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RESUMO

O gene Citocromo C Oxidase | (COX), presente no genoma mitocondrial de
eucariotos tem sido utilizado em estudos de variabilidade genética, estrutura
populacional e filogenia de diversos grupos animais, inclusive em peixes do
género Astyanax. Espécie pertencente a familia Characidae, Astyanax.
bimaculatus distribui-se por toda a regiao neotropical, estando presente nos
mais variados ambientes de agua doce. Estudos moleculares tém ajudado a
compreender melhor o padrao de distribuicdo, as semelhancas e diferencas
entre as populagdes. Porém esses estudos sao escassos com Astyanax aff.
bimaculatus na bacia do Rio Sado Francisco. O presente estudo avaliou a
estrutura e a diversidade genética em populagdes de A. aff. bimaculatus da
bacia do Alto Sao Francisco usando 29 sequéncias do gene COX depositadas
no NCBI. As analises revelaram que a composi¢cao nucleotidica média foi de
30,1% timina, 26,3% citosina, 25,8% adenina e 17,8% guanina. Os resultados
de distancia genética evidenciaram que a maior distancia ocorreu entre os
individuos do Rio Curimatai e Lagoa da Olaria (0.99). O teste de Mantel indicou
correlagdo positiva entre as distancias genética e geografica. O teste de
neutralidade de Tajima indicou que algumas populagdes encontram-se em
expansao. Foram identificados 127 sitios polimérficos e nove haplétipos
distintos sendo Hap 2 o mais frequente. O indice de diversidade nucleotidica
foi 40.05 e a heterozigosidade observada foi 0.39. A arvore filogenética
proposta demonstrou que os individuos analisados estdo agrupados em cinco
grupos distintos. Tais resultados demonstram que a localizagdo geografica e a
natureza do corpo d’agua podem ter contribuido para a construgao dos padrdes

génicos identificados no presente estudo

Palavras-chave: Variabilidade genética. Filogenia. mtDNA. Citocromo oxidase
l.



ABSTRACT

The Cytochrome C Oxidase | (COX) gene, present in the mitochondrial genome
of eukaryotes has been used in studies of genetic variability, population
structure and phylogeny of several animal groups, including fish of the genus
Astyanax. Astyanax aff. bimaculatus (Characidae) is distributed throughout the
neotropical region, being present in the most varied freshwater environments.
Molecular studies have helped in understanding of pattern of distribution,
similarities and differences between populations. However, these studies are
still scare with Astyanax aff. bimaculatus in the Sdo Francisco river basin. The
present study evaluated the structure and genetic diversity in populations of A.
aff. bimaculatus from the Upper Sao Francisco basin using 29 COX gene
sequences deposited in NCBI. Analyzes revealed that the mean nucleotide
composition was 30.1% thymine, 26.3% cytosine, 25.8% adenine and 17.8%
guanine. The results of genetic distance showed that the greatest distance
occurred between the individuals of the Curimatai River and Lagoa da Olaria
(0.99). The Mantel test indicated a positive correlation between genetic and
geographic distances. Tajima's neutrality test indicated that some populations
are expanding. Was identified 127 polymorphic sites and nine distinct
haplotypes with Hap_2 being the most frequent. The nucleotide diversity index
was 40.05 and the observed heterozygosity was 0.39. The phylogenetic tree
demonstrated that the individuals analyzed are grouped into five distinct groups.
These results demonstrate that the geographic location and nature of the water
body may have contributed to the construction of the gene patterns identified in

the present study

Keywords: Genetic variability. Phylogeny. mtDNA. Cytocrome oxidase |I.
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1 Introdugao

Pertencente a familia Characidae, a maior e mais complexa da ordem
Characiformes, o género Astyanax, de carater polifilético também alberga uma
infinidade de espécies cripticas, muitas delas foram incluidas no género sob a
condigao incertae sedis (LIMA et al., 2003). Amplamente distribuido desde o sul
dos Estados Unidos chegando até o norte da Argentina, este género ocupa os
mais variados corpos d’agua na regiao neotropical, desde ambientes |énticos a
areas de corrego e correnteza. Sua alta versatilidade ecoldgica confere a este
género proporcional complexidade génica, estando seu numero de espécies
ainda subestimado (BERTACO; GARUTTI, 2007).

Esta grande complexidade génica € comprovada por estudos
citogenéticos que demonstram Astyanax fasciatus apresentando 2N=46
(OLIVEIRA et al., 2007), A. bimaculatus, A. altiparanae, A. argyrimarginatus, A.
elachylepis e A. xavante com 2N=50 e Astyanax sp. com 2N=52, diferengas
considerada grande entre individuos do mesmo género (FERNADES et al.,
2004; TENORIO et al., 2013).

Na Bacia do Rio Sao Francisco, os estudos sobre a estrutura genética
de Astyanax estdo concentrados na regidao do Alto Sao Francisco,
demonstrando portanto a escassez de produgdo académica ao logo das
demais regides da bacia (CARVALHO et al., 2011)

Em genética molecular varios trabalhos utilizando genes mitocondriais,
sao desenvolvidos no intuito de melhor compreender parametros como, a
distribuicdo (ORNELAS-GARCIA et al., 2008), as relagbes filogenéticas (PIE et
al., 2009), e taxonomia de peixes, em particular abordando o género Astyanax
(STRECKER et al., 2004).

O gene COX, presente no genoma mitocondrial de eucariotos e alguns
procariotos € responsavel pela codificacdo da primeira subunidade da
Citocromo ¢ oxidase (COX), complexo catalitico, composto basicamente por
trés subunidades e por outras dez subunidades codificadas por genes
nucleares (CAPALDI, 1990; KHALIMONCHUK; RODEL, 2005; LITTLE et al.,
2010).
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Com a crescente demanda para analise de dados moleculares, a
bioinformatica, ciéncia interdisciplinar tem se fortalecido pela necessidade de
plataformas computacionais eficientes, capazes interpretar com rapidez
grandes volumes de dados. Neste mesmo cenario, surgiram os bancos de
dados para armazenamento e gerenciamento de sequéncias génicas
disponiveis ao publico para os mais variados fins, desde estudos in silico a

comparagoes filogenéticas e filogeograficas (PROSDOCIMI et al., 2002).

Nesse contexto, o presente estudo justifica-se pela importante
contribuicdo aos estudos ictiolégicos na Bacia do Rio S&o Francisco, bem
como pelo exercicio da interdiciplinaridade que permite analisar e compreender
informagdes depositadas em bancos de dados refletindo a dindmica ecoldgica
a qual estao submetidas as populagdes que compdem o complexo de espécies

de Astyanax bimaculatus.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Bacia do Rio Sao Francisco

Em 1501 a foz Rio Sao Francisco foi descoberta por Américo Vespucio e
batizada em homenagem ao santo protetor dos animais, Sdo Francisco de
Assis (KOHLER, 2003). Sua nascente € situada no Parque Nacional da Serra
da Canastra, no estado de Minas Gerais e sua bacia drena uma area total de
638.324 Km? area equivalente a aproximadamente 8% do territério brasileiro.
Além do estado de Minas Gerais que abrange 36,8% da area de drenagem da
bacia, a bacia esta distribuida entre os estados da Bahia (48,2%), Distrito
Federal (0,2%), Goias (0,5%) Pernambuco (10,9%), Alagoas (2,3%) e Sergipe
(1,1%) além de estar inserida em trés biomas, Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica. (GODINHO; GODINHO, 2003; AGUAS, 2016).

A maior contribuicdo a sua vazdo vem dos afluentes Paraopeba, das
Velhas, Paracatu, Urucuia, Corrente e Grande (GODINHO; GODINHO, 2003).
Na calha principal do Rio Sdo Francisco estado instaladas as principais usinas
hidroelétricas do pais, seja em area alagada ou em de geracéo de energia, séo
elas: Trés Marias (no alto Sdo Francisco), Sobradinho, Itaparica, Moxot6 (no
submédio), Paulo Afonso e Xingd (no baixo Sao Francisco) (GODINHO;
GODINHO, 2003).

2.1.1 Alto Rio Sao Francisco

A bacia do Rio Sao Francisco é dividida em quatro segmentos: alto,
médio, submédio e baixo. No alto Sdo Francisco esta situada a sua nascente,
de onde se estende este segmento por aproximadamente 630 km até os limites
geograficos de Pirapora-MG (PAIVA, 1982). Caracterizado por aguas rapidas,
frias e oxigenadas; e por abranger mais de um ter¢o da bacia o alto curso é o
maior responsavel pela caudalosidade do Rio Sao Francisco (SATO;
GODINHO, 1999). Dentre os afluentes da margem direita, destacam-se o rio
Paraopeba e o rio das Velhas, por estarem inseridos em regides de maior
desenvolvimento econémico, como a Grande Belo Horizonte sendo, portanto,

0s mais poluidos, sobretudo o Paraopeba que recebe diariamente esgotos
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domésticos e efluentes advindos de diversas mineradoras do Quadrilatero
Ferrifero (ALVES; POMPEU, 2001).

Os afluentes contribuintes da margem esquerda ainda possuem
qualidade ambiental para o estabelecimento pleno das fungdes ecoldgicas da
ictiofauna, pois encontram-se em areas menos povoadas, porém, a acao
antropica vem crescendo com o desenvolvimento da agricultura nas areas de
cerrado. Em paralelo, esta alocada nesta regido uma das areas de cerrado
mais bem preservadas do estado de Minas Gerais, ela abrange toda bacia do
rio Urucuia e foi indicada como area prioritaria para a conservagcao da
biodiversidade do Estado (COSTA et al., 1998).

2.2 O género Astyanax

Pertencente a ordem Characiformes, familia Characidae o género
Astyanax é o mais representativo da subfamilia Tetragonopterinae, incluindo
mais 130 espécies e subespécies nominais (GARUTTI; BRITSKI, 2000;
FREITAS, 2011), nao havendo na literatura exatiddao quanto a este numero. Tal
incerteza pode ser resultado da semelhanga morfolégica entre os espécimes, o
que dificulta a identificacdo taxonémica (LOWE-MACCONNELL, 1999) Suas
espécies estao distribuidas por quase toda a regiao neotropical, habitando os
mais variados corpos d’agua desde trechos Iéticos as lagunas e nascentes.
Distribuem-se também igualmente em diferentes altitudes (KAVALCO, 2008).

Em estudos ecotoxicologicos as espécies pertencentes ao género
Astyanax s&o muito utilizadas, uma vez que demonstram sensibilidade
(especialmente em nivel celular) as alteragdes em seu ambiente natural
(SAMPAIO; ALMEIDA, 2009).

ApOs alcancar a maturidade sexual, diferencas morfologicas sao
evidenciadas entre fémeas e machos, onde as fémeas sdo maiores e possuem
o corpo mais arredondado que os machos, no entanto, os machos apresentam
espiculas na nadadeira anal, tornando-se aspera ao toque, caracteristica
facilitadora para diferenciagdo sexual do espécime (PORTO-FORESTI et al.,
2005; SATO et al., 2006).
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2.3 Astyanax aff. bimaculatus

Conhecidos popularmente como piabas ou lambaris, s&o peixes de
pequeno porte e crescimento rapido, alcangando a maturidade sexual proximo
aos quatro meses de idade. Atingem no maximo 20 cm de comprimento e 60
gramas de massa quando adultos (PORTO-FORESTI et al., 2001; LIMA et al.,
2003) e distribuem-se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina
(LIMA et al., 2003).

Astyanax aff. bimaculatus € morfologicamente caracterizado pela
presencga de duas seéries de dentes no pré-maxilar (série interna com 5 dentes)
uma mancha umeral (parte &ntero-mediana do flanco, logo atras do opérculo)
preta horizontalmente ovalada, uma mancha preta no pedunculo caudal, duas
barras verticais castanho-escuras na regido umeral linha lateral completa e
nadadeira caudal nua, coberta de escamas apenas na base (Figura 1),
(GARUTTI, 1998).

Figura 1- Exemplar de Astyanax bimaculatus. Fonte: (GALVAO, 2011).

b v -I
] t*_-'.l"h'l

No tocante a complexidade taxondmica do grupo, apds a publicagao de
revisbes sistematicas e filogenéticas realizadas no género Astyanax, foi
possivel afirmar que Astyanax bimaculatus ndo correspondia a uma espécie
somente, mas sim a um complexo de varias espécies (GARUTTI, 1995;
ESCHMEYER, 2014).
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2.4 Variabilidade genética e Bioinformatica

E comum que dentro da mesma espécie, individuos apresentem
pequenas variagdes na composicao do seu DNA, estas sequéncias variantes
sdo denominadas haplétipos. Tais polimorfismos podem ser gerados de trés
formas distintas: por meio de mutagdes, reprodugcdo sexuada ou por
recombinacao génica (HOY, 2003; RIEGER et al., 2006).

Sobre as mutagdes, elas podem ocorrer de forma silenciosa, nao
surtindo efeito significativo no fendtipo do individuo ou modificar a capacidade
de sobrevivéncia do individuo (RIEGER et al., 2006).

Ja a segunda e terceira fonte de variabilidade genética estéo
intimamente relacionadas. Na reprodugao sexuada, ha unido de genomas
distintos (fonte parental masculina e feminina) e combinagdo aleatéria das
caracteristicas presentes nos dois genomas, gerando uma prole com
caracteristicas fenotipicamente distintas das caracteristicas presentes na
geracdo doadora do genoma. Além deste fato, durante a meiose, ocorre a
recombinagado génica, ou seja, a permuta de fragmentos entre cromossomos
homologos gerando cromossomos distintos daqueles doados pela geracao
parental (RIEGER et al., 2006; BARBOSA, 2013).

Analises de polimorfismos realizadas entre as décadas de 1960 (apéds a
descoberta da estrutura do DNA) e 1990 eram realizados por separagédo de
diferentes alelos mediante a técnica da eletroforese, um marco para os estudos
sobre genética e evolugdo. Em 1977 um novo marco foi alcangado atraves do
desenvolvimento da técnica de sequenciamento de nucleotideos que em
meados de 1990, aliado a PCR (Polimerase Chain Reaction) tornou-se um
processo automatizado, possibilitando analisar um volume de dados gigantesco
(PROSDOCIMI et al., 2002).

Com a explosao de dados gendmicos e a necessidade de ampliagao da
capacidade de armazenamento destes dados surgiu para a ciéncia uma nova
area de pesquisa, a bioinformatica, que tem como principal caracteristica a
interdisciplinaridade por envolver técnicas, ferramentas e profissionais da
engenharia de softwares, da matematica, da estatistica, da ciéncia da
computacédo e da biologia molecular (PROSDOCIMI et al., 2002; BIKANDI et
al., 2004; RIEGER et al., 2006).
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Com o desenvolvimento dos projetos Genoma, Transcriptoma e
Proteoma e em consequéncia da grande quantidade de informagdes geradas,
cresceu também o uso dos bancos de dados em bioinformatica. Os bancos de
dados reunem um conjunto de dados, os estrutura e organiza com a finalidade
de facilitar a busca pelos usuarios. Em fun¢cdo do volume de dados produzido e
armazenado nos bancos de dados, faz-se necessario, portanto que haja um
Sistema de Gerenciamento de Banco de Dados (SGBD), cuja fungdo é
intermediar a manipulacdo e administracdo dos dados armazenados.
(PROSDOCIMI et al., 2002)

Em 1992 o National Center for Biotechnology Information (NCBI) tornou-
se responsavel pelo gerenciamento dos dados de sequéncias do GenBank
(Banco de dados americano de sequéncias de DNA e proteinas), o qual é
alimentado por laboratdrios individuais de todo o mundo. Além das sequéncias
do GenBank, o NCBI armazena e distribui uma grande variedade de dados
acerca de modelagem molecular de estruturas de proteinas em 3 dimensdes,
mapa genético do genoma humano, dados sobre taxonomia que podem
inclusive ser wusados em projetos in silico (executando simulagdes
computacionais que modelam situagcbes reais), projeto sobre o genoma do
cancer, dentre outros (NCBI, 2016).

As sequéncias génicas armazenadas nos bancos de dados podem ser
acessadas e utilizadas para as mais diversas finalidades, inclusive analises in
silico para verificagao da variabilidade genética em populag¢des, construgdo de
inferéncias filogenéticas, estudos taxondmicos, estudos sobre expresséo
génica, entre outros objetivos (BOBE et al., 2008; ANDRADE; BOAS, 2012;
SAITO, 2015).

2.5 Astyanax aff. bimaculatus e o DNA mitocondrial

De acordo com (POZZOBON, 2012), acredita-se no monofiletismo do
género Astyanax, porém nao existem evidencias concretas que corroborem
essa teoria, além disso, o género apresenta diversos provaveis complexos de
espécies (BERTACO; GARUTTI, 2007). Dessa forma, trabalhos que

relacionem caracteres morfolégicos a resultados moleculares envolvendo o
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projeto DNA Barcode podem contribuir fortemente para a melhor compreenséao

do género.

Com a finalidade de criar um sistema de identificagdo universal de
qualquer individuo pertencente ao reino animal pela utilizagcdo de fragmentos
de DNA, surgiu o DNA Barcode, onde um unico gene seria capaz de diferenciar
espécies animais (HEBERT et al, 2003), usando o COX, entre outros
marcadores esse método pode ser uma estratégia viavel para inicar revisdes
taxondmicas (BELLAFRONTE et al, 2013).

Diversos sao os estudos envolvendo genes mitocondriais com peixes de
agua doce, inclusive para Astyanax como 16SrRNA (ESPINASA et al., 2014),
ATPase (KALVACO et al., 2011; POZZOBON, 2012; PAZZA et al., 2017) e CitB
(POZZOBON, 2012; ORNELAS-GARCIA, et al., 2008; OLIVEIRA C. et al.,
2011) realizados sobre a familia Characidae.

Esse sistema “bioidentificador” baseado no gene mitocondrial e na
diversidade de parte da sua sequéncia, também esta presente na subunidade |
da Citocromo Oxidase (COX) (BARBOSA, 2013). Assim, a regido da COX, tem
sido utilizada em estudos de variabilidade genética, estrutura populacional,
filogenia e identificagdo de insetos, aves e mamiferos (SMITH-CALDAS et al.,
2001; MARQUES, 2011; VELONA et al., 2011; MARIGUELA et al., 2011;
ANDRADE, 2014) e peixes (DEPRA et al., 2014; COGHILL et al., 2014;
PAZZA, et al., 2017)

Existem diversas vantagens na utilizagdo do DNA mitocondrial, como o
fato dele estar presente em grande quantidade nas células e de ser mais
facilmente purificado e amplificado se comparado ao DNA nuclear. Além disso,
a regidao da COX possui reduzida presenga de mecanismos de reparo,
favorecendo o acumulo de mutagdes (LOXDALE; LUSHAI, 1998; COPELAND;
LONGLEY, 2003).



17

3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Por meio dos conhecimentos da bioinformatica, objetiva-se avaliar a

estrutura e os niveis de diversidade genética em populagdes naturais de

Astyanax aff. bimaculatus, usando sequéncias do gene Cytocromo Oxidase

subunidade | (COX) previamente depositadas no NCBI, um banco de dados

moleculares.

3.2 Objetivos Especificos

a)

g9)

Selecionar as sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase
subunidade | (COX) disponiveis para Astyanax aff. bimaculatus
distribuidos na bacia do Alto rio S&o Francisco nas bases de dados
do NCBI;

Determinar a composicdo nucleotidica meédia intra e
interpopulacional;

Avaliar a distancia genética intra e interpopulacional, além de verificar
se existe correlacdo entre a distancia genética e a distancia
geografica;

Calcular a expansdo demografica pelos testes de neutralidade de
Tajima e Fu para cada populagao;

Estimar o numero de loci polimérficos, a heterozigosidade média, a
riqueza alélica (numero de alelos), os indices de diversidade
haplotipica e genotipica para cada populagao;

Avaliar a diferenciagdo genética par a par entre as populagdes;
Avaliar as relagdes filogeograficas existentes entre os grupos

taxonémicos utilizados no presente estudo.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Banco de dados selecao e obtengao das sequéncias

O presente trabalho foi desenvolvido com enfoque na identificagao e
caracterizagao molecular de populacdes de Astyanax aff. bimaculatus na bacia
do Alto Rio Séo Francisco. Para tanto, foram analisados fragmentos do gene
Cytocromo Oxidase subunidade | (COX) obtidos no banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Para a selegcédo dos fragmentos do gene COX no NCBI foram utilizados
descritores de busca que obedeceram alguns critérios de filtragem:

1. Somente sequéncias de Astyanax bimaculatus, Astyanax aff. bimaculatus e
Astyanax sp.
1.1.Somente estudos utilizando o gene COX

1.1.1. Somente estudos realizados na bacia do Rio S&o Francisco

Foram escolhidas 33 sequéncias disponiveis nos dados publicos da
base de dados NCBI. As 33 sequéncias disponiveis correspondiam a
individuos amostrados no Alto Rio Sao Francisco, ndo havendo, portanto,
qualquer sequéncia disponivel para Astyanax aff. bimaculatus nas demais
porcoes da bacia do Rio Sdo Francisco. Das sequéncias selecionadas, quatro
nao possuiam informagdes completas de distribuicdo, portanto foram excluidas
da pesquisa, tendo ao final da selegdo um total de 29 sequéncias (Apendice 1),
que foram entdo analisadas utilizando ferramentas de bioinformatica
disponiveis gratuitamente na web.

Para a construgao da arvore filogenética adotou-se uma sequencias de
Astyanax mexicanus para enraizar a arvore na condigdo de outgroup, esta
espécie € ideal para tal finalidade por ter taxonomia bem definida, sendo mais
simples que o complexo A. bimaculatus, mesmo estando presente no mesmo

género.
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4.2 Analise das sequéncias relacionadas ao gene COX

4.2.1 Composicao Nucleotidica

Apos a selecdo das sequéncias, as mesmas foram exportadas em
formato FASTA e alinhadas através do software Molecular Evolutionary
Genetics Analysis version 7.0 — MEGA 7 - (KUMAR et al., 2016), utilizando a
ferramenta Muscle.

A composicao nucleotidica média das sequéncias foi calculada usando o
software MEGA 7 (KUMAR et al., 2016)

4.2.2 Diversidade Genética e Distancia Geografica

A matriz das distancias genéticas baseada na diversidade de Nei (1972)
foi obtida usando o programa MEGA?7. As informagbes sobre as distancias
geograficas e a construcdo do mapa ilustrando as localidades de onde se
originaram as sequéncias utilizadas no presente estudo foram obtidas pela
utilizagdo do software QuantumGis (TEAM, 2009), as disténcias geograficas
aproximadas entre os pontos de amostragem foram obtidas através do
software de sensoriamento remoto GOOGLE EARTH (versao 7.1.8.3036) onde,
usando imagens de satélite, uma trilha foi tracada seguindo o curso dos corpos
d’agua em questao.

O isolamento genético foi medido segundo a metodologia estatistica
desenvolvida por (MANTEL, 1967). Este teste correlaciona as distancias
genética e geografica, com nivel de significancia de 5% onde o valor de p foi
calculado utilizando a distribuigdo de r(AB) estimada em 10.000 permutagdes.
O teste de Mantel foi realizado com auxilio do software XLSTAT (ADDINSOFT,
2007).

4.2.3 Teste de Neutralidade
As analises de expansdo demografica histérica foram determinadas

pelos testes de neutralidade de Tajima (D) (TAJIMA, 1989) e Fu (Fs) (FU,
1997) e calculadas usando o software Arlequin V 3.1 (EXCOFFIER;
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SCHNEIDER, 2005). Estes testes permitem detectar se os dados observados
sao significativamente diferentes daqueles esperados.

O indice D de Tajima é calculado com base na distribuicdo de sitios
segregantes e na diversidade nucleotidica, onde valores superiores a zero
sugerem que a populacao tenha sido submetida a selecéo balanceadora ou a
um gargalo populacional recente. Valores inferiores a zero indicam expanséo
populacional ou selegao purificadora (CARVALHO, 2011).

O indice de Fu (Fs) é obtido a partir da distribuicdo haplotipica e é
indicado para identificar o crescimento populacional (RAMOS-ONSINS e
ROZAS, 2002). Valores positivos obtidos para FU sao resultados de poucos
alelos, sugerindo retratagdo populacional provenientes de gargalos evolutivos
ou de selegao por sobredominancia enquanto que, os valores negativos de FU
expressam um excesso de alelos esperados em casos de expansao

populacional recente ou efeito carona.

4.2.4 Estimativas de variabilidade e diferenciagao genética

Utilizando o software DnaSP (LIBRADO; ROZAS, 2009) realizou-se a
separagdo das sequéncias em subgrupos com base na sua localizagéo
geografica, além da obtencdo do total de haplétipos encontrados e
compartilhados. A partir destas informacgdes, foi possivel delinear uma rede
haplotipica evidenciando os haplétipos compartilhados entre as populacdes
usando a ferramenta de analise Median-Joining (BANDELT et al., 1999)
através do software Network 5.0.0.1 (POLZIN; DANESHMAND, 2004-2017).

O numero de loci polimérficos (S), a heterozigosidade observada (Ho)
dentro das populagdes segundo (NEI, 1987), a riqueza de alelos (numero de
alelos), e o indice de diversidade molecular foram estimados utilizando o
Software Arlequin V 3.1 (EXCOFFIER; SCHNEIDER, 2005), estes testes
tiveram seu suporte estatistico baseado em 10.000 permutacgdes.

A diversidade haplotipica (h) foi adotada como um descritor de
haplétipos diferentes existentes, sendo calculada para todas as sequéncias de
A. aff. bimaculatus e para cada uma das localidades amostradas. Qualquer

diferencga obtida em um ou mais nucleotideos representara um novo haplétipo.
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Foi também calculada a diversidade nucleotidica (n) (NEI, 1987), que se
baseia na divergéncia média entre as sequéncias.

Foi construida uma matriz de diferenciagcdo genética par a par entre as
localidades amostradas utilizando o software ARLEQUIN V 3.1. Os valores nela
contidos devem indicar a relacdo média entre a diferenga cromossdémica dos

individuos e a média cromossémica da populacgao.

4.2.5 Analise Filogenética e Filogeografica

A analise filogenética foi calculada pelo método de distancia genética de
Neighbor-Joining (NJ) utilizando o software MEGA7, com 10.000
reamostragens pelo método de Bootstrap. Foi utilizado o modelo evolutivo
Kimura 2-parametros (K2P) (KIMURA, 1980).

5 Resultados

Foram obtidas 29 sequéncias (Apéndice A) atendendo aos requisitos do
filtro imposto. Estas amostras sdo oriundas da bacia hidrografica do alto Sao
Francisco, no estado de Minas Gerais (Figura 2). As sequéncias estao
dispostas entre oito distintos pontos de coleta conforme exposto no quadro 1. O
alinhamento multiplo das sequéncias obtidas foi realizado para viabilizar as

demais analises genéticas.



Figura 2 - Mapa demostrando os locais de coleta de
Astyanax aff. bimaculatus na bacia do Alto rio Sao
Francisco e que contribuiram com o depodsito das

sequéncias do Citocromo Oxidase (COX).
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Quadro 1: Disposi¢ao geografica das sequéncias utilizadas.
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Corpo d’agua Referéncia geografica Municipio-UF

1 Ribeirdo Santo Inacio 19.878 S 45.435W Moema-MG

2 Rio Paraopeba 19.626 S 44.489 W Fortuna de Minas-MG
3 Corrego Amendoim 18.721 S 44.347 W Curvelo-MG

4 Coérrego Santo Antodnio 18.725 S 44.352 W Curvelo-MG

5 Rio Curimatai
6 Lagoa da Olaria
7 Rio Santo Antbnio

8 Represa Trés Marias

17.984 S 44169 W
17.602 S 44.667 W
17.96 S45.704 W
18.228 S 45.248 W

Buendpolis-MG

Varzea da Palma-MG

Luizlandia-MG
Trés Marias-MG
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5.1 Composic¢ao Nucleotidica

Todas as amostras analisadas possuiam sequéncias com tamanho
variando de 491pb a 654pb para o gene COX. A composi¢cado nucleotidica
média obtida para o fragmento do gene COX analisada nos 29 individuos de
Astyanax aff. bimaculatus foi de 30,1% de timina, 26,3% de citosina, 25,8% de
adenina e 17,8% de guanina (a composi¢ao nucleotidica de cada individuo esta
descrita no Apéndice B). Os nucleotideos T, C e A correspondem a cerca de

82% da composicao, enquanto que G corresponde a cerca de 18%.

5.2 Distancia genética e Distancia geografica

A distancia genética entre as populagdes nas localidades estudadas
demonstrou grande amplitude, variando de 0 para as amostras oriundas do
Cdrrego Santo e Corrego Amendoim e provenientes do Ribeirdo Santo Inacio e
Rio Curimatai, até 0.994 entre Rio Curimatai e Lagoa da Olaria (Tabela 1).

O teste de Mantel mostrou existir uma relacdo entre as distancias
geograficas e as distancias genéticas estimadas (r=0,376, p= 0,005), indicando
que quanto maior a distancia entre as populagdes, maior a divergéncia

genética encontrada.

Tabela 1: Correlacao entre a distancia genética (diagonal inferior) e a distancia
geografica em Km (diagonal superior). Legenda: 1 Ribeirdo Santo Inacio; 2 Rio
Paraopeba; 3 Corrego Amendoim; 4 Corrego Santo; 5 Rio Curimatai; 6 Lagoa da
Olaria; 7 Rio Santo Antonio; 8 Represa Trés Marias. ® menor distancia genética; t
maior distancia genética; ¢ menor distancia geografica; * maior distancia geografica;
n/c = nado calculado.

1 2 3 4 5 6 7 8
L 104 167.6 168.4 249.5 265.4% 2122 183
2 0.747 - 98.7 99.3 184.1 222.4 213.3 1747
3 0.742 0.571  —memeeeee- 0.65¢ 84.2 126.9 150.2 109.9
4 0.755 0.846  0.000®  --—-------- 82.2 125.4 151.5 108.5
5 0.000e 0.993 0.992 1.000t --—-——-- 67.9 1421 115.6
6 0.745 0.621 n/c 0.500 0.994 e 100.8 95.6
7 0.412 0.132  0.054 0.109 0.740 0.059 - 43
8 0.740 0.145 0.133 0.667 0.990 0.154 0.071  -=——mme-
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5.3 Testes de Neutralidade

Os testes de Neutralidade (Tabela 2) em sua totalidade n&o
apresentaram valores significativamente diferentes de zero para a maior parte
das localidades analisadas, indicando que a hipdtese nula de neutralidade das
populagdes ndo pode ser rejeitada. Apenas para Ribeirdo Santo Inacio (D=-
1.260; P=0.000) e Rio Santo Antonio (D=-1.134; P=0.043) o teste de Tajima foi
significativo. As amostras do Rio Curimatai e Cérrego Santo possuem apenas
um alelo e, portanto o teste de neutralidade ndo pode ser calculado, uma vez
que este baseia suas estimativas no espectro de frequéncias alélicas (CLARK;
HARTL, 2010).

Tabela 2: Valores dos testes de neutralidade de Tajima (D) e Fu (Fs) para as
amostras de A. aff. bimaculatus. n/c = teste ndo computado por haver
apenas um alelo na amostra.

Localidade Tajima (D) Fu (Fs)
1 Ribeirdo Santo Inacio -1.260%; p=0.000 9.866; p=1.000
2 Rio Paraopeba -0.973 ; p=0.180 1.040; p=0.628
3 Coérrego Amendoim 0.000 ; p=1.000 0.000; p=0.242
4 Corrego Santo n/c n/c
5 Rio Curimatai n/c n/c
6 Lagoa da Olaria 0.000; p=0.988 0.201; p=0.420
7 Rio Santo Antbnio -1.134%; p=0.043 3.183; p=0.871
8 Represa Trés Marias 0.592 ; p=0.811 -0.658; p=0.171

* = valores estatisticamente significativos.

5.4 Estimativas de variabilidade e diferenciagao genética

Astyanax aff. bimaculatus apresentou 127 sitios polimérficos (S) e nove
haplétipos diferentes (Tabela 3) para os 29 individuos de oito populagdes. Os
haplotipos Hap 2 e Hap 7 foram os mais frequentes, entretanto o Hap 2
apareceu em um numero maior de populagdes (n=5). Rio Santo Antdnio foi o
corpo d’agua que apresentou a maior diversidade em numero de haplétipos
(n=4) enquanto que o Cdérrego Santo e o Rio Curimatai apresentaram a menor
diversidade em numero de haplétipos (n=1). Estdo presentes também cinco
haplétipos unicos (Hap_4, Hap_5, Hap_6 e Hap_9) no Ribeirdo Santo Anténio
e na Represa Trés Marias o Hap_8.
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Tabela 3: Distribuicao dos haplétipos de A. aff. bimaculatus por localidade. 1. Ribeirdo
Santo Inacio; 2. Rio Paraopeba; 3. Cdrrego Amendoim; 4. Coérrego Santo; 5. Rio
Curimatai; 6. Lagoa da Olaria; 7. Rio Santo Anténio; 8. Represa Trés Marias.

1 2 3 4 5 6 7 g  Jotalde Total de
Individuos Populagoes
Hap_1 - -1 2 - 1 - - 4 3
Hap_2 1T 1 1 - - 2 - 2 7 5
Hap_3 - 4 - - - - - 1 5 2
Hap_4 - - - - - -1 - 1 1
Hap_5 - - - - - - 2 - 2 1
Hap_6 - - - - - - - 1 1
Hap_7 4 - - - 3 - - - 7 2
Hap_8 S 1 1 1
Hap_9 - - - - - - - 1 1
Total de 5 2 2 3 3 5 4
individuos
Total de 2 2 1 1 2 4 3
Haplétipos

A rede de hapldtipos criada a partir dos dados das sequéncias parciais
do Citocromo Oxidase (COX) evidenciou a distribuicdo dos nove haplétipos
encontrados nos oito locais amostrais do Alto Rio Sdo Francisco. Observa-se o
compartilhamento do Hap_3 entre as populacdes do rio Paraopeba e Represa
Trés Marias e do Hap 7 entre as populag¢des do ribeirdo Santo Inacio e rio
Curumatai. Ha o compartilhamento do Hap_1 entre as populag¢des de Corrego
Amendoim, Cérrego Santo e Lagoa da Olaria e o compartilhamento do Hap_2
entre Ribeirdo Santo Inacio, Rio Paraopeba, Coérrego Amendoim, Lagoa da
Olaria e Represa Trés Marias. A distdncia que separam os hapldtipos
encontrados é diretamente proporcional a quantidade de mutagdées acumuladas
no genoma, nesse sentido, Hap_9 e Hap_7 acumularam historicamente mais

mutagdes que os separam dos demais haplotipos encontrados (Figura 3).
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Figura 3: Rede de haplétipos evidenciando os haplotipos compartilhados. (Verde:
Ribeirdo Santo Inacio, Amarelo: Rio Paraopeba, Preto: Cérrego Santo, Vermelho:
Cdrrego Amendoim, Laranja: Rio Curimatai, Azul claro: Lagoa da Olaria, Rosa: Rio
Santo Anténio, Azul marinho: Represa trés Marias).

Sobre a andlise da diversidade, foram encontrados 127 sitios
polimoérficos, onde os niveis de variagdo genética intraespecificos foram
estimados com base nos parametros genéticos de polimorfismo do DNA. Apos
0 agrupamento das populacdes, o indice de diversidade nucleotidica geral foi
de 0,058. Ja analisando isoladamente as populagdes por ponto amostral, a
diversidade nucleotidica apresentou uma variagao de 0 no Cérrego Santo e Rio
Curimatai a 25.30 no Rio Santo Antdnio, enquanto que a diversidade génica
variou de 0 no Corrego Santo e Rio Curimatai a 1 no Cérrego Amendoim

(Tabela 4). A heterozigosidade média observada foi de 0.39.
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Tabela 4: Diversidade genética intrapopulacional em A. aff.. bimaculatus. Legenda: n
= numero de sequéncias; H = numero de haplétipos, HU = numero de haplétipos
Unicos; S = numero de sitios polimérficos; ETA = numero de mutagbes; D =

Diversidade génica, n= diversidade nucleotidica; K = média das diferencas
nucleotidicas par a par. n/c= ndo calculado, pois s6 ha um alelo na amostra.
Localidade n H Hu S ETA D T K

59 0.40 0.36 23.60
2 0.40 0.01 0.80
1 1.00 0.01 1.00
0 0.00 0.00 0.00
0
1

1 Ribeirdo S. Inacio
2 Rio Paraopeba

3 Cérrego Amendoim
4 Coérrego Santo*

5 Rio Curimatai*

6 Lagoa da Olaria

7 Rio Santo Antdnio
8 Rep. Trés Marias

0.00 0.00 0.00
0.66 0.01 0.66
63 0.90 0.38 25.30
2 0.83 0.01 1.16

A OWWNNO O
W AN NNDN
-~ 0O~ s a0 oo
O~ NOO N

* Auséncia de polimorfismos

A analise interpopulacional de diferenciagdo génica entre os pares na
populacao de Astyanax aff. bimaculatus estimada pelo indice Fst (Tabela 5) foi
em sua maioria de moderada a alta. Os valores indicativos de baixo nivel de
diferenciacao predominaram entre as amostras oriundas do Ribeirdo Santo
Inacio e os demais corpos d’agua, excetuando-se a Lagoa da Olaria e o Rio
Santo Antbnio.

Tabela 5- Matriz do coeficiente de diferenciacdo genética, Fst par a par nas
localidades estudadas. 1. Ribeirdo Santo Inacio; 2. Rio Paraopeba; 3. Cérrego
Amendoim; 4. Cdrrego Santo; 5. Rio Curimatai; 6. Lagoa da Olaria; 7. Rio Santo
Anténio; 8. Represa Trés Marias.

L 2 3 4 5 6 7 8
I —
2 | 0153 e
3 [ 0018 0171  —oeee
4 | 0027 0135 0027 e
5 | 0018 0117 0009 0990  —rmv
6 | 0351 0990 0216 0090 0.009 -
7 | 0189 0990 0549 0162 0117 0990 -
8 | 0036 0270 0108  0.063 0.090 0.135 0990 -

5.5 Analise Filogeografica

A arvore gerada pelo método Neighbor-Joining mostrou que o0s
exemplares de Astyanax aff. bimaculatus estdo agrupados em cinco grupos
distintos (Figura 4). O grupo A é composto por A. aff. bimaculatus da Lagoa da

Olaria, Corrego Amendoim, Cérrego Santo e Rio Santo Antonio.
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O grupo B é composto por exemplares da Lagoa da Olaria, Corrego
Amendoim, Rio Paraopeba, Ribeirdo Santo Inacio e Represa Trés Marias. No
grupo C houve o agrupamento de individuos do Rio Paraopeba e da Represa
Trés Marias.

O grupo D é formado exclusivamente por amostras provenientes do Rio
Santo Antdnio. No grupo E houve o agrupamento de todos os individuos
provenientes do Rio Curimatai e de individuos oriundos do Ribeirdo Santo
Inacio e do Rio Santo Antdnio.

E possivel perceber portando a existéncia de no minimo trés populacdes
de A. aff. bimaculatus distintas e distantes entre si no Rio Santo Antdnio (Grupo
A, D e E), duas populagdes no grupo oriundo da Lagoa da Olaria (grupos A e
B), duas populagbes compdem o numero amostral do Cérrego Amendoim
(Grupo A e B). O mesmo ocorre para o Rio Paraopeba, com duas populagdes
(grupos B e C), Rio Santo Inacio que também esta representado por duas
populagdes (Grupos B e E), além dos individuos da Represa Trés Marias que
também estdo separados em duas populagdes (grupos B e C).

Ja no Codrrego Santo e no Rio Curimatai, os individuos séao
aparentemente pertencentes a uma sé populacdo, evidenciada pelos
agrupamentos nos grupos A e E respectivamente.
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Figura 4: Arvore consenso gerada pelo método de Neighbor-Joining para as amostras
de Astyanax aff. bimaculatus com base nas sequéncias do gene COX. Os valores dos
ramos representam os valores de bootstrap (10.000 réplicas), que servem de suporte
para os grupos. Legenda: AB= Astyanax aff. bimaculatus, AL= Astyanax lacustris bimaculatus
e Asp= Astyanax sp. A numeragdo apos o indicativo da espécie representa a identificagdo
individual das sequéncias depositadas no banco de dados.
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6 Discussao

Apos a aplicacdo dos filtros de pesquisa para a obtencdo das
sequéncias génicas utilizadas neste estudo, foi possivel perceber a caréncia de
estudos ictioldégicos objetivando o conhecimento genético populacional nas
demais regides da bacia do rio S&o Francisco (médio, submédio e baixo Sao
Francisco). A maioria das publicagdes sobre a ictiofauna do Sao Francisco esta
distribuida entre os corpos d’agua que compdem o Alto Sdo Francisco, tal fato
provavelmente se deva a formagdao de uma rede de cooperagcado entre a
Universidade Federal de Minas Gerais, juntamente ao Instituto Estadual de
Florestas, a Universidade Federal de Lavras, a Universidade Estadual Paulista
e a Universidade de Guelph no Canada que visa desenvolver um banco de
dados de sequéncias COX para identificacdo dos peixes da bacia do Rio Sao
Francisco, cujas sequéncias sdo depositadas no DNA Barcode of Life
Database (BOLD) e estdo disponiveis para consulta no NCBI (CARVALHO et
al., 2011)

A composigdo nucleotidica média dos individuos de Astyanax aff.
bimaculatus do Alto S&o Francisco evidenciou a Timina como a base
nucleotidica mais frequente, seguida das bases Citosina e Adenina. Embora
Meyer (1993), Ferreira (2007), Silva, Fraga e Barros (2008) e Cheida (2016),
argumentem que as bases nucleotidicas mais abundantes no DNA mitocondrial
de individuos ectotérmicos sdo a Timina e Adenina, a diferengca observada
entre a porcentagem de Citosina e Adenina para A. aff. bimaculatus foi muito
pequena. Este resultado refor¢ca o padrao habitualmente observado em genes
mitocondriais, onde o percentual de guanina é razoavelmente inferior ao
percentual das demais bases nitrogenadas (KOTLIK; BERREBI, 2002; DALIA,
2011). A maior proporgao de A, T e C observada no presente estudo se
assemelha aos resultados obtidos por Marreta et al. (2011) e Pozzobon (2009)
0s quais possuiam como objeto de estudo espécies do género Astyanax.

Os resultados obtidos para Astyanax aff. bimaculatus mostraram que a
distancia genética observada entre os individuos das diferentes localidades
esta correlacionada com a localizagdo geografica dos espécimes, indicando
portanto, que a variagdo genética encontrada entre as localidades pode ser

explicada pela distribuicdo geografica das amostras. Resultados semelhantes



31

foram observados para Astyanax altiparanae provenientes da Represa
Capivara no Rio Paranapanema (LEUZZI et al., 2004) e para Neoplecostomus
yapo provenientes de rios pertencentes a bacia do Rio Paranapanema
(PHILIPPSEN et al., 2009). Aliado a distribuigdo geografica, as diferengas entre
os padrdes genéticos observados neste estudo podem estar relacionadas a
presenca da Represa Trés Marias que pode estar funcionando como barreira
ao fluxo génico, uma vez que é possivel observar alta diferenciagdo entre os
individuos da Lagoa da Olaria, localizada a jusante da represa e os individuos
do Ribeirdo Santo Inacio, que esta a montante da represa. O mesmo padrao
ocorre entre os indices de diferenciacdo dos individuos do Ribeirdo Santo
Inacio, a montante da represa e do Rio Santo Antdnio, a jusante da represa.

Além disso, € possivel que as semelhangas geneticamente exibidas por
individuos geograficamente tao distantes estejam ligadas a eventos histéricos
de inundagdes naturais, geodispersédo ou outros eventos vicariantes, tendo em
vista que os ambientes aquiducicolas na regidao neotropical exibem grande
dindmica espacial e temporal.

Os valores para o teste de neutralidade foram significativos para o D do
teste de Tajima, com nivel de significancia de 5%. As localidades Ribeirdo
Santo Inacio, Rio Paraopeba e Rio Santo Antdnio apresentaram valores
negativos de D, porém, nao significativos. Esses resultados sao semelhantes
aos encontrados para duas populacdes de Piaractus mesopotamicus da bacia
do rio Paraguai (IERVOLINO et al., 2010), para individuos de Prochilodus
lineatus provenientes de corpos d’agua da regidao de Conceigao das Alagoas —
Minas Gerais (GARCEZ et al., 2011). O indice de Fu é calculado pela
distribuicdo dos hapldtipos, identificando precisamente a existencia de
crescimento populacional (RAMOS-ONSINS e ROZAS, 2002), conforme essa
informacgé&o, apenas o indice da Represa Trés Marias apresentou Fs negativo.

Astyanax aff. bimaculatus exibe alta plasticidade ecoldgica, colonizando
diferentes corpos d’agua doce, incluindo ambientes l6ticos, Iénticos e com
diferentes niveis de degradacao, tal versatilidade ecoldgica também é exibida
por A. altiparanae (PRIOLI et al., 2002; LEUZZI et al., 2004; FERREIRA et al.,

2016). Esses autores associaram os altos niveis de diversidade genética em A.
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altiparane a esta versatilidade ecoldgica, resultado que se assemelha ao

padrao de diversidade génica exibido neste trabalho para A. aff. bimaculatus.

Os resultados obtidos para A. aff. bimaculatus no alto Rio Sao Francisco
indicam ainda a ocorréncia de mutagdes pontuais no DNA mitocondrial ao
longo da histéria evolutiva, estas mutagcbes sao evidenciadas pelos nove
haplétipos distintos encontrados. O compartilhamento destes haplétipos (H_1,
H_2 e H_7) por diferentes populagdes localizadas em pontos geograficamente
distintos pode ser resultado de uma separagao recente entre estas populacdes
(MOYSES; ALMEIDA-TOLEDO, 2002). Além disso, é conhecido que as
espécies do género Astyanax sao capazes de realizar pequenas migragoes,
que aliadas ao fluxo génico via stepping-stone (KIMURA, 1980) explicaria o
compartilhamento de haplétipos entre corpos d’agua mais proximos, como por
exemplo, o compartilhamento do Hap_1 entre o Cérrego Santo Antdnio, o
Cdrrego Amendoim e a Lagoa da Olaria. Esses resultados ajudam a ilustrar a
histéria evolutiva da bacia hidrografica do S&o Francisco e seu processo de

colonizacao pela fauna.

Em 1997, Cecilio e colaboradores evidenciaram a alta capacidade de
colonizacdo demonstrada por Astyanax aff bimaculatus, em ambientes de
represa. Eles realizaram o monitoramento antes e apds a construgdo da
represa de ltaipu e o indice de abundancia desta espécie apds o represamento
foi igual ou superior ao indice obtido anteriormente a construgdo da represa. O
presente demonstra que parte dos haplétipos existentes nas populacdes de A.
lacustris da Represa Trés Marias encontram-se no Grupo B (Figura 4), muito
proximo dos individuos identificados como A. aff bimaculatus. O grupo B, mais
heterogéneo em relagcdo a distribuicdo dos individuos, € o grupo que reune
provavelmente os haplétipos ancestrais aos demais espécimes. Em seu estudo
sobre biogeografia historica do Lambari, Cunha, 2014 relatou a similaridade
entre Astyanax aff bimaculatus coletados na bacia do Rio Doce e outros da
mesma espécie oriundos da bacia do Sao Francisco a partir da formacao de
um haplogrupo entre estes individuos, propondo que tal resultado seja fruto de

geodispersao.

O indice Fst de diferenciagdo genética interpopulacional indica que

valores de Fst entre 0,05 e 0,15 demonstram moderada estruturagao génica e
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acima de 0,15, alta estruturagédo génica (WRIGHT, 1978). O Fst mostrou que a
maior parte das localidades apresenta diferenciagdo genética de moderada a
alta. Esse resultado que difere de outros realizados com Astyanax altiparanae e
Astyanax mexicanus onde a analise par a par demonstrou baixa diferenciagao.
(BRADIC et al., 2012; ZAGANINI, 2013). A divergencia observada entre esse
estudo e os realizados com outras espécies de Astyanax reflete o grau de
isolamento entre as populacdes, podendo estar diretamente relacionado a
distancia geografica e a presenca de barreiras geograficas, mas também, ao
tempo de isolamento que influencia no indice de fixacdo destas caracteristicas.
De acordo com Sofia et al. (2006), quanto maior a proximidade entre as

unidades amostrais, menor sera a diversidade génica.

A analise filogenética foi realizada utilizando 22 sequéncias de Astyanax
aff. bimaculatus, quatro sequéncias de Astyanax lacustris bimaculatus, trés
sequéncias de Astyanax sp. (pela possibilidade de pertencer ao “grupo
bimaculatus”) e uma sequéncia de Astyanax mexicanus como grupo externo
por ser considerada uma unidade taxonomicamente simples se comparada ao

provavel complexo de espécies A. aff. bimaculatus (STRECKER et al., 2004).

Tal analise confirmou a complexidade existente no grupo, pois dentre os
cinco grupos gerados, apenas o Grupo D mostrou-se homogéneo, revelando a
presenga de uma populacéo de Astyanax aff. bimaculatus no Rio Santo Anténio
com caracteristicas nucleotidicas absolutamente distintas dos outros dois
espécimes amostrados na mesma unidade geografica porém rearranjados nos

grupos A e E.

A maior heterogeneidade exibida pelas populagdes pode ser verificada
no grupo B (figura 4), composto por sete individuos que estao distribuidos entre
cinco unidades amostrais distintas, o grupo B indica portanto a existéncia de
um haplogrupo de ampla distribuicdo na regido do Alto Sdo Francisco. E
importante destacar que apesar de agrupados pela semelhanga genética,
geograficamente alguns destes espécimes localizam-se em unidades amostrais
opostas, como ocorre entre a Lagoa da Olaria e o Ribeirdo Santo Inacio
distantes 265,4 Km entre si. Este resultado disforme pode ser explicado pela
complexidade molecular do género Astyanax, (PIE et al., 2009; PAMPONET et
al. 2008).
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7 Consideracodes Finais

Conhecer os efeitos da variabilidade genética em peixes € indispensavel
para compreender os padrdes de distribuicdo da biodiversidade entre as
populagdes.

As populacbes indicadas neste trabalho podem ainda ser subdivididas
em mais populacdes, caso se amplie 0 numero amostral para que represente
de forma real a comunidade de peixes. Existe também a possibilidade de
aplicagao de técnicas mais modernas para estudos populacionais pelo uso de
marcadores moleculares que atestem com maior acuracia os polimorfismos, a

exemplo dos microssatélites.

Este estudo reforca o quanto a interdisciplinaridade pode ser uma
ferramenta eficaz para a ciéncia. A bioinformatica através do uso de
ferramentas computacionais para estudos moleculares torna possivel a
realizacdo de inferéncias evolutivas e analises populacionais In silico.
Inferéncias ecoldgicas e questionamentos biogeograficos podem ser discutidos

sobre a luz da interdisciplinaridade usando meios computacionais.

O presente estudo demonstra ainda, por meio da metodologia adotada,
a caréncia de publicacbes envolvendo as demais areas da bacia do Rio Sao
Francisco, ndo havendo trabalhos executados com Astyanax aff. bimaculatus
nas regides do Médio, Submédio e Baixo Sdo Francisco. Esta caréncia &

reproduzida para varias outras espécies da ictiofauna.

No tocante a Astyanax aff. bimaculatus, fica evidente a plasticidade
comportamental caracteristica da espécie, evidenciada pelas variagdes na
distribuicdo geografica de hapldtipos tdo semelhantes configurada pelos

individuos que compuseram este trabalho.
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APENDICE -A

Tabela 5- Informacdes sobre as sequéncias analisadas. Fonte: De Carvalho et al., 2011

Locus

Gereferéncia

Tam pb

Sequéncia

HM405055

HM405054

HM405053

HM404996

17.602 S
44.667 W

17.602 S
44.667 W

17.602 S
44.667 W

18.721 S
44.347 W

652 bp

652 bp

652 bp

633 bp

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTTATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

GCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGCGACGACCAGGTTTACAA
TGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTTATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACTCATCCCACTCATGATTG
GTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCATCCTCCGGAGTTGAAGC
TGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACAATCTTTTCACTTCACCT
GGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATATCAAACACCTTTATTTGT
CTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGATCGCAACCTTAATACTT
CATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC



HM404995

HM404988

HM404987

HM404984

HM404983

18.721 S
44.347 W

18.725 S
44.352 W

18.725 S
44.352 W

19.626 S
44.489 W

19.626 S
44.489 W

652 bp

652 bp

652 bp

652 bp

652 bp

46

CTTTATCTAGTATTTGGTGGCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTTATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTTATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAACTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CTTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAACTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CTTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC



HM404982

HM404981

HM404980

HM404953

HM404952

19.626 S
44.489 W

19.626 S
44.489 W

19.626 S
44.489 W

17.96 S 45.704
W

17.96 S 45.704
W

652 bp

652 bp

652 bp

607

646 bp

47

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAACTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CTTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAACTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CTTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTC

AGCCTATTAATTCGGGCAGAGCTTGGCCAGCCAGGATCCCTTCTAGGCGATGACCAGGTATATAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTTGTAATA
ATCTTCTTTATAGTCATGCCTGTAATGATTGGGGGCTTTGGAAATTGACTTGTACCACTAATAATTGGCGCCCCAGACATGGCCTTCCCTCGAATAA
ATAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCCCCGTCTTTCCTTCTCCTTCTAGCATCATCTGGGGTAGAAGCTGGGGCAGGAACAGGTTGAACTGTTTACC
CCCCTCTTGCTGGGAACCTTGCACACGCAGGGGCCTCCGTGGACCTCACAATCTTCTCACTTCACCTAGCTGGTGTCTCTTCAATCTTAGGAGCA
ATCAATTTCATTACAACCATTATCAACATGAAACCCCCAGCCATCTCACAATACCAAACACCTCTATTTGTCTGGGCCGTTCTGATTACAGCTGTCCT
CCTCCTTCTATCACTTCCTGTTTTAGCAGCTGGCATTACTATACTTCTTACAGACCGTAACCTTAACACTTCATTCTTTGACCCTGCAGGGGGTGGA
GACCCCATTCTTTATCAACACCTATT

GTATTTGGTGGCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGTGACGACCA
GGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTTATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACTCATCCCAC
TCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCATCCTCCGG
AGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACAATCTTTT
CACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATATCAAACA
CCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGATCGCAA
CCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTCTT



HM404951

HM404950

HM404949

HM404900

HM404899

17.96 S 45.704
w

17.96 S 45.704
W

17.96 S 45.704
W

19.878 S
45.435W

19.878 S
45435 W

654 bp

654 bp

654 bp

654 bp

654 bp

48

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATTTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAC
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTCTT

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATTTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAC
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTCTT

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATTTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACGATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAC
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTCTT

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCTGGGATGGTTGGAACTGCTCTAAGCCTATTAATTCGGGCAGAGCTTGGCCAGCCAGGATCCCTTCTAGGC
GATGACCAGGTATATAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTCATGCCTGTAATGATTGGGGGCTTTGGAAATTGACT
TGTACCGCTTATAATTGGTGCCCCAGACATGGCCTTCCCTCGAATAAATAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCCCCGTCTTTCCTTCTCCTTCTAGCA
TCATCTGGGGTAGAAGCTGGGGCAGGGACAGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTTGCTGGGAACCTTGCACACGCAGGGGCCTCCGTGGACCTCA
CAATCTTCTCACTTCACCTAGCTGGTGTCTCTTCAATCTTAGGAGCAATCAATTTCATTACAACCATTATCAATATGAAACCCCCAGCCATCTCACAA
TACCAAACACCTCTATTTGTTTGGGCCGTTCTGATTACAGCTGTCCTCCTCCTTCTCTCACTTCCTGTTTTAGCAGCTGGCATTACTATACTTCTTAC
AGACCGTAACCTTAACACTTCATTCTTTGACCCTGCAGGGGGTGGAGACCCCATTCTTTATCAACACCTATT

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCTGGGATGGTTGGAACTGCTCTAAGCCTATTAATTCGGGCAGAGCTTGGCCAGCCAGGATCCCTTCTAGGC
GATGACCAGGTATATAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTCATGCCTGTAATGATTGGGGGCTTTGGAAATTGACT
TGTACCGCTTATAATTGGTGCCCCAGACATGGCCTTCCCTCGAATAAATAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCCCCGTCTTTCCTTCTCCTTCTAGCA
TCATCTGGGGTAGAAGCTGGGGCAGGGACAGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTTGCTGGGAACCTTGCACACGCAGGGGCCTCCGTGGACCTCA
CAATCTTCTCACTTCACCTAGCTGGTGTCTCTTCAATCTTAGGAGCAATCAATTTCATTACAACCATTATCAATATGAAACCCCCAGCCATCTCACAA
TACCAAACACCTCTATTTGTTTGGGCCGTTCTGATTACAGCTGTCCTCCTCCTTCTCTCACTTCCTGTTTTAGCAGCTGGCATTACTATACTTCTTAC
AGACCGTAACCTTAACACTTCATTCTTTGACCCTGCAGGGGGTGGAGACCCCATTCTTTATCAACACCTATT



HM404898

HM404897

HM404896

HM405062

HM405063

19.878 S
45.435W

19.878 S
45.435W

19.878 S
45435 W

17.984 S
44169 W

17.984
44169 W

654 bp

654 bp

654 bp

652

652
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CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCTGGGATGGTTGGAACTGCTCTAAGCCTATTAATTCGGGCAGAGCTTGGCCAGCCAGGATCCCTTCTAGGC
GATGACCAGGTATATAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTCATGCCTGTAATGATTGGGGGCTTTGGAAATTGACT
TGTACCGCTTATAATTGGTGCCCCAGACATGGCCTTCCCTCGAATAAATAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCCCCGTCTTTCCTTCTCCTTCTAGCA
TCATCTGGGGTAGAAGCTGGGGCAGGGACAGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTTGCTGGGAACCTTGCACACGCAGGGGCCTCCGTGGACCTCA
CAATCTTCTCACTTCACCTAGCTGGTGTCTCTTCAATCTTAGGAGCAATCAATTTCATTACAACCATTATCAATATGAAACCCCCAGCCATCTCACAA
TACCAAACACCTCTATTTGTTTGGGCCGTTCTGATTACAGCTGTCCTCCTCCTTCTCTCACTTCCTGTTTTAGCAGCTGGCATTACTATACTTCTTAC
AGACCGTAACCTTAACACTTCATTCTTTGACCCTGCAGGGGGGGGAGACCCCATTCTTTATCAACACCTATT

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCTGGGATGGTTGGAACTGCTCTAAGCCTATTAATTCGGGCAGAGCTTGGCCAGCCAGGATCCCTTCTAGGC
GATGACCAGGTATATAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTCATGCCTGTAATGATTGGGGGCTTTGGAAATTGACT
TGTACCGCTTATAATTGGTGCCCCAGACATGGCCTTCCCTCGAATAAATAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCCCCGTCTTTCCTTCTCCTTCTAGCA
TCATCTGGGGTAGAAGCTGGGGCAGGGACAGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTTGCTGGGAACCTTGCACACGCAGGGGCCTCCGTGGACCTCA
CAATCTTCTCACTTCACCTAGCTGGTGTCTCTTCAATCTTAGGAGCAATCAATTTCATTACAACCATTATCAATATGAAACCCCCAGCCATCTCACAA
TACCAAACACCTCTATTTGTTTGGGCCGTTCTGATTACAGCTGTCCTCCTCCTTCTCTCACTTCCTGTTTTAGCAGCTGGCATTACTATACTTCTTAC
AGACCGTAACCTTAACACTTCATTCTTTGACCCTGCAGGGGGTGGAGACCCCATTCTTTATCAACACCTATT

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CCTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTCTT

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCTGGGATGGTTGGAACTGCTCTAAGCCTATTAATTCGGGCAGAGCTTGGCCAGCCAGGATCCCTTCTAGGC
GATGACCAGGTATATAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTCATGCCTGTAATGATTGGGGGCTTTGGAAATTGACT
TGTACCGCTTATAATTGGTGCCCCAGACATGGCCTTCCCTCGAATAAATAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCCCCGTCTTTCCTTCTCCTTCTAGCA
TCATCTGGGGTAGAAGCTGGGGCAGGGACAGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTTGCTGGGAACCTTGCACACGCAGGGGCCTCCGTGGACCTCA
CAATCTTCTCACTTCACCTAGCTGGTGTCTCTTCAATCTTAGGAGCAATCAATTTCATTACAACCATTATCAATATGAAACCCCCAGCCATCTCACAA
TACCAAACACCTCTATTTGTTTGGGCCGTTCTGATTACAGCTGTCCTCCTCCTTCTCTCACTTCCTGTTTTAGCAGCTGGCATTACTATACTTCTTAC
AGACCGTAACCTTAACACTTCATTCTTTGACCCTGCAGGGGGTGGAGACCCCATTCTTTATCAACACCTA

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCTGGGATGGTTGGAACTGCTCTAAGCCTATTAATTCGGGCAGAGCTTGGCCAGCCAGGATCCCTTCTAGGC
GATGACCAGGTATATAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTCATGCCTGTAATGATTGGGGGCTTTGGAAATTGACT
TGTACCGCTTATAATTGGTGCCCCAGACATGGCCTTCCCTCGAATAAATAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCCCCGTCTTTCCTTCTCCTTCTAGCA
TCATCTGGGGTAGAAGCTGGGGCAGGGACAGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTTGCTGGGAACCTTGCACACGCAGGGGCCTCCGTGGACCTCA
CAATCTTCTCACTTCACCTAGCTGGTGTCTCTTCAATCTTAGGAGCAATCAATTTCATTACAACCATTATCAATATGAAACCCCCAGCCATCTCACAA
TACCAAACACCTCTATTTGTTTGGGCCGTTCTGATTACAGCTGTCCTCCTCCTTCTCTCACTTCCTGTTTTAGCAGCTGGCATTACTATACTTCTTAC
AGACCGTAACCTTAACACTTCATTCTTTGACCCTGCAGGGGGTGGAGACCCCATTCTTTATCAACACCTA



HQ600809

HM404903

HM404904

HM404905

HM404906

17.984 S
44169 W

18.228 S
45.248 W

18.228 S
45.248 W

18.228 S
45.248 W

18.228 S
45.248 W

491

634

631

646

654
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CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCTGGGATGGTTGGAACTGCTCTAAGCCTATTAATTCGGGCAGAGCTTGGCCAGCCAGGATCCCTTCTAGGC
GATGACCAGGTATATAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTCATGCCTGTAATGATTGGGGGCTTTGGAAATTGACT
TGTACCGCTTATAATTGGTGCCCCAGACATGGCCTTCCCTCGAATAAATAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCCCCGTCTTTCCTTCTCCTTCTAGCA
TCATCTGGGGTAGAAGCTGGGGCAGGGACAGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTTGCTGGGAACCTTGCACACGCAGGGGCCTCCGTGGACCTCA
CAATCTTCTCACTTCACCTAGCTGGTGTCTCTTCAATCTTAGGAGCAATCAATTTCATTACAACCATTATCAATATGAAACCCCCAGCCATCTCACAA
TACCAAA

GCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGCGACGACCAGGTTTACAAT
GTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACTCATCCCACTCATGATTGG
TGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCATCCTCCGGAGTTGAAGCT
GGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACAATCTTTTCACTTCACCTG
GCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATATCAAACACCTTTATTTGTC
TGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGATCGCAACCTTAATACTTC
ATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTCTT

GCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGCGACGACCAGGTTTACAATGTTCTG
GTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACTCATCCCACTCATGATTGGTGCTCC
AGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCATCTTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCA
GGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACAATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGT
GTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATATCAAACACCTTTATTTGTCTGAGCT
GTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGATCGCAACCTTAATACTTCATTCTT
TGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTCTT

GTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAGCTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGCGACGACCA
GGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACTCATCCCAC
TCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCATCCTCCGG
AGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACAATCTTTT
CACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATATCAAACA
CCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGATCGCAA
CCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTCTT

CTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTTGGAACTGCTTTAAGCCTTTTAATTCGGGCAGAACTCGGTCAACCAGGATCCCTTTTAGGC
GACGACCAGGTTTACAATGTTCTGGTAACCGCACATGCTTTCGTTATAATTTTCTTTATAGTCATGCCAGTAATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGACT
CATCCCACTCATGATTGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGTTTCTGACTCCTTCCACCATCCTTTCTTCTCCTTCTAGCAT
CTTCCGGAGTTGAAGCTGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTATACCCCCCCCTTGCCGGAAACCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGACTTAACA
ATCTTTTCACTTCACCTGGCTGGTGTTTCCTCAATCTTAGGGGCAATTAACTTTATTACAACAATTATTAATATAAAACCCCCAGCTATTTCACAATAT
CAAACACCTTTATTTGTCTGAGCTGTTTTAGTAACAGCTGTGCTCCTTCTTCTCTCACTTCCTGTCCTAGCAGCTGGTATTACAATACTTCTCACAGA
TCGCAACCTTAATACTTCATTCTTTGACCCAGCAGGGGGCGGAGATCCTATTCTTTACCAACATCTCTT
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APENDICE - B

Quadro 2: Distribuigcdo da composi¢ao nucleotidica por individuo.

Asp_600809

29.2

27.1

24

19.7

Céd. da sequéncia T% C% A% G% Corpo d’agua
AB_405055 30.5 25.8 26.5 17.2 Lagoa da Olaria
AB_404996 30.5 25.8 26.5 17.2 Cérrego Amendoim
AB_404988 30.5 25.8 26.5 17.2 Corrego Santo
AB_404987 30.5 25.8 26.5 17.2 Corrego Santo
AB_404904 30.5 25.8 26.5 17.2 Represa Trés Marias
AB_405054 30.3 26 26.5 17.2 Lagoa da Olaria
AB_405053 30.3 26 26.5 17.2 Lagoa da Olaria
AB_404995 30.3 26 26.5 17.2 Corrego Amendoim
AB_404982 30.3 26 26.5 17.2 Rio Paraopeba
AB_404951 30.3 26 26.5 17.2 Rio Santo Antdnio
AB_404950 30.3 26 26.5 17.2 Rio Santo Anténio
AB_404949 30.3 26 26.2 17.4 Rio Santo Anténio
AB_404896 30.3 26 26.5 17.2 Ribeirdo Santo Inacio
AL_404905 30.3 26 26.5 17.2 Represa Trés Marias
AL_404903 30.3 26 26.5 17.2 Represa Trés Marias
AB_404984 30.5 25.8 26.7 17 Rio Paraopeba
AB_404983 30.5 25.8 26.7 17 Rio Paraopeba
AB_404981 30.5 25.8 26.7 17 Rio Paraopeba
AB_404980 30.5 25.8 26.7 17 Rio Paraopeba
AL_404906 30.5 25.8 26.7 17 Represa Trés Marias
AB_404953 28.5 27.6 24.7 19.2 Rio Santo Antonio
AB_404952 30.8 25.6 26.5 17.2 Rio Santo Antonio
AB_404900 29.2 27.1 24 19.7 Ribeirdo Santo Inacio
AB_404899 29.2 27.1 24 19.7 Ribeirdo Santo Inacio
AB_404898 29.2 27.1 24 19.7 Ribeirdo Santo Inacio
AB_404897 29.2 27.1 24 19.7 Ribeirdo Santo Inacio
Asp_405062 29.2 27.1 24 19.7 Rio Curimatai
Asp_405063 29.2 27.1 24 19.7 Rio Curimatai

Rio Curimatai




