e 13 fémeas) de Maringd (Corrego Tatupeba 400m, coordenadas S
23°29'502" e WO 52°01'041"; MZUEL n° 5654) — PR (Figuras 2 e 4).

Estudos anteriores indicam que as trés populacdes de A. scabripinnis de
Campos do Jordao apresentam cariomorfos com 2n=50 cromossomos, sendo
gue as populacdes de Ribeirdo Grande (1850m) e Coérrego das Pedras (1590m)
apresentam cromossomos B e ndo estdo em simpatria com outras espécies de
peixes (Néo, Moreira-Filho e Camacho, 2000; Salvador et al., 1992,
respectivamente). A populacdo de Ribeirdo Grande (662m) nado possui
presenca deste elemento e estdo em simpatria com outras espécies de peixes
(Néo, Moreira-Filho e Camacho, 2000). A localidade de Maringad (400m)
apresenta, por sua vez, trés cariomorfos distintos de A. scabripinnis em
simpatria, 2n=50, 2n=48 e 2n=46, todos com presenca de cromossomos B

(Fernandes e Martins-Santos, 2005), e destes com outros peixes.

Figura 1 - Exemplar de A. scabripinnis. Barra: 1 cm.
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3.2 Metodologias
3.2.1 Citogenética convencional

Utilizou-se a técnica descrita por Bertollo et al. (1978) (Protocolo anexo
5.1.1), para obtencdo de cromossomos mitoticos. Para visualizacdo das
metafases, os cromossomos foram corados com Giemsa (anexo 5.1.2).

Os cromossomos foram organizados e classificados de acordo com seu
tipo morfolégico, em metacéntricos (m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico
(st) e acrocéntrico (a), conforme a razdo dos bracgos (Levan et al., 1964), sendo
ordenados em ordem decrescente de tamanho nos idiogramas (anexo 5.1.3).

Os idiogramas foram construidos com o software Easy Idio 1.0 (Diniz e
Melo, 2006).

3.2.2 Citogenética Molecular

A obtencdo dos cromossomos mitoticos, para observagcao de presenca
de cromossomos B e caracterizacdo dos cariomorfos para a FISH (hibridacéo
in situ fluorescente), foi realizada de acordo com a técnica descrita por Bertollo
et al. (1978).

Para a identificacdo das regides de rDNA 18S e 5S na dupla FISH,
utilizou-se uma sonda marcada de 18S, obtida pelo DNA nuclear da espécie de
peixe Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti, 2004), usando os primers
NS1 5-GTAGT CATATGCTTGTCTC-3' e NS8 G5-TCCGCAGGTTC
ACCTACGGA-3' (White et al., 1990) e a sonda 5S, obtida usando os primers A
5-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3' e B 5-GCTGGTATGGCCGTAGC-3’
(Martins e Galetti, 1999). A marcacdo da sonda 18S foi feita pelo kit Biotin Nick
Translation (Roche), e a de 5S pelo kit Dig Nick Translation (Roche) seguindo-
se as informacdes do fabricante.

A hibridacao foi realizada em condicbes de alta estringéncia (2,5 ng/uL
sonda, 50% formamida, 2 X SSC, 10% sulfato dextrano), seguindo o
procedimento geral descrito por Pinkel et al. (1986) (Anexo 5.2.1). A deteccéo
do sinal foi realizada com os anticorpos Streptavidina Alexa Fluor 488
(Invitrogen) e Anti Digoxigenina Rodamina (Roche). Os cromossomos foram
contracorados com DAPI (0,2 pg/mL) em meio de montagem Vectashield
(Vector), e analisados em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41

acoplado ao sistema de captura de imagens DP 71 (Olympus).
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As imagens cromossOmicas foram capturadas com a utilizacdo do
sistema de captura de Imagens CCD Olympus DP 71° e software DP-Controller
versdo 3.2.1.276.

3.2.3 Morfometria geométrica

Todos os exemplares foram fotografados usando-se uma camera digital
Canon A495® a uma altura padronizada (30 cm) com imagens com 180 dpi de
resolucdo, para posterior analise.

Para a analise morfométrica foram selecionados 17 marcos anatdmicos
ao longo do corpo (Figura 5). O software tpsDig 2.16 (Rohlf, 2010a) foi utilizado
para transformar cada marco anatdmico em coordenadas Cartesianas. A partir
da matriz gerada, foi efetuada uma superposicéo de Procrustes por quadrados
minimos, e as demais analises necessarias, com o uso dos softwares Morpho J
1.02j (Klingenberg, 2011) e Past 2.10 (Hammer, Harper e Ryan, 2001).

A diferenca da forma do corpo entre as populacdes foi testada com a
analise de variaveis canonicas (CVA) associada a uma analise de variancia
multivariada (MANOVA). Foi também efetuada uma analise de funcéo
discriminante (DFA) para inferéncia de dimorfismo sexual significativo intra e

interpopulacional.

Figura 5 - Marcos anatbmicos selecionados para a analise morfométrica: Ponto 1: Regido
anterior do focinho; Ponto 2: Regido posterior do focinho; Ponto 3: Regido orbital anterior;
Ponto 4: Regido orbital posterior; Ponto 5: Regido dorsal da cabeca; Ponto 6: Curvatura inferior
do opérculo Regido anterior da inser¢do da nadadeira dorsal; Ponto 7: Curvatura superior do
opérculo. Ponto 8: Regido anterior da insercdo da nadadeira dorsal; Ponto 9: Regido posterior
da insercdo da nadadeira dorsal; Ponto 10: Regido anterior da insercdo da nadadeira adiposa;
Ponto 11: Regido posterior da insercao da nadadeira adiposa; Ponto 12: Regido dorsal do
inicio da nadadeira caudal; Ponto 13: Regido ventral do inicio da nadadeira caudal; Ponto 14:
Regido posterior da insercdo da nadadeira anal; Ponto 15: Regido anterior da inser¢do da
nadadeira anal; Ponto 16: Inser¢céo da nadadeira peitoral; Ponto 17: Regido ventral da cabeca.
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3.2.4 Ensaios de reproducéo

Para os ensaios de reprodugcdo, foram realizados no total 44
cruzamentos com casais individualizados mantidos em aquarios individuais,
sob luz 24 horas, a temperatura de 26°C. Os exemplares foram alimentados
duas vezes ao dia, com racao para peixes ornamentais. Os cruzamentos foram

organizados segundo a tabela 1:

Tabela 1 - Cruzamentos realizados. Legenda: CP - Cdérrego das Pedras 1590m; RB - Ribeirao
Grande 1850m; RA - Ribeirdo Grande 662m.

Cruzamento | N° individuos & Localidade | N° individuos @ Localidade
(3 x %)
1 7 CpP 7 CP
2 7 RB 7 RB
3 5 CpP 5 RA
4 5 RA 5 CP
5 5 RA 5 RB
6 5 RB 5 RA
7 5 CP 5 RB
8 5 RB 5 CP

A inducédo seminatural foi feita com extrato de hipéfise de carpa diluido
em solucéao fisiolégica 0,9%, na concentracdo de 0,3 mg/mL em dose Unica
para os machos, aplicada intra-peritonialmente apdés 12 horas da primeira
aplicacdo nas fémeas. Nas fémeas a concentracao utilizada do horménio foi de
0,5 mg/mL (solucdo estoque) e aplicada em duas doses: a primeira para final
de maturacdo dos ovos a 10% da solucéo estoque e a segunda dose indutoria
de desova na concentracao plena da solucéo de horménio.

Apés a desova, os parentais foram sacrificados para confirmacdo da

sexagem, analises citogenéticas e morfométricas.

3.2.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
Foi realizada MEV para visualizagdo de caracteres sexuais secundarios
entre machos e fémeas das populacfes de A. scabripinnis do Ribeirdo Grande

capturados a 1850m e a 662m de altitude, utilizando exemplares integros. Os
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exemplares foram sacrificados por anestesia profunda (Benzocaina 1%) e
imediatamente conservados em alcool 70%. Sem preparo especial, as
nadadeiras peitorais e pélvicas puderam ser submetidas in natura a analise de
MEV sob pressdo atmosférica. As imagens foram capturadas sob aumentos
entre 300X a 2.000X sob tensdo de 15 kV em um microscopio eletrénico de

varredura Fei Quanta 250.
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4. Resultados

Os resultados estao organizados em dois capitulos correspondentes aos

artigos cientificos
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Capitulo | - Evidéncias de especiacdo em duas populacbes do peixe

neotropical Astyanax scabripinnis (Characidae, Incertae sedis)

Abstract

The Neotropical fish Astyanax scabripinnis occurs as isolated populations along
a wide geographic area. These populations occur at different environmental
regimen which can lend to local adaptation. Two isolated populations of the
same river, located at different altitudes (1850m e 662m) were analyzed by
geometric morphometrics, morphological, and cytogenetic karyotype analysis,
and reproductive data, in order to observe the differentiation and consequently
show the speciation of these two populations, along with evolutionary
inferences. The results obtained in the geometric morphometry showed that the
populations are different. The general canonical variate analysis (CVA) showed
distinction between the populations, and the discriminant function analysis
(DFA) revealed intra-and inter sexual dimorphism. The CVA analysis, both to
male or female separated also accused significant morphometric difference.
The analysis of secondary sexual characteristics, such as the absence of
spicules in males in the population from below, suggesting an apomorphic
character for the genus Astyanax. Both populations have the same macro
karyotype structure, except for the absence of B chromosomes in the population
from above. The fluorescence in situ hybridization showed differences for both
markers (18S rDNA and 5S rDNA), and reproductive data suggest pre-zygotic
reproductive isolation between two populations. The set of data show the
absence of gene flow and speciation between two populations, followed by
independent evolutionary pathways.

Keywords: Evolution, cytogenetics, geometric morphometry.

Resumo

O peixe neotropical Astyanax scabripinnis ocorre em uma ampla distribuicédo
geogréfica e com populacdes isoladas a diferentes altitudes, tornando esses
animais modelos para o estudo evolutivo. Duas popula¢des isoladas do mesmo
rio, localizadas em diferentes altitudes (1850m e 662m), foram analisadas por
morfometria geométrica, analise morfoldgica, analise cariotipica e citogenética

e dados reprodutivos, com o objetivo de observar a diferenciacédo e
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consequentemente evidenciar a especiacdo dessas duas populacoes,
juntamente com inferéncias evolutivas. Os resultados obtidos na morfometria
geométrica mostram que as populacdes sdo diferentes. A andlise de variaveis
canodnicas geral (CVA) mostrou distincdo entre as populacdes, sendo que a
analise de funcao discriminante (DFA) evidenciou dimorfismo sexual intra e
interpopulacional. A CVA separada, tanto de macho quando para fémeas
também acusou diferenca morfométrica significativa. A andlise de caracteres
sexuais secundarios, como a auséncia de espiculas nos machos na populacao
de baixo, sugere um caractere apomorfico para o género Astyanax. Ambas as
populacBes possuem a mesma macro estrutura cariotipica, a excecao da
auséncia de cromossomos B na populacdo de baixo. A hibridacdo in situ
fluorescente mostrou diferencas para ambos marcadores (rDNA 18S e rDNA
5S), e os dados reprodutivos sugerem isolamento reprodutivo pré-zigotico entre
as duas populagdes. O conjunto de dados evidenciam auséncia de fluxo génico
e especiacao entre as duas populacdes, seguindo por caminhos evolutivos
independentes.

Palavras—chave: Evolucao, citogenética, morfometria geométrica.

Introducao

Populacdes isoladas entre si e localizadas em ambientes distintos, que
possuem variacdo em diversos caracteres sejam eles morfologicos, genéticos,
ontogenéticos, possuem um importante papel nos estudos de diversificacdo
evolutiva, sendo que muitas percepcdes sobre processos evolutivos vém
através de estudos sobre a variacdo destas espécies (Badyaev et al, 2000).

O género Astyanax pertence a um grupo de peixes amplamente
distribuidos na América Central e do Sul, sendo um dos tdxons dominantes,
com mais de 90 espécies distribuidas em praticamente todos os cursos de
agua da regido Neotropical (Géry, 1977; Lima et al., 2003). Estudos
citogenéticos e evolutivos sdo de especial interesse nesse grupo, contribuindo
para a elucidacdo das inter-relagfes entre as espécies (Vicari et al, 2008) e
para a definicdo das unidades evolutivas.

Dentro desse género, o “complexo de espécies” A. scabripinnis é
bastante diversificado, com relacdo a caracteres morfoldgicos e

cromossomicos (Moreira-Filho e Bertollo, 1991). Suas populacdes estao
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restritas a pequenos riachos ou a cabeceiras de pequenos tributarios (Britski,
1972; Caramaschi, 1986) sendo que a presenca de Cromossomos
supranumerarios, ou cromossomos B foram descritos para 21 populagdes.
Destas, algumas isoladas h& milhées de anos em diferentes bacias
hidrograficas e separadas por centenas de quilémetros (Moreira-Filho et al.,
2004).

Duas populacdes de A. scabripinnis isoladas entre si, localizadas no
municipio de Campos do Jorddo - SP, em especial, possuem caracteristicas
gue as tornam interessantes ao estudo da evolucdo do grupo, uma vez que
estas possuem 0 mesmo cariftipo e estao localizadas no mesmo Rio, em
diferentes altitudes, a cabeceira do Rio Ribeirdo Grande, a 1850m e a 662m de
altitude, sendo que para esta Ultima ndo ha registro da presenca de
cromossomos B e estd em simpatria com outras espécies de peixes, como A.
altiparanae, Characidium, Neoplecostomus, Pareiorhina, Hartia e Rhamdia
(Néo, Moreira-Filho e Camacho, 2000).

Dessa maneira, as duas populacdes de A. scabripinnis, até entdo
identificadas com o mesmo epiteto especifico, foram analisadas no presente
estudo, através de diversos marcadores e metodologias, com o objetivo de
melhor caracterizar essas populacdes quanto sua diferenciacdo e especiacao,

estabelecendo inferéncias evolutivas entre elas.

Material e Métodos

Morfometria geométrica

Foram amostrados em setembro de 2010 um total de 122 espécimes de
Astyanax scabripinnis provenientes de duas populacdes: 59 exemplares (27
machos e 32 fémeas) de Campos do Jorddo-SP (Ribeirdo Grande 662m,
namero de voucher, MZUEL n° 5656) e 63 exemplares (28 machos e 35
fémeas) de Campos do Jordédo-SP (Cabeceira do Ribeirdo Grande 1850m,
MZUEL n° 5657).

Para as andlises de morfometria geométrica as imagens de cada
exemplar foram obtidas utilizando uma camera Canon Powershot a495, de 10
megapixels de resolugdo a uma distancia focal padronizada em 30cm. O
software TpsUtil 1.46 (Rohlf, 2010b) foi utilizado para o agrupamento e

formatacdo dos dados para a extensdo tps. Foram selecionados 17 marcos
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anatdmicos (Figura 1), de maneira a representar somente a forma global do
corpo, procurando-se eliminar os pontos das variaveis que nédo correspondem a
morfologia corporal.

O software tpsDig 2.16 (Rohlf, 2010a) foi utilizado para colocar os
marcos nas fotos e transformar cada marco anatdbmico em coordenadas
Cartesianas. Esse processo foi realizado em tréplicas, com a finalidade de
certificar a auséncia de erros na marcacao dos pontos, sendo posteriormente
avaliado com o teste de Hotteling, através do software Past 2.10 (Hammer,
Harper e Ryan, 2001).

A partir disso, com uso do software Morpho J 1.02j (Klingenberg, 2011),
foi efetuada uma superposicdo de Procrustes por quadrados minimos,
eliminando as variacbes em posicdo, escala e orientacdo, separando assim, a
forma do tamanho (Klingenberg, 2002). Este método sobrepde todos os
individuos, centralizando e rotacionando cada configuracdo entre 0s marcos
homdlogos, de maneira que a deformacéo gerada pelas diferencas em relacao
a posicdo dos pontos anatdbmicos sdo devidas a variacdo morfolégica. Essas
deformacdes sdo denominadas de deformacgdes parciais (Bookstein, 1991).

As diferencas da forma do corpo entre as populacdes foram detectadas
através de analises de variaveis canodnicas junto com uma analise de variancia
multivariada (MANOVA/CVA), sendo que adicionalmente foram realizadas
analises de funcéo discriminante (DFA), a fim de verificar o dimorfismo sexual.

Para essas analises, utilizou-se o software Morpho J 1.02j (Klingenberg, 2011).
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Figura 1 - Marcos anatbmicos selecionados para a analise morfométrica: Ponto 1: Regido
anterior do focinho; Ponto 2: Regido posterior do focinho; Ponto 3: Regido orbital anterior;
Ponto 4: Regido orbital posterior; Ponto 5: Regido dorsal da cabec¢a; Ponto 6: Curvatura inferior
do opérculo Regido anterior da insercdo da nadadeira dorsal; Ponto 7: Curvatura superior do
opérculo. Ponto 8: Regido anterior da insercdo da nadadeira dorsal; Ponto 9: Regido posterior
da insercdo da nadadeira dorsal; Ponto 10: Regido anterior da inser¢cdo da nadadeira adiposa;
Ponto 11: Regido posterior da insercdo da nadadeira adiposa; Ponto 12: Regido dorsal do
inicio da nadadeira caudal; Ponto 13: Regido ventral do inicio da nadadeira caudal; Ponto 14:
Regido posterior da insercdo da nadadeira anal; Ponto 15: Regido anterior da insercdo da
nadadeira anal; Ponto 16: Insercdo da nadadeira peitoral; Ponto 17: Regido ventral da cabeca.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foi realizada MEV para visualizacdo de caracteres sexuais secundarios
em nadadeiras anais, entre machos e fémeas das populacdes de A.
scabripinnis do Ribeirdo Grande capturados a 1850m e a 662m de altitude,
utilizando exemplares integros. Os exemplares foram sacrificados por
anestesia profunda (Benzocaina 1%) e imediatamente conservados em alcool
70%. Sem preparo especial, as nadadeiras peitorais e pélvicas puderam ser
submetidas in natura a analise de MEV, em pressdo atmosférica. As imagens
foram capturadas com aumentos entre 300X a 2.000X, sob tenséo de 15 kV em

um microscopio eletrénico de varredura Fei Quanta 250.

Ensaios de reproducao

Ensaios de reproducéo foram realizados, a fim de testar o isolamento
reprodutivo dessas populacbes, apos aclimatamento de 24 horas em
laboratorio. Foram realizados no total 24 cruzamentos com casais mantidos em
aquarios individuais, a temperatura de 26°C. Os exemplares foram alimentados
duas vezes ao dia, com racao para peixes ornamentais. Os cruzamentos foram
organizados da seguinte maneira: 7 machos x 7 fémeas do Ribeirdo Grande
662m; 7 machos x 7 fémeas do Ribeirdo Grande 1850m; 5 machos do Ribeirdo

Grande 662m x 5 fémeas do Ribeirdo Grande 1850m e 5 machos do Ribeirdo
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Grande 1850m x 5 fémeas do Ribeirdo Grande 662m, em todos 0os casos com
0s casais separados em aquarios independentes. A escolha dos casais foi
realizada de maneira aleatoria.

A inducao seminatural foi feita com extrato de hipdéfise de carpa diluido
em solucdo fisiolégica 0,9%, na concentracdo de 0,3 mg/mL em dose Unica
para os machos, aplicada intra-peritonialmente apo6s 12 horas da primeira
aplicagéo nas fémeas. Nas fémeas a concentragdo utilizada do hormonio foi de
0,5 mg/mL (solucdo estoque) e aplicada em duas doses: a primeira para final
de maturacdo dos ovos a 10% da solucao estoque e a segunda dose indutéria
de desova na concentracdo plena da solucdo de hormbénio. ApGs a desova 0s
parentais foram sacrificados para sexagem, analises citogenéticas e

morfométricas.

Citogenética e hibridagéo in situ fluorescente.

A obtencdo dos cromossomos mitoticos, para observacdo de presenca
de cromossomos B, caracterizacdo dos cariomorfos e FISH, foi realizada de
acordo com a técnica descrita por Bertollo et al. (1978).

Para a identificacdo das regibes de rDNA 18S e 5S na dupla FISH,
utilizou-se uma sonda marcada de 18S, obtida pelo DNA nuclear da espécie de
peixe Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti, 2004), usando os primers
NS1 5-GTAGT CATATGCTTGTCTC-3' e NS8 G5-TCCGCAGGTTC
ACCTACGGA-3' (White et al., 1990) e a sonda 5S, obtida usando os primers A
5-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3' e B 5-GCTGGTATGGCCGTAGC-3’
(Martins e Galetti, 1999). A marcacdo da sonda 18S foi feita pelo kit Biotin Nick
Translation (Roche), e a de 5S pelo kit Dig Nick Translation (Roche) seguindo-
se as informacdes do fabricante.

A hibridacao foi realizada em condicfes de alta estringéncia (2,5 ng/pL
sonda, 50% formamida, 2XSSC, 10% sulfato dextrano), seguindo o
procedimento geral descrito por Pinkel et al. (1986). A deteccdo do sinal foi
realizada com os anticorpos Streptavidina Alexa Fluor (Invitrogen) e Anti
Digoxigenina Rodamina (Roche). Os cromossomos foram contracorados com
DAPI (0,2 ug/mL) em meio de montagem Vectashield (Vector), e analisados em
microscopio de epifluorescencia Olympus BX41 acoplado ao sistema de

captura de Imagens DP 71 (Olympus).



Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Evolutiva 37

Idiograma

A construcdo do idiograma das populacdes foi baseada no cariétipo
padrdo descrito por Néo, Moreira-Filho e Camacho (2000), utilizando o software
Easy Idio 1.0 (Diniz e Melo, 2006). As localiza¢cdes do rDNA 18S e rDNA 5S no

idiograma foi elaborada de acordo com os resultados obtidos na FISH.

Resultados e Discusséo

Morfometria geométrica

Analise morfométrica

Foi realizada analise da variacao morfolégica em trés amostras de 122
exemplares, sendo os individuos sexados e agrupados de acordo com seu
local de coleta. A andlise da existéncia de erro de medicédo (alocacédo dos
marcos) indicou que n&o existem erros sistematicos na alocagcdo dos marcos
(Wilks”s lambda: 0,9058; p=0,9998) indicando a confiabilidade da amostra.

A analise geral das duas populacdes, utilizando as deformacdes
relativas como variaveis independentes nas analises multivariadas
(MANOVA/CVA) indicou que héa diferenca entre as populacfes para a forma do
corpo (teste com 10.000 permutacdes para distancia de Mahalanobis e
distancia de Procrustes entre os grupos, todos com p < 0,0001) (Figura 2).

Foi efetuada uma analise de funcdo discriminante (DFA) nas
populacdes, buscando-se investigar possiveis diferencas entre machos e
fémeas. A analise mostrou que ha dimorfismo sexual significativo entre as
populacdes, intra e interpopulacional (Wilks's lambda=0,4026; df1=170; f=1,95,
p < 0,0001).

Devido a influéncia do dimorfismo sexual, foram realizadas analises
separadas para os machos e fémeas.

O CVA das fémeas mostrou nitida separacao entre as populacdes (teste
com 10.000 permutac@es para distancia de Mahalanobis e Procrustes entre os
grupos, todos com p < 0,0001. Os individuos do Ribeirdo Grande (1850m),
correspondendo ao primeiro quadrante positivo, apresentam uma contragao da
regido da nadadeira anal e uma dilatagdo na regido ventral, proximo a
nadadeira peitoral. Possuem também a cabeca e o focinho mais fino e
achatado. Na porcdo negativa do 1° eixo canbnico estd a populagdo de

Ribeirdo Grande (662m), com uma dilatacdo na regido da nadadeira anal,
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correspondendo aos pontos 14 e 15. A regido da cabeca se apresenta mais
dilatada que na outra populacédo. Observa-se que esta populacdo apresenta o
corpo mais fusiforme (Figura 3 A).

O CVA dos machos também mostrou separacao entre as populacdes e o
padrdo de variacdo morfolégica semelhante das fémeas (teste com 10.000
permutagbes para distancia de Mahalanobis e Procrustes entre os grupos,
todos com p < 0,0001) (Figura 3 B).

Os resultados obtidos nas analises morfométricas mostram que as duas
populacbes estudadas de A. scabripinnis encontram-se relativamente bem
diferenciadas morfometricamente entre si, inclusive com dimorfismo sexual
intra e interpopulacional. Diferengas morfométricas podem indicar individuos
adaptados a ambientes distintos, sob influéncia de pressdes seletivas, que
podem refletir consequentemente na divergéncia genética (Swain e Foote,
1999).

Conforme apontaram Moreira-Filho e Bertollo (1991), a variacao
morfoldgica e cromossdmica desse grupo indica ser um complexo de espécies.
Devido ao tamanho pequeno e isolamento dessas populacdes, estas podem
ser afetadas por deriva genética, seguindo por diferentes caminhos evolutivos
(Kavalco e Moreira-Filho, 2003).

Na populacdo de Ribeirdo Grande (1850m) nota-se que a regiao anterior
do corpo € mais dilatada que a posterior, sendo que na populacdo de baixa
altitude (662m), a regido posterior do corpo que é a mais dilatada. Isso pode
indicar uma selecdo a favor para maior uso da nadadeira caudal nas
populacdes de baixa altitude. Adicionalmente, na populacéo de baixa altitude, a
forma geral do corpo € mais fusiforme, sugerindo um melhor aproveitamento
hidrodindmico na competicdo contra predadores e na busca de alimento
(Sibbing e Nagelkerke, 2001).

Corroborando com essa ideia, Néo, Moreira-Filho e Camacho (2000b)
apontam que apesar de faltar analises ecoldgicas especificas, notam-se duas
importantes diferengas ecoldgicas entre alta e baixa altitude, nos locais onde
ocorre 0 complexo de espécie A. scabripinnis: em altas altitudes (acima de
1.000m), a presenca reduzida de predadores, como os peixes Rhamdia hilarii e
Hoplias malabaricus, e larvas de insetos aquaticos. E também a menor

diversidade de espécies de peixes em altas altitudes, indicando assim um
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maior nivel de competicdo por recurso e predacdo em baixas altitudes, com
maior quantidade de espécies.

No presente estudo é corroborada essa observacdo em que nenhuma
outra espécie foi encontrada em simpatria com A. scabripinnis na populagéo de
alta altitude (Cabeceira do Ribeirdo Grande, 1850m). J& na populacao de baixa
altitude (Ribeirdo Grande 662m), verificou-se a ocorréncia de outras espécies
coletadas em simpatria com A. scabripinnis: A, altiparanae, Characidium sp.,
Neoplecostomus sp., Pareiorhina sp., Hartia sp. e Rhamdia sp.
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Figura 2 — Posi¢éo dos escores das duas populagfes de Astyanax scabripinnis no espacgo do
primeiro eixo candnico. RA: Ribeirdo Grande 662m; RB: Cabeceira Ribeirdo Grande 1850m.
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Figura- 3 — A: Gréfico do CVA das fémeas; B: Gréfico do CVA dos machos das duas

populag@es, juntamente com a representacdo da deformacao (azul escuro) do CV em relacdo a
configuragdo de referéncia (azul claro). RA: Ribeirdo Grande 662m; RB: Cabeceira Ribeirdo

Grande 1850m. Fator de escala do desenho dos peixes: 10,0.
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Adicionalmente a analise morfométrica, o exame das nadadeiras anais e
peitorais dos machos mostrou diferenca entre a populagéo do Ribeirdo Grande
(662m) e Ribeirdao Grande (1850m). Os machos da populacdo de Rib. Grande
(1850m) apresentam espiculas com aspecto aspero ao tato, tanto nas
nadadeiras peitorais (dados ndo mostrados) quanto na nadadeira anal.
Diferentemente, os machos do Ribeirdo Grande (662m) ndo possuem estas
estruturas (Figura 4).

A presenca de espiculas em nadadeiras tem sido relatada em varias
espécies de characideos, incluindo outras espécies de Astyanax (Andrade et
al., 1984; Andrade et al., 2004; Porto-Foresti et al., 2005), sendo considerada
uma caracteristica sexual secundaria temporaria que aparece geralmente
durante o periodo reprodutivo e apenas em machos, apesar de relatos raros da
presenca em fémeas (Ihering e Azevedo, 1936). No presente estudo, ambas as
populacdes foram coletadas durante o mesmo periodo reprodutivo (setembro
de 2010), sendo essa caracteristica ausente nos machos da populacdo de
baixa altitude. Tal condicdo pode ser considerada uma caracteristica derivada
no grupo, reforcando o grau de isolamento e especiacdo dessa populacdo em

relacéo a de alta altitude.
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Figura 4 — Fotos mostrando em detalhes a nadadeira anal de macho com e sem espicula. a:
Nadadeira anal de macho de Ribeirdo Grande (662m); b: detalhe da nadadeira sem presenca
de espiculas; c¢: Nadadeira anal de macho de Ribeirdo Grande (1850m); d: detalhe da
nadadeira com espiculas; e e f: Micrografia eletrdnica da varredura mostrando espicula em
detalhes.

Reproducéo

Os ensaios de reprodugdo mostraram que somente 0S cruzamentos
entre espécimes da mesma populacdo produziram descendéncia. Os 10
cruzamentos interpopulacionais para obtencdo dos hibridos ndo desovaram ou

espermiaram, mesmo com estimulo hormonal e nas mesmas condi¢cbes
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ambientais controladas em que os demais cruzamentos foram realizados.
Observou-se, inclusive, que as fémeas mostravam-se agressivas na presenca
do macho da outra populacéo, perseguindo e afastando-o.

Os dados observados sugerem isolamento reprodutivo pré-zigético, nao
havendo, portanto, fluxo génico entre as populacdes. Tais condi¢cdes
aumentam a probabilidade de acasalamento entre individuos aparentados,
tornando as populagdes altamente endogamicas. Esse isolamento pode levar a
importantes processos evolutivos, culminando em especiacdo alopatrica
(Futuyma, 2002).

Hibridagéo in situ fluorescente

A analise da dupla FISH nas duas populacdes evidenciou diferenca no
numero e localizagdo dos sitios de rDNA 18S e rDNA 5S. Quatro sitios de
rDNA 18S foram localizados, na regido distal do braco curto de um par
submetacéntrico e outro subtelocéntrico, na populacdo de Ribeirdo Grande
(1890m) (Figura 5a), enquanto que para a populacdo de Ribeirdo Grande
(662m) foram localizados seis sitios, em um par acrocéntrico e dois pares
subtelocéntricos (Figura 5d).

Para os sitios de rDNA 5S, na populacdo de Ribeirdo Grande (1890m),
foram localizados seis sitios, em dois pares acrocéntricos e um par
metacéntrico (Figura 5b), enquanto que em Ribeirdo Grande (662m), foram
localizados oito sitios, em pares subtelocéntricos e acrocéntricos (Figura 8e).
N&o foi observada localizacdo de rDNA 5S ou 18S sobre o cromossomo B na
populacdo do Ribeirdo Grande (1890m). Ainda, em um dos cromossomos do
par 22 de Ribeirdo Grande (662m) a localizacdo in situ indica sintenia entre o
rDNA 18S e o rDNA 5S (Figura 6f). A interpretacdo da localizacdo dos sitios
estd mostrada no idiograma (Figura 6a e 6b).

O numero e a localizacdo dos sitios de rDNA 18S em Astyanax €
considerado variavel e multiplo (Néo et al., 2000; Ferro et al., 2001; Mantovani
et al., 2005 e Vicari et al., 2008a), pois mecanismos de transposi¢cdo seriam
responsaveis por essa variacdo (Fernandes e Martins-Santos, 2006; Vicari et
al., 2008b).

Em relacdo ao rDNA 5S, este tende a ser mais conservado em

Astyanax, estando predominantemente localizado na regido proximal de um par
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acrocéntrico e outro par metacéntrico (Ferro et al., 2001; Almeida-Toledo et al.,
2002; Mantovani et al., 2005 e Vicari et al., 2008a). Todavia, a ocorréncia de
mais pares cromossomicos que portam esse rDNA tem sido registrada (Ferro
et al, 2001; Vicari et al., 2011). A presenca de oito sitios de rDNA 5S em
Astyanax, como o apresentado para a populacdo de Ribeirdo Grande (662m),
evidencia uma condicao altamente derivada nessa populacéo.

Com relacéo a sintenia do rDNA 5S com o rDNA 18S, como observado
em Ribeirdo Grande (662m), em diferentes grupos de peixes esta condi¢céao
pode ser considerada menos derivada (Jesus e Moreira-Filho, 2003; Hatanaka
e Galetti, 2004; Vicari et al. 2006). Almeida-Toledo et al. (2002) observaram
dados semelhantes aos localizados no presente trabalho, com um sitio de
rDNA 5S co-localizado com rDNA 28S em um dos pares acrocéntricos, em uma
populacdo de A. scabripinnis do Rio Tieté — SP e uma populacdo de A.
fasciatus do rio Mogi-Guagu — SP. Os autores inferem sobre a presenca
elementos moveis, do tipo transposons no genoma dos peixes, como sendo
responsaveis pelos diferentes sitios observados, sendo que esses marcadores
cromossOmicos sdo importantes ferramentas citotaxonémicas, indicando
relacionamento proximo entre as espécies, quando a localizacdo dos sitios €

homdloga, entre as espécies.
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Figura 5 — Hibridag&o in situ fluorescente com sondas para rDNA 18S (ae d) e rDNA 5S (b e
e). Sobreposicdo das imagens (¢ e f). Ribeirdo Grande (1850m), imagens (a-c); Ribeirdo
Grande (662m), imagens (d-f). As pontas da seta indicam regi@o de hibridacdo. Barra: 10pum.
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Idiograma

Ambas as popula¢cdes compartiiham uma macroestrutura cariotipica
muito similar, evidenciada pelos seus idiogramas (Figura 6a e 6b), com o
namero diploide 2n=50 cromossomos sendo: 3 pares metacéntricos, 11 pares
submetacéntricos, 5 pares subtelocéntricos e 6 pares acrocéntricos. Apenas a
populacdo da Cabeceira do Ribeirdo Grande (1850m) apresentou cromossomo
B, totalmente heterocromético equivalente em morfologia (metacéntrico) e ao
tamanho do par 1 (Figura 6a). Na populacdo de baixa altitude (662m) nao foi
registrada presenca de cromossomos B, corroborando os dados anteriores de
Néo, Moreira-Filho e Camacho (2000), que sugerem que condi¢cdes ambientais
especificas mais favoraveis podem permitir uma maior tolerancia para esse
elemento, justificando a presenca ou auséncia desse Cromossomo em
diferentes populacdes de A. scabripinnis.

Estes peixes sao originalmente tipicos de cabeceiras de rios, em
populacdes isoladas a grandes altitudes, sendo estes os locais mais favoraveis
para a espécie. Populacdes localizadas em regides mais baixas estao no limite
ecoldgico de distribuicdo para esta espécie, assim como a simpatria com outras
espécies, consequentemente desfavorecendo a tolerancia ecologica para a
presenca do cromossomo B na populacéo de baixa altitude (Néo, Moreira-Filho
e Camacho 2000). Contudo, em algumas situacdes ja foram encontrados
cromossomos B em populagdes de A. scabripinnis em baixas altitudes, a
exemplo da localidade do Corrego Tatupeba (400 m), municipio de Maringa,
Parana, Brasil (Fernandes e Martins-Santos, 2005). Esta pode ser uma
situacao particular em decorréncia de migracdo a jusante das cabeceiras deste
cbrrego, ou mesmo representar uma condicdo biogeografica diferenciada que
amplia a distribuicdo de cromossomos B em Astyanax.

Analisando-se os dados em conjunto pode-se inferir que, as duas
populacdes representam espécies cripticas distintas, acumulando diferencas
ao longo do tempo do isolamento reprodutivo, devido a especiacdo alopatrica.
Contudo, a grande similaridade cariotipica entre estas "espécies" sugere uma
especiacdo recente ou que a estabilidade cariotipica, a exceg¢do do
cromossomo B e as diferencas observadas na localizagdo dos genes
ribossomais 5S e 18S, ndo tenham acompanhado as diferencas morfologicas

acumuladas ao longo deste tempo evolutivo.
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Figura 6 — Idiograma das populacdes de Ribeirdo Grande 1850m (a) e 662m (b), com base no
caridtipo de Néo, Moreira-Filho e Camacho (2000). E apresentada a interpretaco do resultado
obtido no FISH, para sonda de rDNA18S e 5S. O cromossomo B observado na populagéo de
Ribeirdo Grande 1850m foi 0 metacéntrico grande, totalmente heterocromético. Barra: 10um.
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Capitulo li
Cenario evolutivo para diferentes populacdes de Astyanax scabripinnis

(Characidae, Incertae sedis)
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Capitulo Il - Cenério evolutivo para diferentes populacfes de Astyanax

scabripinnis (Characidae, Incertae sedis).

Abstract

The species complex Astyanax scabripinnis is a good model system for
evolutionary studies, with many implications of this approach are derived from
studies involving this organism, since these fish have a wide geographical
range and isolated populations at different altitudes. In this study, five
populations of A. scabripinnis were analyzed by geometric morphometry,
cytogenetic markers and data of induced breeding in order to obtain the
evolutionary scenario of these populations. Morphometric data indicate that
populations are well differentiated from each other, including intra and
interindividual dimorphism. Information of the induced reproduction in three
populations suggests pre-zygotic isolation between them. The cytogenetic data
suggest apparent macrostructural similarity, however, the results of FISH of 18S
rDNA and 5S rDNA show differences in all populations. The data set suggests
that individuals are adapted to different environments in a complex evolutionary
scenario, in which the populations were related in a recent geological time.
However due to the allopatric and sympatric isolation, they are evolving
independently, currently reinforcing the existence of different cryptic species.

Key works: Evolution, allopatry, morphometric analysis, cytogenetic.

Resumo

O complexo de espécies Astyanax scabripinnis € um 6timo modelo para
estudos evolutivos, sendo que muitas inferéncias dessa abordagem sé&o
obtidas a partir de estudos envolvendo esse organismo, uma vez que esses
peixes possuem uma ampla abrangéncia geografica e populacfes isoladas a
diferentes altitudes. No presente trabalho, cinco populacdes de A. scabripinnis
foram analisadas por morfometria geométrica, marcadores citogenéticos e
dados de reproducdo induzida, a fim de obter o cenéario evolutivo dessas
populagbes estudadas. Os dados morfométricos apontam que as populacdes
encontram-se bem diferenciadas entre si, inclusive com dimorfismo intra e
interindividual. As informacfes de reproducgdo induzida em trés populacdes

sugere isolamento pre-zigético entre elas. Os dados citogenéticos apontam
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aparente semelhanca macroestrutural, contudo resultados de FISH de rDNA
18S e rDNA 5S mostram diferencas em todas as populagdes. O conjunto dos
dados sugere que os individuos estdo adaptados a ambientes distintos em um
cenario evolutivo complexo, em que as populacfes estiveram relacionadas em
um tempo geoldgico recente. Contudo devido ao isolamento alopatrico e
simpéatrico, estdo evoluindo independentemente, reforcando atualmente a
existéncia de espécies cripticas distintas.

Palavras-chave: Evolucédo, alopatria, analise morfométrica, citogenética

Introducéo

O género Astyanax corresponde a peixes conhecidos popularmente
como piabas ou lambaris, sendo um dos taxons dominantes na América do Sul,
uma vez que esta distribuido em praticamente todos os cursos de agua da
regido Neotropical (Géry, 1977, Lima et al., 2003).

A grande quantidade de estudos envolvendo esse género, a exemplo de
A. scabripinnis, com 78 resultados de referéncias no FishBase (Froese e Pauly,
2011), 62 no NCBI (National Center for Biotechnology Information, 2011) e 680
no Google Académico (2011), mostram o interesse pela comunidade cientifica
em estudar esse grupo, devido seu grande potencial como organismo modelo
para estudos evolutivos.

O “complexo de espécies” Astyanax scabripinnis € bastante
diversificado, com relacdo a caracteres morfolégicos e cromossdémicos
(Moreira-Filho e Bertollo, 1991). Suas populacdes estdo restritas a pequenos
riachos ou a cabeceiras de pequenos tributarios (Bristki, 1972; Caramaschi,
1986) sendo que a presenca de Cromossomos supranumerarios, ou
cromossomos B foram descritos para 21 populacdes de A. scabripinnis,
algumas destas isoladas das outras ha milhdes de anos em diferentes bacias
hidrogréficas e separadas por centenas de quildmetros (Moreira-Filho et al.,
2004). De acordo com Shibatta e Artoni (2005), o isolamento populacional por
vicariancia (exemplo, eventos geoldgicos) € um dos fatores capazes de
promover especiacao alopéatrica em Astyanax.

Esses atributos mostram que Astyanax scabripinnis representa um
excelente material para estudos genéticos e evolutivos, sendo que o uso de

diferentes marcadores é fundamental, uma vez que permitem inferéncias na
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identificagdo dos individuos e consequentemente o estudo das populacdes
(Ryder, 1986; Povh et al., 2008).

A andlise da variacdo da forma desses peixes, assim como a relagao
com outros caracteres e o ambiente, permite identificar os provaveis fatores
adaptativos associados, bem como averiguar o grau de isolamento das
populaces alopatricas e simpétricas, proporcionando uma ideia sobre sua
evolugdo em tais condigoes.

Nesse sentido, o presente trabalho visa caracterizar diversas populagdes
isoladas e/ou simpétricas de A. scabripinnis de diferentes altitudes, em auxilio a
sistematica e presenca de cromossomos B, buscando-se interpretar os fatores

evolutivos relacionados.

Material e Métodos

Morfometria geométrica

Foram amostrados um total de 232 espécimes de Astyanax scabripinnis
provenientes de quatro localidades: 59 exemplares (27 machos e 32 fémeas)
de Campos do Jordao (Ribeirdo Grande 662m, numero de voucher MZUEL n°
5656) — SP; 78 exemplares (25 machos e 53 fémeas) de Campos do Jordao
(Cérrego das Pedras 1590m, MZUEL n° 5655) — SP; 63 exemplares (28
machos e 35 fémeas) de Campos do Jorddo (Cabeceira do Ribeirdo Grande
1850m, MZUEL n° 5657) — SP e 32 exemplares (19 machos e 13 fémeas) de
Maringa (Corrego Tatupeba 400m, MZUEL n° 5654) — PR. Os animais de
Ribeirdo Grande (662m e 1850m) sdo os mesmos utilizados pelo artigo 1 deste
trabalho

As imagens de cada individuo foram obtidas utilizando uma camera
Canon PowerShot A495 de 10 megapixels de resolucdo. O software TpsuUtil
1.46 (Rohlf, 2010b) foi utilizado para o agrupamento e formatacdo dos dados
para a extensdo tps. Foram selecionados 17 marcos anatdmicos ao longo do

corpo (Figura 1).
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Fig. 1 - Marcos anatébmicos selecionados para a analise morfométrica: Ponto 1: Regido
anterior do focinho; Ponto 2: Regido posterior do focinho; Ponto 3: Regido orbital anterior;
Ponto 4: Regido orbital posterior; Ponto 5: Regido dorsal da cabeca; Ponto 6: Curvatura inferior
do opérculo Regido anterior da insercdo da nadadeira dorsal; Ponto 7: Curvatura superior do
opérculo. Ponto 8: Regido anterior da insercdo da nadadeira dorsal; Ponto 9: Regido posterior
da insercdo da nadadeira dorsal; Ponto 10: Regido anterior da inser¢cdo da nadadeira adiposa;
Ponto 11: Regido posterior da insercdo da nadadeira adiposa; Ponto 12: Regido dorsal do
inicio da nadadeira caudal; Ponto 13: Regido ventral do inicio da nadadeira caudal; Ponto 14:
Regido posterior da insercdo da nadadeira anal; Ponto 15: Regido anterior da insercdo da
nadadeira anal; Ponto 16: Insercdo da nadadeira peitoral; Ponto 17: Regido ventral da cabeca.

O software tpsDig 2.16 (Rohlf, 2010a) foi utilizado para colocar os
marcos e transformar cada marco anatdmico em coordenadas Cartesianas. A
partir disso, com uso do software Morpho J 1.02] (Klingenberg, 2011), foi
efetuada uma superposicao de Procrustes por quadrados minimos, eliminando
variagdo em posicao, escala e orientacdo, separando a forma do tamanho
(Klingenberg, 2002). Este método superpde todos os individuos, centralizando
e rotacionando cada configuracdo entre os marcos homologos, gerando uma
configuracdo de referéncia, de maneira que a deformacdo gerada pelas
diferencas em relacdo a posicdo dos pontos anatdbmicos sdo devidas a
variacdo dos pontos homélogos a configuracdo de referéncia. Essas
deformacfes sdo denominadas de deformac@es parciais (Bookstein, 1991).

Para se testar a existéncia de variacdo morfologica entre as populacdes
foi usada uma Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA) (Klingenberg,
Barluenga e Meyer, 2002) onde a variavel resposta foram as deformacfes
parciais e a variavel classificadora, a populacdo de origem. Para determinar se
existia dimorfismo sexual intra populacional, foi usada uma andlise de Hoteling
(Hotelling, 1931).

Todas as analises morfométricas foram realizadas com o uso dos
softwares Morpho J 1.02j (Klingenberg, 2011) e Past 2.10 (Hammer, Harper e
Ryan, 2001).
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Idiograma

A construcdo do idiograma das populacdes foi baseada nos caribtipos
descritos por Salvador et al. (1992); Néo, Moreira-Filho e Camacho (2000) e
Fernandes e Martins-Santos (2005). O software Easy Idio 1.0 (Diniz e Melo,
2006) foi usado para a elaboracao do idiograma.

Citogenética e hibridacéo in situ fluorescente.

A obtencdo dos cromossomos mitéticos, para observacdo de presenca
de cromossomos B, caracterizacdo dos cariomorfos e FISH, foi realizada de
acordo com a técnica descrita por Bertollo et al. (1978).

Para a identificacdo das regibes de rDNA 18S e 5S na dupla FISH,
utilizou-se uma sonda marcada de 18S, obtida pelo DNA nuclear da espécie de
peixe Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti, 2004), usando os primers
NS1 5-GTAGT CATATGCTTGTCTC-3' e NS8 5-TCCGCAGGTTC
ACCTACGGA-3' (White et al., 1990) e a sonda 5S, obtida usando os primers A
5-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3' e B 5-GCTGGTATGGCCGTAGC-3’
(Martins e Galetti, 1999). A marcacéo da sonda 18S foi feita pelo kit Biotin Nick
Translation (Roche), e a de 5S pelo kit Dig Nick Translation (Roche) seguindo-
se as informacdes do fabricante.

A hibridacao foi realizada em condi¢cbes de alta estringéncia (2,5 ng/uL
sonda, 50% formamida, 2XSSC, 10% sulfato dextrano), seguindo o
procedimento geral descrito por Pinkel et al. (1986). A deteccdo do sinal foi
realizada com os anticorpos Streptavidina Alexa Fluor (Invitrogen) e Anti
Digoxigenina Rodamina (Roche). Os cromossomos foram contracorados com
DAPI (0,2 ug/mL) em meio de montagem Vectashield (Vector), e analisados em
microscopio de epifluorescencia Olympus BX41 acoplado ao sistema de

captura de Imagens DP 71 (Olympus).

Ensaios de reproducao

Para os ensaios de reprodugédo, foram realizados no total 44
cruzamentos com casais individualizados mantidos em aquarios individuais,
sob luz 24 horas, a temperatura de 26°C. Os exemplares foram alimentados
duas vezes ao dia, com racao para peixes ornamentais. Os cruzamentos foram

organizados segundo a tabela 1:
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Tabela 2 - Cruzamentos realizados. Legenda: CP - Cdorrego das Pedras 1590m; RB - Ribeirao
Grande 1850m; RA - Ribeirdo Grande 662m.

Cruzamento | N° individuos & Localidade | N° individuos @ Localidade
(3 x %)
1 7 CP 7 CP
2 7 RB 7 RB
3 5 CP 5 RA
4 5 RA 5 CP
5 5 RA 5 RB
6 5 RB 5 RA
7 5 CpP 5 RB
8 5 RB 5 CP

A inducédo seminatural foi feita com extrato de hipoéfise de carpa diluido
em solucéao fisiolégica 0,9%, na concentracdo de 0,3 mg/mL em dose Unica
para os machos, aplicada intra-peritonialmente apdés 12 horas da primeira
aplicacdo nas fémeas. Nas fémeas a concentracao utilizada do horménio foi de
0,5 mg/mL (solucdo estoque) e aplicada em duas doses: a primeira para final
de maturacdo dos ovos a 10% da solucéo estoque e a segunda dose indutoria
de desova na concentracao plena da solucdo de hormonio.

Apés a desova, os parentais foram sacrificados para confirmacdo da

sexagem, analises citogenéticas e morfométricas.

Resultados e discusséo

Andlise morfométrica geral

Foi realizada andlise da variagdo morfolégica em trés amostras de 122
exemplares, sendo os individuos sexados e agrupados de acordo com seu
local de coleta. A andlise da existéncia de erro de medicdo (alocacdo dos
marcos) indicou que que o0s erros sao aleatoriamente distribuidos (Wilks's
lambda: 0,9101; p=0,615) indicando a confiabilidade da amostra.

A andlise de funcdo discriminante (DFA) em todas as populacbes
mostrou que ha dimorfismo sexual significativo para todas as populacdes, intra
e interpopulacional (Wilks’s lambda=0,5236; df1=170; f=2,69, p < 0,0001).
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Devido a influéncia do dimorfismo sexual, foram realizadas analises separadas
para os machos e fémeas.

A andlise geral das populagdes, utilizando as deformacdes relativas
como variaveis resposta nas andlises multivariadas (MANOVA/CVA) indicou
gue ha diferenca entre as populacdes (teste com 10.000 permutacBes para
distancia de Mahalanobis e Procrustes entre os grupos, todos com p < 0,0001),
separando-as nos quatro eixos candnicos, com 0 eixo canodnico 1 CV1
explicando 59,4% e o CV2, 29,3% da variacao entre os grupos (Figura 2).

Na analise das fémeas, 0 espaco dos eixos candnicos separam as 4
localidades (Maringd 400m (MG), Ribeirdo Grande 662m (RA), Ribeirdo
Grande 1850m (RB) e Codrrego das Pedras 1590m (CP)). No primeiro eixo
canodnico ocorre a separacao entre RA e MG (escores positivos) de CP e RB
(escores negativos). Os individuos de Maringa (400m) e Ribeirdo Grande
(662m), na por¢cao candnica positiva do 1° eixo, apresentam uma dilatacdo na
regido da nadadeira anal, que corresponde aos marcos 14 e 15. Também
apresentam o corpo mais fusiforme. Na porcdo canénica negativa do primeiro
eixo, estdo as populacdes de Coérrego das Pedras (1590m) e Ribeirdo Grande
(1850m), apresentando uma contracdo da regidao da nadadeira anal e uma
dilatacdo na regido ventral, proximo a nadadeira peitoral (Figura 3).

No segundo eixo candnico, explicando 29,622% da variacdo, ocorre a
discriminacdo dos grupos de populacbes formadas apenas no primeiro eixo
candnico positivo, sendo que no segundo eixo candnico positivo, estdo as
populacdes de Cdorrego das Pedras (1590m) e Ribeirdo Grande (662m). Estas
apresentam a cabeca e Orbitas oculares maiores em relacédo as populacdes do
segundo eixo canbnico negativo (Ribeirdo Grande 1850m e Maringa 400m)
(Figura 3).

O CVA dos machos também mostrou separacéo entre as populacdes e o
padrdo de variacdo morfométrica semelhante das fémeas (teste com 10.000
permutacdes para distdncia de Mahalanobis e Procrustes entre os grupos,
todos com p < 0,0001), com o primeiro eixo candnico explicando 58,807% da
variacdo e o segundo eixo canoénico, 32,957% (Figura 4).

Os resultados obtidos nas analises morfométricas gerais mostram que
as populacgbes estudadas de A. scabripinnis encontram-se relativamente bem

diferenciadas entre si, inclusive com dimorfismo sexual, com diferengas entre
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machos e entre fémeas de diferentes populagdes. Essa variagcdo claramente
associada com a populagdo de origem pode indicar adaptacdo a ambientes
distintos, se essa adaptacao for produzida por pressbes seletivas. Pode-se
refletir em divergéncia genética (Swain e Foote, 1999). Conforme apontaram
Moreira-Filho e Bertollo (1991), a variagdo morfolégica e cromossémica desse
grupo indicava que se tratava de um complexo de espécies.

As populagBes de altitudes altas e baixas, na analise morfométrica geral,
discriminando machos e fémeas, ficaram separadas no CV1, sendo no CV1-,
as de alta altitude e no CV1+ as de baixa. Em todos os casos, o CV1 explica a
maior parte da variacdo. Assim, as analises morfométricas apontam existir
efeito de selecdo natural na diferenciacdo das populagdes, uma vez que
analisando a forma do corpo, nota-se que nas populacdes de alta altitude, a
regido anterior do corpo é mais dilatada que a posterior, sendo que nas de
baixa altitude, a regido posterior do corpo que é a que se apresenta mais
dilatada. Isso pode indicar um maior uso da nadadeira caudal nas populacées
de baixa altitude. Adicionalmente, nas populacdées de baixa altitude, a forma
geral do corpo é mais fusiforme, indicando um melhor aproveitamento
hidrodindmico na competicdo contra predadores e na busca de alimento
(Sibbing e Nagelkerke, 2001).

Néo, Moreira-Filho e Camacho (2000) sugeriram que apesar da
auséncia de dados ecoldgicos, observam-se duas importantes diferencas
ecoldgicas entre populacdes de A. scabripinnis de alta e baixa altitude. Em
altas altitudes praticamente ndo sdo encontrados predadores para Astyanax, e
verificaram ainda uma menor diversidade de peixes, enquanto que em baixas
altitudes (abaixo de 1000 m) esta situacao se inverte.

Corroborando essa observacdo, no presente estudo, nenhuma outra
espécie de peixe foi encontrada em simpatria com A. scabripinnis, nas
populacbes de alta altitude Corrego das Pedras (1590m) e Cabeceira do
Ribeirdo Grande (1850m). Ja nas populacdes de baixa altitude, em Ribeirdo
Grande (662m), outras espécies foram coletadas em simpatria com A.
scabripinnis: A, altiparanae, Characidium sp., Neoplecostomus sp., Pareiorhina
sp., Hartia sp. e Rhamdia sp. Em Maringa, no Cérrego Tatupeba (400m), foram
encontradas também em simpatria com A. scabripinnis: Gymnotus sp.,

Astyanax sp., entre outras.



Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Evolutiva 58

cP
61
242

4 '
N
@
P
O
@
S
©
O
C
O
-
4] .
O

..
-6 T T L Ll L
-6 -4 -2 0 2 4 6

Canonical variate 1

Fig. 2 — Posi¢céo dos escores das quatro localidades, no espacgo do primeiro e do segundo eixo
candnico. Nota-se a separagcdo das quatro localidades nos eixos canénicos. Na figura: CP:
Cérrego da Pedras 1590m; MG: Maringa 400m; RA: Ribeirdo Grande 662m; RB: Cabeceira
Ribeirdo Grande 1850m.
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Fig. 3 - Posicéo dos escores das fémeas das quatro localidades, no espaco do primeiro e do
segundo eixo canénico, juntamente com a representacéo da deformacéo (azul escuro) de cada
CV em relacéo a configuragcdo de referéncia (azul claro). No grafico: CP: Cérrego das Pedras;
MG: Maring4; RA: Ribeirdo Grande 662m; RB: Cabeceira Ribeirdo Grande 1850m.
Magnificacéo das figuras: 10,0.
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Fig. 4 - Posicdo dos escores dos machos das quatro localidades, no espago do primeiro e do
segundo eixo candnico, juntamente com a representacéo da deformacéo (azul escuro) de cada
CV em relacéo a configuracdo de referéncia (azul claro). No grafico: CP: Cérrego das Pedras;
MG: Maring4; RA: Ribeirdo Grande 662m; RB: Cabeceira Ribeirdo Grande 1850m.
Magnificacéo das figuras:10,0.

Morfometria e cromossomo B

Nesse item, somente fémeas do Cérrego das Pedras (1590m) (CP)
foram submetidas & andlise devido ao numero amostral ndo ser suficiente nos
machos portadores de cromossomos B, assim como para as demais
populacdes. A CVA agrupou segundo a presenca e auséncia de cromossomo B
(10.000 permutacbes para distancias de Mahalanobis e Hotelling entre os
grupos, p < 0,0001). Observa-se variacdo morfolégica na regido anterior do
corpo, sendo que os individuos com a presenca de cromossomos B
apresentaram a regido ventral menos dilatada em relacdo aos individuos sem
cromossomos B (Figura 5). Adicionalmente, a andlise de fungéo discriminante

(DFA) mostrou diferenca significativa (com 1000 permutagdes, p < 0,0001).
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Segundo Sibbing e Nagelkerke (2001) a regido ventral esta relacionada
a hidrodinamica, na capacidade e velocidade de natacdo, sendo que uma
menor profundidade corporal e comprimento do pedunculo caudal indica uma
maior velocidade natatéria. Neste caso, é sugestivo de que a presenca de
cromossomo B possa estar relacionada a uma vantagem adaptativa sobre

exemplares que n&o possuem este cromossomo nos ambientes analisados.
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Fig. 5 - Representacdo da deformacédo em relacédo a configuracdo de referéncia. Linha azul
escura, deformacdo. Linha azul clara, média. O eixo candnico negativo (a) corresponde as
fémeas com presenca de cromossomo B. Ja o eixo canbnico positivo (b) corresponde as
fémeas com auséncia de cromossomo B. Magnificacédo: 170.0.

Andlise morfométrica para os cariomorfos 2n=48 e 2n=50.

Foi efetuada uma anélise morfomeétrica especifica para a localidade de
Maringa, com vistas a buscar diferencas morfométricas para os dois
cariomorfos encontrados. Devido a influéncia do dimorfismo, machos e fémeas
foram analisados separadamente.

Para as fémeas, a CVA mostrou que ha diferenca entre os cariomorfos
(10.000 permutacbes para distancias de Mahalanobis e Procrustes entre os
grupos, p < 0,0001). A andlise de funcdo discriminante apontou diferenca
significativa entre os cariomorfos (1.000 permutacdes, p < 0,0001). Os
individuos 2n = 50 apresentaram o corpo mais fusiforme, em relacéo aos 2n =
48 (Figura 6). Ja para os machos, a CVA acusou diferenca (10.000
permutacdes para distancias de Mahalanobis e Procrustes entre 0s grupos,
p=0,0006), contudo a andlise de funcdo discriminante (1.000 permutacoes,
p=0,2800) mostrou que essa diferenca nao é significativa.

Possivelmente os dados para os machos nao foram significativos devido
ao numero amostral pequeno. Entretanto, os resultados reforcam os dados

citogenéticos, de que as diferencas encontradas indicam a existéncia de
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diferentes espécies no complexo A. scabripinnis nessa regido (Fernandes e
Martins-Santos, 2005).

Canonical variate 1
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Fig. 6 — Representacdo da deformacédo em relagédo a configuracdo de referéncia. Linha azul
escura, deformacéo. Linha azul clara, média. O eixo candnico negativo (CV1-) corresponde as
fémeas com presenca de cromossomo B. Ja o eixo candnico positivo (CV1+) corresponde as
fémeas com auséncia de cromossomo B. Magnificag&o:150,0.

Idiogramas

Todas as populacdes possuem 2n=50 cromossomos diferenciados em
6m+22sm+10st+12a e numero de bracos (NF) igual a 88, sendo que apenas na
localidade de Maringa também foi observado um cariomorfo com 2n=48
cromossomos, diferenciados em 8m+26sm+6st+8a (NF = 88).

O carater 2n=50 cromossomos € considerado ancestral no complexo
“scabripinnis” e rearranjos do tipo translocacdo Robertsoniana estariam
relacionados com a origem de nuameros diploides menores (Vicari et al.,
2008a), como observado em uma das populacdes de Maringa. Nossos dados
reforcam esta hipOtese e sugerem que outros rearranjos cromossomomicos
devem estar envolvidos na diversificacdo do cariotipo em A. scabripinnis,
Embora o numero de bracos cromossdmicos (NF) seja constante nas
populacdes aqui analisadas (NF = 88), a localizacdo dos genes ribossomais
mostram uma diversidade cariotipica interpopulacional maior que o cariétipo
evidencia.

Confirmamos no presente estudo que o cromossomo B observado em
trés das populacfes analisadas, Cérrego das Pedras (1590m), Ribeirdo Grande
(1850m) e para o cariomorfo 2n=50 de Maringa (400m), foram semelhantes,
sendo do tipo metacéntrico grande, quase do mesmo tamanho aos do par 1 do
complemento A e totalmente heterocromatico. Também um cromossomo B
parcialmente heterocromatico foi evidenciado para o cariomorfo 2n=48 da
populagdo de Maringa. Apenas na populacédo de Ribeirdo Grande 662m nao foi

encontrada a presenca desse elemento supranumeérico (Figura 7). Embora
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sejam semelhantes na forma e tamanho relativo, outras analises sé&o
requeridas para uma comparacdo mais efetiva a nivel da citogenética

molecular entre estes cromossomos B nas diferentes populacdes.
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Fig. 7 - Idiograma das populacdes, mostrando em destaque o cromossomo B e sua
heterocromatina. A — Cérrego das Pedras (segundo cariétipo descrito por Salvador et al.,
(1992)); B — Ribeirao Grande 1850m e 662m (Rib. Grande 662m possui cariétipo igual, contudo
o B é ausente), (segundo cari6tipo descrito por Néo, Moreira-Filho e Camacho (2000)); C -
Maringé cit6tipo 2n=50 e D — Maringa citétipo 2n=48 (segundo cariétipo descrito por Fernandes
e Martins-Santos (2005)). Barra: 10um.

Hibridac&o in situ fluorescente

A andlise da dupla FISH revelou sitios distintos de marcac¢do para o
rDNA maior (18S) e para o rDNA menor (5S) para todas as cinco populacfes
analisadas. Quatro sitios de rDNA 18S foram localizados na populagcédo de
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Ribeirdo Grande (1850m) (Figura 8a), enquanto que para a populacdo de
Ribeirdo Grande (662m) foram localizados seis sitios (Figura 8d) (As mesmas
populacbes mostradas no artigo 1). A populacdo do Cérrego das Pedras
(1590m) apresentou oito sitios para o rDNA maior (Figura 8g). Nas populacfes
de Maringa (400m), 2n=48 e 2n=50, foram localizados oito sitios 18S (Figuras
8j e 8m). A excecdo das populacbes de Maringa, em que o DNA ribossomal
18S foram observados na regido terminal do maior par metacéntrico, em pares
submetacéntricos medianos e subtelocéntricos, os cromossomos portando
esses cistrons ribossomais nas demais populacdes ocorreram somente em
pares subtelocéntricos e acrocéntricos, sempre na regido terminal desses
Cromossomos.

Para os sitios de rDNA 5S, na populacédo de Ribeirdo Grande (1850m),
foram localizados seis sitios, na regido proximal/intersticial do braco curto de
um par mediano e em dois pares pequenos (Figura 8b), enquanto que nos
exemplares do Ribeirdo Grande (662m), foram localizados oito sitios em pares
subtelocéntricos e acrocéntricos (Figura 8e). Na populacdo do Corrego das
Pedras (1590m) foram localizados seis sitios do rDNA menor. Detalhe para a
localizacdo do sitio intersticial, perto do centrémero, de um par metacéntrico
pequeno (Figura 8h). Nas populacdes de Maringa, 2n=48 e 2n=50 (Figura 8k e
8n, respectivamente), foram encontrados trés sitios 5S. Em nenhuma das
populacdes amostradas foi observada localizacdo de rDNA 5S ou 18S sobre o
cromossomo B e somente as populacbes do Ribeirdo Grande (662m) e
Corrego das Pedras (1590m) mostraram marcacdes em sintenia para os rDNA
maior e menor (Figura 8f; i).

Diversos autores (Néo et al., 2000; Ferro et al., 2001; Mantovani et al.,
2005 e Vicari et al., 2008a) comentam que o numero de sitios e a localizacéo
do rDNA 18S em Astyanax é variavel e mdltiplo, sendo que sugere-se que
mecanismos de transposi¢ao estariam relacionados para explicar essa grande
variacdo (Fernandes e Martins-Santos, 2006; Vicari et al., 2008b), dados que
corroboramos no presente estudo.

Diferentemente do que ocorre com o rDNA maior, os sitios de rDNA 5S
em Astyanax tendem a ser conservados na regido proximal do brago longo de
dois pares cromossdmicos, sendo um par acrocéntrico e outro metacéntrico
(Ferro et al., 2001; Almeida-Toledo et al., 2002; Mantovani et al., 2005 e Vicari
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et al., 2008a). Contudo hé registro da ocorréncia de mais pares cromossémicos
portando esse sitio em algumas populacdes (Ferro et al., 2001). As populagdes
do Ribeirdo Grande (1850m) e Cérrego das Pedras (1590m) apresentaram trés
pares cromossOdmicos portando sitios de rDNA 5S, com marcagfes homologas
ao jA descrito na literatura para Astyanax (Almeida-Toledo et al. 2002;
Mantovani et al. 2005; Vicari et al. 2008a; Vicari et al., 2011).

A sintenia do rDNA 5S com o rDNA 18S localizada em Ribeirdo Grande
(662m), em diferentes grupos de peixes esta -caracteristica pode ser
considerada uma condicéo ancestral (Jesus e Moreira-Filho, 2003; Hatanaka e
Galetti, 2004; Vicari et al. 2006). Adicionalmente, dados semelhantes foram
observados por Almeida-Toledo et al. (2002), com um sitio de rDNA 5S co-
localizado com rDNA 28S em um dos pares acrocéntricos, em uma populacao
de A. scabripinnis do Rio Tieté — SP e uma populacdo de A. fasciatus do rio
Mogi-Guacu — SP.

Uma diversidade de marcacao tdo grande para a localizacdo do rDNA
menor como a aqui verificada nunca havia sido registrada em peixes. Os oito
sitios de rDNA 5S da populacao do Ribeirdo Grande (662m), assim como para
os trés sitios das populactes de Maringa exemplificam esta disperséo atipica
desta classe de DNA ribossomal. Mecanismos de dispersdo como rearranjos
cromossomicos, trocas inespecificas entre cromossomos ndao homologos e
mecanismos de transposicdo sdo requeridos na tentativa de explicar essa

diversidade de cistrons 5S.
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Fig. 8 — Hibridac¢é&o in situ fluorescente com as sondas de rDNA 18S e rDNA 5S. (a, d, g,j e m,
sonda 18S); (b, e, h, k e n, sonda 5S); (c, f, i, | e 0, sobreposi¢cdo das imagens), para as
populagbes de Ribeirdo Grande (1890m); Ribeirdo Grande (662m); Corrego da Pedras
(1590m), Maringd (400m) 2n=48 e Maringd (400m) 2n=50, respectivamente. As setas
indicam a localizagdo dos sitios do DNA ribossomal evidenciado pela FISH. Barra:
10pm.
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Ensaios de repoducao

Os ensaios de reproducédo induzida semi-natural mostraram que
somente 0s cruzamentos entre espéecimes da mesma populagdo produziram
descendéncia. Os 20 cruzamentos de hibridacdo cruzada interpopulacional ndo
resultaram em descendéncia, demonstrando um possivel isolamento
reprodutivo com auséncia de inducdo a desova e espermiacdo, mesmo com
estimulo hormonal e nas mesmas condi¢cdes ambientais em que os demais
cruzamentos intrapopulacionais foram realizados. Também néo fertilizaram ou
produziram embrides 0s ovos obtidos por extrusdo manual e fertilizacdo a seco
como convencionalmente é realizado para outros peixes. Observou-se,
inclusive, que as fémeas mostravam-se agressivas na presenca de macho da
outra populacéo, perseguindo e afastando-os.

Os dados observados sugerem isolamento reprodutivo pré-zigoético e
guebra de fluxo génico entre as populagbes. Esta condicdo favorece a
endogamia e pode resultar em especiacéo alopatrica (Futuyma, 2002).

Em concluséo, analisando-se o conjunto dos dados para as populacdes
de A. scabripinnis, pode-se inferir um cenario evolutivo complexo, em que em
um tempo geoldgico as populacdes estiveram relacionadas e no presente
momento estdo evoluindo independentemente. Os dados morfométricos
agruparam todas as populacdes como espécies diferentes, bem como mostrou
a influéncia do cromossomo B na morfologia corporal das fémeas da populacdo
amostrada. A suposta similaridade da macroestrutura cariotipica entre as
populacbes de Campos de Jorddo e Maringa 2n=50, com excecdo do
cariomorfo de Maringa 2n=48, reforca a condicio de um recente
relacionamento temporal entre elas. Contudo as diferencas cariotipicas
verificada por marcadores de citogenética molecular, somada as observacfes
de reproducéo, indicam divergéncia evolutiva devido as restricdes de fluxo
génico.

Assim, o conjunto de dados sugere que existam espécies distintas em

alopatria e em simpatria nas popula¢des analisadas.
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As referéncias citadas neste capitulo sdo apresentadas no final da
dissertacdo no item Referéncias Bibliogréficas.
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Conclusdes

No presente trabalho cinco populagdes de Astyanax scabripinnis foram
analisadas com marcadores morfométricos e morfoldgicos, comportamento
reprodutivo, além da citogenética.

A andlise morfométrica mostrou nitida separacdo entre todas as
populacbes. Com essa ferramenta, também foi possivel inferir que ha
dimorfismo sexual intra e interpopulacional.

Os dados reprodutivos sugerem que héa isolamento pré-zigoético entre as
populacdes de Campos do Jordao.

Aliada a essa andlise, dados de morfologia e citogenética evidenciaram
similaridades e diferencas entre as populacbes em suporte a sistematica do
grupo. Os dados das analises comparadas sugerem conservacdo de
caracteristicas ancestrais, tanto para a morfometria geomeétrica quanto para os
cariotipos. Contudo, sdo apontadas diferencas anatdbmicas e cariotipicas, tanto
nas populacdes isoladas em alopatria quanto para as populacdes simpatricas,
de modo a valorizar a auséncia de fluxo génico entre estas.

As analises especificas mostraram diferencas na adaptacdo dos peixes
em relacdo ao ambiente, tanto para a forma do corpo sugerindo melhor
aproveitamento hidrodinamico, quanto para a presenca de cromossomos B,
sendo este mais toleravel em ambienteis favoraveis para a manutencéao deste
elemento. A diferenca da morfologia corporal dos peixes que possuem esse
cromossomo sugere um possivel efeito adaptativo nas populacdes.

Observa-se, portanto, que essas popula¢cdes sdo bastante diversas entre
0s caracteres analisados e que cada uma das populacfes de A. scabripinnis

aqui analisadas representam espécies cripticas, evoluindo independentemente.
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5 Anexos

5.1 Protocolos — Citogenética Convencional

5.1.1 Obtencdo de metafases mitdticas — método direto (Bertollo et al.,
1978)

Injetar intraperitonialmente no peixe, entre as nadadeiras peitorais e ventrais,
solucdo de colchicina (0,025%), na propor¢cdo de 1ml por 100g de massa
corporea do animal;

Deixar o peixe em aqudrio bem aerado, por um periodo de 40 minutos
sacrificando-o posteriormente para a retirada de seu 6rgdo hematocitopoiético:
rim anterior ou posterior;

Colocar o tecido em 10 ml de solug&o hipotonica de KCI (0,075M) previamente
aquecida a 37°C;

Fragmentar esse material, com auxilio de pinca de disseccédo desprovida de
agulha, aspergindo e expirando o material até que fique homogéneo;

Transferir o sobrenadante, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, para um tubo
de centrifuga. Deixa-lo em estufa ou banho-maria a 37°C por 20 minutos
(pedacos de tecidos ainda néo desfeitos sdo descartados);

Acrescentar 1ml de fixador Carnoy recém preparado (alcool metilico : acido
acético 3:1), e ressuspender o material deixando-o em temperatura ambiente
por 5 minutos, centrifuga-lo durante 10 minutos a 1,19x1012g;

Descartar o sobrenadante com uma pipeta Pasteur;

Adicionar 6-8 ml de fixador;

Ressuspender o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur e centrifugar por
10 minutos a 1,19x1012g;

Descartar o sobrenadante e repetir esse procedimento;

Apoés a ultima centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, adicionar uma
guantidade de fixador suficiente para se obter uma suspenséo celular que nao
esteja muito diluida e nem muito concentrada (cerca de 1 ml de fixador para 0,5
ml de sedimento). Ressuspender o material com cuidado até ficar homogéneo;
Colocar uma lamina limpa em agua a 60° C. Pingar trés gotas da suspensao
com o auxilio de uma pipeta Pasteur sobre a lamina pré-aquecida e secar ao

ar;
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O material deve ser guardado em tubos tipo eppendorf e mantidos em freezer a
-20°C.

5.1.2 Método de coloragdo convencional Giemsa

Para analisar o numero e morfologia dos cromossomos, as laminas preparadas
com a suspensdo celular foram coradas com solugcdo do corante Giemsa,
diluido em tampéo fosfato pH 6,8 (KH2PO4 + Na2HPO4) a 5% durante
aproximadamente 10 minutos e em seguida foram lavadas em agua corrente e

Secas ao ar.

5.1.3 Identificagdo cromossémica

A identificagdo cromossOmica foi realizada baseada nos critérios da relagéo de
bracos (RB), proposta por Levan et al, (1964) e classificados como
metacéntricos (m) (RB= 1,00 a 1,70); submetacéntricos (sm) (RB=1,71 a 3,00);
subtelocéntricos (st) (RB= 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (a) (RB>7,00). As
metafases foram capturadas por camara CCD Olympus DP71 com resolucao
de 13mp acoplada a um Microscopio Olympus BX 40 com o programa
ImageProPlus 5.0.

5.2 Protocolos Citogenética Molecular

5.2.1 Hibridizacao fluorescente in situ (FISH) (Pinkel et al., 1986).

| — Obtencéo das sondas

Para a identificacdo das regibes de DNAr 5S foi utilizada a sonda obtida usando
0s primers A 5-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3 e B 5-
GCTGGTATGGCCGTAGC-3’ (Martins e Galetti, 1999). A sonda de DNAr 18S
foi obtida a partir do DNA nuclear da espécie de peixe Prochilodus argenteus
(Hatanaka e Galetti., 2004).

Il - Marcacéao de sonda por nick translation

Misturar 4 pl do mix de nick translation com 1,5 pg do DNA de interesse e
completar com agua destilada, para volume final de reacdo de 20 pul. Deixar a
reacdo durante 1h e 30min a 15°C. Apés adicionar 2 ul de EDTA 0,5 M e deixar

a reacgao a 65°C durante 15 min, para inativacdo da reacao.
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[l - Marcacao da sonda por PCR
Nas rea¢fes de amplificacdo e marcacdo por PCR, utilizou-se os nucleotideos
modificados dUTP biotina ou dUTP digoxigenina.

IV — Observacéo dos tamanhos dos fragmentos em gel

Misturar 3 pl da reacdo de nick translation ou de PCR com 1 ul de azul de
bromofenol e aplicar em gel de agarose 1% e 3 pl gel red;

Aplicar a amostra por 20 a 30 minutos e checar o tamanho dos fragmentos;

V — Hibridacéao fluorescente in situ (FISH)

Lavar as laminas em tampéo PBS uma vez durante 5 minutos em temperatura
ambiente sob agitacao;

Desidratar o material em série alcoolica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada (secar);
Incubar as laminas em 90 pl de RNAse (0,4% RNAse/ 2xSSC) a 37°C por 1
hora em camara umida com agua milli-Q;

Lavar trés vezes por 5 minutos em 2xSSC;

Lavar durante 5 minutos em PBS uma vez;

Fixar em formaldeido 1% em PBS uma vez, 50 mM MgCI2 durante 10 minutos
a temperatura ambiente;

Lavar em PBS uma vez por 5 minutos sob agitacao;

Desidratar o material em série alcodlica 70%, 85%, 100% por 5 minutos cada,;
Desnaturar em série alcodlica, a solucdo de hibridacdo a 100°C por um periodo
de 10 minutos e passa-la imediatamente ao gelo;

Desnaturar o DNA cromossémico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5
minutos;

Desidratar o material em série alcoolica 70%, 85% e 100% durante 5 minutos
cada;

Preparar camara umida a 37°C;

Montar cada lamina com 50 ul de solucéo de hibridizacao, cobrir com laminula
e deixar 12h a 37°C;

VI - Lavagens

Lavar duas vezes em formamida 15%/ 0,2xSSC pH 7.0 a 42°C durante 10

minutos cada sob agitacéo;
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Lavar as laminas trés vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 minutos cada sob
agitacao;

Lavar durante 5 minutos em solugcdo de Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar as laminas em tampé&o 5% NFDM/ 4xSSC por 15 minutos;

Lavar duas vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar as laminas com 90 pl de FITC (0,8 ul FITC/ 800 pul NFDM) durante 30
minutos em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar com 90 pl de anti-avidina (8 pl anti-avidina/ 792 ul de NFDM) durante
30 minutos em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4x SSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar as laminas com 90 pl de FITC (0,8ul FITC/800ul NFDM) durante 30
minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4x SSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar com 90 pl de anti-avidina (8 pl anti-avidina/ 792 ul de NFDM) durante
30 minutos em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,8 pul FITC/800 pl NFDM) durante 30
minutos em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Desidratar em série alcodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e secar ao ar;

V — Montagem da lamina
Misturar 200 ul de antifading mais 1 pl de DAPI — 4’-6 diamidino — 2 -
phenilindole (50 pg/ml);

Colocar 25 pl da solugédo e cobrir com laminula. Guardar no escuro.
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5.2.3 Andlise dos Marcadores citogenéticos

Para cada uma das técnicas aplicadas foram examinadas 30 células
metafasicas ou meibticas. As preparacdes foram visualizadas em microscépio
de epifluorescéncia Olympus BX 40 e capturadas com camera digital CCD
Olympus DP71 13 mp. Para a andlise com DAPI foi utilizado filtro de

comprimento de onda variando de 360 a 390 nm.

5.3 Relatério dos dados gerados pela anélise morfométrica, pelo software
Morpho J 1.02j (Klingenberg, 2008) e Past 2.10 (Hammer, Harper e Ryan,

2001).

| - Analise marcacao tréplicas

Wilks’s lambda: 0,9101
df1:68

df2:1326

F: 0,9405
P(same):0,615

Pillai trace: 0,09181
df1:68

df2:1328

F:0,9396
P(same):0,6171

Eigenvalue 1: 0,06412
Eigenvalue 2: 0,03258

Percent: 66,31
Percent:33,69

Hotelling’s pairwise comparisions, Bonferroni corrected \ uncorrected

001FCP1 001FCP2 001FCP3
001FCP1 0,402282 0,313431
001FCP2 1 0,954604
001FCP3 0,940292 1
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Wilks's lambda: 0,9058
df1:68

df2:666

F: 0,4969
P(same):0,9998

Pillai trace: 0,09591
df1:68

df2:668

F:0,4948
P(same):0,9998

Eigenvalue 1: 0,07888 Percent: 77,18
Eigenvalue 2: 0,02332 Percent:22,82

079FRA1 079FRA2 079FRA3
079FRAl 0 0,999923 0,872295
079FRA2 1 0 0,997036
079FRA3 1 1 0
Il - CVA geral

Canonical Variate Analysis: CVA ...
Dataset: Andlises

Classification criterion: Pop

Groups Observations
1. CP 234

2 MG 96

3. RA 180

4 RB 189

Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation

Eigenvalues % Variance Cumulative %
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1. 4,40380786 59,396 59,396
2. 2,17634175 29,353 88,749
3. 0,83422634 11,251 100,000

Mahalanobis distances among groups:

CP MG RA

MG 5,3109
RA 5,2524 4,4664
RB 3,3222 3,7469 4,5966

Procrustes distances among groups:

CP MG RA

MG 0,0363
RA 0,0234 0,0293
RB 0,0174 0,0249 0,0199

Classification criterion: Pop
Groups Observations
1. RA 180
2. RB 189

Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation

Eigenvalues % Variance Cumulative %
1. 5,40411213 100,000 100,000

Mahalanobis distances among groups:

RA
RB 4,6381
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P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Mahalanobis

distances among groups:

RA
RB <.0001

Procrustes distances among groups:

RA
RB 0,0199

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Procrustes

distances among groups:

RA
RB <.0001

[l — DFA geral
Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, CP -- F, MG

Difference between means:

Procrustes distance: 0,03392611

Mahalanobis distance:  8,5762

T-square: 2303,4661, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, CP -- F, RA
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Difference between means:

Procrustes distance: 0,02288193

Mahalanobis distance:  5,6693

T-square: 1960,9793, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test
using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, CP -- F, RB

Difference between means:

Procrustes distance: 0,01720377

Mahalanobis distance:  3,9469

T-square: 985,1087, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, CP -- M, CP

Difference between means:

Procrustes distance: 0,01170905

Mahalanobis distance:  2,4736

T-square: 311,8237, P-value (parametric): <.0001
P-values for permutation tests (1000 permutation runs):
Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001
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(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, CP -- M, MG

Difference between means:

Procrustes distance: 0,04178945

Mahalanobis distance:  8,6925

T-square: 3170,3327, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, CP -- M, RA

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02472018

Mahalanobis distance:  7,1761

T-square: 2763,4191, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, CP -- M, RB

Difference between means:
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Procrustes distance: 0,02336737

Mahalanobis distance:  5,1136

T-square: 1437,2259, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test
using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, MG -- F, RA

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02814000

Mahalanobis distance:  6,8048

T-square: 1295,5588, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, MG -- F, RB

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02386291

Mahalanobis distance:  5,8789

T-square: 982,8269, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)
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Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, MG -- M, CP

Difference between means:

Procrustes distance: 0,03404849

Mahalanobis distance:  8,0013

T-square: 1642,6554, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test
using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, MG -- M, MG

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02138513

Mahalanobis distance:  4,7375

T-square: 519,7162, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, MG -- M, RA

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02398111

Mahalanobis distance:  5,8213

T-square: 892,0742, P-value (parametric): <.0001
P-values for permutation tests (1000 permutation runs):
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Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test
using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, MG -- M, RB

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02409312

Mahalanobis distance:  7,0031

T-square: 1306,2305, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, RA -- F, RB

Difference between means:

Procrustes distance: 0,01999839

Mahalanobis distance:  5,4156

T-square: 1494,4644, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, RA -- M, CP
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Difference between means:

Procrustes distance: 0,02648801

Mahalanobis distance:  5,7563

T-square: 1413,9728, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test
using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, RA -- M, MG

Difference between means:

Procrustes distance: 0,03773389

Mahalanobis distance:  7,6782

T-square: 2132,5616, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, RA -- M, RA

Difference between means:

Procrustes distance: 0,01214132

Mahalanobis distance:  3,0240

T-square: 407,3785, P-value (parametric): <.0001
P-values for permutation tests (1000 permutation runs):
Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001
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(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, RA -- M, RB

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02746888

Mahalanobis distance:  6,4912

T-square: 1914,7750, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, RB -- M, CP

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02030072

Mahalanobis distance:  3,1943

T-square: 446,4122, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, RB -- M, MG

Difference between means:
Procrustes distance: 0,03557951
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Mahalanobis distance:  5,7090

T-square: 1204,1258, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test
using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, RB -- M, RA

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02006214

Mahalanobis distance:  4,9748

T-square: 1131,6378, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: F, RB -- M, RB

Difference between means:

Procrustes distance: 0,01806732

Mahalanobis distance:  3,0052

T-square: 421,4573, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)
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Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: M, CP -- M, MG

Difference between means:

Procrustes distance: 0,03877593

Mahalanobis distance: 10,1690

T-square: 3349,0491, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test
using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: M, CP -- M, RA

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02717395

Mahalanobis distance:  7,0892

T-square: 1957,0882, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: M, CP -- M, RB

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02110581

Mahalanobis distance:  4,1949

T-square: 697,2407, P-value (parametric): <.0001
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P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test
using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: M, MG -- M, RA

Difference between means:

Procrustes distance: 0,03103473

Mahalanobis distance:  7,1557

T-square: 1713,1325, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: M, MG -- M, RB

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02470268

Mahalanobis distance:  5,2552

T-square: 937,8082, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)



Programa de Pés-Graduagéo em Biologia Evolutiva 96

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'
Comparison: M, RA -- M, RB

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02281723

Mahalanobis distance:  6,6289

T-square: 1811,9977, P-value (parametric): <.0001

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test
using Mahalanobis distance.)

IV — CVA fémeas

Canonical Variate Analysis: CVA ...

Dataset: F

Classification criterion: Pop

Groups Observations
1. CP 159

2 MG 39

3. RA 99

4 RB 105

Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation

Eigenvalues % Variance Cumulative %

1. 5,13365582 57,158 57,158
2. 2,66048281 29,622 86,780
3. 1,18736653 13,220 100,000

Mahalanobis distances among groups:
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CP MG RA

MG 6,1548
RA 5,5577 5,1511
RB 3,9584 4,6556 5,0309

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Mahalanobis
distances among groups:

CP MG RA

MG <.0001
RA <.0001 <.0001
RB <.0001 <.0001 <.0001

Procrustes distances among groups:

CP MG RA

MG 0,0339
RA 0,0229 0,0281
RB 0,0172 0,0239 0,0200

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Procrustes

distances among groups:

CP MG RA

MG <.0001
RA <.0001 <.0001
RB <.0001 <.0001 <.0001

Canonical Variate Analysis: CVA ...

Dataset: F

Classification criterion: Pop

Groups Observations
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1. RA 99
2. RB 105

Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation

Eigenvalues % Variance Cumulative %
1. 7,39713497 100,000 100,000

Mahalanobis distances among groups:

RA
RB 5,4151

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Mahalanobis

distances among groups:

RA
RB <.0001

Procrustes distances among groups:

RA
RB 0,0200

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Procrustes

distances among groups:

RA
RB <.0001

V - CVA machos

Canonical Variate Analysis: CVA ...

Dataset: M
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Classification criterion: Pop

Groups Observations
1. CP 75
2 MG 57
3. RA 81
4 RB 84

Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation

Eigenvalues % Variance Cumulative %

1. 6,74205467 58,807 58,807
2. 3,77843420 32,957 91,763
3. 0,94431687 8,237 100,000

Mahalanobis distances among groups:

CP MG RA

MG 6,7546
RA 6,6806 5,2822
RB 4,1527 4,1452 5,5789

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Mahalanobis

distances among groups:

CP MG RA

MG <.0001
RA <.0001 <.0001
RB <.0001 <.0001 <.0001

Procrustes distances among groups:

CP MG RA
MG 0,0388
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RA 0,0272 0,0310
RB 0,0211 0,0247 0,0228

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Procrustes

distances among groups:

CP MG RA

MG <.0001
RA <.0001 <.0001
RB <.0001 <.0001 <.0001

Canonical Variate Analysis: CVA ...

Dataset: M

Classification criterion: Pop

Groups Observations
1. RA 81
2. RB 84

Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation

Eigenvalues % Variance Cumulative %
1. 11,11594082 100,000 100,000

Mahalanobis distances among groups:

RA
RB 6,6287

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Mahalanobis

distances among groups:

RA
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RB <.0001

Procrustes distances among groups:

RA
RB 0,0228

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Procrustes

distances among groups:

RA
RB <.0001

VI - CVA analise B
Dataset: Analise B FCP

Classification criterion: Presenca B

Groups Observations
1. n 19
2. S 9

Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation

Eigenvalues % Variance Cumulative %
1. 1906,32608233 100,000 100,000

Mahalanobis distances among groups:

n
S 90,0879

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Mahalanobis

distances among groups:
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n
S <.0001

Procrustes distances among groups:

S 0,0283

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Procrustes
distances among groups:

n
S <.0001

VIl — DFA anélise B
Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'

Comparison: n -- s

Difference between means:

Procrustes distance: 0,02830546

Mahalanobis distance: 90,0879

T-square: 49564,4782, P-value (parametric): 0,0921

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Classification/misclassification tables
Group 1: n

Group 2:s

From discriminant function:

True Allocated to

Group Group 1 Group 2 Total
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Group 1 19 0 19
Group 2 0 9 9

From cross-validation:

True Allocated to

Group Group 1 Group 2 Total
Group 1 19 0 19
Group 2 0 9 9

VIII — CVA Andlise citétipos Maringa

Canonical Variate Analysis: CVA ...

Dataset: F
Classification criterion: Cit.

Groups Observations
1. a 9
2. b 9

Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation

Eigenvalues % Variance Cumulative %
1. 988,27288588 100,000 100,000

Mahalanobis distances among groups:

a
b 59,2778

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Mahalanobis

distances among groups:

b <.0001
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Procrustes distances among groups:

a
b 0,0340

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Procrustes

distances among groups:

b <.0001

Canonical Variate Analysis: CVA ...

Dataset: M

Classification criterion: Cit.

Groups Observations
1. a 3
2. b 12

Variation among groups, scaled by the inverse of the within-group variation

Eigenvalues % Variance Cumulative %
1. 35,66960882 100,000 100,000

Mahalanobis distances among groups:

a
b 13,9000

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Mahalanobis

distances among groups:
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a
b 0,0006

Procrustes distances among groups:

a
b 0,0174

P-values from permutation tests (10000 permutation rounds) for Procrustes

distances among groups:

b 0,2772

IX — DFA citotipos Maringa

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'

Comparison: a -- b

Difference between means:

Procrustes distance: 0,03395497

Mahalanobis distance: 59,2778

T-square: 15812,3662, P-value (parametric): 0,0997

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: <.0001

T-square: <.0001

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)

Classification/misclassification tables
Group 1: a
Group 2: b

From discriminant function:
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True Allocated to

Group Group 1 Group 2 Total
Group 1 9 0 9

Group 2 0 9 9

From cross-validation:

True Allocated to

Group Group 1 Group 2 Total
Group 1 9 0 9

Group 2 0 9 9

Discriminant Function Analysis 'Discriminant function ...'

Comparison: a -- b

Difference between means:

Procrustes distance: 0,01735732

Mahalanobis distance: 13,9000

T-square: 463,7049, P-value (parametric): 0,4436

P-values for permutation tests (1000 permutation runs):

Procrustes distance: 0,2800

T-square: 0,0040

(Note: The permutation test using the T-square statistic is equivalent to a test

using Mahalanobis distance.)
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5.4 Parecer 02/2008 (protocolo 04509/08) da Subcomissido de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

UE/"(» DDD PROPESP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo

OO sCEEA
D SUB-COMISSAO DE ETICA EM ANIMAIS

PARECER N° 02/2008
Protocolo: 04509/08

Em reunido ordinéria realizada nesta data, a
Comissdo de Etica em Pesquisa, APROVOU o protocolo de
pesquisa intitulado “Biodiversidade, Citogenética e
Preservagdo dos Peixes dos Campos Gerais II” de

responsabilidade do Pesquisador Roberto Ferreira Artoni.

Ponta Grossa, 08 de maio de 2008.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SUB-COMISSAO DE ETICA EM ANIMAL - SCEEA
4

o loAeen

.................................................................

Prof°® Guilhexme dé Almeida S. Tedrus

Cc&iier:adox substituto da SCEEA

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP: 84030-900 - Ponta Grossa - PR - BRASIL
Bloco M Sala 12 - Campus Universitario em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 - Fax: (42) 3220-3102
e-mail: seccoep@uepq.br Home page: www.uepg.br
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5.5 Licenca permanente para coleta de material zooldgico emitida pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéaveis — IBAMA (proc. no. 15115-1).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico
Namero: 15115-1 | Data da Emissido: 02/04/2008 10:47

Dados do titular
Registro no Ibama: 550248 ] Nome: Roberto Ferreira Artoni CPF: 138549.798-00

Nome da Instituicao : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80.257 355/0001-08

Observagbes r Ivas e condici
de a) iro(a) nas ati previstas nesta autorizacao depende de autorizagao expedida pelo Ministeno de Ciencia e Tecnologia

(CNPq/MCT)

Alicenga permanente nao é valida para a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficials de especies ameagadas de

extingao; b) manutengéo de espécimes de fauna silvestre em cativeiro; ¢) recebimento ou envio de material bicl6gico ao

exterior, e d) realizagao de pesquisa em unidade de conservacéo federal ou em caverna. A restricao prevista no item d nao se aplica as categorias

Reserva Particular do Patrimdnio Natural, Area de Relevarte Interesse Ecoldgico e Area de Proteao Ambiental constituidas por terras privadas.

O pesquisador titiar da ficenca permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedico, que constardo no comprovante de registro de expedicao para eventual apresentagéo a fiscalizacao;

Esta licenga pemanente nao exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do

responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atvidade.
Esta licenca pemanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realiza¢ao de atividades inerentes ao processo de licenciamento

ambiental de empreendimentos
Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugao Nomativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

O pesquisador tituar da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

O odrgao gestor de unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenga permanente e das autorizagdes concedidas pelo ibama,
estabelecer outras condigées para a realizagso de pesquisa nessas unidades de conservago
O titular de licenga ou autorizagao e 0s membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e de captura i s, Sempre que possivel,
a0 grupo taxondmico de Interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que n&o comprometa a viabllidade
|| de popuiages do grupo taxondmico de interesse em condigéo in situ

O ttular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatorio de aividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de ate 30 dias 3pos 0 aniversario de
emissao dalicenga
O Biufar de autorizagao ou de licenca permanente, assim como 05 membms de Sua equipe, quando da violagao da legislagao Vigente, ou QUando da inadequacao,
omiss&o oufalsa icao de i que do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizagéo ou licenca
suspensa ou revogada pelo Ibama e 0 material biologico coletado apnaenumo nos temos da legisiagao brasileira em vigor.
Alicénga permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a INSttUiGao clentifica a qual ele estava vinculado por 0casiao da
solicitagao.
Este cocumento nao dispensa o cumprimento da legisiagao qUE dispoe sobre acesso a componente do patimonio genético existente no temtorio nacional, na
13 | platafoma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao a0 genético, para fins de pesquisa clentifica,
|| bioprospecgéo e desenvoivimento tecnologico
As atividades contempladas nesta autorizacao NAO abrangem especies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangencia nacional, estadual ou municipal) de

espécies ameagadas de extingéo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotago.

1

Ll & I R

3

[

X}

Taxons autorizados

[#] Nivel taxonomico | Tﬁon(s) |
[1_| ORDEM [ Characiformes, Gymnotiformes, Tetraodortiformes, Siluriformes, Synbranchiformes, Perciformes |
21 I ]

Destino do material biolégico coletado

# Nomelocal destino [ Tipo Destino |
1_|UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA | Laboratério de Citogenética e Evolugao |

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007. Através
do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov br/sisbio).
: )
Cédigo de autenticagéo: 85979796 Mll I”I’I
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Namero: 15115-1 Data da Emiss@o: 02/04/2008 10:47
Dados do titular
Registro no Ibama: 550248 Nome: Roberto Ferreira Artoni CPF: 138.549.798.00
Nome da Instituicao : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80.257.355/0001-08

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga pemanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autoriza¢do ou da licenca permanente com a devida
anotagdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicéo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Nivel Téxon™ Qtde Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. Através
do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da péagina do

Pagina 2/2

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov br/sisbio)

Cédigo de autenticagédo: 85979796




