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1. INTRODUCAO

1.1. A Bacia do Rio Tieté

1.1.1. Formacéo da Bacia do Rio Parana

Entre o neo-Oligoceno e o Mioceno houve a formacdo de um paleoambiente lacustre
na regido do sudeste brasileiro no qual o sistema de drenagem do alto Rio Tieté conectava-se
ao Rio Paraiba do Sul e juntos desaguavam no oceano (MALABARBA et al., 1998).

A formacgao do sistema de drenagem do Rio Parana e sua evolugdo pleistocénica foram
desencadeadas por interagdes entre o clima e movimentos tectdonicos, que juntos moldaram o
paleorrelevo, produzindo patamares escalonados aproximadamente planos, constituidos por
depositos aluviais (terragos) e a planicie aluvial atual (STEVAUX, 1994; SOUZA FILHO e
STEVAUX & SANTOS apud SOUZA, C. R. G. et al. 2005).

Stevaux e Stevaux & Santos apud Souza et al., (2005) inferem quatro principais
eventos climaticos, que ocorreram durante o Pleistoceno superior (entre 126 mil e 11 mil e
500 anos atras, aproximadamente) ¢ Holoceno (de 11 mil e 500 anos atras até o presente), que
contribuiram significativamente para a evolu¢do do Rio Parand. O primeiro evento (40 mil a
oito mil anos atras) caracterizou-se por um clima seco, vegetacdo de savana e deposicdo de
barras de areia e cascalho em um sistema fluvial. No segundo periodo houve uma mudanca
para clima imido - a partir de aproximadamente oito mil anos atras. Este periodo produziu
uma forte alteragcdo na hidrologia do sistema fluvial, proporcionando o aparecimento de uma
planicie de inundacdo. Entre 3 mil e 500 e 2 mil e 500 anos atrés se estabeleceu uma segunda
fase seca que se caracterizou pela ocorréncia de depdsitos eodlicos e pelo abandono de
inumeros canais. O quarto e atual periodo evolutivo do sistema aluvial desenvolve-se desde
2,5 mil anos atrds até hoje e se caracteriza pelo retrabalhamento dos antigos depdsitos tanto

no canal atual como na planicie, formando ilhas e aprofundando o préprio canal.



A Bacia do Rio Parand ¢ a segunda maior area de drenagem da América do Sul, com
cerca de 2,6 milhdes de km?. Estende-se por: Brasil (45,6%), Argentina (29,7%), Paraguai
(13,2%), Bolivia (6,6%) e Uruguai (4,8%) (ORFEU e STEVAUX, 2002). O Rio Parana, esta
entre os dez maiores do mundo, com uma descarga média anual de 18.000 m?*/s e cerca de 200
x 10° toneladas de carga sedimentar transportada todo ano. O Rio Parana se estende por 2.738
km (3.965 km se considerar a cabeceira, na Serra da Mantiqueira) desde o encontro dos rios
Grande e Parnaiba até a foz, proximo a Buenos Aires, na Argentina. Em territorio brasileiro
ele percorre 813 km. O Rio Paranid no Brasil hoje estd quase totalmente inundado pelas
barragens de Itaipu, Porto Primavera, Jupid e Ilha Solteira, restando apenas um trecho de 255
km entre o final do Lago de Itaipu e a Barragem de Porto Primavera aonde o rio apresenta-se
nas condi¢des naturais.

A principal drenagem da Bacia do Parana ¢ o proprio Rio Parand, seguido pelos
tributarios Paranaiba e Grande (2 montante), Tieté, Paranapanema, Ivai, Piquiri e Iguagu (na

margem esquerda), e os rios Ivinheima e Verde (margem direita).

1.1.2. Bacia do Rio Tieté

Na area de drenagem da Bacia do Rio Tieté€ o reverso da cuesta foi intensamente
esculpido pela drenagem antiga, que chegou a dividi-lo em numerosos planaltos tabulares
mais ou menos isolados de contornos arredondados e menores morros testemunhos de perfis
incomuns (ALMEIDA apud ESPINDOLA, 1979). Essas formas recebem denominagdes
locais: serras de Itaqueri, de Sdo Pedro, de Botucatu, etc. Sobre os maiores relevos, campos
arenosos da Formagdo Itaqueri recobrem os basaltos. O Rio Tieté alcanga os derrames
basalticos a aproximadamente 15 quildmetros acima de Barra Bonita, e para tal funil
convergem as escarpas marginais, as ‘“serras” de Botucatu, Sdo Pedro e do Tabuleiro,
perdendo altura e suavizando-se, para se transformarem no relevo de campos ondulados da
vasta area de terra roxa que o Tieté drena a partir dali, aonde se situam Jad, Pederneiras,
Igaragu, Bariri, etc. Embora em diversas extensdes do planalto de reverso da cuesta ocorram
amplos restos da primitiva cobertura cretacea, o entalhe profundo ocorrido entre os rios Pardo
e Mogi-Guagu causou a sua total destruigdo, pelo que desenvolveu-se vasta area de terra roxa.

O Rio Tieté nasce no municipio de Salesopolis, a 840 m de altitude, nos contrafortes

ocidentais da Serra do Mar, no Estado de Sdo Paulo. De 1la dirige-se para o noroeste
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percorrendo todo o territorio paulista por uma extensdo de 1.050 km, afluindo no Rio Parana
(ALMEIDA, PONCANO ¢ ROCHA apud BARRELLA, 1997).

Segundo Barrella (1997) o clima ¢ influenciado tanto pela posi¢do geografica, como
pela configuragdo do relevo. As cabeceiras, localizadas nas elevadas por¢des ocidentais da
Serra do Mar, recebem fortes influéncias do dindmico sistema de circulagdo de massas de ar
continentais e ocednicas, produzindo um clima temperado, mais frio e imido. A medida que
se afasta das cabeceiras, hda um aumento na temperatura ¢ uma diminui¢do na quantidade de
chuvas, produzindo zonas com clima subtropical de altitude umido, subtropical de altitude
seco e, finalmente, tropical quente com uma época seca bem pronunciada. Durante os meses
de janeiro e fevereiro, ocorrem os picos de cheia, enquanto que em julho e agosto ocorrem as
menores vazdes médias.

Na porcdo das cabeceiras dos rios a vegetacdo ¢ representada pela Floresta Atlantica
(ombréfilas densas e mistas), na por¢ao média encontram-se areas cobertas por cerrados e nos
trechos finais encontra-se a Floresta Estacional Semidecidua (mata mesoéfila ou de planalto)
(CAMARA apud BARRELLA, 1997).

O Tieté pode ser considerado o rio que recebe a maior carga poluidora da América
Latina. Isso ocorre devido ao baixo indice de tratamento de esgotos sanitarios e efluentes
industriais da regido mais populosa e desenvolvida do pais (BARRELLA, 1997). O padrao de
distribui¢do espacial e temporal das suas espécies de peixes, além de ser desconhecido, pode
apresentar-se modificado devido a perturbagcdes as quais estd sujeito. Além disso, as
diferencas entre as caracteristicas primitivas e atuais das comunidades de peixes do Rio Tieté,
ndo podem ser avaliadas diretamente, pois faltam informacdes confidveis sobre a composi¢ao
da ictiofauna e a abundincia de suas espécies nos periodos anteriores as perturbacdes

(BRITSKI, apud BARRELLA, 1997).

1.2. A Ictiofauna de Riachos

A égua cobre dois ter¢os do nosso planeta e a grande maioria dos ambientes aquaticos
fornece suporte para a vida dos peixes, que correspondem a cerca de 50% dos vertebrados
(NELSON, 20006). Os peixes apresentam uma consideravel capacidade de adaptagdo biologica
a diversos tipos de habitat, com grande variedade ambiental, espacial e temporal. Neste

processo podemos observar as mais impressionantes especializagdes de morfologia, fisiologia
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e comportamento (PURDOM, 1993). Porém, o impacto crescente que vem sendo gerado de
diversos modos sobre o ambiente aquatico, evidenciado principalmente pela poluigdo
quimica, pela construg¢do de barragens e pela pesca excessiva, tem aumentado a pressdo sobre
estes organismos.

Segundo Barrella (1997), o crescimento populacional dos municipios e o
desenvolvimento econdmico da regido localizada dentro de uma bacia hidrografica,
incentivam atividades humanas que interferem direta ou indiretamente nas condi¢des naturais
das bacias. Dentre outras destacam-se a destruicdo de habitats e ecotonos (regido de transi¢ao
entre dois ecossistemas), a retirada das matas ciliares, o reflorestamento com plantas exoticas,
a urbanizagdo, a industrializagcdo, a agricultura, a construgdo de aterros, o represamento, a
canalizacdo dos rios e o langamento de efluentes sem tratamento. O resultado destas
alteracdes ambientais ¢ a diminui¢do do nimero de individuos e do numero das espécies da
fauna nativa (MOYLE; COURTENAY apud BARRELLA, 1997 e BAIN et al., 1988). Isto
acontece porque poucas espécies nativas apresentam pré-adaptacdes as novas condigdes
ambientais (FERNANDO e HOLCIK, 1991).

A construcdo de barragens para geracdo de energia, por exemplo, fragmenta as
populacdes e impede a sua migracdo ao longo do rio, o que faz com que o fluxo génico
existente anterior a presenga da barragem seja interrompido, isolando as populagdes
(MORITA, K.; YAMAMOTO; MORITA, S. H., 2009). Desta forma os cruzamentos
endogadmicos aumentam, o que diminui a variabilidade genética da populagdo, aumentando
seu risco de extingao.

E nesse sentido que o conhecimento detalhado dos aspectos da biologia e da genética
dos peixes se torna indispensavel para o manejo racional dos estoques pesqueiros e para a
conservagdo de peixes de pequeno porte, a chamada ictiofauna de riachos.

De acordo com Castro e seus colaboradores (2003 e 2005) o estudo da sistematica, da
evolucdo e da ecologia das espécies de pequeno porte ¢ o maior desafio da ictiologia
neotropical do século 21. Apesar dos esfor¢os se conhece muito pouco sobre esta ictiofauna.
Nas sub-bacias de drenagem do Alto Rio Parana no Estado de Sdo Paulo, por exemplo, cerca
de 70% dos riachos ndo tinham sido explorados satisfatoriamente em termos cientificos em
2003 (CASTRO et al., 2003, 2004). Este fato motivou o desenvolvimento do projeto
Tematico “Diversidade de peixes de riachos e cabeceiras da Bacia do Alto Rio Parana no
Estado de Sdo Paulo, Brasil” dentro do programa BIOTA-FAPESP. Recentemente foram

identificadas seis novas espécies para a Bacia do Rio Tieté além de varias caracterizadas com
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Status taxondmico indeterminado, principalmente no género Astyanax (CASTRO et al, 2003,
2004, 2005).

Cinquenta por cento do total de espécies de peixes de dgua doce descritas para a
América do Sul sdo representados por peixes de pequeno porte, geralmente com menos de
15cm de comprimento, que habitam principalmente riachos e cabeceiras (CASTRO et al.,
2003). Por isso apresentam distribuicdo geografica restrita e pouco ou nenhum valor
comercial. Estas espécies dependem da vegetacdo riparia para a alimentacdo, abrigo e
reprodugdo, por isso sdo ameagadas por atividades antropicas como desmatamento, uso de
fertilizantes e praguicidas associados a atividades agricolas intensivas (CASTRO et al., 2003,
2005). Nesse sentido, de acordo com Castro et al. (2005), as pesquisas na ictiofauna de
riachos sdo necessarias e urgentes.

A partir destas informacdes emerge a necessidade de estudos genético-moleculares
enfocando aspectos filogeograficos e filogenéticos para peixes de riachos. Estes estudos sdo
importantes ferramentas para a identificacdo molecular de novas espécies numa area de

reconhecidos endemismo e subestimativa da ictiofauna.

1.3. Filogeografia e Sistematica Molecular em Peixes Neotropicais

Em 1987, Avise e seus colaboradores, ao observarem que sequéncias individuais
(haplotipos) de DNA mitocondrial (mtDNA) de populagdes de muitas espécies possuiam
localizagdo geografica especifica, propos o termo Filogeografia, passando a considerar os
aspectos filogenéticos na estrutura das populagdes. Levando em conta a distribuicdo
geografica dos haplotipos de mtDNA e o quanto eles se divergiam entre si, Avise prop0os, em
2000, cinco categorias filogeograficas, considerando as divergéncias entre os haplotipos em
populacdes simpatricas (ocupam a mesma regido geografica) e alopatricas (vivem em locais
distintos).

Na categoria I, incluem-se as populacdes com alto grau de divergéncia (maior do que
1%) entre os haplotipos que sdo alopatricas. A categoria II abrange popula¢des com
haplétipos divergentes em simpatria. A categoria III inclui populagdes com haplétipo pouco
divergentes (menos de 1%) e alopatricas. Na categoria IV estdo as populagdes com baixa

divergéncia entre seus hapldtipos (ou até mesmo sem divergéncia entre eles) e em simpatria,
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com ampla area de distribui¢do. Na quinta e ultima categoria estdo as populagdes com
haplotipos pouco divergentes e distribuicdo geografica parcial, sendo uma categoria
intermedidria entre as categorias Il e IV.

A repeticdo do mesmo haplétipo de mtDNA em diferentes populacdes revela a
existéncia de fluxo génico entre elas (a0 menos via materna), ou entdo o recente surgimento
de barreiras geograficas entre as populagdes. Divergéncias genéticas mais profundas indicam
que a separacdo entre as populacdes ¢ mais antiga (AVISE, 2000).

Das 48 espécies de peixe de agua doce estudadas por Avise (2000) nenhuma da
Regido Neotropical (América do Sul e América Central) havia sido analisada em termos
filogeograficos. Nos ultimos sete anos porém, houve uma mudanga neste cenario: atualmente
cerca de 60 espécies de peixes de dgua doce desta regido apresentam dados disponiveis sobre
filogeografia molecular (ALVES et al., 2007, submetido). Entre estes estudos destaca-se o
estudo filogeografico de Prochilodus lineatus (Curimbata) nos principais rios da América do
Sul (SIVASUNDAR et al., 2001). Este estudo revelou alto nivel de divergéncia entre os
haplotipos amostrados na Bacia do Rio Parand, possibilitando a identificacdo de
subpopulagdes (hapldtipos divergentes em simpatria) nos rios da Plata e Uruguai.

Strecker e colaboradores (2004) trabalharam com populacdes de espécies do género
Astyanax na América Central e do Norte. Seus resultados sugeriram que a baixa divergéncia
genética revelada entre os grupos ndo ¢ compativel com a taxondmia atual, propondo que as
espécies encontradas nesta regido devam constituir uma simples unidade taxondmica,
Astyanax fasciatus.

Em 2002, Perdices e colaboradores apresentaram um extenso trabalho no género
Rhamdia na América Central. Os resultados revelaram que Rhamdia nicaraguensis é
sindnimo de R. laticauda e os autores sugerem dois clados para a América Central, R.
guatemalensis ¢ R. laticuada e ndo trés como sugeria Silfvergrip (1996). Os autores ainda
restringem a distribui¢do de Rhamdia quelen apenas para a regido cis-andina da América do
Sul, diferindo de Silfvergrip (1996) e Bockmann e Grezzelli (2003). Para testar esta hipdtese
filogeografica de Rhamdia quelen, Alves et al. (2007, submetido) analisaram popula¢des
desta espécie ao longo das bacias: da Plata, Amazonica, Orinoco e Essequibo na América do
Sul, e além de confirmar que Rhamdia quelen ndo estd presente na América Central e na
porcdo trans-andina da América do Sul, os autores observaram (na regido cis-andina da
América do Sul) 11 linhagens mitocondriais distintas, sugerindo ainda nesta regido a
ocorréncia de um complexo de espécies, principalmente nas bacias dos rios costeiros ¢ do

Alto Rio Parana.
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Considerando-se as cerca de 4500 espécies de peixes de agua doce descritas para a
Regido Neotropical, de acordo com Reis et al. (2003) o nimero de espécies analisadas
filogeograficamente ainda é pequeno, apesar de ter crescido nos ultimos anos (DERGAN et
al., 2002; MONTOYA-BURGOS, 2003; BATISTA e ALVES-GOMES, 2006; WILLIS et al.,
2007; HUBERT et al., 2007; entre outros). Os trabalhos realizados que se utilizaram de dados
moleculares para interpretar a histéria filogenética de peixes neotropicais, embora poucos,
mostraram que a taxonomia dos peixes de agua doce dessa regido pode se equivocar no que
diz respeito a relacionamentos ao nivel de espécie (PERDICES et al., 2002). Ja as filogenias
feitas com dados moleculares tem sido mais objetivas em fornecer pistas sobre a historia
evolutiva das espécies e das populacdes de peixes de agua doce neotropicais estritamente
relacionadas e, além disso, também auxiliam na determinacdo da distribuicdo geografica

dessas espécies/populacdes.

1.4. DNA Mitocondrial

O DNA mitocondrial de animais vem sendo utilizado para aferir o grau de diversidade
genética entre populagdes.

Segundo Avise (1987), o DNA mitocondrial é indicado para andlise filogenética entre
animais superiores por diversos motivos: esta presente em todo o grupo - o que permite que
comparagdes homologas entre uma grande variedade de organismos possa ser feita
seguramente -, ¢ facil de isolar e analisar, tem estrutura simples, auséncia de: DNA repetitivo,
elementos transponiveis, pseudogenes e introns, possui modo de transmissdo direta, sem
recombinacdo ou outros rearranjos génicos, fornece informacdes de cardter qualitativo dos
quais interrelacdes filogenéticas podem ser inferidas por critérios de parcimonia e evolui tdo
rapidamente que as mudangas geralmente surgem dentro do tempo de vida de uma espécie.

O DNA mitocondrial ¢ uma molécula circular de fita dupla, com 37 genes. Destes 13
codificam proteinas, 22 codificam RNAs transportadores e dois codificam RNAs ribossomais
(MEYER apud TERENCIO, 2009). Ha também uma regido ndo codificante chamada regido
controle (ou D-loop), que determina o inicio da transcricdo do DNA. Esta € a regido que mais
acumula muta¢des no mtDNA.

Inumeros trabalhos que buscam entender as relagdes filogenéticas e filogeograficas de

espécies e/ou populagdes de peixes (BATISTA e ALVES-GOMES, 2006; DERGAM et al,
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2002; FALK et al, 2002; FROUFE, E. et al, 2005) e de outros animais (BUHAY, J. E. ¢
CRANDALL, K. A., 2005; BURBRINK, F. T., 2005; COLANGELO, P. et al, 2005;
GRAZZIOTIN, F. G. et al, 2006) tem estudado mtDNA, especialmente o gene cyt b
(AKIHITO, 1. A. et al, 2000; FARIAS, I. P. et al, 2001; LAVOUE, S. et al 2000).

Atualmente pouco se conhece sobre estrutura populacional e relagdes filogenéticas de
peixes de riachos das principais espécies que ocorrem na Bacia do Alto Rio Parana, sobretudo

de Astyanax que representa um dos géneros mais especiosos desta bacia (BERTACO e

LUCENA, 2006).

1.5. Astyanax paranae e sua relacio com o complexo de espécies Astyanax

scabripinnis

O género Astyanax Baird e Girard, 1854 ¢ um dos maiores em nimero de espécies de
peixes neotropicais, com 107 espécies validas descritas (ESCHMEYER apud ORNELAS-
GARCIA, 2008). Sua distribui¢do ¢ ampla: desde os estados do Texas e Novo México, nos
Estados Unidos até a Argentina, por diversos tipos de ambientes. A diversidade de habitats
que ocupa faz com que este seja um dos géneros mais complexos de peixes de dgua doce da
Regido Neotropical. Apesar de grande ainda é subestimado o niimero de espécies de
Astyanax, pois foram descritas 16 novas espécies dentro do género somente entre 2003 e
2007, sendo grande parte pertencentes ao complexo scabripinnis. A sistematica do género ¢
complicada e ainda ndo esta resolvida porque faltam evidéncias que corroborem seu status
monofilético (WEITZMAN e MALABARBA, 1998; MELO ¢ BUCKUP, 2006; BERTACO ¢
GARUTTI, 2007). Atualmente a definicdo de Astyanax estd baseada na combinagdo de
caracteres propostos por Eigenmann, em 1917, que ¢é a unica revisdo do género disponivel,
porém muitos destes caracteres sdo compartilhados com outros géneros da Familia Characidae
(Bertaco e Lucena, 2006).

A espécie em questdo, Astyanax paranae — popularmente conhecida como lambari-de-
cabeceira -, foi desmembrada recentemente do complexo de espécies Astyanax scabripinnis
que, descrita por Eigenmann em 1921, teve suas populagdes com diferencas morfologicas
caracterizadas erroneamente como sendo caracteristicas de subespécies, e ndo de espécies
distintas estritamente relacionadas. Em 1991 Moreira-Filho e Bertollo foram os primeiros

autores a reconhecer A. scabripinnis como um complexo de espécies através de caracteres nao
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somente morfologicos, mas também cariotipicos. Em 2001 duas novas espécies relacionadas
ao complexo foram descritas por Bertaco e Malabarba e, desde entdo, a tendéncia ¢ considerar
as subespécies de Astyanax scabripinnis como sendo espécies validas (Bertaco e Malabarba,
2001; Bertaco e Lucena, 2006).

De acordo com Bertaco e Lucena (2006) sdo 15 as espécies que compdem o complexo
scabripinnis: Astyanax microschemos (localizada na bacia costeira-ES), 4. intermedius (Bacia
do Paraiba do Sul), 4. laticeps (Lagoa dos Patos-RS), 4. paranae (Bacia do Alto Rio Parand),
A. rivularis (Rio das Velhas-RJ), 4. jenynsii (Bacia do Rio Paraiba do Sul), A. depressirostris
(Rio Cubatao-MG), 4. ojiara (Bacia do Rio Uruguai, na Argentina), 4. cremnobates (Bacia
do Rio Jacui-RS), 4. brachypterygium (bacia dos rios Jacui e Uruguai-RS), A. leonidas
(médio Rio Parana, Argentina), 4. troya (médio Rio Parana, Argentina), 4. ita (Bacia do Rio
Iguagu, Argentina), A. paris (Bacia do Rio Uruguai, A Argentina) e A. totae (Bacia do Rio
Iguagu-PR). Embora estas sejam reconhecidas como espécies validas ainda € necessario um
profundo estudo taxondmico e sistematico no complexo scabripinnis, para que sejam
elucidadas as relagdes filogenéticas entre estas espécies e novas espécies sejam identificadas.

Considerando-se entdo como espécies validas os taxons presentes no complexo
scabripinnis, Astyanax parane (Figura 1) é a unica presente (deste complexo) na Bacia do
Alto Rio Paranid. Tem como uma das principais caracteristicas ecoldgicas (diferentemente das
demais espécies do género encontradas nesta bacia hidrogréafica) habito restrito a nascentes de
riachos, o que certamente reflete na sua estrutura populacional, uma vez que define drastico
isolamento entre as populacdes. Estudos como o de Mizoguchi e Martins-Santos (1998), que
encontraram diferentes numeros cariotipicos para diferentes populagdes de Astyanax
scabripinnis da Bacia do Alto Parana (agora chamada de Astyanax paranae) sugerem que as
populagdes desta espécie nesta bacia possam representar um pequeno complexo de espécies.
Astyanax altiparanae e Astyanax fasciatus, outras duas espécies do género, sdo abundantes

nesta bacia, mas facilmente distinguiveis do complexo scabripinnis.
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Figura 1: Astyanax paranae.
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As evidéncias morfologicas e citogenéticas de que, na Bacia do Alto Parana A.
paranae nao deva constituir uma unica espécie e a auséncia de dados moleculares
populacionais que possam corroborar com a compreensdo da filogenia e filogeografia desta

espécie justificam o presente trabalho.
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2. OBJETIVO

Este trabalho foi idealizado com o objetivo de se estabelecer as relagdes
filogeograficas entre diferentes populagdes de Astyanax paranae residentes na Bacia do Rio
Tieté, ou seja, relacionar a filogenia do grupo com a localizacdo geografica de cada
populagado.

Além disso, pretende-se propor modelos biogeograficos de dispersdo e colonizagdo
para Astyanax paranae, tornando esta espécie um modelo para futuros estudos biogeograficos
em outras espécies de peixes de pequeno porte na Bacia do Rio Tieté.

A hipétese a ser testada € a de que “por se tratar de uma espécie que habita
cabeceiras de riachos, haja pouco fluxo génico entre as populacdes, possibilitando a

existéncia de clados divergentes ao ponto de caracterizarem diferentes espécies”.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Para se elucidar os padrdes filogeograficos de Astyanax paranae na Bacia do Rio Tieté
foram analisadas sequéncias do gene mitocondrial cyz b.

Inicialmente foram analisados 74 individuos de quatro populagdes de Astyanax
paranae (Tabela 1), sendo: quatro do Ribeirdo Claro, dez do Coérrego Canta Galo, oito do
Corrego Passa Cinco (todos localizados na cidade de Rio Claro, estado de Sao Paulo) sete de
Botucatu-SP, cinco de Santo André-SP e cinco de Castro-PR (localidade-tipo de 4. paranae);
e sete populagdes de cinco espécies de Astyanax relacionadas (Astyanax fasciatus: quatro
individuos do Ribeirdo Claro, dois do Corrego Passa Cinco, e trés de Jaiba-MG; Astyanax
altiparanae: seis individuos de Pendpolis-SP; Astyanax scabripinnis: cinco individuos de
Bertioga-SP; Astyanax biotae: um individuo de Diamante do Norte-PR (localidade-tipo de 4.
biotae); e Astyanax bockmanni: trés individuos do Ribeirdo Claro e nove de Bauru-SP. Como
grupo externo foi utilizado um exemplar de Serrapinnus notomelas. Os municipios aonde
foram realizadas as coletas encontram-se na Figura 2. Os individuos analisados foram

classificados por especialistas segundo caracteres morfologicos.
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Tabela 1: Individuos amostrados com seus respectivos: nimero da amostra, nome da espécie, ¢ local de coleta
(organizado em bacia hidrografica, sub-bacia hidrografica e cidade/estado).

N° amostra Espécie Bacia Hidrografica Sub-Bacia (Cidade/ESTADOQO)
50apar993 Astyanax paranae Rio Paranapanema Rio Tibagi (Castro/PR)
Slapar994 Astyanax paranae Rio Paranapanema Rio Tibagi (Castro/PR)
52apar995 Astyanax paranae Rio Paranapanema Rio Tibagi (Castro/PR)
53apar996 Astyanax paranae Rio Paranapanema Rio Tibagi (Castro/PR)
S54apar997 Astyanax paranae Rio Paranapanema Rio Tibagi (Castro/PR)

3aparDl Astyanax paranae Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
4aparD2 Astyanax paranae Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
SaparD3 Astyanax paranae Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
7apar333 Astyanax paranae Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
12apar367 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
13apa369 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
14apar372 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
15apara374 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
8apar378 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
9apare379 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
12ap442 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Cascatinha (Botucatu/SP)
13apar443 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Cascatinha (Botucatu/SP)
14apad444 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Cascatinha (Botucatu/SP)
15apara445 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Cascatinha (Botucatu/SP)
16apare446 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Cascatinha (Botucatu/SP)
17apar447 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Cascatinha (Botucatu/SP)
16para448 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Cascatinha (Botucatu/SP)
23apard79 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
24apar482 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
25apar484 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
23apar487 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
24apar489 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
25apar490 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
26apar493 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
27apar495 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
28apar502 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
29apar503 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Canta Galo (Rio Claro/SP)
20apar504 Astyanax paranae Rio Tieté Rio Paranapiacaba (Santo André/SP)
21apar505 Astyanax paranae Rio Tieté Rio Paranapiacaba (Santo André/SP)
22apar506 Astyanax paranae Rio Tieté Rio Paranapiacaba (Santo André/SP)
26apar507 Astyanax paranae Rio Tieté Rio Paranapiacaba (Santo André/SP)
27apar508 Astyanax paranae Rio Tieté Rio Paranapiacaba (Santo André/SP)
19apar538 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Cascatinha (Botucatu/SP)
10apar753 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
11apar754 Astyanax paranae Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
labock461 Astyanax bockmanni Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
2abock463 Astyanax bockmanni Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
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3bock465 Astyanax bockmanni Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
34abock918 Astyanax bockmanni Rio Tieté Barra Seca (Bauru/SP)
35abock934 Astyanax bockmanni Rio Tieté Campo Novo (Bauru/SP)
36abock935 Astyanax bockmanni Rio Tieté Campo Novo (Bauru/SP)
38abock937 Astyanax bockmanni Rio Tieté Campo Novo (Bauru/SP)
39abock943 Astyanax bockmanni Rio Tieté Campo Novo (Bauru/SP)
40abock944 Astyanax bockmanni Rio Tieté Campo Novo (Bauru/SP)
41abock945 Astyanax bockmanni Rio Tieté Campo Novo (Bauru/SP)
42abock946 Astyanax bockmanni Rio Tieté Campo Novo (Bauru/SP)
49abock957 Astyanax bockmanni Rio Tieté Marapuama (Bauru/SP)
6afascl3 Astyanax fasciatus Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
7afascl4 Astyanax fasciatus Rio Tieté Corrego Passa Cinco (Rio Claro/SP)
9afasc33 Astyanax fasciatus Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
10afasc36 Astyanax fasciatus Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
Safasc298 Astyanax fasciatus Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
6afas299 Astyanax fasciatus Rio Tieté Ribeirdo Claro (Rio Claro/SP)
31afasc913 Astyanax fasciatus Rio S&o Francisco Rio Verde Grande (Jaiba/MG)
32afasc914 Astyanax fasciatus Rio Sdo Francisco Rio Verde Grande (Jaiba/MG)
33afasc915 Astyanax fasciatus Rio S&o Francisco Rio Verde Grande (Jaiba/MG)
Corrego Fazenda Agua Mole (Diamante do
43abiot947 Astyanax biotae Rio Paranapanema Norte/PR)
44ascab952 Astyanax scabripinnis Costa Leste Rio Itatinga (Bertioga/SP)
45ascab953 Astyanax scabripinnis Costa Leste Rio Itatinga (Bertioga/SP)
46ascab954 Astyanax scabripinnis Costa Leste Rio Itatinga (Bertioga/SP)
47ascab955 Astyanax scabripinnis Costa Leste Rio Itatinga (Bertioga/SP)
48ascab956 Astyanax scabripinnis Costa Leste Rio Itatinga (Bertioga/SP)
17aalti455 Astyanax altiparanae Rio Tieté Corrego Invernada (Penépolis/SP)
18alti456 Astyanax altiparanae Rio Tieté Corrego Invernada (Penépolis/SP)
19aalt457 Astyanax altiparanae Rio Tieté Corrego Invernada (Penépolis/SP)
20aaltip458 Astyanax altiparanae Rio Tieté Corrego Invernada (Pendpolis/SP)
21altip459 Astyanax altiparanae Rio Tieté Corrego Invernada (Penapolis/SP)
4altipa460 Astyanax altiparanae Rio Tieté Corrego Invernada (Penapolis/SP)
AP34snoton | Serrapinnus notomelas | Rio Paranapanema Rio Itapetininga (S. Miguel Arcanjo/SP)
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3.2. Métodos

3.2.1. Coleta

Os peixes foram coletados através de rede de arrasto manual e de covo. Apos a coleta o
material foi fixado em alcool 70% ainda em campo. Em laboratorio os individuos foram
classificados, etiquetados e tiveram uma amostra de musculo ou branquia retirada e
armazenada em tubo eppendorf, com alcool 70%, também etiquetado. Os peixes coletados
encontram-se no museu do Laboratério de Genética de Peixes (LGP). Alguns exemplares
foram doados pelo Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias da Universidade

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP) de Botucatu-SP.

Figura 2: Mapa da América do Sul com detalhe para a Bacia do Rio Parana. Em destaque os locais de coleta.
Ponto roxo: A. biotae - Diamante do Norte-PR; verde: A. altiparanae - Penapolis-SP; cinza: A. bockmanni -
Bauru e Rio Claro-SP; vermelho: 4. paranae - Castro-PR, Botucatu, Rio Claro e Santo André-SP; azul: A.
scabripinnis - Bertioga-SP.
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3.2.2. Extracio de DNA

Todo o DNA foi obtido através de amostras de figado, musculo ou branquias
utilizando-se a técnica de Fenol-Cloroformio-Alcool Isoamilico (Sambrook, 2001). O

protocolo de extracdo de DNA utilizado foi o seguinte:

Preparar uma solu¢do de lise contendo em cada tubo eppendorf (1000uL) os seguintes
reagentes (Tabela 2):

Tabela 2: Reagentes utilizados para extragdo de DNA e suas respectivas quantidades.

SOLUCOES VOLUME/AMOSTRA
TNE 1X 300uL
Tris-HCI 1M (pH 8,0) 30uL

SDS 10% 20ul
Proteinase K (20mg/mL) 25uL

Volume final 3345uLL

2. Colocar cada amostra de tecido em um tubo eppendorf juntamente com uma

solucdo de lise recém preparada e dar um vortex de 15 segundos em cada tubo;
3. Deixar os tubos em estufa a 55 °C por 4 horas ou a 37 °C overnight;

4. Adicionar aos tubos 8ul. de RNAase, dar um vortex e deixar em estufa a 37°C por

mais 1 hora, agitando o tubo aos 30 minutos;

5. Levar os tubos com os tecidos completamente digeridos para a capela e adicionar

400uL de fenol: cloroférmio: 4lcool isoamilico (25: 24: 1);

6. Dar um vortex de 30 segundos e, rapidamente, centrifugar a 14.000 rotacdes por

minuto (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 com uma
pipeta;

8. Adicionar a cada tubo 60uL de acetato de s6dio 3M (pH 5,3) e inverter o tubo

repetidamente para a completa mistura do sal com o DNA;
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9. Adicionar a cada tubo 600uL de etanol absoluto gelado e inverter o tubo como no
passo anterior. Caso haja formag¢do de uma nuvem de DNA, transferi-la para um novo tubo

contendo 1000uL de etanol absoluto;

10. Centrifugar os tubos a 14.000 rpm por 30 minutos para a completa separagdo da

mistura de etanol e acetato de sédio do DNA;

11. Adicionar 150puL de etanol 70% a temperatura ambiente e centrifugar novamente a

14.000 rpm por mais 30 minutos;

12. Descartar o sobrenadante na pia, certificando-se que o precipitado de DNA

continua aderido a parede do tubo;
13. Repetir os passos 12 e 13 (exceto nos tubos onde ocorreu a formagao de nuvem);

14. Secar o DNA em estufa a 37°C por 30 minutos, colocando os tubos abertos de

cabeca para baixo sobre folhas de papel absorventes;

15. Ressuspender o DNA com 100uL de adgua Milli-Q autoclavada ou com 250uL
(para as amostras que formaram nuvem), e agitar o tubo delicadamente para soltar o DNA que

esta aderido a parede;

16. Levar o material para a estufa a 37°C por 40 minutos e, posteriormente, transferir

os tubos para a geladeira (4°C) e manter overnight para a completa ressuspensao;

17. Armazenar em freezer (-20°C) para conservar a longo prazo.
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3.2.3. Amplificacio de DNA

Em um termociclador EPPENDORF® (modelo MasterCycler EP Gradient) o DNA
total foi submetido a uma reagdo de polimerizagdo em cadeia, mais conhecida pela sigla PCR
(Polymerization Chain Reaction). Esta reacdo consiste de varias copias de um gene pré-
determinado a partir do DNA total. Para copiar o gene de interesse deve-se ter uma molécula
iniciadora da copia especifica para este gene (chamada primer). Para a copia do cyt b foram
utilizados os seguintes primers especificos (o forward copia no sentido 5°-3°, e o reverse

copia no sentido 3’-5’) :

Forward L-GluDG-CitF 5’ - TGA CCT GAARAACCAYCGTTG -3
Reverse H-16460-CitR ~ 5°- CGA YCT TCG GAT TAC AAG ACCG -3’

A reacdo de PCR num termociclador submete as amostras a ciclos repetitivos a
diferentes temperaturas para que os reagentes copiem o gene do DNA total. Para o cyr b a
reacdo de PCR foi programada da seguinte forma: as amostras passavam por 1 ciclo inicial
com duragdo de 2 minutos a 94 °C seguido por 35 ciclos de: 45 segundos a 94 °C (para a
separacdo das duplas-fitas de DNA), 45 segundos a 54 °C (para anelamento dos primers as
fitas-simples), 1 minuto e 30 segundos a 65 °C e 5 minutos a 72°C (para a extensdo da fita
em formagdo).

Para preparar a reacdo de PCR foram usados os seguintes reagentes nas seguintes

quantidades (Tabela 3):

Tabela 3: Reagentes usados na rea¢do de PCR ¢ suas respectivas quantidades.

SOLUCOES VOLUME/AMOSTRA
Mix PCR * (Qiagen) 6,25uL

Agua Milli Q 5,25uL

Primer F 10uM 0,5uL

Primer R 10uM 0,5uL

DNA 1,0uL

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 dNTPs (dideoxinucleotideo trifosfato) 200uM.

Os dNTPs s3o os nucleotideos que servirdo de matéria-prima para as copias de DNA e a

enzima Taq DNA polimerase acopla os nucleotideos a fita em formacao.
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Para o sequenciamento das amostras o produto da reagdo de PCR teve peso molecular
em torno de 50ng de DNA. Para a quantificacdo de DNA das amostras os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese, aplicados em gel de agarose a concentra¢do de 1% corado
com 2ulL de SYBER Safe (10.000X) da Invitrogen® (Figura 4). As amostras foram coradas

com 1puL de blue juice (10X) e aplicados no gel. Apds a eletroforese o gel foi observado em

transiluminador de luz ultravioleta. As amostras coradas continham DNA. Para a

quantificacdo do peso das amostras foram aplicados também ao gel marcadores de peso
molecular Lambda (A) DNA 30ng e 50ng. As amostras que ndo amplificaram ou nao
possuiam peso molecular proximo a 50ng foram descartadas e refeitas até que fosse

conseguido um produto de PCR com este peso. As amostras em que ndo foi possivel obter

50ng de peso ndo foram sequenciadas.

A DNA 30ng
A DNA 50ng

Amostras de DNA

F
-

WY Y R S Y B YV G e S G YV v e

Figura 4: Gel de Agarose 1% mostrando as amostras de DNA, os marcadores ADNA 30ng e 50ng e o
Ladder 100pb.

3.2.4. Limpeza do produto de PCR para o sequenciamento

Apods a amplificagdo do gene (reagdo de PCR) as amostras foram purificadas antes do
sequenciamento. A limpeza se deu através de uma reagdo com a enzima EXOSAP (GE
HealthCare™) em termociclador seguindo-se o programa: 1 ciclo de 60 minutos a 37 °C e 1

ciclo de 15 minutos a 80 °C, de acordo com o protocolo a seguir:
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1. Transferir 10uL do produto de PCR a tubos novos;
2. Adicionar a cada tubo 2uL de agua Milli-Q;
3. Adicionar a cada tubo 2 pLL de EXOSAP.

As amostras limpas foram enviadas para serem sequenciadas na Korea — Empresa

Macrogen Inc. através de tercerizagdo de servigo.

3.2.5. Analise das sequéncias do gene cyt b

As sequéncias das bases nitrogenadas adenina (A), guanina (G), citosina (C) e
timina (T) foram verificadas através de graficos gerados pelo programa BioEdit Sequence
Alignment Editor Copyright © versdao 7.0.9.0 (HALL, 1999) (Figura 5), e corrigidas, quando
necessario, no programa DAMBE (Data Analysis in Molecular Biology and Evolution) versao

5.0.47 (XIA & XIE, 2001) (Figura 6).

% ABI Chromatogram: C:\Users\Jacqueline! Desktop\ TCC\sequéncias Fiseq. KOREA\seq. boas\JW2-L-GluDG-CitF.abl  [= |[ = |[ 52 |

[ 3

— ‘B Selected: 8486 Sample: JTW2-L-GleDG-CitF |File: C:'Users' Jacqueline' Desktop TCC saquéncias 3'seq. KOREA's2q. boas' TW2-L-GluDHG-Cit.

60 0 80 1] 100 110
CTAACGATGCACT TAT T GACCTACCEERC CC T TCAAATATTTCAGCATGAT GAAACTTTG

Figura 5: Grafico gerado pelo programa BioEdit mostrando os picos de casa base nitrogenada. Em destaque
as bases T, Ge C.
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Figura 6: Janela de edi¢do de sequéncias em forma de texto exibida pelo programa DAMBE. Em destaque
novamente as bases T, G e C.

O DAMBE também foi utilizado para o alinhamento das sequéncias de todos os
individuos e para a elaboragdo do grafico (Figura 6), para verificar se ha saturacdo de
mutacdes entre as sequéncias usadas na matriz de dados (grafico de transi¢do - mutagdo entre
bases da mesma natureza quimica, isto €, entre purinas, A e G, ou entre pirimidinas, Ce T e
transversdo - mutacdo de uma purina para uma pirimidina e vice-versa). O programa MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versao 4.0.2 (TAMURA, 2007) foi utilizado para
obter a composi¢ao nucleotidica das sequéncias.

Para verificar qual modelo de evolugdo melhor explica os dados analisados utilizou-se
o programa Model Test versdo 3.7 (POSADA e CRANDALL, 1998). O modelo escolhido foi
o TVM+G (parametro de forma da distribui¢do gama) que considera validas as seguintes
taxas de substituicdo de bases: 89437.2500 de A para C; 604651.4375 de A para G;
24865.5156 de A para V; 15950.1240 de C para G; 604651.4375 de C para T; e 1 de G para
T. Esses parametros foram utilizados para a constru¢do das arvores filogenéticas pelos
métodos de Neighbor-Joining (NJ), pelo programa PAUP * v. 4.0b10 (SWOFFORD, 2002)
com 1000 reamostragens pelo método de Bootstrap, e Andlise Bayesiana (BY), através do
programa Mr. Bayes versdo 3.1.2 (HUELSENBENCK e RONQUIST, 2001) (onde foram
calculadas duas milhdes de geracdes, tendo sido retirada da andlise as 80 mil primeiras
arvores e as restantes foram utilizadas para se obter uma arvore consenso de maioria com
valores de posterior probability acima de 50%). As arvores filogenéticas construidas pelo
método de Maximum Parcimony (MP) foram geradas no programa PAUP * v. 4.0b10
(SWOFFORD, 2002). Para o célculo de distancia entre os individuos foi utilizado o programa
Sequencer 6.1.0.

Para estimar o tempo de divergéncia entre sequéncias Ornelas-Garcia, Dominguez-
Dominguez e Doadrio (2008) calibraram o relégio molecular com uma taxa de evolucdo de

0,8% por milhdo de ano para o gene cyf b para o género Astyanax. Os eventos considerados
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foram: a elevacdo das cadeias de montanhas Merida-Perija (por¢do venezuelana da
Cordilheira dos Andes) de 8 a 12 milhdes de anos atrds; a presenca de fosseis de Colossoma
macropomum (tambaqui) na Bacia do Rio Magdalena ha pelo menos 15 milhdes de anos e a
formacdo do Cinturdo Vulcanico Trans-Mexicano de 3 a 6 milhdes de anos atras. Através da
calibrag¢do do reldgio molecular a partir de um evento geoldgico € possivel calcular a quanto
tempo populacdes e/ou espécies se divergiram através da relagcdo entre taxa de evolucdo do
gene e dos valores da distancia genética entre as populacdes e/ou espécies.

Para as andlises filogeograficas foi utilizado o programa TCS versdo 1.21 (CLEMENT

et al, 2000) através de elaboragdo de rede de hapldtipos pelo método de Parcimdnia.



29

4. RESULTADOS

4.1. Analise nucleotidica das sequéncias do gene cyt b

Dos 1140 pares de base (pb) que compde o gene cyt b, apenas 1087 puderam ser
analisados, devido a incertezas no inicio ¢ fim de algumas sequéncias, fazendo com que
fossem retiradas cerca de 50 pb de todas as sequéncias para a andlise final. A média
nucleotidica dos individuos analisados (Tabela 4) de Astyanax paranae, outras espécies do
género e o grupo externo foi de 30,9% de timina (T), 29,1% de citosina (C), 26,1% de adenina
(A) e 13,9% de guanina (QG).

Analisando-se os individuos do género Astyanax, isto ¢, excluindo-se apenas Serrapinnus
notomelas (grupo externo), dos 1087 pares de bases analisados ha entre os indiviuos: 854 pb
conservados, 233 pb varidveis, 216 pb informativos para analise de Maximum Parcimony e 17

pb Singleton - que sdo diferentes em apenas um individuo em relagdo aos outros.
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Tabela 4: Média de cada nucleotideo em cada um dos individuos. Na ultima linha tem-se a média de cada
nucleotideo em todos os individuos. Na tltima coluna tem-se o total de nucleotideos em cada individuo.

Numero amostra T C A G Total

3aparDl 30,9 | 29,1 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
4aparD2 30,9 | 29,1 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
SaparD3 30,8 | 29,1 | 26,0 | 14,1 | 1087,0
6afascl3 30,9 | 29,3 | 25,6 | 14,3 | 1087,0
7afasc14 31,1 1 29,1 | 25,7 | 14,2 | 1087,0
9afasc33 31,1 1 29,1 | 25,6 | 14,3 | 1087,0
10afasc36 31,0 | 29,2 | 25,6 | 14,3 | 1087,0
Safasc298 30,9 | 29,2 | 25,7 | 14,3 | 1087,0
6afas299 30,9 | 29,2 | 25,7 | 14,3 | 1087,0
Tapar333 30,7 1 29,3 | 26,0 | 13,9 | 1087,0
12apar367 30,8 | 29,2 | 25,9 | 14,2 | 1087,0
13apa369 30,7 1 29,3 | 25,9 | 14,1 | 1087,0

14apar372 30,9 | 29,1 | 25,9 | 14,2 | 1087,0
15apara374 30,8 | 29,2 | 25,9 | 14,1 | 1087,0

8apar378 30,9 | 29,1 | 26,0 | 14,0 | 1087,0
9apare379 30,9 | 29,1 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
12ap442 30,6 | 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0
13apar443 30,6 | 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0
14apad444 30,6 | 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0

15apara445 30,6 | 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0
16apare446 30,6 | 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0
17apar447 30,6 | 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0
16para448 30,6 | 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0

17aalti455 32,5 127,41 26,5 | 13,6 | 1087,0
18alti456 32,41 27,5] 26,5 | 13,6 | 1087,0
19aalt457 32,4 1 27,5 26,4 | 13,7 | 1087,0

20aaltip458 32,5 1274 ] 26,6 | 13,5 ] 1087,0
21altip459 32,7 1 27,2 ] 26,3 | 13,8 | 1087,0
4altipa460 32,6 | 27,3 | 26,4 | 13,7 | 1087,0

labock461 30,4 | 29,6 | 26,3 | 13,7 | 1087,0
2abock463 30,7 1 29,3 | 26,1 | 13,9 | 1087,0
3bock465 30,9 | 29,1 | 25,9 | 14,1 | 1087,0

23apar479 31,0 | 29,0 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
24apar482 30,8 | 29,2 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
25apar484 30,9 | 29,1 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
23apar487 30,8 | 29,2 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
24apar489 30,9 | 29,1 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
25apar490 30,9 | 29,1 | 25,9 | 14,1 | 1087,0

26apar493 30,9 | 29,1 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
27apar495 30,8 | 29,2 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
28apar502 30,9 | 29,1 | 26,0 | 14,0 | 1087,0
29apar503 30,7 1 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0
20apar504 30,7 1 29,3 | 26,2 | 13,8 | 1087,0
21apar505 30,5 1294 | 26,2 | 13,8 | 1087,0

22apar506 30,7 1 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0
26apar507 30,6 | 29,3 | 26,2 | 13,8 | 1087,0
27apar508 30,5 1 29,3 ] 26,3 | 13,8 | 1087,0
19apar538 30,6 | 29,3 | 26,3 | 13,7 | 1087,0
10apar753 31,1 1 29,0 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
11apar754 30,8 | 29,2 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
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31afasc913 31,2 | 28,7 | 25,8 | 14,4 | 1087,0
32afasc914 31,2 | 28,7 | 25,8 | 14,4 | 1087,0
33afasc915 31,2 | 28,9 | 25,6 | 14,4 | 1087,0
34abock918 30,7 1 29,3 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
35abock934 30,5 1294 ] 26,2 | 13,9 | 1087,0
36abock935 30,7 1 29,3 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
38abock937 30,8 | 29,2 | 26,0 | 14,0 | 1087,0
39abock943 30,5 1294 ] 26,2 | 13,9 | 1087,0
40abock944 30,7 1 29,3 | 25,9 | 14,1 | 1087,0
41abock945 30,51 29,4 ] 26,2 | 13,9 | 1087,0
42abock946 30,5 1294 | 26,2 | 13,9 | 1087,0
43abiot947 31,0 | 29,1 | 25,7 | 14,3 | 1087,0
44ascab952 30,51 29,5 26,2 | 13,8 | 1087,0
45ascab953 30,5 | 29,5 | 26,2 | 13,8 | 1087,0
46ascab954 30,5 1 29,5 ] 26,1 | 13,9 | 1087,0
47ascab955 30,5 1 29,5 26,2 | 13,8 | 1087,0
48ascab956 30,5 1 29,5 26,2 | 13,8 | 1087,0
49abock957 30,7 1 29,3 | 25,9 | 14,1 | 1087,0

50apar993 30,9 | 29,2 | 26,2 | 13,7 | 1087,0
51apar994 30,7 | 29,3 | 26,1 | 13,8 | 1087,0
52apar995 30,7 1 29,3 | 26,1 | 13,8 | 1087,0

53apar996 30,8 | 29,2 | 26,1 | 13,9 | 1087,0
54apar997 30,7 1 29,3 | 26,2 | 13,7 | 1087,0
AP34snoton 29,7 129,3 | 27,0 | 14,0 | 1087,0
Média 30,9 | 29,1 | 26,1 | 13,9 | 1087,0

A relag@o entre transi¢des (s) e transversdes (v) contra a divergéncia genética pelo modelo
de evolugdo de sequéncias Jukes-Cantor 69 mostrou que ndo houve satura¢do dos dados (os

(Y44 (Y3

pontos “s” e “v”’ ndo se cruzam) (Figura 6).
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Figura 6: Relagdo entre transicdo (s) e transversdo (v) e a distancia Jukes-Cantor 69. Grafico gerado pelo
programa DAMBE.

4.2. Analises filogenéticas das sequéncias

As arvores filogenéticas calculadas pelos trés métodos utilizados: Neighbor-Joining (NJ)
(Figura 7), Maximum Parcimony (MP) (Figura 8) e Andlise Bayesiana (BY) (Figura 9)
recuperaram as mesmas topologias. As Unicas variagdes entre os métodos foram em relagdo
aos valores de Bootsstrap (em NJ e MP) e de posterior probability (em BY).

Os exemplares de Astyanax paranae foram agrupados em trés diferentes clados: I, 11 e
III (Figura 7). O Clado I, suportado pelos valores 67; 93; 94 (valor de Bootstrap em NJ; valor
de Bootstrap em MP; valor de posterior probability em BY, respectivamente) € composto por
A. paranae de Rio Claro e por Astyanax bockmanni de Rio Claro e de Bauru.

No Clado II (78; 84; 98), assim como no Clado I, houve o agrupamento de A. paranae ¢
A. bockmanni, porém com adicdo de A. scabripinnis de Bertioga. Os exemplares de A.
paranae s3o de Botucatu e Santo André, e os de A. bockmanni sdo de Rio Claro e Bauru. O
ramo constituido por 4. paranae e A. bockmanni (82; 83; 98) comporta-se como grupo-irmao
de A. scabripinnis (97; 81; 99).

No Clado III (94; 98; 100) houve o agrupamento de todos os individuos de 4. fasciatus,
do individuo de A. biotae e de A. paranae de sua localidade-tipo (Castro-PR). Aqui 4.
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paranae (95; 91; 100) se comporta como grupo-irmao do ramo composto por A. biotae mais
A. fasciatus (70; 82; 99).

O Clado IV (100; 100; 100) ¢ formado exclusivamente por amostras de 4. altiparanae,
que se comporta como grupo-irmao de todas as outras espécies de Astyanax sp. - ou de todos
os outros clados.

Estes resultados revelam que, na Bacia do Rio Tieté, 4. paranae ndo forma um grupo
monofilético.

Serrapinnus notomelas foi utilizado como grupo externo para as trés darvores

filogenéticas.
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CladoI

A. paranae
A. bockmanni

CladoII

A. paranae
A. bockmanni

Clado IIT

A. fasciatus
A. biotae
A. paranae

Clado IV

A. altiparanae
oton S, notonelas

Figura 7: Arvore filogenética pelo método de Neighbor-Joining (NJ), construida pelo PAUP*.
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Figura 8: Arvore filogenética pelo método de Maximum Parsimony (MP) construida pelo PAUP*.
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4.3. Distancias entre as sequéncias e Relégio Molecular

As distancias genéticas (em porcentagem) entre os individuos calculadas pelo programa
Sequencer apresentam-se nas Tabelas 5 (distancia entre espécies), 6 (distancia entre clados) e
7 (distancia entre populagdes). Além da distancia (por¢do inferior-esquerda das tabelas) ¢
dado o desvio padrdo. Os valores em itdlico referem-se as distdncias dentro de cada grupo
que, quando sdo formados por apenas um individuo possuem valores nulos. Os valores em
negrito (porcdo superior-direita da tabela) representam o tempo de divergéncia aproximado
entre os grupos, em milhdes de anos (Ma).

Para efeitos de andlise os individuos dos Clado I e II, os dois formados por A. paranae e
A. bockmanni juntos, foram considerados cada um como sendo uma espécie, excluindo-se 4.
scabripinnis, que continua sendo analisada como espécie separada. Para as espécies de
Astyanax (Tabela 5) as distancias dentro dos grupos variaram entre 0,31+0,12%, dentro de 4.
paranae (localidade-tipo), e 1,18+0,78% dentro de A. altiparanae (lembrando que os valores
nulos ndo sdo considerados porque ocorrem quando ha apenas um individuo no grupo). Entre
as espécies a menor distancia foi entre 4. biotae e A. fasciatus (0.83+0.51%) e a maior
distancia foi entre A. altiparanae e A. biotae com 15,88+0,49% de divergéncia entre as
sequéncias. A segunda maior distincia foi entre A. altiparanae e A. fasciatus, com
15,89+0,43% de divergéncia entre as sequéncias. Como esperado as maiores distancias
genéticas se deram entre o grupo externo e as espécies de Astyanax, variando de 16.214+0.12%
(entre S. notonelas e A. paranae de Castro-PR) a 17.77+0.20% (entre S. notonelas e A.
altiparanae).

Astyanax paranae da localidade-tipo diverge dos individuos dos Clados I e II (que
também contém A. paranae de outras localidades) em 4.54+0.13% e 4.45+0.17%,
respectivamente, sendo mais proéxima geneticamente das espécies 4. fasciatus (1.91+0.27%

de divergéncia) e A. biotae (1.64+0.12% de divergéncia).



38

Tabela 5: Distancias genéticas entre as espécies (porgdo inferior-esquerda), distdncia genética dentro de cada
espécie (em italico) e tempo de divergéncia entre as espécies (em negrito) em Ma. Para efeitos de comparagdo

aqui os Clados I e IT* sdo considerados como espécies. * com excecdo de A. scabripinnis.

Clado 1 Clado IT* A. scabripinnis | A. fasciatus | A. biotae | A. paranae | A. altiparanae | S. notonelas
Clado 1 00.33+0.27 2,81 1,9 5,72 5,72 5,67 18,87 /
Clado IT* 02.25+0.17 00.53+0.33 1,48 5,67 5,58 5,56 18,75 /
A. scabripinnis | 01.52+0.57 01.19+0.53 00.64+0.89 5,25 5,17 5,17 18,65 /
A. fasciatus 04.58+0.37 04.54+0.39 04.20+0.42 00.99+0.61 1,03 2,39 19,86 /
A. biotae 04.58+0.07 04.47+0.12 04.14+0.23 00.83+0.51 | 00.00£0.00 2,05 19,85 /
A. paranae 04.54+0.13 04.45+0.17 04.14+0.27 01.91£0.27 | 01.64+0.12 | 00.31£0.12 19,66 /
A. altiparanae | 15.10+0.29 15.00+0.29 14.92+0.29 15.89+0.43 | 15.884+0.49 | 15.73+0.51 01.18+0.78 /
S. notonelas 16.47+0.06 16.94+0.10 16.87+0.20 16.66+£0.15 | 16.65+0.00 | 16.21+0.12 17.77+£0.20 00.00+0.00

Entre clados a maior distancia se deu entre o clado formado por A. altiparanae (Clado
IV) e o formado por A. fasciatus juntamente com A. biotae (Clado III), sendo de 15,84% a
divergéncia entre eles - novamente nao considerando o grupo externo. E a menor distancia foi
de 2,15+0,25%, entre os Clados I e II. Dentro dos clados a menor distdncia ocorre dentro do

Clado I (0,33+0,27% de divergéncia) e a maior dentro do Clado IV (1,18+0,78%) (Tabela 6).

Tabela 6: Distancias genéticas entre os clados e entre os clados e o grupo externo (por¢do inferior-esquerda);
distancia dentro de cada clado (em italico) e tempo de divergéncia entre os clados (em negrito), em Ma.

Clado I Clado I1 Clado III Clado IV | S. notonelas
Clado I 00,33+0,27 2,69 5,71 18,87 /
Clado 11 02,1540,25 | 00,66+0,35 5,52 18,72 /
Clado IIT | 04,57+0,30 | 04,42+0,36 | 01,33+0,70 19,8 /
Clado IV 15,10+0,29 | 14,98+0,29 | 15,84+0,46 | 01,18+0,78 /
S. notonelas | 16,47+0,06 | 16,94+0,09 | 16,51+£0,26 | 17,77+0,20 | 00.00+0.00

De acordo com a Tabela 6, assim como a distancia genética, consequentemente o tempo
de divergéncia também ¢ pequeno entre os Clados I e II (2,69 milhdes de anos). O Clado 1V
foi o mais antigo a se formar, divergindo-se dos outros (I, II e III) de 18,72 a 19,8 milhdes de
anos atras.

Entre as espécies o tempo de divergéncia (Tabela 5) variou de 1,03 milhdo de ano, entre
A. fasciatus e A. biotae, e 19,86 milhdes de anos, entre A. fasciatus e A. altiparanae.

Analisando-se o tempo de divergéncia desde a separagdo do primeiro clado do restante
do grupo obteve-se os seguintes resultados: o maior tempo de divergéncia se deu entre 4.

altiparanae (Clado 1V) e o ancestral comum aos Clados I, II e III (hd 23 milhdes de anos
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atras). A separacgdo entre o Clado III e o ancestral comum aos Clados I e II ocorreu ha 5,87
milhdes de anos e, finalmente, entre os Clados I e II a divergéncia foi ha 2,69 milhdes de anos
(Figura 10).

De acordo com as filogenias e com as distancias genéticas os individuos de 4. paranae da
localidade-tipo sdo mais proximos geneticamente de A. fasciatus € A. biotae do que dos A.
paranae da Bacia do Rio Tieté (pertencentes aos Clados I e II), tendo se divergido destes dois

clados ha 5,67 e 5,56 milhdes de anos, respectivamente.

Clado 1
80
78
87 33
92
2.69 Ma
Clado I
54
2
_ 8 |
5.87 Ma
78
%
97

23 Ma

——————&eel} | Clado 1l
70 ] .IQ?, %6
- % et
26,87 Ma R — 1

\b .

Figura 10: Arvore filogenética pelo método de NJ mostrando ha quantos milhdes de anos (Ma) houve a
separacdo entre um clado e o ancestral comum aos demais clados.

Clado IV

Hewien S onotonelas




40

Na Bacia do Rio Tieté A. altiparanae foi a primeira espécie a se diversificar do restante
do grupo, que mais tarde deu origem a A. fasciatus, e aos individuos dos clados I e II
presentes nesta bacia e ainda a A.scabripinnis, que colonizou a bacia costeira, de modo que a
colonizac¢d@o dos riachos pelas espécies de Astyanax sp. analisadas se deu, ao menos no Estado
de Sao Paulo, do interior para o litoral.

Entre as espécies analisadas de Astyanax sp. e Serrapinnus notomelas, estima-se que a

separacao tenha ocorrido ha 26,87 milhdes de anos.

4.4. Analise populacional

4.4.1. Distancias

Para cada espécie calculou-se a distancia genética entre e dentro de suas populagdes.
Em A. fasciatus a distancia dentro da populagdo de Rio Claro ¢ de aproximadamente (~) 0.5%
e dentro da populacdo de Jaiba-MG ¢ de ~0.1%. Entre estas duas a distdncia genética ¢ de
~1,6%. Dentro do Clado I (analisado como uma espécie) considerou-se os individuos de Rio
Claro como uma populagdo e os de Bauru como outra, independentemente se eles foram
classificados previamente como A. paranae ou A. bockmanni, uma vez que a divergéncia
genética dentro do clado ¢ baixa (0,33+0,27%). Assim a distdncia genética entre estas
populacdes ¢ de ~0,4%. Dentro da populacdo de Rio Claro a divergéncia ¢ de ~0.3% e de
Bauru ~0.4%. No Clado II considerou-se como uma espécie todos os individuos que ndo eram
A. scabripinnis, ou seja, os individuos de 4. paranae e A. bockmanni (também devido a baixa
divergéncia genética encontrada dentro do grupo - ~0,53%). As distancias calculadas foram:
~0,4% entre Santo André e Rio Claro, Bauru e Rio Claro e Bauru e Santo André; e de ~0,7%
entre Rio Claro e Botucatu, Santo André e Botucatu e Bauru e Botucatu, mostrando uma
maior proximidade entre as populagdes de Rio Claro, Santo André e Bauru (0,4% de
divergéncia dentro do grupo formado por essas trés populagdes, comparado com 0,53% entre
todos os individuos do grupo) do que da populagdo de Botucatu (com 0% de divergéncia
dentro do grupo).
Devido a dificuldade de classificacdo dos individuos de A. paranae e A. bockmanni

(evidenciado pela formagdo de dois clados contendo as duas espécies juntas), calculou-se a
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distancia genética entre esses clados (novamente com exce¢cdo dos individuos de A.
scabripinnis) somente para os individuos que ocorrem em simpatria, para verificar se ha em
cada local de coleta estruturacdo populacional dos grupos evidenciados pelos clados. Desta
forma calculou-se a distdncia somente para os individuos de Rio Claro e Bauru.

Para efeitos de andlise as distancias foram calculadas entre os clados em simpatria nas

duas localidades e em alopatria (Tabela 7).

Tabela 7: Distancias entre os individuos dos clados I e II* de Rio Claro ¢ de Bauru. * com excec¢do dos
individuos de A. scabripinnis. Em destaque as distancias entre os cladoss em populagdes em simpatria (em
negrito) ¢ em populagdes em alopatria (sublinhado).

Bauru Rio Claro
Clado II* Clado 1 Clado 1 Clado II*
Clado II* 00.00+0.00 / / /
Bauru
Clado I 02.15+0.09 00.61+0.53 / /
Rio Clado I 02.22+0.11 00.42+0.30 00.22+0.26 /
Claro Clado IT* 00.55+0.00 02.2740.21 02.22+0.12 00.00+0.00

Dentro de cada clado ndo houve divergéncia significativa entre os individuos, mesmo
estes pertencendo a localidades distintas (0,42+0.3% de divergéncia dentro do Clado I e
0,55% dentro do Clado I1*). mostrando que a distancia geografica ndo interrompeu o fluxo
génico entre os individuos do mesmo clado. As distancias entre os dois clados sdo
considerdveis tanto em condicdes de simpatria (~ de 2.15+0.09 a 2.224+0.12%) quanto de
alopatria (de 2.22+0.11 a 2.274+0.21%)).

4.4.2. Filogeografia

O programa TCS (CLEMENT et al, 2000) demonstrou a existéncia de 38 haplotipos
organizados em cinco redes (Figuras 11, 12, 13 e 14) entre todas as populagdes de todas as
espécies de Astyanax analisadas (Tabela 1). A maior parte (73,7%) dos haplotipos
encontrados sdo exclusivos de um tnico individuo. Em algumas populagdes houve um unico
haplotipo compartilhado entre todos os individuos (haplétipos do Clado II — exceto 4.
scabripinnis - de Bauru e Botucatu), enquanto que em outras cada individuo apresentou um

haplétipo diferente (Clado II* em Rio Claro e Santo André e Astyanax paranae em Castro).
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A primeira rede de haplotipos € formada pelos individuos do Clado I (Figura 11). O
haplotipo I-1 esta representado por 25% dos individuos e o 1-13, segundo mais comum com
17,85% de ocorréncia, ¢ compartilhado entre individuos de Rio Claro e de Bauru. O haplotipo
mais primitivo € o I-11, representado por um individuo de Rio Claro. Este se diferencia de 1-1

por apenas uma base nucleotidica.

Figura 11: Rede de haplétipos formada pelos individuos do Clado I, gerada pelo TCS. Os haplotipos sdo
representados pelo retangulo e pelas formas ovais, com seus respectivos nomes. O retangulo representa o
haplétipo mais primitivo da rede, do qual os demais teriam se originado. Quanto maior a forma geométrica,
maior o numero de individuos que possuem aquele haplétipo. Os haplétipos ligados entre si possuem apenas um
nucleotideo diferente entre suas sequéncias. Os pequenos circulos sobre as linhas entre os haplotipos
representam haplotipos “perdidos”.

O Clado II formou uma rede de hapldtipos com todos os seus individuos (Figura 12).
O haplotipo II-1, de Botucatu, foi o mais comum (42% dos individuos), seguido por II-9,
presente em 21% dos individuos. 4. scabripinnis possui dois hapldotipos, SCA1 presente em
80% dos individuos e SCA2 em 20%. SCAl ¢ o hapldtipo mais primitivo da rede

(representado pela forma retangular).
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SCA1 —0—0—0

11-1

Figura 12: Rede de haplotipos conectando formada pelo Clado I1.

O Clado trés formou trés redes de haplétipos: uma para A. fasciatus de Jaiba-MG,
uma para A. fasciatus de Rio Claro e uma para 4. paranae. Em A. fasciatus a rede de
haplotipos com os individuos de Jaiba tem o0 FAS6 como haplotipo mais primitivo a rede com
os individuos de Rio Claro-SP tem FAS1 como o haplotipo mais primitivo. Com base em
95% de confianca as conexdes entre as redes de haplotipos sdo rompidas quando os grupos
possuem mais de 12 mutagdes entre si.

Com os individuos de Rio Claro houve a conexao do individuo de A. biotae, indicando
a proximidade genética dessas duas espécies, que também foi evidenciada pela divergéncia de
0.83+0.51% de acordo com a Tabela 6. A. biotae possui um unico haplotipo por ser
representado por apenas um individuo. Em A. fasciatus os haplotipos FAS5 e FAS6 sdo os
que se repetem (presentes em 22% dos individuos cada um), todos os outros sdo exclusivos de

apenas um individuo (Figura 13).
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Figura 13: Redes de haplotipos de A. fasciatus e A. biotae.

Em A. paranae cada individuo possui um haplétipo diferente e o mais primitivo € o
haplotipo PAR3. Este difere-se de PARS por apenas uma base nucleotidica (Figura 14). 4.

altiparanae nao teve seus haplotipos analisados.

PARS

Figura 14: Rede de hapldtipos de A. paranae.
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5. Discussao

5.1. Relacoes Filogenéticas e Historia Evolutiva de Astyanax sp. na Bacia do

Rio Tieté

A pequena diversidade genética existente entre os clados 1 e II (2,15+0,25%) e
consequentemente sua recente separagdo (ha ~2,69 Ma) explicam a dificuldade em classificar
através de caracteres morfologicos A. paranae da Bacia do Tieté e 4. bockmanni também
desta bacia hidrografica. Dificuldade esta evidenciada pelo agrupamento das duas espécies
juntas em um mesmo clado por duas vezes (clados I e II). Porém, apesar de proximos
geneticamente os clados I e II podem ser considerados espécies distintas, pois segundo
Ornelas-Garcia (2008) para o gene cyt b em Astyanax valores de divergéncia entre sequéncias
acima de 2% caracterizam espécies distintas. Desta forma, uma das espécies deve ser A.
bockmanni e a outra uma nova espécie, que se pensava ser 4. paranae (ver proximo topico),
uma vez que os individuos foram classificados inicialmente como pertencentes a estas duas
espécies. O mesmo ndo acontece entre 4. scabripinnis e os demais exemplares do Clado II,
que possuem divergéncia genética menor do que 2% (1.19+0.53%), apesar de A. scabripinnis
ser uma espécie valida. Isto pode ser explicado pela recente separagdo do grupo (ha ~1,48
Ma). Se houvesse a ocorréncia de 4. scabripinnis e a espécie do Clado I, ou do Clado II em
simpatria provavelmente haveria dificuldade em se separar morfologicamente A. scabripinnis
dessas outras duas espécies (a distancia entre A. scabripinnis e a espécie do Clado I também ¢
baixa - 1.52+0.57%). As baixas divergéncias genéticas encontradas dentro dos clados I e 11
(0,33+0,27 e 0,66+0,35%, respectivamente) revelam que ha fluxo génico entre os individuos
pertencentes a cada clado.

O Clado III reuniu exemplares de A. paranae (da localidade-tipo), de A4. fasciatus e de
A. biotae. Em Astyanax fasciatus o agrupamento dos individuos de Rio Claro mais os de
Jaiba-MG em um mesmo clado refor¢a o seu monofiletismo, ndo havendo problemas com a
classificacdo desta espécie. O agrupamento de A. biotae com A. fasciatus (Figuras 7, 8 ¢ 9)

mostra que a distancia genética entre as duas espécies € muito pequena (0.83+0.51%), porém
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isso também pode ser explicado pela recente separagdo entre elas, hd 1,03 milhdo de anos.
Astyanax paranae da localidade-tipo se revelou mais proximo de A. fasciatus (1.91+£0.27% de
divergéncia) do que das espécies dos Clados I e II (4.54+0.13 e 4.45+0.17%,
respectivamente), o que revela que os individuos agrupados nestes clados ndo podem
pertencer a A. paranae, uma vez que a distdncia genética entre eles e A. paranae da
localidade-tipo ¢ muito alta (Tabela 5). Consequentemente o tempo de divergéncia entre A.
paranae da localidade-tipo e as espécies dos clados I e II também ¢ grande, sendo de 5,67 Ma
para o Clado I e de 5,56 Ma para o Clado II. Desta forma acredita-se que, na Bacia do Rio
Tieté ndo ocorra a espécie A. paranae. Reafirma-se aqui a eficiéncia da taxonomia molecular
em separar grupos em que os caracteres morfoldgicos ndo sdo eficientes para diagnosticar a
espécie (VRIJENHOEK, 1998; APOSTOLIDIS et al, 2008).

Dentro do Clado III a alta divergéncia entre as sequéncias (1,33+0,70%) poderia ser
explicada pelo fato de que ele agrupou trés espécies distintas, porém esse mesmo motivo nao
se aplica ao Clado IV, que ¢ 1,18+0,78% divergente entre seus individuos.

O ultimo clado (IV), formado exclusivamente por A. altiparanae ¢ o mais distante dos
outros, tendo se separado primeiro de todo o grupo (ha ~23 milhdes de anos) (Figura 10).
Consequentemente apresenta as maiores taxas de distdncia genética com os outros clados e
espécies (Tabelas 6 e 5, respectivamente).

Desta forma na Bacia do Rio Tieté A. altiparanae se diversificou inicialmente do
restante do grupo, que mais tarde originou A. fasciatus, A. bockmanni ¢ mais uma espécie de
Astyanax ndo identificada (a que se pensava ser A. paranae) nesta bacia e ainda

A.scabripinnis, que colonizou a bacia costeira.

5.2. Analises Populacionais e Filogeografia comparativa de Astyanax paranae e

demais espécies do género.

As analises filogeograficas demonstraram que nenhum haplétipo € compartilhado entre
os clados, porém ha um haplétipo compartilhado entre duas populagdes: o haplotipo 1-13 esta
presente em um individuo inicialmente identificado como A. paranae, de Rio Claro, € em um
identificado como A. bockmanni, de Bauru. Este fato indica que além de os individuos do
Clado I pertencerem a mesma espécie, as populacdes mantém fluxo génico, apesar da

distancia geografica. Apesar de o haplotipo mais antigo ser indicado, ndo se pode afirmar com
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certeza que a espécie teria se originado em Rio Claro e migrado para Bauru, uma vez que a
inclusdo de mais amostras na rede de hapldtipos poderia mudar esta situagao.

No Clado II as distancias genéticas entre as populacdes da espécie que nao A.
scabripinnis (Botucatu, Rio Claro, Sano André e Bauru) ndo estruturam populagdes muito
distintas (AVISE, 1987) (variando entre ~0,4 a ~0,7% de divergéncia). O agrupamento de A.
scabripinnis ¢ a outra espécie no mesmo clado, a conexdo entre os haplétipos destas duas
espécies e a baixa divergéncia genética entre elas (descrita no item anterior) revela maior
proximidade entre estas duas espécies do que entre A. scabripinnis e a espécie do Clado 1.
Considerando-se que (nos clados I e II) uma das espécies deve ser 4. bockmanni e a outra se
pensava ser A. paranae, € que esta ultima representa o que se chamava de A. scabripinnis para
a Bacia do Alto Parand, estes dados sugerem que a espécie do Clado II seria uma nova espécie
(e ndo 4. paranae, como se pensava) pelo fato de ser mais préoxima de A. scabripinnis do que
a espécie do Clado 1. Desta forma A. bockmanni deve estar representada pelo Clado I, uma
vez que ndo tem relacdes com o complexo scabripinnis. Porém apesar de proximas A.
scabripinnis e a nova espécie possuem varios hapldtipos “perdidos” entre seus haplotipos
(Figura 12), o que reforca que o fluxo génico entre elas foi interrompido, refor¢ando se tratar
de espécies distintas.

Apesar de A. fasciatus ser monofilético (Clado III) houve agrupamento geografico entre
as populacdes — nenhum haplétipo € compartilhado entre elas, além de suas redes ndo se
interligarem — e a distancia genética entre as duas populacdes ¢ alta (~1,6%) (AVISE, 1987),
podendo sugerir que ndo haja mais fluxo génico entre elas e que elas estejam se
encaminhando para um processo de especiagdo. Desta forma sugere-se que mais estudos sobre
esta espécie sejam feitos entre a Bacia do Sdo Francisco e a Bacia do Alto Rio Parana, para se
elucidar as relagdes filogenéticas entre elas.

Na Figura 15 tem-se a arvore-resumo dos resultados encontrados. Cada espécie tem a
mesma cor de destaque na arvore e nas redes de haplotipos. A. altiparanae nao teve seus
haplotipos elaborados. O hapldtipo de S. notonelas, Gnico por se tratar de apenas um
individuo, também ndo se encontra na figura. Observando-se as localiza¢des das espécies na
arvore-resumo e suas respectivas redes de haplotipos fica evidente que 4. paranae da
localidade-tipo e as duas espécies representadas pelos clados I (possivelmente A. bockmanni)
e Il (4styanax sp, espécie ndo descrita) ndo formam um grupo monofilético, restringindo a

distribuigdo de 4. paranae, nao havendo sua ocorréncia na Bacia do Rio Tieté.
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Figura 15: Arvore-resumo, pelo método de NJ, destacando com as mesmas cores cada espécie e seus
respectivos haplotipos. Em ordem, de cima para baixo: em lilas: Astyanax bockmanni*; em laranja: Astyanax
sp*; em cinza: A. scabripinnis; em azul: A. fasciatus; em rosa: A. biotae; em verde: A. paranae. *classificagdes
sugeridas.
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6. Conclusiao

O objetivo inicial de se estabelecer as relacdes filogeograficas entre diferentes
populacdes de Astyanax paranae residentes na Bacia do Rio Tieté ndo pode ser alcangado
uma vez que a espécie encontrada nesta bacia ndo se trata de A. paranae. Porém a
filogeografia das espécies de Astyanax aqui encontradas mostra que nido ha estruturagdo
populacional entre elas. A estruturagcdo encontrada em A. fasciatus se da entre uma populagdo
da Bacia do Tieté e uma da Bacia do Sdo Francisco.

Apesar de ndo ter alcangcado o objetivo inicial este trabalho teve descobertas possiveis
somente através da genética molecular, como a constatagdo de que hd uma espécie de
Astyanax ndo identificada na Bacia do Rio Tieté, reafirmando ser necessario um amplo estudo
taxondmico e sistematico no complexo scabripinnis, para revelar as relacdes filogenéticas
entre estas espécies e identificar novas. Verificou-se também a dificuldade em se separar, com
base somente em caracteres morfologicos esta nova espécie e 4. bockmanni.

Por ultimo verificou-se que a expansdo das espécies de Astyanax analisadas, a0 menos
para a regido da Bacia do Rio Tieté, se deu dos riachos do cristalino superior para o costeiro
(do mterior do continente para o litoral), sendo a espécie mais antiga representada por A.

altiparanae.
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