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RESUMO

PEREIRA, Tiago Ledo, M.S,, Universidade Federa de Vicosa, maio de 2005. Divergéncia
gendmica e filogeografia de trairas Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) (Teleoste:
Erythrinidae) na costa leste do Brasil. Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos.
Conselheiros: Carlos Ernesto G.R. Schaefer e Paulo De Marco Janior.

A traira Hoplias malabaricus € um caraciforme de ampla distribui¢do, ocorrendo
em todas as grandes bacias hidrogréficas brasileiras, com pequena diferenciacdo
morfolbgica, comportamento sedentario e grande variabilidade cariotipica, apresentando
populacdes com pelo menos dois diferentes cariétipos nas drenagens da costa leste do
Brasil. Dados seus hébitos sedentérios e ampla distribuicéo, esta espécie representa  um
6timo modelo para compreensdo da relacdo histérica entre as bacias hidrograficas na regido
neotropical, particularmente da idade e do tipo de fatores que determinaram os padrdes
observados. A universalidade das hipoteses geradas pode ser testada com os padrbes de
distribuicdo de outras espécies ndo aparentadas. Com o objetivo de determinar a
divergéncia gendmica entre populacbes de trairas Hoplias malabaricus na costa leste
brasileira, estimativas temporais de vicariancia, bem como de formular uma hipotese
biogeogréfica preliminar de relacdo entre estas populagoes, foram realizadas estimativas de
divergéncia molecular baseadas em hapl6tipos de mtDNA e a partir de trés primers RAPD-
PCR. As divergéncias moleculares mostraram-se consistentes com os dados citogenéticos
conhecidos para H. malabaricus, sendo reconhecidos dois grupos denominados S&o
Francisco (SF) e Leste (LE), a partir da variabilidade em alelos RAPD. A acidentada
topografia e a inferéncia de um paleoclima arido no Banco Abrolhos sugerem que esta
extensdo da plataforma continental atua como barreira as trocas génicas entre populagdes
de trairas em SF e LE. Este padr&o € ainda corroborado pela distribuicdo das espécies de
peixes das bacias costeiras que, salvo raras excegdes, ocorrem em apenas uma das regides
separadas por Abrolhos. As seqiiéncias de mtDNA subdividem o grupo LE em trés clados,

enquanto as bacias do grupo SF apresentaram suas populacfes em um Unico clado, com



alto suporte estatistico. Uma bacia contigua as do Leste brasileiro, a bacia do rio Uruguai,
apresentou trés clados, sendo a Unica bacia estudada com simpatria de hapl6tipos.
Estimativas baseadas em taxas de mutagdo sugerem uma diferenciagdo miocénica entre 0s
clados costeiros, enquanto eventos pleistocénicos explicariam as diferencas observadas
dentro de cada clado. A concordancia entre dados moleculares, cariotipicos e de
distribuicdo de espécies sugere que fatores histéricos compartilhados por diferentes
linhagens tiveram um importante papel na distribuicdo contemporénea da diversidade
ictiofaunistica da costa |este brasileira

Vi



ABSTRACT

PEREIRA, Tiago Ledo, M.S., Universidade Federal de Vicosa, may, 2005. Genomic
divergence and phylogeography in trahira Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
(Teleostei: Erythrinidae) on Brazilian eastern costal basins. Orientador: Jorge
Abdala Dergam dos Santos. Conselheiros. Carlos Ernesto G.R. Schaefer and Paulo De
Marco Janior.

The common trahira, H. malabaricus is a widespread characin in the Neotropical
region. It is a nonmigratory species characterized by complex patterns of morphological
variation and high levels of karyotypic differentiation, with seven karyotypes (cytotypes)
described in South America. Its sedentary habits makes this species a particularly
informative model for phylogeographic studies. This study characterized the genomic
divergence of this species along the eastern Brazilian coast and proposed a temporal frame
for vicariant events in this region. Data were obtained from RAPD-PCR markers and
mitochondrial DNA divergence. The molecular patterns were congruent with known
diploid numbers. RAPD-PCR alleles showed two well-defined S&o Francisco and Eastern
groups. Further resolution was obtained with mitochondrial DNA. According to maximum
parsimony and maximum likelihood cladograms, the Eastern group is subdivided in three
clades, whereas the Sao Francisco group remained undivided. A major vicariant event
berween the S8o Francisco and Eastern groups was interpreted as a result of arid and
hipersaline environmental conditions favored by a projection of the Abrolhos platform on
the continent that was particularly active during glacia periods. All eastern basins were
characterized by allopatric cytotypes, in contrast with neighboring basins such as the
Parana and the Uruguay drainages, where 2n= 40 and 2n= 42 cytotypes are sympatric. A
molecular clock-based hypothesis suggests a Miocenic age for lineage splitting between the
S80 Francisco and Eastern coastal clades whereas Pleistocenic events would explain more

shallow divergences observed within each clade.

Vii



APRESENTACAO

O termo biodiversidade abrange a variabilidade biolégica em nimero de espécies,
interagdes e divergéncias genéticas. A necessidade de determinacdo de quais seriam 0s
elementos evolutivos e ecolégicos relevantes para a determinagdo das prioridades para
conservagdo, juntamente com o desenvolvimento da biologia molecular e de elementos
conceituais da sistematica, favoreceram o florescimento de disciplinas como a genética da
conservagdo e a biogeografia. Neste contexto a filogeografia, 0 estudo dos componentes
histéricos e filogenéticos responsaveis pela distribuicdo espacia das linhagens de genes,
surge como uma sub-disciplina da biogeografia, servindo para contextualizar
temporamente a ecogeografia tradicional que enfatiza o papel das pressdes ecoldgicas
contemporaneas na formatacdo espacia dos tragos dos diferentes organismos.

Uma rica literatura sobre selecdo ilustra como gradientes ambientais podem gerar
padroes clinais na adaptacdo de organismos. Algumas destas respostas sdo idiosincréticas,
enquanto outras refletem tendéncias suficientemente pronunciadas ou recorrentes em
espécies ndo aparentadas, constituindo padrbes de variagdo reconhecidos como ‘regras
ecogeograficas . Entretanto, a selecdo natural ndo é o Unico fator capaz de gerar padroes
geogréficos nos atributos genéticos. PopulacBes que historicamente experimentam
pequenos ou nenhum fluxo génico por grandes periodos temporais, as divergéncias
genéticas sdo inexoraveis. A filogeografia, entdo, detecta pegadas evolutivas (footprints) na
distribuicdo geografica contemporanea baseada em tragos génicos (Avise, 2000).

A dependéncia de fatores geomorfol 6gicos € particularmente clara em espécies de
dispersdo restrita, como peixes estenoalinos, e € especiamente informativa em tédxons de
ampla distribuicdo. Na Ameérica do Sul, muitos estudos biogeograficos abordam eventos
responsaveis pela diversificagdo de peixes neotropicais. A separacéo do continente africano
(Lundberg et al., 1998) e a formacdo de um istmo entre as Américas tiveram,

provavelmente, grandes influéncias no isolamento e dispersdo de grandes grupos de peixes



(ver Perdices et al., 2002). Entretanto, a elevacdo da cadeia andina € interpretada como o
principal determinante do atual sistema de drenagem sul-americano, com 93% de seus
sistemas fluviais drenados para o Atlantico (Lundberg et al. 1998). Apesar de sua
importancia, a visdo de uma grande diversificagdo da ictiofauna provocada pela vicariancia
resultante dos Andes e, portanto, restrita aos ultimos 8-10 milhdes de anos, seria simplista
(Lundberg et al. 1998). Posteriores eventos de vicariancia, coalescéncia e extensdo de
sistemas de drenagem devem também ser considerados como fatores determinantes da
diversidade de peixes neotropicais.

Entre as espécies passiveis de serem estudadas em escala continental num contexto
filogeogréfico das bacias sul-americanas, encontra-se a traira Hoplias malabaricus. Esta
espécie destaca-se principamente por seu habito sedentario, 0 que permite uma rapida
diferenciagcdo genética entre populacdes. Por estes motivos a traira serg, aqui, usada como

modelo para o estudo de relacdo entre bacias de drenagem da costa leste do Brasil.

A formatacdo dos capitulos desta dissertacdo foi feita em concordancia com as

normas para publicacdo exigidas pelarevista Neotropical Ichthyology.

Glossério

PCR — Reacdo da polimerase em cadeia (polymerase chain reaction);

RAPD — Amplificacdo aeatorizada de DNA polimérfico (random amplification of
polymorphic DNA);

SSCP — Polimorfismo na conformagao da fita simples (single-strand conformation

polymor phism).



CAPITULO 1

Diver géncia gendmica em trairas Hoplias malabaricus (T eleostel,
Erythrinidae): ainfluéncia do Banco Abrolhos na distribuicdo

daictiofauna nas bacias do leste do Brasil

INTRODUCAO

A familia Erythrinidae compreende um pequeno grupo de Characiformes piscivoros
conhecidos popularmente por trairas, jejus e marobas. Esta familia é composta pelos
géneros Erythrinus Scopoli, 1777, Hoplerythrinus Gill, 1895 e Hoplias Gill, 1903,
ocorrendo desde a Costa Rica até o rio Colorado na Argentina (Oyakawa, 2003). Os dois
primeiros géneros compreendem peixes de médio porte (até 40 cm), enquanto Hoplias
engloba espécies de médio e grande porte, podendo alcancar 100 cm em seu comprimento
padréo, sendo também o género mais rico em nuimero de espécies e de mais ampla
distribuicdo dentro da familia

Segundo Oyakawa (1990), podem ser reconhecidos dois distintos grupos dentro do
género Hoplias. O primeiro grupo, ‘malabaricus’, € monotipico e representado pela espécie
nominal H. malabaricus (Bloch, 1794), que pode ser diferenciada das demais espécies do
género pela presenca de dentes na superficie da lingua, sempre quatro poros no sistema
|&tero-sensorial cefdlico em cada lado do dentario e as margens inferiores dos dentarios
convergindo em direcdo a sinfise mandibular. J& 0 segundo grupo, ‘lacerdae’, apresenta um
maior numero de tipos, muitos endémicos e descritos com base em caracteres de reduzido
valor taxondmico para delimitacdo de espécies. Em uma recente revisdo dos peixes de agua
doce neotropicais, Oyakawa (2003) reconhece nove espéecies para 0 género, mas sugere a
existéncia de formas ainda ndo descritas, reforcando a idéia de uma situacdo taxondmica

confusa para o téxon.



Diferencas genéticas também tém sido documentadas para 0 género Hoplias desde
os primeiros trabalhos de Bertollo et al. (1978; 1979). A despeito de sua homogeneidade
morfolégica, H. malabaricus apresenta grande diversidade cariotipica. Bertollo et al.
(2000) reconhecem a existéncia de sete configuragbes cariotipicas (citotipos) para este
complexo de espécies, com variagbes que envolvem numero dipldide, morfologia
cromossomica e a presenca, em aguns casos, de sistemas de cromossomos sexuais
multiplos (Bertollo et al., 1979, 1983; Ferreira et al., 1989; Dergam & Bertollo, 1990;
Lopes & Fenocchio, 1994; Scavone et al., 1994; Bertollo et al., 2000).

Os numeros dipldides basicos sdo 40 e 42 cromossomos, mas algumas popul agdes
do alto Parana caracterizam-se por apresentar machos 2n= 39 e fémeas 2n= 40 (citotipo D),
enguanto outras populagcdes da bacia amazbnica caracterizam-se por apresentar machos 2n=
41 e fémeas 2n= 40 (citétipo G). Variagdes morfol bgicas estdo, normal mente, associadas ao
maior tamanho do cromossomo 1 e na semelhanga entre um par acrocéntrico no
cromossomo 6 e no cromossomo sexual dos citétipos E e G, respectivamente (Figura 1)
(Bertollo et al., 2000).

O padréo de distribuicdo geogréfica destes citétipos € complexo, com situagdes de
simpatria e de aopatria (Figura 2). Nos casos de simpatria, a auséncia de hibridos com
nimeros dipldides intermediarios sugere que os CitGtipos representam boas espécies
biologicas e que, portanto, H. malabaricus representa um complexo de espécies (Scavone
et a., 1994; Dergam, 1996; Lopes et al., 1998). A auséncia de fluxo génico entre espécimes
com 40 e 42 cromossomos também é confirmada por Dergam (1996) para os rios Parana e
Aguapey, bacia do rio Uruguai, com uso de dados RAPD-PCR. A presenca do citétipo C,
no rio Aguapey, foi interpretada como resultado de flutuagdes sazonais no rio Parand,
formando planicies de inundacfes entre este e 0 rio Aguapey, €/ou de processos de
dispersdo por meio de canais de irrigacdo que mantém uma conexao constante entre os rios
Aguapey e Parand, desde a década de 30 (Dergam, 1996; Lopes et al., 1998). Dados
moleculares obtidos com DNA mitocondrial (Dergam, 1996) indicam que populagdes do
Parana 2n= 40 (citotipos C e D), representam a condi¢do mais primitiva entre os citétipos,
sendo o grupo basal parao complexo H. malabaricus.

As drenagens costeiras do Brasil caracterizam-se por apresentar o citétipo A, com

nimero dipldide 42 e sem sistema aparente de cromossomos sexuais. O mesmo citotipo



ocorre na bacia do rio Uruguai e rios do alto Parana, além de amostras isoladas nas bacias
dos rios Amazonas, Paraguai (Born & Bertollo, 2001) e S&o Francisco. A presenca de um
CitGtipo aparentemente costeiro em drenagens do alto Parana sugere a contribuicdo de
populagdes costeiras as popul ages desta bacia, como verificado por Dergam et al., (1998),
Lemos et al. (2002) e Vicari et al. (2005) entre populagdes dos rios Ribeira de Iguape,
Iguacu e Tibagi. Com base em dados moleculares, Dergam et al. (2002) sugerem que 0s
rios Doce e Grande estiveram conectados antes do soerguimento do sistema Mantiqueirana

regido de Aiuruoca, permitindo assim um intercambio de ictiofauna entre estas duas bacias.
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Fig. 1. Idiograma parcia dos citotipos de H. malabaricus. Em destaque, o sistema de
Cromossomos sexuais, o tamanho relativamente maior do cromossomo 1 nos citotipos F e
G, e a presenca de um cromossomo acrocéntrico nos citétipos E e G (seta). Modificado
de Bertollo et al. (2000).



Recentes estudos cariotipicos no complexo H. malabaricus questionam a condigéo
das bacias do Leste como uma unidade biogeogréfica, com a deteccdo de um citétipo de
distribuicdo setentrional (citotipo F), semelhante ao citétipo da bacia do rio S&o Francisco,
nas bacias dos rios Jequitinhonha, Pardo (Eler et al., 2004) e Contas (Moraes et al., 2005).

Fig. 2. Distribuicdo dos citétipos de Hoplias malabaricus. citétipo A (quadrado
preto), B (tridngulo branco), C (circulo branco), D (circulo preto), E (quadrado
branco), F (estrela) e G (tridngulo preto). Os simbolos circulados representam regides
de simpatria entre citétipos. Figura modificada de Bertollo et al. (2000).



A costa leste do Brasil

As bacias da costa leste do Brasil compreendem um conjunto de bacias de porte
meédio a pequeno, distribuidas desde Sergipe, ao sul da foz do rio S&o Francisco, até o Rio
Grande do Sul, com drenagens para o Oceano Atlantico. O critério de subdiviso destas
bacias é bastante varidvel e, aparentemente, subjetivo. Assim, a Agéncia Nacional de Aguas
(ANA) reconhece trés regides: a Regido Leste, de Vaza Barris- BA até o rio Mucuri- BA; a
Regido Sudeste, de Sdo Mateus- ES até o rio Ribeira de Iguape- SP e; a Regido Sul, do
norte paranaense até o arroio Chui-RS (www.ana.gov.br). A ANEEL reconhece outras
subdivisdes, considerando como Bacia do Atlantico Leste as drenagens ao sul do rio Séo
Francisco, até o limite dos estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo. Ao sul de S&o Paulo
estaria a Bacia do Sudeste, que se estende até o Chui-RS (www.aneel.gov.br). Todavia,
estudos baseados na distribuicdo de espécies endémicas de peixes sugerem a existéncia de
sub-provincias biogeograficas na regido (Menezes, 1988; Bizerril, 1994), com elementos
oriundos do Parand e Sdo Francisco na ictiofauna das bacias do leste (Menezes, 1972,
Bizerril, 1994).

As hipGteses propostas para explicar a ocorréncia de espécies aparentadas entre as
bacias costeiras tém sido baseadas nos efeitos das glaciacdes (ex. Menezes, 1988;
Weitzman et al., 1988; Beheregaray et al., 2002). Trabalhos de cunho geogréfico
apresentam geramente uma abordagem comparativa fenética, considerando apenas
semelhancas e diferencas na composicdo das espécies nominais que ocorrem em cada
bacia. Um melhor entendimento dos padrdes filogenéticos dentro de um grupo com ampla
distribuicdo na costa leste permitir4 a formulagdo de hipoteses mais objetivas sobre as
relagoes historicas entre as bacias.

Dada sua natureza sedentéria, a traira Hoplias malabaricus pode ser considerada
como modelo de méxima diferenciagdo geogréfica. Com o intuito de determinar os padrdes
de variacdo genética de populagcbes de trairas, utilizou-se marcadores RAPD-PCR
(randomly amplified polymorphic DNA) (Williams et al., 1990) em amostras de bacias
costeiras, permitindo a elaboragdo de agrupamentos fenéticos destas populagbes. Os
marcadores RAPD-PCR possibilitam o estudo do DNA nuclear com custos relativamente
baixos - quando comparados com outras técnicas moleculares - sendo capazes de revelar

alto grau de polimorfismo, sem a necessidade de conhecimento prévio do genoma da



espécie-alvo (Black 1993). Esta dindmica é baseada no uso de apenas um primer curto
(iniciador de cadeia sintético, formado por 10 bases), o qual s6 amplifica regides de DNA
guando as sequéncias complementares ao primer encontram-se invertidas e a distancias
pouco superiores a 2000 pares de bases (2 kb). As regibes de DNA com maior
probabilidade de apresentarem este tipo de seqiiéncia séo as de DNA repetitivo (Haymer,
1994), o qual pode ser caracterizado citologicamente como blocos de heterocromatina no
cromossomo (Banda C), embora também se encontrem dispersas entre as seqiiéncias de
DNA cOpia Unica.

A utilizacdo de primers ndo-especificos permite, entretanto, a amplificacéo de
segmentos de DNA com baixa estringéncia e repetibilidade (Pérez et al., 1998). Os dados
obtidos com RAPD sdo sensivels a variagbes do DNA e permitem o estabelecimento de
comparagdes genéticas em organismos proximamente relacionados (Fritsch & Rieseberg,
1996), revelando-se informativos mesmo quando comparados a outras técnicas (Mamuris et
al., 1999; Allendorf & Seeb, 2000). Os marcadores RAPD-PCR tém sido eficientemente
aplicados em estudos de variabilidade e filogenia em peixes (ver Sultmann et al., 1995;
Dergam, 1996; Bielawski & Pumo, 1997; Dergam et al., 1998; Callgjas & Ochando, 2002).

Este trabalho teve como objetivos descrever a semelhanca genética entre as
populagdes do complexo Hoplias malabaricus e formular uma hip6tese biogeografica
preliminar sobre a distribuicdo de suas populagdes nas bacias da costa leste do Brasil. A
hipétese a priori deste estudo € que a distribuicdo dos caracteres genéticos do complexo H.
malabaricus ndo se da ao acaso, ou sgja, fatores historicos, geomorfol 6gicos, determinam a

distribuicdo de trairas na costa leste do Brasil.



MATERIAISE METODOS

O presente estudo abrange a bacia do rio Sdo Francisco e um conjunto de bacias
denominadas conjuntamente de Bacia do Leste e Bacia do Sudeste do Brasil (Figura 3).
Foram analisadas amostras de 18 sub-bacias, limitadas ao Norte pelo rio Paraguagu-BA e
ao sul pelo corrego Perequé, que desdgua na baia de Paranagu& PR. Foram utilizadas
amostras do Banco de tecidos e DNA do Laboratério de Sistemética Molecular de
Vertebrados do Departamento de Biologia Anima da Universidade Federal de Vicosa -
MG, fiel depositario do Patrimdnio Genético segundo disposi¢cao do Conselho de Protecédo
do Patriménio Genético — MMA (deliberagdo n° 23 de 24 de abril de 2003). As amostras
foram de tecidos como figado, musculo epaxial ou filamentos branquiais retiradas do lado
direito dos espécimes, fixadas em etanol absoluto e estocadas a -20° C. Parte dos
exemplares amostrados foi depositada na colegdo de peixes do Museu de Zoologia Jo&o
Moojen de Oliveira, Departamento de Biologia Animal da instituicéo supracitada. Quanto
as amostras de tecidos doadas por outras instituicdes, os exemplares-testemunha
encontram-se nas colecdes ictiolbgicas das respectivas instituicbes. A tabela 1 apresenta o
nimero de individuos analisados para cada bacia (n total= 109), com localizagcOes
detalhadas no anexo 1.

As extragOes foram processadas a partir de modificagdes do protocolo de Boyce et
al. (1989), utilizando-se o detergente CTAB (brometo de cetil-trimetil amdnio). O DNA foi
ressuspendido em Tris-HCI 1M- EDTA 0,5M pH 8,0 (filtrado e estéril) e estocado a -20°C

até o momento da amplificagéo.

RAPD-PCR

As reagdes de RAPD foram processadas em volumes de 20pL, sendo 19 pL de
mistura {13,8 uL de H,O; 2 uL de tampé&o 10X [500 mM KCI (cloreto de potassio), 100
mM TrissHCI]; 0,8 uL de MgCl, (cloreto de magnésio) 100 mM; 0,2 pL dNTPs
(desoxirribonucl ectideos trifosfatados) 20 mM; 2 L de oligonucleotideos (primer) 10 mM;
0,2 uL de Tag polimerase (1 unidade)} e 1uL de DNA da amostra em concentracdo



aproximada de 25 ng/uL. Em cada reacdo foi adicionado um tubo de controle negativo
(com todos os reagentes exceto DNA), para deteccdo de possiveis contaminacdes. As
reacOes foram processadas em um termociclador da MJ Research (PTC100), com uma
desnaturacéo inicial de 95° C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de: 94°C por 30
segundos, 35°C durante 35 segundos, 72°C por 45 segundos e uma extens3o final a 72°C
durante 6 minutos. As amostras amplificadas foram corridas em géis de poliacrilamida 8%
e visualizadas através da precipitacdo de nitrato de prata (Hiss et al., 1994). Os géis foram
secados ao ar, digitalizados e o tamanho dos a€elos foi estimado a partir de uma molécula
co-migrante de tamanho padronizado (1kb DNA ladder, da Gibco BRL Products).

Tabela 1. Populagbes de H. malabaricus
representadas no presente estudo e respectivo
nimero amostral.

Bacia Hidrografica Sigla UF (n)

S0 Francisco SF MG 03
Paraguacu PA BA 19
Contas CO BA 11
Pardo PD MG 04
Jequitinhonha JQ MG 15
Buranhém BU BA 06
Jucurugu JuU MG 02
[tanhém IN BA/MG 03
Mucuri MU MG/ ES 03
S80 Mateus SM ES 10
Doce DO MG 04
Itabapoana IT RJ 08
Paraibado Sul PS MG/RJ 05
Macae MA RJ 02
S0 Jodo SJ RJ 06
Macacu MC RJ 02
Ribeira de Iguape RI SP 03
Perequé PE PR 03

Um teste piloto foi conduzido, com 17 primers RAPD para escolha de iniciadores
gue produzissem bandas polimorficas e nitidas. Um teste posterior foi realizado com
diferentes amostras para a exclusdo de bandas de baixa repetibilidade (menos de 90%),

originadas provavel mente de artefatos da reacéo.
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Uma matriz bin&ria foi construida com nimeros 1 e 2, presenca e auséncia da banda
respectivamente. A andlise do grau de semelhanca genética entre as populacfes foi obtida
com o célculo das distancias genéticas de Nei (1972), estimadas a partir da matriz binaria e
um fenograma foi obtido a partir de uma andlise de agrupamento de médias pareadas ndo
ponderadas (UPGMA), com o programa TFPGA, Tools For Population Genetics Analysis
(Miller, 1997). Valores de bootstrap (Efron, 1985) foram obtidos para avaliar a magnitude
dos efeitos de erros amostrais sobre o fenograma a partir da re-amostragem (1000
repeticdes) dos proprios dados com reposicdo. O Teste Exato de Fisher foi utilizado para se
avaliar a estrutura genética das popul agdes a partir da hipétese nula da panmixia entre pares
de todas as bacias amostradas. As amostras procedentes de uma mesma bacia foram
consideradas como uma popul agéo.

Finalmente, os agrupamentos obtidos com os dados moleculares foram comparados
aos padroes de distribuicdo de outras espécies de peixes de dgua doce que ocorrem nas
bacias da costa leste, conforme constam no Check List of Neotropical Freshwater Fishes
(Reis et al., 2003), complementado por bibliografias especificas para determinados grupos.
A buscafoi direcionada para concordancias e discordancias na distribuicdo de espécies com
relacdo aos dados moleculares (comparacdo a posteriori). No caso de algumas espécies,
dados gerais como “bacias costeiras do estado da Bahia’ foram mais bem definidos com
informagdes disponiveis no banco eletrdnico Inter Institucional Database of Fish

Biodiversity in the Neotropics (projeto NEODAT I1) (www.neodat.org).
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Fig. 3. Area de abrangéncia do estudo. As bacias dos rios Itanhém, Macaé e S50 Jodo ndo
estdo representadas no mapa. As bacias hidrograficas estdo identificadas segundo a Tabela 1.
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RESULTADOS

Foram escol hidos trés oligonucleotideos iniciadores da reacdo de PCR: A-07, C-12,
e C-16 (Operon Technologies), sendo utilizadas 49 bandas para a construgdo da matriz
binaria. As amostras amplificaram entre 17 e 29 bandas, variando de 396 a 2036 pb, ndo

ocorrendo bandas monomorficas para os espécimes analisados (Figura 4).
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Fig. 4. Géis de poliacrilamida com amostras do grupo S&o Francisco (SF) e grupo
Leste (LE) amplificados com primers RAPD C16 (a) e C12 (b) da Operon
Technologies. As setas brancas indicam bandas exclusivas de SF e setas pretas
indicam bandas exclusivas de LE. Os nimeros a esquerda indicam o nimero de
pares de bases revelado pelo marcador molecular (1Kb ladder, BRL, Gibco).
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O padréo de variagdo dos alelos RAPD permitiu a separagdo das amostras em dois
grupos bem definidos, suportados por ato valor de bootstrap (Figura ndo apresentada). O
primeiro grupo apresentou 58 individuos presentes do rio Buranhém ao rio S&o Francisco,
chamado doravante de ‘grupo S&o Francisco’ (SF). O segundo grupo apresentou 51
especimes distribuidos entre os rios Perequé e Jucurugu, (ver Figura 5), sendo referido
entdo como ‘grupo Leste’ (LE). Utilizando os citados grupos como unidades a serem
comparadas, SF apresentou 15 bandas exclusivas, enquanto LE apresentou 11 bandas
restritas as suas populagdes. Os valores de bootstrap apresentaram-se, em geral, pequenos
dentro dos grupos. Excegbes a este padrdo puderam ser observadas apenas em
agrupamentos terminais como Itabapoana — S&o Jodo e Contas — Pardo.

O Teste Exato de Fisher revelou diferencas significativas na comparacdo de pares
entre os grupos SF e LE, corroborando a consisténcia geogréfica a partir das distancias
genéticas de Nei (1972) (Tabela 2). Vaores ndo significativos entre populacdes do Séo
Francisco e algumas populacdes de LE (ex: JU, IN e RI) podem ser resultado da baixa
amostragem destas (Tabela ndo apresentada).

Uma reandlise, incluindo apenas bacias com N > 5, permitiu a proposicdo de um
fenograma com valores de bootstrap internos maiores, excluindo possiveis efeitos de

amostragem em algumas popul agdes (Figura 5).
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Distéincia Nei (1972)
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Fig. 5. Fenograma obtido por UPGMA evidenciando as relagdes entre populactes de H.
malabaricus das bacias hidrogréficas com N > 5, e valores de bootstrap associados.

Tabela 2. Valores de probabilidade obtidos a partir do Teste Exato
de Fisher (1000 permutactes e 50 repeticdes) para populagdes de H.
malabaricus. Em sombreado, os valores de probabilidade associados
aos pares de bacias pertencentes aos grupos S&o Francisco (PA-BU)

e Leste (SM-S)).
PA CO JQ BU SM IT PS S
PA
CO | <0,001
JQ | <0,001 <0,001
BU | <0,001 0,0122 0,002
SM | <0,001 <0,001 <0,001 <O0,001
IT | <0,000 <0,001 <0,001 <0,001 0,001
PS | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,364 1,0
SJ [ <0,001 <0,001 <0,000 <0,001 0,008 10 1,0
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DISCUSSAO

A separacdo das populacbes costeiras em dois grupos € concordante com os dados
cariotipicos conhecidos para Hoplias malabaricus. O grupo LE, com maior nimero de
populacdes caracterizadas sob o0 ponto de vista citogenético, apresenta apenas popul acdes
com numero dipléide de 2n= 42 cromossomos, embora possam apresentar 0s citotipos A e
B (Bertollo et al., 2000). O grupo SF é compreendido por espécimes com nimero diplGide
2n= 40, indicado por Bertollo et al. (2000) como citétipo F (ver figura 5). Este citotipo
ocorre nos rios Pardo e Jequitinhonha, préximo a drenagens de LE. Entretanto, segundo
Dergam (1996) o citétipo F € aparentado molecularmente com populagdes amazonicas.
Este citétipo também apresenta semelhangas citolégicas com o citétipo G, endémico da
bacia amazonica (Bertollo et al., 2000). Considerando estes dados e a pesar da proximidade
geogréfica, os citétipos A, B e F ndo representam um grupo monofilético e as populagdes
de SF e LE diferenciaram-se alhures na regi&o neotropical.

Em contraste com as condigdes de simpatria de citotipos até hoje detectadas nas
bacias do Parana (Scavone et al.,1994 ; Dergam, 1996), Paraguai, S80 Francisco e daregido
amazodnica (Bertollo et al., 2000), as bacias costeiras caracterizam-se por apresentar
alopatria de citétipos em cada bacia. Evidéncias circunstanciais apontam para a
possibilidade de que mesmo a condicéo de simpatria no alto S&o Francisco sgja, de fato, um
efeito antropico. Assim, Moreira-Filho (2005) indicou grande grau de semelhanca entre
citétipos de Apareiodon ibitiensis e A. piracicabae do rio Parand com Apareiodon sp. A e
Apareiodon sp. B, respectivamente, encontradas no rio S80 Francisco. Segundo o autor, 0
resultado sugere tratar-se das mesmas espécies ocorrentes em ambas as bacias como
resultado de uma transposicdo do rio Piumhi, entdo afluente do rio Grande, para o rio S&o
Francisco. Esta transposicdo pode ter determinado a presenca do citétipo A de H.
malabaricus em &guas do S&o Francisco, mas estudos complementares nas populacdes dos
rios Grande e alto S0 Francisco serdo necessarios para confirmagéo desta hipotese.

A auséncia de populacfes geneticamente semelhantes ao grupo LE ao longo da

bacia do rio Sdo Francisco sugere que SF e LE se desenvolveram em condi¢des alopétricas,
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ou sgja, a distribuicdo contemporanea dos grupos S8o Francisco e Leste sO foi estabelecida
apos a consolidacdo de barreiras geogréficas (separacdo entre as bacias) que limitam a
disperséo de H. malabaricus.

A variagdo genética entre as bacias, internas aos grupos SF e LE deve-se a eventos
de dispersdo e vicariancia ocorridas, provavelmente, em periodos glaciais pleistocénicos
(Weitzman et al., 1988; Beheregaray et al., 2002). Estes processos podem ser
suficientemente recentes, o que explicaria menores valores de bootstrap nos nodos internos

dos grupos.

Asbarreiras geogr aficas

Que processos podem explicar o fato de que populagdes geograficamente proximas
possam ter historias evolutivas independentes? Considerando os dados citogenéticos, as
trairas dos rios Pardo e S&o Francisco estdo mais aparentadas as trairas do Tocantins e
Suriname do que aquelas dos rios Doce e Mucuri.

O sistema hidrografico da costa leste do Brasil é caracterizado por um grande
nimero de rios relativamente peguenos, limitados ao oeste pela Serra do Mar e com
desembocaduras, as vezes, muito proximas. Neste cenério, eventos de regressdo marinha
durante episddios glaciais poderiam resultar na dispersdo da ictiofauna entre bacias
adjacentes através de grandes regides lagunares formadas na foz de bacias, até entdo
independentes. Ja a transgressao ocednica, avango das aguas sobre o continente, resultaria
na vicariancia entre as populagdes anteriormente dispersas, favorecendo sua diversificacdo
alopétrica (ex. Beheregaray et al., 2002). O modelo de reflgios pleistocénicos (Haffer,
1982), é freqlientemente citado para explicar a diversidade da fauna Neotropical, mas sua
aplicacéo na diversificacdo da ictiofauna, que trata principalmente de grandes separactes
temporais, parece restrita (Weitzman & Weitzman, 1982). No final do Mioceno médio
(aprox. 10 M.a) a fauna de peixes neotropicais ja era essenciamente moderna e,
conseguentemente, o modelo de reflgios poderia ser vaido apenas para eventos
cladogenéticos terminais (Weitzman & Weitzman, 1982; Lundberg et al., 1998).

A drastica diferenciacdo genética entre as populacdes costeiras de H. malabaricus
entre os grupos SF e LE coincide com a ocorréncia de um notavel alargamento da

plataforma continental, formando duas saliéncias costeiras submersas, decorrentes do
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desenvolvimento de formagdes de bancos de corais e rochas sedimentares sobre um
substrato vulcanico, o “vulcanismo Abrolhos’. Estas saliéncias da plataforma continental
recebem as denominagbes de Banco Abrolhos e Banco Royal Charlotte (Figura 6) e
alcancam 246km e 110km de alargamento, respectivamente, em seus pontos mais extremos
(Guazelli & Carvaho, 1981). Este complexo possui uma idade estimada entre 37-59 M.a.
(Eoceno) (Mizusaki et al., 1994) e deve ter funcionado como uma barreira fisica a conexéo
entre a ictiofauna das bacias de SF, em sua porcéo setentrional, com as bacias de LE, ao
sul.

Feicbes batimétricas da plataforma continental em Abrolhos apresentam um
complexo de altos topograficos associados a paleocanais esculpidos pela drenagem fluvial
pleistocénica (Kowsmann & Costa, 1979). Esta topografia sugere a confluéncia de
drenagens contemporaneas sob o Banco Abrolhos, permitindo a dispersdo da ictiofauna,
entre rios adjacentes a este, durante periodos glaciais. A exposicdo da plataforma
continental, ao término da Regressdo de Wisconsin, por exemplo, pode ser inferida pela
acentuada pigmentacdo de 6xido de ferro nos sedimentos vizinhos a costa (Costa, 1974).
No Banco Abrolhos a feicdo apresentada por depressdes batimeétricas permite comprovar a
mudanca de ambientes causada pela Trangressdo Flandriana (14-7 mil anos). Tais
depressdes sdo delimitadas pela isdbata atual de 60 m e circundadas por atos topogréficos
gue chegam a atingir a isbbata de 30 m (Figura 7a). Varios canais convergem para a
Depressdo Abrolhos, a qual comunica com o talude através de um canal largo e profundo
(Kowsman & Costa, 1979). A amostragem de lama terrigena com fauna mixoalina
evidenciou que a Depressdo Abrolhos se comportou temporariamente como laguna, durante
a Transgressdo Flandriana, até menos de 8 mil anos, quando cessou a deposicdo terrigena e
comegou a deposicdo calcariamarinha (Vicalvi et al., 1978).

Ao mesmo tempo em que a elevacdo de Abrolhos permite que canais hidrograficos
se encontrem durante a exposicdo da plataforma continental, este relevo também deve
funcionar como barreira entre bacias da costa leste. Rios como o Mucuri e Doce drenam
para a depressdo Abrolhos (Figura 7), formando uma grande regido lagunar. De forma
analoga, rios como o Buranhém e o Jequitinhonha podem coalescer durante periodos de

regressdo marinha, entre veios que adentram o Banco de Royal Charlotte. A separacéo
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destas paleodrenagens por elevacbes da plataforma continental entre os Bancos, impediria,

entéo, a conexdo entre aictiofauna de SF e LE adjacentes a esta plataforma.

(a)

(b)

Fig. 6. (@) Subdivisdo hidrogréfica apresentada pela ANA com destaque para o
prolongamento da plataforma continental na regido dos Bancos Abrolhos (AB) e Roya
Charlotte (RC), figura b. A seta indica a regido aproximada de separacéo entre as bacias
dos grupos SF e LE. Figuras modificadas a partir de www.ana.gov.br (a) e Palma et al.
(1979).
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Além disso, segundo Carlos E. Schaefer (DPS- UFV, comunicacdo pessoa) a
extensa exposicdo da plataforma continental em condicdes climéticas bem mais secas ndo
permitiria a conexdo entre bacias adjacentes, e condigdes de aridez seriam preponderantes
durante as fases de regressdes marinhas nestas projecdes continentais, entdo aflorantes, em
funcéo da ndo existéncia de paleocanais na parte mais externa ao Banco. A predominancia
de elementos carbonéticos e baixa incidéncia de sedimentos terrigenos (depdsitos de
origem fluvial) na plataforma continental entre Macau- RN e Vitoria ES pode ser atribuida
a semi-aridez vigorante na regido costeira e no interior, determinando uma rede de
drenagem intermitente e com baixa taxa de sedimentacdo (Kowsmann & Costa, 1979).
Além disso, pequenas drenagens costeiras distanciadas do complexo cristalino continental
podem ter secado durante a regressdo Wisconsiniana (60-14 mil anos), como Peruipe e
Itanhém ao sul da Bahia. Esta condic&o de aridez ainda pode ser sugerida pela presenca de
sedimentos formados pela evaporacdo de aguas hipersalinas em sistemas lagunares no
Banco Abrolhos. Esta combinacdo de clima seco e lagunas hipersalinas pode ter
funcionado, ent&o, como uma barreira para dispersdo daictiofauna de dgua doce.

As hipéteses de separacdo por paleocanais divergentes e interrupgdes do sistema
hidrico provocado por condigdes &ridas, ndo sdo exclusivas. ElevacOes da plataforma de
Abrolhos certamente tiveram fundamental importéncia para separacdo de SF e LE em
periodos de regressdo marinha. Ja as condicdes aridas podem ter impedido o contato entre
ros menores, a principio ndo delimitados pelos paleocanais presentes na plataforma
continental. Este ambiente foi certamente indspito, funcionando como €ficiente barreira a

dispersdo de trairas ao norte e ao sul de Abrolhos.
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Fig. 7. (3) Mapa batimétrico da plataforma continental de Abrolhos. O ‘L’ indica a
delimitacdo de uma laguna, visualizada na figura b, pelas isolinhas de 60 metros. (b)
Paleogeografia da plataforma continental dos Abrolhos ha 11.000 anos, durante a
estabilizacdo do mar a -60 metros. Em tracejado a linha da costa atual. Modificado a partir

de (Kowsmann & Costa, 1979).
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Comparacdo com outr os taxons

Na regido neotropical, o uso dos dados de distribuicdo de espécies esbarra no
reconhecimento de unidades morfolégicas as vezes ndo muito bem definidas
taxonomicamente e na distribuicdo desequilibrada de dados entre as bacias (Vari &
Weitzman, 1990). Apesar destes problemas, o padrdo biogeografico sugerido a partir dos
dados de RAPD ¢é corroborado pela distribuicdo de varias espécies de peixes de agua doce.
Espécies como Seindachnerina elegans e Prochilodus hartii possuem seu limite sul nos
rios Jequitinhonha e Buranhém, enquanto Astyanax taeniatus, Hyphessobrycon bifasciatus,
Mimagoniates microlepis, Corydoras nattereri e Trachelyopterus striatulus possuem seu
[imite norte préximo aos rios Mucuri e Jucurucu (Anexo 02).

A ocorréncia de uma mesma espécie em ambas as areas de abrangéncia dos grupos
SF e LE (ou sga de forma incongruente com a distribuicdo das trairas) pode resultar de
quatro condicbes basicas. (i) a auséncia de um monofiletismo para 0 grupo, como ora
observado em Hoplias malabaricus; (ii) a presenca do taxon precedendo a formagéo de
barreiras; (iii) a dispersdo antropica €; (iv) a condi¢cdes de coaescéncia de bacias costeiras
gue representem filtros para algumas espécies como atraira.

Como exemplo, as espécies de ampla distribuicio como Astyanax fasciatus,
Rhamdia quelen e Gymnotus carapo ocorrem em toda Ameérica do Sul e Central, podendo
ser interpretadas como grupos antigos cuja dispersdo entre as bacias precede eventos
histéricos de vicariancia. Estas espécies aparecem como redundantes em hipéteses
biogeogréficas baseadas em filogenias de grupos, ndo sendo possivel distinguir entre os
padrdoes acima sem a proposicdo de uma hipotese filogenética intraespecifica. Analises
moleculares, porém, também indicam altos niveis de diversidade genética nas populagdes
de Rhamdia quelen na América Central (Perdices et al.,2002).

A co-ocorréncia de espécies em SF e LE pode ser explicada, principalmente, por
uma ligagéo atraves da bacia do rio S&o Francisco. Espécies como Cyphocharax gilbert e
Prochilodus vimboides apresentam-se distribuidas em SF e LE (Vari, 1988; 1992; Castro &
Vari, 2003), estando também presentes ao longo do rio Sdo Francisco. A ligacdo entre

estas pode ser inferida por encontro de cabeceiras como no rio Doce e afluentes do rio Sdo
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Francisco, o que explicaria a distribuicdo de espécies como Oligosarcus argenteus
(Menezes, 1988) e Trichomycterus brasiliensis.

A presenca de Leporinus thayeri, Rachoviscus graciliceps e Seindachneridion
parahybae em SF e LE ndo pode, a principio, ser correlacionada com uma dispersao
sanfranciscana. Estas espécies ndo ocorrem na bacia do rio Sdo Francisco e o argumento de
dispersdo por esta bacia implicaria em um evento posterior de extingdo local. De forma
analoga, Oligosarcus macrolepis também ndo corrobora a hipétese de alopatria entre as
ictiofaunas, provocada por Abrolhos. Este caraciforme encontra-se restrito as bacias dos
rios Jequitinhonha e Pardo (SF), mas a auséncia de uma espécie do mesmo género
amplamente distribuida na bacia do rio Sdo0 Francisco, aiado a distribuicdo das demais
especies do género em LE (Menezes, 1988), também implicaria em um evento de extingdo
pos-dispersdo. Se, por outro lado, as espécies de Oligosarcus fossem capazes de transpor
uma barreira para trairas, esperaria-se que a espéecie filogeneticamente mais proxima de O.
macrolepis fosse O. acutirostris, de ocorréncia logo ao sul do Banco Abrolhos. Ja uma
proposta de filogenia que aproxime O. macrolepis de O. argenteus, presente na bacia do rio

Doce e alto S&o Francisco, suportaria um evento de disperséo e extingdo santfranciscana.
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CONCLUSAO

Populacbes de Hoplias malabaricus da costa leste do Brasil apresentam dois
padroes distintos de alelos RAPD-PCR, sendo o primeiro distribuido entre as bacias dos
rios Buranhém e Sdo Francisco (grupo S&o Francisco) e o segundo entre as bacias dos rios
Perequé e Jucurucu (grupo Leste).

A separagdo geografica sugerida por padrdes moleculares é corroborada pela
distribuicdo das espécies de peixes de &gua doce nas bacias costeiras. Este padréo
alopétrico existente entre a ictiofauna e populaces de trairas pode ser explicado pelas
feicbes geomorfologicas e condi¢les climéticas ocorrentes no Banco Abrolhos, as quais
agiram impedindo a dispersdo entre as ictiofaunas costeiras ao norte e ao sul do Banco,
durante os periodos glaciais.

A concordancia entre dados independentes, como a divergéncia genética e
citogenética em Hoplias malabaricus, assim como o padréo de distribuicdo de espécies de
peixes costeiros sugere que fatores histéricos compartilhados por diferentes linhagens
tiveram um importante papel na distribuicdo contemporanea da diversidade ictiofaunistica
da costa leste brasileira. Temporamente, este processo de vicariancia parece ser mais
recente que os processos de diferenciacéo cariotipica dentro do complexo H. malabaricus.
O reconhecimento de unidades biogeograficas propostas com base em caracteres
sisteméticos de base genética e independente representa um evidente avanco no critério
atual de reconhecimento de conjuntos de bacias, e podera servir de subsidio em futuros

planos de conservacéo e manejo destas unidades.
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CAPITULO 2

Filogeogr afia de Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) (Teleostei:
Erythrinidae) na costa leste do Brasi|

INTRODUCAO

A regido neotropical apresenta a maior diversidade de espécies de peixes de dgua
doce do mundo, com aproximadamente 4.500 espécies conhecidas e um nimero estimado
de 1.550 a serem descritas (Reis et al., 2003). Schaefer (1998), baseado em tendéncias
histéricas de descricdo de espécies em Characidae e Loricariidae, estima que existam cerca
de 8.000 espécies de peixes de &gua doce neotropicais, as quais representariam cerca de
25% daictiofaunamundia presente em menos de 0,003% da agua do planeta.

Além da grande estimativa de espécies desconhecidas, a compreensdo da evolucéo
desta ictiofauna também permanece limitada. Em 1998, Vari e Maabarba relataram que,
para a maioria dos principais grupos de peixes de agua doce Neotropicais, as hipéteses
filogenéticas estdo restritas a questdes relacionadas a niveis taxonémicos superiores. Apos
sete anos, as questdes relacionadas a niveis taxonémicos inferiores permanecem sem
resposta, com a inclusdo de um grande nimero de géneros e espécies na categoria de
incertae sedis em uma recente revisdo dos peixes de dgua doce neotropicais (Reis et al.,
2003). Novos estudos tém procurado resolver questées em familias, como Doradidae
(Moyer et al. 2004) e Calichthyidae (Shimabukuro-Dias, et al. 2004), mas a resolucdo de
niveis taxondmicos inferiores ainda envolve, na maioria das vezes, grupos com menos
espécies.

O conhecimento dos componentes histéricos da ictiofauna é de grande importancia

para elaboragéo e implementacdo de planos de conservagdo da biodiversidade, restauracéo
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ecologica e mangjo de recursos pesgueiros. A necessidade da incorporacéo da dimensdo
evolutiva e ecoldgica € justificada pela tendéncia atual das biologias da conservacéo e
restauracdo, as quais enfatizam a necessidade da manutencéo dos processos ecoldgicos e
evolutivos que determinaram o padrdo de biodiversidade observado no ecossistema (Meffe
& Carroll, 1994). No entanto, problemas no reconhecimento e distribuic¢éo de taxons a nivel
especifico e o esparso conhecimento da histéria filogenética de taxons supra-especificos,
limitam a precisdo de hipoteses biogeogréficas para os peixes de agua doce na América do
Sul (Vari & Weitzman, 1990). As lacunas no conhecimento desta ictiofauna séo
particularmente lamentaveis devido a grande aceleracdo de impactos antropogénicos sobre
0S sistemnas aquéti cos neotropicais e 0s peixes que os habitam.

A abordagem filogeogr afica

O desenvolvimento da PCR (Mullis & Faloona, 1987) e, sobretudo, o
desenvolvimento de um conjunto de técnicas moleculares e computacionais ampliaram a
perspectiva de estudos que levassem em conta a histéria filogenética tanto de populagdes
guanto de grupos de nivel taxondmico superior.

Em 1987, Avise et al. cunharam o termo filogeografia para descrever um novo
campo de estudo, com raizes na biogeografia, que objetiva entender os componentes
responsaveis pela separacéo de linhagens num contexto temporal e geogréfico. O trabaho
com dados predominantemente mitocondriais (MtDNA) permitiu a reunido de informagdes
num escopo comparativo interdisciplinar (Bermingham & Moritz, 1998), possibilitando
estudos sobre especiacdo (ex. Beheregaray et al., 2002) e os reflexos de fendmenos de
vicariancia relacionados a hidrobiologia (ex. Montoya-Burgos, 2003). A ubiqlidade do
mMtDNA entre os diferentes organismos, sua estrutura genética simples, heranca clonal, a
existéncia de apenas uma copia por organismo e rapidas taxas mutacionais permitem que
esta molécula sgja particularmente apropriada para estudos de filogenia (Avise, 1987,
2000). A despeito da larga utilizagdo do mtDNA em estudos filogeogréficos, outros
tratamentos que vinculem filogenia a distribuicdo de tragos genéticos (morfologia,
comportamento, DNA nuclear), podem ser qualificados como filogeografia, considerando a

etimologia do termo (Avise, 1998).
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Anteriormente ao desenvolvimento da filogeografia como disciplina, os estudos
biogeogréficos caracterizavam-se por duas abordagens. a fenética, que compara a presenca
ou auséncia de “espécies morfoldgicas’ para estabelecer semelhancas entre as bacias (ex.
Menezes, 1972; Bizerril, 1994) ou com base na distribuicdo de taxons endémicos ou de
distribuicdo restrita (Vari, 1988). No entanto, tdxons de ampla distribuicdo, considerados
como pouco informativos em ambas abordagens, sdo de primordial relevancia para estudos
de cunho filogeogréfico (Avise, 2000).

Com o0 uso de caracteres com base genética, estudos de filogeografia permitem o
reconhecimento de grupos monofiléticos num contexto espago-temporal, o que contribui a
uma compreensdo mais objetiva da relacdo histérica entre diferentes &reas. Os padrdes
filogeogréficos representam hipoteses que podem ser corroboradas com padrfes co-
variantes de grupos ndo aparentados, provavelmente refletindo uma histéria comum que
afeta toda uma regido (Nelson & Platnick, 1981). De fato, a auséncia de idiossincrasias
genealdgicas, considerando-se a diversidade de fatores ecologicos e evolutivos agindo
sobre a histéria demogréfica e genética de diferentes espécies, deve refletir um sind
filogeogréfico da biota, sendo seu entendimento de grande relevancia para biologia da
conservacdo (Avise, 1992).

Peixes de &gua doce sdo, em geral, 6timas ferramentas para a investigacdo do
passado geomorfolégico e de modificagbes ambientais. Devido a incapacidade de
sobrevivéncia fora do ambiente aquatico, a dispersdo de peixes entre diferentes corpos
d’ &gua depende da conexdo direta entre estes, devendo refletir as mudancas geologicas e
ambientais ocorridas numa regido. Embora a escala temporal destes eventos ou processos
possa ser extremamente variavel, estes nivels de divergéncia podem ser reconstruidos com
niveis de divergéncia do mtDNA (ex. Bermingham & Martim, 1998; Sivasundar et al.,
2001; Montoya-Burgos, 2003).

O Rel6gio Molecular

A estimativa do tempo de divergéncia entre clones de mtDNA, baseada na
porcentagem de divergéncia genética numa escala temporal, tem sido considerada uma das
contribuicdes mais importantes dos dados moleculares para o0 entendimento de processos
evolutivos (Hillis et al., 1996). A distancia entre duas sequéncias de DNA pode ser

27



estimada, de forma direta, contando-se 0 nUmero de bases substituidas entre as sequiéncias.
A denominada “calibragem do rel6gio molecular” € realizada a partir do conhecimento de
dados paleontoldgicos e/ou geomorfolégicos que permitam hipotetizar o tempo de
vicariancia entre as populacfes ou espécies. Assim, a taxa de substituicdo de nucleotideos

(n), ou sgja, 0 numero de substituicdes que ocorrem por sitio por unidade de tempo, pode

ser calculado  segundo a eXpressao proposta por Li (1997)
r =k/ 2T,

onde k € o niUmero de substituicdes por sitios entre duas sequiéncias homdlogas e T é 0
tempo de divergéncia entre essas duas sequéncias, geralmente estimado indiretamente por
evidéncias fosseis ou por hipoteses geomorfoldgicas. Quando as taxas de substituicdo do
DNA sdo homogéneas ao longo das linhagens e do tempo, a cronologia dos eventos de
vicariancia e diversificacdo podem ser estimados a partir de suas distancias genéticas e
comparadas a eventos geoldgicos conhecidos (Bermingham & Avise, 1986; Page,
1996).

Entre os grupos de peixes estudados num contexto filogeogréfico das bacias sul-
americanas encontra-se a traira Hoplias malabaricus (Bloch, 1794). Esta espécie destaca-se
principalmente por sua ampla distribuicdo no continente e seu habito sedentario, o que
permite uma relativa diferenciagdo genética entre populagdes. Sua ocorréncia nas grandes
bacias brasileiras e a distribuicdo de formas cariotipicas como os citétipos A e C em
drenagens como Parana e Amazonas, apontam para uma diversificagdo gque antecederia o
Mioceno. Dergam et al. (ndo publicado), com uso de mtDNA e calibragdo do reldgio
molecular para 0 gene citocromo b, sugerem que os cit6tipos com 2n=40 e 2n=42
divergiram ha 47-39 milhdes de anos, no Eoceno.

Na verdade, grande parte dos estudos filogeograficos baseados na ictiofauna
neotropical sdo realizados em nivel de grandes bacias hidrogréficas. Sivasundar et al.
(2001) e Montoya-Burgos (2003) sugerem a filogenia para peixes dos géneros Prochilodus
e Hypostomus, respectivamente, relacionando a diversificagdo da ictiofauna neotropical a
dimensdo temporal e geografica de vicaridncia entre as grandes bacias da América do Sul.
Dergam et al. (ndo publicado) utilizam o mesmo contexto para discutir a diversificacdo do
complexo Hoplias malabaricus no continente, enquanto Bermingham e Martin (1998) e

Perdices et al. (2002) aplicam o relégio molecular geral estimado a partir de diferentes

28



clados, para hipotetizar a evolucédo de peixes de dgua doce da América Central. Ja em uma
escala mais regional, Beheregaray et al. (2002) relaciona as variagdes dentro do complexo
Odontesthes perugiae as variagdes pleistocénicas, no sistema costeiro do Rio Grande do
Sul.

O modelo de diversificacdo pleistocénico também é evocado por Menezes (1988) e
Melo (2000) para explicar a variedade e distribuicdo de espécies de Oligosarcus, Astyanax
e Deuterodon, respectivamente, ao longo da costa leste brasileira. Considerando a regido
neotropical, a fauna de peixes neotropicais ja era essencialmente moderna no final do
Mioceno médio (revisado em Lundberg, 1998), sugerindo que o modelo de reflgios, na sua
versao atual, sgja aplicavel apenas para eventos cladogenéticos terminais (Weitzman &
Weitzman, 1982; Lundberg et al., 1998).

Hipoteses plausivels sobre o relégio molecular em tédxons neotropicais de ampla
distribuicdo sdo de grande importancia para a compreensdo dos efeitos dos processos
geomorfol dgicos antigos versus recentes na distribuicdo da diversidade de peixes de agua
doce neotropicais.

Com o objetivo de determinar se 0 padréo de variagdo molecular das populagdes de
trairas pode ser explicado por efeitos das glaciagtes pleistocénicas agindo em todo o litoral,
ou se as causas correspondem a fatores de escala temporal maior, foram realizadas
estimativas de divergéncia molecular baseadas em hapl6tipos de mtDNA. Este trabalho
representa a primeira proposicdo de divergéncia, com base no relégio molecular, em

popul agdes de peixes com ampla distribuicdo na costa leste do Brasil.
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MATERIAISE METODOS

Foram analisadas 147 amostras obtidas em 19 bacias compreendidas entre a bacia
do rio S&o Francisco, ao norte, e a bacia do rio Uruguai, ao sul (Tabela 3 e Figura 12).
Segundo Dergam (1996), populagdes da bacia do Paran& e do rio Uruguai representam o
grupo basal para os citétipos 2n=40 e 2n=42. JA as amostras do rio S&0 Francisco
apresentam um cit6tipo, com morfologia cromossdmica semelhante ao encontrado nas
bacias dos rios Pardo e Jequitinhonha. O conhecimento das relacfes de parentesco entre
popul agdes destas bacias é fundamenta para o entendimento dos padrdes de diversificagdo
do complexo H. malabaricus na costa leste do Brasil.

Foram analisadas amostras de figado, musculo epaxial ou filamentos branquiais
retirados do lado direito dos espécimes, fixados em etanol absoluto e estocados a -20° C. A
tabela 3 apresenta 0 nimero de individuos analisados para cada bacia (n total= 147).

As extragOes foram processadas a partir de modificagtes do protocolo de Boyce et
al. (1989), utilizando-se o detergente CTAB (brometo de cetiltrimetil andnio). O DNA foi
ressuspendido em Tris-HCI 1M- EDTA 0,5M pH 8,0 (filtrado e estéril) e estocado a -20°C
até o momento da amplificacéo.

Uma andlise prévia da variabilidade dos segmentos mitocondriais foi feita por meio
de padrdes de polimorfismo de conformacéo de fita ssmples (Single Strand Conformation
Polymorphism - SSCP) (Orita et al., 1989; Hayashi, 1991), em um fragmento de 400 pares
de bases do gene 16S ribossomal mitocondrial, como forma indireta de avaliacdo da
variabilidade da ATP sintase, com uso dos primers L2510 (5-CGC CTG TTT ATC AAA
AAC AT-3) e Nested 4042 (5-GGA TCT TTT GGT CAG AAK- 3), sugerido por
Dergam et al. (2002).

As reacOes de PCR foram realizadas em volumes de 20 pL {14,2 uL de H,0; 2 pL
de tampdo 10X [500 mM KCI (cloreto de potassio), 100 mM Tris-HCI]; 0,4 uL de MgCl,
(cloreto de magnésio) 100 mM; 0,2 pL dNTPs (desoxiribonucleotideos trifosfatados) 20
mM; 1 pL de cada primer; 0,2 uL de Taqg polimerase (1 unidade) e 1uL de DNA da
amostra} e amplificados em 35 ciclos com temperatura de anelamento igual a 54° C. Os

segmentos amplificados foram adicionados a um tamp&o desnaturante (formamida 95%), as
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amostras foram aquecidas a 94° C por 4 minutos, sendo, em seguida, gplicadas aum gel de
poliacrilamida 8%, correndo 16 hs a 60 v e visualizadas com precipitacdo de nitrato de

prata.

Tabela 3. Populagdes de H. malabaricus
representadas no presente estudo e respectivo
nimero amostral. A bacia do rio Uruguai foi
definida em dois trechos, compreendendo alto e
baixo Uruguai a jusante e a montante da
desembocadura do rio Aguapey na margem direita
(lado argentino) do rio Uruguai.

L ocal Sigla UF (n)
S&o Francisco SF MG 03
Paraguacu PA BA 19
Contas CO BA 11
Pardo PD MG 04
Jequitinhonha JQ MG 20
Buranhém BU BA 06
Jucurugu JuU MG 02
[tanhém IN BA/MG 03
Mucuri MU MG/ ES 03
Séo Mateus SM ES 10
Doce DO MG 04
I tabapoana IT RJ 08
Paraiba do Sul PS MG/ RJ 10
Macaé MA RJ 02
Séo Jodo SJ RJ 06
Macacu MC RJ 02
Ribeiradelguape | RI SP 03
Perequé PE PR 03
Alto Uruguai uUR SC 09
Baixo Uruguai IUR RS Uruguai 19
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A andise de fragmentos baseados na conformacdo da fita desnaturada do DNA
permite a discriminacdo de sequiéncias com poucos pares de bases divergentes uma vez que
a composicdo de nucleotideos ird determinar o padrdo de dobramento da fita simples,
gerando estruturas terci&rias diferenciadas através da eletroforese (Hayashi, 1991). Este
método permite uma andlise populaciona menos onerosa, de um grande nimero de
espécimes, necessario devido aos altos custos do segiienciamento. Uma amostra de cada
fenotipo de SSCP foi selecionada. Quando um anico padrédo SSCP foi detectado em uma
populagdo superior a cinco individuos, foram sequenciadas duas amostras com 0 mesmo
padréo. Individuos com aparentemente o mesmo padrdo SSCP, mas provenientes de
diferentes locais, também foram sequienciados. As amostras provenientes das bacias dos
rios S&o Francisco e Doce foram previamente selecionadas por Dergam (1996; 2002) e ndo
foram submetidas a andlise do padréo de fita simples neste trabal ho.

Os segmentos da regido ATP sintase 6-8, escolhidos a partir da andlise do padréo de
fita simples, foram amplificados com o uso dos primers L8524 (5 —AAY CCT GAR ACT
GAC CAT G- 3) e H9236 (5 —-GTT AGT GGT CAK GGG CTT GGR TC- 3'), sendo as
reacOes de PCR realizadas em trés volumes de 40 pL [28,4 uL de H0; 4 puL de tampéo
10X (500 mM KClI, 100 mM Tris-HCI); 0,8 uL de MgCl, 100 mM; 0,4 uL dNTPs 20 mM;
2 pL de cada primer; 0,4 pL de Tag polimerase e 2uL de DNA] para cada amostra. Os
fragmentos de mtDNA foram amplificados em 35 ciclos de 30 segundos a 94° C, 1 minuto
a64° C e 1 minuto a 72° C, com uma desnaturagao inicial do DNA a 95° C por 3 minutos e
uma extensdo final dos segmentos amplificados a 72° C por 7 minutos. Os fragmentos
amplificados foram identificados conforme o peso molecular esperado, utilizando como
padréo o marcador molecular de 1Kb DNA ladder (Gibco BRL Products).

O DNA amplificado foi purificado com uso de colunas QIAquick, seguindo o
protocolo indicado pelo fabricante. Neste protocolo as moléculas DNA fixam-se a uma
membrana de silica sob alta concentragdo salina enquanto os contaminantes (produtos
restantes da reacdo de PCR como DNA polimerases) séo filtrados através da coluna sob
forca centrifuga. O DNA foi enviado para Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia —
Brasilia DF- e sequienciado em um aparelho ABI 3700.

O ainhamento das sequéncias de nucleotideos foi realizado com o programa Mega

3 (Kumar et al., 2004 www.megasoftware.net) (Figura 8) e as andlises de Maxima
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Parsiménia (MP) e Mé&xima Verossimilhanca (maximum likelihood, ML) foram obtidas
com o programa PAUP 4 (Phylogenetics Analysis Using Parsimony) (Swofford, 2003). A
andise de MP foi realizada com emprego de diferentes pesos para primeira posi¢éo de cada
codon e para transversdes. Tais modificagdes sdo Utels dado que determinadas porgdes das
sequéncias nucleotidicas apresentam maior probabilidade de mutacbes neutras e,
conseguentemente, podem ser homoplasicas. A mesma andlise foi redlizada sem a
aplicacdo de pesos, sendo as diversas arvores comparadas quanto a suas topologias e
suporte estatistico.

O método de ML é realizado a partir da escolha de um modelo de substituicéo
nucleotidica. Para tal, um teste de gjuste das sequiéncias foi realizado com uso do programa
Modeltest (Posada & Crandall, 1998), sendo o modelo escolhido utilizado para gerar
estimativas de distdncia e de maxima verossimilhanca. Para escolha do modelo de
substituicdo nucleotidica, escores (log-likelihood) de uma mesma arvore podem ser
calculados sob modelos evolucionérios progressivamente mais complexos, e comparados
estatisticamente através da estatistica LRT (log-likelihood ratio, 0 = -2 log [0) e 0 seu valor
de probabilidade associado. O valor deste gjuste permite aceitar o modelo molecular que
mai s se adequa ao padréo de variagdo de DNA dos dados.

Em todas as andlises foi utilizado o bootstrap como teste de confianga de topologias
(Efron, 1985). A base do método consiste de uma simples reamostragem com reposi¢ao
pseudoal eatdria dos dados. A cada reamostragem uma arvore réplica € construida, com a
arvore final apresentando os valores de repeticdo para cada ramo. Para realizacdo do
bootstrap foram adotadas 100 repeticdes, com a topologia final apresentando valores apenas
superiores a 50%.

As divergéncias entre os clados foram calculadas como a média das divergéncias
pareadas entre seqliéncias individuais e a calibragem de divergéncia de sequéncias foi feita
conforme dados do gene ATPase obtidos por Sivasundar et al., (2001) (ver discusséo,
rel0gio molecular).

O padréo obtido para as populagdes de H. malabaricus foi comparado com os dados
citogenéticos conhecidos para esta espécie. Quando os grupos de hapldtipos incluiram
populagdes com dados cariotipicos conhecidos, assumiu-se que os haplotipos restantes de

cada clado apresentam o mesmo citétipo. Tais dados foram, ainda, comparados a
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distribuicdo de peixes de &gua doce nas bacias costeiras, conforme dados em Reis et al.

(2003).
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Fig. 8. Sequiéncia de um fragmento do gene ATPase 6-8. A figura (a) representa
0s picos de leitura representativos para cada posi¢do da base nitrogenada. A figura
(b) mostra as sequiéncias alinhadas no programa MEGA apresentando regides
conservadas (asterisco superior), transicdes caracteristicas de aguns clados
(indicadas por €lipses), autapomorfias (seta preta), transversdes (chaves) e
homoplasias (setas brancas). A polarizacdo dos caracteres foi obtida com a
inclusdo do trairdo Hoplias lacerdae como grupo externo.



RESULTADOS

Foram seqiienciadas 44 amostras correspondentes a 19 populagdes de H.
malabaricus. A técnica de SSCP mostrou-se fidedigna para inferir a variabilidade dos
hapl 6tipos de ATPase. Desta forma, individuos com mesmo padrdo SSCP (Figura 9), mas
provenientes de diferentes locais, apresentaram seqiiéncias iguais ou pouco divergentes.

Foram alinhados 676 pares de bases correspondentes ao segmento 8149 - 8835 do
genoma mitocondrial de Eigenmannia sp. (acesso NCBI, AB054131), sendo 180 caracteres
varidveis e 146 informativos para parcimdnia. As arvores de maxima parcimoénia
apresentaram, a mesma topologia geral quando geradas com pesos para a primeira posicéo
do codon e pesos diferenciais para transversoes vs. transicdes. As variagOes ocorreram em
relacdo aos valores de bootstrap e a topologia dos hapldtipos do rio Uruguai, os quais
aparecem como nado resolvidos quando a andlise inclui pesos para a primeira posicao do
codon. A arvore de MP foi escolhida com base nos maiores valores de bootstrap, obtida
com peso 2 na primeira posicao (Figura 10).

Na andlise de méaxima verossimilhanca, o modelo HKY 85 + G (Hasegawa, Kishino
e Yano 1985) apresentou 0 melhor gjuste aos dados de ATPase (P < 0.01), com distribuicéo
gama e parametro a=0. Este modelo leva em conta a relagdo entre transversdes e
transicoes, além de considerar distorcdes na distribuicdo das bases nitrogenadas. A
composicdo de bases foi ligeiramente maior para A e T (A+T= 56,96%) com valores
meédios de: A= 0,2947, C= 0,2985, G= 0,1319 e T= 0,2749. A arvore de ML apresentada ha
figura 11 ndo corresponde a érvore consenso, apresentando-se melhor resolvida, mas com
baixos valores de bootstrap separando alguns grupos néo resolvidos com MP. Os hapl 6tipos
analisados foram divididos em seis clados (geograficamente dispostos na figura 12) com
alto suporte estatistico (bootstrap proximo de 100% para MP e ML), embora a topologia

basica das arvores ndo tenha sido resolvida (Figuras 10 e 11).
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Fig. 9. Géis da poliacrilamida evidenciando os padrdes de fita simples para
amostras das bacias dos rios de Contas (1-10), Pardo (11-14), Jequitinhonha (15-
32), Buranhém (33-37), Jucurucu (38-39), Itanhém (40-41), Mucuri (42-44) e Séo
Mateus (45-52). Observe que o padrdo fita simples para as amostras do rio
Jequitinhonha s&o semelhantes entre si e ao rio Buranhém. As amostras 17 e 37
equivalem aos hapl6tipos JQ 03 e BU 03, respectivamente, semelhantes entre si e
divergentes dos demais componentes destas bacias.
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O primeiro grupo, que serd tratado aqui como clado S&o Francisco (SF), compde-se
de populagdes das bacias dos rios S0 Francisco, Paraguagu, Contas, Pardo, Jequitinhonha
e Buranhém. O segundo grupo, Sudeste (SE) é formado pelas populacBes dos rios
Jucurucu, Mucuri, Sdo Mateus e Doce. O clado SE é limitado ao sul pela Serra do Caparag,
ao norte pela Serra da Canabrava e a0 oeste pelo sistema do Espinhago, separando os
tributarios do Séo Francisco das bacias costeiras. O terceiro clado € o Rio de Janeiro (RJ) e
apresenta uma distribuicdo geografica mais restrita, sendo composto por populacbes dos
rios Itabapoana, Paraiba do Sul, Macaé e Sdo Jodo. O clado RJ estende-se até a Serra dos
Orgdos que separa 0 rio Paraiba de pequenos sistemas que compdem o quarto grupo, o
clado Sul (SL). Este, por sua vez, é representado por trairas da cachoeira de Macacu
(drenagem da baia da Guanabara), do rio Ribeira de Iguape e do cérrego Perequé (estado do
Parana), incluindo também espécimes do rio Canoas, na por¢do superior da bacia do rio
Uruguai. Mais ao sul, o clado Uruguai (UR) apresentou amostras apenas da bacia do rio
Uruguai, com individuos de Tacuaremb6 e Durazno (Uruguai). O dltimo clado, Aguapey
(AG), também se apresenta restrito a bacia do rio Uruguai e foi composto por populagdes
dos rios Aguapey (Argentina), rio Uruguai (localidade de Uruguaiana) e rio Santa Maria
(Rosario do Sul) (Figura 12).

As divergéncias entre as sequéncias internas aos clados apresentaram-se,
geramente, pequenas. Uma excecdo para este padréo € apresentada para os hapl6tipos JQ
03 e BU 03, que divergem em apenas 0,4% entre si, mas chegam a 3,1% entre JQ 03 e um
haplétipo do rio Pardo (PD 01). O haplétipo PS 02 também apresenta uma grande
divergéncia para os demais hapl 6tipos de seu clado, variando de 1,3 % a 1,9%, enquanto os
demais hapl6tipos de RJ se diferenciam em até 0,9% (ver anexo 03). A tabela 4 apresenta a
divergéncia média entre os clados e o tempo estimado de divergéncia entre estes.

O haplétipo uUR 01 apresentou 10,9%, 10,7% e 7,4% de divergéncia para 0s
especimes de Aguapey, Santa Maria e Tacuaremb0, respectivamente. Ja as diferencas entre
hapl 6tipos dos clados UR e AG variaram entre 8,6% e 9,5%, indicando que h& pelo menos

trés grupos coexistindo na baciado rio Uruguai.
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Fig. 10. Arvore de Méxima Parcimonia para haplétipos de ATPase de Hoplias
malabaricus, obtida com uso de peso 2 para primeira posicdo de cada codon. As
letras em negrito indicam os seis clados suportados pela andise. Os nimeros
proximos aos ramos indicam valores de bootstrap acima de 50%. Entre parénteses
estdo indicados o nimero diplide e citétipo dos exemplares cariotipados.
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Fig. 11. Arvore de Maxima Verossimilhanca para hapl6tipos de ATPase de Hoplias
malabaricus, obtida pelo modelo HKY + G. Asletras em negrito indicam os seis clados
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Tabela 4. Divergéncia média entre hapl 6tipos dos clados de H. malabaricus

(em percentuais). Entre paréntesis, intervalo de tempo de divergéncia em

milhdes de anos, estimado a partir do relégio molecular calibrado por

Sivasundar et al. (2001) para o gene ATPase.

SF SE RJ SL UR
sE | 8,09 (7,1-83)

RJ | 10,37 (9,2-10,6) 6,25 (5,2-6,7)

sL| 964(86-10) 7,86(69-8) 845 (7,7-8,1)

UR| 891(892) 872(7886) 959(87-92)  744(67-7,2)

AG| 811698 890(81-86) 1089(9,5-104) 10,73(9,9-10,3) 8,88 (8,0-8,7)

40



DISCUSSAO

Os dados de sequéncias de mtDNA permitiram a separacdo das popul acdes costeiras
em seis clados, de forma congruente com os dados cariotipicos conhecidos para 0 complexo
H. malabaricus (Bertollo et al., 2000), representando porém, uma maior resolucéo dentro
destes dados cariotipicos. Desta forma, os clados SE, RJ, SL e UR apresentam 0s citétipos
costeiros 2n=42 subtipos A e B (segundo Bertollo et al., 2000). Os clados SF e AG sdo
formados por populagbes com 2n=40 representando o citétipo F e citotipo C
respectivamente (Figura 10). Este Ultimo apresentou-se no grupo basal em uma recente
filogenia proposta para 0 gene mitocondrial citocromo b, com populacfes de trairas das
grandes bacias do pais (Dergam, 1996). Sua topologia préxima ao clado SF sugere que o
sinal filogenético para fragmento de ATPase 6-8 ainda recupera estes haplétipos como
aparentados, com valores de bootstrap maiores que 50%.

Segundo os cladogramas das figuras 10 e 11, a bacia do rio Uruguai apresenta uma
ampla diversidade genética do complexo H. malabaricus. A presenca de hapldétipos
semelhantes a0 do rio Aguapey sugere que citotipos com 40 cromossomos nao estdo
restritos ao rio Aguapey, como sugerido em outros estudos (Dergam, 1996; Lopes et al.,
1998). Dada a proximidade de seqiiéncias mitocondriais, provavelmente as populacbes
fazem parte do grupo C e sua ampla ocorréncia na bacia sugere sua presenca anterior a
separacdo ParanaUruguai, no Mioceno (Beurlen, 1970). Além disso, estes resultados
sugerem que na bacia do rio Urugual coexistem dois clados distintos com 42 cromossomos.
A presenca do haplétipo UUROL, semelhante aos rios Ribeira e Perequé (0,1% de
divergéncia), além do Alto Iguacu e Tibagi (Dergam 1996), sugerem uma ligac&o recente
entre drenagens destas bacias ou ainda, um efeito antropico de introdugdo. Dados
moleculares da populacdo de trairas do rio Iguagu indicam um alto grau de semelhanca
entre esta populacdo e as bacias costeiras de Paranagua e Ribeira e estudos cariotipicos
indicam a ocorréncia dos citotipos 2n= 42 A e B no Iguagu (Lemos et al., 2002). A hipétese
de ligagéo entre as bacias se justifica pela grande proximidade de drenagens que alimentam
a bacia do Uruguai e outros rios costeiros, separadas pela Serra da Anta Gorda e Aparados

da Serra. Hipdteses sobre dispersdo de haplétipos poderdo ser testadas futuramente com
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uma andlise mais abrangente de populages da bacia do rio Uruguai, baixo Parané e outras

drenagens relacionadas.

Padr 6es de distribuicdo de peixes de agua doce

A topologia pouco resolvida entre os clados de H. malabaricus restringe o poder de
comparagdo entre a distribuicdo desta espécie e outros taxons. A aopatria entre popul agdes
ao norte e ao sul do banco de Abrolhos € corroborada pela distribuicéo de varias espécies
de peixes de &gua doce (capitulo 1), mas a separacéo dos clados SE, RJ e SL como
pertencentes a regides biogeogréficas discretas diverge em relagdo a distribuicdo de muitas
especies (Anexo 2).

A despeito dos problemas apresentados, o padréo biogeogréfico sugerido para costa
leste do Brasil, a partir da seqiéncia do fragmento ATPase 6-8, € corroborado pela
distribuicdo de vérias especies de peixes de agua doce. Moenkhausia doceana,
Pogonopoma wertheimeri e Pachyurus adspersus séo algumas das poucas espécies citadas
estritamente para a regido de distribuicdo do clado SE. Ja Hyphessobrycon duragenis,
Ituglanis parahybae e Trichomycterus immaculatus, dentre outras, apresentam distribuicdo
concordante com aguela apresentada pelo clado RJ. Os géneros Spintherobolus e Listrura
apresentam-se restritos a regido de distribuicdo do clado SL, com excecéo de S. papilliferus
gue ocorre em cabeceiras da bacia do rio Tieté (drenagem do Parand). Na verdade, um
grande nimero de espécies sdo restritas a regido de distribuicdo de SL, o que pode ser
justificado pelo grande conhecimento sobre a ictiofauna desta regi&o quando comparado as
outras drenagens.

Espécies como Prochilodus lineatus, Hyphessobrycon bifasciatus, Corydoras
nattereri e Geophagus brasiliensis estéo distribuidas desde SE até SL. Outras espécies co-
ocorrem em duas dentre as trés areas que subdividem as trairas na costa leste: Prochilodus
vimboides, Leporinus conirostris e Microcambeva barbata ocorrem nas &areas de
distribuicdo dos clados LE e RJ, enquanto Characidium interruptum e Gymnotus sylvius
s80 algumas das poucas espécies restritas a RJ e SL. Dados mitocondriais corroboram a
menor divergéncia encontrada entre SE e RJ, podendo-se inferir que as barreiras a
transposi¢do daictiofauna entre RJ e SL sGo mais antigas, ou mais eficientes para um maior

numero de espécies, que aquelas entre SE e RJ.
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Bizerril (1994) propde a existéncia de duas subunidades biogeogréficas na costa
leste a partir de padrdes de endemismo de peixes. A primeira area corresponde a area de
distribuicdo dos clados SF, SE e RJ, enquanto a segunda area € correspondente a
distribuicdo de SL. Ja Menezes (1988) propde duas sub-regifes de endemismo para o
género Oligosarcus, corroborada pela distribuicdo de Mimagoniates spp. (Weitzman et al.,
1988), a primeira equivalente a distribuicdo de SE e a outra equivalente a distribuicéo de RJ
eSL.

Questdes ecolbgicas intrinsecas a cada espécie, ou grupo de espécies, podem estar
relacionadas a transposicdo de barreiras entre SE, RJ e SL. Neste contexto, Hoplias
malabaricus apresenta-se como um 6timo modelo para estudos filogeograficos, sendo uma

espécie de habitos sedentérios e ampla ocorréncia no continente.

Reldgio Molecular

Considerando a grande variancia de estimativas de rel6gio molecular, utilizou-se a
calibragem de segiiéncias conforme proposta para a ATPase para espécies do género
Prochilodus (Sivasundar et al., 2001). Com base na idade de separacdo do Paleo-
Amazonas-Orinoco da bacia do rio Magdalena (~10 M.a., Lundberg et al., 1998), estes
autores propuseram uma taxa de divergéncia de 0,54% por M.a

A divergéncia entre hapldtipos dentro de cada clado foi, em geral, inferior a 2%,
sugerindo uma diferenciacdo recente dos hapl6tipos, ocorrido durante o Pleistoceno
(inferior a 1,8 M.a.). Padres de distribuicdo relacionados a idades geoldgicas recentes
também tém sido sugeridos por Beheregaray et al., (2002) para o peixe-rei Odonthestes e
por Weitzman et al. (1988) para 0 género Mimagoniates.

Porém, processos geomorfolgicos mais antigos seriam necessarios para explicar o
grau de diversidade de hapl 6tipos no clado SF. Este clado apresenta pelo menos dois clados
menores internos, sendo um agrupamento basal formado pelos haplétipos JQ 03 e BU 03, e
outro grupo composto pelos demais haplétipos (Figuras 10 e 11), com divergéncia entre
hapl 6tipos de 2,1 milhdes de anos. Dados geomorfol 0gicos sugerem que, no Mioceno, o rio
Jequitinhonha deveria continuar seu curso através do rio Verde Grande, um afluente do Séo
Francisco. O soerguimento da Serra do Espinhaco, juntamente com a formagdo do Graben

de Virgem da Lapa e a inclinagéo progressiva do eixo da bacia direcionaram a captura do
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S80 Francisco para uma drenagem Atléantica durante o Plioceno, resultando no curso atua
do rio Jequitinhonha (Campos, 1998). Tais dados s&0 congruentes com a separacéo
estimada para os clados de SF, sugerindo que os hapl6tipos JQ 03 e BU 03 sgjam derivados
de uma populagdo originalmente presente na bacia do rio S80 Francisco e isoladas pelos
eventos acima citados. A simpatria entre 0s grupos presentes no rio Jequitinhonha deve ter
ocorrido com a dispersao dos hapl 6tipos derivados em algum periodo glacial recente, assim
como a dispersao do hapl6tipo basal para o rio Buranhém, sendo a coalescéncia entre JQ 03
e BU 03 estimada para 370 mil anos. A posicdo basal para haplotipos dos rios
Jequitinhonha e Buranhém pode ser um efeito de amostragem da bacia do Sdo Francisco,
dado que os hapldtipos disponiveis desta bacia estdo restritos ao alto S&o Francisco
(Curvello- Estado de Minas Gerais).

O pegueno grau de divergéncia entre os haplétipos dos rios Macacu, Ribeira de
Iguape e Paranagua sugere que uma regressdo marinha possibilitou a dispersao de trairas
através de paleocanais que ligavam um grande nimero de pequenas drenagens na costa sul
durante o Quaternario. Os rios Ribeira e Perequé (0,1 M.a) devem ter participado da
formacdo de um Paleo rio, préximo a baia de Paranagug, como sugerido por Amador
(1997) para o Paleo Rio Guanabara, formado pelas drenagens da Guanabara, incluindo ai o
rio Macacu. A estreita identidade entre o hapl6tipo de rio Ribeira e o rio Canoas (bacia do
rio Uruguai) pode ser resultado de intervencédo antrOpica nestas bacias, ou ainda, devido a
eventos de dispersdo desconhecidos, envolvendo a bacia do rio Iguassu, onde um haplétipo
€ estreitamente aparentado com os peixes do rio Ribeira (Dergam, 1996).

Além do conjunto de Serras ja relatado, o clado SF é separado dos demais grupos
costeiros por feicdes paleolitoréneas na margem leste brasileira, entre 17° e 20° S. Esta
formagdo corresponde ao Banco Abrolhos, onde o soerguimento da plataforma continental
juntamente as condicdes de aridez em periodos glaciais devem explicar a aopatria entre SF
e SE (capitulo 1). A possivel origem do clado SF a partir de populagdes amazonicas,
inferido pela divergéncia entre SF e AG (Tabela 4), ndo €, em principio, congruente com
uma origem de linhagens de haplétipos (ou mesmo de citétipos) que ocorreu
posteriormente a separacdo Paleo Amazonas — Orinoco do sistema Parana (11,8- 10 M.a.)
(Lundberg et al., 1998). Estaincongruéncia pode indicar, aternativamente, que a calibragéo

de rel6gio molecular proposta para Prochilodus € muito lenta para as trairas.



A variagdo genética entre os clados SE, RJ e SL (8,1- 5,6 M.a.), com estimativas de
separacdo para o Mioceno superior, sugere que variagbes marinhas do quaternario seriam
muito recentes para explicar esta divergéncia. A dispersdo pleistocénica verificada entre
populagdes de um mesmo clado deve ser inferida por paleodrenagens compostas por bacias
contemporaneas que se juntariam durante eventos de regressdo marinha. Feicdes
topogréaficas no banco Abrolhos corroboram a paleodrenagem para rios adjacentes a este
(Figura 6, capitulo 1), da mesma forma como deve ter funcionado como barreira a
dispersdo de popul agdes entre as bacias dos grupos SE e RJ.

Segundo Melo (2000) a distribuicdo da ictiofauna encontrada entre as regides RJ e
SL deriva, basicamente, de eventos glaciais recentes. Esta hipétese ndo parece aplicavel
para H. malabaricus cuja estimativa de divergéncia entre os hapl 6tipos dos clados RJ e SL
édecercade7,8M.a

Outro ponto importante de vicariancia entre as popul agdes estudadas € a separacdo
das bacias do rio Uruguai e Alto Parana (24-5 M.a.) (Beurlen, 1970). Segundo dados de
ATPase em H. malabaricus, os clados AG e UR estdo separados a cerca de 8,2 M.a, o qual
se aproxima do indicado por Montoya-Burgos (2003) para espécies do género Hypostomus,

presentes nas bacias supracitadas, a cerca de 9,3 milhdes de anos.
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Fig. 12. Padréo de distribuicdo dos seis clados de Hoplias malabaricus segundo filogenia
apresentada pelo fragmento ATPase 6-8: SF= clado S&o Francisco, SE= Sudeste, RJ= Rio
de Janeiro, SL= Sul, UR= Uruguai e AG= Aguapey.
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CONCLUSAO

Populagdes costeiras de Hoplias malabaricus apresentam quatro padrdes distintos
de sequéncias de mtDNA. Ja a bacia do rio Uruguai apresenta trés diferentes padrdes
hapl otipicos, sendo um equivalente ao clado costeiro SL.

A separacao do clado costeiro SF é corroborada por padrdes RAPD, citogenéticos e
pela distribuicdo de espécies de peixes nas bacias costeiras, reforgando a influéncia do
Banco Abrolhos na distribuicéo daictiofauna da costa leste do Brasil.

Os padrdes geomorfoldgicos que delimitem a distribuicdo dos clados SE, RJ e SL
sd0 pouco conhecidos. A baixa concordancia entre estes clados e a distribui¢éo de peixes
entre as bacias costeiras sugere que fatores ecolOgicos intrinsecos as diferentes espécies
devam estar relacionadas a dispersdo de populagtes entre as areas de distribuicdo destes
clados.

As populagdes costeiras diferem das populacbes das bacias continentais por serem
alopatricas (exceto as trairas do rio Uruguai). Isto sugere que a historia da ocorréncia das
trairas ocorreu em nivel de bacias préoximas associadas, com extenso contato com bacias
continentais, como foi o caso do clado SF e possivelmente do clado SE.

Estimativas baseadas em taxas de mutacdo sugerem uma diferenciacdo miocénica
entre os clados costeiros, enquanto eventos pleistocénicos explicariam as diferencas

observadas dentro de cada clado.
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ANEXO 01

Locais de coleta dos espécimes utilizados neste trabalho e respectivos codigos de

tombo na colecdo de tecidos do Laboratério de Sistemética Molecular da Universidade

Federal de Vicosa e da colecéo de peixes do Museu de Zoologia Jodo Moojen de Oliveira.

As amostras marcadas com asterisco (*) sdo provenientes de doacOes, estando apenas o

respectivo tecido presente em colecdes da Universidade Federal de Vigosa.

Cdédigo |Local Bacia Municipio

EE 50* | RepresaPedrado Cavalo |Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 51* |RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 52* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 53* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 54* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 55* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 56* | Represa Pedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE57* |RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 58* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 59* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 60* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 61* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 62* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 63* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 64* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 65* | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 66 * | RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 67 * |RepresaPedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
EE 68* | Represa Pedrado Cavalo | Paraguagu Governador Mangabeira/ BA
PC 01 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 02 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 03 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 04 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 05 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 06 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 07 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 08 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 09 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 10 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

PC 11 Rio de Contas Rio de Contas Jequié /BA

AA 100 |Rio Pardo Rio Pardo Taiobeiras/ MG

AA 101 |Rio Pardo Rio Pardo Taiobeiras/ MG
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Cdédigo | Local Bacia Municipio

AA 103 |Rio Pardo Rio Pardo Taiobeirad MG
CT 657 |Rio Pardo Rio Pardo Taiobeirad MG
MT 01 Rio Jequitinhonha Rio Jequitinhonha Jequitinhonhal MG
EE 01 Rio Aracuai Rio Jequitinhonha Aracuai IMG

EE 02 Rio Araguai Rio Jequitinhonha Araguai /MG

EE 03 Rio Araguai Rio Jequitinhonha Araguai /MG

EE 05 Rio Araguai Rio Jequitinhonha Araguai /MG

AA 01 Rio Calhauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai /MG

AA 02 Rio Cahauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai IMG

AA 03 Rio Calhauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai IMG

AA 04 Rio Calhauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai /MG

AA 05 Rio Calhauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai /MG

AA 06 Rio Calhauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai /MG

AA 07 Rio Calhauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai /MG

AA 08 Rio Cahauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai IMG

AA 09 Rio Cahauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai IMG

AA 10 Rio Cahauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai IMG

AA 11 Rio Calhauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai /MG

AA 12 Rio Calhauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai /MG

AA 13 Rio Calhauzinho Rio Jequitinhonha Aracuai /MG

TP 16 Corrego Jissara Rio Jequitinhonha Pedra Azul/ MG
TP 22 Rio Rubim Rio Jequitinhonha Rio do Prado/ MG
TP 60 Rio Rubim Rio Jequitinhonha Rio do Prado/ MG
JD 698 |Rio Buranhém Rio Buranhém Eunapolis/BA

JD 699 |RioBuranhém Rio Buranhém Eunapolis/BA

JD 701 |Rio Buranhém Rio Buranhém Eunapolis /BA

JD 705 |RioBuranhém Rio Buranhém Eunapolis /BA

JD 706 |Rio Buranhém Rio Buranhém Eunapolis /BA

JD 668 Rio Buranhém

JD 674 |RioJucurugu Rio Jucurugu Palmopolis/IMG
JD 675 |RioJucurugu Rio Jucurucu Palmopolis/IMG
JD 654 |Rio ltanhém Rio Itanhém Bertopolis MG

JD 655 |Rio ltanhém Rio Itanhém Bertopolis MG

JR 01 Rio Itanhém Rio Itanhém Alcobaca /ES

JD 580 |Rio Mucuri Rio Mucuri Nanuque/ MG

JD 637 | Corrego Aguas Quentes | Rio Mucuri Aguas Formosas /MG
JD 640 | Corrego Aguas Quentes | Rio Mucuri Aguas Formosas /MG
JD 465 |Rio S50 Mateus Rio S0 Mateus Barra S&0 Francisco/ ES
JD 525 |Rio S0 Mateus Rio S0 Mateus S80 Mateus /ES
JD 567 |Rio Cotoxe Rio S8 Mateus Séo Mateus /ES
JD 449 |Rio Mantena Rio S&0 Mateus Joaguim Flauzino/ ES
JD 506 |RioMuniz Rio S0 Mateus

JD 545 |RioPreto Rio S0 Mateus Guriri /ES

JD 546 |RioPreto Rio S0 Mateus Guriri /ES
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Cdédigo | Local Bacia Municipio

JD 549 |RioPreto Rio S&o Mateus Guriri /ES

JD 550 |RioPreto Rio S&o Mateus Guriri /ES

JD 551 |RioPreto Rio S&o Mateus Guriri /ES

PF 02 Lago Carioca Rio Doce Marliéria/MG

PF 12 Lago Dom Heuvécio Rio Doce Marlié&ia/MG

PF 28 Lago Carioca Rio Doce Marlié&ia/MG

PF 33 Lago Dom Heuvécio Rio Doce Marliéria/MG

CT 610 |Rio Itabapoana Rio Itabapoana Bom Jesus do Itabapoana /RJ
CT 611 |Rio Itabapoana Rio Itabapoana Bom Jesus do Itabapoana/RJ
CT 612 |Rio Itabapoana Rio Itabapoana Bom Jesus do Itabapoana /RJ
CT 613 |Rio Itabapoana Rio Itabapoana Bom Jesus do Itabapoana /RJ
CT 614 |Rio Itabapoana Rio Itabapoana Bom Jesus do Itabapoana /RJ
CT 615 |Rio Itabapoana Rio Itabapoana Bom Jesus do Itabapoana /RJ
CT 616 |Rio Itabapoana Rio Itabapoana Bom Jesus do Itabapoana /RJ
CT 617 |Rio Itabapoana Rio Itabapoana Bom Jesus do Itabapoana /RJ
JD 1225 |Rio Muriaé Rio Paraiba do Sul Muriaél MG

CT 728 | Rio Paraibado Sul Rio Paraiba do Sul Campos/RJ

CT 729 |Rio Paraibado Sul Rio Paraiba do Sul Campos/RJ

CT 730 |Rio Paraibado Sul Rio Paraiba do Sul Campos/RJ

CT 731 | Rio Paraibado Sul Rio Paraiba do Sul Campos/RJ

CT 732 | Rio Paraibado Sul Rio Paraiba do Sul Campos/RJ

CT 733 | Rio Paraibado Sul Rio Paraiba do Sul Campos/RJ

CT 734 | Rio Paraibado Sul Rio Paraiba do Sul Campos/RJ

CT 735 |Rio Paraibado Sul Rio Paraiba do Sul Campos/RJ

CT 666 |RioPomba Rio Paraiba do Sul Leopoldina/MG

JD 3872 |Rio Macaé Rio Macaé Casimiro de Abreu /RJ
JD 3876 |RioMacaé Rio Macaé Casimiro de Abreu /RJ
MV 01 |Riodo Ouro Rio S&o Jodo SilvaJardim /RJ

MV 03 | Riodo Ouro Rio S&o Jodo SilvaJardim /RJ

CT 690 |RiodoOuro Rio Séo Jodo Silva Jardim /RJ

CT 691 |Rio So Jodo Rio Séo Jodo Casimiro de Abreu /RJ
JD 3880 |Rio S&o Jodo Rio S&0 Jodo Silva Jardim /RJ

JD 3884 |Rio S&o Jodo Rio S&o Jodo SilvaJardim /RJ

MN 04* Rio Macacu

MN 05* Rio Macacu

IG 01 Rio Ribeira de Iguape Rio Ribeirade Iguape | Registro /SP

IG 02 Rio Ribeira de Iguape Rio Ribeirade Iguape | Registro /SP

IG 03 Rio Ribeira de Iguape Rio Ribeirade Iguape | Registro /SP

OH 01 Rio Perequé Rio Perequé Paranagua /PR

OH 02 Rio Perequé Rio Perequé Paranagua /PR

OH 03 Rio Perequé Rio Perequé Paranagua /PR

73* Represa M achadinho Rio Uruguai

74* Represa Machadinho Rio Uruguai

75* Represa Machadinho Rio Uruguai
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Cdédigo | Local Bacia Municipio

89* Represa Machadinho Rio Uruguai

1* Represa Machadinho Rio Uruguai

129* Represa Machadinho Rio Uruguai

205* Represa M achadinho Rio Uruguai

208* Represa Machadinho Rio Uruguai

237* Represa Machadinho Rio Uruguai

9501 Lagoa marginal Rio Uruguai Uruguaiana /RS
9502 Lagoa marginal Rio Uruguai Uruguaiana /RS
9503 Lagoa marginal Rio Uruguai Uruguaiana/RS
9507 Rio SantaMaria Rio Uruguai Rosério do Sul /RS
9508 Rio SantaMaria Rio Uruguai Rosério do Sul /RS
9509 Rio SantaMaria Rio Uruguai Rosério do Sul /RS
AN 01 Lagoa Magndlia Rio Uruguai Tacuarembo, Uruguai
AN 02 Lagoa Magndlia Rio Uruguai Tacuarembo, Uruguai
AN 03 Lagoa Magndlia Rio Uruguai Tacuarembd, Uruguai
AN 04 Lagoa Magndlia Rio Uruguai Tacuarembd, Uruguai
AN 05 Lagoa Magndlia Rio Uruguai Tacuarembd, Uruguai
AN 06 Lagoa Magndlia Rio Uruguai Tacuarembo, Uruguai
AN 07 Lagoa Magndlia Rio Uruguai Tacuaremb6, Uruguai
JD 3862 |Codrrego Tejera Rio Uruguai Durazno, Uruguai

JD 3863 |Corrego Tejera Rio Uruguai Durazno, Urugual

JD 3869 |Corrego Tejera Rio Uruguai Durazno, Urugual

JD 3870 |Corrego Tejera Rio Uruguai Durazno, Urugual

JD 3871 |Codrrego Tejera Rio Uruguai Durazno, Uruguai
AL 50 Rio Aguapey Rio Aguapey Corrientes, Argentina
SA 03 Rio Das Vehas Rio S&o Francisco Curvelo /MG

SA 29 Rio Das Velhas Rio S&o Francisco Curvelo /MG

SA 35 Rio Das Vehas Rio S&o Francisco Curvelo /MG
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ANEXO 02

Ocorréncia de peixes de agua doce com distribuicdo na costa leste do Brasil. As
espécies de ampla distribuicdo no continente bem como aguelas endémicas a uma Unica
bacia ndo foram incluidas, uma vez que o objetivo desta revisdo era a busca de
concordancias e discordancias na distribuicdo de espécies com relagdo aos dados
moleculares. SF compreende espécies com limite sul na bacia do rio Buranhém; SE
compreende espécies distribuidas entre o rio Jucurucu e a bacia do rio Doce;, RJ
compreende espécies restritas ao norte do estado do Rio de Janeiro, de Itabapoana até Séo
Jodo; SL compreende espécies distribuidas em rios com drenagens para baia de Guanabara
até aregido Sul do pais.

Os numeros 1 e 2 sobre os nomes especificos indicam, respectivamente: presenca na
bacia do rio Parana e presenca na bacia do rio S&0 Francisco. CL = Check List of
Freshwater Fishes of South and Centra América €, ND = NEODAT. Espécies de
distribuicdo costeira cujas referéncias ndo foram suficientes para uma boa precisdo de sua

distribuicdo, ndo estéo presentes neste anexo.

Espécie SF | SE| RJ|SL Referéncia
CHARACIFORMES
Apareiodon itapicuruensis X ND
Cyphocharac gilbert® X | X | X | X |vari, 1992
C. santacatarinae X |Vari, 1992
Seindachnerina elegans X Vari, 1991
Prochilodus hartii X Castro, 1990
P. lineatus X Castro, 1990
P. vimboides * X | X Castro, 1990
Leporinus bahiensis X Garavello, 1979
L. conirostris X X Garavello, 1979
L. copelandii X X Garavello, 1979
L. melanopleura X Garavello, 1979
L. mormyrops X X Garavello, 1979
L. octofasciatus X | Garavello, 1979
L. steindachneri X X Garavello, 1979
L. thayeri X X Garavello, 1979
continua®
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Espécie SE| RJ|SL Referéncia
Characidium grajahuensis X |CL
C. interruptum X | X |CL;ND
C. japuhybense X |CL
C. lane X |CL
C. oiticicai * X |[CL
C. pterostictum X |CL
C. schubarti X |CL
Astyanax giton X | X |CL; Melo 2000
A. hastatus X |CL; Melo 2000
A. intermedius X CL; Melo 2000; ND
A. janeiroensis X | Melo, 2000
A. parahybae X CL; Melo 2000
A.ribeirae X |ND
A. taeniatus X X | X |CL; Melo 2000
Hollandichthys multifasciatus X |CL
Hyphessobrycon bifasciatus X X | X |CL;ND
H. duragenis’ X CL
H. flammeus X X CL; ND
H. griemi X |CL
H. luetkenii X X | X |CL
H. reticulatus X | X |CL
Moenkhausia costae ° CL
M. doceana X CL
Oligosarcus. acutirostris X Menezes, 1987; 1988
O. argenteus X Menezes, 1987, 1988
O. hepsetus X | X |Menezes, 1988
O. macrolepis Menezes, 1988
Probol odus heter ostomus X CL
Rachoviscus crassiceps X |CL
R. graciliceps X ND
Acinocheirodon melanogramma CL
Spointher obolus ankoseion X |CL
S broccae X |CL
S leptoura X |CL
Mimagoniates lateralis X |CL; Weitzman et al., 1988
M. microlepis X X | X |CL; Weitzman et al., 1988
M. sylvicola X CL; Weitzman et al., 1988
P. heterandria X |CL; Weitzman et al., 1988
SILURIFORMES
Homodiaetus banguela X |CL
H. graciosa X |CL
H. passarellii X |CL

continua®
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Espécie RJ | SL Referéncia
Ituglanis parahybae X CL
Listrura boticario X |CL
L. composi X |CL
L. nematopteryx X |CL
L. tetraradiata X |CL
Microcambeva barbata X CL
Trichogenes longipinnis X |CL
Trichomycterus alternatus X CL
T. brasiliensis® CL
T. davisi * X |[CL
T. immaculatus X CL
T. nigricans X |CL
T. zonatus X |CL
Aspidoras macul osus CL
A. virgulatus CL
Corydoras barbatus X |CL
C. erhardti * X |[CL
C. macropterus® X |CL
C. nattereri X | X |CL
C. prionotus X | X |CL
C. steindachneri X |CL
Hisonotus notatus X CL
Otocinclus affinis X CL
Otothyris lophophanes X CL
O. travassosi CL
Pseudotothyrisjaneirensis X |CL
Harttia gracilis* X CL
Loricariichthys anus" X |[CL
L. castaneus X | X |CL
Rinelocaria nigricauda X |CL
Plecostomus obtusirostris X |CL
Delturus angulicauda CL
D. carinotus CL
D. parahybae X CL
Hemipsilichthys bahianus CL
Kronichthys heylandi X |CL
K. lacerta X |CL
Pogonopoma wertheimeri CL
Ancistrus multispinis X |CL
Acentronichthys leptos X | X |CL
Pimelodella elgenmanni X CL
Seindachneridion parahybae X CL
continua ®
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Espécie RJ | SL Referéncia
G. machadoi X | X |CL
Potamarius grandoculis X CL
Wertheimeria maculata CL
Pseudachenipterus affinis CL
Trachelyopterus striatulus X CL
GYMNOTIFORMES
Gymnotus pantherinus X |CL
Gymnotus sylvius X | X |CL
Rhamphichthys rostratus CL
Brachyhypopomus janeiroensis X CL
CYPRINIFORMES
Phallocer os caudimacul atus X | X |CL; ND
P. januarius X | X |CL;ND
PERCIFORMES
Pachyurus adsper sus X CL
Geophagus brasiliensis X | X |CL
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SFo1
SF 02
SF 03
PA 01
coo1
coo2
PD 01
JQo1
JQ 02
JQ 03
JQ 04
JQ 05
BU 01
BU 02
BU 03
Ju o1
INOL
IN 02
MU 01
MU 02
SM 01

Aguapey SFO01
0,083

0,083 0
0,078 0,007
0,084 0,015
0,08 0,006
0,083 0,015
0,084 0,016
0,083 0,006
0,083 0,006
0,086 0,024
0,083 0,006
0,083 0,006
0,083 0,006
0,083 0,006
0,081 0,022
0,087 0,083
0,087 0,083
0,089 0,084
0,09 0,081
0,092 0,083
0,087 0,08

ANEXO 03

Diver géncia genética entre cada par de haplotipo de Hoplias malabaricus

SF02 SFO03

0,007
0,015
0,006
0,015
0,016
0,006
0,006
0,024
0,006
0,006
0,006
0,006
0,022
0,083
0,083
0,084
0,081
0,083
0,08

0,013
0,004
0,013
0,015
0,004
0,004
0,022
0,004
0,004
0,004
0,004
0,021
0,081
0,081
0,083
0,08

0,081
0,078

PAO1L COO1

0,012
0,003
0,004
0,012
0,012
0,03

0,012
0,012
0,012
0,012
0,025
0,086
0,086
0,087
0,084
0,086
0,083

0,012
0,013
0,003
0,003
0,021
0,003
0,003
0,003
0,003
0,019
0,08

0,08

0,081
0,078
0,08

0,077

CO02 PDO1 JQO1 JQO02 JQO3 JQO4 JQO5 BUO1L BUO2 BUO3 JUO1l

0,004
0,012
0,012
0,03

0,012
0,012
0,012
0,012
0,025
0,089
0,089
0,09

0,087
0,089
0,086

0,013
0,013
0,031
0,013
0,013
0,013
0,013
0,027
0,09

0,09

0,002
0,089
0,09

0,087

0,019
0,08
0,08
0,081
0,078
0,08
0,077

0,019
0,08
0,08
0,081
0,078
0,08
0,077

0,019
0,019
0,019
0,019
0,004
0,08

0,08

0,081
0,078
0,08

0,077

0

0
0,019
0,08
0,08
0,081
0,078
0,08
0,077

0

0
0,019
0,08
0,08
0,081
0,078
0,08
0,077

0
0,019
0,08
0,08
0,081
0,078
0,08
0,077

0,019
0,08
0,08
0,081
0,078
0,08
0,077

0,08
0,08
0,081
0,078
0,08
0,077

0

0,001
0,009
0,007
0,003

INOL INO2 MUOL MUO02

0

001 0,01

001 0,01 0,001
0 0 0,006

0,004
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Aguapey SFO01 SF02 SFO03 PAO1 CO01 COO02 PDO1 JQO1I JQO2 JQO3 JQO4 JQO5 BUOL BUO2 BUO3 JUOl INO1 INO2 MUOL MUO2 SMO01
smo2 0,089 0,081 0,081 008 0,084 0,078 0,087 008 0078 0,078 0,078 0078 0078 0078 0078 0,078 0004 O 0,01 0,007 0,006 0,001
smoz 0,092 0,081 0,081 008 0,084 0,078 0,087 008 0078 0078 0078 0078 0078 0078 0078 0078 0007 001 001 0004 0,003 0,004
smos 0,089 0,083 0,083 0,081 0,086 0,08 0089 009 008 008 008 008 008 008 008 008 0007 001 001 0004 0003 0,004
poor 0,09 0,081 0,081 008 0,084 0,078 0087 0089 0078 0078 0078 0078 0078 0078 0078 0078 0006 001 001 0003 0,001 0,003
pooz 0,089 0,08 0,08 0078 0083 0,077 008 0087 0077 0077 0077 0077 0077 0077 0077 0077 0007 001 001 0004 0,003 0,004
poos 0,087 008 0,08 0078 0083 0077 008 0087 0077 0,077 0077 0077 0077 0077 0077 0077 0006 001 001 0006 0004 0,003
ITO1 0,102 0,102 0,102 0,101 0,202 0,099 0,105 0,107 0,099 0,09 0,104 0,099 0,09 0,09 0,09 0,101 0061 006 006 0059 0,059 0,058
IT02 0,102 0,102 0,102 0,101 0,202 0,099 0,105 0,107 0,099 0,09 0,104 0,099 009 0,09 0,09 0,01 0061 006 006 0059 0,059 0,058
PSO1 0,102 0,102 0,102 0,101 0,202 0,099 0,105 0,107 0,099 0,09 0,104 0,099 0,09 0,09 009 0,01 0061 006 006 0059 0,059 0,058
PS02 0,112 0111 0,111 0,107 0,111 0,08 0,114 01115 0,08 0,108 0,112 0,208 0,108 0,108 0,208 0,109 0,071 007 0,07 0072 0,072 0,071
maor 0,107 0,107 0,107 0,105 0,207 0,204 0,109 0,111 0,104 0,104 0,208 0,104 0,104 0,104 0,104 0,205 0,067 0,07 007 0065 0,065 0,064
sj01 0,105 0,104 0,104 0,102 0,104 0,101 0,107 0,08 0,01 0,101 0105 0,01 0,101 0101 0,101 0,102 0,064 006 0,07 0062 0,062 0,061
102 0,105 0,105 0,105 0,104 0,105 0,102 0,108 0,109 0,102 0,102 0,07 0,202 0,102 0102 0,02 0,104 0,065 007 0,07 0064 0,064 0,062
mcor 0,107 0,096 0,096 0,092 0104 0,093 0102 0,107 0,093 0,093 0,098 0,093 0093 0,093 0,093 0098 0084 008 009 0081 0,083 0,081
RI 01 0,109 0,093 0,093 0,092 0,104 0,093 0,02 0,107 0,093 0,093 0,098 0,093 0093 0,093 0093 0,098 0078 008 008 0075 0,077 0,075
PE 01 0,111 0,095 0,095 0,093 0,105 0,09 0104 0,108 0,095 0,095 0,09 0,09 0095 0,09 0,09 009 008 008 008 0077 0,078 0,077
wrol 0,109 0,093 0,093 0,092 0104 0,093 0102 0,107 0,093 0,093 0,098 0,093 0093 0,093 0,093 0098 0078 008 008 0075 0,077 0,075
juro1 0,007 008 0,08 0075 0084 0077 008 0084 008 008 0081 008 008 008 008 008 0087 009 0,09 0,09 0,092 0,087
luro2 0,007 008 0,08 0075 0084 0077 008 0084 008 008 0081 008 008 008 008 008 0087 009 009 0,09 0,092 0,087
lurRoz 0,093 009 009 008 009 0087 0093 0098 0087 0087 0,089 0087 0087 0087 0087 008 008 009 009 008 0087 0,086
lurRo4 0,093 009 009 008 009 0087 0093 0098 0087 0087 0,089 0087 0087 0087 0087 008 008 009 009 008 0087 0,086
luros 0,095 0,089 0,089 0,084 0,098 0,08 0095 009 008 0,08 0,087 008 008 008 008 0087 009 009 009 0087 0,08 0,087
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SM 03
SM 04
DO 01
DO 02
DO 03
1T 01
1T 02
PS01L
PS 02
MA 01
Sjo1
SJ02
MC 01
RI 01
PE 01
uUR 01
IUR 01
IUR 02
IUR O3
IUR 04
IUR 05

SM 02 SM 03 SM 04

0,006
0,006
0,004
0,006
0,004
0,059
0,059
0,059
0,072
0,065
0,062
0,064
0,083
0,077
0,078
0,077
0,089
0,089
0,087
0,087
0,089

0,003
0,001
0,003
0,004
0,059
0,059
0,059
0,072
0,065
0,062
0,064
0,083
0,077
0,078
0,077
0,092
0,092
0,087
0,087
0,089

0,001
0,003
0,004
0,056
0,056
0,056
0,07

0,062
0,059
0,061
0,08

0,074
0,075
0,074
0,089
0,089
0,084
0,084
0,086

DO 01

0,001
0,003
0,058
0,058
0,058
0,071
0,064
0,061
0,062
0,081
0,075
0,077
0,075
0,09

0,09

0,086
0,086
0,087

DO 02

0,001
0,056
0,056
0,056
0,07

0,062
0,059
0,061
0,083
0,077
0,078
0,077
0,089
0,089
0,084
0,084
0,086

DO 03

0,058
0,058
0,058
0,071
0,064
0,061
0,062
0,084
0,078
0,08

0,078
0,087
0,087
0,086
0,086
0,087

ITO1

0
0,02
0,01
0,01
0,01
0,09
0,08
0,09
0,08
0,11
0,11
0,09
0,09
0,1

ITO2 PSO01 PS02 MAOL SJO1 SJ02 MCO1 RIO1 PEOl1 uURO1

0
0,02
0,01
0,01
0,01
0,09
0,08
0,09
0,08
0,11
0,11
0,09
0,09
0,1

0,019
0,009
0,006
0,007
0,087
0,084
0,086
0,084
0,108
0,108
0,093
0,093
0,095

0,016
0,013
0,015
0,086
0,083
0,084
0,083
0,118
0,118
0,098
0,098
0,099

0,003
0,001
0,087
0,084
0,086
0,084
0,112
0,112
0,098
0,098
0,099

0,001
0,084
0,081
0,083
0,081
0,111
0,111
0,096
0,096
0,098

0,086
0,083
0,084
0,083
0,111
0,111
0,096
0,096
0,098

0,009
0,01

0,009
0,104
0,104
0,077
0,077
0,075

0,11
0,11
0,07
0,07
0,07

0,001
0,108
0,108
0,075
0,075
0,074

0,107
0,107
0,074
0,074
0,072

IURO1 IURO2 IURO3

0

0,086 0,086

0,086 008 O
0,087 0,087 0,001

IUR 04

0,001
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