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RESUMO

A moderna bacia do rio Paraguai drena uma &rea de cerca de 1,1 milhdes de km? na
América do Sul, com cabeceiras no Brasil, Bolivia, Paraguai e Argentina, desaguando na
bacia da Prata (Parana-Paraguai). A bacia do Paraguai estende-se mais de 6.600 km de
norte a sul, e 3.300 km de leste a oeste. Faz limite ao norte com as bacias do Tocantins,
Xingu, Tapajos. Vaérias espécies de peixes distribuidas nos escudos ndo tem sua
distribuicdo delimitada por divisores de bacias. Em vez disso, essas espécies ocorrem em
mais de uma bacia hidrografica, por exemplo, Jupiaba acanthogaster, que apresenta uma
ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo em riachos de varias drenagens do Planalto
Central Brasileiro, incluindo as dos rios Paraguai, Tapajds, e Xingu. Os aspectos histdricos
que levaram a distribuicdo contemporénea dessa espécie e, consequentemente, das
linhagens génicas, podem ser identificados pela filogeografia. Dessa forma, o
entendimento de tais processos torna possivel a inferéncia de modelos hierarquicos de
diferenciacdo genética e de estrutura filogeografica, que refletem, assim, a historia
geogréfica da regido. As atuais distribuicGes geogréficas de grupos endémicos da América
do Sul estdo, presumivelmente, diretamente associados a tais eventos e podem ser
investigados tendo como base o conhecimento sobre os padrdes de organizagdo
filogenético das linhagens e interpretados a luz dos crescentes avancos na area de tecténica
de placas e dos processos que remodelaram a paisagem sul-americana ao longo de todo o
Cenozdico. Buscando respostas para essas questdes, estudos filogenéticos utilizando
marcadores moleculares tém colaborado para um maior entendimento dos padrdes
hierarquicos da ictiofauna, podendo corroborar hipdteses e auxiliar no esclarecimento de
problemas biogeograficos ainda ndo resolvidos. E esperado que a utilizagdo de marcadores
moleculares, tais como o DNA mitocondrial (DNAmt), informe os niveis mais profundos
de divergéncia filogenética principalmente por apresentar uma evolucdo rapida nas
populacdes da maioria dos animais e ser transmitido, raras excecdes, pela linhagem
materna, sem recombinagdo intermolecular, sendo por isso uma ferramenta muita utilizada
em estudos filogenéticos a nivel de populacbes. Para isso, nesse estudo, foram analisados
77 exemplares de Jupiaba acanthogaster coletados em 15 localidades distintas que
abrangem as trés bacias hidrograficas do estado de Mato Grosso (Alto Paraguai, Xingu e
Tapajos), sendo sequenciado através do método enzimatico o gene Citocromo Oxidase
subunidade | do DNAmt. As distancias genéticas relativamente altas, a grande quantidade
de haplotipos exclusivos, a formacdo de trés conjuntos na rede haplotipica por muitos
passos mutacionais, os valores de Fst significantes e a fixacdo de valores acima de oito
passos mutagdes, indicam que as populacBes do Paraguai, Tapajos e Xingu estdo se
tornando evolutivamente distantes e que provavelmente ndo exista atualmente
conectividade reprodutiva que possa produzir fluxo génico entre elas.

Palavra-chave: Filogeografia, Jupiaba acanthogaster, Bacia do Alto Paraguai e Geologia.
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ABSTRACT

The modern Paraguay river basin drains an area of about 1.1 million square kilometer in
South America, with headwaters in Brazil, Bolivia, Paraguay and Argentina, flowing into
the La Plata basin (Paraguay-Parana). The Paraguay river basin extends over 6,600 km
from north to south and 3,300 km from east to west. Along its north and northeastern
borders, the Paraguay basin share headwater divides with the Tocantins, Xingu and
Tapajos basins. Distributions of several freshwater fish species from the central Brazilian
shield are not restricted to a single basin. Instead, these species occurs in more than one
river basin, such as, Jupiaba acanthogaster, which presents a wide geographical
distribution, occurring in several streams draining the Brazilian Central Plateau, including
the Paraguay, Upper Tapajos, and Tocantins river basins. The historical aspects that led to
the contemporary distribution of this species and consequently its genetic structure, can be
identified by the phylogeography. Therefore, understanding these processes allow
inferences on hierarchical models of genetic differentiation and phylogeographic structure,
which reflect the geographical history of the studied taxa and region. The current
geographical distribution of endemic groups in South America are presumably directly
associated with such events and can be investigated based on the study of phylogenetic
patterns among lineages and interpreted according to recent advances in the field of plate
tectonics in South America throughout the Cenozoic. Phylogenetic studies using molecular
markers have contributed to a better understanding of the hierarchical patterns of the fish
fauna genealogy and distribution, and corroborate biogeographic hypotheses. It is expected
that the use of molecular markers such as mitochondrial DNA (mt DNA) would tell the
deepest levels of phylogenetic divergence by presenting a rapid evolutionary rates in
animal populations and being transmitted mostly through maternal lineage, without
recombination, consisting in a useful tool in phylogenetic studies at populations levels. In
this study, 77 specimens of Jupiaba acanthogaster collected at 15 different locations in the
Paraguay, Xingu and Tapajés basins were analyzed and sequenced using the enzymatic
gene Cytochrome Oxidase subunit 1 of mt DNA. The relatively high genetic distances,
large number of unique haplotypes, the formation of three sets in the haplotype network by
many mutational steps, significant Fst values and setting values above eight-step
mutations, indicate that the populations of Paraguay, Tapajos and Xingu are evolutionarily
distinctly lineages without reproductive connectivity that can produce gene flow between
them.

Keyword: Phylogeography, Jupiaba acanthogaster, Upper Paraguay river basin and
Geology.
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1. INTRODUCAO

A moderna bacia do rio Paraguai drena uma area de cerca de 1,1 milhdes de km2 na
América do Sul, com cabeceiras no Brasil, Bolivia, Paraguai e Argentina, desaguando na
bacia do Prata (Parana-Paraguai). A bacia do Paraguai estende-se mais de 6.600 km de
norte a sul, e 3.300 km de leste a oeste. Faz limite ao norte com as Bacias do Tocantins,
Xingu, Tapajos, Guaporé e Marmoré.

A bacia do Paraguai drena a porg¢do central da América do Sul ha milhdes de anos,
e as origens das espécies aquaticas que habitam essa bacia tem sido objeto de investigacao
cientifica por mais de um século (CARVALHO e ALBERT, 2011).

A formagdo da ictiofauna da bacia do alto Paraguai teve influencias de bacias
vizinhas (HUBERT E RENNO, 2006; MENEZES et al., 2008; RODRIGUEZ et al.,2008).
Carvalho e Albert (2011) revisaram as semelhancas entre as ictiofaunas da bacia do alto
Paraguai e a bacia Amazonica. Acreditam que a composicdo taxonémica da bacia do
Paraguai pode ser explicada em grande parte pela migracdo de peixes de cabeceiras sulistas
afluente da bacia Amazdnica: o0 Mamoré-Guaporé, Tapajos, Xingu, e Tocantins e, que a
fauna de peixes de agua doce do Paraguai ndo evoluiu em isolamento daquela de regides
adjacentes.

Varias espécies de peixes distribuidas no Planalto Central Brasileiro ndo tem sua
distribuicdo delimitada por divisGes de bacias. Em vez disso, essas espécies ocorrem em
mais de uma bacia hidrografica. Jupiaba acanthogaster, por exemplo, apresenta uma
ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo em riachos de vérias drenagens do Planalto
Central Brasileiro, incluindo a dos rios Paraguai, alto Tapajos, Xingu e Tocantins (LIMA e
RIBEIRO, 2011), ocorrendo em rios que drenam o Escudo Brasileiro, em aguas léticas
(LIMA e RIBEIRO, 2011). Este padréo de distribuicdo geografica sugere a ocorréncia de
constantes trocas faunisticas entre bacias hidrograficas adjacentes gracas a atividade
neotectdnica (RIBEIRO, 2006 e RIBEIRO et al., 2006).

A formulacdo e o teste de hipOteses gerais sobre a diversificacdo de peixes
neotropicais requerem conhecimento sobre sua filogenia e distribuicdo no tempo e no
espaco (LUNDBERG, 1998). Aspectos histéricos que levaram a distribuicdo
contemporanea das espécies, e consequentemente, das linhagens génicas sdo enfocados
pela filogeografia, uma subdisciplina da biogeografia (AVISE et al., 1987). O

entendimento de tais processos torna possivel a inferéncia de modelos hierarquicos de
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diferenciacdo genética e de estrutura filogeogréfica, que refletem, assim, a historia
geogréfica da regido (BEHEREGARAY et al., 2002).

Buscando respostas para essas questbes, analises utilizando marcadores
moleculares tém colaborado para um maior entendimento dos padrdes filogenéticos da
ictiofauna, podendo corroborar hipdteses e auxiliar no esclarecimento de problemas
biogeograficos ainda ndo totalmente compreendidos. Para isso, a utilizacdo de DNA
mitocondrial (DNAmt) nos oferece grande contribuicdes para obter um maior
entendimento dos padrdes hierarquicos de distribuicdo geografica. E esperado que ele nos
informe os niveis mais profundos de divergéncia filogenética (SUNNUCKS et al., 2000)
principalmente por apresentar uma evolucdo rapida nas populacdes da maioria dos animais
e ser transmitido, com raras excecdes, pela linhagem materna, sem recombinagédo
intermolecular, sendo por isso uma ferramenta muita utilizada em estudos filogenéticos a
nivel de populagdes (AVISE et al., 1998).

O desenvolvimento de técnicas moleculares foi mais um pré-requisito importante
para a filogeografia. Vérias técnicas de analise estatistica e desenvolvimento de alguns
softwares possibilitaram a construcdo de arvores filogenéticas em nivel intra-especifico
(populacional), a avaliacdo da diversidade de nucleotideos e hapl6tipos, e distancias
genéticas, bem como a estimativa de diferentes pardmetros que descrevem a histéria
demogréfica dos grupos investigados (NEI, 2000).

Peixes de agua doce sdo excelentes modelos de estudo para analises biogeograficas
por apresentarem distribuicOes restritas a sistemas de drenagem de lagos e rios. Portanto
sua evolucgéo e eventuais eventos de vicariancia e disperséo estdo relacionadas com eventos
paleogeogréaficos das bacias (DURAND et al., 1999; PFRENDER et al.., 2004).

A historia biogeogréafica de Jupiaba acanthogaster reflete os principais eventos
geologicos responsaveis por modelar a atual feicdo do Planalto Central Brasileiro. Para
entender essa histéria complexa é necessario considerar alguns aspectos importantes da
estrutura geologica do continente Sul-Americano e da forma como esta antiga estrutura
responde as mais recentes forcas globais tectonicas (LIMA e RIBEIRO, 2011).

O divisor de aguas entre a bacia Amazénica e do Alto Paraguai é uma estrutura
geomorfologicamente complexa, tanto em termos de sua geografia fisica quanto em termos
de sua longa histdria tectdnica. Os limites precisos das bacias e das suas varias sub-bacias
tém, presumivelmente, se deslocados varias vezes ao longo dos milhdes de anos
(CARVALHO e ALBERT, 2011).
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Os principais eventos responsaveis pela formacdo da bacia do Alto Paraguai foram
a ruptura da Gondwana, e o soerguimento da cordilheira dos Andes, ao longo da margem
ocidental da Ameérica do Sul, a partir da era Mesozoica (MCQUARRIE et al., 2005; UBA
et al., 2006; RIBEIRO, 2007; MENEZES et al., 2008).

A ruptura da Gondwana desencadeou a separacdo dos Paleocontinentes Sul-
Americano e Africano, e a formagdo do Oceano Atlantico, um processo gradativo que
culminou a aproximadamente 90 Ma (CESERO e PONTE, 1997). Ao redor dos
paleoplanaltos, houve a reativacdo de grandes faixas de rochas dobradas e falhas pre-
cambrianas (RIBEIRO, 2007).

Concomitante ao processo de ruptura continental, a plataforma brasileira interagia
na sua margem oeste com a placa de Nazca, gerando a cordilheira dos Andes, desde o
periodo Cretaceo. Ao longo do processo de soerguimento dos Andes, no Eoceno médio e
Oligoceno inferior, a paleobacia do Alto Paraguai se estendeu para o oeste (ASSINE, 2004)
e capturou fragmentos da paleodrenagem Amazonica, permitindo a troca de sua ictiofauna.

A origem da bacia do Alto Paraguai teve influencias do processo de formacdo dos
Andes, durante o Mioceno (ASSINE, 2004; UBA et al., 2006), na regido sub-andina, ao
sopé do cinturdo dobrado que desenvolveu em um conjunto de terras baixas, em que terras
altas adjacentes se incorporaram com 0 avan¢o da carga tectonica, a Bacia de Antepais
(LIMA e RIBEIRO, 2011). A Bacia de Antepais desenvolveu-se como resultado da
deformacdo da litosfera em resposta a flexdo do encunhamento orogénico da supralitosfera
e sublitosfera. Essa flexdo da litosfera sob carga estatica gerou baixa flexdo proximal ao
ordgeno, que migra com o avan¢o da carga para o leste (UBA et al., 2006), formando o
“Forebulge” (Arco flexural). Como a deformagdo do orégeno avangou para leste, 0s
sedimentos dessa bacia foram incorporados ao Andes, e a bacia de Antepais e 0 arco
flexural migraram para o leste (LUNDBERG et al., 1998). Durante o Gltimo evento de
compressdo ao longo da faixa andina (~ 2,5 Ma), o Forebulge se encaixou nas falhas entre
os paleoplanaltos (Cratons) originando o Pantanal Matogrossense (ASSINE, 2004).

Neste contexto, o estudo da filogeografia de Jupiaba acanthogaster pode
contribuir para testar hipoteses sobre a formacéao da ictiofauna do alto Paraguai, que surgiu
de uma histdria complexa dos sistemas fluviais, associada a bacia Amazonica, em relacéo a

evolucéo paleografica.
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2. OBJETIVOS

Testar hipdteses que expliquem qual a sequéncia de eventos de vicariancia na
regido do Planalto Central Brasileiro, decorrentes da historia paleogeografica da regido,
que ocasionaram a atual distribuicdo espacial e temporal nas populacdes de Jupiaba

acanthogaster.
Os objetivos operacionais foram:
a. Sequenciar segmentos do gene Citocromo Oxidase subunidade | (COI) do DNA

mitocondrial de exemplares de Jupiaba acanthogaster;

b. Inferir a distribuicdo espacial e temporal, verificando a estruturacdo haplotipica,
sequéncia de eventos de vicariancia, expansdo e contracdo populacional, que as

populacdes estudadas passaram ao longo de sua histdria evolutiva;
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Espécimes Coletados.

Foram analisadas amostras de um total de 77 exemplares de Jupiaba acanthogaster
(Figura 1) coletados em 15 localidades distintas (Tabela 1) que abrangem as trés bacias
hidrogréficas do estado de Mato Grosso (do Paraguai, do Xingu e do Tapajos), assinalados
na Figura 2. Um exemplar da espécie Jupiaba polylepsi foi analisado e utilizado como
grupo externo. Foram obtidos fragmentos de tecidos de todos os espécimes a partir de
nadadeira ou musculatura, os quais foram preservados em etanol absoluto a -20°C e
depositados na colecdo de tecidos do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes,
Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil. Os exemplares foram fixados em formol 10% e conservados em alcool 70% sendo
depositados na Colecéo de Peixes do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal de

Mato Grosso, Cuiaba, Brasil.

Foto: Alexandre C. Ribeiro

Figura 1.Exemplar de Jupiaba acanthogaster (Depositado na colecdo de peixes da UFMT).
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Figura 2. Regido do Planalto Central Brasileiro e as localizagdes dos espécimes utilizadas no presente
trabalho. Os ndmeros indicam os pontos de amostragem (1-Rio Culuene, 2- Cérrego Sao Francisco, 3- Rio
Cuiab4, 4- Rio Cdxipo-a¢u, 5- Rio Salobra, 6- Rio Taquari, 7- Ribeirdo dos veados, 8- Rio Paciéncia, 9- Rio
Angelim, 10- Rio Aricad-mirim, 11- Corrego Pinguela, 12- Rio Paraguai (Corumbd), 13-Rio Paraguai
(S.Araras), 14- Rio dos Patos, 15- Rio Piquiri), e as letras os principais rios das bacias (A- Rio Xingu, B- Rio
Arinos, C- Rio Paraguai) (as coordenadas geogréficas estdo listadas na Tabela 1).



Tabela 1. Relagdo de localidades dos exemplares utilizados nas analises filogenéticas e seus
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da UNESP, Campus Botucatu.
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respectivos dados sobre localidade de coleta, e os nlmeros dos tecidos do

Drenagem Municipio Latitude Longitude Numeros dos tecidos (LBP)
1 Rio Culuene Paranatinga -13°50° 56.99" -53° 15'22.99" 50142 — 50146, 58240
2 Cérrego Séo Francisco Coxim | -18°30'38.1" -54°46'05.1" 14058
3 Rio Cuiaba Cuiaba (Manso) -15°19'7.16" -56°00'31.8" 28212-28214
4 Rio Coxipo-acu Chapada dos Guimaraes -15°07.36' -55°58.53' 36218-36222
S Rio Salobra Céceres - 15°19'53.5' -57°11'31.1" 41778, 41781
6 Rio Taquari Diamantino -14°09'14.9' -56°05'41.6" 43401
7 Ribeirdo dos veados Coxim Il -18°25'24.4" -54°50'05.9" 49905,49907-49909
8 Rio Paciéncia Cuiaba (Paciéncia) -15° 21'14.99" -55° 53' 35.99" 50147 — 50151, 58243-58244
9 Rio Angelim Nova Olimpia -14° 45'51.99" -57°17'5.69" 50152 — 50156, 58248-58252
10 Rio Arica-mirim Santo Antonio -15° 45' 43.99" -55° 39' 16.99" 50167-50171,58263
11 Cérrego Pinguela Alto Araguaia -17°18'37.11" -53° 32'22.81" 50172-50176,58269-58271
12 Rio Paraguai Corumba -17°55'16.0" -57°28'31.6" 56393-56394,56386-56397
13 Rio Paraguai Serra das araras -15° 39'8.06" -57°12'50.12" 58001-58005
14 Rio dos Patos Nova Mutum | -13° 45' 30.94" -56° 3' 14.45" 50157-50161, 58253, 58257
15 Cérrego Piquiri Nova Mutum 11 -13°48'30,36" -56°08'38,71" 50162-50166, 58258-58260,58262
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3.2. Extracdo de DNA, PCR e Sequenciamento.

O DNA gendmico total foi isolado de nadadeiras e/ou tecidos musculares de
cada espécime usando os kits de extracdo de DNA DNeasy Tissue (Qiagen) e Phire
Animal Tissue Direct PCR (Finnzymes), seguindo o protocolo recomendado pelos
fabricantes. Um fragmento (~650 pb) do gene mitocondrial Citocromo ¢ oxidase
subunidade | (COIl) foi amplificado por PCR usando o conjunto de primers: FishF1 5’-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3* e FishR1 5-TAGACTTCTGGGT
GGCCAAAGAATCA- 3* (Ward et al. 2005). As PCR foram realizadas em um
termociclador (MJ Research, INC, modelo PTC-100_ Programmable Thermal
Controller) com volume final de reacdo de 12,5 ul, contendo 0,3 ul de ANTP (2Mm),
1,25ul 10X Taq buffer ( 50 mM KCI, 10mM Tris — HCI, 0.1% Triton X-100, and 1,5
mM MgCl ), 0,3 ul de cada primer (10 uM), 0,7 ul MgCl ; (50mM), 0,05 ul Tag-Pht
DNA polymerase (5U), 1 ul de DNA (10-20 ng), e agua ultrapura. As condicdes gerais
de termociclagem consistiram em um ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 min
seguidos de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por
30 segundos, extensdo a 72°C por 60 segundos, seguidos de um passo final de extensao
a 72°C por 10 minutos. Os produtos de amplificacdo foram aplicados em um gel de
agarose 1% para verificacdo do sucesso de amplificacdo e corados utilizando o corante
Blue Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia). O marcador de peso molecular
conhecido, “1 Kb Plus”, foi utilizado para checar o tamanho do fragmento amplificado.
Os produtos da PCR foram purificados com o kit comercial ExoSap-IT® (USB
Corporation), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Os produtos amplificados
e purificados foram utilizados como molde para as reagdes de sequenciamento, a qual
foi realizada em um volume final de 7,0ul, contendo 0,7ul do Kit “Big Dye TM
terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems), junto com
0,35ul (10uM) de um dos primers, 1,05ul de Tampé&o 5X, agua e 1,4 ul de DNA molde.
As condicOes da reagdo de sequenciamento consistiram em um ciclo inicial a 96°C por
120 segundos para desnaturacdo, seguido de 30 ciclos a 96°C por 45 segundos para
desnaturacdo, 50°C por 60 segundos para anelamento dos primers e 60°C por 120
segundos para a extensdo da cadeia. O produto da reagdo de sequenciamento foi
purificado com Acetato de Sddio/ Acido tetracético etilenodiamino/ Alcool seguindo o

protocolo sugerido no Kit “Big Dye TM terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready
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Reaction” (Applied Biosystems). Todas as amostras foram sequenciadas no
sequenciador automatico ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Todas as
sequéncias futuramente serdo depositadas no GenBank e no Barcode of life Data
Systems (Project EFUPR).

3.3. Analise dos dados

3.3.1 — Anélise das sequéncias de DNA

As sequéncias obtidas foram analisadas com o software SeqScape® v2.6
(Applied Biosystems) para obtengéo das sequéncias consenso e checar a ocorréncia de
delecdes, insercGes e stop cddons. As sequéncias foram alinhadas usando a versdo
online do algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) disponivel no site
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/).

Foram calculados os valores de distancia genética entre e dentro dos grupos
observados no dendrograma de Neighbor-Joining (NJ) usando o modelo de distancia
K2P no programa MEGA 5.0.

3.3.2 - Anélises Populacionais

A andlise de variancia molecular (AMOVA), implementada no software
ARLEQUIN 3.5.1.2 (EXCOFFIER et al.,2005), foi realizada para verificar a propor¢éao
da variacdo genética encontrada entre os grupos, entre as localidades dentro dos grupos
e dentro das localidades. Os calculos foram baseados no indice de estruturacdo genética
Fst e a estruturacdo em grupos correspondeu a observada no dendrograma de NJ obtido.
O grau de estruturacdo genética entre as localidades foi obtido pelo indice Fsr,
calculado para cada par de localidades com significancia de p<0,05 e com 1023
permutacdes (EXCOFFIER et.al., 2005).

3.3.4 - Analise Filogeografica

Foi construida uma rede de hapl6tipos com o auxilio do programa Network
45.1.6 (FLUXUS TECHNOLOGY LTDA, 2009) para inferir as relagdes evolutivas
entre os haplétipos obtidos.

Para verificar as relagdes entre os espécimes analisados foi construido um
dendrograma pelo método de Neighbor-Joining (NJ) e uma &rvore de Maxima

Parcimébnia (MP), utilizando-se 0 modelo de evolucdo Kimura-2-Pardmetros (K2P)
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(KIMURA, 1980) com o software Mega 5.0 (TAMURA et al., 2011). Para testar a
robustez, do dendrograma obtido pela analise de Neighbor-Joining e da &rvore de
Méxima Parcimonia, foi aplicado o método de bootstrap utilizando 1000 pseudo-
réplicas em ambas as analises.

A rede de haplotipos e a arvore de MP foram utilizadas na construgdo de um
cladograma resolvido de érea, por reconstrucdo manual, inferindo relagBes entre a
histéria geografica, temporal e de distribuicdo das populacGes analisadas. Este
cladograma de area foi utilizado para se estabelecer hipdteses que expliquem a historia
evolutiva da regido e assim explicar o padrdo de distribuicdo atual da espécie Jupiaba
acanthogaster.
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4. RESULTADOS

Foram obtidas as sequéncias parciais do gene mitocondrial COIl de 77
espécimes, de 15 localidades (Figura 2). O tamanho médio das sequéncias obtidas foi de
644 pb. A composicdo média de bases para este fragmento do gene COI nas amostras
estudadas foi de 22,36% de adenina (A), 28,29% de citosina (C), 20,19% de guanina
(G) e 29,14% de timina (T). Nenhuma das sequéncias apresentou stop-codons, inser¢des
ou delecdes.

Inicialmente foram obtidos os valores de distancia genética K2P para as 16
localidades amostradas, as 15 localidades mais o grupo externo, 0s quais apresentaram
valores variando de 0,1% (GP2XGP3; GP9XGP14; GP9XGP15) a 5,5% (GP1xGP7)
(Tabela 2).

Tabela 2. Distancia genética K2P obtida entre as 15 localidades amostradas (Os nimeros indicam as localidades (Tabela 1)). Em

negrito, o valor médio da distancia genética observada dentro de cada localidade. Linha 16 = comparagdo com grupo externo.
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O dendrograma de NJ obtido mostrou que estas 16 populacfes se dividem em
trés grandes grupos principais (Figura 3), com altos valores de suporte, 0s quais foram
denominados de grupos A, B e C (Figura 3). Com este resultado, as localidades foram
reagrupadas dentro desses trés grupos principais para as analises posteriores. Os valores
de distancia genética K2P obtidos entre os grupamentos A, B e C foram de 4,9% (CxA),
2,4% (CXB) e de 5,1% (BxA) (Tabela 3). A valor médio da distancia genética K2P
dentro de cada grupo variou de 0,3% a 1,0% (Tabela 3).
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Figura 3. (Pagina anterior) Dendrograma de Neighbor-joining obtido a partir das sequéncias parciais do
gene COI evidenciando a presenca de trés grupos (A(B+C)). Os valores acima dos nds representam o
suporte estatistico de NJ bootstrap (1000 pseudo-réplicas). Os nimeros dos peixes representam 0s

nameros dos seus respectivos vouchers, e na frente a drenagem da coleta.

Tabela 3. Distancias genéticas K2P obtidas entre os trés grupos formados (Grupo A é formado pela
populacdol; o Grupo B pelas localidades 14 e 15; o Grupo C pelas localidades 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 ¢
13 e 0 OUT representa o grupo externo (J. polylepis)). Em negrito estd o valor médio da distancia
genética K2P obtida dentro de cada grupo.

Grupo C Grupo A Grupo B Group Out
Grupo C 0,010
Grupo A 0,049 0,003
Grupo B 0,024 0,051 0,003
Grupo externo 0,278 0,270 0,272 -

4.1. Andlise Populacional

A diversidade nucleotidica geral (wr) foi de 0,0027821 e a diversidade haplotipica
(Hd) foi de 0,580586 (Tabela 4).

As sequéncias obtidas definiram 29 haplétipos, ndo sendo observado nenhum
hapl6tipo comum a todas as localidades amostradas. O haplétipo 15 foi compartilhado
entre trés localidades (Rio Angelim, Rio Paraguai (Corumba) e Rio Paraguai (Serra das
Araras)), sendo o mais frequente. Os haplétipos 4-5, 7-8, 9-10-11-13-26, 16-28 e 20-21-
22-23 foram exclusivo a uma Unica localidade, sendo Rio Cuiaba, Rio Salobro, Ribeirdo
dos Veados, Rio Culuene, Rio Angelim, Rio dos Patos e Rio Arica-mirim,

respectivamente (Tabela 5).

Tabela 4. Diversidade genética observada nas diferentes localidades de J .acanthogaster (Tabelal). N=
tamanho de amostra; H= ndmero de haplétipos; Hd= diversidade haplétipica; Pi (m)= diversidade
nucleotidica.

Localidades N H Hd Pi (m)
1 6 6 1.000 0.002903
2 1 1 1.000 0.000
3 3 2 0.6667 0.001037
4 5 1 0.000 0.000
5 2 2 1.000 0.001555
6 1 1 1.000 0.000
7 4 3 0.8333 0.005443
8 7 4 0.7143 0.014219
9 10 3 0.3778 0.001175
10 6 4 0.8667 0.009124
11 8 1 0.000 0.000
12 4 2 0.5000 0.000778
13 5 1 0.000 0.000
14 7 2 0.2857 0.000444
15 8 3 0.4643 0.005054




Tabela 5. Distribuicdo das amostras de acordo com as localidades (Tabela 1) e hapl6tipos de Jupiaba acanthogaster. (-) haplétipos ndo encontrados.

Localidades Haplotipos
1 2 3 6 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

1 - - - - 1 1 1 1 - - - - - - - ..o 1 - -
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
8 - - 4 - T A
9 - - - - - - - - -8 1 - - - e
10 - - - - T
11 - - - - e T - H
12 - - - - - - - - - 3 - - - - - - - - - 1 - - - -
14 - - - - - - - - - - - 6 1 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - - 6 - 1 - - - - - - - - - 1
Total 1 7 5 3 1 1 2 1 1 16 1 12 1 1 2 1 2 1 8 1 1 1 1 1
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A Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) considerando os trés grandes
grupos formados (Grupos A, B e C) mostrou que as variagdes sdo maiores entre 0s
grupos do que dentro de cada grupo e entre as localidades dentro de cada grupo (Tabela
6), ou seja, existe um maior percentual de variacdo entre 0s grupos.

Os valores de estruturacéo genetica de Fst par-a-par demonstraram a ocorréncia
de subdivisdo nas localidades que foi significativa (p<0,05) entre alguns pares de
localidades de Jupiaba acanthogaster, com valores variando de —0,555 a 1,000 (Tabela
7). A anélise de estruturagdo genética Fst par a par considerando-se os grupos A, Be C
apresentou valores altamente significativos (p<0,05) variando de 0.655 a 0.937 (Tabela
8).

Tabela 6. Analise da variancia molecular (AMOVA), Fsr, Fcr e Fsc entre as localidades de J.
acanthogaster nas quinze localidades (Tabela 1). SignificAncia do teste (1023 permutaces).

Fonte da variacdo Graus de Soma dos Componentes de  Porcentagem de
liberdade guadrados variancia variacgéo

Entre os grupos 2 253.515 6.87518 Va 69.49

Entre localidades 12 122.119 1.89665 Vb 19.17

dentro dos grupos

Dentro das 62 69.561 1.12195 V¢ 11.34

localidades

Total 76 445.195 9.89378

Fst: 0.88660 Fc7:0.69490 Fsc:0.62832
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Tabela 7. Diferenciacdo genética Fsr entre os pares de localidades de J. acanthogaster . Os nimeros indicam as localidades (Tabelal). Nivel de significancia de p<0,05 em
1000 permutacdes, *dados significativos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 0.00000
2 0.94227 0.00000
3 0.94830* 0.94286  0.00000
4 0.96473*  1.00000 0.18919 0.00000
5 0.94436*  0.60000 0.92336 0.98073*  0.00000
6 0.93636 1.00000  0.93103 1.00000 0.77778 0.00000
7 0.91487*  0.39130 0.76471*  0.85149*  0.51958 -0.55556  0.00000
8 0.77472* 0.36634 -0.10546  0.09410* 0.43706 0.25581 0.44281*  0.00000
9 0.95916*  0.82828 0.90541*  0.93625* 0.72689*  0.68519 0.54762*  0.58701*  0.00000
10 0.87015* 0.58095 0.22034* 0.41281* 0.61630* 0.51111 0.59414*  0.09313* 0.73261*  0.00000
11  0.97338* 1.00000 0.98269*  1.00000* 0.96253*  1.00000 0.54161*  0.62205*  0.70428*  0.77033*  0.00000
12 0.95280* 0.88235 0.92835* 0.97396* 0.76879*  0.77778 0.42857*  0.46039*  0.00210 0.63303*  0.87335*  0.00000
13 0.96349* 1.00000 0.97079* 1.00000* 0.91597*  1.00000 0.51613* 0.50380* -0.03659  0.68101*  1.00000*  0.06250 0.00000
14 0.96587* 0.98333  0.97418* 0.98869* 0.97504*  0.98113 0.90340*  0.71795*  0.95757*  0.80255*  0.99067*  0.97329* 0.98698*  0.00000
15 0.91026* 0.81022 0.81169* 0.85673* 0.81439* 0.78512 0.77017* 0.61988* 0.86011* 0.67669*  0.88496*  0.82265* 0.84606* -0.01538 0.00000

Tabela 8. Diferenciacdo genética Fst entre os pares de clados. Nivel de significancia de p<0,05 em 1000 permutacdes, *dados significativos.

CLADO A B C
A 0.00000
B 0.93694* 0.00000
C 0.80646* 0.65518* 0.00000
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4.2 — Andlise Filogeogréfica

A rede de haplotipos (Figura 4) confirmou a presenca de trés agrupamentos
(Grupos A; B; C), os quais sdo separados por 23 (AxC), 34 (AxB) e 8 (CxB) passos
mutacionais (Figura 4). As localidades dentro de cada grupo apresentaram haplétipos
relacionados, alguns até mesmo compartilhados, evidenciando o grau de relacionamento
entre as mesmas. Estes resultados corroboram aos observados nas analises de distancia

genética K2P, populacionais e com o dendrograma de Neighbor-Joining obtido.
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Figura 4. Rede de Haplotipos com agrupamentos de localidades de coleta formando trés areas geograficas
(GRUPO A;B;C), os riscos com numeros indicam os passos mutacionais de uma haplétipo ao outro, os
circulos indicam os hapl6tipos e a cor, a localidade que ele esta presente. GRUPO A= AZUL (1: Rosa
Escuro) ; GRUPO B = VERDE (14: Cinza Escuro e 15:Cinza Claro) e GRUPO C= VERMELHO ( 2:Azul
Claro; 3:Azul Médio; 4: Preto; 5: Laranja.; 6:Roxo Claro; 7: Azul Escuro; 8: Branco; 9: Verde Escuro;
10:Rosa Claro; 11:Roxo Escuro; 12:Verde Claro; 13: Amarelo). Os nimeros indicam as localidades (Veja a
Tabela 1).

Na analise de méaxima parciménia atingiu uma topologia semelhante com o
dendrograma de Neighbor-Joining, com pequenas diferencas na posicao de alguns taxons.
Na arvore, também foi possivel distinguir trés grandes grupos, muito bem suportados. O
primeiro corresponde ao grupo "A™ (Xingu), o "B" (Tapajés) e o "C" (Alto Paraguai)
(Figura 5).
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Figura 5. (Pagina anterior) Arvore filogenética de Jupiaba acanthogaster obtido a partir da analise de
Maxima Parcimonia. Os valores acima dos nds representam o suporte estatistico de MP bootstrap (1000
pseudo-réplicas). Os nimeros dos peixes representam 0s nimeros dos seus respectivos vouchers, e na frente
a drenagem da coleta.

O Cladograma de areas evidéncia as relacfes entre as areas em, que as localidades
de Jupiaba acanthogaster ocorrem, formando trés clados (GRUPO A = XINGU; GRUPO
B= TAPAJOS; GRUPO C= ALTO PARAGUAI)), representado na Figura 6.

Figura 6. Cladograma de area com base na analise de Maxima Parcimbnia e distribuicdo da espécie de

Jupiaba acanthogaster. Os retangulos indicam os Grupos.
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5. DISCUSSAO

O DNAmt é reconhecido como uma excelente ferramenta para se analisar
diferencas genéticas em populacBes animais (AVISE, 2000) e os resultados desse estudo,
com as sequéncias parciais de COI de 77 amostras da espécie Jupiaba acanthogaster,
corroboram essa afirmativa. Foi utilizada a anélise de variancia molecular, AMOVA, que
encontrou altos indices de estruturacdo entre os trés clados (Fst ~0,89), com o porcentual
de variacdo entre eles de 69,49. Nas andlises entre os pares, 0s indices de estruturacao
apresentaram diferencas com forte estruturacdo entre 0s grupos, porém com uma maior
diferenciacdo entre A e B (Fst=0,94) e distancia genética (K2P=0,051). E uma maior
relacdo entre B e C mostrado pelo menor indice de distanciamento genético (Fst=0,65518)
e distancia genética (K2P=0,024). Uma diferenciacdo com um nivel intermediario foi
observado entre A e C (Fst= 0,81) e distancia genética ( K2P=0,049). Considerando que, a
amplitude dos valores de Fst seja, de 0 a 0,05 indicando uma pequena diferenciacao
genética; de 0,005 a 0,15 moderada; de 0,15 a 0,25 grande; e >0,25 indicam diferenciacdo
genética muito grande (HARTL e CLARK, 2010), os valores de Fst dos trés grupos
apresentaram niveis de divergéncias muito grande, compativeis com a delimitacdo de trés
possiveis espécies distintas. Nao sendo evidenciadas ao identificar os espécimes, por nao
apresentarem diferencas significantes na parte morfoldgicas. O que foi observado em
populacdes de Piabina argentea da Bacia do Alto Parana, no qual os indices de Fst foram
utilizados para caracterizar a existéncia de sete diferentes espécies (PEREIRA et al., 2011).

A arvore de MP apresentou topologia semelhante ao dendrograma de Neighbor-
Joining. Porém, os n6s com baixos valores de bootstrap, alguns iguais a zero, que sao,
provavelmente, devido a esses individuos serem da mesma espécie. As topologias
observadas entre o dendrograma de NJ, a arvore de Méaxima Parcimonia, o cladograma de
areas, e a rede de haplotipos originadas a partir de sequéncias parciais do gene COI
evidenciaram os niveis de relacionamentos entre as localidades de Jupiaba acanthogaster e
possibilitou a visualizacdo das diferengas entre os clados com alto grau de significancia
nos valores de bootstrap nos ramos do dendrograma e na rede haplotipica com um ndmero
significativo de passos mutacionais entre os haplétipos de clados distintos. Desta forma, foi
constatada uma maior semelhanca genética entre os grupos B e C. Sendo A, embora com
uma distancia maior, também mais relacionado a C do que o B. A presenca de haplotipos
unicos em algumas populagdes, como de Jupiaba acanthogaster, sugere que pode estar em
curso alguma diferenciacdo entre essas localidades (TEMPLETON, 2006).
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As distancias genéticas relativamente altas, a grande quantidade de haplétipos
exclusivos, a formacdo de trés conjuntos na rede haplotipica por muitos passos
mutacionais, os valores de Fst significantes e a fixacdo de valores acima de oito passos de
mutacgdes, indicam que as localidades do Paraguai, Tapajos e Xingu estdo se tornando
evolutivamente distantes e que ndo exista conectividade reprodutiva que possa produzir
fluxo génico entre elas.

Os resultados do presente estudo apontam para uma sequéncia de eventos
cladogenéticos que, provavelmente, envolvem inicialmente um evento mais antigo que
ocasionou a separacdo da Bacia do Rio Xingu (Grupo A) da paleobacia, formada pelos
Grupos B (K2P=0,051) e C (K2P=0,049) (Bacia dos Tapajos e do Alto Paraguai,
respectivamente). E um evento mais recente, entre as Bacias dos Tapajos (Grupo B) e do
Alto Paraguai (Grupo C) (K2P=0,024), sendo demonstrada a relacdo entre essas bacias
através do cladograma de areas (Figura 6) e nas distancias genéticas entre 0s grupos.

O principal evento geoldgico que ocasionou a separagdo dos Grupos B e C foi a
expansdo da Bacia de antepais (Chaco) e do arco flexural (Pantanal), que tornou o
Pantanal, uma barreira ecoldgica para algumas espécies, relictuais, que apresentam sua
distribuicdo periférica ao Pantanal como a de Jupiaba acanthogaster, revisada por Lima e
Ribeiro (2011) (Figura 7), e Oligosarcus pintoi (RIBEIRO, 2007).

Uma forte evidéncia desses eventos geoldgicos que culminaram na separacdo de
areas planalticas por areas de planicies, do afundamento tectdnico de antigas areas
planalticas sob efeito da reativacdo de antigas falhas sdo percebidas a partir de
comparacgdes geomorfoldgicas entre as Serras da Provincia Serrana (Serra das Araras) e
Chapada dos Guimaraes. De acordo com Ross (1991), estas duas regides serranas
constituidas de planaltos relictuais, hoje separadas pela depressdo tectonica do Alto
Paraguai constituem-se em areas topograficamente continuas, dadas as similaridades
geoldgicas e geomorfoldgicas entre estas duas regides.

Outra evidéncia é a presenca de espécies compartilhadas entre dois ou mais
sistemas hidrogeografico, que pode ser atribuida as espécies que estavam presentes em
uma paleo-4rea que abrange ambas as bacias antes da manifestacdo do processo
geoldgico/histdrico responsavel por configurar a presente arquitetura da bacia observada,
sugerindo um modelo de simples vicariancia (LIMA e RIBEIRO, 2011). A origem de
alguns tadxons da bacia do alto Paraguai poderem ser associados a estas alteracdes

hidrogeograficas tardias do Plioceno, como a bacia de antepais do Pantanal, que capturou
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alguns afluentes ocidentais do Tocantins, alto Parand e Paraguai superior (MENEZES et
al., 2008).

Eventos recentes de divisdo entre as bacias Amazonia e do Paraguai também podem
ter ocorrido, delimitando novas fronteiras e bacias hidrograficas (WILKINSON et al.,
2006). Como exemplificado por Menezes et al., (2008) e Rodriguez et al., (2008), e pelas
relacOes de area apresentados em Hubert e Renno (2006) e Lopez et al., (2008).

Hubert e Renno (2006) propuseram duas rotas de dispersdo entre as bacias
Amazonica e do alto Paraguai, indicados pela presenca de espécies compartilhadas. Eles
encontraram a unidade geogréfica Tapajos dentro da area Tocantins-Xingu de endemismo
aliada com a unidade geografica do Paraguai. Este resultado deriva da presenca
compartilhada de espécies restritas as cabeceiras do Paraguai e Tapajos.

Carvalho e Albert (2011), revisando o trabalho de Pearson (1937), indicaram a
semelhanga da ictiofauna do Paraguai com a ictiofauna Amazonica, sugerindo a origem
partir da Amazé6nia. Esta hipdtese faz varias predicdes filogenéticas e biogeograficas,
sendo testada através da utilizacdo de clados de peixes para 0s quais existam dados
adequados, e em cladogramas de areas com base na filogenia de diferentes taxa, indicando
que a diversificacdo inicial da maioria destes grupos realizou-se na bacia Amazonica.
Varios grupos sdo diversos em numero de espécies na bacia amazdnica e tem uma Gnica
espécie na bacia do Paraguai, que indica uma provavel direcdo de dispersdo da drenagem
Amazonica para a Paraguaia, como 0 género Hypoptopoma, Loricariidae, que apresenta
seis espécies na Bacia Amazonica, e apenas uma Unica espécie no sistema Paraguai-Parana
(SCHAEFER, 2003b). Do mesmo modo, que Hypoptopoma, existem alguns géneros que
sdo diversificados na Amaz6nia, mas tém apenas uma Unica espécie na bacia do Paraguai,
como o Pamphorichthys, Poecilidae, (LUCINDA, 2003); Trachydoras, Doradidae,
(SABAJ e FERRARIS, 2003); Xenurobrycon, (WEITZMAN, 1987; MOREIRA, 2005),
Brachychalcinus, Poptella, Characidae (REIS, 1989) e o género da espécie em estudo,
Jupiaba (ZANATA, 1997), que apresenta em torno de 28 espécies e apenas uma Unica
compartilhada entre as Bacias Amazénica-Paraguai, Jupiaba acanthogaster.

O estudo filogeografico com Jupiaba acanthogaster infere que a ictiofauna da
bacia do Paraguai, pelo menos para seus componentes associados e restritos as areas
planalticas da bacia, é formada principalmente por componentes de tdxons compartilhados
com os planaltos amaz6nicos adjacentes, em menor grau com a bacia do Prata. Assim, a

filogenética e dados biogeograficos sugerem uma historia complexa de vicariancia e
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dispersdo entre varias bacias hidrogréaficas, combinados com a evolucdo da ictiofauna da
bacia do alto Paraguai.

-80° -70° -60° -50° -40°
— — —

Figura 7. Distribuicdo de Jupiaba acanthogaster (pontos vermelhos). A &rea circundada de vermelho ¢ a

regido do Pantanal.
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6. CONCLUSAO

Os estudos moleculares com os segmentos do gene Citocromo Oxidase subunidade
I (COI) do DNA mitocondrial, dos exemplares de Jupiaba acanthogaster, forneceram
evidéncias de um isolamento entre os grupos (A, B e C), que limitou o fluxo génico entre
as localidades estudadas, podendo caracterizar cada grupo como uma espécie.

O estudo filogeografico com Jupiaba acanthogaster apontou uma sequéncia de
eventos cladogenéticos, que ocasionou a separa¢do do grupo A dos grupos B e C, e uma
separacao recente entre os grupos B e C, decorrente da migracédo da bacia de antepais e do
arco flexural para o leste, formando o Pantanal. Sendo evidenciado pela composicdo da
ictiofauna da bacia do Paraguai, de &reas planlticas, que é formada principalmente por
componentes de tdxons compartilhados com os planaltos amazénicos adjacentes

Ha necessidade de ampliar os estudos devido a outros trabalhos evidenciarem uma
grande relacdo na distribuicdo de espécies, por exemplo, na Bacia do Guaporé e do

Paraguai.
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