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RESUMO

Atualmente, crescentes esfor¢cos vém sendo desenvolvidos no sentido de se caracterizar a
ictiofauna Neotropical de riachos do ponto de vista taxondmico e sistematico, porém a
estrutura genética destas popula¢des ainda € pouco conhecida, sendo escassos os estudos
sobre filogeografia dessa ictiofauna. Considerando que Astyanax paranae representa a unica
espécie do complexo scabripinnis na bacia do Alto rio Parani, a auséncia de dados
moleculares populacionais e as evidéncias citogenéticas e morfoldgicas de que esta espécie
ndo represente uma unidade monofilética, faz-se necessario um amplo estudo filogeografico e
filogenético em Astyanax paranae. O presente projeto teve como objetivo caracterizar a
variabilidade genética em populacdes de Astyanax paranae e estabelecer as relacdes
filogenéticas filogeograficas entre as linhagens mitocondriais na bacia do rio Paranapanema.
As andlises foram realizadas através da andlise de sequéncias do DNA mitocondrial a partir
do gene Citocromo B (cyt b) que foram completamente seqiienciados. Foram analisadas 8
populagdes de Astyanax paranae: 2 populagdes da bacia do rio Pardo, 1 Cdrrego Hortela, 2
Véu de Noiva, Botucatu/SP; 4 populagdes da bacia do rio Tibagi, 1 populacio Maria da
Serra/PR; 1 Ponta Grossa/PR, 1 Cambé/PR, 1 Castrolanda/PR; 1 popula¢do do rio Itapetiniga,
rio Itapetininga, Itapetiniga/SP.; o nimero de individuos por populag¢do variou de 1 a 5. Como
grupo externo foram analisados 1 populag@o de Astyanax altiparanae com 3 individuos (Véu
de Noiva pt2, Botucatu/SP); 1 populacdo de Astyanax fasciatus com 5 individuos (regido de
Itapetiniga/SP) e 1 populagdo de Astyanax bockmanni com 2 individuos (Véu de Noiva pt2,
Botucatu/SP); num total de 39 individuos. Entre as 8 populagdes analisadas se inclui a
populacdo da localidade tipo na bacia do rio Tibagi (Castrolanda/PR). As analises e
alinhamento das seqiiéncias foram realizadas nos programas Multalin, Multiple sequence
alignment with hierarchical clustering, ¢ DAMBE, Data analysis in molecular biology and
evolution. As andlises filogenéticas foram conduzidas através do uso do programa MEGA,
Molecular Evolutionary Genetics Analysis. Os resultados obtidos auxiliardo na melhor
compreensdo sobre a taxonomia e historia evolutiva do género, que ainda apresenta muitas

espécies consideradas insertae sedis.
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1. INTRODUCAO

Diversas razdes fazem dos peixes um O&timo objeto de estudos, desde fatores
bioldgicos como as mais impressionantes especializagdes de morfologia, fisiologia e
comportamento (Purdom, 1993) criando uma diversidade imensa, mas fragil, que pode ser
facilmente perdida, até fatores econOmicos por apresentarem uma consideravel importancia
para a sobrevivéncia do homem, na forma de alimentos e na gera¢do de renda. Porém essa
relacdo esta sendo ameacada por nds mesmos, enquanto sistemas de dgua doce provem bens e
servicos, importantes € unicos, para a sociedade, eles sdo ameagados por diversas atividades
humanas, incluindo engenharia, polui¢do e super exploragao de recursos naturais (Vrijenhoek
1998). Recentemente, houve um decréscimo global nos estoques pesqueiros (Garcia &
Grainger, 2005; Pauly et al., 2005) e a situagdo, atualmente, dos mesmos ¢ a seguinte: Os
pesqueiros superexplorados, totalmente explorados e exauridos que eram 69% em 1995
aumentaram para 75% em 2002 e somente 1% do estoque estd em estado de recuperacdo
(FAO, 2002; Ormerod, 2003). Essa situagdo ¢ encontrada em estoques pesqueiros brasileiros
(Vasconcellos & Gasalla, 2001).

Outras atividades humanas, como inundacdes, canalizacdes, regulacdo das aguas e
irrigacdo, modificam o ciclo hidrolégico (Giller, 2005). Muitas dessas atividades obstruem
rios, modificam habitats, impedem animais aquaticos de chegar nos habitats de cabeceira e
isolam populacdes da parte alta dos rios. Populagdes que estdo fisicamente e geneticamente
isoladas sofrem com a diminuicdo do tamanho populacional e intercruzamento, que podem
aumentar o risco de extingdo (Shaffer 1981; Brook ef al. 2002; Morita et al. 2009).

Essas agdes impdem uma forte pressdao nesses organismos € no ambiente, assim sendo
o conhecimento detalhado de aspectos da biologia e genética desses organismos se faz
necessario, ja que as analises de genética de populagdes em niveis e abaixo de espécies sdo
pontos de partida importantes para a conservacdo de espécies e exploracdo sustentavel.
(Ovenden et al. 2009). Através da andlise de marcadores moleculares, a genética de
popula¢des revela novidades na divergéncia populacional e dispersdo local. Isso nos auxilia a
fazer inferéncias sobre a conectividade entre populagdes e viabilidade evolucionaria, e isso
tem importantes aplicagdes nos manejos de conservacdo (Conservation Genetics; e.g.

Frankham 1996; Latta 2008).



O estudo da variabilidade genética ndo s6 ¢ de grande importancia para medidas de
conservagdo, como também de criacdo de peixes, que depende do conhecimento sobre a
quantidade de variabilidade existente em uma unidade reprodutiva local (Carvalho, 1993).

Peixes primariamente de dgua doce provem excelentes oportunidades para estudar
questdes biogeograficas. A distribuicdo dos mesmos ¢ restrita a sistemas de drenagem de
lagos e rios, portanto sua evolugdo e dispersdo esta relacionada com eventos paleogeograficos
das bacias. Eventos histdricos de conexdo de sistemas hidrograficos, resultado de atividades
geoldgicas, podem moldar a estrutura genética de populagdes de peixes em bacias associadas
(e.g. Bermingham & Martin, 1998; Durand et al., 1999; Pfrender et al., 2004).

A regido Neotropical ¢ a mais rica em numero de peixes de agua doce, e pode
representar 25% de todas as espécies deste grupo distribuidas pelo mundo (Schaefer, 1998). A
Convengdo de Diversidade Biologica reconhece 4475 espécies de peixes de dgua doce
Neotropicais e 1550 espécies ainda ndo descritas, totalizando 6025 espécies, distribuidas em
71 familias de 25 ordens diferentes (Reis et al., 2003). O numero de espécies, no entanto,
pode chegar a 8000 de acordo com outras estimativas (Schaefer, 1998; Vari & Malabarba,
1998).

A chamada ictiofauna de riacho, que abrange peixes com porte menor que 15cm, € a
que esta mais ameagada pelas alteragdes humanas, pois esses peixes apresentam um alto grau
de endemismo correspondendo a 50% das espécies da icitiofauna de agua doce descritas na
América do sul (Castro et al., 2003). Estas espécies sdo dependentes da vegetagdo riparia
para a alimentagdo, abrigo e reprodugdo, por isso estdo ameacadas por atividades antropicas
como desmatamento, uso de fertilizantes e praguicidas associados a atividades agricolas
intensivas (Castro et al., 2003; Castro et al., 2005).

Ainda ¢ pequeno o numero de trabalhos utilizando dados moleculares para interpretar
a historia filogenética dos peixes Neotropicais, mas eles indicam que a taxonomia dos peixes
de agua doce desta regido, muitas vezes distorce nossa visdo de relacionamentos ao nivel de
espécie (Perdices et al., 2002). Portanto o estudo da sistematica, evolug¢do e ecologia das
espécies de peixes de pequeno porte € o grande desafio da ictiologia Neotropical do século 21
(Castro et al., 2003; Castro et al., 2005).

Dessa forma, o grupo de peixes de pequeno porte, tem atraido a ateng¢do de
pesquisadores devido a sua fragilidade e diversidade. Varias pesquisas ja estdo em andamento
como, por exemplo, o desenvolvimento do projeto Tematico “Diversidade de peixes de
riachos e cabeceiras da bacia do Alto rio Parana no estado de Sao Paulo, Brasil” dentro do

programa BIOTA-FAPESP, que identificou novas espécies (6 para a bacia do Tieté, 8 para a



bacia do Paranapanema e 4 para a bacia do rio Grande) além de vérias espécies com status
taxondmico indeterminado, principalmente no género Astyanax (Castro et al, 2003; Castro et
al., 2004; Castro et al., 2005).

Assim a necessidade no aprofundamento das pesquisas em relacdo ao grupo de peixes
de pequeno porte ¢ evidente e mais estudos genético-moleculares enfocando aspectos
filogeograficos e filogenéticos para esses peixes precisam ser desenvolvidos. Tais estudos sido
importantes ferramentas para a identificacdo molecular de novas espécies numa area de
reconhecido endemismo e subestimativa da ictiofauna, justificando assim a elaboracdo da

presente proposta.

1.1 A Bacia do Paranapanema

Uma bacia hidrografica pode ser entendida como uma area onde a precipitagdo ¢
coletada e conduzida para seu sistema inter-relacionado de drenagem natural, onde o
movimento da agua superficial inclui todos os usos dela e do solo, existentes na localidade
(Magalhaes, 1989).

O Rio Paranapanema nasce na Serra de Paranapiacaba, aproximadamente 900 m de
altitude, e desagua no Rio Parand apds percorrer cerca de 500 km e receber como tributarios
principais os Rios Itararé, Pardo, Tibagi e Pirapd (Ziesler & Ardizzone, 1979), fazendo a
maior parte da fronteira entre os Estados de Sdo Paulo e Parand. Sua bacia de drenagem
possui aproximadamente 109.600 km2 (Sampaio, 1944), estendendo-se por trés grandes
unidades do relevo brasileiro: o Planalto Atlantico, a Depressdo Periférica e o Planalto
Arenitico Basaltico Ocidental (Ab’Saber, 1956). A Serra de Paranapiacaba, onde se situa sua
nascente, constitui o divisor de dguas das bacias pequenas voltadas para a costa, do Ribeira de
Iguape, do Paraiba do Sul e do Paran4, com altitudes de até¢ 1.100 m e afloramentos de rochas
pré-cambrianas constitutivas.

Deixando a serra, os afluentes da margem direita da bacia do Rio Paranapanema
seguem por uma faixa de terrenos sedimentares carbonifero-permianos dos grupos Itararé e
Passa Dois e, a partir das proximidades da cidade de Piraju, correm pelo grande dominio dos
derramamentos basalticos do final do Mesozdico, a chamada formacgdo Serra Geral. Em seu
trecho final, das proximidades da cidade de Teodoro Sampaio até seu encontro com o rio
Parand, drena os sedimentos cretaceos da formacdo Caiud (Instituto Geografico e Geoldgico,

1974).



10

O clima geral nas porgdes superior e média da bacia ¢ tropical subquente e
superimido, com subseca, enquanto que na porg¢do inferior € tropical subquente imido, com
um a dois meses secos. De modo geral, hd pelo menos um més por ano com temperatura
média inferior a 18°C e a temperatura média no més mais quente € superior a 22°C. A maior
parte da bacia estd inclusa nas isoietas de 1.200 mm anuais (Nimer, 1989). No passado
recente, a area da bacia de drenagem do Rio Paranapanema era majoritariamente coberta
pelos Bosques Subtropicais Deciduos e Mesofiticos do Brasil Oriental e Meridional
(=Floresta Estacional Semidecidual) (Huek & Seibert, 1981). Sua ictiofauna, até o momento,
foi pouco ou nada estudada, sendo os poucos trabalhos efetivamente publicados — com
excecdo de Henry et al. (1994), Uieda et al. (1997), Casatti et al. (2001) e Casatti (2002),
lidando com a fauna de riachos - limitados a fauna de porte médio a grande sobrevivente nos
reservatorios (p. ex. Carvalho et al., 1998). Infelizmente, do ponto de vista ambiental, o Rio
Paranapanema foi bastante impactado pela a¢do antrdpica relativamente recente.

Seu canal principal atualmente consiste de uma sucessdo de barragens (UHEs
Jurumirim, Chavantes, Salto Grande, Canoas II, Canoas I, Capivara, Taquarugu ¢ Rosana),
com uma poténcia total instalada de 2.304 MW, alagando aproximadamente 1.800 km2 de sua
bacia de drenagem (www.dukeenergy.com.br/pt/links.asp, 08.ix.2001). A constru¢do de
barragens para hidroelétricas ¢ uma das mais sérias mudangas ambientais para espécies
habitantes tanto da terra como da 4gua. O reservatorio pode causar modificagcdes nos meios de
dispersdo de varias espécies de peixes migratdrios (Agostinho et al., 1992) e, sob certas
circunstancias, pode levar a extingdo de espécies que ndo conseguem se adaptar a esse tipo de
mudanga (Godinho & Godinho, 1994).

Barragens podem promover quebras no processo de fluxo génico entre populacdes de
organismos aqudticos, com subseqiiente alteracdes na freqiiéncia de genes de espécies de
peixes (Avise & Felley, 1979; Revaldaves et al., 1997; Neeras & Spruell, 2001). Redugdo na
dispersdo e fluxo génico podem em tempos, alterar a relativa propor¢do dos componentes
intra- e inter- populacionais de diversidade (Vrijenhoek, 1998).

Da vegetacdo original da area estudada no presente trabalho, praticamente nada
sobrou, sendo os Parques Estaduais de Intervales e Morro do Diabo (Inventéario Florestal do
Estado de Sao Paulo, 1993), os unicos fragmentos continuos de floresta com porte

significativo, sendo a area desmatada convertida primariamente a atividades agropecuarias.
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1.2 Filogeografia e Estudos Evolutivos em Peixes Neotropicais

O termo Filogeografia foi proposto por Avise et al. (1987), a partir das observagdes de
que os hapldtipos de mtDNA de populagdes de muitas espécies apresentam localizacdo
geografica especifica, introduzindo uma dimensdo filogenética nas discussdes sobre a
estrutura das populagdes. Com base na distribuicdo geografica dos hapldtipos de mtDNA e no
grau de divergéncia de seqiiéncias entre eles, Avise (2000) prop0s e discutiu cinco categorias
filogeograficas, considerando aspectos da divergéncia de seqiiéncias entre populagdes
alopatricas e simpétricas.

Na categoria I, estdo incluidos os casos em que sdo observadas linhagens de mtDNA
bastante divergentes, em geral com valores superiores a 1-2%, ocupando areas geograficas
distintas (Alopatria). Na categoria II, estdo as linhagens de mtDNA divergentes que ocorrem
na mesma area geografica (Simpatria). Na categoria III, ocorrem linhagens de mtDNA com
baixos valores de divergéncia de seqiiéncias, em geral menores que 1%, ocupando areas
geograficas distintas (Alopatria). Na categoria IV, estdo as linhagens de mtDNA com
divergéncia de seqiliéncias muito baixas ou praticamente nulas e que estdo geograficamente
localizados (Simpatria, com grande drea de distribui¢cdo). Na categoria V, sdo encontradas
linhagens pouco divergentes exibindo uma separacdo espacial parcial, sendo intermediaria
entre as categorias III e IV. De maneira geral, a presenga de clones de mtDNA
filogeneticamente proximos, reflete a ocorréncia de fluxo génico (a0 menos, via materna), ou
a presenca de barreiras recentes, enquanto descontinuidades genéticas mais profundas, podem
evidenciar separagdes populacionais historicamente mais antigas (Avise, 2000).

Ainda de acordo com Avise (2000), cerca de 56% (27) das espécies de peixes de dgua
doce analisadas até aquele momento apresentaram padrdo filogeografico de estruturagdo
populacional da Categoria I, enquanto 17 espécies apresentam o padrdo filogeografico da
categoria Il a V e apenas 4 espécies apresentam o padrio filogeografico da categoria II. As
48 espécies listadas por Avise (2000) estdo distribuidas em sistemas hidrograficos de varios
continentes, principalmente Europa e América do Norte, chamando atencdo o fato de que
nenhuma espécie de peixe de agua doce da regido Neotropical (América do Sul e América
Central) havia sido analisada filogeograficamente.

Este cendrio mudou consideravelmente nos ultimos sete anos. Atualmente cerca de 60
espécies de peixes de dgua doce da regido Neotropical apresentam dados disponiveis sobre
filogeografia molecular (Alves et al., submetidol). Entre estes se destacam o estudo

filogeografico em populagdes de Prochilodus lineatus nos principais rios da América do Sul,
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principalmente na bacia do rio Parana (Sivasundar et al., 2001). Os resultados deste trabalho
sugerem elevado nivel de variag@o nucleotidica entre os haplotipos amostrados na bacia do rio
Parand, sendo possivel identificar hapldtipos divergentes em simpatria (subpopulacdes) nos
rios da Plata e Uruguai. Os autores ainda sugerem que as amostras de P. /ineatus do alto rio
Parand (rio Mogi-Guacu) seriam fortemente relacionadas com os haplétipos encontrados a
2600 km em rios do baixo rio Parana na Argentina. Perdices et al. (2002) apresentam um
extenso trabalho no género Rhamdia na América Central, no qual as inferéncias filogenéticas
mostraram que R. nicaraguensis ¢ sinonimo de R. laticauda e sugerem dois clados para a
América Central, R. guatemalensis e R. laticuada e ndo trés como sugeria Silfvergrip (1996).
Os autores ainda restringem a distribuicdo de Rhamdia quelen apenas para a regido cis-
Andina da América do Sul, diferindo de Silfvergrip (1996) e Bockmann & Grezzelli (2003).
Para testar estd hipotese filogeografica de Rhamdia quelen, Alves et al. (2007) analisaram
populagdes desta espécie ao longo das bacias da Plata, Amazdnica, Orinoco e Essequibo na
América do Sul, e além de confirmar a hipdtese de que Rhamdia quelen ndo estd presente na
América Central e na por¢do trans-Andina da América do Sul, os autores ainda observaram 11
distintas linhagens mitocondriais na regido cis-Andina da América do Sul distintas
geneticamente, sugerindo a ocorréncia de um complexo de espécies, principalmente nas
bacias dos rios costeiros e do Alto rio Parana.

Embora o numero de espécies analisadas sob o enfoque filogeografico tenha crescido
nos ultimos anos (Dergan et al., 2002: Montoya-Burgos, 2003; Batista & Alves-Gomes, 2006;
Willis et al., 2007; Hubert et al., 2007; entre outros) ainda é inexpressivo perto dos cerca de
8000 espécies de peixes de agua doce descritas para a regido Neotropical, de acordo com Reis
et al. (2003). Nesse sentido, as filogenias baseadas em dados moleculares, t€ém fornecido
acesso mais objetivamente a historia evolutiva de espécies/populacdes de peixes de dgua doce
Neotropicais fortemente relacionadas e contribuem para a determinagdo da sua distribuig¢ao
geografica.

Nos ultimos anos as analises filogenéticas em peixes eram predominantemente
realizadas apenas com base na analise de genes mitocondriais (Montoya-Burgos ef al., 1998;
Zardoya & Doadrio, 1999; Perdices & Doadrio, 2001; Strecker et al., 2004; Templeton, 2004;
Alves, 2005; Alves et al., submetido2; Hardman, 2005), que tem se provado ser um
importante marcador molecular para estudos evolucionarios em populagdes de animais,
devido a sua ancestralidade materna, relativa substituicdo rapida de bases, falta de
recombinacdo e facil isolamento (Avise et al., 1987). No entanto, atualmente hd uma nova

tendéncia em utilizar genes nucleares e mitocondriais em conjunto tanto em andlises de
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sistemdtica molecular como em filogeografia (Calcagnotto et al., 2005; Perdices et al., 2005;
Morrison et al., 2006; Hardman & Lundberg, 2006; Betancur-R et al., 2007; Li & Orti, 2007).
De modo geral, parece ser um consenso entre os filogeneticistas que, hd a necessidade de
construgdo de varias hipoteses filogenéticas, baseadas em diferentes conjuntos de caracteres,
antes de se procurar interpretar a histdria evolutiva de um taxon ou de uma regido. Nesta nova
tendéncia, de utilizar genes nucleares e mitocondriais em conjunto, um dos principais e mais
resolutivos genes do genoma nuclear empregado nas analises filogenéticas e filogeograficas
sdo os genes RAG-1 e RAG-2 (Perdices et al., 2005; Sullivan et al., 2006; Li & Orti, 2007,
Betancur-R et al., 2007).

1.3 O género Astyanax Baird e Girard, 1854: Aspectos ecoldégicos, taxonémicos e

genéticos

O género Astyanax Baird e Girard, 1854, conhecido popularmente como o grupo dos
“Lambaris”, ¢ um dos maiores em numero de espécies entre os peixes Neotropicais, com
cerca de 100 espécies validas descritas (Lima et al., 2003; Haluch & Abilhoa, 2005; Melo &
Buckup, 2006; Bertaco & Garutti, 2007). Ele se encontra na familia Characidae que faz parte
da ordem Characiformes (Fink & Fink, 1981), representando aproximadamente 55% desta
ordem, que engloba a maior parte dos peixes brasileiros de d4gua doce, sendo que, na América
do Sul, compreende cerca de 30 subfamilias e 250 géneros (Britski, 1972). Em uma revisao
recente, perto de 90 espécies validas foram consideradas insertae sedis nos Characidaes (Reis
et al., 2003). A ultima revisdo completa do gé€nero, feita por Eigenmann ha cerca de 70 anos
(1912 e 1927), considerava 74 espécies e subespécies € nos anos que se seguiram espécies
foram retiradas do género e varias outras foram descritas. No trabalho mais recente sobre o
género, Géry (1977) arranjou as espécies dentro de um esquema que segue fundamentalmente
aquele proposto por Eigenmann e reconhece pouco mais de 60 espécies, aparentemente
desconsiderando algumas e referindo-se a outras como subespécies.

Sua ampla distribuicdo deste o sul dos Estados Unidos a regido central da Argentina,
ocupando diversos tipos de habitat em rios e riachos, faz com que este seja um dos géneros
mais complexos entre os peixes de agua doce da regido Neotropical. Embora alto, o nimero
de espécies de Astyanax ainda € subestimado, entre os anos de 2003 e 2007 foram descritas 16
novas espécies no género, principalmente pertencentes ao complexo scabripinnis. De acordo

com Garutti (1995) o género Astyanax tem uma distribuicdo compartimentalizada, sugerindo
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um endemismo notdvel, existe uma diferente forma para cada bacia e, dentro de cada bacia,
existem diversas formas com relativa distribuicdo geografica restrita.

A sistematica do género ¢ complicada e ainda ndo estd resolvida devido a falta de
evidéncias para corroborar seu status monofilético, assim pode tratar-se de diferentes e
independentes linhagens evolutivas (Weitzman & Fink, 1983; Zanata, 1995; Weitzman &
Malabarba, 1998; Melo & Buckup, 2006; Bertaco & Garutti, 2007).

A definicdo atual de Astyanax ¢ baseada na combinacdo de caracteres propostos por
Eigenmann (1917), tnica revisdo do género disponivel, no qual muitos destes caracteres sdo
compartilhados com outros géneros de Characidae (Bertaco e Lucena, 2006).

A complexidade envolvida na genética do género Astyanax é quase tdo grande quanto
a sua dispersdo. Embora exista um bom numero de trabalhos levantando dados citogenéticos
sobre o género, eles ainda sdo insuficientes dada a dispersdo do mesmo que vai desde do sul
dos Estados Unidos, onde foram encontrados exemplos de A. mexicanus apresentando 2N=50
(Kirby, 1977 apud Fernandes & Martins-Santos, 2004), até a Argentina, onde foram
encontrados exemplos de A. bimaculatus apresentando 2N=50 (Fenochio et al. 1994 apud
Fernandes & Martins-Santos, 2004).

No Brasil o numero de trabalhos ¢ grande, principalmente no complexo A.
scabripinis, no nosso pais se encontra espécies de A. bimaculatus, apresentando 2N=50,
provenientes da bacia do Trairi no Rio Grande do Norte (Fernandes & Martins-Santos, 2004),
até Trés Bocas no Parana onde espécies de A4. fasciatus apresentam 2N=46 (Carvalho et al,
1998). Na bacia do Alto Parana as principais espécies como, 4. altiparanae, A. bockmanni, A.
schubarti, apresentam 2N= 50, 2N=50 e 2N=36 respectivamente. Ainda s3o encontrados os
provaveis complexos de espécies como, 4. fasciatus que apresentam citotipos que variam de
2N= 46, em sua maioria, at¢ 2N=48 em algumas poucas populagdes. A espécie 4. paranae
unica representante do complexo A. scabripinis na bacia Paranapanema, também apresenta
indicios de ser um pequeno complexo de espécies. Os numeros dipldides mais frequentes em
Astyanax paranae sido 2n=50 e 2n=48 cromossomos, entretanto algumas populacgdes
apresentam 2n=46 (Maistro et al., 1998; Alves & Martins-Santos, 2002; Porto-Foresti et al.,
1997).

No ramo da genética molecular alguns trabalhos sdo encontrados utilizando-se genes
mitocondriais e nucleares. Ornelas-Garcia et al. (2008) propuseram um modelo de dispersdo
filogeografica para o género Astyanax na América Central e sul da América do Norte, com
base no gene mitocondrial Citocromo B (CitB) e no gene nuclear RAGI. Em outro trabalho

na regido sul da América do norte e América Central, Strecker et al. (2004), propde um
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modelo filogeografico de disper¢do para os Astyanax de caverna, utilizando uma parte do
Citocromo B (CitB) assim como novas propostas taxondmicas para o género. Na bacia do
Alto Parand, o trabalho de Moysés & Almeida-Toledo (2002) utilizou a técnica de RFLP para
identificar padrdes nas espécies de A.altiparanae, A. fasciatus, A. lacustris, A. scabripinnis
paranae e A. schubarti.

Assim como a sistematica do género ndo esta resolvida, o status taxonomico de
algumas espécies de Astyanax ndo ¢ completamente claro e muitas vezes complexos de
espécies sdo encontrados. No Alto rio Parana estdo presentes 3 complexos:

1) “complexo Astyanax bimaculatus” composto aproximadamente por 18 espécies e
subespécies que ¢ caracterizado pela presenca de macula umeral negra horizontalmente
ovalada, duas barras verticais escuras situadas na regido umeral, € macula negra no pedunculo
caudal estendida até os raios caudais medianos.

2) “complexo Astyanax fasciatus” caracterizado por possuir uma série de escamas da
pré-dorsal regular, terceiro da infra-orbital ndo cobrindo o opérculo, macula umeral alongada,
faixa lateral prateada que se torna negra no pedunculo caudal se estendendo sobre os raios
caudais medianos, origem da nadadeira dorsal igualmente distante do focinho e da nadadeira
caudal e um ou mais dentes no osso maxilar, raramente trés. Um exemplo dessa complexidade
taxondmica ¢ o trabalho realizado por Strecker et al. (2004) com populagdes de espécies de
Astyanax na América Central e do Norte no qual os resultados sugerem que a divergéncia
genética baixa observada, ndo ¢ compativel com a taxondmia proposta, e que as espécies
encontradas nesta regido, mesmo as de cavernas, como A. mexicanus, devam constituir uma
simples unidade taxondmica, Astyanax fasciatus.

3) “complexo Astyanax scabripinnis” composto de 15 espécies compartilhando
numero reduzido de raios ramificados da nadadeira anal, altura do corpo reduzida, cabeca e
corpo robustos (Garutti & Britski, 2000; Bertaco & Lucena, 2006; Melo & Buckup, 2006).
Eigenmann (1921) ao descrever Astyanax scabripinnis reconheceu diferencas morfoldgicas
populacionais e as atribuiu erroneamente como subespécies € ndo como espécies distintas
estritamente relacionadas. Os primeiros autores a reconhecer Astyanax scabripinnis como um
complexo de espécies foram Moreira-Filho & Bertollo (1991), com base em caracteres
morfoldgicos e cariotipicos que diagnosticaram ao menos seis populacdes dos rios da bacia do
Sao Francisco e alto rio Parana. A discussdo sobre o complexo scabripinnis foi expandida por
Bertaco & Malabarba (2001) com a descricio de duas novas espécies relacionadas ao

complexo de espécies. Deste entdo, a atual tendéncia ¢ de considerar as subespécies de



16

Astyanax scabripinnis como espécies validas (Bertaco & Malabarba, 2001; Lima et al., 2003;
Bertaco & Lucena, 2006).

Embora as subespécies de Astyanax scabripinnis sejam reconhecidas como espécies
validas, um profundo estudo taxondmico e sistematico neste complexo ainda € necessario,
para assim, se estabelecerem as relagdes filogenéticas entre as espécies validas e identificar
novas espécies pertencentes ao complexo scabripinnis.

A espécie Astyanax paranae, portanto, de acordo com a nova tendéncia taxondmica ¢
a unica espécie do complexo scabripinnis presente na bacia do Paranapanema. Uma das
principais caracteristicas de Astyanax paranae ¢ seu habito restrito as nascentes de riachos
(Caramaschi, 1986), diferente das demais espécies do género encontradas nesta bacia
hidrografica. Esta caracteristica ecoldgica define um drastrico isolamento populacional que
certamente reflete na estrutura populacional desta espécie ao longo da bacia do alto rio
Parand. Este fato sugere a necessidade de um amplo estudo filogeografico em Astyanax
paranae ¢ o torna um excelente modelo para estudos de estrutura de populagdes e historia

evolutiva em peixes de riachos Neotropicais.

1.4 Justificativa

A auséncia de dados moleculares populacionais robustos e as evidéncias morfologicas
de que 4. paranae ndo deva constituir uma unidade monofilética na bacia do Alto rio Parana,
justificam a presente proposta e reforcam a necessidade de um amplo estudo filogeografico e

filogenético.

S, T
-r*l'l lqul_n-'-'," ety

Figl. Exemplar de Astyanax paranae retirada de Castro et al. (2003).
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2. OBJETIVOS

Para o desenvolvimento do trabalho, foi considerada a seguinte hipdtese e objetivos
especificos:

Hipotese a ser testada: “Na bacia do rio Paranapanema as populacdes de Astyanax paranae,

isoladas geograficamente apresentam baixo fluxo génico, possibilitando a identificagdo de
linhagens mitocondriais exclusivas para os principais rios que compdem estd bacia
hidrografica”.

Objetivos especificos:

- Estabelecer as relagdes filogenéticas entre as populagdes de Astyanax paranae, buscando
identificar clados altamente divergentes que possam ser representantes de outras espécies
do género.

- Propor modelos biogeograficos de dispersdo e colonizagdo populacional para a

ictiofauna de riachos na bacia do rio Paranapanema.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O trabalho foi desenvolvido sobre o enfoque da filogeografia e sistematica molecular de
populagdes de Astyanax paranae na bacia do Paranapanema, buscando identificar a estrutura
genética das populagdes, o modo de distribuicdo das linhagens ao longo desta bacia e as
relagdes filogenéticas entre as linhagens do DNAmt.

Para as andlises filogenéticas foram utilizadas seqiiéncias do gene mitocondrial
Citocromo B (cyt b).

Inicialmente foram analisadas 8 populagdes de Astyanax paranae: 2 populagdes da
bacia do rio Pardo, 1 do Cérrego Horteld, 2 do Véu de Noiva, Botucatu/SP; 4 populagcdes da
bacia do rio Tibagi, 1 populagdo Maria da Serra/PR; 1 de Ponta Grossa/PR, 1 de Cambé/PR, 1
de Castrolanda/PR e 1 populacdo do rio Itapetiniga, rio Itapetininga, Itapetiniga/SP, tendo o
nimero de individuos por populagdo variadode 1 a 5.

Como grupo externo foram analisados 1 populagdo de Astyanax altiparanae com 3
individuos (Véu de Noiva pt2, Botucatu/SP); 1 populacdo de Astyanax fasciatus com 5
individuos (regido de Itapetiniga/SP) e 1 populacdo de Astyanax bockmanni com 2 individuos
(Véu de Noiva pt2, Botucatu/SP); em um total de 39 individuos.

Entre as 8 populacdes analisadas se inclui a populagdo da localidade tipo na bacia do

rio Tibagi (Castrolanda/PR).
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Fig. 2: Mapa da bacia do Alto Rio Parana evidenciando os pontos de coleta.
3.2 METODOS
3.2.1. Extracido de DNA
O DNA total foi obtido a partir de amostras de musculo e/ou figado utilizando a

técnica de Fenol-Cloroférmio-Alcool isoamilico (Sambrook, 2001):

1. Preparar uma solug¢ao de lise contendo:

SOLUCOES VOLUME/AMOSTRA
TNE 1X 300uL
Tris-HC1 1M (pH 8,0) 30uL
SDS 10% 20pL
Proteinase K (20mg/mL) 25uL
Volume final 3345uLL

2. Colocar as amostras de tecidos em um tubo eppendorf juntamente com a solugio de

lise recém preparada e dar um vortex de 15 segundos em cada tubo;



22

3. Deixar os tubos em estufa a 37°C overnight e, em seguida, adicionar 8uL de RNase
10mg/mL;

4. Deixar os tubos com RNase em estufa a 37°C por 1 hora, agitando o tubo a cada 30
minutos;

5. Levar os tubos com os tecidos completamente digeridos para a capela e adicionar
400uL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25: 24: 1);

6. Dar um vértex de 30 segundos e, em seguida, centrifugar a 14.000 rpm por 10
minutos;

7. Retirar os tubos da centrifuga com cuidado para ndo misturar as fases e transferir o
sobrenadante (fase aquosa contendo DNA) para um novo tubo correspondente;

8. Adicionar a cada tubo 60uL acetato de sdédio 3M (pH 5,3) e inverter o tubo
lentamente para a completa mistura do sal com a solugéo;

9. Adicionar a cada tubo 600uL de etanol absoluto gelado e inverter o tubo como no
passo anterior (se houver formagdo de nuvens, transferir para um novo tubo contendo 1000puL
de etanol absoluto);

10. Deixar os tubos no freezer por 30 minutos;

11. Centrifugar os tubos a 14.000 rpm por 30 minutos para a completa retirada da
mistura etanol + acetato de sodio;

12. Adicionar 150pL de etanol 70% a temperatura ambiente e centrifugar novamente a
14.000 rpm por 30 minutos;

13. Descartar o sobrenadante, certificando-se que o precipitado de DNA continua
aderido a parede do tubo;

14. Repetir os passos 12 e 13 (exceto nos tubos onde ocorreu a formagao de nuvens);

15. Secar o DNA em estufa a 37°C por 30 minutos, colocando os tubos abertos sobre
folhas de papel absorventes;

16. Ressuspender o DNA com 100uL (sem nuvens) ou com 250uL (com nuvens) de
agua Milli Q autoclavada, agitando o tubo delicadamente para soltar o DNA que estd aderido
a parede;

17. Levar o material para a estufa a 37°C por 30 minutos e, posteriormente, transferir
os tubos para a geladeira (4°C) e manter overnight para a completa ressuspensao;

18. Armazenar em freezer (-20°C) para conservar por longo prazo.
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3.2.2. Amplificacio do DNA
O gene mitocondrial Citocromo B (cyt b), foi amplificado completamente (1140pb)

utilizando o seguinte conjunto de primers:

L-GluDG-CitF 5 - TGA CCT GAA RAA CCA YCG TTG - 3°
H-16460-CitR  5’- CGA YCT TCG GAT TAC AAGACCG-3’

A reagdo de amplificagdo por PCR do gene Citocromo B (cyt b) foi preparada em um

tubo de 0.5 mL, com os reagentes e volumes descritos a seguir:

SOLUCOES VOLUME/AMOSTRA
Mix PCR * (Qiagen) 6,25uL
Agua Milli Q 525uL
Primer F 10uM 0,5uL
Primer R 10pM 0,5uL
DNA 1,0pL
Volume final 13,5uLL

* Na solu¢do de MIX PCR estdo contidas os reagentes Taq DNA polimerase 5U, Tampdo da enzima 10X, MgCl,
1,5mM e dDNTP (dideoxinucleotideo trifosfato) 200uM.

Para o gene mitocondrial CytB, o programa de PCR consistiu de um ciclo inicial de
desnaturag@o a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 55°C por 45
segundos para anelamento dos primers, 68°C por 90 segundos, estendendo a cadeia e uma
extensdo final de 72°C por 5 minutos.

A reagdo de PCR foi realizada em termociclador EPPENDORF®, modelo
MasterCycler EP Gradient. Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1,0%,
corados com 2ul. SYBER Safe (10,000X) (Invitrogen®), em 1pL tampao de corrida blue
Juice (10X) e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta, verificando a qualidade e
tamanho dos fragmentos amplificados. A quantificacdo do produto génico amplificado foi
realizada utilizando o marcador de peso molecular Lambda (A) DNA 50ng e 30ng, verificados

em gel de agarose 1% (Figura 3)
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Figura 3.: Exemplo de quantificagdo do produto génico (Cyt b)
amplificado por gel de agarose.

3.2.3. Limpeza do produto de PCR para Sequenciamento

Para a realizagio do PCR de sequenciamento do gene Citocromo B (cyt b),
padronizou-se as amostras em 50ng de DNA/uL, nesse sentido, apenas as amostras
amplificadas por PCR que obtiveram este valor na quantificagdo seguiram para a proxima
etapa de purificagdo através do tratamento com a enzima EXOSAP (GE Healthcare), de
acordo com o protocolo abaixo:

1. Limpar 10uL do produto de PCR, adicionando 2uL de Exosap e 2uL de agua Milli
Q autoclavada;

2. Levar os tubos recém preparados ao termociclador em um ciclo de 1 hora a 37°C e
15 minutos a 80°C;

3. Retirar os tubos do termociclador e fazer 2 novos tubos, aliquotando em um tubo
SuL do produto ja limpo com 2,5uL de primer foward (F) e em outro tubo primer reverse (R),
seguindo os mesmo volumes do tubo um.

O DNA purificado foi enviado para o sequenciamento no Centro de Estudos do
Genoma Humano da USP, onde foi realizada a reagcdo de PCR de sequenciamento, a limpeza
deste PCR e o sequenciamento em sequenciador automatico de DNA modelo MEGABACE
1000 (GE HealthCare™) com o kit DYEnamic ET terminator reagent premix para
MEGABACE (Amersham Biociences), através de terceirizagdo de servigos pela Universidade

de Sao Paulo (USP).
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3.2.4. Analise das sequéncias

Os programas Multalin, Multiple sequence alignment with hierarchical clustering,
(Corpet, 1988) e DAMBE, Data analysis in molecular biology and evolution (Xia e Xie,
2001), foram utilizados para realizar o alinhamento das sequéncias. Além disso, utilizou-se o
programa DAMBE para verificar a satura¢do dos dados, através da elaboracdo do grafico de
transicao/transversao.

As andlises filogenéticas foram conduzidas através do uso do programa MEGA,
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Tamura et al., 2007), no qual foram determinadas
a composicdo nucleotidica das sequéncias, a distdncia genética e a elaborag¢do das arvores
filogenéticas pelos métodos de Neighbor-Joining (NJ), Minimum Evolution (ME) e Maximum
Parsimony (MP). O teste de bootstrap (Felsenstein, 1985), foi utilizado para dar suporte aos
clados obtidos pelas analises filogenéticas através dos métodos de NJ, ME e MP. Foram
empregados 1000 réplicas de bootstrap para cada andlise. O reldgio molecular foi calculado
assumindo a taxa de evolu¢do do gene em 0,8 % de divergéncia por milhdo de ano para o
gene Citocromo B (cytB) em Astyanax (Ornelas-Garcia, 2008) e 1,09%/Ma para peixes
(Berminghan et al., 1997).

As andlises filogeograficas previstas no plano inicial do projeto ndo foram realizadas

devido a dificuldades taxondmicas, como mencionado a seguir nos Resultados e Discussao.
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4. RESULTADOS

4.1 Composicio nucleotidica das seqiiéncias do gene Citocromo B.

O alinhamento das seqiiéncias das populagdes de 4. paranae e de suas espécies irmas
A. altiparanae, A. fasciatus e A. bockmanni indicou um total de 1136 pares de base para o
gene Citocromo B, sendo 809 pares de base conservados, 328 pares de base variaveis, 238
pares de base filogeneticamente informativos para analises de Méaxima Parcimonia e 90 pares
de base Singleton. Os nucleotideos presentes nas sequéncias de Astyanax apresentaram a
seguinte composi¢do média de bases: 30,5 (T), 29,0 (C), 26,6 (A) e 13,9 (G) (Tabela 1) e
média de 378 codons utilizados. Essa composi¢do nucleotidica comprova que o gene
sequenciado ¢, de fato, um gene mitocondrial, j& que, em vertebrados, a quantidade média da

base “G” ¢ superior as demais bases nitrogenadas.

Tabela 1.: Freqiiéncia da composicdo nucleotidica do gene Citocromo B para as

espécies do género Astyanax

TU) C A G Total
amexicanusl 31.1 28.4 27.1 13.4 1135
AP1-41-438 30.3 29.1 26.8 13.7 1136
AP2-42-439 30.2 29.4 26.6 13.8 1136
AP3-43-440 30.2 29.4 26.6 13.8 1136
AP4-44-441 30.3 29.1 26.8 13.7 1136
AP5-45-472 30.1 29.6 26.3 14.0 1136
AP6-46-473 30.3 29.5 26.1 14.1 1136
AP7-47-474 30.5 29.0 26.6 14.0 1136
AP8-48-475 30.0 29.7 26.2 14.1 1136
AP9-49-476 30.1 29.6 26.2 14.1 1136
AP10-50-529 31.5 27.6 27.1 13.7 1136
AP11-51-530 31.7 27.6 269 13.7 1136
AP12-52-531 31.8 27.6 27.0 13.6 1136
AP13-53-532 31.7 27.3 272 13.8 1136
AP15-55-534 29.7 29.8 26.8 13.7 1136
AP16-56-535 29.7 29.8 26.8 13.7 1136
AP17-57-536 29.7 29.8 26.8 13.7 1136
AP18-58-544 29.8 29.8 27.2 13.3 1136
AP19-59-545 31.8 27.7 269 13.6 1136
AP20-60-546 30.0 29.6 26.7 13.7 1136
AP21-61-547 30.3 29.2 26.8 13.7 1136
AP22-62-548 30.0 29.6 26.7 13.7 1136
AP23-63-549 30.1 29.4 26.7 13.8 1136
AP24-64-550 30.2 29.4 262 14.2 1136
AP25-65-551 30.7 28.6 26.4 14.3 1136
AP26-66-552 30.6 28.9 26.2 14.3 1136



AP27-67-553
AP28-68-554
AP29-69-557
AP30-70-558
AP31-71-559
AP32-72-751
AP33-73-752
AP34-74-838
AP35-75-839
AP36-76-840
AP37-77-841
AP38-78-842
AP39-79-843
AP40-80-844

Avg.

30.1
30.1
30.1
30.1
30.0
30.2
30.2
31.8
31.7
31.8
30.1
29.8
30.2
30.1

30.5

29.5
29.5
29.3
29.4
29.4
29.2
29.2
27.7
27.7
27.6
294
29.6
29.4
29.4

259
26.1
26.2
26.1
26.3
26.6
26.6
26.8
26.9
26.8
26.6
26.8
26.6
26.8

14.5
14.3
14.3
14.3
14.3
14.0
14.0
13.6
13.6
13.7
13.9
13.8
13.8
13.7

1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136

29.0 26.6 13.9 1136.0
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A obtencdo das sequéncias consenso foi dada a partir da visualiza¢do simultanea entre

as sequéncias foward (F) e reverse (R) e seus respectivos eletroferogramas (Figura 4).

320

Y AAR
[ Wi \j \ / "\:’

330

C: T €& AC A

340
T € B CBE A

Figura 4.: Exemplo de Eletroferograma, evidenciando os picos de leitura

O alinhamento inicial gerado pelo programa DAMBE foi testado manualmente e as

posi¢des foram corrigidas quando necessario.

A observacdo das seqiiéncias no programa Multalin mostrou que o alinhamento e,

consequentemente, o seqiienciamento estavam confidveis, uma vez que houve uma grande

quantidade de seqiiéncias que possuiam um valor de consenso alto (90%), evidenciado pelas

bases em vermelho.
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4.2. Analises filogenéticas das populacées de Astyanax paranae

A andlise de satura¢do dos nucleotideos foi avaliada pelo programa DAMBE versao
4.5.8 (Xia e Xie, 2001), plotando-se as transi¢des (S) e transversdes (V) contra a divergéncia
genética estimada pelo modelo de evolugcdo de sequéncias “Felsenstein 84” (Figura 6).

Demonstrando que ndo existe saturagdo de dados.

s andv

000 P | | ! ! |
0,0000 0,0406 0.0am 01217 01623 02028 02434

F84 distance

Figura 6.: Grafico de transi¢do (linha “s”) / transvers@o (linha “v”’). Observa-se que ndo ocorreu
saturagdo dos dados.

Ap6s a avaliacdo desses dados preliminares, deu-se segmento as analises filogenéticas,
que foram conduzidas no programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007) pelos métodos de
“Neighbor Joining (NJ)” (Figura 7), “Minimum Evolution (ME)” (Figura 8) e “Méxima
Parcimonia (MP)” (Figura 9), com 1000 re-amostragens pelo método de Bootstrap usando o
modelo evolutivo Nucleotide: Maximum Composite Likelihood. As arvores consenso foram

geradas cortando-se os valores de boostraps menores do que 50%.
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4.3. Distancia genética entre as populacdes de Astyanax paranae e espécies relacionadas

O calculo das distancias genéticas foram conduzidas pelo programa MEGA 4 (Tamura
et al., 2007), utilizando o modelo de evolucdo nucleotidica Kimura 2-parameter. Os resultados
obtidos para a diversidade genética dentro das populagdes variou de 0,0 (Coérrego Horteld) até

0,017 (Véu de Noiva).

Tabela 2.: Valores das distancias genéticas dentro dos grupos. d=distancia genética.

d

A. Mexicanus n/c

Itapetininga 0,016
Fasciatus 0,008
Veu Noi pt 2 0,017
Correg Hort 0,000
Pt Grossa n/c

Castrolandia 0,007
Camb 0,015
M. Serra 0,002
A. bockmanni 0,004
A. altiparanae 0,007
Veu Noi pt 1 0,004

Entre as populacdes as diversidade genética variou de 0,006 entre as populagdes do
Corrego Horteld e Véu Noiva PT-1 e de 0,189 entre as populagdes de Cambe e Véu de Noiva
PT-2).

Tabela 3 .: Valores das distdncias genéticas entre os grupos

1 2 3 4 5 6 7 ) E| 10 11

1 Mex

2 Itapetiniga 0,157

3 A fasciatus 0,158 0,046

4 VeuNoipt2 0,163 0,173 0,184

5 Correg Hort 0,149 0,02 0,045 0,171

6 PtGrossa 0,152 0,021 0,048 0,177 0,019

7 Castrolandia 0,154 0,046 0,019 0,183 0,046 0,044

8 Camb 0,165 0,053 0,015 0,189 0,052 0,055 0,027

9 M. Serra 0,162 0,019 0,048 0,18 0,024 0,022 0,043 0,055
10 A. bockmanni 0,159 0,014 0,045 0,177 0,022 0,019 0,046 0,052 0,009
11 A. altiparanae 0,167 0,165 0,173 0,013 0,163 0,168 0,171 0,178 0,172 0,168

12 veu Noipt 1 0,154 0,022 0,044 0,177 0,006 0,02 0,046 0,052 0,026 0,023 0,168
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4.4. Relogio molecular

Com base na andlise da diversidade genética entre as populagdes de Astyanax paranae

e entre as espécies relacionadas, foi possivel estimar o tempo de divergéncia entre os clados

utilizando as taxas de evolu¢do do gene CirB conhecidas para o género Astyanax (0,8%)

(Ornelas-Garcia, 2008) e para peixes (1,09%) (Berminghan et al., 1997). Os valores dos

calculos estdo apresentados nas tabela 4,5 e 6.

Uma arvore filogenética de consenso para os trés métodos incluindo os valores de

divergéncia genética e tempo de separagdo estimado dos clados estd apresentada na figuralO.

Tabela 4 .: Valores do tempo de divergéncia entre os grupos em Milhdes de anos.

1 Mex

2 Itapetiniga
3 Afasciatus
4 Veu Noi pt 2
5 Correg Hort
b Pt Grossa

7 Castrolandia
8 Camb

9 M.Serra

14 4196

1451975 42575

15421 158~216 16823

136186 1825 4156 156-213

13919 1926 446 1622211723

1411925 42575 1723 167228 42575 40355

151206 4866 1318 173236 4765 50468 2433
1482025 17--23 446 165225 223 201275446 50468

10 A.bockmanni 145198 1281754156 162221 2012751723 42-575  47—65 082511
11 A altiparanae 153-—208 151206158216 1318 149203 15421 156--213 163--222 157215 15421
1411925 201-275 40355 162221 055075 18-~~25 42575 4765 23325 21-28 15421

12 veuNoipt1

11
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Tabela S .: Valores do tempo de divergéncia entre os clados (4. bockmanni incluso no clado

A. paranae) em Milhdes de anos.

A mex

A paranae 143--19.5

A fasciatus 145-198 44-6

A altip 154-21 157—215 166-226

Tabela 6 .: Valores do tempo de divergéncia entre os clados em Milhdes de anos, em detalhe

o tempo de divergéncia entre o clado A. paranae e o novo clado A. bockmanni.

Amex

A paranae 14-19.1

A bockmanni 145—198

A fasciatus 145—198 44-6  45-61

A altip 154-21  155-212 16-218 16,6-226
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Figura 10.: Arvore consenso a partir das andlises de Neighbor-Joining, Minimum Evolution, Maxima
Parsimonia para as espécies Astyanax com base na sequéncia completa do gene mitocondrial CifB. Os valores
dos ramos representam os valores de boostrap (1000 réplicas), que servem de suporte para os clados e as

distancias servem de base para o calculo do tempo de divergéncia entre as espécies.
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5. DISCUSSAO

Como ja dito anteriormente a sistematica do género Astyanax ¢ complicada e ainda
ndo esta resolvida devido a falta de evidéncias para corroborar seu status monofilético, assim
¢ grande a dificuldade de identificag@o das espécies que em varios casos se apresentam como
provaveis complexos de espécies. (Weitzman & Fink, 1983; Zanata, 1995; Weitzman &
Malabarba, 1998; Melo & Buckup, 2006; Bertaco & Garutti, 2007). Inicialmente nesse
trabalho julgava-se que as 8 populagdes amostradas da bacia do rio Paranapanema fossem de
Astyanax paranae (Coérrego Horteld, Véu de Noiva PT-1 e PT-2, provenientes do Rio Pardo,
da regido de Botucatu/SP. Uma populag¢do do Rio Tibagi regido de Maria da Serra/PR. Uma
populagdo da regido de Ponta Grossa/PR. Uma populagdo da regido de Itapetiniga/SP. Uma
populagdo do Rio Tibagi, regido de Cambé/PR. Uma populagdo do Rio Tibagi, regido de
Castrolandia/PR) com numero de individuos por populag¢do variando de 1 a 5. Além de 01
populacdo de Astyanax altiparanae com 3 individuos (Véu de Noiva pt2, Botucatu/SP); 01
populagdes de Astyanax fasciatus com 5 individuos (regido de Itapetiniga/SP) e uma e 01
populagdo de Astyanax bockmanni com 2 individuos (Véu de Noiva PT-2, Botucatu/SP)
utilizadas como grupos irmaos.

Apos as andlises filogenéticas observou-se a inclusdo de diversos grupos que julgava-
se serem A. paranae nos clados de A. altiparanae e principalmente de A. fasciatus, ja as
espécies de A.bockmanni se agruparam dentro do clado dos 4. paranae. Esses resultados sdo
embasados por um alto bootstrap nas raizes das arvores (Fig. 10) e pela alta divergéncia entre
os grupos (Fig. 10).

A posicao de varias populagdes de A. paranae impossibilitou a conclusdo das analises
filogeograficas nesta etapa do trabalho j4 que a grande dificuldade de determinar os limites
entre as espécies restringiu as analises a nivel populacional. No entanto, estamos incluindo
novas populagdes de Astyanax paranae ¢ de espécies relacionadas, especialmente de A.
bockmani para determinar o limite entre as duas espécies. Nesse contexto, realizaremos as
andlises populacionais envolvendo identificacdo de hapldtipos e relagdo filogeografica entre
as populacdes.

Deste modo, discutiremos os resultados obtidos nas analises filogenéticas, onde
observou-se a formacdo de 3 clados bem estruturados (4. altiparanae, A. fasciatus e A.
paranae) suportados por altos valores de bootstrap (99, 99 e 92 respectivamente) e alta

divergéncia entre os clados (18,1% entre A. altiparanae e A. fasciatus, 15,2% entre a
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primeira espécie e A. paranae; ja entre A. fasciatus e A. paranae a divergéncia foi de 4,4%)

(Fig. 10).

5.1 Clado Astyanax altiparanae

O clado 4. altiparanae ¢ composto por 8 individuos de dois pontos (Véu de Noiva PT-
2 e Véu de Noiva PT-1. Botucatu/SP) sendo 5 do primeiro ponto € 3 do segundo. A distancia
genética dentro do clado foi de 1,5%. O tempo de divergéncia desse clado para o dos 4.
fasciatus esta entre 16,6 e 22,6 Milhdes de anos; e a distancia genética ¢ igual a 18,1% . Ja
entre o clado dos A. paranae o tempo de divergéncia esta entre 13,9 e 19 Milhdes de anos; ¢ a

distancia genética ¢ igual a 17,2%.

5.2 Clado Astyanax fasciatus

O clado dos A. fasciatus ¢ composto por 14 individuos de 3 diferentes pontos (Uma
populagdo da regido de Itapetiniga/SP. Uma populacdo do Rio Tibagi, regido de Cambé/PR.
Uma populagdo do Rio Tibagi, regido de Castrolandia/PR) tendo 5 individuos nos dois
primeiros pontos e 4 no terceiro. A distdncia genética dentro do clado foi de 1,7%. O tempo
de divergéncia desse clado para o dos 4. paranae esta entre 4 ¢ 5,5 Milhdes de anos; ¢ a

distancia genética € igual a 4,8%.

5.3 Clado Astyanax paranae

O clado dos A. paranae é composto 17 individuos de 6 diferentes localidades (Corrego
Horteld, Véu de Noiva ptl, provenientes do Rio Pardo, da regido de Botucatu/SP. Uma
populacdo do Rio Tibagi regido de Maria da Serra/PR. Uma populagdo da regido de Ponta
Grossa/PR. Uma populacdo da regido de Itapetiniga/SP) sendo 3 individuos da primeira
regido, 4 da segunda, 3 da terceira, 1 da quarta e 4 da quinta. A populacdo, composta por 2
individuos, de 4. bockmanni ¢ proveniente do Véu de Noiva ptl, regido de Botucatu/SP, foi
colocada dentro do clado dos 4.paranae a baixa divergéncia observada dentro do clado (1,7%
igual ao clado dos 4. fasciatus) embasa esse arranjo e evidencia a identificacdo erronea dos
individuos de 4. bockmanni e ndo dos individuos dos grupos de 4. paranae relacionados a

primeira espécie.
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5.4 Clado Astyanax bockmanni

A formagdo desse novo clado dividiria o dos A. paranae praticamente na metade. Esse
novo clado seria composto por 8 individuos de 4 diferentes localidades (no rio Tibagi, dois
pontos, um na regido de Ponta Grossa e outra na regido de Maria da Serra. Um terceiro ponto
na regido de Itapetininga e o ultimo proveniente do Véu de Noiva ptl, regido de Botucatu/SP)
sendo que o primeiro ponto tem 1 individuo, o segundo 3, o terceiro e o ultimo 2 individuos.

Observou-se uma divergéncia genética dentro dos dois novos clados (4. paranae e A.
bockmanni) igual a 0,9% para os dois e de 2,4 % entre eles. Calculando o relégio molecular,
estima-se que esses dois clados tenham divergido entre 2,2 e 3 milhdes de anos. Mas esses
resultados ndo encontram um alto suporte nos valores de bootstrap nas raizes dos novos
clados (51 para A. bockmanni e 53 para A. paranae) (Fig.10), sendo a hipdtese de um grande

clado composto apenas por 4. paranae mais provavel.
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6. CONCLUSAO

A formacgdo desses 3 clados bem estruturados ¢ uma otima evidencia de como a
genética molecular pode ajudar a solucionar problemas de sistematica e taxonomia em grupos
cuja a historia evolutiva ainda ndo esta clara e sua identificagdo através da morfologia € dificil
pela similaridade fenotipica das espécies. Novas analises ja estdo em andamento para verificar
a real posicdo dos 4. bockmanni e possibilitar as analises de filogeografia e estruturamento
populacional de A. paranae.

No entanto com base nas andlises realizadas neste trabalho, temos as seguintes
conclusdes:

1: Observou-se a formagao de trés clados (4. altiparanae, A. paranae e A. fasciatus)
bem estruturados, suportados por altos valores de bootstrap e alta distancia genética entre
eles, evidenciando identificagdes erroneas de varios individuos.

2: A tnica populacdo de A. bockmanni se agrupou no clado dos A. paranae, conclusao
esta suportada pela distancia relativamente baixa dentro do clado 4. paranae e pelos baixos
valores de bootstrap nas raizes dos ramos que seriam de 4. bockmanni e A. paranae.

3: Foi demonstrado a eficicia da sistematica molecular como ferramenta na
identificacdo de espécies fenotipicamente proximas, ajudando na identificacdo de individuos

considerados incertos .
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