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“Nao sou insensivel a beleza natural, mas minhas alegrias emocionais
estdo centradas nas obras improvaveis e, todavia as nerasilhosas,

desse minusculo e acidental ramo evolutivo chamado Hommsdpje

entre essas obras, ndo ha nada mais nobre do que a histérissiesno

esforcos para entender a natureza...”

Stephen Jay Gould

Viva o Brontossauro: Reflexdes sobre Histéria Natural
Companhia das Letras, 1991
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Resumo

PelicAeDardis, G. Z.Andlise filogeogréafica de Astyanax altiparanaeGarutti &
Britski, 2000 (Characiformes, Characidae) da bacia do Alto rio Pama& no estado

de S&o Paulo.2006, 134 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Rild&igdo, 2006.

Peixes de agua doce fornecem um elo natural entre a evolucama ot
geoldgica de uma area, devido a dispersdo destes dependeramefite das conexdes
entre bacias. Do ponto de vista zoogeografico, os mais impartséiceos da divisdo
primaria, que estiveram durante toda a sua histdria evolutivanado$ as dguas doces.
Estes estdo confinados a determinadas bacias e dispgrsdenforma limitada tanto
devido as barreiras fisicas, quanto as diferentes capacidaid¢drias entre as espécies,
preservando antigos padrdes de distribuicdo geogréafica. Asgiresenca de espécies
caracterizadas pela capacidade de deslocamento relatieatmaitada em riachos e
cabeceiras, deve facilitar a ocorréncia de eventos witasia podendo levar a
multiplicac@o por especiagdo em isolamento geografico. Paea &ssa hipotese, foram
analisados 175 individuos destyanax altiparanagrovenientes de 36 populacdes de
riachos e cabeceiras da bacia do Alto rio Parana, no esta@dod®aulo, visando
identificar se existe estruturacdo genética entre essas @ogaila qual o padréo
filogenético intrapopulacional atual, e 0s processos evolutivos que o causou, ja que a
quantidade e distribuicdo da variacdo genética intraespeéifazmseqiéncia tanto de
sua estrutura populacional atual, como de eventos histérim@snhitilizadas sequéncias
de parte do gene mitocondrial Citocromo B (805 pb) para testezlagdes entre a
variacao haplotipica e a distribuicdo geografi€dogeografia- de acordo com a analise
de agrupamento de clados ndo enraizado (NCA), através do progoampatacional
Geodis v. 2.4. A analise da estrutura populacional foi obtidadandiravés da analise
da variancia molecular (AMOVA) realizada com o auxilio do pgota computacional
Arlequin v. 3.0, e da andlise dilismatch distribution”, realizada através do progrma
DnaSP v. 4.100s resultados da NCA mostraram que fluxo génico restritodigancia
€ responsavel pelo padrdo atual de distribuicAoAdeltiparanae nas populacdes
analisadas. Os resultados da AMOVA constataram que i@r npmoporcdo da
variabilidade genética € encontrada dentro das populagfesest@ie estruturadas
geneticamente sob o modelo do fluxo génico restrito pela distanmaestando
estruturadas em suiacias, e que provavelmente ndo existam barreiras geograficas
tampouco ecologicas, ao fluxo génico entre as popula¢desnohelaguelas localizadas
nos rios principais desta bacia. A distancia geografioa est populacdes parece ser o
Unico fator limitante ao fluxo génico, devido principalmente ao pegyymrte deA.
altiparanae Este resultado sugere que o tamanho reduzido das espégeete de
riachos provavelmente seja o principal fator limitante aed&sfo destas espécies, o que
estd de acordo com a hipétese de Castro (1999), de que a capdeiditocamento
relativamente baixa e limitada das espécies de pequeno goeeestringe as suas
distribuicbes geograficas, poderia facilitar a separacao &émyde populacdes, e desta
forma favorecer o surgimento de novas espécies devido ao istdegeagrafico.

Palavraschave: Astyanax altiparanae, filogeografia, citocromo bcuridrial.



Abstract

PelicdeDardis, G. Z.Phylogeographic analysis ofAstyanax altimranae Garutti &
Britski, 2000 (Characiformes, Characidae) from the upper RidParana basin in the
state of Sdo Paulo2006, 134 p. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Filosofia, C&acia
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, &wRneto, 2006.

Freshwater fishes provide a natural link between the geologibiaticl evolution of an
area, due to their dispersion be directly dependent on the conseatiming basins.
From the zoogeographical point of view, the most important aeethat of the primary
division that has been, during their entire evolutionary histwyfined to freshwaters.
They are confined to determined basins and their dispersion gasatmited due to
the physical barriers, as well as the different natatoricapacities between the species,
preserving old geographic distribution patterns. Thus, the mesef species
characterized by the relatively limited dispersion capaictstreams and headwaters
should facilitate the occurrence of vicariant eventsintgko the multiplication for
speciation in geographic isolation. To test this hypothesis, 175dodig of Astyanax
altiparanaeproceeding from 36 streams and headwaters populations from theRipper
Parand basin in the state of Sdo Paulo were analyzed. dihegoal was to identify if
there is some genetic structuring between these populations; whiod ¢urrent intra
population phylogenetic pattern, and the evolutive processes thaddauSequences
of part of the mitocondrial Citocromo B gene were used (805 pbjstothe relation
between the haplotipic variation and the geographic variatiBhylogeography —in
agreement with the Nested Clade Analysis (NCA), through trmepater program
Geodis v. 2.4. The Analysis of Molecular Variance (AMOMWA)ough the computer
program Arlequin v. 3.0, and the analysis of the “Mismatchildigion”, through the
computer program DnaSP v. 4.10, performed the analysis of tletusing population.
The result of the NCA showed that the gene flow restrictedistyance is responsible
for the current distribution pattern éf. altiparanaein the analyzed populations. The
results of AMOVA evidenced that the largest ratio of ¢emetic variability is found
inside of the populations, which are genetically structured uhdemodel of gene flow
restricted by distance. The populations are not structured Hbagibs, and probably
there are no geographic barriers, neither ecological, tge¢he flow between they,
including those located in the main rivers of this basin. Thegrgehic distance
between populations seems to be the only factor that limitgethe flow, due mainly to
the small size ofA. altiparanae This result suggests that the reduced size of stream
fishes probably is the main factor that limits the dispersf these species, which is in
agreement with the Castros’s hypothesis (1999), which relateslétizely low and
limited displacement capacity of the small size spewvéh, their restricted geographic
distributions, that could facilitate the geographic separadf populations, and in
certain way, favor the appearance of new species due gedgeaphic isolation.

Key-words: Astyanax altiparanagphylogeography, mitocondrial citocromo b gene.
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1 Introducéo

1.1 Filogeografia

A diversidade biolégica € um dos aspectos mais espetacdmnestureza, e
entender 0S mecanismos e processos que a geram tém sdis umaiores desafios da
Biologia Evolutiva. A evolugéo é freqiientemente consideradadasndominios: micro
evolugcdo e macrevolucdo (Hendry & Kinnison, 2001). Mayr (1942) define micro
evolugcdo como 0 processo evolutivo que ocorre em curtos espagesnpe e em
categorias sistematicas mais basais, em geral, dimgepécies, e maeevolugdo como
o desenvolvimento de um sistema organico novo, ou seja, 0 prevedstivo que requer
longos periodos de tempo e afeta as categorias sistenmaticsaaltas.

Dois campos de estudo dentro da Biologia Evolutiva lidam com dsées
dominios, a Sistematica e a Genética de Populacdes. A &lis@renta determinar os
padrdes macrevolutivos buscando as relacdes ancesigatendente. A Genética de
Populacdes procura inferir os processos rémalutivos pelos quais surgem e se
estabelecem as variagOes irgspecificas herdaveis, sobre as quais atuam os mecanismo
evolutivos. (Eldredge & Cracraft, 1980; Avise et al., 1987; Futuyl1998; Castro, 1999).

Tradicionalmente, Sistematica e Genética de Populacdes sdimiatom
tratados de maneira independente pelos sistematas e igéagticque empregam
diferentes linguagens e diferentes conceitos a assuntos deédngicomum. Porém,

a introducao de dados de DNA mitocondrial em estudos de genétapdlacdes, no
final da década de 70, proporcionou um aumento de comunicagdorebtre @vise
et al., 1987), promovendo uma mudanga de atitude em relagdo ascipaspe

histéricas e filogenéticas nos estudos de estrutura populacioaaspecifica, e levou



ao desenvolvimento de um novo campo de investigacdo multidiscipgl@enado
filogeografia (Avise, 1994).

A filogeografia é o estudo dos principios e processos que goveana
distribuicdo geografica de linhagens genealdgicas, inclusive v& miraespecifico
(Avise et al., 1987), e gera informagfes importantes corpa®@laos processos evolutivos
envolvidos na determinacdo dos padrbes atuais de distribuicdo sifiti@efio entre
populacdes e espécies, como por exemplo, a estrutura populaciErespecifica.

Uma espécie apresenta estrutura populacional quando consisteiake var
populagBes entre as quais existe alguma restricdo ao fluxo gpaiém, a maioria das
espécies ndo pode ser considerada como uma Unica unidade pamuoigica,comum
apresentarem algum grau de diferenciagdo genética entneoguaacdes (Slatkin, 1997).
A distribuicdo espacial das variacdes irgspecificas dentro e entre populagdes (estrutura
populacional) pode fornecer informagBes importantes sobre a hist@iatiea das
espécies, e a existéncia de barreiras ao fluxo génico mordacdes que acumularam
diferencas genéticas a partir de um ancestral comum é unpartzpais condicbes para
a ocorréncia do processo de especiagdo, a principal fonte gedsddiadiversidade.
Estudos filogeograficos sdo capazes de detectar, ndo aperatéacia ou auséncia de
fluxo génico entre populagbes, mas também os processos quemledadsstribuicdo
espacial contemporanea dessas populacoes.

Para o entendimento da distribuicdo da variacdo genética deetitree
populagBes, associada a sua distribuicdo geogréafica, séssdméas conhecimentos
multidisciplinares, tais como genética molecular, genéticpapulacdes, demografia,
etologia, cladistica, paleontologia, geologia, e geogrisfia.porque, a quantidade e a
distribuicdo da variacdo genética inigpecifica € consequéncia ndo apenas de sua

estrutura populacional atual, mas também de eventos histguelos quais a



populagdo possa ter passado, tais como expansédo de arearéec@oafunilamento
populacional, eventos de fragmentagdo, isolamento, colonizagcddnedex entre

outros. As caracteristicas biolégicas dos organismos, tais canodo de locomogéo,
0 comportamento reprodutivo e o comportamento alimentar, tambématiesf
importantes que influenciam suas distribuicées (Avise, 2000).

Em sua definicdo pura, a filogeografia lida com a distribugggacial dos
alelos dentro e entre populacgdes, cujas relacdes filogenéfioaconhecidas ou podem
ser estimadas. Assim, este campo de estudo esta na pnitg@o entre 0os estudos
micro e macreevolutivos, permitindo inferéncias sobre eventos historicos e gzoge
populacionais atuais, contribuindo para as descri¢cdes das digteibgjeograficas, das
relagbes filogenéticas e distdncias genéticas entre naggéns evolutivas dos
organismos, proporcionando uma melhor compreensao da biogeografiaakeg
areas de endemismos (Bermingham & Moritz, 1998).

A filogeografia procura interpretar a extensdo e o modo pelo opal
processos histéricos em populacdes podem ter deixado pistas da @vohca
distribuicdo geogréafica contemporénea das caracteristicesiq@s dos organismos.
Supondo, por exemplo, que duas populacbes foram separadas geogradicpone
centenas de milhares de anos, uma andlise filogeogréafigariapia deve indicar essa
separacao historica, principalmente se a linhagem do gensaaiaalor neutra (Avise,
2000). Populacdes isoladas historicamente sdo as principais casdided apresentar
diferencas nas adaptagfes genéticas, pois tiveram potemti@lloega exposicdo a
pressdes de selecdo divergentes sem a influéncia homaegkmaizlo fluxo génico
(Avise, 2000).

Estudos filogeograficos permitem a identificacdo de cendrisi®ricos

alternativos para os arranjos espaciais dos organisnmsa® caracteristicas. Por



exemplo, vicariancia e dispersao sao duas possibilidades@a@uas para a origem de
taxons separados espacialmente. Sob a interpretacéo vigapigmiéacoes ou taxons
relacionados foram separados quando a forma ancestral faddsgor eventos
ambientais (surgimento de uma montanha, mudancga de um cursorite ett1). Sob
a interpretacdo da dispersdo, determinado grupo taxonémico ocupaxtensdo de
area devido a dispersdo ativa ou passiva, a partir de um owemiss de origem
(Templeton, 1998).

No final da década de 80 do século 20, Avise et al. (1987) aimaue
os fatores biogeogréficos histéricos, assim como os fatorégemporaneos ecologicos
e comportamentais, sdo importantes na modelagem da arquitetétizaydas espécies
viventes, levando a varias hipéteses filogeograficas-aspecificas, que mereceriam
novas avaliagfes a medida que novas evidéncias moleculéoesassem disponiveis.
Mais de uma década depois, essas tendéncias filogeografickesam ser re
examinadas sob uma perspectiva genealdgica, e assim fdiailagecinco categorias
filogeogréaficas, tanto para arvores génicas de DNA mitocalndyuanto para outros
marcadores (Avise, 2000). As cinco categorias propostas poe ARB00) estdo

explicadas resumidamente abaixo:

Categoria |- Arvore génica longa, principais linhagens alopatricas:

7

Esta categoria € caracterizada pela presenca de haploglioptzxios
espacialmente e separados por distancia mutacional relatitarata. Pode haver
também uma substrutura espacial entre linhagens mais proximamente relda®na
dentro de certas regifes geograficas. Esses padrfes apa@ovemente para DNA
mitocondrial, e sugerem a presencga, por muito tempo, deiraara troca génica. Em

espécies amplamente distribuidas, com pouca dispersédo e alto&hizo,@ extingdo de



haplétipos intermediarios também pode contribuir para o surgingentpronunciados
“gaps” filogenéticos.

Idealmente, a confirmacdo dos processos historicos no nivel piopala
requer suporte concordante de mudltiplos genes, ou com outras infosmagde

biogeograficas, tais como geologia ou sistematica.

Categoria lI- Arvore génica longa, principais linhagens amplamente simpatricas:

Este padrédo é caracterizado por pronunciados “gaps” filogenéticesanins
ramos na arvore génica, com as principais linhagens emasian por toda a area.
Teoricamente, este padrdo pode surgir em espécies com ralohta populacional
efetivo e alto fluxo génico. Assim, algumas linhagens amiyde separadas podem ter
sido casualmente retidas, enquanto muitos gendétipos intermediéraon perdidos
através do tempo. A selecdo balanceada pode facilitaresitado favorecendo, em
longo prazo, a sobrevivéncia evolutiva de algumas linhagens hagstiggontudo, a
maioria dos estudos com DNA mitocondrial que encontraram esse padragesultado,
provavelmente envolve contato secundario entre populacdes ou sgpéeievoluiram
alopatricamente. Nestas situacdes, evidéncias independeetddgicps, genéticas, ou
morfolégicas) geralmente sugerem que os distintos filogrupos d& mibcondrial
divergiram em alopatria. Essas linhagens mitocondria@masomo nucleares, atuam
com marcadores genéticos distintos para investigagcdes em gisulande possa ter

ocorrido hibridizagdo em zonas de contato.

Categoria Ill— Arvore génica curta, linhagens alopatricas:



Nesta categoria, a maioria, ou a totalidade dos haplétimoprediimamente
relacionados e localizados geograficamente. O fluxo géniceroporaneo é baixo o
bastante em relagdo ao tamanho populacional, permitindo a die&didas linhagens
entre populacdes, mesmo aquelas que estiveram em contatomecgated categoria Il
depende do nivel do fluxo génico histérico entre as populagbes que né&vasst

separadas por barreiras biogeograficas.

Categoria IV- Arvore génica curta, linhagens simpatricas:

Este padrdo é esperado para espécies com altegénioco e populacdes com
tamanho efetivo pequeno, que nao estiveram historicamente da&pgrar barreiras
biogeograficas. Espécies em que o numero de populagbes aumentou ax@otve
expandiram sua area de ocorréncia recentemente, apresentaes gemealdgicas com
ramos curtos, muitos dos quais amplamente dispersos padadé@corréncia atual da
espécie. Para espécies que se expandiram em tamanho reotntanpartir de poucos
fundadores, é esperado um padrédo genealégico chamado de “filogfesli@’ eonde um
haplétipo ancestral comum fica no centro da “estrela” e os lagdatecentes derivados

ficam a ele conectados independentemente por ramos curtos.

Categoria V- Arvore génica curta, distribuicéo variada das linhagens:

Este € um padrdo intermediario entre as categorias VWl gue envolve as
linhagens que sdo espalhadas geograficamente e também asnbnpampeémamente
relacionadas (cada uma confinada a uma ou poucas localidadesgmoXtste padréo
significa que esta ocorrendo fluxo génico fraco ou moderado entre asgigsijue sédo

historicamente e fortemente conectadas. Hapl6tipos comunen{e@os em muitos



individuos e/ou populacdes) geralmente sdo o estado ancestral (présmmenquanto
os haplotipos raros (encontrados em poucos individuos e/ou populag@®s) s
supostamente a condicdo derivada (apomorfica). Assim, haplétipmss compartilhados
por individuos ou populagbes sdo potencialmente marcadores cladistreoslgos

recentes em uma arvore génica.

Como citado anteriormente, o desenvolvimento da filogeografia foi
impulsionado pela introdu¢éo de dados de DNA mitocondrial em esfiedgenética
de populagcdes. O DNA mitocondrial tem sido fonte de dados pareénnias
genealdgicas no nivel intespecifico, pois oferece vantagens para analises
filogenéticas no nivel micrevolutivo. As caracteristicas do DNA mitocondrial tém,
literalmente, forcado a adicdo de uma perspectiva filoganétos estudos dos
processos evolutivos intespecificos e, como tal, tem servido de ponte entre
disciplinas como sistematica e genética de populacdes (dtvade 1987).

Para se entender a importancia do DNA mitocondrial em estudos
filogeograficos, temos abaixo uma breve descricdo da mitocfsdtiagenoma, e seu
mecanismo de heranc¢a genética:

A mitocondria é uma organela encontrada na maioria dos organismos
eucariontes e sua fungdo na célula envolve a degradacdo deesggicgorduras
importantes na respiragdo celular. Esta organela possui umeutaali® DNA de fita
dupla circular que codifica, aproximadamente, 5% da maquinari@sdeize para o
funcionamento da mitocdndria (Moritz et al., 1987). Além dos 37 gaitesondriais
descritos, dos quais 13 codificam RNAs mensageiros par&imast envolvidas
diretamente no processo do transporte de elétrons e fosforilac@bivaidiois para

subunidades ribossémicas e 22 para RNAs transportadores, exisé&rtaima regiao



nao codificadora conhecida como “rica em A+T” nos invertebradasne Calca D”
(D-loop) nos vertebrados, que contém o controle da replicagdo eritdosdesse
genoma (Moritz et al., 1987). O mtDNA é considerado uma mlaléaonbémica, pois
praticamente toda a sua sequéncia de nucleotideos possui dodif@adora; regides
espagadoras, introns, pseudogenes, elementos transponiveis, reigsq@épetitivas
sdo estruturas raras ou ausentes (Arias & Infisiaiachias, 2001). A figura 01 ilustra
uma molécula de mtDNA de humanos que, devido ao seu carasenamo, pode ser

utilizada como modelo entre os vertebrados.
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Figura 01. Estrutura e organizacdo dos genes em uma
molécula de DNA mitocondrial humano.nCe Q
indicam a posicdo da origem da replicacdo das duas
fitas da molécula (retirado de Avise, 2000).



Os ovdcitos, células germinativas femininas, apreseatarseu citoplasma
um grande numero de mitocdndrias, sendo relatado para humanos algmemetor
cem mil mitocondrias, enquanto nos espermatozoéides o nimero nao alega,
localizadas na regido caudal (Scheffler, 1999, ®Yedker & Awadalla, 2001).
Durante a fecundacao, as mitocondrias masculinas ndo cheganetsar no 6vulo, e
caso isso ocorra, existem mecanismos celulares que asedgsimpedindo assim que
o DNA mitocondrial paterno seja transmitido aos descendentge-\(Ealker &
Awadalla, 2001). Assim, o DNA mitocondrial é herdado pelos desn&gjenachos e
fémeas, por uma via predominantemente materna, sem recombiceg@terizando o
padréo de heranca matrilinear.

Durante a producéo das células germinativas femininas, podgmsua
ou mais mutagdes de ponto no DNA mitocondrial de uma dessas c&tukses dividir,
esta célula pode transmitir a célula filha a mutacédémmesurgida, sendo esta entéo,
herdada pelos novos individuos. Admitirsl® que ndo ocorre recombinagdo entre as
moléculas de DNA mitocondrial, 0 numero de diferencas entreqé€rsagas de dois
individuos é proporcional ao tempo transcorrido desde o0 momento em que
compartilharam seu ultimo ancestral comum (Wallace, 1995). Assiaracteristicas
do DNA mitocondrial descritas acima, fazem com que essaculaléeja adequada
para tracar uma genealogia materna.

Existe uma especial conexdo entre filogenia matrilinear rmodefia
populacional (Avise, 2000). Para qualquer arvore génica, a tra@mao DNA
numa genealogia populacional Assim, € importante interpretar de foritica os
resultados obtidos para o nivel populacional a partir de pdacbanalisados. Por

outro lado, genealogias tragadas a partir do DNA mitocondrial comt@&macoes



historicas, que vao além do que poderia ser restaurado a pdrégdéncias alélicas
sozinhas (Avise, 2000). Além disso, dependendo do grupo taxonémico, quando ha
proximidade fisica das fémeas com sua prole, a linhagenlingatrj freqientemente,
fornece conclusdes relevantes sobre a demografia e estruturagiamall histérica,

gue em principio, ndo sdo obtidas por nenhum gene nuclear (2005,

Atualmente, genealogia de genes predominantemente mitocendéai
obtidas levando em consideragdo a Teoria da CoalescéncimdBefvise (1998),
“Teoria da Coalescéncia” é o termo atualmente aplicado @wigudades formais
matematicas e estatisticas das genealogias dos gerely os resultados dessa
disciplina altamente relevantes as interpretacdes filogéoaganoleculares.

Na primeira metade do século passado, Fisher (1930) e Wii§BL)(
estudaram os efeitos da probabilidade binomial relativanzefeqiéncia alélica em
populacdes pequenas depois de uma série de geracles. A distrdasgdieqiéncias
génicas em populacdes considerando apenas o efeito da deritreagsiiet as bases do
modelo de Wrightisher (WT). Este modelo leva em conta a probabilidade de uma
populacdo passar de um estado apresentamdpias de um alelo para um estado
apresentandg copias desse mesmo alelo, e os procedimento matematicos sao
realizados utilizandse da teoria da cadeia de Markov. A teoria da cadeia de Markov
um modelo matematico expresso em termos de estados descontionns
probabilidades fixas de passagem de um estado a outro. Na dedklarkov, os
estados descontinuos sdo dados por todas as possibilidades de restezto (e
determinado alelo) de uma populagdo num determinado momento do tempo. Uma
importante contribuicdo dessa teoria € a possibilidade dedeneiar a probabilidade

de uma populagdo se encontrar em determinado estadipiés de um alelo, ou
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copias desse mesmo alelo) em algum momento particular ge {E@rnandeMatioli,
2001).

No entanto, o célculo dessa probabilidade pela cadeia de Mawige
procedimentos matematicos sofisticados. Assim, Ewens (190s uma nova
maneira de se estudar os eventos evolutivos anteriormasgadns nos modelos de
Wright-Fisher, porém sem a necessidade de procedimentos matengtidondos.
Surgiram assim as bases do que é hoje conhecido como a teco@letxéncia, e 0s
primeiros estudos de genealogia de genes baseados messéotam conduzidos por
Kingman (1982), Hudson (1982), e Tajima (1983).

Uma amostra de genes de uma populacdo representa mais do @ue um
contagem instantanea dos alelos na populagdo. Cada geneadmgsissui uma
histéria ancestral datada de milhares ou milhdes de geragéss E possivel que um
par de genes amostrado nos dias atuais tenha se originado de a@qtiaas de um
mesmo alelo produzido por um mesmo individuo algumas geracéesatraatdo, 0os
alelos podem ter tido um ancestral comum centenas dedgsragras. O termo
coalescéncia referse a este processo, “olhar para tras no tempo” e verGiidide
dois genes a partir de um ancestral comum (Hartl e Clark, 1®8@ura 02 ilustra um
esquema classico da teoria da coalescéncia.

A teoria da coalescéncia considera a deriva genética com@cespo
evolutivo atuando na producédo de uma geracao para outra. Futuyma @@Ség@
as seguintes premissas: 1) as frequéncias alélicas (ouipiapkt flutuam ao acaso, e
eventualmente, um ou outro alelo séo fixados; 2) assim, eveetuelna populagéo
perde variacdo genética; 3) populacbes similares divergemeqaéfrcia alélica, e

diferentes alelos podem ser fixados em cada uma; 4) a pidadbjlnum tempg de
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um alelo eventualmente ser fixado é igual a freqiéncia désdsenesse tempip 5) a
taxa com que esses eventos ocorre, € maior quanto menor &b oata populacao.

Ao se comparar sequéncias homodlogas de DNA, podem ser obtidas
informagBes sobre a historia evolutiva dessas sequénciascamio aquelas que
evidenciam quais as sequéncias mais relacionadas entragsielas que fornecem
dados a respeito de que ponto no tempo as sequéncias coalescendésétatoli,

2001). Desta maneira, a comparacgéo entre sequiéncias amostpattisde individuos
de populacdes de uma mesma espécie fornece informacdes gensaldgimitindo a
construcdo de arvores génicas (Fernadatoli, 2001) As arvores génicas refletem o
guanto duas sequéncias estdo proximas, e podem evidenciar o ponto nonteguao e
se encontra a sequéncia ancestral comum mais recente.

Considerando um cenario evolutivo ideal, tomamos a histéria redente
uma amostra de individuos hapléides, de uma determinada popwegéistindo de
geracbes en linhagens. Na geraca-1 um uUnico par de linhagens coalesce na
sequéncia ancestral comum mais recente de dois individuos atosstra cada
geracdo precedente a primeira coalescénda existirdo ancestrais ou linhagens a
seguir. Se uma dessas) linhagens apresenta dois descendentes na amostra original,
as outras linhagens apresentardo um sé descendente. Chegara untomontempo
em que todas as linhagens coalescerdo em uma Unica, a quanipées ancestral
comum ao% individuos amostrados (Fernandéatioli, 2001).

Essas mesmas propriedades de genealogia envolvendo organismos
hapléides podem ser aplicadas a genomas mitocondriais e, neEs3e essas
genealogias tém se mostrado importantes na formulagdo e tambéteste de

hipéteses envolvendo biogeografia histérica (Bermingham & AUBES).
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Figura 02. Representacdo esquematica do processo pelongaidinhagem pode passar dentro de
uma populacdo. E mostrada a trajetéria matrilinea cordtaides e filhas através de mais de 40
geracfes, sem a ocorréncia de eventos genéticos como neagéithi Das sete linhagens
representadas, apenas uma ndo se extinguiu durante essgdnder tempo. Todas as linhagens
sobreviventes (topo) coalescem a uma mae comum 10 geracOesEsns® trajetdria matrilinea
coletiva descreve uma arvore génica hierarquica e ddique reflete as rotas da hereditariedade
transmitida através das moléculas de DNA mitocondriaptada de Avise, 2000).

Estudos contextualizando temporal e espacialmente a diversigaetica
populacional tém sido feitos utilizando diferentes marcadorescoiates, tanto do
genoma nuclear (aloenzimas, RFLPs, RAPDs), quanto do genonwmgdeelas
(mitocbndrias e cloroplastos). No entanto, devido as cardiasisdo genoma

mitocondrial citadas anteriormente, este se tornou o marcador reglmente
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impulsionou o estudo da filogeografia, junto ao desenvolvimento matemdbis
processos coalescentes (Avise, 1998).

Uma metodologia eficiente para estudos filogeograficos é disAnde
Agrupamento de Clados ndo Enraizados (Templeton, 1993, 1994, 1998; 2004; Crandall
& Templeton, 1993). A Andlise de Agrupamento de Clados ndo Edosiz& uma
metodologia estatistica que incorpora demografia e filogeniam@ses de variacao
espacial de linhagens intempecificas. Esta analise detecta e testa os mecanism
evolutivos responsaveis pela distribuicdo espacial dos padrédégxgembdservados, e
também as possiveis deficiéncias relativas a amasirada.

Esta analise inicige através da constru¢do de um cladograma néo enraizado
a partir de uma arvore génica de hapldtipos mitocondriais, atliza parcimodnia
estatistica (Templeton et al., 1987, 1992; 1995; Templeton & Sing, 1983¢dll et
al., 1994).0 resultado inicial obtido € uma série de clados agrupados enanvora
génica hierarquica, em que cada nivel é sucessivameigeaniego do que qualquer
clado contido dentro desse. A quantificagdo dos dados geograffeda através de
duas distancias estatisticas distintas (Templeton et al., 199%):distancia do clado
(Dc), que mede a extensdo geografica da distribuicdo de um tmtln e 2) a
distancia do clado agrupado (Dn), que mede o quanto este cladorafigaogente
distribuido em relagéo aos seus clados irméos (clados posicgooen nivel acima na
rede de haplétipos). Contrastes entre clados dentre e engrentds niveis de
agrupamento sdo usados para a discriminagdo entre as posaigess da estruturacao
geogréfica da variacdo genética (Templeton et al.,1995; Templ&d98). Os niveis
estatisticos significantes dessas medidas e os coatdast@listancias sédo determinados

por testes de permutagéo ao acaso.
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A andlise de agrupamento de clados ndo enraizado testa aéipdiesia
distribuicdo geografica de todos os clados dentro de um clado dgrsgraao acaso. A
hipétese nula pode nado ser rejeitada sea Bmostra for inadequada para detectar
estruturacdo geogréfica, e /ouadpopulacdo observada € panmitica na area amostrada.
No segundo caso, o resultado pode ser tanto devido a amostragem,efeitassda
deriva genética. Nado é possivel escolher entre essas afteasativas, assim, a
inferéncia genética esta restrita aos casos em que a hipata< rejeitada.

Quando a hipétese nula é rejeitada, Templeton et al. (1995) consitiésa
casos distintos que podem ser a causa da associacadapitipos e distribuicao
geogréfica: 1 deriva genética restrita associada a fluxo génico, edpenite fluxo
génico restrito por isolamento pela distanciagentos histdricos como fragmentacao
passada; -3e eventos histéricos como expansdo da area de ocorréac@griicados

bioldgicos dessas possiveis causas estdo explicados a seguir

Fluxo génico restrito por isolamento pela distancia

Segundo Templeton (1998), fluxo génico restrito implica em movimémtag
limitada de individuos durante uma geracdo, tempo insuficigast2 um haplétipo
recém surgido se espalhar geograficamente. Assim que umaamuteorre, 0
haplétipo resultante é encontrado apenas em sua area de orig@no fassar das
geracOes, a linhagem haplotipica tem grandes chances dspakhar por outras
localidades através de fluxo génico restrito. Dessa mareiastancia do clado (Dc)
deve aumentar com o passar do tempo sob o0 modelo do fluxo génico fegtitiém
esperado que esse aumento ocorra com o aumento dos niveis agriépgdesoativel
agrupado mais alto seja alcangado, ou se o fluxo génico forestgimente alto, em

relacdo ao tempo de coalescéncia da rede de hapl6tipos, oagivgado seré
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alcancado nos clados uniformemente distribuidos por toda areafis@mostrada.
Um outro aspecto do padrdo esperado sob o modelo do fluxo génido,réstjue
quando uma mutacdo ocorre e origina um novo haplétipo, este residegniaitie
dentro da area de seu haplétipo ancestral Como o haplétipo anéesiag velho do
gue o novo hapldtipo, este deve ter uma distribuicdo geograficaampis. Entéo,
gquando o novo haplotipo comeca a se espalhar atravées de fluxo gémico, el
freqientemente permanece dentro da area geografica de cestranpor muitas
geracdes, particularmente sob o modelo de isolamento por distBavida a forte
tendéncia do haplotipo ancestral ser imediatamente interior aoipapdérivado na
topologia da rede de haplétipos (Castelloe & Templeton, 19943pit#em a tendéncia,
sob fluxo génico restrito, dos clados nas extremidades tergnibudicdo geogréfica
menor, e freqientemente agrupados dentro da distribuicdo dos ctasthatamente
interiores a eles. Além do mais, devido ao fato de serapeue o haplotipo ancestral
ocorra com mais frequiéncia préximo a sua area geografica glamora maioria das
mutacdes do haplotipo ancestral também ocorrera ai. Isso cagnifie 0os centros
geograficos de todos os clados agrupados juntos devam estar |gerto,
consequentemente, a distéancia do clado (Dc) e a distanciado agrupado (Dn)

devem apresentar padrdes similares sob fluxo génico reseitgp(@ton, 1998).

Fragmentacdo passada

Quando os niveis de agrupamento alcangam o periodo de tempo em que o
evento de fragmentagao ocorreu, a distancia do clado (Dc) ndpaska a distribuigéo
geogréfica das supopulagdes fragmentadas, porém a distancia do clado agrupado (Dn)
geralmente apresenta um acentuado aumento quando a fragmentacdado®sé c

causada por alopatria. Se o evento de fragmentacdo é tao quuigtn a taxa de
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mutacdes acumuladas, o ramo entre os clados apresentara djsiadeia de clado
agrupado (Dn), e a distancia do clado (Dc) tendera a ser tdo gpaenate a média dos
comprimentos dos ramos na rede de haplotipos (devido ao acumoiotaigdes que

diferenciou as supopulagfes fragmentadas) (Templeton, 1998).

Expanséo da area de ocorréncia (incluindo colonizag&o)

Quando ocorre expansdo da area, os haplotipos encontrados na populagéo
ancestral que deu origem a expansao ficardo geograficanspatbaglos (distancia do
clado-Dc - grande), e a distincdo entre a distribuicdo geograficaiveelalas
extremidades contra os clados interiores, esperada sob o modeloxaogé&nico
restrito, pode ser quebrada. Além disso, alguns dos haplotiposntrados nas
populacdes expandidas podem ficar bastante distantes daqueles apigydsaram
confinados a é&rea de pe&pansdo (distancia de clado agrupadegiamde),
particularmente quando colonizacdo a longa distancia esta emvol@idmo as
mutacdes comecam a se acumular primeiro nas populacdes colongstdasserdo
extremidades com distdncia do clado agrupado (Dn) grande, poispbdtigos
interiores que sofreram as mutacdes também existirdoenagaografica do ancestral

(Templeton, 1998)

Para se minimizar possiveis erros nas inferéncias dptasy esperados
devido a limitacdes da analise de clados agrupados, foi propostinpbrles &
Maddison (2002) que se adicionasse a esta analise, uma metoddhtigies voltada
a historias filogeogréficas mais complexas, permitindo assigeracdo de modelos
evolutivos envolvendo geografia e historia, e fornecendo tambdenmramentas para,

sendo o caso, rejeitar tais hipoteses. Templeton (2004), propde umahexe de
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inferéncia para a Analise de Clados Filogeograficamentapagios, reduzindo assim a

ocorréncia de falsos positivos com desprezivel perda de saei&fic

1.2 Afilogeografia e a ictiologia neotropical de agua doce

Vérios trabalhos de filogeografia, utilizando como marcador moleaula
DNA mitocondrial, tém sido feitos para peixes de dgua docenbmte, em comparagéo
com 0s peixes nedrticos e palearticos, relativamenteopseicsabe, do ponto de vista
genético, sobre as populacdes de peixes de &gua doce nedtr¢Bmaiartchez &
Wilson, 1998). Avise (2000) lista cerca de 48 trabalhos publicadcs 984 e 1987 e,
dentre estes, nenhum é citado para a regido neotropical Adeat898 ha um aumento
consideravel (aproximadamente 35%) do nimero de trabalhos publiPadém, apesar
do uso de dados genéticos e hiogeograficos combinados poderem famackiz nas
origens e distribuicbes da notavel diversidade da ictiofaunaopézt (Lovejoy &
Araujo, 2000), ainda sdo poucos os trabalhos que tratam dessen.agirg estes,
destacanse os trabalhos de autores como Sivasundar et al. (2001), qaandtli
sequéncias de DNA mitocondrial, fizeram um estudo de estruturpopelacéo e
biogeografia dos prochilodontideos das bacias dos Rios ParanapmasaOrinoco e
Magdalena. Seus resultados mostraram que cada bacia contélihagem monofilética
de DNA mitocondrial, tendo a bacia do Rio Magdalena uma §woskasal, com
subsequentes ramificacdes nas bacias do Orinoco, Amazdhasgrél. No entanto, ndo
foi detectada estrutura filogenética associada a distribigjeagrafica, e os resultados
filogeograficos, incluindo a analise de agrupamento de cladosenraizado, sugerem
alto fluxo génico dentro das bacias. Turner et al. (2004), &ammvestigaram a

flogeografia e a variagdo genética em prochilodontideos endérdas bacias dos rios
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Orinoco, Essequibo, e Amazonas, utilizando sequéncias de DNA mit@zdo8dus
resultados principais sugerem vicariancia, demografiselecdo na modelagem da
diversificagcdo dos prochilodontideos do norte da Ameérica do Sul. dyo\&jAraujo
(2000), realizaram uma analise filogenética de populacdespécies do género
Potamorrhaphis dos Rios Amazonas e Orinoco, utilizando sequéncias do gene
mitocondrial citocromo B. Os autores constataram uma fortetestcdo populacional,
ndo sendo encontrado haplotipos compartilhados entre as populacOdasadanps
indicando a presenca de fluxo génico restrito. As possiveiasdeste padrdo podem ser
a limitada disperséo, e barreiras geogréaficas atoaipassadas. Bermingham & Martin
(1998) compararam sequéncias de DNA mitocondrial de trés géteeixes primarios
amplamente distribuidos na baixa América Central e no noroegteldmbia (géneros
Roeboides, Pimelodellae Hypopomus e detectaram uma complexa histéria
biogeografica com ciclos de colonizagéo, diversificac@xtiacao de linhagens.

Apesar dos trabalhos citados acima apresentarem resultadados, que
podem estar relacionados com as diferencas entre os gruposiestudeno o tamanho,
capacidade natatéria, e tipo de ambiente que habitam, emayenaloria dos peixes de
agua doce apresenta estrutura filogeografica pronunciadamenterast, com padrdes
freqUentemente relacionados a isolamentos histéricos esbhicieograficas fundidas
(Avise, 2000).

Os estudos de biogeografia histérica de peixes de aguaatoeedm um elo
natural entre a evolugdo bidtica e geoldgica de uma aredodamvifato da dispersédo dos
peixes dependerem diretamente das conexdes entre bacias (Luh@b8rdermingham
& Martin, 1998). Sob o ponto de vista zoogeogréafico, os peixesimp@tantes sédo os
da divisdo priméria (Myers, 1938; Briggs, 1979), ou seja, aqueteggiiveram durante

toda a sua histéria evolutiva confinados as aguas docespdiaes preservam antigos
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padrdes de distribuicdo geografica, habitam determinadas kadisgersanse de forma
lenta e limitada (Myers, 1938; Darlington, 1957; Briggs, 1979; Lundi&&g).

As bacias de drenagem de agua doce sao, por definicdo, @wm @dgmto do
tempo desconectadas, sendo assim esperado que as populagfes que ssatsthatias
sejam geneticamente estruturadas (Avise, 2000). No entaqaisagens e 0s cursos dos
rios mudam através do tempo geoldgico, e as drenagens adjguesheen ser conectadas
repetidamente por capturas de cabeceiras ou fusédo de desemizmpcathywanto outras
drenagens podem permanecer isoladas. Um efeito dessas caneli€sxciacdes atraves
do tempo pode resultar em uma estrutura genealdgica correspguatengs populacdes
de peixes que habitam esses sistemas de agua doce (Avise, 2000).

Com um numero de espécies estimado em 8.000 (Vari & Malabarba, 1998)
a fauna de peixes neotropicais de agua doce € extremamemesifidada,
especialmente na América do Sul. Devido principalmente a a&sted conhecimento
acerca das informacdes ecologicas, biologicas e sistasiadesta fauna ainda €
incompleto representando um sério inconveniente para a avaliagapeeensao dessa
rica diversidade (Menezes, 1996). Com relacdo aos peixe®glenqm porte, essa
situagdo € ainda mais grave (Castro, 1999), sendo o estudo dstesnatga, evolucao
e biologia geral a grande fronteira e desafio da ictiologi@mricana neste inicio de
século (Castro & Menezes, 1998; Castro, 1998 acordo com Castro (1999), a
ictiofauna encontrada em riachos e cabeceiras tende a sericaaem numero de
espécies endémicas do que aquela conhecida para os principas dégua de uma
bacia hidrogréfica, e esta riqueza de espécies podea@satdonada com a evolugdo da
ictiofauna de riachos salmericanos.

O termo riacho, no contexto de Castro (1999), rederés partes de um

sistema fluvial qualquer, geralmente de ordem (hierarquiaafjugual ou menor do que
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quatro, apresentando dimensdes fisicas relativamente resjuzdgtacdo riparia densa,
correnteza relativamente forte, fundo irregular formado predoneimemte por areia
grossa, cascalhos e rochas, agua transparente e tgraaatia de pocgos e trechos de
corredeira, e folhas em decomposicdo acumuladas no fundo dos pogosresos.
Devido a presenca da vegetacgéao riparia bloqueando total oupardiaa incidéncia de
luz solar, a produgcdo primaria autotrofica local é baixa, sendonaunidade I6tica
dominantemente heterotrofica, dependendo macicamente da impodacéwmterial
organico aldctone para subsistir (Vannote et al., 1980; Pete®eNa., 1994).

Ao estudar comparativamente a composi¢do e estrutura taxondiaica
ictiofauna de quatro riachos brasileiros situados na regidestydCastro (1999)
verificou que as linhagens filéticas das espécies domingapeeximadamente 60 a
85%) sao das ordens Characiformes e Siluriformes, assim conictiofauna su
americana em geral (aproximadamente 85% das espécies).dasios sdo comparaveis
com os resultados encontrados por diversos autores para riachestuarinos da regiao
neotropical (LowevicConnell, 1987, 1989), da Amazbnia (Soares, 1979; Sabino &
Zuanon, 1998), da Bacia do Rio Séao Francisco (Casatti & Castro, 1€88)do Brasil
(Costa, 1987; Peres Neto et al., 1994; Mazzoni & LeBérvia, 2000), Mata Atlantica
(Sabino & Castro, 1990; Aranha et al., 1998), Chaco Oriental da Arggdacobo &
Veron, 1995), Alto Rio Parana (Uieda, 1984; Garutti, 1988; Penczilk @094; Castro
& Casatti, 1997; Pavanelli & Caramaschi, 1997; Castro.e2@03, 2004, e 2005).

Castro (1999) observou ainda que a maioria absoluta das espépieisele
dos quatro riachos é de pequeno porte, possuindo geralmente menoscihe d&5
comprimento padrdo (de 80% a 100% das espécies), e que pelo menos 88pedias
da ictiofauna continental samericana sdo de pequeno porte. Considerando estas

informagbes, Castro (1999) sugere que a composicdo e a estararémica da
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ictiofauna dos riachos provavelmente refltam, com pequenas ficagdes, a
composicao e estrutura taxonémica da ictiofauna dulcicolanseticana (Castro et al.
2003, 2004, e 2005).

A predominéncia absoluta de espécies de pequeno porte na ictiaiauna
riachos, ainda segundo Castro (1999), parece um padrao geralatealoediagnostico
consistentemente detectavel para riachos. A partir desgdusdo, o autor identifica
alguns padrdes evolutivos provavelmente associados ao pequeno popiEixeéssem

riachos:

1. A presenca de um numero elevado de caracteres morfologicosivostut
aparentemente pedomorficos, ou seja, que representam a prekencaracteres
primitivamente (no sentido evolutivo/filogenético) juvenis, &sy ou embrionarios em
um adulto e provavelmente surgiram independentemente em ldnagens evolutivas.
Os caracteres “redutivos” observados em diferentes esdécies 0 menor grau de
desenvolvimento do sistema latesensorial cefalico e corporal, menor numero de
escamas corporais e raios das nadadeiras, menor grauuttaragdo superficial dos
0SSO0s cranianos e perda de ossos-mrfoétais, acompanhada muitas vezes pela presenca
de olhos relativamente grandes;

2. Elevado grau de endemismo, provavelmente associado a uma baxalade
de disperséo;

3. Ciclos de vida curtos e estratégias reprodutivas adequadasia ocupacao, ou
re-ocupacao, de ambientes ecologicamente instaveis como losstiac

4. Utilizacdo, permanente ou esporadica, de muitos raiorbientes existentes nos
riachos como abrigo contra predadores de porte maior;

5. Predominancia de uma dieta baseada em insetos terreatieatieos.
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Os padrdes evolutivos associados aos peixes de pequeno porte lers riac
permitem supor que os ambientes de riacho exerceram pressésegd® favorecendo
fortemente o pequeno porte das espécies de suas ictiof@asn( 1999). As espécies
de pequeno porte, em sua maioria, apresentam capacidadeodardesito relativamente
restrita, e como qualquer outra espécie de peixes, sdo hsiflas massas de terra
dentro de grandes bacias hidrograficas (Castro, 1999). Southwood E988hn et al.
(1990) sugerem que hd uma forte relacdo entre as estratiegissbrevivéncia das
espécies com as caracteristicas de seus habitatdtaredsajue existe um sistema de
selecdo natural destas estratégias.

De acordo com Castro (1999), ao longo de 65 milhées de anos da historia
evolutiva dos Otophysi, estes sofreram conseqiéncias daac@dte geograficas e
ecoldgicas que ocorreram nos corpos d’'aguasdricanos e favoreceram o surgimento
de numerosos eventos de vicariancia que, associados a e&pecbopatrica,
possivelmente geraram a grande diversidade taxon6mica dauckdofksulamericana
representada pelos peixes de pequeno porte habitanteshds.riac

Assim, Castro (1999), propbe uma hipétese de que a capacidade de
deslocamento relativamente baixa e limitada das esp#igsqueno porte, que restringe
as suas distribuicdes geogréaficas, pode facilitar a sguamgeografica de populagdes
(vicariancia), e desta forma favorecer o surgimento de nospécies devido ao

isolamento geografico (alopatria).

1.3 A bacia do Alto Rio Parana e Astyanax altiparanae

Dentre as grandes bacias hidrograficas da América do Stacdss a bacia

do Alto Rio Parand, que abrange, no Brasil, os territérios dadassde Mato Grosso,
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Parana, Sao Paulo, e partes dos territérios dos estadomale Gkrais e Goias. Esta
bacia é formada pelo Rio Parana, que nasce da confluénciaiato&Rnde e Rio
Paranaiba, e diversos afluentes, e entre estes, estdosgiandid estado de Sdo Paulo,
como os rios Tieté, Paranapanema, Sdo José dos Dourados, AfRiapdd Peixe,
Turvo e Pardo. A é&rea desta bacia, no Brasil, lks#ageograficamente com as
seguintes bacias hidrograficas brasileiras: bacia Amazémicanorte; bacia do
TocantinsAraguaia e bacia do Rio S&o Francisco, a noroeste; bacia dickl&este,
a sudeste; e bacia do Uruguai, ao Sul. Além do territérioldirasiesta bacia estende
se pelo Uruguai, Paraguai e Argentina. O Rio Parana, camdadem conjunto com o
Rio Paranaiba, que é o seu prolongamento natural, tem umadextguatro mil
quilémetros. Partindo da confluéncia dos rios Grande e ParanaRia, Parana corre
em territorio brasileiro com orientacdo geral sudeste poaaad19 quildbmetros até
atingir os Saltos de Sete Quedas, atualmente submersosepetvatorio de Itaipu, e
deste ponto segue para sul passando a fazer fronteira entileeBPasaguai numa
extensdo de 190 quildmetros até a foz do rio Iguagu, a partir éepasda a ser limite
entre a Argentina e o Paraguai (Ab' Saber, 1977).

O sistema do Alto Rio Paran& (Figura 03) pertence a régiataunistica do
Parana (Géry,1969), que inclui os sistemas La Rlatguai e ParanBaraguai, sendo o
segundo maior sistema de drenagem na América do Sul, com 3,2ajtodmuadrados
(Lowe-McConnell, 1987), e inclui a drenagem da bacia do rio Parana atom Saltos
de Sete Quedas (atualmente inundados pelo Reservatéridgpdg, drigando grandes
tributarios como os rios Grande, Paranaiba, Tieté e ParmmapaGeograficamente, a
drenagem do Alto Rio Paran& possui aproximadamente 900.000 quildbmetraadqeadr

incluindo o norte do estado do Parand, o sul de Mato Grosso do Sul, amaiestado

24



de Sao Paulo (a oeste da Serra do Mar), o sul de Minas ,&esaisde Goids e uma area
pequena do Paraguai oriental adjacente ao Mato Grosso do Sul.

A area da bacia do Alto Parana como um todo € uma bacia sealigast
evoluiu sobre a Plataforma SAimericana, e sua formagéo teve inicio a cerca de 400
milhdes de anos no Periodo Devoniano, terminando no Cretaceo, sendo agjarten
da face sul do Escudo Brasileiro. Inclui fragdes dos dominiofoationaticos de Mata
Atlantica, Florestas de Araucéarias e Cerrado, bem comoegifes de transicao

correspondentes entre eles (Ab' Saber, 1977).

OCEANO
PACIFICO

OCEANO
ATLANTICO

Rio Tieté

io Parsnapanema

Figura 03. Mapa da América do Sul mostrando, em destaglezalizacdo da bacia do Alto Rio
Parand e alguns de seus principais rios (modificado steoGs al., 2003 b).
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Ha evidéncias fortes de que, pelo menos para alguns grupos de pdikes
Rio Parana é uma area de endemismo, devido a presenca desi88ete Quedas, que
isolaram por muito tempo a maioria da ictiofauna do Alto Ricafarda fauna
remanescente dos sistemas dos rios La Plata e UiBgueiaParaguai (Britski &
Langeani, 1988; Menezes, 1988; Vari, 1988; Weitzman et al., 1988p&aingl990;
Menezes, 1996a, 1996b; Castro & Casatti, 1997).

No estado de S&o Paulo, o sistema do Alto Parani contém 22 Samilia
aproximadamente 170 espécies de peixes descritas, incluindoaesm#s do estado
(Rio Grande, Rio Tieté, Rio Paranapanema, Rio AguapeiddiReixe, Rio MojGuacu,
Rio Sapucai, Rio Pardo, Rio S&o José dos Dourados, Rio Piracer@ba outros)
(Castro & Menezes, 1998). Estes grandes sistemas fluvalsabitados por espécies de
médio a grande porte, como os curimbaBedchilodusspp.), piaparad.éporinusspp.),
pintados Pseudoplatystomaspp.), e jaus Raulicea luetken), que normalmente
apresentam distribuicbes geograficas extensas, e devidarmprgancia comercial, sédo
relativamente bem conhecidos sob os aspectos ecoldgico, biplégistematico (Castro
& Menezes, 1998)

Além dessas espécies de médio a grande porte, existem tamlEapécies
de peixes de pequeno porte que habitam, principalmente, os riactmiseeriras
associados aos grandes rios da bacia do Alto Rio Paranao(@abenezes, 1998;
Castro et al., 2003, 2004, e 2005).

Entre as espécies de peixes de pequeno porte encontradas ndobalta
Rio Parana, encontrase espécies do génerdstyanax Baird & Girard, 1854
popularmente conhecidos como lambaris, piabas, etc. O glssranaxfaz parte da
superordem Ostariophysi, série Othophysi, ordem Characifornme8iaf&haracidae, e

até recentemente estava incluido na subfamilia Tetragoma@efitigenmann, 1917).
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Porém, Reis (2003), restringiu a subfamilia Tetragonoptering®@as um género, o
géneroTetragonopteruse assim, o géner@styanaxpassou a ser considerado por Lima
et al. (2003) como um dos muitos génemeertae sedislentro de Characidae.

No génercAstyanax a espécidistyanax altiparana€Figura 04) foi descrita
por Garutti & Britski (2000), ao revisarem a espétidimaculatusproveniente da bacia
do Alto Rio Parana, sendo considerada pelos autores em guesti@md@mica desta
bacia, onde possui ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo deszleaade grandes
rios até as cabeceiras de riachos. E a Unica espécigelm gié bacia a apresentar uma
mancha negra horizontalmente ovalada, associada a duas Vartiaais marrons
situadas na regido humeral, e uma mancha negra no pedunculbesteddida até a
extremidade dos raios caudais medianos, que sdo os card@gressticos para o grupo
bimaculatus (Garutti & Britski, 2000). A espécieA. altiparanae € conhecida

popularmente por lambadio-rabcamarelo.
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Figura 04. Exemplar déstyanax altiparanaelLIRP 2911; 88,5 mm de comprimento padrdo (foto
Ricardo M.C. Castro).

E provavel que, pelo fato de altiparanaeocorrer numa grande diversidade
de micreambientes, as populacdes deste lambari ndo sejam homogéneasagsaato
morfologia (Garutti, 1988a, 1993; Garutti & Figueire@arutti, 1992). Existe uma
plasticidade fenotipica que gera diferengas entre os individigopapulagbes de aguas
menos volumosas (como cabeceiras de riachos), e os indivipigoabitam rios
maiores. Os individuos de populagBes de riachos e cabeceirasragme tipicamente
menor nimero de escamas na linha lateral, menor nimero dedeéeissamas na linha
transversal do corpo, e menor nimero de raios da nadadeira anadi@duos
provenientes desses ambientes também apresentam o corpo maigueao® demais,
havendo sobreposi¢éo de caracteres, em maior ou menor graui(Ga88ih, 1993). Os

individuos das populacdes de cabeceiras tém, ainda, um periodo ligprodhis longo,
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com diversos picos de reproducdo, enquanto os de populacdes deadem a ter um
periodo reprodutivo relativamente curto (Garutti, 1989).

Astyanax altiparanaeé uma espécie nectbnica, nadadora rapida, pouco
dependente de esconderijos nos miwbitats bentdnicos para evitar a predacao
(Casatti, 2002). Possui habito alimentar onivoro, o que develtooapaz de adaptae
as ofertas alimentares diferenciais tanto do ponto de wvesigr&fico quanto sazonal
(Castro et al.,, 2004), apresenta desovas parceladas durante tadoem gpequenos
corpos d"agua como riachos, e desova total em grandes corpos @Gaguiti, (1989),
ndo apresenta cuidado parental (Agostinho & Judlio Jr., 1999),0oe03sséo flutuantes
(Godoy, 1975), fazendo com que a espécie seja, portanto, relattesimiependente do
substrato para reproducdo. Esse conjunto de caracteristicasspardeslacionado com a
ampla ocorréncia desta espécie dentro da bacia (Castrg 20@8). Diversos estudos
relatamA. altiparanaecomo a espécie mais abundante tanto em ndamero de individuos e
biomassa, como também em relacdo a distribuicdo geografita da bacia do Alto
Rio Parana (Uieda, 1984; Garutti, 1988; Penczak et al., 1994, 0GasIasatti 1997;
Pavanelli & Caramaschi, 1997; Castro et al., 2003, 2004, 2005).

Estudos populacionais com base genética tém sido realizad@stespécie
por diversos autores. Prioli et al. (2002) compararam duas populzgBesltiparanae
com uma populacdo dA. bimaculatusda bacia do Rio Iguacu, utilizando como
marcadores sequéncias de DNA mitocondrial e RAPD. Os autopsmtearam alta
diversidade genética dentro de cada populacdo, baixa disté&m@tcg sugerindo alto
fluxo génico, e alta similaridade do DNA mitocondrial ensepapulacdes. Além disso,
em conjunto com as similaridades morfologicas, os resultddosonstraram que a
populacdo dé. bimaculatuslo Rio lguagu deveria ser considerada cémaltiparanae.

Os autores sugerem ainda que a separagéo entre as populdgdea da Rio Iguacu da
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bacia do Alto Rio Parané relativamente recente, e mantém a diversidade genética
intrapopulacional representativa da populacdo ancestral. Conseqientease autores
propdem que a area de ocorrénciadidaltiparana, originalmente restrita a bacia do Alto
Rio Parana, deva ser ampliada. Matoso et al. (2004), amsaiisa variacdo genética intra

e interpopulacional déstyanaxsp. provenientes de populacdes de pocos do parque
estadual de Vila VelhaPR e do Rio Tibagi —PR (bacia do Alto Rio Parand), utilizando
como marcador RAPD. Os autores encontraram um alto polimorfislRAE® em uma

das populacdes, o que sugere ou uma sobreposicdo de populagdes estraturadas
presenca de morfétipos coexistindo nesse local. Encontrarab@ramama proporgéo
desigual deloci entre as populagbes, e consideraram importantes as di#fgereng
encontradas entre as populagées. No entanto, esses dados saelpvaates, ja que os
autores em questdo ndo foram capazes de dizer com qual espécespécies,
pertencentes ao génekstyanaxrabalharam. Galindo et al. (2005), estudaram, utilizando
como marcador RAPD, a estrutura genética de populactesaltiparanaeprovenientes

de dois ribeirBes urbanos na cidade de Londrina (PR) e, atravésladdos de
similaridade genética, os individuos analisados formaram dgig distintos, um com
individuos coletados em um dos ribeirdes, e outro com a maioriadigisluos coletados

no outro ribeirdo, o que parece refletir, segundo os autores, a @gnemsabilidade
genética encontrada para esta espécie.

Os exemplos citados acima demonstram uma preocupacao estudar e
estrutura populacional d&. altiparanae e de espécies do génekstyanaxda bacia do
Alto Rio Parand, provavelmente devido a grande importancia iel@gstas espécies
para esse ecossistema, e a grande capacidade de ajustediades ambientais

diferenciadas.
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No presente trabalho, a espégiealtiparanaefoi escolhida para, através de
um estudo filogeogréfico, verificar a possivel existénciasieiteira populacional nesta
espécie, pois, as caracteristicas bioldégicas anteriormeatatdas; tais como uma
capacidade natatoria relativamente grande, habito alimemitaoro, biologia reprodutiva
com desovas parceladas durante todo o ano em pequenos corpos d aguacbasoer
desova total em grandes corpos d’agua, ovos flutuantes e awd€mcimado parental,
além da ampla ocorréncia da espécie dentro da bacia do Altedrana, indicam que a
espécieA. altiparanaeseja, dentre as espécies de peixes de pequeno porte habiéantes
riachos e cabeceiras, a espécie com menos condi¢des fav@aapresentar estrutura
genética populacional. Ao se analisar a distribuicdo da varge@&tica dentro e entre
populagBes, associadas a distribuicdo geografica, sdo considesatiieres historicos
e/ou recorrentes que possam ter afetado essa distribui¢ao.

Os resultados obtidos poderdo permitir a comparagdo entre o paelrdo
estrutura populacional de uma espécie de peixe de pequeno porte egen@puma
capacidade natatéria relativamente alta, no césoaltiparanae com o padrdo de
estrutura populacional de outras espécies de peixes de dgua dode deépar a grande,
como por exemplo, os prochilodontideos, que se encontram entrdhosemaadadores

da ictiofauna neotropical (Castro & Vari, 2004).

1.4 Objetivos

Assim, este trabalho teve como principal objetivo verifiarpossivel

existéncia de estrutura populacional na espéestyanax altiparanae Para isso,

populagBes provenientes da bacia do Alto Rio Parana dentro do estéilo Faulo foram

submetidas a uma Analise Filogeogréfica, realizada utdzacomo metodologia
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principal a Analise de Agrupamento de Clados ndo Enraizado (Nettdd Analysis)
(Templeton, 1993, 1994, 1998; 2004; Crandall & Templeton, 1993), complafaqreta
analise daMismatch Distribution(Slatkin & Hudson, 1991; Rogers & Hapending, 1992) e
pela Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier 8nouse, 1994), utilizando
como marcador molecular, seqiiéncias de parte do gene mitotoiiddemo b, visando
estabelecer ndo sé os padrdes filogenéticos atuais, madnaosbprocessos evolutivos
gue os estabeleceram.

A partir dos resultados obtidos, foi discutida a validade dadsp@roposta
por Castro (1999), que relaciona a capacidade de deslocament@mmetate baixa e
limitada das espécies de pequeno porte com a separacadafigaode populacdes
(vicariancia), e prevé a estrutura de populacdes devido ao ismtargeografico

(alopatria), favorecendo assim o surgimento de novas espécie
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2 Material & Métodos

2.1 Individuos e populagdes amostradas

Para a realizacdo desse estudo, foram analisados individuAstydmax
altiparanae provenientes de 36 populacdes de riachos de onzbasids da bacia do
Alto Rio Parana, localizadas no estado de S&o Paulo. Os individans ¢oletados
durante as viagens de coleta realizadas no ambito do prejeédido “Diversidade de
Peixes de Riachos e Cabeceiras da bacia do Alto Parantado de Sdo Paulo”, entre
os anos de 1999 e 2002, vinculado ao Programa BIOTA/FAPESP (pré@d38&P n.°
98/050728). Além dessas, com 0 objetivo de aumentar a amostral,inforam
realizadas viagens de coleta as-babias do Rio do Peixe e do Rio Sap«@einde,
durante o més de julho de 2003. O numero de individuos amostradodapopalacéo
variou de 01 a 11, num total de 175 utilizados na realizacdo debs¢hd. As sub
bacias coletadas, seus acronimos e o numero de cada populagsioadan estao
mostrados na Figura 05. OS numeros de individuos analisados pnbegnie cada

populacdo amostrada estéo listados na Tabela 01.
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Figura 05. Mapa do estado de S&o Paulo mostrando as popuianodstradas dentro de
cada sukbacia: SJ1, SJ2, SJ$&o José dos Dourados; BT1, BT2, BT3, BT4, BT5, -BB&ixo Tieté;
AG1, AG2, AG3, AG4, AGb5, AG6 Aguapei; PE1, PE2, PE®eixe; PP1, PP2, PPPontal do
Paranapanema; MP1, MP2, MP3, MPMédio Paranapanema; AP1, APRito Paranapanema; PC1,
PC2 PiracicabeCapivariJundiai; TG1, TG2, TG3, TG4 Turvo-Grande; PG1l, PG2Baixo Pardo

Grande; SG4Sapucai Grande:

Tabela 01. Nimero de individuos analisados em cada populacdo amostrad

Populagéo* NUmero de individuos
SJ1 6
SJ2 10
SJ3 10
BT 1 10
BT 2 2
BT 3 1
BT 4 10
BT 5 1
BT 6 9
AG 1 5
AG 6 1
AG 2 5
AG 3 1
AG 4 8
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Tabela Otcontinuagéo

AG 5
PE1
PE 2
PE 3
PP 1
PP 2
PP 3
MP 1
MP 2
MP 3
MP 4
AP 1
AP 2
PC1
PC 2
TG 1
TG 2
TG 3
TG 4
PG 1
PG 2
SG1

[ER
2 o©

P P O ~N NN ~N~NDR P NP ONPRP ®PRP OPFP ®W

*Ver Figura 05 para localizagdo das populacdes amostradas.

2.2 Preparacao e sequénciamento do DNA

No campo, apdés a coleta e identificagdo dos individuosAstganax
altiparanae o procedimento para a obtengcdo de material para as amatikssilares
consistiu em retirar fragmentos de tecido (muscular e/ouibepdo organismo ainda
vivo ou recém morto, utilizando pinca e bisturi que, apos cadacéxtr eram limpos
com alcool, as laminas do bisturi trocadas, utilizando sempri@d& novas em cada
individuo. Os fragmentos foram individualmente acondicionados em tustcps de

1,5 ml contendo etanol 96%, e posteriormente mantidos congela2igfis@
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Extracdo do DNA

Para a extragcdo do DNA dos fragmentos de tecidos presemadesanol
(muscular e/ou hepatico), foram testados inicialmente tré®dgiroentos, sendo dois
utilizando conjuntos de reagentes industrializad@dAmp Tissue Kit (QIAGEN) e
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), e 0 outro &g da extragédo
organica utilizando fenol e cloroférmio.

Os procedimentos que utilizam os conjuntos de reagentes Qlissye Kit
(QIAGEN) e Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promegajoporcionam uma
extracdo de DNA total rapida, eficiente e altamente puraseddo necessaria extragdo
organica ou precipitacdo do DNA com &lcool.

Na extragdo utilizando o conjunto de reagentes QIAmp Tissite K
(QIAGEN), o material (tecido hepatico ou muscular) foi homog=ie em 180 ul de
tampéo ATL (100 mM Tris base; 160 mM sacarose; 800 mM EDTA, pHe3,20 ul
de Proteinase K (20 ug/ul), e em seguida, os tubos contendo essgeheinado foram
incubados a 55°C por 01 hora. ApGs este periodo, foi adicionado mMmgu&otaaos
tubos, e estes foram incubados a 70°C, por 10 minutos. Paraafirmlextracdo, foi
adicionado etanol (9600%) aos tubos, que em seguida foram agitados no vortex. O
lisado foi entdo lavado em colunas. Com a utilizacdo de ®snp@orreu a adsorgéo
seletiva de &cidos nucléicos a uma membrana a base @degglica qual permite a
passagem livre de contaminantes. O DNA puro foi entdo eluido gua éstéril,
estando pronto para ser utilizado.

Na extragéo utilizando o conjunto de reagentes Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega), o material (tecido hepético ou aulas) foi
homogeneizado em 600 ul de uma solucéo de lise de nucleo e 18 ul deaReoike(17

mg/mL)e em seguida incubado a 65°C por duas horas. Aos tubos conteraderial

36



homogeneizado, foi adicionada uma solucdo de precipitacdo denpsoteiapds agitar
no vértex em alta velocidade por 20 segundos, estes foram trdosfpara gelo por
cinco minutos e em seguida centrifugados a 12000 rpm por quatro midutos.
sobrenadante contendo o DNA foi transferido, para outro tubo conopsom. Os
tubos foram centrifugados novamente por um minuto e o sobrenadante deidem
Aos tubos foi adicionado etanol 70%, e em seguida foram invertigomas vezes
para lavar o DNA, e submetidos a uma nova centrifugagdo g@erumaminuto. O
etanol foi entdo retirado com o auxilio de uma mjppeta, e a rsuspensdo do DNA
foi feita em HO bi-destilada autoclavada.

O terceiro procedimento consiste na extragao organica do DNzantb
se fenol e cloroférmio, e a precipitagdo com &lcool, dedacoom o procedimento
descrito por Shiozawa et al. (1992 Almeida et al. (2001), com algumas
modificacdes. Os principais passos estédo descritos abaixo

O material (tecido hepético ou figado) foi primeiramente naatee em
seguida, a eles foi adicionado 1,0 ml de tampado TE 9-KHaii$00mM, EDTA 20mM,
NaCl 10mM, SDS 1%, pH 8,0) e 50 ul de Pproteinase K (20 ughdje
homogeneizado foi incubado a 60°C por trés horas. ApOs este periodo, fora
adicionados aos tubos 330 ul de uma solucdo 1:1 de fenol equilibradimférahio,
que foram centrifugados por trés minutos a 140000 rpm. Apdés a ogagéfny, foram
estabelecidas duas fases: a superior aquosa, contendo os aciéices)ue a inferior
organica. Transferige a fase aquosa para outro tubo e a ela foram adicionados’ 100 ul
de uma solucgédo 24:1 de cloroférmio e alcool isoamilico-deezma nova centrifugagéo
por trés minutos a 140000 rpm. Transfestua fase aquosa para outro tubo, e foram
adicionados 33 ul de uma solucédo de NaCl 3M + 02 volumes de etaohitabEsta

mistura foi entdo armazenada20°C por 12 horas, em seguida foi submetida a uma
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centrifugacao por cinco minutos a 140000 rpm. Apés a centrifugaca@ sudacao foi
retirada vertendo o tubo, mantendo o “pellet” (concentrado de &midd&icos) no
fundo. Ao “pellet”, foram adicionados 100 ul de etanol 70% e feita nma
centrifugacdo por cinco minutos a 140000 rpm. Ao final, todo o alcoottichdo do
tubo, vertenda, e 0 mantendse o tubo aberto até o DNA ficar completamente seco
(aproximadamente uma hora). Agespensdo do DNA foi feita em,®l bi-destilada
autoclavada.

Apesar de terem sido testados esses trés procedimentas @dracéo do
DNA, foi escolhida a utilizacdo do conjunto de reagentes \W&aBenomic DNA
Purification Kit (Promega), por esta proporcionar uma extrac@iemte, rapida e
limpa, apresentando a melhor relagdo cbstweficio. Apds a extracdo, as solugdes

contendo DNA foram corretamente identificadas e armazenag@a8a

Isolamento do Gene Citocromo B mitocondrial

Como marcador molecular, foi utilizado o gene citocromo b mitoconévial.
escolha desse gene se deveu ao fato da existéncia nasegquéscias de variacao
intraespecifica, descrita previamente para diferenté&ciespanimais (Apostolidis et al,
1997; Lydeard & Roe, 1997; Perdices et al., 2003).

A partir do DNA total extraido, o gene Citocromo B mitocondrfal,
amplificado e isoladin vitro através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)gMulli
& Faloona, 1987). As reagbes de amplificacfes foram reatizadavolume final de 15
ul contendo 1,0 ul do DNA total, 1,5 ul de cada oligonucleotid€op{®oles/ul), 1,5 ul
de dNTP mix 200 uM, 1,5 ul de tampéo 2,0 uM, 1,5 ul de tag DNA polseetd
Ulul, e 6,5 ul de KD destilada autoclavada. A reacdo foi realizada em um

termociclador sendo iniciada com dois minutos a 96°C para a ulesyéat, seguida de
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25 ciclos com 96°C durante 20 segundos (desnaturacdo), 50°C por 10 s¢gagius
dos primers) e 60°C por quatro minutos (extensdo). Eventualmeate, obter

especificidade e rendimentos melhores, as condi¢fes da reayacafmradas.

Escolha dos oligonocleotideos

O principal requisito para se realizar uma reacdo de PQGRnBecer,
previamente, a seqiiéncia de bases nucleotidicas da regido dgugese deseja
amplificar, para que possam ser escolhidos, e se necessi@senhados o0s
oligonucleotideos. Para se obter os oligonucleotideos, ou “gfimatilizados nas
reacoes de amplificagéo, foi procurada em um banco de dados (BEiRank-

www.ncbi.nlm.nih.goy a seqiéncia de bases nucleotidicas do gene citocromo B

mitocondrial de espécies relacionadasstyanax altiparangetendo sido encontrada a
deA. mexicanugNUumeros de acesso: AF045984-045997). A partir dessa sequéncia,
foram desenhados dois oligonucleotideos, denominados P5MA RBMA (R). Os
outros quatro oligonucleotideos inicialmente testados, P5SGLWPHHHR (R), P3GLU

(F) e P3THR (R) foram obtidos a partir do trabalho de Zardoyao&drio (1998),
também para A. mexicanus Posteriormente, foram desenhados mais 3
oligonucleotideos: P5REV (R), P5'B (F), e P3'B(R), utilizatio#o nas reacgfes de
amplificacdo, como nas reagbes de sequénciamento. As segu&e bases
nucleotidicas desses oligonucleotideos estdo na Tabela 02esquema da posicdo
relativa desses oligonucleotideos no gene citocromo B mitocoedt@lmostrado na

Figura 06.
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Tabela 02. Oligonucleotideos usados nas reac¢fes de aayddi e seqiénciamento do gene
Citocromo B mitocondrial

Oligonucleotideo  Orientagao* Sequéncia
PSMA F 5" CCT TCT TCT CCT ATG CCT AG 3°
P3MA! R 5'CTG CAA CTA GGG CTC AGA ATA GG 3’
P5GLU F 5"GAA GAA CCACCG TTG TTATTCA 3’
PSTHR R 5"ACC TCC RAT CTY CGG ATT ACA 3°
P3GLU R 5 TCT TTA TAT GAG AAR TAN GGG TG 3
P3THR F 5'CAC GAR ACR GGR TCN AAY AA 3
PSREV? R 5'GGA GAG GTA CAAGTA TG 3
P5'B’ F 5'CTG CAT TCG TTG GCT ATG 3
P3'B’ R 5'GAG AAT AGG AGT GCC AG 3

T desenhados a partir destyanax mexicanué obtidos em Zardoya & Doadrio (1998)desenhados a
partir deAstyanax altiparange* F -Forward; R:Reverso.

P5GLU P3ITHR P5MA P5B

P3'B PS5REV P3MA P3GLU P5THR

o J

Y

CITOCROMO B

Figura 06. Posicdo relativa dos oligonucleotideos utiigagpara amplificar o gene citocromo B
mitocondrial
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Nas reacdes de amplificac@o, todas as combinacdes de oligoiuedsot
testadas amplificaram o gene citocromo B mitocondrial: P58BGLU, P3THR
P5THR, P3MAP5MA, P5GLUP5THR, P3MA-P5GLU, PSMAPS5THR, assim, foi
optado por se trabalhar principalmente com a combinacdo PBGIHUR que, por ser
composta por oligonucleotideos localizados nas extremidades do ajgarge sua

maior parte.

Eletroforese em gel de agarose

Os produtos das reacdes de PCR foram primeiramente anabsei@s de
uma eletroforese em gel de agarose 1,0%. Nessa eletrdfmrapbcado, em cada poco
do gel, 1,0 ul do DNA amplificado com 3,0 ul de corante Azul der®fenol. Em um
poco foi aplicado 1,0 ul de um marcador de peso molecular onde cada banda
corresponde a 100 pares de bases (100-Basd.adder, Amersham Pharmacia Biotech
Inc.), com 2,0 ul de corante e 4,0 ul dg@Hlestilada autoclavada. Em outro poco, foi
colocado um “marcador branco” (todos os reagentes, exceto oahgtrético), que
possibilita detectar se houve contaminagéo.

Apo6s uma hora sob corrente constante de 80V, o gel foi corado com
Brometo de Etidio, e o DNA foi visualizado por fluorescératiavés de um trans
iluminador equipado com luz ultravioleta. Dessa forma, foi possivecar se o
fragmento foi isolado e amplificado, se houve contaminacdo doiatagetambém

calcular, aproximadamente, o nimero de bases nucleotidif@gydento de DNA.

Purificacdo do DNA
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Ao término da reacdo de amplificacdo, residuos de reagédfiteRPs,
oligonucleotideos, etc.) junto ao produto resultante interferem nlbads da reacao de
sequenciamento. Assim, o DNA extraido e amplificado foi paudficatravés de dois
procedimentos distintos.

Um deles consistiu na utilizacdo de um produto industrializado pronto,
ExoSARIT (USB Corporation). O ExoSAP utiliza duas enzimas hidroliticas, a
Exonuclease | e a Shrimp Alkaline Phosphatase para removesidsas de dNTPs e
oligonucleotideos. A Exonuclease | degrada residuos de oligondeleotile fita
simples e qualquer DNA de fita simples resultante da PCRShAmp Alkaline
Phosphatase hidrolisa restos de dNTPs que podem interferir nao rekca
sequenciamento. A reacao de purificagcdo, seguindo as instrucimEsridante, utiliza
5,0 ul do produto amplificado e 2,0 ul ExoSAP. Em um termocicladorsefisgéo foi
incubada a 37°C por 15 minutos, e em seguida a 80°C por 15 minutos: d¢Esa
procedimento ser rapido e eficiente, apresentando 6timos resyltsedscusto
financeiro é elevado.

Também foi utilizado um outro procedimento, a Reacdo de Purificaca
utilizando PEG. A reacgéo de Purificagdo com o PEG (abrevjz@oPolietilenoglicol)
consistiu na seguinte sequéncia de etapas: Em tubos deenicffuga (0,5 ml) foram
colocados 7,5 ul da PCR e 11 ul de PEG; em seguida, os tubossimcabados a 37°C
por 15 minutos e posteriormente foram centrifugados a 15000 g (14000 rpdf por
minutos (T° ambiente); o sobrenadante foi entdo descartado @aspitam micre
pipeta), e foram adicionados 30 ul de EtOH 80% gelado. Os tat@a novamente
submetidos a uma centrifugagdo por 1 minuto, sendo em seguidatatisca

sobrenadante. Este ultimo passo foi entdo repetido mais uma oe tubos colocados
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para secar a 37°C por 1 hora, ou temperatura ambiente durantée.aQhddNA

purificado foi entdo dissolvido em 10 ul de TLE (pipetar varezes).

Reacado de Sequénciamento do DNA

As amostras de DNA amplificadas ap6s serem purificamtasf submetidas
a reacao de sequénciamento pelo método “Sanger Didedoxy Sequenaiygt @eal.,
1977 in Hillis et al, 1990) ou interrup¢éo controlada da replicacéo étieando DNA,
utilizando dideoxinucleotideos para produzir discretos fragmergoBNA. Em um
termociclador a fita dupla de DNA é primeiramente desnatueasieparada em duas
fitas simples. Em seguida, o oligonucleotideo escolhido-gmtafita simples. Esta fita
€ entdo dividida em quatro partes, chamadas dammalstras, e em cada uma é ligado
um dos quatro deoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, e dTTP, marcados
fluorescentemente) e a enzima DNA polimerase. Um dos quatroxdideleotideos
(ddNTP) é adicionado a cada uma das-ambstras (ddATP, ddCTP, ddGTP, ou
ddTTP). A sequéncia de DNA é estendida pela enzima DNA pelgeerPara a
realizagéo dessa reagédo foi utilizado o conjuntoedgente BigDye Terminator cycle
sequencing ready reaction kit (Applied Biosystems,lncqual contém os nucleotideos
e enzimas necessarios a reacdo. Os oligonucleotideazaddsi nas reacdes de
sequenciamento foram o P5GLU, P5THR, P5REV, P5'B, P3'B.

Para cada amostra a ser sequenciada em microplaca de@f fovam
usados aproximadamente 500ng de DNA (1u8,22 pl de “primer”, 2pl de “Big Dye”
(deoxinucleotideos, dideoxinucleotideos fluorescentes, enzima NagFDlimerase.),

2 ul de tampéao de diluicdo do “Big Dye” (200 mM TF#kCl pH 9,0 e 5mM de Cloreto
de Magnésio) e agua mill) estéril, para completar o volume final de(lOA micro-

placa foi entdo selada, e levada ao vortex por 1 minuto, em sefpiidantrifugada
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rapidamente a 1.000 rpm. O programa de PCR utilizado foi: deagat- 96°C por 2
minutos (passo inicial); desnaturagd®6°C por 50 segundos; pareament&’C por 5
segundos; extensa®(’C por 4 minutos. Nimero total de ciclos: 25. Manutencio: 4

por tempo indeterminado.

Purificagcdo e precipitagdo da reacao de sequénciamento:

O produto das reacdes de PCR foi precipitado copl 86 isopropanol 75%
e, apos leve agitagdo no vortex, foi incubado por 15 minutos etatara ambiente.
Apbs centrifugacédo por 45 minutos4®00 rpm, o sobrenadante foi descartado e, em
seguida, o precipitado foi secado a temperatura ambiente. Estpitado foi lavado
com 200ul de etanol 70% e a seguir, centrifugado a 3.000 rpm por 10 mir@tos.
etanol foi removido completamente por centrifugacéo, com a piaegida e apoiada
em papel absorvente. O precipitado foi incubado a temperaniniarge por 1 hora.

Apos a precipitacdo das reacdes de PCR, cada amostrast@pesdida em
10 pl de formamida HDi (Applied Biosystems), a placa foi levada ao vortex por 1
minuto, centrifugada e colocada a 95°C por 5 minutos, para degAatai@s amostras.
As placas foram colocadas no sequenciador ABI 3100 (Applied Bémsgkt que
contém 16 capilares preenchidos por poliacrilamida. A leiturebdsss nucleotidicas
foi analisada pelo programa de computador, o ABI 3100 Data Cotlec®D
sequénciamento das amostras foi realizado no Laboratorio de BidModggular de
Plantas (Prof. Maria Helena de Souza GoldmaRFCLRRUSP), e também no
Laboratério de Genética Molecular e Bidorméatica (Prof. Wilson da Silva Junier

Fundacado Hemocentro de Ribeirdo Preto).
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2.3 Analises

Leitura e alinhamento das sequéncias

O Alinhamento de multiplas sequéncias é o processo de alinhautrésis
sequéncias de maneira a obter 0 maximo de sequiéncias derearéuticleotideos ou
aminodcidos) similares possiveis. Os alinhamentos resgltamgem servir a dois
propésitos principais: 1) achar regides de seqiéncia siméanedas as sequéncias
que definem um padréo conservado de caracteres; 2) se o alinhapenitcuéarmente
coerente, usar as posicdes alinhadas para derivar umaeposkigdo evolutiva entre
as sequéncias. As sequéncias de DNA obtidas foram primeiraniso#tizadas na
forma de cromatogramas através do programa computacitmamasversdes 1.55,
2.3 (Technelysium, 1998, 2004). Esse programa permite também @samvdas
sequéncias quando o sequénciamento € feito utilizando o oligonucleoti€iesm ré&&m
seguida foram alinhadas com o auxilio do programa computacioriadliBsequence

Alignment Editor v. 7.0 (Hall, 1999).

Estatistica descritiva

Para quantificar a variagdo presente nas sequéncias de oA
realizadas analises estatisticas descritivas com dicadwi programa computacional
DnaSP v. 4.10 (Rozas et al., 2005). Foram estimados 0s segpar@metros:
guantidade dsitios polimorficos ou segregantéS) — numero de sitios que mostram
variacdo entre as seqiéncias amostraiies monomorficodiversidade haplotipica
(Pi) — numero médio de diferencas nucleotidicas por sitio entre stpgncias;
namero médio de diferencas nucleotidi¢kls — média das diferencas nucleotidicas

entre pares de seqiéncias tomadas ao acaso na populac&adaymasnero total de
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mutacdegh) e adiversidade haplotipica medida de variacdo genética considerando o

namero real de mudancas de bases nucleotidicas entrgi@adas.

Testes de neutralidade

Foram realizados o tesi® de Tajima (Tajima, 1989; Tajima, 1996), e o
teste de neutralidade de Fu (Fu, 1997), que se baseiam no modétsdefinitos sem
recombinacao, apropriado para sequéncias curtas de DNA e peapldé RFLP, ou
seja, a taxa de mutacdo ndo é homogénea, 0 que pode causan dgeieutralidade
guando outras forgas evolutivas estao envolvidas (Tajima, 1996).

O testeD de Tajima compara dois estimadores de parametros popuiaciona
0, em que 6 pode ser estimado utilizando o nimero de sitios segregantesu(8),
namero médio de diferencas nucleotidicas (k) entre as secgiéaniastradas.
Considerando a evolugdo como sendo neutra, as estimativas basad8las k dariam
0 mesmovalor para 0, j& a diferencall) entre as estimativas de 6 dadas por S ¢ k
serviria como um teste de neutralidade das mutag®es((— neutralidade). Um valor
significante deD pode também ser devido a outros fatores que ndo s6 acao de selecgéo,
tais como expansdo ou afunilamento populacional, ou heterogeneidatexamsle
mutacao (Tajima, 1996). O teste de Fu (Fu, 1997)estima a prdadkilde encontrar
ao acaso uma amostra neutra com um numero de alelos gimitaenor do que 0s
valores encontrados, dado o numero de diferencas nucleotidema#radas, tomado
como um estimador de 0. Fu (Fu, 1997) chama esta probabilidade de S” e defineFs
estatistico como um log d&". O Fs estatistico € um parametro muito sensiel
expansao demogréafica populacional, a qual conduz a um grande egdtiva deFs.
Tanto a significancia d® estatistico como a dbs estatistico sdo testadas gerando

amostras ao acaso sob a hipbtese de seletividade neutra ierieqpibpulacional
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usando um algoritmo de simulagéo coalescente adaptado de Hudson (F&3)ie®
de neutralidade de Tajima e Fu foram realizados atravésogoapra computacional

Arlequin v. 2000 (Schneider et al., 2000).

Analise filogeografica

A comparacdo entre sequéncias homoélogas amostradas de populagbes de
uma mesma espécie fornece informagbes genealdgicas, ipgomdit construcao de
arvores génicas, ou no caso do DNA mitocondrial, rede de hapldtipesvork”), que
contém a relacdo temporal dos haplétipos a um ancestral cofEssa. rede €
multifurcada, j& que haplétipos descendentes podem coexistir eos agicestrais
(Posada & Crandall, 2001). A associacdo entre haplétipos ebdigio geogréfica
pode existir devido ao fluxo génico restrito, eventos histéricogynifeatacao,
expanséo, colonizagdo), ou a uma combinacao desses fatorédisd da agrupamento
de clados ndo enraizado (“Nested Clade Analysis”, Templetdn &085) é precedida
pela construcdo da rede de hapldtipos, e permite a idegdificios eventos, recorrentes
ou histéricos, responséaveis pelo padrao de distribuicdo déxaom

Para se estimar a rede de haplétipos, foi utilizada anp@m@ estatistica
(Templeton et al., 1998). O algoritmo da parcimdnia estatistioaeca estimando o
ndamero maximo de diferengas entre os haplotipos, tais como simplEstituicdes
(aquelas que ndo sédo o resultado de mdltiplas substituicbemaimico sitio), com
uma confianca estatistica de 95%. Este niumero é chamadatdedénparcimoénia. Em
seguida, haplotipos diferindo por uma mudanca sdo conectados aqteziesalipor
duas, por trés e assim por diante, até que todos os haplotipasisejuidos em uma
simples "network" ou até que o limite da parciménia sejeyiakd. Este método enfatiza

0 gque € compartilhado entre os haplotipos que difere minimaneentéugar das
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diferencas entre os haplétipos e fornece uma avaliacdo emnpld desvio da
parcimonia. Este método permite a identificacdo de supostsibeantes olhando na
distribuicdo espacial na seqiéncia de homoplasias definidatpelaork" (Posada &
Crandall, 2001). A rede de haplétipos obtida a partir das sequéntizadas foi
gerada pelo programa TCS: Estimating Gene Genealogieso \iefsE (Clement et al.,
2000).

A partir da obtencdo da rede de hapldtipos, foi realizada bsearde
agrupamento de clados nao enraizado (“Nested Clade Analygpisiposta por
Templeton et al. (1995), (Templeton, 1997, 1998). O primeiro passanaélse é
converter a rede de hapl6tipos em uma série de ramos agruplmsdat as seguintes
regras de agrupamento: Partindo de um haplétipo individual localizagtneanidade
da “network”, vaise em direcéo ao interior contando um passo mutacional e-ferma
unido de todos os haplétipos conectados a esse ramo comum. Essdeumaglétipos
€ denominada clado de 1 passo. Esse processo é repetido até ques toaplStipos
localizados nas extremidades sejam colocados em um clado dgol B seguida, 0s
clados de um passo passam a ser tratados como unidades taxemf@iaaionais, € 0
algoritmo de agrupamento é repetido, formando os clados de 2spa&ssassim
sucessivamente até que sejam alcancados todos os nivaisugamento possiveis,
englobando toda a rede de haplétipos.

O segundo passo da analise é a quantificagdo dos dados geogtédivés
de duas distancias estatisticas distintas (Templeton &985): 1) a distancia do clado
(Dc), que mede a extensdo geografica de um dado clade;aeditancia do clado
agrupado (Dn), que mede o quanto este clado é geograficamenkiidistém relacdo
aos seus cladagsmaos (clados posicionados um nivel acima na rede de hap)étipo

Contrastes entre clados dentre e entre diferentes diveigrupamento sdo usados para
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a descriminacdo entre as possiveis causas da estruturaygréfige da variacao
genética (Templeton et al.,1995, Templeton, 1998). Os niveigstisbs significantes
dessas medidas e o0s contrastes das distancias sdo deternpoadtestes de
permutacdo ao acaso.

O terceiro passo da analise é diagnosticar a polaridaddaldedaplétipos.
O enraizamento da rede de hapl6tipos € extremamente difeoiEatde metodologia
tradicional (utilizacdo de grupo externo), e normalmente ndo fun(itexddison et al.,
1992; Templeton, 1992). No entanto, a teoria da coalescéncia indiba infermacgéo
consideravel sobre polaridade temporal na prépria rede de hapldéipesraizada e
nas frequéncias haplotipicas (Castelloe & Templeton, 1¥%8telloe e Templeton
(1994) distinguem topologicamente duas classes de clados, @ados ldcalizados nas
extremidades e que sdo conectados ao resto do cladograma dérap&mnas um passo
mutacional; e clados localizados interiormente, que s&o cdosctao resto do
cladograma por dois ou mais passos mutacionais, e representardos interiores. Os
clados localizados nas extremidades sao considerados meiis jdu que os clados
interiores aos quais eles estdo conectados. Uma limitacdosaloda teoria da
coalescéncia na determinacdo das idades relativas dos élades segundo Castelloe
& Templeton (1994), embora o contraste extremidade/interior seja foui¢, € muito
dificil a discriminagcdo das idades relativas das extreteslacomo um grupo e dos
interiores como um grupo. Na analise de agrupamento de clanlesrsézado, todas as
distancias e calculos estatisticos séo realizados dentrtadio que agrupa os clados
evolutivamente relacionados, ou seja, extremidades s&do cadasstom clados
especificamente interiores a elas, e ndo contrastadas coms aextremidades.
Consequientemente, o contraste de clados interiores com deigatiesndentro de um

clado agrupado de um dado nivel, tende fortemente a ser o contreste @atio mais
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antigo com o clado mais jovem. Assim, dentro de cada catefgoegrupamento e para
ambas as distancias (Dc e Dn), é também calculada acigoif estatistica da média
das distancias dos clados interiores menos a média da @istdos clados das
extremidades, contanto que ndo exista ambiglidade na variabilidade da
extremidade/interior entre os clados do clado agrupado (Templé&®@h).Os calculos

de Dc e Dn, e suas significancias foram realizadoséstrdg analise de permutacdo ao
acaso, baseada em 1006areostragens, utilizando o programa Geodis 2.4 (Posada &
Templeton, 1999).

A analise de agrupamento de clados ndo enraizado testa aéipdigesle a
distribuicdo geogréfica de todos os clados dentro de um clado dgrsgraao acaso. A
hipétese nula pode nédo ser rejeitada, sea Amostra for inadequada para detectar
estruturacdo geogréfica, e /ouadpopulacdo observada € panmitica na area amostrada.
No segundo caso, o resultado pode ser tanto devido a amostragem,efeitasda
deriva genética. Nado é possivel escolher entre essas afteasativas, assim, a
inferéncia genética esté restrita aos casos em que addpdila é rejeitada. Quando a
hipétese nula é rejeitada, Templeton et al. (1995) consideésntdsos distintos que
podem ser a causa da associacdo entre haplétipos e distripeagiafica: 1 deriva
geneética restrita associada a fluxo génico, especialnileid® génico restrito por
isolamento por distancia;- 2eventos historicos como fragmentacdo passada; e 3

eventos historicos como expansdo da area de ocorréncia.

Andlise da variancia molecular (AMOVA)

Aliada ao estudo filogeogréfico, que qualifica os processokit@xos que
podem estar envolvidos em determinado padrdo encontrado, e afélig@riancia

molecular contribui para quantificar o grau da variabilidadétigmencontrada.
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A variabilidade genética pode estar organizada de trés raanferentes: -1
variabilidade genética ndo estruturada entre populacdes (up@pslagéo); 2 — mesmo
nivel de variabilidade genética, mas organizada entre popsja&&emesma magnitude
de variabilidade genética, mas organizada dentro e entre asgigsul®s fatores que
levam a estruturagdo genética em populagbes sdo: derivagadmutelecdo e fluxo
génico. Entre estes, deriva, mutacdo e selecdo sdo resp®npéie aumento da
estruturagdo genética, enquanto o fluxo génico diminui a estruturacaaridgéo
genética.

A analise da variancia molecularAMOVA- (Excoffier & Smouse, 1992) é
uma abordagem para a analise de estruturacdo de populacbes vadé&nea das
freqUéncias génicas é subdividida em varios componentes hiesanguie inclusivos,
como a variancia entre regides geograficas, a vari@mtia subpopulacdes®st), ou a
variancia residual entre os individuos. A interpretacdo dos galle@st € semelhante a
dos valores das estatisticast KWright, 1978) e Gt (Nei, 1973). Valores nao
significativos nos dizem que a hipétese nula da panmixia ndo podgesada e indicam
a necessidade de outros estudos para a verificagdo da homodeneata estimativas de
Fst, Gst ou ®st significativamente diferentes de zero, valores superior@0%a séo
indicadores de alta estruturagéo populacional, enquanto valores alead,05 indicam
baixa estruturagédo (Wright, 1978)

E necessario estabelecer uma estrutura a ser testest® é conseguido
alocando as diferentes populacdes em grupos de acordo com cpitésdesinidos. A
andlise hierarquica de variancia leva a particdo dan@aidotal em componentes de
covariancia devido a diferencas de individuos dentro de populad@ds éntre
populacées de um mesmo grugdes€) e entre grupos (dct). O dsté a correlacdo entre

haplétipos aleatérios dentro de populacdes, em relacdo a carrelagggd pares de
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haplétipos aleatoriamente amostrados na amostra totads €orresponde a correlacdo
entre haplétipos aleatérios dentro de um grupo de populacdes eno r@legéelacao
entre pares de haplétipos aleatoriamente amostrados naatetst Por fim, obsc
equivale a correlacdo entre hapldtipos aleatérios dentro de pogailagd relacdo a
correlacdo entre pares de haplétipos aleatoriamente amastiaivo de um grupo de
populacdes (Excoffier et al., 1992).

O parametroFsT foi uma das ferramentas utilizadas para se estimar a
diversidade entreluas ou mais populacdes. Os célculos foram feitos utilizando o
método baseado na correlacéo entre alelos (Weir & Cockerham, E38#pra os
resultados ndo sejam exatamente os mesmésTotambém pode ser definido em
termos probabilidade de identidade por descendéncia entre paatdas (Nei, 1987).
Note que este valor d&sT corresponde a uma estimativa da varianciaaintr
populacional, ndo sendo equivalente BeT tradicionalmente utilizado (Weir &
Cockerham, 1984; Nei, 1987), apenas as nota¢cfes coincidem. Bndecastrutura
hierarquica simples (auséncia de estrutura hierarquica) nkdunas hapléides na qual
todas as populagdes pertencem a um Unico grupo, 0 componente daiavajién
quantifica a diferenca entre populacdes do mesmo gkhgm ¢ absolutamente idéntico
ao valor de=sT proposto por Weir & Cockerham (1984). Essa analise foi realizada com

o0 auxilio do programa computacional Arlequin v. 2.000 (Schneidgr2800).

Andlise demogréfica

s

A histéria demografica das populacdes é um fator relevanta par
entendimento dos padrdes filogeograficos, e um fator detertmimia estrutura das
genealogias génicas. Desta maneira, a demografia hisebdacgenealogia génica de

populacdes cespecifias sdo componentes importantes do estudo filogeogrfico.
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estrutura de uma arvore génica de linhagens sobreviventes podertemente
influenciada pela época em que ocorreu a expansao e pélahistmografica anterior
e subsequente (Avise, 2000).

A distribuicdo das diferengas nucleotidicas par a par entramétipos é
usada para propiciar um indicador da idade e historia da populac@&veft®s de
crescimento e declinio populacionais afetam esta distributb@mada démismatch
distribution” (Slatkin & Hudson, 1991; Rogers & Hapending, 1992).

Um pico unimodal na distribuicdo é uma indicacdo de que a populacao
passou por um evento de expansdo. Quanto menor as diferencas srédias
sequéncias de tal pico, mais recente foi o crescimento daagépuReciprocamente,
picos com diferengas par a par grandes indicam eventosaniaes. Popula¢des mais
velhas mostram uma distribuicdo multimodal devida ndo apenantos\de expansao
da populacdo (em numero de individuos), mas também devido aneigside
subestrutura populacional (Marjoram & Donelly, 1994).

Os parametros demogréficos foram avaliados graficameatedo o nimero
de diferengcas par a par entre os haplotipos plotado de acordo aenfresyliéncias
relativas- mismatch distributionpara determinar se as populacdes sofreram recente
expansao (Slatkin & Hudson, 1991; Rogers & Harpending, 1992). Uma papuae
sofreu uma expansao recente apresenta uma distribuicdo dascdgepar a par entre
as sequéncias unimodal, sem grandes diferengas na freqd@sdderencas par a par,
apresentando baixo indice de raggedness (flarppending, 1994). Os padrdes
observados e esperados foram avaliados separadamente para cleada
estatisticamente significante resultado da andlise de agempas de clados. Foram
utilizados os’ programas computacionais DnaSP v. 4.10 (Roaas 2003), e Arlequin

v. 3.0 (Schneider et al., 2005).
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3 Resultados

3.1 Estatistica Descritiva

Para um total de 175 individuos Astyanax altiparanaggrovenientes de 36
populacdes, foram sequenciadas 805 bases nucleotidicas do genendnigbc
Citocromo B, correspondendo as posi¢cdes 34 a 838 do mesmo génarexicannus
(GenBank AF287414). Estas sequéncias foram lidas e alinhadas eamilio dos
programas computacionai@hromasv. 1.55 (Technelysium, 1998, 2004 B&Edit v.
7.0.4.1(Hall, 1999), respectivamente. Posteriormente, as séagiéoam submetidas
as andlises estatisticas descritivas através do prodba@a@P v. 4.10 (Rozas et al,
2005). Foram identificados 92 haplétipos, 112 sitios polimérficosggagtes — S) e
693 sitios invariaveis; o numero total de mutacdes (h) foi 12&rgidade nucleotidica

Pi: 0,00692; numero medio de diferencas nucleotidicas (k) k: 5,574.

3.2 Haplétipos

Os 92 haplétipos identificados na amostra foram numerados al®2l
Desses, 71 haplotipos séo individuais, ou seja, encontrados ens apemadividuo.
Os 21 haplotipos restantes estdo presentes em mais de unduodiDentre os
haplétipos presentes em mais de um individuo, o haplétipo 1 foi ® fregjliente,
sendo compartilhado por 54 individuos provenientes de 24 populagfes. As pepulac
coletadas, os respectivos haplotipos observados em cadaeumagmero total de
individuos de cada populagdo estdo listados na Tabela 03. A Figureodira as

populagBes amostradas com os respectivos haplétipos encontrackdaenma.
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Tabela 03. Populagbes amostradas, nimero de cada um dopbapbservados e nimero de
individuos amostrados por populacdo. No caso de um mesmo haplétgdotencontrado
mais de uma vez em uma populacao, este é precedido do atgedsespondente ao nimero
de vezes que foi encontrado e do sinal matematico X.

Populagéo Haplotipos Individuos
SJ1 1, 4, 2X19, 26, 51 6
SJ2 2X4, 2X10, 12, 27, 28, 49, 77, 92 10
SJ3 6X1, 24, 42,76, 78 10
BT 1 9X1, 25 10
BT 2 1,81 2
BT 3 2 1
BT 4 4X1, 2, 5, 36, 48, 50, 80 10
BT5 1 1
BT 6 1, 2X5, 41, 47,70, 74, 79, 91 9
AG 1 4X1, 90 5
AG 2 1, 11, 22, 23,35 5
AG 3 1 1
AG 4 3, 2X7, 2X16, 20, 82, 85 8
AG 5 1, 2X3, 2X9, 45, 53, 69, 72 9
AG 6 1 1
PE1 7X1, 4,12, 44,61 11
PE 2 2X1, 34 3
PE 3 1 1
PP1 3X1, 3, 2X21, 32, 33,43 9
PP 2 1 1
PP 3 2X1,9 2
MP 1 37 1
MP 2 40, 60 2
MP 3 1, 3X8, 56, 57, 59, 71 8
MP 4 55 1
AP 1 58 75 2
AP 2 83 1
PC1 1, 13,18, 46 4
PC2 1, 2,11, 18, 38,52, 62 7
TG 1 9, 13, 15, 84, 87, 88, 89 7
TG 2 1, 2X7, 14, 15, 17, 39 1
TG 3 29,31,54,73 4
TG 4 2X1, 14, 39, 67, 68, 86 7
PG 1 1, 3X6, 64, 65 6
PG 2 63 1
SG1 66 1
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1,7,14,15,17, 39

9,13, 15, 84, 87, 88, 89
4,10,12, 27, 28, 49, 77, 92
1,5, 4, 47, 70, 74, 79, 9
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1,3, 9, 20, 45, 53, 69,72
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Figura 07. Mapa do estado de S&o Paulo mostrando as popuiqdstradas dentro de
cada sukbacia: SJ1, SJ2, SJ$&o José dos Dourados; BT1, BT2, BT3, BT4, BT5, -BB&ixo Tieté;
AG1, AG2, AG3, AG4, AG5, AG6 Aguapei; PE1, PE2, PEJeixe; PP1, PP2, PPPontal do
Paranapanema; MP1, MP2, MP3, MPMédio Paranapanema; AP1, APRito Paranapanema; PC1,
PC2 PiracicabeCapivariJundiai; TG1, TG2, TG3, TG4 Turvo-Grande; PG1, PG2Baixo Pardo
Grande; SG4Sapucai Grande; e os haplétipos encontrados em cada umagdosde 1 a 92).

3.3 Andlise Filogeografica

O Programa TCS v.1.13 (Clement et al., 2000) foi usado para autgust
da rede de haplétipos utilizando as 175 sequéncias de individuospéeieeA.
altiparanae provenientes de 36 populacfes. Através da parcimdnia estatistica
(Templeton, 1998), os 92 haplétipos identificados foram conectad@sni@@m os
haplétipos intermediarios entre os amostrados que ndo forarvatles na amostra

(Figura 08)
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Figura 08. Rede de haplotipos, gerada através do programa ecropat TCS 1.13,

conectando os 95 haplétipos identificados de individizosspéciéstyanax altiparanae

Cada linha corresponde a 01 passo mutacional, cada ciragio corresponde a um
haplétipo intermediario ndo encontrado na amostra. Oeraindentro do circulo
corresponde ao numero do haplétipo.

A rede de haplotipos obtida foi convertida em uma série de clados
agrupados, seguindo a metodologia de Templeton et al. (1987, 1992) e dandplet

Sing (1993). O arranjo dos agrupamentos resultou num total de @oscla
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hierarquicamente arranjados em seis niveis, sendo que osmdigiabrangentes estdo
relacionados com tempos evolutivos mais longos. O arranjoroiado por 50 clados
de um passo, 24 clados de dois passos, 9 clados de trés gaskmiys de quatro
passos, e dois clados de cinco passos (Figura 09). A parte @ggupamento,
utilizando o programa computacional Geodis 2.4 (Posada et al., 200alizada a
analise de agrupamento de clados.

A hipétese nula de ndo associacéo ao acaso de haplotipos conbaigisiri
geografica foi rejeitada para os clades, 214, 215, 32, 34, 37, 39, 41, 42, 44,
5-1, e também para cladbl, que é o sexto nivel de agrupamento e compreende todos
os clados agrupados. A andlise de agrupamento de clados detegtonds a chave
de Inferéncia contida em Templeton (2004), as possiveis caasassdciacdo entre
haplotipos e distribuicdo geografica. Para esses cladosn fogalizadas analises
demograficas, através da distribuicdo das diferencas par anga os haplétipos
plotada de acordo com suas frequéncias relatimismatch distributio)y para

determinar se essas populagdes sofreram expansdo demagcHita.
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Figura 09. Resultado da analise de agrupamento de cladoswadzados pard\styanax altiparanae
realizada com 175 seqiiéncias de 805 bases nucleotidigasi€lonitocondrial citocromo.Bada linha
representa um passo mutacional simples. “0” representepldtipo que ndo esté presente na amostra.
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Clado *1:

O clado 11 compreende 19 haplotipos. Entre estes, o haplétipo 01 é,
provavelmente, a forma ancestral na regido amostrada&admsnas seguintes
evidéncias: a) € o haplétipo mais comum, ocorrendo em 54 individo®s76
individuos agrupados neste clado; b) estda amplamente distribuideafigamente,
presente em 24 das 26 populacdes envolvidas nesse agrupamewotaectré de uma
filogenia em forma de estrela (ver Figura 09), cujos racooectam, separadamente,
por um passo mutacional, os demais haplotipos do clado (haplétipb8, @4, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 e 36). A Figura 10 mostrailzuidido
geogréfica dos haplétipos agrupados no cladh As evidéncias descritas acima
incluem esse clado na Categoria V dos padrbes filogeografesigitos por Avise
(2000), que é caracterizada principalmente pela presenca dyeith comuns
amplamente distribuidas (haplétipo 01), junto a linhagens “privaddsimais
haplotipos do clado), restritas a uma ou poucas populagdes psoxima

A chave de inferéncia de Templeton (2004) sugere duas possiveis
explicagbes para a associagdo dos haplotipos com a distribusdgrafica,
considerando as seguintes premissas: a) a espécitiparanae ocorre nas areas
intermediérias entre as populac¢des coletadas, como os inogpais das subacias e
também os Rios Parana e Grande, mas ndo foram amosMadas caso, a associagdo
dos haplétipos com a distribuicdo geogréafica € devida a evedetasolamento por
distancia, mas nao € possivel discriminar entre movimeata@sirta distancia ou
dispersdo a longa distancia, b) a espétie altiparanae ndo ocorre nas areas
intermediarias entre as populacdes coletadas, e nesse ssEstiagio dos haplétipos
com a distribuicdo geografica é devida a fluxo génico restritodigtancia associado a

eventos de disperséo.
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No entanto, apesar de para o presente trabalho ndo tereneaidadas
coletas nas éareas intermediarias, como 0s rios Paranapaieté, Sdo José dos
Dourados, Aguapei, do Peixe, Piracicaba, Turvo e Sapucai, entantbRio Parana e
no Rio Grande, encontramos na literatura cientifica referentA. altiparanae
informacgdes sobre a ampla ocorréncia da espécie na bacidodBiéd Parana, sendo
encontrada tanto nas areas de cabeceiras e riachos, commtaogeaiores rios das
bacias, tendo sido inclusive relatado que existem diferencaflagicas entre os
individuos de populagdes de riachos e cabeceiras e individuoardas principais dos
maiores rios (Garutti & Britski, 2000; Garutti, 1988 1993; Garutti & Figueiredo
Garutti, 1992).

Considerando entdo que&. altiparanae muito provavelmente ocorra nas
areas intermediarias entre as populacdes coletadas, conws gwincipais das sub
bacias e também os Rios Parana e Grande, mas que nao foostradas, podemos
considerar que a associacdo dos haplotipos com a distribuiQ§afiea € devida a
eventos de isolamento por distancia. Porém, devido a lacarsamostra, ndo € possivel
discriminar entre movimentos a curta distancia ou disper$é@ega distancia.

O resultado obtido com a andlise BiBsmatch Distributionmostra uma
curva descendente que esta de acordo com o esperado, 0 que indgsa gopelacdo,
formada pelos individuos que carregam os haplotipos agrupados noldadofreu
uma expansao demografica relativamente recente (Figura p&saA de conter o
haplétipo mais antigo, o haplétipo 01, é um clado relativamente eeqeis, 0s
haplétipos derivados do haplétipo 01 (haplétipos 04, 10, 21, 22, 23, 226,25, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 e 36), permanecem localizados em saasdar origem,

indicando que o tempo foi insuficiente para que se espalhassgnafisamente.
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Figura 10. Mapa do Estado de Sao Paulo mostrando as popukpdstradas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no clado 1

— Exp

--o- Obs

r=0,127
F(i)

10 15 20
[
Figura 11. Distribuicdo das diferencas par a para estteaplétipos do gene mitocondrial Citocromo B

para a populagdo formada pelo agrupamento do Clddo dorresponde ao nimero de diferencas entre

os haplétiposF(i) é a frequéncia relativa dos haplétipos que apresentam asngds. E mostrado o
indice de Raggednesy.(
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Clado 214

O clado 214 compreende os clados22 (extremidade; haplétipos 87 e 88),
1-46 (extremidade; haplétipo 86)-4B (extremidade; haplétipos 17 e 84), €9l
(interior; haplétipos 07, 16, e 85), conectados entre si por doisspasgtacionais e
com haplétipos distribuidos em 4 populagbes (AG 4, TG 1, TG 2, T&otke faz com
que este clado possua uma localizagdo geograficamente mntais. rés Figura 12
mostra a distribuicdo geografica dos haplétipos agrupados noZtidOs haplotipos
incluidos nesses agrupamentos séo relativamente mais se¢argee esse clado esté
localizado na extremidade da arvore de haplétipos. Dentro dessgamgnto, o
haplétipo 07 pode ser considerado o mais antigo, estando distribuido em duas
populacdes (AG 4 e TG 2) e provavelmente é o haplotipo que origirfapligipos 16
e 85, que estao conectados a ele por um passo mutacionaltesrgstgraficamente a
mesma populacao (AG 4). Este haplétipo esta conectado por dois passcienais ao
haplotipo 86, que esta restrito a populagcédo TG 4, e ao haplétipes88pra populagéo
TG 1, ambas as populagbes geograficamente proximas a populagddEs®e padrao
de haplotipos proximamente relacionados e geograficamente éatzifaz parte da
Categoria Ill dos padrdes filogeograficos descritos por A@860). O fluxo génico
contemporaneo € baixo o bastante em relacdo ao tamanho populd&cieeatio assim
diversificacéo das linhagens.

A chave de Inferéncia de Templeton (2004) detectou para esde, cl
eventos de fluxo génico restrito com isolamento pela distancsa.p@ametros
demograficos para esse clado foram inferidos através dsearda Mismatch

Distribution, e o resultado mostra uma curva que indica que essa populacéaddorm
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pelos haplétipos agrupados no cladt4? sofreu uma expanséo relativamente recente

(Figura 13).

Figura 12. Mapa do Estado de S&o Paulo mostrando as populapd&tsadas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no cladd .2
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Figura 13. Distribuicdo das diferencas par a para estteapldtipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populacédo formada pelo agrupamento do ClddioiZorresponde ao numero de diferengas entre
os haplétiposF(i) é a frequiéncia relativa dos haplétipos que apresentam asndéds. E mostrado o
indice de Raggednesy.(
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Clado 215

O clado 215 compreende os clados51 (interior; haplétipo 03), -B0
(interior; haplétipos 15, 80, 81, e 82) e41 (interior; haplétipos 76 e 77),-44
(extremidade; haplotipo 79), e2P (extremidade; haplétipo 83), conectados entre si por
dois passos mutacionais. Neste clado, o haplétipo 03 é provawelmenais antigo,
pois além de ter uma posi¢do mais interior, € encontrado empadpélacdes (AG 4, AG
5, PP 1). Em relacdo ao cladel2, que € um clado localizado na extremidade do
agrupamento total e originado do cladda2 (ver figura 09), o clado-25 possui uma
distribuicdo geografica mais ampla com haplétipos distribuidaklepopulacdes (SJ 2,
SJ 3, BT 2, BT 4, BT 6, AG 4, AG 5, PP 1, AP 2, TG G J). A Figura 14 mostra a
distribuicdo geografica dos haplétipos agrupados no clatis. ZApesar de ser um
agrupamento estatisticamente significante, ou seja, a hipuatksde ndo associacdo ao
acaso de hapldtipos com a distribuicdo geografica ndo podejsiggida, a chave de
Inferéncia de Templeton (2004) detectou amostra inadequada pdiszréminar entre
fragmentagdo ou isolamento pela distancia para explicar éudigiio desse clado.
Talvez por ser um clado que contém varios haplotipos intermegidmas que néo
foram amostrados.

Os parametros demograficos para esse clado foram infesitagés da
analise daMismatch Distributione o resultado mostra uma curva que foge do modelo
esperado de equilibrio, 0 que sugere que os haplotipos que formardoo2da
formam uma populacdo que sofreu uma expansao nao tao recente (Figoraubye
estd de acordo com a posicdo interior deste clado na arvoapld¢igos (ver Figura

09).
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Figura 14. Mapa do Estado de Sao Paulo mostrando as popukapdstradas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no clads.2
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Figura 15. Distribuicdo das diferencas par a para estteaplétipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populacédo formada pelo agrupamento do ClddoiZorresponde ao nimero de diferencas entre
os haplétiposF(i) é a frequéncia relativa dos haplétipos que apresentam asngds. E mostrado o
indice de Raggedness.(
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Clado 32

O clado 32 compreende os clados82(extremidade; haplétipo 78)-2
(extremidade; haplotipos 13, 14, 74 e 75)142(extremidade; haplétipos 07, 16, 17, 84,
85, 86, 87, 88), 45 (interior; haplétipos 03, 15, 76, 77, 79, 80, 81, 82, e 83p 2
(extremidade; haplétipo 73), e cladd 2 (extremidade; haplotipos 71 e 72) conectados
entre si por trés passos mutacionais e com haplétipos distrileriddé populacdes (SJ
2,SJ3,BT2,BT4, BT6,AG4,AG5,PP1, MP 3 ARR2, PC1, TG 1 TG 2, TG
3, TG 4), o que faz com que este clado seja amplamente distrgmddmaficamente. A
Figura 16 mostra a distribuicdo geografica dos haplétipos agrupaddado 32. Os
dois clados mais importantes que formam o cla@os80o os clados-P4 (extremidade,
mais localizado geograficamente) €12 (interior, mais espalhado geograficamente),
pois estes dois clados foram estatisticamente significanttesivel de agrupamento
anterior, ou seja, clados de dois passos. A chave de Infedmcdiampleton (2004)
detectou para esse clado, eventos de fluxo génico restrito camésab pela distancia.
Os parametros demograficos para esse clado foram infaait@eés da analise da
Mismatch Distribution e o resultado sugere que os haplétipos que formam o clado 3

formam uma populagéo que sofreu uma expanséo (Figura 17).
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Figura 16. Mapa do Estado de Sao Paulo mostrando as popukapdstradas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no cla@o 3
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Figura 17. Distribuicdo das diferengas par a para enthemgstipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populacédo formada pelo agrupamento do Ck&lo &rresponde ao nimero de diferencas entre
os haplétiposF(i) é a freqiiéncia relativa dos haplétipos que apreseasadiferencas. E mostrado o
indice de Raggednesy.(
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Clado 34

O clado 34 compreende os cladosl2 (extremidade; haplétipos 55, 56, 57,
e 58) e 219 (interior; haplétipos 18 e 54), conectados entre si por trés passos
mutacionais e com hapldtipos distribuidos em 6 populacdes (AP B, MiP4, PC 1,
PC 2, TG 3). E um clado localizado na extremidade da rede détipap) sendo os
haplétipos, portanto, relativamente recentes. Os cladds € 219 estdo distribuidos
geograficamente em populagfes distantes. A Figura 18 madistibuicdo geogréfica
dos haplétipos agrupados no cladd.3A chave de Inferéncia de Templeton (2004)
detectou para esse clado, eventos de fluxo génico restritaiptacia incluindo um
evento antigo de dispersdo a longa distancia. Os parametrugyrddicos para esse
clado foram inferidos através da andliseMismatch Distributione o resultado reflete,
através dos dois picos encontrados, dois conjuntos de haplotipos hapdtipos
conectados por varios passos mutacionais, indicando dois eventexpdasao
demogréfica subseqientes, um originando o clati® @nterior, mais antigo), e a partir
deste clado, outro evento de expansdo demografica originando o 2iatlo

(extremidade, mais recente) (Figura 19).
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Oceano Atlintico

Figura 18. Mapa do Estado de S&o Paulo mostrando as popukapdstradas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no clado 3
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Figura 19. Distribuicdo das diferencas par a para entna$tipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populacédo formada pelo agrupamento do Clatdle Grresponde ao nimero de diferencas entre
os haplétiposF(i) é a freqiiéncia relativa dos haplétipos que apresentanfeasngis. E mostrado o
indice de Raggedness.(
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Clado 37

O clado 37 compreende os cladosl2 (extremidade; haplotipos 9, 20, 39,
40, 41, e 42) e-23 (interior; haplétipos 37 e 38), conectados entre si por tréespass
mutacionais e com haplotipos distribuidos em 10 populagbes (SJ&,A3F 4, AG 5,
PP 3, MP 1, MP 2, PC 2, TG 1, TG 2). A Figura 20 mostfistabuicdo geografica dos
haplétipos agrupados no clad@ 3A chave de Inferéncia de Templeton (2004) detectou
para esse clado, eventos de fluxo génico restrito com isdianpata distancia
associado a dispersao a longa distancia. Os parametros deocosgpiEia esse clado
foram inferidos através da analiseMBsmatch Distribution o resultado reflete, através
dos dois picos encontrados (Figura 21), uma expansdo demogrédiceraid dois
conjuntos de haplétipos. O pico maior representa o clafld @xtremidade), que
apresenta alta frequéncia relativa de poucas diferencasppar @ seja, os haplétipos
localizados na extremidade 20, 39, 40, e 41 conectados, sepandglaao haplotipo 9
(interior), por um passo mutacional, e o haplotipo 42 (extremidadegctado ao
haplétipo 9 por dois passos mutacionais. O pico menor represenad®m 213,
mostrando uma baixa frequéncia relativa das maiores diferencas &, ou seja,
poucos haplétipos apresentando mais diferengas entre eles (hapBiip88, e dois
haplétipos intermediarios). Os dois picos sugerem dois eventoexgansao
demogréfica subseqientes, um originando o clati® @nterior, mais antigo), e a partir
deste, outro evento de expansdo demografica originando o cla?2idextremidade,

mais recente).
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Figura 20. Mapa do Estado de Sao Paulo mostrando as popukapdstradas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no clado 3
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Figura 21. Distribuicdo das diferengas par a para enthemgstipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populacédo formada pelo agrupamento do Clade Grresponde ao nimero de diferencas entre
os haplétiposF(i) é a frequéncia relativa dos haplétipos que apreseasadiferencas. E mostrado o
indice de Raggednesy.(
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Clado 39

O clado 39 compreende os cladosl2extremidade; haplotipos 11 e 62), 2
20 (extremidade; haplétipo 52);23 (extremidade; haplotipo 46), e22 (interior;
haplotipos, 01, 04, 10, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 333324, 35, 36, 12,
53, 19, 51, 49, 50, 02, 61, 43, 44, 45, 48), conectados entre si pgoas€ss
mutacionais. E um clado que apresenta ampla distribuicdo geagrédim haplétipos
distribuidos em 27 populacdes (SJ 1, SJ 2, SJ 3, BT 1, BT 2, BT 8, BT 5, BT 6,
AG 1, AG 2, AG 3,AG5,AG6,PE1, PE 2, PE 3, PP 1, FP23, MP 3, PC 1, PC 2,
TG 2, TG 3, TG 4, PG 1). Dentre os clados que formam o cl&@jooXlado 11 é o
mais importante, pois contém o haplétipo ancestral (haplétipo 01). Baisdelados
séo todos derivados do hapldétipo 01 (ver figura 09). A Figura 22 anastistribuicao
geogréfica dos haplétipos agrupados no cla@o & chave de Inferéncia de Templeton
(2004) detectou para esse clado, eventos de expansao da@ea&ecia. O haplotipo
01, considerado o haplétipo ancestral, provavelmente sofreu umass@apaassada da
area de ocorréncia, ficando amplamente distribuido geograficant@at parametros
demograficos para esse clado foram inferidos através disearda Mismatch
Distribution, e o resultado sugere que os haplétipos que formam o cladorgham
uma populacdo que se expandiu através do surgimento de novos haplatiyzaiosle

do haplétipo 01 (Figura 23).
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Figura 22. Mapa do Estado de Sao Paulo mostrando as popukapdstradas e a

distribuicdo dos haplétipos presentes no clago 3
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Figura 23. Distribuicdo das diferencas par a para entnemétipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populacédo formada pelo agrupamento do Ck&lo Grresponde ao nimero de diferencas entre
os haplétiposF(i) é a freqiiéncia relativa dos haplétipos que apreseasadiferencas. E mostrado o
indice de Raggedness.(
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Clado 41

O clado 41 é formado pelos clados73(extremidade; haplétipos 37, 38, 09,
20, 39, 40, 40, e 42)-8 (extremidade; haplétipo 47) e93(interior; haplétipos 11, 62,
52, 46, 01, 04, 10, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 33, 38,
19, 51, 49, 50, 02, 61, 43, 44, 45, e 48), conectados entre si por gaasas
mutacionais e com haplétipos distribuidos em 30 populagbes (S215%3, BT 1, BT
2, BT 3,BT 4, BT 5, BT 6, AG 1, AG 2, AG 3, AG 4, AG 5, A&;PE 1, PE 2, PE 3,
PP1,PP2,PP3, MP1 MP2 MP3, PC1, PC2 TG1, TG2, PG 1). A Figura
24 mostra a distribuicdo geogréfica dos haplétipos agrupados no eladb ehave de
Inferéncia de Templeton (2004) ndo foi capaz de detectar asvgiessdzdes da
associagdo dos haplotipos com a distribuicdo geografica, semasutados para esse
clado, ndo conclusivos. Os parametros demograficos pagackst foram inferidos
através da andlise didismatch Distributione o resultado sugere que os haplétipos que
formam o clado 4 formam uma populacdo que sofreu uma expansdo recente.
Considerando gque o cladeldabrange o clado-8, acima descrito, e dois outros clados
menores, podemos inferir que essa expansao recente tambémlastdada com o
surgimento de novos haplétipos derivados do haplétipo 01 j4 que duiista das

diferencas par a par € muito semelhante a do clk&d@Rgyura 25).
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Figura 24. Mapa do Estado de Sdo Paulo mostrando as pagailagistradas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no clado 4
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Figura 25. Distribuicdo das diferencas par a para estteapldtipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populagdo formada pelo agrupamento do Clddo dorresponde ao nimero de diferencas entre
os haplétiposF(i) é a frequiéncia relativa dos haplétipos que apresentam asndéds. E mostrado o

indice de Raggedness.(
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Clado 42

O clado 42 compreende os cladosA3(extremidade; haplotipos 18, 54, 55,
56, 57, 58) e B (interior; haplétipos 08, 59, 60), conectados entre si por quatrospass
mutacionais e com haploétipos distribuidos em 7 populacdes (MP 3, MiP4, AP 1,
PC 1, PC 2, TG 3). Com excec¢éo do haplotipo 54, todos os outros papkigrupados
neste clado possuem localizagdo geogréfica mais ao sul dio eaSdo Paulo. A
Figura 26 mostra a distribuicdo geografica dos haplétipos agrupadosado 42. A
chave de Inferéncia de Templeton (2004) detectou para esse @ladtos de fluxo
génico restrito pela distancia incluindo dispersdo a longa distdDsigparametros
demograficos para esse clado foram inferidos através disearda Mismatch
Distribution, e o resultado mostra uma curva com quatro picos (Figuran2ifgando
diferentes frequiéncias relativas das diferencas par, @ ppre reflete o grande numero
de passos mutacionais envolvido neste agrupamento. Este resufatoanda, que 0s
haplétipos que formam o clade24 sdo resultados de varios eventos subseqiientes de

expansdes demograficas.
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Figura 26. Mapa do Estado de S&o Paulo mostrando as popukapdstradas e a

distribuicdo dos haplétipos presentes no cla@o 4
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Figura 27. Distribuicdo das diferencas par a para estteaplétipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populagdo formada pelo agrupamento do Cl&lo dorresponde ao nimero de diferencas entre
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os haplétiposF(i) é a frequéncia relativa dos haplétipos que apresentam asngds. E mostrado o

indice de Raggedness.(
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Clado 44

O clado 44 compreende os cladosl3extremidade; haplotipos 06, 63, 64,
65, e 66) e & (interior; haplotipos 05, 90, 91, 92, 67, 68, 69, e 70) conectadessent
por quatro passos mutacionais e com haplotipos distribuidos em 9 Besul&d 2, BT
4, BT 6, AG 1, AG 5, TG 4, PG 1, PG 2, SG 1). A Figurani@stra a distribuicdo
geogréfica dos haplétipos agrupados no cladb Através da Figura 28 podemos
verificar que todos os hapldtipos agrupados no cladb &stdo localizados
geograficamente nas sblacias do PardGrande e Sapuc8rande, em areas
proximas, e ambas na regido nordeste do estado de Sédo Pauwdplddipos agrupados
no clado 36 possuem uma distribuicdo geogréafica envolvendo as regides-cesite e
noroeste do estado de Sdo Paulo. A chave de inferéncia de Ten{p@ddh sugere
duas possiveis explicacbes para a associacdo dos haplétipos abstribuicdo
geogréfica, considerando as seguintes premissas: a) aeegpéaltiparanae esta
ausente nas areas ndo amostradas. Nesse caso,cacassaos haplétipos com a
distribuicdo geografica € devida a eventos fragmentacao atapdt) a espécié\.
altiparanae ndo est4d ausente nas &reas ndo amostradas, e nesse agmsustra
geogréfica é inadequada para se discriminar entre exdmfosgmentacao e isolamento
pela distancia.

Considerando quA. altiparanaeocorre nas areas ndo amostradas, como 0s
rios principais das subacias e também os Rios Parand e Grande, podemos cansidera
que amostra geografica é inadequada para se discriminaegatitos de fragmentacao
e isolamento pela distancia. No entanto, é notério que existeapaemedo geogréafica

entre esses dois clados, o que faz com que a estrutura gesgtieatre as duas regides
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(centrooeste/noroeste e nordeste) contendo mais de umbasidb cada uma, e néo
entre sukbacias.

Os parametros demograficos para esse clado foram infesitages da
analise daMlismatch Distribution e o resultado mostra uma curva com varios picos
(Figura 29), indicando diferentes frequéncias relativas dasedgfas par a par, o que
reflete o grande numero de passos mutacionais envolvido nesfgamgnto. Este
resultado sugere ainda, que os haplétipos que formam o cladedd resultados de

varios eventos subsequentes de expansfes demograficas.

Oceano Atlintico

Figura 28. Mapa do Estado de S&o Paulo mostrando as popukapdstradas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no clado 4
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Figura 29. Distribuicdo das diferencas par a para estteapldtipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populagdo formada pelo agrupamento do Clado dorresponde ao nimero de diferencas entre

os haplétiposF(i) é a frequéncia relativa dos haplétipos que apresentam asndids. E mostrado o
indice de Raggednesy.(

Clado 51

O clado 51 compreende os cladosl4(interior; haplotipos 37, 38, 09, 20,
39, 40, 40, 42, 47, 11, 62, 52, 46, 01, 04, 10, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 39,
32, 33, 34, 35, 36, 12, 53, 19, 51, 49, 50, 02, 61, 43, 44, 45, edd38)extremidade;
haplétipos 18, 54, 55, 56, 57, 5, 08, 59, 60), conectados entre si porpeiseas
mutacionais e com haplotipos distribuidos em 33 populagdes (S2,15$3, BT 1, BT
2, BT 3,BT 4,BT5, BT 6, AG 1, AG 2, AG 3, AG 4, AG 5, B3PE 1, PE 2, PE 3,
PP1,PP2,PP3, MP1, MP2 MP3, MP4,AP 1, PC1 RG24, TG 2, TG 3, TG 4,
PG 1). A Figura 30 mostra a distribuicdo geografica dos hapldigregpados no clado
5-1. Através da Figura 30, podemos notar que os haplétipos agrupattoslags estdo
presentes em praticamente todas as-bsuwias amostradas. Nao sdo encontrados
haplétipos, com excegdo do haplétipo 01, nasbadias do PardGrande e Sapucai

Grande. A chave de Inferéncia de Templeton (2004) detectou paralads, eventos
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de expansao contigua da area. Os parametros demograficosspara&lado foram
inferidos através da analise Masmatch Distribution e o resultado mostra uma curva
descendente com trés picos (Figura 31), que provavelmente osflieés agrupamentos
principais do clado (clados #, 37 e 39). Este resultado sugere que os haplétipos
gue formam o clado-% formam uma populacdo que sofreu expansdes demograficas em

tempos distintos, mas primordialmente partir do haplétipo 01.
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Figura 30. Mapa do Estado de S&o Paulo mostrando as popukapdstradas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no clado 5
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Figura 31. Distribuicdo das diferengas par a para enthegstipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populacédo formada pelo agrupamento do Clddae &orresponde ao nimero de diferengas entre
os haplétiposF(i) é a frequiéncia relativa dos haplétipos que apreseasadiferencas. E mostrado o
indice de Raggedness.(

Clado 61 — Agrupamento completo

O clado 61 é formado por todos os niveis de agrupamento anteriores,
separados em dois clados principais, o clade%o clado 8. Nesse caso, hdo existe o
contraste entre extremidade e interior, e agrupa a totalidhaplétipos e populacdes
geogréficas. Conforme pode ser observado na Figura 32, ndo @xigtseparacao
geogréfica entre os dois clados, ambos agrupam haplétipos emgdesutaincidentes
ou proximas. Na Figura 33, os haplétipos agrupados tanto no cthdooio no clado
5-2 estdo posicionados junto a populagdo onde foram encontrados, porém,ncomo e
alguns casos existe coincidéncia de populacdes, para difelesic@s haplotipos do
clado 52 estdo delimitados por elipses. O resultado da analise dpaaggntos de
clados para esse ultimo nivel hierarquico de agrupamentooresatitavés da Chave de
Inferéncia de Templeton (2004), em eventos de fluxo génicatoestim isolamento

pela distancia. A analise da estrutura dentro de cada clpdmdamente mostra que é
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possivel a combinagcédo de estrutura populacional e fatores histéfieecendo um
maior poder para explicar a rede de haplétipos. Assim, no presabtého foram
detectados cinco eventos de fluxo génico restrito com isolampelatalistancia (clados
1-1, 214, 32, 51, 61), dois eventos de fluxo génico restrito associados com dispersao
a longa distancia (clados43e 37), um evento de expansao da area de ocorréncia (clado
3-9), dois clados nos quais as amostras geograficas sao indae@aaa se discriminar
entre eventos de fragmentagédo e isolamento pela distandas@45 e 44) e um
clado cujo resultado n&o foi conclusivo (cladb)4

Os parametros demograficos para esse clado, compostoofadidatie de
haplétipos, foram inferidos através da analissMiEmatch Distributione o resultado
mostra uma curva com trés picos (Figura 33), que provavelmelffege ros tempos
distintos em que se deram as expansdes demograficas queaforosadiversos clados

incluidos neste agrupamento geral.

84



13, 15, 84, 87, 8, 89,

410,12,21, 28, 90,70, 92 1
TS

e

Oceano Atlintico

Figura 32. Mapa do Estado de Sao Paulo mostrando as popukapdstradas e a
distribuicdo dos haplétipos presentes no cladg frmado pelos cladosBe 52. Os haplétipos
delimitados por elipses sé@o aqueles agrupados no clado 5
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Figura 33. Distribuicdo das diferengas par a para enthemgstipos do gene mitocondrial Citocromo B
para a populacédo da porcdo paulista do Alto Parana (togexpakacdes)i corresponde ao nimero de
diferencas entre os haplétipddi) € a freqiiéncia relativa dos haplétipos que apresergalifemencas.

E mostrado o indice de Raggedne}s (
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3.4 Andlise da Variancia Molecular

Os resultados da andlise de agrupamento de clados foram cdosasim
os resultados da Analise da Variancia Molecular (AMOVHicialmente, como
controle, foi testada uma estrutura hierarquica simples (@aséa estrutura) na qual
as 36 populagbes fazem parte de um mesmo grupo. Este teSteci@uie estrutura)
proporciona uma estimativa geral da diferenciacdo das populagbesadasilina
espécie, e apresentou um valordlg = 0,0. Valores d& entre 0,05 e 0,15 indicam
diferenciacédo genética moderada; 0,15 a 0,25 indicam difagéacgenética grande; e
acima de 0,25 indicam diferenciacdo genética muito grande (WdA@§i8). Este
resultado mostra que a variagdo ndo pode ser atribuida as diferengge as
populacoes.

Outros dois modelos foram testados, utilizando diferentesriasitée
agrupamento.

O segundo critério de agrupamento consistiu em agrupar as populacdes
amostradas em grupos formados pelastsmdias as quais as populacdes pertencem. O
objetivo de utilizar esse critério de agrupamento foi tesearesiste estrutura
populacional entre os grupo®dr) entre as populacde®{c), e dentro das populacdes
nas sukbacias @st) conforme esta listado abaixo:

* Populacdo 01: Subacia do rio Sdo José dos Dourados (SJ)
= Populagdo 02: Subacia do baixo Tieté (BT)

» Populacdo 03: Subacia do rio Aguapei (AG)

» Populacdo 04: Subacia do Rio do Peixe (PE)

»= Populacdo 05: Subacia do Pontal do Paranapanema (PP),

» Populacdo 06: Subacia do Médio Paranapanema (MP)
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» Populacdo 07: Subacia do Alto Paranapanema (AP)

» Populacdo 08: Subacia dos rios Piracicat@apivartJundiai (PC)

» Populacdo 09: Subacia do TurveGrande (TG)

= Populacdo 10: Subacia do baixo Pard@rande (PG) e Subacia do Sapucai
Grande (SG)

Este teste, separando as populacdes em 10 grupos (10 populactes) most
que 27% da variacao presente € atribuida a diferencas dentro das;@egpul 7% para
as diferengas entre as populagbes e 12% devido as diferenigasag populagbes
dentro das populacte®4r= 0,27,Pcr= 0,17,Psc= 0,12), respectivamente. Ou seja,

0 alto valor debst encontrado®sr= 0,27) indica que dentro de cada populacéo existe
uma grande variacdo genética, maior que a variagdo en@optrad essas populacdes
(Psc= 0,12), e também maior que a variacdo encontrada entid-dacas QOcr =
0,17).

O terceiro critério de agrupamento consistiu em agrupar as popsla
amostradas em duas populagdes. A populacdo 01 foi formada pékhacgs
localizadas nas regides centreste, noroeste, e sudoeste do estado de S&o Paulo (S&o
José dos Dourados, BaiXdeté, Aguapei, do Peixe, Tun@rande, Pontal do
Paranapanema, MédRaranapanema, e Afearanapanema), e a Populacdo 02 foi
formada pelas subacias localizadas na regidao nordeste do estado de S&o Paulo
(PardeGrande e Sapuc@rande). O objetivo desse agrupamento foi testar se existe
uma subestrutura populacional entre essas duas regifes do estado dea@o P
(centrooeste/noroeste/sudoeste; e nordeste). Este teste mostrou quia 48%tacao
presente € atribuida a diferencas dentro das populacdes, 32% géeaesmcas entre as

populacdes e 18% devido as diferencas entre as populagbes deppudasdes®sr

=0,45,0cr= 0,32,Psc= 0,18), respectivamente.
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Os resultados de todos os testes estdo mostrados na J4bela

Tabela 04. Particdo da varidncia genética determinadeéatrda Andlise da Variancia
Molecular para trés critérios de agrupamentos. N correspanaiégnaero de grupos que compde
a estrutura hierarquica.

Proporgéo da Variancia

Agrupamento Entre Dentro de
N Composi¢éo Entre grupos B .
populagbes  populacdes
(Pct)
(Psc) (Pst)
1-SJ1,SJ2,SJ33,BT1,BT2,
BT 3, BT 4, BT 5, BT 6, AG 1,
AG 2, AG 3, AG 4, AG 5, AG 6,
Auséncia de PE 1, PE 2, PE 3, PP1, PP2, 0 0

Estrutura PP3, MP1, MP2, MP 3, MP 4,
AP1,AP2,PC1,PC2 TG1,
TG2,TG3,TG4,PG1, PG?2,

SG1

1-SJ31,832,SJ3:BT1,BT
2, BT 3,BT4,BT5, BT 63-

AG 1, AG 2, AG 3, AG 4, AG 5,

10 Subbacias AG 6;4- PE 1, PE 2, PE &- 0,17 0,12 0,27

PP1, PP2, PP®: MP1, MP2,

MP 3, MP 4;7- AP 1, AP 2;8-

PC1,PC29-TG1, TG 2, TG

3, TG410-PG1,PG2,SG1

1-SJ1,S32,SJ3;BT1, BT
centre BT 3,BT 4,BT5,BT6; AG1,
oeste/noroeste/ AG 2, AG 3, AG 4, AG 5, AG 6;
sudoeste; e PE1,PE2,PE3TG1, TG 2,
nordeste TG 3, TG 4, PP1, PP2, PP3;
MP1, MP2, MP 3, MP 4; AP 1,

AP 2,2-PG1,PG2,SG1

0,32 0,18 0,45
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3.5 Testes de neutralidade

Os testes de neutralidade de Tajima (1996), e Fu (1997), didizeara
testar se as variacdes encontradas estdo sob o modelocde seletra, apresentaram
resultados significativos no nivel de 5% de significaAncia.eNtanto, a hipétese de
neutralidade das mutacdes foi rejeitada para todas as poputas@edas, conforme
pode ser observado na Tabela 05. Apesar disso, a significBrsciadicadores D Es
ndo pode ser descartada, pois serve de inferéncias para oeintsseyue podem ter
acometido essas populagdes, tais como afunilamento populacional ou metielamdE
das taxas de mutacdo, e também o fato de que um valor negjatitcopara=s € um

bom indicador para eventos de expansédo demogréfica populacional.

Tabela 05. Resultados dos testes de neutralidatieTajima ds de Fu para as populagdes.

Populagéo N Teste de Tajima Teste de Fu
D Fs
SJ 26 -1,828 p=0,2 -25,996 p=0,0
BT 33 -1,912 p=0,1 -26,036 p=0.0
AG 29 -0,314 p=0,2 -25,652 p =0,0
PE 15 -1,766 p=0,0 -29,413 p=0,0
PP 13 -2,026 p=0,0 -15,656 p=0,0
MP 12 -1,231 p=1,0 -6,484 p=
AP 3 0,0 p=1,0 -1,389 p=0,5
PC 11 -1,341 p=0,4 -4,982 p=0,4
TG 25 -0,576 p=0,3 -23,690 p=0,0
PGSG 8 -1,320 p=0,1 -3,656 p=0,0
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4 Discussao

Neste trabalho foram analisados 805 bases nucleotidicas do gene
mitocondrial citocromo B para 175 individuos da espéstganax altiparanaegcom o
objetivo de inferir eventos historicos e recorrentes envolvidos teandeacédo da
distribuicdo atual da variacdo genética de populacbes destacespecesultados da
analise filogeogréfica, gerada através da analise de agenpasnde clados néo
enraizados mostraram, como evento principal envolvido, o flurc@é&estrito pela
distancia com alguns eventos de expansdo da area, sendémmiaigeografica o
principal fator que esta afetando o fluxo génico &naltiparanae Ou seja, em uma
geracao, é esperado que um hapl6tipo particular se movasattaertas distancias
geogréficas, fazendo com que a distribuicdo deste haplétipo aunnto passar do
tempo e, conseqientemente, das geracdes. Por outro lado, enquardtise de
agrupamento de clados ndo enraizados indicou significativaneerfiiéxo génico
restrito, a analise da variancia molecular (AMOVA) ditecque a maior variagao
genética é encontrada dentro das populagdes. Estes resultztosmgue os niveis
do fluxo génico ndo sado suficientemente altos para apagardorrmacao histérica da
origem geogréfica.

A andlise de agrupamento de clados ndo enraizados detectonferéadia
primaria: fluxo génico restrito através de isolamento por riigta observado em cinco
clados estatisticamente significantes (clades, 12-14, 32, 51, e 61). Esta analise
detectou também dois eventos de fluxo génico associados comeasé@iis@ longa
distancia (clados-8 e 37), e um evento de expansao da area de ocorréncia para o clado
3-9. Para os clados-I5 e 44, a analise de agrupamento de clados ndo enraizados

considerou a amostra geogréafica inadequada para se disgrimntre eventos de
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fragmentacéo ou isolamento pela distancia, e para o ctado 4esultado da analise de
agrupamento de clados ndo enraizados nao foi conclusivo.

A andlise de agrupamento de clados ndo enraizados detectarpeoifdi
explicado anteriormente, o fluxo génico restrito através denigoito por distancia
como o principal processo envolvido na associagdo dos hapldtipoa datmibuicédo
geografica. No entanto, os clados agrupados estatisticamagitdicantes néo
apresentam distribuicdes geograficas exclusivas, existamdanaior ou menor grau,
sobreposicao espacial.

O clado 11 é um agrupamento particularmente interessante, pois inclui o
haplétipo 01. De acordo com a teoria da coalescéncia, podemosecansithapl6tipo
01 como o mais antigo (hapldtipo ancestral) (Castelloe & Templ&®&d, Templeton,
1998), por ser o haplétipo mais comum, ocorrendo em 54 individuos dos 175
individuos analisados, amplamente distribuido geograficamente enferesm 24 das
36 populacdes amostradas. O haplotipo 01 € também o centro délageaid em
forma de estrela (ver Figura 09), um padrdo caracterizado goesenca de ramos
curtos, que conectam, separadamente, por um passo mutaciondgtenminado
haplétipo aos demais haplotipos do clado (Avise, 2000). Este padnéértasugere
que a populacdo sofreu uma expansdo demogréfica relativamesmgeréRogers &
Harpending, 1992), que foi detectada através da anali$midmatch distribution”

(ver Figura 11).

O haplotipo 01 esta ligado por poucos passos mutacionais a outros
haplétipos geograficamente restritos, e ligado por varios passtacionais aos demais
haplétipos. Baseado nessas observacfes podemos inferir um ppssdesiso que
pode ter acometido as populagbes Ale altiparanae analisadas neste estudo. A

populagdo ancestral, que carregava o haplétipo 01, sofreu umadxparsua area de
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ocorréncia, ficando este haplétipo geograficamente espalhadofr&o wma mutagéo,
este haplétipo origina um haplétipo derivado, que permanecetaesti area de
ocorréncia do haplotipo ancestral e isolado das demais popula¢ctes delistancia
geografica. Com o passar do tempo, esses haplotipos derivadose tornando
espalhados geograficamente, e originam novos haplétipos que,ranraeie, ficam
restritos as suas areas de origem, e podem se espalhar gassar do tempo e das
geracdes, caracterizando uma variagao haplotipica traasit

Esta variacdo haplotipica é considerada transitoria, pagy haja tempo
suficiente, existe uma tendéncia natural do fluxo génico aseih homogeneidade
genética. Por outro lado, como existe o fator limitante dandistdgeografica, esta
homogeneidade dificilmente sera atingida, pois, com o passamgpo.t novas mutacdes
podem ocorrer, resultando em novos haplétipos, que, com o0 passargndomecam a
se espalhar geograficamente. Sob a acdo do fluxo génicog exisendéncia a
homogeneidade genética (Avise, 2000), que, no entanto, € limieldadistancia
geografica, e assim, sucessivamente, tornando a variagmotipica transitoria e
dindmica. Em outras palavras, a variagcdo haplotipica, numia éscgporal de milhares
de anos, esta sendo constantemente alterada.

O clado 214 estéd posicionado em uma das extremidades do agrupamento
total (ver Figura 09). Esta posigéo indica que os haplotipasidod nesse agrupamento
sdo relativamente recentes, e provavelmente foram originaddsamotipo 07. A
distribuicdo espacial dos haplotipos presentes neste cladoi@uea A2), combinada
com suas posi¢des dentro do cladb4? sugerem que a direcdo da migracdo, que é o
evento que pode levar ao fluxo génico é, da populacéo AG 4, latzatizmgraficamente
em uma posicao relativamente mais a jusante, em relgd@eservatorio de ltaipu,

dentro da bacia do Alto Rio Parana no estado de S&o Paulo, para agmpiE 2,
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localizada geograficamente em uma posicao relativamengeamaontante dentro desta
bacia.

Assim como no clado-24, no clado 25, a distribuicdo geogréafica do
haplétipo 03 (ver Figura 14), considerado o mais antigo dentro dadtepdr ser o mais
interior, e a distribuicdo geografica dos demais haplétipoepém sugerem uma
tendéncia da direcdo da migracdo, ser de regides na&a@dte para regides mais a
montante, dentro da bacia do alto Rio Parana no estado de Sao\Reeitanto, para o
clado 215, a analise de agrupamento de clados ndo enraizados n&ouizonseg
discriminar entre eventos de fragmentacdo ou isolamento pdadispara explicar a
associacdo dos haplotipos com a distribuicdo geografica.ZTdaxedo a presenca de
haplétipos proximamente conectados, mas geograficamente sepamadoma grande
distancia, como o haplétipo 15, localizado nas populagbes TG 12 g@hectado por
dois passos mutacionais ao haplétipo 83, localizado na populaciodisiaBtes entre si
por mais de 800 quildmetros.

Os clados 214 e 215, junto com os clados& 29, 216, e 217 formam o
clado 32, caracterizando este clado as varias linhagens surgpdatrade determinados
haplétipos mais antigos, como os haplotipos 03 e 15 (ver Figurg$18)clado apresenta
uma ampla distribuicdo geogréafica, e algumas populacfes rmbxigeos haplotipos
distintos, entre estes, haplétipos ancestraisexistindo com seus descendentes
(populagbes AG 1, AG 5, TG 1, TG 2). Neste clado, aparentemantirecao da
migracdo, é de regifes relativamente mais a jusaree negides relativamente mais a
montante dentro da bacia do Alto Rio Parana no estado de SapjRaue a maioria
dos haplétipos mais recentes (localizados nas extremidadeadiy él encontrada nas
subbacias TG 1 e TG 2, localizadas em uma regido relativimeais & montante (ver

Figura 16).
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Para os clados-8 e 37, o fluxo génico esta associado com eventos de
dispersado a longa distancia. No cladd, & dispersédo a longa distancia provavelmente
esta relacionada com a localizacdo do haplétipo 54, e também dtgwmpB, que estdo
geograficamente distantes entre si, e também dos demaisip@pldeste clado, que se
encontram localizados em populagbes geograficamente proxinra&iguea 18). No
clado 37 estd presente o haplotipo 09, que, assim como o haplétipo 01 no dado 1
também é o centro de uma filogenia em forma de estrel@mpoom um ndmero menor
de haplétipos conectados (ver Figura 09). O haplétipo 09 estézémtmalem trés
populagdes relativamente equidistantes, sendo uma na porcéo redatevanjusante (PP
3), uma na porcao relativamente intermediaria (AG 5) e reeita na porgéo
relativamente mais a montante (TG 1) da bacia do Alto Rian@ano estado de S&o
Paulo, e os haplétipos derivados encontsanlocalizados geograficamente préximos
(ver Figura 20). A presenca do haplotipo 9 nas trés populacdes eithtias, caracteriza
a dispersdo a longa distancia, enquanto os haplotipos derivadopldtpba9 que
apresentam distribui¢cdes restritas, caracterizam o fluxicgé&estrito pela distancia
detectado. A direcdo da migracdo, aparentemente, também régi@es relativamente
mais a jusantes para regides relativamente mais a mantintecia do Alto Rio Parana
no estado de S&o Paulo.

O clado 39 foi o Unico agrupamento em que foi detectado, através daeanali
de agrupamento de clados ndo enraizados, um evento de expaasdm da ocorréncia.
Neste clado, encontise o haplétipo 1, considerado o haplétipo ancestral, que
provavelmente sofreu uma expanséo passada da area de oapfiéawilo amplamente
distribuido geograficamente (ver Figura 22), e posteriormesriginou os demais

haplétipos agrupados no clad®3
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O clado 44 (formado pelos cladosBe 36) (ver Figura 09), representa uma
excecdo em relacdo aos demais clados estatisticamemtéicaiges por, neste
agrupamento, existir uma separagdo geografica entre os clhde 36. Apesar da
analise de agrupamento de clados nao enraizados nao ter distirentidoeventos de
fragmentagdo ou isolamento pela distancia como sendo o processesglieu na
distribuicdo geografica dos haplétipos que compde este claikiribuicdo espacial dos
haplétipos agrupados neste clado mostra uma separacdo geagrtificas clados-3 e
3-6. O clado 31 agrupa os hapl6tipos que foram encontrados nabagiiéds do Pardo
Grande e Sapuc@8rande, localizadas geograficamente na regido nordesteadio ekt
Sao Paulo, na por¢cdo mais a montante da bacia do alto Rio Paraeadanakste
trabalho. O clado-8 agrupa os haplétipos localizados em-Babias no centroeste e
noroeste do estado de S&do Paulo (ver Figura 28). Conforme pode esmmadbspela
Figura 09, dentro do clade4 o clado % (interior) € mais antigo, enquanto o cladb 3
(extremidade) € mais recente, e provavelmente originado & g@artum haplotipo
agrupado no clado-8. No clado 44, a estrutura populacional encontrada nao é entre
subbacias, mas entre regides que incluem diferentedacias, no caso, entre a regiao
nordeste e as regides noroeste e ceserte do estado de Sao Paulo, indicando que pode
existir, ou ter existido no passado, uma barreira geogréaficaepagou as populacdes de
A. altiparanaedestas duas regides e, de acordo com a posi¢cao destedados no
agrupamento total (clade@ interior; e clado -3, extremidade), a dire¢do da migracao
é, ou foi, também das regifes relativamente mais a jsspata regides relativamente
mais a montantes da bacia do Alto Rio Parana no estadm daSkb.

O clado 51 agrupa haplotipos presentes em praticamente todas as populacdes
amostradas, com excec¢ao daquelas localizadas na regidsteadestado de S&o Paulo

(populacdes PG 1, PG 2, e SG 1), a ndo ser pela presenca dipbdplda populacdo
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PG 1 (ver Figura 30). A presenca do haplétipo 1 na populacdo R@etesque a
expansao da area de ocorréncia deste haplétipo, detectadedo®8| provavelmente
foi um evento relativamente antigo, anterior a ocupacdo degit@o pelo haplétipo 6,
considerado, dentro do universo dos haplétipos amostrados, o pa@atestral nas
populacdes PG 1, PG 2, e SG 3 (ver Figuras 09 e 28).

O clado 61 envolve a totalidade das amostras analisadas nestéharaba
separada entre os cladod ® 52, porém, como pode ser observado pela Figura 32, ndo
existe uma separacdo geogréfica entre estes dois clagiB)dexhaplotipos separados
por varios passos mutacionais queegstem em uma mesma populacdo. Ou seja,
linhagens distantes geneticamente vivendo em simpatria, 0 agueoin que este
agrupamento total assemeke a Categoria Il dos padrdes filogeograficos descritos por
Avise (2000), caracterizado por pronunciados “gaps” filogenéticos algiuns ramos na
arvore génica, com as principais linhagens em simpatrieogara area, indicando alto
tamanho populacional efetivo e alto fluxo génico. Este agrupantantbém mostra que
0s eventos evolutivos se sobrepdem temporalmente.

Os testes de neutralidade D de Tajima (1996fseale Fu (1997) foram
aplicados as populacdes agrupadas embsaalas, pois, em alguns casos, o tamanho
amostral de algumas populagdes foi significantemente redusdsar das populagdes
terem sido agrupadas em sdodicias, o tamanho populacional variou entre 03 a 29
individuos por populacdo, valores considerados baixos para se obpedemrazoavel
na deteccdo de algumas forgas evolutivas (Simonsen et al., l@9&)tanto, se por um
lado, um tamanho amostral pequeno impede um argumento razoaveIrEaraalidade,
caso os resultados dos testes ndo forem significantes, potauid, se a neutralidade for
significativamente rejeitada, o tamanho amostral reduzido prioparama convincente

evidéncia de fortes forcas evolutivas atuando (de Brito eR@0D2). Os altos valores
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negativos obtidos com os testes B para todas as populagdes, sugerem que a forca
evolutiva que causou a rejeicdo da neutralidade foi anefipademografica populacional.

Os resultados da andlise da variancia molecular (AMO\&a)izada para
quantificar a variagdo genética entre as 10Gtmdias (grupos), entre as populagdes, e
dentro das populagde®¢t, Psc, edst, respectivamente), foram moderados e atbas (
=0, 17,dsc = 0,12, ebst= 0, 27 ), indicando que a maior proporcao da variabilidade
genética esta presente dentro das populagésts=(0,27). Entre as stfacias (grupos), a
variabilidade é considerada grandec( = 0,17), e entre as populacdes, a variabilidade
genética é considerada moderadad = 0,12). A estruturacéo dentro das populacdes &
provavelmente, devida a alta variacdo haplotipica muitassvencontrada em uma
mesma populacdo, e a estruturacdo embswias pode ser devida a distribuicdo dos
haplotipos individuais que estéo restritos a determinadas populacdes

Devido a esta separagdo geografica, encontrada através like at&
agrupamento de clados ndo enraizados, para o cldlofol realizada a analise da
variancia molecular (AMOVA), agrupando as shdrias amostradas em dois grupos, um
grupo contendo as siifacias localizadas na regido nordeste -{satias do Pardo
Grande e Sapuc@8rande) todas afluentes da margem esquerda do Rio Grande, e outro
grupo contendo as demais dbdicias, todas afluentes da margem esquerda do Rio Parana
(com excecdo da stiiacia Piracicab&apivartJundiai, que ndo foi incluida nesta
analise). Os resultados da analise de variancia motecat@rastando esses dois grupos,
mostraram que dentro das dodicias existe cerca de 45% da variagdo genética detectada
(Pst = 0,45), entre os grupos existe 32% da variacdo genéteradia ¢ct = 0,32), e
entre as subacias, a variacdo genética detectada foi de 18%c)( Através deste
resultado, pode ser sugerido um evento vicariante definindo urnéuestpopulacional

na espécie isolando os dois grupos, mas nao impedindo o fluxo génito destes.
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Considerando estes dois critérios de agrupamento testados afaeasgalise
da variancia molecular (AMOVA), os valores encontrados sugegem a alta
variabilidade genética encontrada dentro das populacdes refidtie diversidade de
haplétipos, que estdo distribuidos geograficamente de acordo com o medkiro
génico restrito através de isolamento por distancia. O adsulde dct, obtido ao
contrastar as sdibacias localizadas nas regides noroeste/cemste e sudoeste do
estado de Sao Paulo, com as-babias localizadas na regido nordeste do estado de S&o
Paulo, mostrou que existe diferenciacdo genética entredestasegides¥ct = 0,32).

O fluxo génico restrito pela distancia, detectado atravésrddise de
agrupamento de clados ndo enraizados, como o principal evento respgedave
associagao dos haplotipos com a distribuicdo geogréaficaedewbrer, provavelmente,
ndo s6 os individuos da espédistyanax altiparanaede popula¢cbes de riachos e
cabeceiras, mas também aqueles provenientes de populac@esici@s rios da bacia
do Alto Rio Paran4, ja que esta espécie ocorre, tanto ehosi& cabeceiras, como na
calha dos grandes rios (Garutti & Britski, 2000; Garutti, 1888993; Garutti &
FigueiredeGarutti, 1992).A. altiparanaeé considerada uma espécie que, dentre as
espécies de peixes de agua doce que apresentam pequeno porte, pasgladea
natatéria relativamente alta, sendo capaz de realizaragdigs, € € amplamente
distribuida na bacia do Alto Rio Parana, tanto em nimero de indivichrose também
em biomassa (Castro et al., 2003; 2004; 2005). Além disso, ¢mteieeparece ser
sensivel ao volume de agua disponivel, pois, através de olisviagas durante a
realizacdo das coletas para o presente trabalho, foi constptadon épocas de seca,
qgquando diminui o volume de &agua dos leitos dos riachos, as populdesies
ambientes parecem diminuir em numero de individuos. Observactespeito da

diminuicdo do namero de individuos de outras espécies de lambarsnigientes de
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riachos, durante a estacdo seca, também foram feitas pos autores. Casatti (1996),
estudou a biologia de peixes da cabeceira do Rio Sao Franolzada no estado de
Minas Gerais, e constatou uma diminuicdo no numero de individuengentes a
antiga subfamilia Tetragonopterinae durante o inverno, que correspestig@o seca
no sudeste brasileiro. Pelicdo (1997), estudando a edpéuaterodon pedrique até
recentemente pertencia a subfamilia Tetragonopterinae (@8), e atualmente é
consideradancertae sediglentro de Characidae (Lima et al., 2003), em um riacho e
estuarino localizado em UbatuS®, também relatou uma diminuigdo do numero de
individuos na porcao inferior do riacho durante a estagcdo seca (inverno)
Provavelmente, esta diminuigdo no namero de individuos de espéeiepmgsentam
biologia similar, inclusive em relacdo a capacidade d@ddatas populacdes de riachos
durante épocas de seca, pode estar relacionada com migragtessiddividuos para
outras regides, onde, mesmo durante a estacdo seca, existaasmaolume de agua.

Levando em conta esta possibilidade, de os individuos da esfpécie
altiparanae habitantes de populagfes localizadas nos riachos e cabeoggearem
para rios maiores na bacia do Alto Rio Parana durante épacgae o volume de agua
desses riachos diminui, podemos entéo considerar que, ossnaerdas subacias, e
da bacia do Alto Rio Parand, ndo correspondam a barreiras gesgyeid fluxo génico
para a espécid. altiparanae

Além da auséncia de barreiras geogréficas, provavelntemém nao
existem barreiras ecoldgicas entre as populacded.deltiparanae Isto porque,
conforme foi relatado na introducdo deste trabalho, esta espécieé getsminadas
caracteristicas biolégicas, como ser nectbnica, nadadora rapiaico dependente de
esconderijos nos mictisabitats bentonicos para evitar a predagao (Casatti, 2002); ser

onivora, o que deve tordd capaz de adaptae as ofertas alimentares diferenciais tanto
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do ponto de vista geografico quanto sazonal (Castro et al., 2004emtaredesovas
parceladas durante todo o ano em pequenos corpos d’agua como riadsosaetotal
em grandes corpos d"agua (Garutti, 1989), ndo apresentar cuidattalg@gostinho &
Jalio Jr., 1999), e os ovos serem flutuantes (Godoy, 1975) fazendgumpiam espécie
seja, portanto, relativamente independente do substrato p@raducdo. Estas
caracteristicas biologicas, provavelmente, também pemuteeA. altiparanae,dentro
do ambiente duleaquicola, seja capaz de sobreviver e se reproduzir nas madagar
condi¢gbes ambientais.

Esta provavel auséncia de barreiras, tanto geograficastoqacoldgicas, ao
fluxo génico entre as populagdes, reforga o principal resultado obtidcapélise de
agrupamento de clados ndo enraizados, de que existe fluxo génico,gsteé limitado
pela distancia. Este modelo permite a troca génica entreidnds de populagdes
proximas geograficamente, mas limita a troca entre osithutis de populacdes mais
afastadas.

Os resultados obtidos através da andlise de agrupamento de nkualo
enraizados, e através da andlise da variancia mole@ANDVA), utilizando o gene
mitocondrial citocromo B como marcador molecular, mostraram @qaa A.
altiparanae os grupos genéticos definidos estdo associados a regidégsaficas (ver
Figuras 10, 12, 14,16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30), que envolvem pigrilde diferentes
subbacias, ndo tendo sido detectado isolamento entre asasias (ver Tabela 06).
Estes resultados, combinados com a provavel auséncia dérasageograficas e
ecoldgicas ao fluxo génico entre as populagées, sugerem querecdipdpulacional de
A. altiparanaeseja marcada por eventos migratorios com fluxo génico, o caleckste

para esta espécie, uma dindmica populacional distinta da propoSagbar (1999) que
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sugere um grau maior de isolamento ecoldgico, adaptativo e geogpdfra as espécies
de peixes de riachos..

No entanto, esta dindmica populacional Ae altiparanae envolvendo
migracdo e fluxo génico é limitada pela distancia, o que aedid@& da dinamica
populacional de espécies que apresentam porte médio a grandepaom@mplo, a
dindmica populacional dos prochilodontideos. Recentemente, os prochilodentide
(Familia Prochilodontidae, Ordem Characiformes), peixes deonpete, amplamente
distribuidos geograficamente, habitantes das calhas dos graoslda América do Sul,
tém sido alvo de estudos biogeogréficos, filogenéticos e filogtogs, (Castro & Vari,
2004, Sivasundar et al., 2001; Turner et al., 2004;). Guardadasidasipropor¢des em
relacdo ao porte desses Characiforrdesaltiparanaee espécies de prochilodontideos
podem ser comparadas no que diz respeito a possuirem ampla d&briboi suas
respectivas areas de ocorréncia, sdo peixes migratoriograouhe capacidade natatoria,
respeitando seus respectivos portes médios. Os estudos filtfgmasy com o0s
prochilodontideos demonstraram que ndo ha, entre as populacdes sstadadtura
genética populacional. Os resultados obtidos no presente trgielica espécié.
altiparanae demontraram que, entre as populagbes analisadas, ocorrepandeti
estruturagdo genética moderada, o fluxo génico restiaadancia.

A comparacgdo desses diferentes resultados pode indicar gommhd seja
um fator limitante a capacidade de dispersdddaltiparanae Entre os peixes de
pequeno porte habitantes de riachos e cabecdiraafiparanaeé, aparentemente, a
espécie que possui a melhor combinacéo de caracteristicas adequdidperséo e
exploragdo de diferentes ambientes, como 0s pequenos riachaireshes canais
principais dos grandes rios. Apesar desses atributos, osdesutio presente trabalho

demonstraram que existe uma estruturacdo genética causadaxpayéhico restrito

101



pela distancia entre as populacdes analisadas. Porémipesde estruturagdo, ndo é
capaz de promover o isolamento completo entre as populacdes)ieeissde fluxo
génico entre as mesmas ndo sao suficientemente altospgmgarem a informacéo
histérica da origem geografica.

Apesar das caracteristicas da espétiealtiparanae pouco favoraveis a
estruturagcdo populacional, os resultados obtidos no preserdthdralemonstraram que
ela existe moderadamente, sendo caracterizada pelo fluxo gésigtorpela distancia.
A partir deste resultado, é possivel supor que outras esplcigeixes de riachos, que
possuem capacidade de deslocamento realmente restritaoraparacdo COmA.
altiparanae estarem organizadas em populagbes com maior nivel de esfoturag
genética, assim como a possibilidade de espécies comidinfopulacional similar a de
A. altiparanaeapresentarem um padrdo também similar de estruturacéo geatiseala

por fluxo génico restrito pela distancia.
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5 Conclusdes

As principais conclusfes deste trabalho foram que as populagAssydnax
altiparanae localizadas na bacia do Alto Rio Parand no estado de S&o, Ratfo
estruturadas geneticamente sob o modelo do fluxo génico restritaligg&lacia, ndo
estando estruturadas em <hdrias, e que provavelmente ndo existam barreiras
geograficas, tampouco ecoldgicas, ao fluxo génico entre as popuiactieado aquelas
localizadas nos rios principais desta bacia. A distanagrgéca entre as populagdes
parece ser o Unico fator limitante ao fluxo génico.

Apesar da ocorréncia de fluxo génico entre as populacfes anslisatiaé
restrito pela distancia geografica, provavelmente devido quepe porte dos individuos
da espécid\. altiparanae Este resultado sugere que o tamanho reduzido das espécies de
peixes de riachos provavelmente seja o principal fator limiténtdispersdo destas
espécies, 0 que esta de acordo com a hip6tese de Castro (1988,adeapacidade de
deslocamento relativamente baixa e limitada das esp#eigsqueno porte, que restringe
as suas distribuicbes geograficas, poderia facilitar araefo geografica de populacoes,

e desta forma favorecer o surgimento de novas espécies devigtamento geogréfico.

Diferentemente do caso dos prochilodontideos de porte médio, exselente
nadadores (Castro & Vari, 2004), que apresentam populacdes ndoragasitem todas
as bacias hidrogréaficas que foram estudadas sem, portanto quegjtiedo aparente ao
fluxo génico entre os individuos (Sivasundar et al., 2001; Turnér, €084), a espécie
A. altiparanaeapresenta uma estrutura populacional na bacia do Alto Rio Parana no
estado de Sao Paulo, com fluxo génico restrito pela distqomei&En sem a ocorréncia de
populacdes isoladas, que seriam candidatas a possivel difeéengenética futura, caso

houvesse tempo suficiente para tal.
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Esses resultados indicam que as limitacbes ao deslocardentionga
distancia impostas pelo pequeno porte dos individuos adultas aleparanae quando
comparados aos prochilodontideos sejam as principais responsakeigspetura
populacional encontrada. Porém, caracteristicas bioldgicas pesudied. altiparanae
todas elas relacionadas a uma extrema flexibilidade ecolédetativa, aparentemente
impedem o isolamento ecolégico e geografico dessas populacdes,seoia de se
esperar dentro do cenéario evolutivo ideal proposto por Castro (1999), apara
diversificagéo da ictiofauna de riachos-auolericanos.

No entanto, todas as demais espécies de peixes de pequeno pbetbitgine
riachos e cabeceiras, que nao apresentam as mesmasristiaseque conferem a
espécieA. altiparanaecondicdes para sua a ampla distribuicdo geografica na bacia do
Alto Rio Parana, e consequentemente possuem mais restriglispeésdo e menor
capacidade de deslocamento, séo fortes candidatas a eaersesdtrutura populacional
mais pronunciada, e possivelmente, até mesmo a presengarrdeas fisicas e/ou
ecolégicas impedindo o fluxo génico entre suas populacdes componentes

Somente novos estudos filogeograficos, com outras e espécesxds de
pequeno porte habitantes de riachos, e a utilizagcdo de difereateadores, poderdo
responder a esta interessante questao biogeografica e eyguguvalaciona a dinamica
populacional das espécies de pequeno porte habitantes de riacdimsceiras, com a
separacao geografica de populagdes, favorecendo o surgimento siespéeies devido

ao isolamento geografico (Castro, 1999).
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7 Anexo

Alinhamento das 175 sequéncias com 805 bases do gene mitocortdaed@o B obtidas para os
individuos analisados da espédstyanax altiparanae.
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