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Nessa soctedade dita moderna nos acostumarnos e nos adeparamos
rolineiramente com casas grandes, porem, rechieadas de familias peqiuenas;
muttos diplomas pendurados e decorando paredes afora, mas com pouUco senso
comumiy

uma medicina avangada de tal modo como jamais pensada ate poucas decadas
atrds, entretanto, nos deparamos com uma savde cada vez maris precaria,;
fofe temos o privilegio de podermos confiecer o mundo sem ao menos precisar
sarr do sofd de casa, na palma da nossa mdo, mas nen ao Mmenos ConRecenos o
nosso vizinfio; com tanta informacdo disponivel,

detemos cada vez mats confiecimento, e de forma contraria, temos cada vez
menos savedoria;

N0S cobramos e somos cobrados cada vez mais por maiores rendimentos, e da
mesma forma, velocidade e intensidade, perdemos nossa paz de esprrito;
expomos relogios carissimos nos pulsos e nossas agendas vivem lotadas, mas
contraditoriamente vivemos reclamando que ndo temos tempo pra nada,
estamos sem tempo para amar nossa jamilia, ao proximo...sem lempo para
amar da 71os mesmaos;

temos mantido uma infinidade de amigos virtuais, mas ndo temos a capactdade
de sentar com amigos reais para uma boa conversda;

numanos, somos bithoes, mas quanito temos de fiumanidade?;

Pernso e repenso...quando for qie deixamos tudo isso tomar conta das nossas
vidas? Quando deixamos de valorizar o que realmente importa? Dediguemnos

malis tempo d nossa felictdade, d nossa familia, aos nossos amigos, pors a vida



passa tdo rapido, como um sopro! ela é como uma vela acesa, que de uma f0ra
pra outra pode se apagar. Um comego e um fim. Devemos entender gue
nascemos sem nada, e da mesma Jorma, morremnos sem levar nada, e no meio
desse tntervalo, brigamos por aqurlo qie nao (rouxemos e tampouco levaremos.
Persemos 1IsSo...amenios mais, ]787”&26677205 mais, Vivamos mats, Sejamos cada
vez mais felizes e jamalis deixemos que nossa felictdade dependa dos outros, pois

os outros jamatis deixardo de ser felizes por voce.”
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Resumo

RESUMO

Dentre os peixes Neotropicais, 0 género Astyanax é caracterizado como um dos mais
comuns e diversificados, representado por 147 espécies, das quais pelo menos 12 destas
espécies tém demonstrado a presenca de elementos adicionais denominados
cromossomos B em seu genoma. No entanto, muitas vezes estas informagdes
encontram-se dispersas ou fragmentadas. Assim, no presente estudo reportamos a
diversidade de cromossomos B no género Astyanax, projetando nichos ecoldgicos
preferenciais entre as espécies e populacdes B+ e B- do grupo em cenarios do passado
(Last Glacial Maximum - LGM: 22.000 e Mid-Holoceno - MD: 6.000 anos atras),
presente e futuro (2.060), além de analises populacionais de A. bockmanni a partir do
mtDNA D-loop. Os periodos LGM e MH registraram ampla ocorréncia de populacbes
B+ e B- em boa parte das regifes Sudeste, Norte, Centro-Oeste e parte da Bahia. No
presente observamos areas favoraveis B+ e B- quase que exclusivamente em parte de
SP, MG, PR, RJ, MT e ES. Para 2.060, verificamos areas preferenciais B+ quase que
exclusivamente em parte de MG, RJ e SP. Quando sobrepostos, os cenarios indicam um
acumulo das populacdes B+ em uma mesma area, padrao ndo observado nas populacdes
B-, sugerindo que a regido sobreposta poderia representar uma zona climaticamente
estavel para populacdes B+ desde o LGM, ja que nenhuma populacdo B- foi mantida
nesta regido. Analises qPCR indicaram a presenca de cromossomos Bm em seis
populagdes de A. bockmanni. A partir do mtDNA D-loop em 16 populages de A.
bockmanni B+ e B-, verificamos que todas apresentam elevada estruturacdo genética,
porém baixo fluxo génico. As analises de variancia molecular indicaram consideravel
diferenciacdo genética entre todas as populacdes e bacias, também refletidos nos
diferentes dendogramas, reforcando a ideia de que A. bockmanni é um complexo de

espécies.
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Abstract

Abstract

Among the Neotropical fish, the genus Astyanax is characterized as the most common
and diversified, represented by 147 species, of which at least 12 of these species have
demonstrated the presence of additional elements denominated B chromosomes in their
genome. However, this information is often scattered or fragmented. Thus, in the
present study we report the diversity of B chromosomes in the Astyanax genus,
projecting preferential ecological niches among the species and B+ and B- populations
of the group in scenarios of the past (Last Glacial Maximum - LGM: 22.000 and Mid-
Holoceno - MD: 6.000 years ago), present and e future (2.060), in addition to
population analyzes of A. bockmanni from the mtDNA D-loop. The LGM and MH
periods recorded a large occurrence of B+ and B- populations in most of the Southeast,
North, Central West regions and part of Bahia State. In the present we observed
favorable areas B+ and B- almost exclusively in part of SP, MG, PR, RJ, MT and ES.
For 2.060, we see B+ preferred areas almost exclusively in part of MG, RJ and SP
States. When overlapping, the scenarios indicate an accumulation of B+ populations in
the same area, a pattern not observed in B- populations, suggesting that the overlapping
region could represent a climatically stable zone for B+ populations since the LGM
period, since no B- population was maintained in this region. gqPCR analyzes indicated
the presence of Bm chromosomes in six A. bockmanni populations. From the D-loop
mtDNA in 16 A. bockmanni populations of B+ and B-, we found that all have high
genetic structuring, but low gene flow. Analyzes of molecular variance indicated
considerable genetic differentiation among all populations and basins, also reflected in
the different dendrograms, reinforcing the idea that A. bockmanni is a complex of

species.
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Introducéo

1 INTRODUGCAO GERAL

1.1 Aspectos gerais da familia Characidae e o género Astyanax

Dentre 0s peixes continentais, as espécies que compreendem a regido
Neotropical sdo bastante diversificadas, reportadas desde a América Central até o sul da
Ameérica do Sul, superando 7 mil espécies distribuidas entre 71 familias (Albert e Reis,
2011). Nesse sentido, dois grupos tém recebido maior destaque: Characiformes e
Siluriformes (Eschmeyer e Fong, 2017). Os peixes da ordem Characiformes exibem
grande variedade de formas e tamanhos corporais, habitando lagos e rios do continente
africano e regido neotropical (Géry, 1977), compreendendo formas herbivoras, ili6fagas
e carnivoras, algumas das quais muito especializadas (Britisk et al., 1972). Characidae é
uma das mais numerosas e complexas familias de peixes Neotropicais (Nelson, 2006),
com aproximadamente 1100 espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2017). Dentre 0s
Characidae, o género Astyanax caracteriza-se como um dos mais diversificados (Lucena
et al., 2013), com 154 espécies reconhecidas (Eschmeyer, 2017), das quais 34 foram
descritas nos ultimos 10 anos (Rossini et al., 2016), habitando quase todos os ambientes
dulcicolas, com preferéncia as cabeceiras de rios, riachos e corregos (Garutti e Britski,
2000; Vari e Castro, 2007), abundantes na maioria das bacias hidrogréaficas brasileiras
(Lima et al., 2003).

De uma forma geral, as espécies pertencentes a este grupo apresentam uma
diversidade acentuada quanto ao numero dipldide, desde 2n=36 cromossomos em A.
schubarti (Daniel-Silva e Almeida-Toledo, 2001; Moreira-Filho et al., 2001) a 2n=50
cromossomos em A. paranae (Silva et al., 2014, 2016), com ampla variagdo quanto a
morfologia e distribuicdo cromossémicas interpopulacionais, presenca de cromossomos

1
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supranumerarios, triploidia natural, dentre outras (Fauaz et al., 1994; Mestriner et al.,
2000; Moreira-Filho et al., 2001; Hashimoto et al., 2008; Daniel et al., 2012, 2015b;
Silva et al., 2013, 2016), as quais, podem estar relacionadas a altitude, diferenciacédo
sexual ou ainda poluicdo ambiental (Porto-Foresti et al., 1997; Néo et al., 2000).

Nesse sentido, estudos sistematicos tém enfatizado que representantes deste
grupo compBem complexos de especies de taxonomia controversa (Reis et al., 2003),
bem como inUmeras espécies do género Astyanax tratadas somente como Astyanax spp.
(Pie et al., 2009). Somado a isso, diversos autores indicam a existéncia de complexos de
espécies: complexos A. scabripinnis (Moreira-Filho e Bertollo, 1991), A. fasciatus
(Artoni et al., 2006), A. bimaculatus (Paiva et al., 2006) e A. hastatus (Kavalco et al.,
2009), e A. bockmanni, recentemente proposto por Daniel et al.; 2015a). Para se ter uma
ideia, somente para o complexo A. scabripinnis, analises citogenéticas e morfologicas
sugerem que este complexo seria composto por pelo menos 15 espécies (Bertaco e
Lucena, 2006).

Assim, considerando a intensa variabilidade cariotipica inter e intraespecificas,
ampla distribuicdo geografica (Zanata e Camelier, 2009), alta plasticidade fenotipica,
grande capacidade de se adaptar aos mais diversos ambientes (Dowling, 2002), rapida
especializacdo ecoldgica e diferenciagdo morfolégica em representantes do género
Astyanax (Hashimoto et al., 2011), estudos citogenéticos, biogeogréaficos, evolutivos e
filogenéticos representam excelentes ferramentas para um melhor conhecimento da
sistematica desse grupos de peixes, contribuindo de forma significativa para um melhor
entendimento dos processos envolvidos na diferenciagdo, manutencdo e evolugéo de

algumas caracteristicas genéticas predominantemente particulares a algumas espécies do

grupo.
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5 CONCIDERACOES FINAIS

De forma generalizada, os peixes tém recebido grande atencdo em estudos
envolvendo cromossomos supranumerarios. No entanto, muitos estudos tém buscado
atribuir uma funcgéo, investigar a estrutura, origem e transmisséo desses elementos nos
mais diversos genomas, e apesar de restrito a poucas espécies, temos avancado no
conhecimento sobre o DNA que compfe a estrutura molecular e estrutural dos
cromossomos B em peixes, inclusive em espécies que compdem o género Astyanax. Por
outro lado, ainda carecemos de diversas informagdes ‘“basicas” envolvendo
supranumerarios. Especificamente envolvendo o género em questdo, ha diversas
populacdes de diferentes espécies que sdo portadoras destes elementos adicionais, cada
qual com sua(s) peculiaridade(s), porém, a maioria destas informacGes muitas vezes se
encontram fragmentadas ou ainda dispersa. Assim, contextualizamos estas informacoes
através de artigos disponiveis na literatura, elencando e atualizando estes dados acerca
das modernas praticas tecnoldgicas que vém sendo empregadas a fim de gerar um maior
conhecimento dos supranumerarios de Astyanax.

A modelagem de distribuicdo preditiva se mostrou estatisticamente efetiva ao
objetivo em que foi submetida: mapear populacdes B+ e B-, projetando seus ambientes
preferenciais em diferentes cenarios de acordo com fatores biodticos e abidticos.
Portanto, se pudermos prever impactos futuros decorrentes de mudancas climaticas em
ambientes aquaticos diversos, antes precisamos alcancar uma melhor compreensao da
aplicacdo de diferentes modelos de projecdo. Desenvolver um quadro tedrico mais
unificado é uma tarefa extremamente desafiadora, e a integracdo de ideias e respostas
que podem ser escalonadas, incluindo ecossistemas inteiros, parece representar um

caminho potencialmente promissor, entretanto, esta metodologia deve ser aplicada com
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cautela. Seu propdsito deve ser mais focado na aquisicdo de informagdes sobre a
ocorréncia da espécie para que outras técnicas complementares possam ser aplicadas.
Logo, acreditamos que na medida em que mais pesquisadores se debrucarem sobre 0
tema, seu desenvolvimento podera ser bem mais aprimorado.

Além disso, ao que a modelagem indica, a partir dos dias atuais até 2060,
populacdes de Astyanax com cromossomos B tenderdo a se concentrar em regides
serranas, caracterizadas por climas amenos e ambientes relativamente conservados, ou
seja, menos agredidos direta ou indiretamente por acGes antrOpicas e mudancas
climéaticas. Dessa forma, se pudermos atraves da modelagem de nicho preferencial
projetar locais especificos para estudos diversos, certamente reduziriamos esforcos na
busca de populacgdes que porventura possam deter as informacdes alvo da pesquisa, uma
vez que atualmente primeiro amostramos 0s espécimes, depois verificamos seu
contetdo morfolégico e citogenético. Logo, a partir da modelagem de nicho
preferencial, poderiamos direcionar as coletas de acordo com o tipo de abordagem do
estudo.

Mediante aplicacdo da qPCR com um marcador Bm-especifico (previamente
validado) em todos os individuos amostrados pudemos quantificar a expressdo de forma
significativa em cromossomos Bm de A. bockmanni, revelando a presenca destes
elementos em populacGes até entdo desconhecidas. Adicionalmente, constatamos que 0s
cromossomos Bm de A. bockmanni ndo sdo tdo inertes quanto se acreditava até pouco
tempo, o que servird de subsidio para o entendimento do papel desempenhado pelos
cromossomos B no genoma dos peixes e, de modo mais amplo, nos vertebrados, ja que
a proteina NUSAP desempenha um papel de suma importancia relacionada aos

microtubulos do fuso mit6tico.
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De acordo com a literatura, trabalhos que se utilizaram de analises moleculares
para interpretar a historia filogenética de peixes neotropicais, embora em baixo nimero
comparado a gama de espécies validas, reforcam a ideia de que a taxonomia dos peixes
continentais dessa regido pode se equivocar no tocante aos relacionamentos
populacionais em nivel de espécie. Com base nos resultados apresentados pela
utilizacdo do mtDNA D-loop para as populacbes de A. bockmanni averiguadas neste
estudo, constatamos a incidéncia de baixo fluxo génico entre elas, de tal modo a
caracterizarem-se como espécies diferentes. Porém, o teste de Mantel indica que o
isolamento por disténcia é improvavel de ter gerado o padréo de estrutura observado. O
alto nivel de substituicdes nucleotidicas que separam os grupos de hapldtipos sugerem
que estas populacbes poderiam ter sido isoladas no passado, acarretando na
diferenciacdo no mMtDNA observada entre elas. Dessa forma, diferentemente da
recombinagdo do DNA nuclear, que homogeneiza a populacdo, 0 mtDNA teria
permanecido diferenciado devido a sua heranca materna.

A sistematica do género Astyanax ainda € confusa e ndo estd totalmente
resolvida devido a falta de evidencias que corroborem seu status monofilético, além da
grande dificuldade na identificacdo de espécies que em varios casos apresentam-se
como provaveis complexos de espécies. Da mesma forma, acreditamos que a analise
mtDNA concomitante entre 16 populacdes de A. bockmanni de diferentes bacias
hidrogréaficas nos permite inferir que esta espécie também componha um complexo, o
que é suportado pela presenca de diversos cit6tipos e polimorfismos relacionados a
rDNA, NORs, heterocromatina constitutiva, histonas, dente outros.

As analises mtDNA voltadas apenas as populac6es portadoras de cromossomos
B indicam uma diferenca e distancia genética significativas da populacdo Batalha em

relagdo as demais. A populagdo Batalha é a Unica populacdo afora da bacia
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Parand_Paranapanema que apresentou cromossomo By em seu genoma. Como na bacia
Parana_Paranapanema ha a presenca de outras variantes de supranumerarios entre as
populacdes (Bm, Bm € Ba) acreditamos que estes elementos tenham se originado nesta
bacia, e que estas variantes seriam derivadas de mecanismos de drive, o qual ja fora
reportado por outros autores. A variante Bm presente na populacdo Batalha ou seria um
evento isolado envolvendo cromossomos B, ou esta variante estaria em uma fase inicial
de invaséo e posterior neutralizacdo. Nesta fase 0s supranumerarios sofreriam mutacoes
em suas sequéncias para originar novas variantes, caso contrario tendem a ser extintos.
Nesse sentido, estudos adicionais se fazem necessarios para confrontar as hipoteses
levantadas.

Por fim, as metodologias aplicadas ndo diferenciaram significativamente
populacdes de A. bockmanni mediante presenca ou auséncia de cromossomos B, porem,
vale ressaltar que este trabalho é pioneiro no tocante a modelagem de nicho envolvendo
cromossomos B, e de certa forma, se mostrou eficiente na projecdo da distribuicdo das
espécies e populacdes B+ e B- ao longo dos cenarios modelados. Adicionalmente,
validamos um marcador Bwm especifico, que diagnosticou a presenca deste tipo de
supranumerario em mais duas populacdes. Além disso, este € o primeiro estudo
populacional com base no mtDNA D-loop efetuado em A. bockmanni, e da mesma
forma, o primeiro envolvendo genética populacional direcionada a cromossomos B, que
somadas a andlises adicionais de ancestralidade e coancestralidade podem ser mais
conclusivos. Portanto, fornecemos informac6es geograficas e genéticas interessantes
desta espécie, as quais podem auxiliar na conducdo de outras investigacGes

populacionais de peixes, em especial as que compde o género Astyanax.
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