UDSON SANTOS

FILOGEOGRAFIA DE TRAIRAS Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
(Teleostei, Erythrinidae) DAS BACIAS HIDROGRAFICAS DA AMERICA DO
SUL

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduacdo em Genética e
Melhoramento, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2013



Ficha catalografica preparada pela Secdo de Catalogacao e
Classificacao da Biblioteca Central da UFV

T

Santos, Udson 1986-
S237f Filogeografia de trairas Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
2013 (Teleostei, Erythrinidae) das bacias hidrograficas da América

do Sul / Udson Santos. — Vigosa, MG, 2013.
x, 123 f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Peixe - América do Sul. 2. Biogeografia.
3. Geomorfologia. 4. Zoogeografia. 5. Peixe - Distribui¢ao
geografica. 6. Evolugdo (Biologia). 7. Peixe - Filogenia.
8. Citogenética. 9. Acido desoxirribonucléico. 10. Ictiologia.
I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Biologia
Animal. Programa de Pos-Graduagao em Genética e
Melhoramento. II. Titulo.

CDD 22. ed. 597.48




UDSON SANTOS

FILOGEOGRAFIA DE TRAIRAS Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
(Teleostei, Erythrinidae) DAS BACIAS HIDROGRAFICAS DA AMERICA DO
SUL

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduag@io em Genética e
Melhoramento, para a obtencgéo do titulo de
Doctor Scientiae.

Aprovada: 16 de julho de 2013.

Tadinig Mo Boneecr %&M/"W

Prof®. Tatiana Moura Barroca Pro LUIZ Orlando de Ollvelra
‘/v
Prof. Lucio Antonio de Oliveira Prof. Claudio Lisias Mafra de
Campos Siqueira

W

Prof. Jorge Abdala Dergam dos Santos
(orientador)




There are no facts, only interpretations (Friedrich Nietzsche 1844-1900).


http://www.goodreads.com/author/show/1938.Friedrich_Nietzsche

AGRADECIMENTOS

A minha familia: Jodo Batista Santos, Romilda Maria Ferreira Santos e Willian
Leandro dos Santos (brother), agradeco os exemplos de honestidade, compromisso
com seus objetivos e confianga, elementos indispensaveis para uma sélida formagéo
humana e profissional.

A minha querida Priscilla Caroline Silva, agradeco o companheirismo, amor, apoio e
cumplicidade.

Ao meu amigo Jorge Abdala Dergam, meus sinceros agradecimentos pela
oportunidade de desenvolver este trabalho, pela confianca, orientacfes e apoio.

Aos companheiros de laboratério, obrigado pela troca de experiéncias e amizade ao
longo dos anos.

Aos colegas que realizaram a coleta das amostras depositadas no banco de tecidos do
Laboratdrio de Sisteméatica Molecular da Universidade Federal de Vigosa, muito
obrigado por o terem feito. Em especial a Nicole Ibagon, pela coleta das
importantissimas amostras da bacia hidrografica do rio Magdalena.

Aos amigos de republica: Leonardo Araudjo, Marcio Gomes, Eduardo Guatimosim,
Alexandre Drumond, Marcos Clemente, Lucas Silva, Flavio Bastos, Danilo Paulucio
e Dalton Junior, muito obrigado pela troca de experiéncias e 6tima convivéncia.

Ao CNPq e ao programa de Pos-Graduacdo em Genética e Melhoramento da UFV,
obrigado pelo auxilio financeiro.

Por fim, meus sinceros agradecimentos a todos que contribuiram para a execucao
deste trabalho.

Obrigado!



INDICE

LISTADE FIGURAS.......cooi s Vv
LISTADE TABELAS........co oo Vi
RESUMO ... s vii
ABSTRACT ..o s iX
1. INTRODUGAO GERAL .....oivviiirieiieieisesissiesissssssssss s esssssssnens 1

1.1  AFILOGEOGRAFIA E UMA CIENCIA MULTIDICIPLINAR ....cocoviiiiiniiniiieien i 1

1.2 HOPLIAS MALABARICUS E UM COMPLEXO DE ESPECIES COM CARACTERISTICAS IDEAIS
PARA ESTUDOS FILOGEOGRAFICOS .....c.vcuieuiereiiiitestestestestesseeesessastessesaessesessesssssssessessessessesnns 4
1.3 A UTILIZACAO DO GENE MITOCONDRIAL ATPASE6 E NUCLEAR RAG2 E DE
INFORMAGOES CITOGENETICAS PARA ESTABELECER AS RELACOES GENEALOGICAS ENTRE AS

POPULACOES DE HOPLIAS MALABARICUS. .....cvvtiiurieitieietieesteeesteeestresssteessitessntessstaessnresanseeans 7
2. OBUIET IV OS . ..ottt ettt ettt e e e e e e e ettt e e e et e s e e tteeeeeean e etaeenaaaan 9
2.1 LT3 TR 9
2.2 Lt =TT oA 1= T 1P 9
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... oooeoeeeeeeeeeeeseseeeeeeeeeeeeeeeseseseseseresananenananns 11

I. CAPITULO 1: FILOGEOGRAFIA DE HOPLIAS MALABARICUS (BLOCH,
1794) (TELEOSTEI, ERYTHRINIDAE) DAS BACIAS HIDROGRAFICAS DOS

RIOS AMAZONAS E PARAGUAI ......oooeeeveeeeeeveeeeeee e 16
1. RESUMO .....oooiieeeeeeeeieeeeeesees s ee e ansns 17
2. INTRODUGAOD .....cooovieeieeeeeesesevee e tesiee s esn s sess s 19
3. MATERIAIS E METODOS .....oooivieeeeeeeeeeseeeseeieesseesees s sessnsssseessess s 23
4, RESULTADOS.......ovoieveetiecieeeeees s sees s s sessssess s snssanens 28
5. DISCUSSAQD ... sass s s sttt 39
6. REFERENCIAS.........ooovecieeceeees e sessee e ses s s ansns 49

Il. CAPITULO 2: BIOGEOGRAFIA HISTORICA DOS CARIOMORFOS DE
HOPLIAS MALABARICUS (BLOCH, 1794) (TELEOSTEI, ERYTHRINIDAE) NAS

BACIAS HIDROGRAFICAS DA AMERICA DO SUL ..o, 61
1. RESUMO ..ottt ane sttt enensens 62
2. INTRODUGAOD .....ooeieeeteeeecese et sas st 64
3. MATERIAIS E METODOS ......ovovieiiieeeieriseeeenes s senes s, 70
4, RESULTADOS. ..ottt enes s sttt 77
5. DISCUSSAD ...ttt enes sttt 89
6. REFERENCIAS ...ttt sttt ane s 109
CONCLUSOES GERAIS........coiieeeeeeeeteeeeeeses sttt sean st nes s 121



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1.1 RELACOES FILOGENETICAS DOS HAPLOTIPOS ATPASE6 DE HOPLIAS
MALABARICUS. ....tvieeitteeeiteeesiteeesteeesteeessteeesnteeesntaeesntaeesntaeesssaeesseeesaseeessneesseeennns 29
FIGURA 1.2 DISTRIBUICAO DOS HAPLOGRUPOS DE HOPLIAS MALABARICUS NAS BACIAS
HIDROGRAFICAS DOS RI0S CARONI (ILHA DE TRINIDAD), MAGDALENA, ORINOCO,
AMAZONAS, TOCANTINS, PARAGUAI E URUGUALL ....ooovviviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 30
FIGURA 1.3 REDES DE HAPLOTIPOS COM O GENE ATPASE6 REPRESENTANDO AS
DISPERSOES DE HOPLIAS MALABARICUS ENTRE AS BACIAS HIDROGRAFICAS DOS RIOS
AMAZONAS E PARAGUAL .....ccitiieeitiee ettt e sitee e sitee e sitee s steeesnteessaaeeesnaeeesneeessneeeanneens 31
FIGURA 1.4 DISTRIBUICAO DOS HAPLOTIPOS ATPASE6 DE HOPLIAS MALABARICUS NO
Escubpo CRISTALINO BRASILEIRO E NAS TERRAS BAIXAS DA AMAZONIA............ 34
FIGURA 1.5 REDE DE HAPLOTIPOS COM O GENE RAG2 EM POPULACOES DE HOPLIAS
MALABARICUS. ...utvieeitteeeiteeesiteeesiteeesbeeessbeeesnbeeesnteeessteeesabaeessseeesseaesaseeesseessnsenennns 36
FIGURA 1.6 HIPOTESES DE TEMPO DE DIVERGENCIA MOLECULAR ENTRE OS
HAPLOGRUPQOS DE HOPLIAS MALABARICUS. ....eeeiiivieeeiiiiieeeeeitreeeesetaeeeesenvaeeessnneeas 38
FIGURA 1.1 DISTRIBUICAO DOS HAPLOGRUPOS INDICADOS A PARTIR DO PADRAO DE
VARIACAO DO GENE ATPASEG DE HOPLIAS MALABARICUS. ......c.vveeiieeeiiieeeiieeeeineenn 78
FIGURA 1.2 ESTIMATIVAS DE TEMPO DE DIVERGENCIA MOLECULAR ENTRE OS
HAPLOGRUPOS E CARIOMORFOS DE HOPLIAS MALABARICUS E ROTAS DE DISPERSAO
A PARTIR DO NORTE/NOROESTE DA AMERICA DO SUL.......coviiuieeirieciieeireecreeeerenn, 80
FIGURA 11.3 REDE DE HAPLOTIPOS DO GENE ATPASE6 COM AS AMOSTRAS PRESENTES
NO HAPLOGRUPO 1 .oveeiiiiiiiiiee ettt 83
FIGURA 11.4 REDE DE HAPLOTIPOS DO GENE ATPASE6 COM AS AMOSTRAS PRESENTES
NO HAPLOGRUPO V. ..ottt 84
FIGURA I1.5 REDE DE HAPLOTIPOS DO GENE ATPASE6 COM AS AMOSTRAS PRESENTES
NO HAPLOGRUPO V. coiiiiiiiiiii ittt ettt e e e s sttt e e e e e e e e e s s saaarrae e e e e e e s sennnnees 85
FIGURA 11.6 CORRELACAO ENTRE O GENE NUCLEAR, HAPLOTIPO MITOCONDRIAL E

NUMERO DIPLOIDE EM HOPLIAS MALABARICUS. ...ceevvtueeiieeeeeeeeeneeeeeeeeeseeensnanseeeeeees 88



LISTA DE TABELAS

TABELA 1.1 AMOSTRAS DE TECIDOS DE HOPLIAS MALABARICUS DEPOSITADAS NO
LABORATORIO DE SISTEMATICA MOLECULAR BEAGLE (UFV) UTILIZADAS,
COORDENADAS GEOGRAFICAS E LOCAIS DE COLETA ...oitviiiesiiiiee e sriiree e sireee e 24

TABELA 1.2 DISTANCIA MOLECULAR MEDIA ENTRE HAPLOTIPOS ATPASE6 DO
HAPLOGRUPO AMAZONAS/ORINOCO COLETADOS NA BACIA HIDROGRAFICA
AMAZONICA E DO RIO TOCANTINS ...eeuviiiieitieiesiiesieete e steesieesesseessaeeesnessnaensesnes 35

TABELA 11.1 AMOSTRAS DE TECIDOS DE HOPLIAS MALABARICUS DEPOSITADAS NO
LABORATORIO DE SISTEMATICA MOLECULAR BEAGLE (UFV) UTILIZADAS,
COORDENADAS GEOGRAFICAS E LOCAIS DE COLETA .vviitieieeiesieesieenesraesie e e 71

TABELA 11.2 DISTANCIA MOLECULAR ENTRE E DENTRO DOS HAPLOGRUPOS GERADOS
PELAS ANALISES DE BAYESIANA E MAXIMA PARCIMONIA COM O GENE ATPASEG EM

POPULAGOES DE HOPLIAS MALABARICUS. .....c.vveeeeeeeseee s e eese et seeneeeneesen e seen s 79

Vi



RESUMO

SANTOS, Udson, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2013.
Filogeografia de trairas Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) (Teleostei,
Erythrinidae) das bacias hidrograficas da América do Sul. Orientador: Jorge
Abdala Dergam dos Santos. Coorientadores: Karla Suemy Clemente Yotoko e
Rubens Pazza.

A América do Sul é o continente com 0 maior nimero de espécies de peixes de agua
doce no mundo. Para compreender 0s processos responsaveis por esta espetacular
diversificacdo é preciso uma analise que inclua os processos paleoclimaticos,
geomorfoldgicos e paleohidroldgicos na cladogénese de taxons de ampla
distribuicdo. Este trabalho caracterizou os padrbes filogeograficos de Hoplias
malabaricus das bacias hidrograficas da América do Sul, utilizando sequéncias de
DNA (mitocondrial e nuclear) e dados citogenéticos, incluindo os resultados no
contexto paleohidrologico e de distribuicdo de fauna nessa regido. Duzentos e oitenta
e trés espécimes foram analisados. As analises de inferéncia bayesiana e maxima
parcimonia foram realizadas utilizando o gene mitocondrial ATP sintase 6
(ATPase6). As redes de haplétipos com os genes ATPase6 e nuclear ativador de
recombinacdo 2 (RAG2) foram construidas utilizando o software Network 4.6.1.1. A
estimativa de tempo de divergéncia entre os haplogrupos foi realizada utilizando as
sequéncias do gene ATPase6 no software BEAST 1.5.1. O norte/noroeste da
América do Sul foi identificado como o centro de origem de Hoplias malabaricus e a
partir do Mioceno este taxon aumentou a distribuicdo para o sul do continente. Nesta
época, a reducdo do numero diploide de 42 para 40 cromossomos ja estava
estabelecida. A partir do Plioceno, a formagdo do céanion e salto de Sete Quedas
levou ao isolamento das popula¢Ges com o cariomorfo 2n=40C do baixo rio Parana
daquelas da porcdo alta da bacia, onde se estabeleceu o cariomorfo 2n=39/40D. Na
bacia hidrografica amazonica, o padrdo de variagdo do gene ATPase6 indicou dois
cenarios possiveis: durante o Plioceno inferior ocorreu uma segunda redugdo no
namero diploide de 2n=42 para 2n=40 cromossomos em H. malabaricus, ou ocorreu
fluxo génico entre espécimes que possuem o numero diploide diferente. A partir do
Plioceno, espécimes com o cariomorfo 2n=40F estabeleceram-se nos rios S&o
Francisco e Parnaiba e nas bacias costeiras do nordeste do Brasil. Durante o

Pleistoceno, a formagéo de paleo-canais com agua doce, na linha da costa oriental do
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continente, permitiu o fluxo génico entre populaces de H. malabaricus que hoje
estdo isoladas nas bacias costeiras. A evolucdo e diversificacdo das populacbes de
Hoplias malabaricus, e possivelmente de outras espécies de peixes dulcicolas da
Ameérica do Sul, sdo decorrentes de trés principais fatores. O primeiro sao
implicacdes do soerguimento dos Andes, as quais determinaram importantes
mudancas paleohidrologicas e consequentemente no padrdo de distribuicdo das
populacgdes deste taxon em todo o continente. O segundo envolve dindmicas locais de
capturas de cabeceiras decorrentes de reativacdo de falhas geoldgicas ou processos
erosivos diferenciais, os quais levam a algumas drenagens a apresentarem um
mosaico de linhagens genealdgicas que diferenciaram nas bacias vizinhas (ex. alto
Parand). O terceiro fator envolve as dindmicas glaciais, que levaram a confluéncia e
posterior separacdo de grupos de drenagens costeiras em setores geomorfoldgicos
bem definidos e consequentemente a uma pequena distancia genética entre

populagdes hoje isoladas.
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ABSTRACT

SANTOS, Udson, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2013.
Phylogeography of trahiras Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) (Teleostei,
Erythrinidae) from South American watersheds. Adviser: Jorge Abdala Dergam
dos Santos. Co-advisers: Karla Suemy Clemente Yotoko and Rubens Pazza.

South America is the continent with the largest number of freshwater fish species. To
understand which facts were responsible for this diversification, analyses considering
paleoclimatic, geomorphologic and paleohidrologic effects in the cladogenesis of
widely distributed taxa are necessary. Phylogeographic patterns of Hoplias
malabaricus populations from South America basins were characterized in this study
with DNA sequences (mitochondrial and nuclear) and cytogenetic data, including
results in paleohidrologic scenario and comparing not related fish fauna distribution.
Two hundred and eighty-three specimens were analyzed. Bayesian and maximum
parsimony analyses were performed with mitochondrial ATP synthase 6 gene
(ATPase6). Haplotypes networks with ATPase6 and recombination activating nuclear
2 (RAG2) genes were constructed with Network 4.6.1.1. Software. Time divergence
between haplogroups was estimated using ATPase6 gene sequences on BEAST
1.5.1. Software. North/northwest of South America was identified as H. malabaricus
origin center and on Miocene this taxon expanded its distribution to the southern part
of the continent. The diploid number reduction from 42 to 40 chromosomes was
already established at this time. During Pliocene, canyon and Sete Quedas waterfalls
were forming and populations with 2n = 40C from the lower Parand River were
separated from those from the upper part of the basin, where 2n = 39/40D
karyomorph was established. The ATPase6 gene variation in Amazon Basin,
indicated two possible scenarios: during the lower Pliocene, there was a second
diploid number reduction in H. malabaricus, or there was gene flowing between
specimens with 2n=40 and 2n=42 chromosomes. After lower Pliocene, 2n = 40F
karyomorph settled in S&o Francisco, Parnaiba and northeast Brazilian coastal river
basins. During Pleistocene, paleo-channels with freshwater on Brazilian Coast
allowed gene flowing among H. malabaricus populations, today isolated in this
region. The evolution and diversification of H. malabaricus populations, and
probably other freshwater fish species from South America, are due to three main
factors. The first is the implications of the Andes upflit, which brought important



paleohidrologic changes and consequently changes on South America H.
malabaricus distribution. The second factor involves local dynamics of stream piracy
due to geological faults reactivation or differential erosion processes, which lead
some drainages to present a mosaic of genealogical lineages that differed in
neighboring basins (eg. upper Parand). The third factor involves the glacial
dynamics, leading to confluence and subsequent separation of river basins on coastal
geomorphological sections and consequently a small genetic distance among

populations today isolated.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1  Afilogeografia é uma ciéncia multidiciplinar

O termo filogeografia refere-se ao estudo dos processos histdricos que
determinaram a distribuicdo geogréfica de linhagens genealdgicas (Avise et al.,
1987). E uma érea recente das ciéncias bioldgicas, criada a partir dos trabalhos
iniciais realizados por Avise e colaboradores na década de 1980. Estudos
filogeograficos procuram compreender quais 0S processos micro e macroevolutivos
que resultaram nos padrdes biogeograficos observados. Para alcancar este objetivo, o
filogeografo faz uma articulacdo integrativa entre diversas disciplinas, tais como:
sistematica filogenética, genética de populacdes, etologia, demografia, paleontologia,
geologia, paleoclimatologia, geomorfologia e dindmica de paisagem. Embora na sua
primeira versdo a ferramenta proposta fosse o DNA mitocondrial, o conceito
ampliou-se e hoje qualquer grupo de -caracteres que recuperem linhagens
genealdgicas  (informagBGes  citogenéticas, moleculares, morfologicas e
comportamentais) de tdxons ou populagdes distribuidas em um espaco geografico
conhecido permite a elaboracdo de hipdteses filogeograficas (Avise, 1994; Avise,

2009).

A realizagdo de estudos filogeogréficos entre populacdes da mesma espécie
sdo mais frequentes, devido a maior facilidade de explicar os padrdes de distribuigdo
das genealogias na dimensdo geografica. Os processos de dispersao e vicariancia de
populacOes intraespecificas sdo mais recentes e de carater microevolutivo, se

comparados aos eventos cladogenéticos responsaveis pela divergéncia entre taxons



superiores. Evidéncias paleocliméticas, geomorfologicas, paleohidrologicas e
climatoldgicas representam registros cuja abundancia é inversamente proporcional ao
periodo decorrente dos eventos até o presente. Logo, a falta de conhecimento dos
eventos responsaveis pela cladogénese de tdxons superiores dificulta a elaboracao de

hipoteses filogeograficas interespecificas.

A maior facilidade em reconhecer os padrdes filogeogréaficos intraespecificos
também é auxiliada pelo livre fluxo génico entre individuos da mesma espécie,
quando em simpatria, criando a premissa que 0S eventos responsaveis pelas
ramificacbes nas genealogias sdo determinados por fatores exdgenos (ex. barreiras
fisicas) que impediram o fluxo génico. J& os eventos cladogenéticos responsaveis
pela especiacdo podem ser enddgenos ou ex0genos, em uma mesma area de
distribuicdo (especiagdo simpatrica e parapatrica), nem sempre sendo possivel
reconhecer um componente geografico na analise. Abaixo seguem as premissas que
embasaram a formulagdo das primeiras hipdteses filogeograficas intraespecificas: (1)
a maior parte das espécies é composta por popula¢gdes com um padrao de distribuicao
geogréfica congruente com suas genealogias intraespecificas; (2) espécies com alta
taxa de dispersdo em areas sem barreiras geograficas ao fluxo génico ndo sdo bons
modelos para estudos filogeogréficos, pois é observada pouca ou nenhuma
congruéncia entre as linhagens genealdgicas e a distribuicdo das populacdes no
espaco e (3) linhagens monofiléticas separadas por grandes distancias genéticas
surgem de persistentes barreiras geograficas ao fluxo génico (Avise et al., 1987).
Estas premissas foram geralmente validadas por trabalhos com diversos grupos de
organismos durante as Ultimas décadas. Espécies de baixa vagilidade, com ampla
distribuicdo, como roedores (Ben Faleh et al., 2012), peixes ndo migratorios (Santos

et al., 2009) e plantas (Qiu et al., 2011) em geral possuem genealogias populacionais



altamente divergentes e congruentes com a distribuicdo das suas populacdes no

espaco geogréfico.

O aumento do poder computacional e a disponibilidade de ferramentas
estatisticas computacionais criaram, nos Gltimos anos, a oportunidade de recuperar
linhagens coalescentes a partir de sequéncias de DNA das populagdes atuais. A
filogeografia nas primeiras décadas do século XXI utiliza a inferéncia de tempo de
divergéncia das linhagens coalescentes, que é estimado a partir de pardmetros da
evolugdo molecular estabelecidos a priori da construgdo das genealogias. Hoje, a
tendéncia é investigar quais 0s processos micro e macroevolutivos, que nas escalas
temporal e espacial, contribuiram com o padrdo biogeogréafico observado (Hickerson

etal., 2010).

Os estudos dos padrdes de distribuicdo geografica de peixes na regido
neotropical foram inicialmente baseados em caracteres morfologicos (lhering, 1891;
Eigenmann, 1909; Haseman, 1912) e recentemente abordagens moleculares e
citogenéticas tém incorporado novas interpretacdes a estas analises (Hubert et al.,
2007;. Willis et al., 2010; Albert & Reis, 2011; Pereira et al., 2013). Os peixes
obrigatoriamente dulcicolas sdo excelentes modelos para estudos filogeograficos,
pois sdo restritos ao ambiente de dgua doce, permitindo estabelecer um nexo causal
entre seus padrdes de distribuicdo e os eventos paleohidrol6gicos como conexao de
bacias hidrograficas, introgressdes marinhas no continente, isolamentos de drenagens
e capturas de cabeceiras. Linhagens genealdgicas relacionadas de peixes de agua
doce, presentes em bacias hidrograficas hoje isoladas, indicam que estes sistemas
hidrogréaficos tiveram continuidade fisica no passado. Estes padrdes de distribui¢do
de taxons monofiléticos podem ser corroborados com a existéncia de padrdes

coincidentes de organismos aquaticos ndo-relacionados, regides de endemismos de
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especies de peixes e, em alguns casos, com a distribuicdo de organismos terrestres. A
concordancia destes padrdes é geralmente explicada pela historia paleohidrologica da

regido (Nelson & Platnick, 1981).

O elevado nimero de espécies de peixes dulcicolas, a presenga de espécies
com ampla distribuicdo, a baixa vagilidade de alguns taxons e a complexa historia
paleohidroldgica das drenagens fluviais da América Central e do Sul fazem da regiédo

neotropical um desafio formidavel para tracar padrdes filogeograficos da ictiofauna.

1.2  Hoplias malabaricus é um complexo de espécies com caracteristicas ideais

para estudos filogeograficos

Dentre as poucas espécies de peixes de ampla distribuicdo na regido
neotropical encontra-se Hoplias malabaricus, um Characiforme da familia
Erythrinidae que é registrado da Argentina até a Costa Rica, popularmente conhecido
como traira (Oyakawa, 2003). Hoplias malabaricus ¢ um peixe predador carnivoro
que habita ambientes Iénticos e ndo possui habitos migratérios. Possui 0 corpo com
colaracdo variando de parda a marron, possui um leve prognatismo da boca (Britski
et al., 1988), ndo possui nadadeira adiposa, possui o corpo com listras irregulares e a
parte inferior da cabeca marmoreada. As nadadeiras dorsais, anais e caudais também
possuem listras escuras alternadas com claras e as nadadeiras peitorais sdo
manchadas. A fecundacgéo é externa com desova parcelada e € um peixe que possui

cuidado parental.

Hoplias malabaricus é bem adaptada a viver em pequenas e isoladas

populagdes o que facilita a fixagdo estocastica de rearranjos cromossémicos (Santos



et al., 2009). Este € um dos taxons de peixes mais estudado citogenéticamente e
apresenta sete distintos cariomorfos, os quais variam de 39 a 42 cromossomos com
diferentes sistemas de cromossomos sexuais (Bertollo et al., 2000). Desde os estudos
citogenéticos iniciais realizados na decada de 1970 (Bertollo et al., 1979), H.
malabaricus é considerado um complexo de espécies cripticas e estudos utilizando
sequéncias de DNA mitocondrial e nuclear, os quais ttm demonstrado uma elevada
distancia molecular entre populagdes com diferentes cariomorfos, corroboram com

esta hip6tese (Bertollo et al., 2000; Pereira et al., 2013).

A taxonomia envolvendo as trairas do complexo de espécies Hoplias
malabaricus é dificil, confusa e com histdricos equivocos. Bloch em 1794 indicou os
rios da regido de Tranquebar, costa do Malabar, na India, como a localidade tipo
deste taxon. Contudo, evidéncias circunstancias indicam que o material-tipo utilizado
por Bloch seja do Suriname, pois grande parte das espécies de peixes neotropicais
descritas por este autor provinham do Suriname e ndo existem peixes da familia
Erythrinidae na india (Paepke, 1999; Oyakawa, 2003). Na descricdo original feita
por Bloch (1794) o atual tdxon Hoplias malabaricus foi denominado Esox
malabaricus. No inicio do século XI1X, Bloch e Schneider (1801) renomearam Esox
malabaricus para Synodus malabaricus e em meados deste mesmo século Miller
(1842) descreveu o género Macrodon para abrigar Macrodon trahira, um sinébnimo
sénior de Esox malabaricus. Na segunda metade do século XIX, Gill (1858)
descreveu Macrodon ferox com base em exemplares coletados na ilha de Trinidad,
territorio de Trinidad e Tobago; e Gunther (1864) descreveu Macrodon microlepis,
utilizando quatro espécimes coletados no oeste do Equador e trés coletados no
Panama. O epiteto Hoplias s6 foi estabelecido no inicio do século XX por Gill

(1903), em decorréncia do cranio das espécies desse género assemelhar-se a uma



armadura defensiva e os dentes serem claramente adaptacOes ao ataque as presas.
Esta mudanca do epiteto do género de Macrodon para Hoplias foi justificada
baseado no fato de Macrodon ja ser utilizado para designar um género de peixes

Sciaenidae (Bifi, 2013).

Atualmente, dentro do grupo Hoplias malabaricus sdo reconhecidas trés
espécies validas, segundo Oyakawa (2003) e Bifi (2013): (1) Hoplias malabaricus
(Bloch, 1974), a qual possui ampla distribuicdo neotropical com registros da
Argentina até a Costa Rica, exceto nas bacias costeiras sulamericanas ao oeste dos
Andes, (2) Hoplias microlepis (Gunther, 1864) encontrada nas bacias costeiras ao
oeste dos Andes e nas drenagens do Panaméa que desaguam no oceano Pacifico e (3)
Hoplias teres (Valenciennes, 1847) aparentemente restrita ao lago Maracaibo. Estas
espécies do grupo Hoplias malabaricus diferenciam-se das espécies do grupo irméo
Hoplias lacerdae por apresentarem as margens mediais dos dentarios convergindo
em direcdo a sinfise mandibular, por apresentarem quatro poros do sistema latero-
sensorial do dentéario e placas de dentes presentes no basi-hial e nos basi-branquiais
(Oyakawa, 1990). Outra caracteristica diagndstica do complexo H. malabaricus é a
aparéncia da regido gular, onde neste tdxon a linha dentaria converge em forma de
“V” com o vértice apontando para a sinfise mandibular, enquanto em H. lacerdae
estas linhas sdo aproximadamente paralelas e ndo se encontram na regido sinfisiana

(Britski et al., 1972)

Uma recente revisdo taxondémica em espéecimes de populaces do complexo
Hoplias malabaricus foi realizada por Bifi (2013), o qual sugere a existéncia de
cinco espécies, residentes na bacia hidrogréfica do rio da Prata, dentro deste tdxon
nominal: (1) Hoplias sp. A distribuida nos rios Paraguai e Parana, (2) Hoplias sp. B

distribuida no alto rio Parand, (3) Hoplias sp. C distribuida nos rios Iguagu e
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Uruguai, (4) Hoplias sp. D distribuida nos rios Paraguai, Uruguai e baixo Parana e

(5) Hoplias cf. malabaricus distribuida nos rios Parana e Uruguai.

Em decorréncia da recente revisao taxonémica das espécies do grupo Hoplias
malabaricus realizada por Bifi (2013) ndo ser considerada uma publicagdo formal,
segundo as normas do Cddigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica, ndo foram
utilizadas, nesta tese, as designacbes de espécies sp. A, sp. B, sp. C e Sp.D. Neste
trabalho foram designados como pertencentes ao tdxon H. malabaricus todos os
espécimes que possuem caracteristicas fenéticas que permitem inclui-los no

complexo de espécies Hoplias malabaricus.

1.3 A utilizacdo do gene mitocondrial ATPase6 e nuclear RAG2 e de
informacGes citogenéticas para estabelecer as relagdes genealdgicas entre as

populacdes de Hoplias malabaricus

Para um melhor conhecimento da filogeografia, taxonomia e sistematica das
espécies presentes dentro do complexo Hoplias malabaricus é preciso uma
integracdo de estudos anatdémicos, fisioldgicos, genéticos e biogeogréaficos.
Sequéncias de DNA mitocondrial ATP sintase 6 (ATPase6) tém sido utilizadas com
sucesso para recuperar as relacbes genealdgicas e a biogeografia historica das
populacBes de H. malabaricus. Uma forte correlacdo entre os padrdes filogeogréaficos
baseados na variagdo do gene ATPase6 das populacbes de H. malabaricus e a
similaridade da ictiofauna ndo relacionada tem sido interpretada como reflexo da
historia paleohidroldgica das regifes estudadas na filogeografia utilizando este gene
(eg. Santos et al., 2009; Pereira et al., 2013). Portanto, este gene foi utilizado como

um marcador mitocondrial neste trabalho.



Embora as primeiras andlises filogeograficas tenham sido inicialmente
baseadas em polimorfismos do DNA mitocondrial (mtDNA), devido a sua heranca
uniparental (matrilinear) e auséncia de recombinacdo (crossing over), a analise
conjunta de marcadores nucleares e mitocondriais tém importante contribuicdo na
elaboracdo das hipoteses filogeogréaficas (Avise, 2009). Uma genealogia baseada em
mtDNA pode ser suficiente para recuperar eventos de dispersdo em populacdes de
espécies em que a taxa de dispersdo € a mesma para ambos 0s sexos. No entanto,
quando existe diferencas nas taxas de dispersdo entre machos e fémeas, a analise
conjunta de informacGes provenientes de DNA uniparental (MtDNA) e nucleares,
permite recuperar hipoteses mais robustas em relacdo a histéria de dispersdo e
vicariancia das linhagens (Avise et al., 2009). Somado aos dados moleculares, a
utilizacdo de informacdes citogenéticas (nimero diploides, localizacdes e nUmero de
sitios de DNA ribossomais, sondas de microssatélites, regides heterocromaticas) que
também sdo marcadores nucleares podem contribuir com o reconhecimento de
padroes filogeograficos e com a compreensdo dos processos microevolutivos
responsaveis por este padréo (Silva et al., 2012).

O gene nuclear ativador de recombinacdo 2 (RAG2) possui baixa taxa de
substituicdo nucleotidica, sendo um bom marcador genético para recuperar as
relacOes filogenéticas entre os ramos ancestrais das arvores filogenéticas (Lovejoy &
Collette, 2001). Em Hoplias malabaricus, a utilizacdo de sequéncias RAG2 tem
permitido resolver as relacfes genealdgicas entre nOs ancestrais das arvores
filogenéticas construidas por inferéncia bayesiana e maxima parcimonia (eg. Pereira
et al., 2013) e, neste trabalho, este gene foi utilizado junto com as informagdes

citogenéticas disponiveis como marcadores nucleares.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar os padrbes filogeograficos de Hoplias malabaricus das bacias
hidrograficas da América do Sul, utilizando sequéncias de DNA (mitocondrial e
nuclear) e dados citogenéticos, incluindo os resultados no contexto paleohidrologico

e de distribuicéo da ictiofauna nessa regiéo.

2.2 Especificos

e Testar a hipOtese que os eventos geomorfoldgicos e paleocliméaticos que
determinaram os limites entre as bacias hidrograficas da América do Sul sdo 0s
responsaveis pelo padrdo de distribuicdo das populacGes e cariomorfos de

Hoplias malabaricus.

e Testar a hipdtese que as bacias hidrograficas com maior similaridade da
ictiofauna possuem populacbes de Hoplias malabaricus com relagdes

genealdgicas mais proximas.

e Testar a hipotese que o tempo de divergéncia molecular entre as populacdes de
Hoplias malabaricus presentes em bacias hidrograficas contiguas corresponde
aos principais eventos geomorfoldgicos e paleoclimaticos que determinaram o0s

limites entre estes sistemas hidrograficos.



Testar a hipoteses que as relacdes genealdgicas entre as populacdes de Hoplias
malabaricus sdo explicadas pela historia paleohidrologica das bacias

hidrograficas da América do Sul.

Testar a hipdtese que eventos vicariantes e de dispersdao foram igualmente
importantes para determinar a distribuicdo das populagdes de Hoplias

malabaricus na América do Sul.
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I. CAPITULO 1: FILOGEOGRAFIA DE Hoplias malabaricus (Bloch,
1794) (Teleostei, Erythrinidae) DAS BACIAS HIDROGRAFICAS DOS

R10S AMAZONAS E PARAGUAI
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1. RESUMO

Objetivo Testar a hipOtese que a evolucdo e diversificacdo das populacbes de
Hoplias malabaricus dos rios Amazonas e Paraguai foram direcionadas pelos
eventos paleohidrologicos que determinaram os limites entre estas bacias

hidrograficas.

Localizag&o Tributarios dos rios Magdalena e Orinoco; rio Caroni (ilha de Trinidad);
tributérios das sub-bacias amaz6nicas: Solimdes, Madeira, Guapore, Tapajos, Xingu;
rio Araguaia (afluente do rio Tocantins); calha e tributarios do rio Paraguai e

Uruguai.

Meétodos Cento e vinte e um espécimes foram analisados. As analises de inferéncia
bayesiana e maxima parcimdnia foram realizadas com base na variacdo do gene
mitocondrial ATP sintase 6 (ATPase6), utilizando o modelo de evolucdo molecular
mais adequado obtido com o programa MrModeltest. As redes de haplétipos com os
genes ATPase6 e nuclear ativador de recombinacdo 2 (RAG2) foram construidas
utilizando o software Network 4.6.1.1. A estimativa de tempo de divergéncia entre 0s
haplogrupos foi realizada utilizando as sequéncias do gene ATPase6 no software

BEAST 1.5.1.

Resultados As andlises moleculares indicaram quatro haplogrupos: alto Magdalena,
baixo Magdalena, Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai. Simpatria de hapl6tipos
dos haplogrupos Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai foi observada nas
populacdes coletadas nos divisores de aguas entre as bacias hidrograficas dos rios
Amazonas e Paraguai. O relogio molecular indicou divergéncia miocénica entre 0s
haplogrupos Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai com dispersdes entre as bacias

dos rios Amazonas e Paraguai ocorrendo apés o inicio do Plioceno. As populagdes
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amazonicas com haplétipos do haplogrupo Amazonas/Orinoco presentes nas porgdoes
altas do Escudo Cristalino Brasileiro apresentaram elevada distancia molecular das
populacdes coletadas nas terras baixas amazonicas. O  haplogrupo
Amazonas/Orinoco apresentou populacdes com numero diploide (2n) de 40 e 42
cromossomos, enquanto as populacdes do haplogrupo Paraguai/Uruguai tém 2n=40

Cromaossomos.

Principais conclusées O tempo de divergéncia molecular de 19 milhdes de anos
(Ma) sugere que a vicariancia entre as populagdes Amazonas/Orinoco e
Paraguai/Uruguai foi determinada pela orogénese andina, representada na regido de
estudo pelo divisor de aguas formacgdo Chaparé. O tempo de divergéncia molecular
de 8 Ma entre a populacgdo do rio Orinoco e as populagbes amazénicas é congruente
com o periodo de formacdo do arco Vaupés (10 - 8 Ma), que separou o paleo-
Amazonas-Orinoco nas modernas drenagens do rio Amazonas e Orinoco. Eventos
recorrentes e bidirecionais de dispersdo entre as drenagens de cabeceira dos rios
Amazonas e Paraguai permitiram o fluxo génico entre as populagdes destes sistemas
hidrograficos e criaram uma zona simpétrica de haplétipos Amazonas/Orinoco e
Paraguai/Uruguai. A maior distancia molecular entre populacdes dentro de uma
mesma bacia hidrogréfica, quando comparado com populacfes presentes em bacias
vizinhas, alerta para os riscos de considerar, a priori, bacias como unidades
biogeograficas, induzindo a interpretacdes equivocadas na elaboragcdo de reldgios
moleculares. A correlacédo entre os dados moleculares e cromossdmicos, no contexto
geografico, sugere que as trairas Hoplias malabaricus passaram por redugdes
independentes no numero diploide de 2n=42 para 2n=40 cromossomos, ou ocorreu

fluxo génico entre espécimes com o numero dipldide diferente.
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2. INTRODUCAO

A ictiofauna neotropical iniciou sua diversificagdo na Gondwana, com
representantes das ordens Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes e
Perciformes presentes na América do Sul e Africa. Estima-se que as Américas
Central e do Sul abrigam 20% de todas as espécies de peixes de agua doce do
mundo, representando 10% de todos os vertebrados (Vari & Malabarba, 1998). Sé&o
reconhecidas 43 familias endémicas dessa regido (Reis et al., 2003), um provavel
reflexo da histéria paleohidrolégica e da diversificacdo de habitat ocorridos nos

Gltimos 110 milhdes de anos de isolamento com a Africa (Albert & Reis, 2011).

A bacia amazbnica é centro de diversidade de peixes de agua doce nos
neotrdpicos, abrigando 2.173 espécies (38% das espécies conhecidas) distribuidas em
6,92 milhdes de km? no norte e centro da América do Sul (Brasil, Venezuela,
Colémbia, Equador, Peru e Bolivia). Grande parte desse sistema hidrografico é
formada por terras baixas com cabeceiras de pequenas altitudes (Albert et al., 2011).
O sul da bacia amazonica faz divisa com afluentes do rio Paraguai, o qual possui
duas importantes ecorregides para peixes de agua doce (Chaco e Paraguay) (Abell et
al., 2008). A bacia do rio Paraguai possui 333 espécies (Reis et al., 2003), em uma
area de 1,1 milh&o de km?2 no sul e centro da América do Sul. Possui cabeceiras no
Brasil, Bolivia, Paraguai e Argentina desaguando no rio Parana (Carvalho & Albert,
2011). A unido dos rios Parana e Uruguai forma o rio da Prata, 0 qual desadgua no

Atlantico.

As proporgdes continentais e consequente heterogeneidade em estrutura de
habitat (altitude, gradiente de correnteza, regime de chuvas, temperatura, floresta de
cobertura e tipo de solos) séo os principais fatores que permitem o abrigo dessa rica

ictiofauna na regido amazonica (Olson et al., 1998) e no rio Paraguai. Datagdes

19



baseadas em reldgios moleculares e registros fosseis sugerem que a radiacdo dos
Characiformes (Calcagnotto et al., 2005), Siluriformes (Sullivan et al., 2006),
Cichlidae (Smith et al., 2008) e Poeciliidae (Doadrio et al., 2009) amazdnicos
ocorreu no final do Cretaceo ou inicio do Paledgeno (Lundberg et al., 2010), quando
o0 sistema de rios do Proto-Amazonas drenava principalmente para o oeste (Cretaceo
- inicio do Cenozdico). Posteriormente, uma divisao leste-oeste da bacia iniciou no
Oligoceno, em decorréncia do soerguimento do arco Purds, ligeiramente a oeste da
cidade de Manaus (Lundberg, 1998). O Nedgeno (23 até 1,8 milhdes de anos - Ma)
foi o periodo de grande atividade tectonica e de transporte de sedimentos oriundos
dos Andes, os quais levaram a complexas mudangas no curso das drenagens na
regido das modernas bacias dos rios Orinoco, Amazonas e Paraguai (Wesselingh &
Hoorn, 2011). Devido a ictiofauna amazénica ja ser similar a atual no inicio do
Neogeno, é provavel que as mudancas hidrogeograficas, climaticas e de habitat nesse
periodo contribuiram mais com a diminuicdo da taxa de extincdo do que com a
promocdo da especiacdo dos peixes neotropicais (Lundberg, 1998; Albert et al.,

2011).

A formac&o das modernas bacias hidrogréaficas dos rios Orinoco, Amazonas e
Paraguai ocorreu no Nedgeno (11-7 Ma.) (Wesselingh & Hoorn, 2011) e géneros
atuais como Phractocephalus (Hardman & Lundberg, 2006) e Hoplosternum (Reis,
1998), assim como Colossoma macropomum possuem registros fosseis do médio
Mioceno (12 Ma.), sugerindo que os géneros e familias dos peixes que habitam essa
regido sdo anteriores a atual configuracdo dessas bacias (Albert et al., 2011). A
semelhanga da ictiofauna entre os rios Orinoco, Amazonas e Paraguai é reconhecida
historicamente por inventarios de fauna (Humboldt & Bonpland, 1811; Eigenmann

1906; Pearson, 1937; Carvalho & Albert, 2011) e os eventos de dispersao entre estas
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bacias séo corroborados por registros fosseis (eg. Reis, 1998) e técnicas moleculares

(eg. Montoya-Burgos, 2003; Hubert et al., 2007a).

Desde os trabalhos seminais realizados por Pearson (1937): “The Fishes of
the Beni-Mamoré and Paraguay Basins, and a Discussion of the Origen of the
Paraguayan Fauna” a origem de parte da ictiofauna da bacia hidrografica do rio
Paraguai a partir de tributéarios de cabeceira ao sul da bacia amaz6nica é reconhecida.
A bacia do rio Paraguai possui mais de 2.800 km de divisores de aguas com sub-
bacias amazonicas (950 km com o Mamoré, 669 km com o Tocantins, 650 km com o
Tapajos e 612 km com o Guaporé). Toda essa regido é composta por altitudes entre
200 a 300 metros, favorecendo eventos de capturas de cabeceira (Albert et al., 2011).
Os pequenos charcos, a dindmica de sedimentos oriundos dos Andes e a baixa
altitude na regido favorecem recorrentes intercambios de fauna entre os tributarios

amazonicos e do rio Paraguai (Barnes & Heins, 2009).

Estudos filogeograficos com espécies de peixes sedentarias e de ampla
distribuicdo permitem recuperar eventos de dispersdo e vicariancia que ocorreram
entre drenagens vizinhas em diferentes momentos da historia paleohidrolégica (e.g.
Pereira et al., 2013). Dentre as poucas espécies de ampla distribuicdo na regido
neotropical, destaca-se o caraciforme Hoplias malabaricus (traira), uma espécie
sedentaria que ocupa 41 ecorregides de peixes de agua doce (Abell et al., 2008), com
registros da Argentina a Costa Rica (Oyakawa, 2003). Desde os trabalhos realizados
por Dergam e colaboradores (1998), H. malabaricus tem se mostrado um organismo
modelo para estudos das relagdes histéricas entre as bacias hidrograficas
neotropicais, com base em padrdes citogenéticos (Jacobina et al., 2009, 2011), de
DNA mitocondrial (Santos et al., 2009) e associando padrdes citogenéticos com

variacdo de DNA nuclear e mitocondrial (Pereira et al., 2013).
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Hoplias malabaricus € considerado um complexo de espécies desde 0s
estudos citogenéticos realizados na decada de 1970 (Bertollo et al., 1979). Sete
distintos cariomorfos (A-G) sdo reconhecidos, com diferentes nimeros diploides,
morfologias cromossémicas e presenca de sistemas de cromossomos sexuais
(Bertollo et al., 2000; Santos et al., 2009). Os cariomorfos com numero diploide de
40 e 42 cromossomos meta e submetacéntricos, com auséncia de sistema de
cromossomos sexuais heteromorficos (2n=40C e 2n=42A, respectivamente),
apresentam grande distribuicdo neotropical, incluindo as bacias hidrograficas dos
rios Amazonas e Paraguai. Os cariomorfos 2n=42E (42 cromossomos e morfologia
cromossoémica diferente do 2n=42A) e 2n=40/41G (40 cromossomos nas fémeas e 41
nos machos) sao restritos a bacia hidrografica amazonica (Bertollo et al., 2000). O
cariomorfo 2n=40F (40 cromossomos em ambos 0S sexos, sem sistema de
cromossomo sexual heteromorfico) € distribuido nas bacias costeiras do leste, ao
norte da Formacao Abrolhos, e nos rios Sdo Francisco e Amazonas (Bertollo et al.,
2000; Pereira et al., 2013). Apenas dois cariomorfos ndo foram coletados na regido
amazonica: 2n=42B, com 42 cromossomos e sistema de cromossomos sexuais XY,
restrito a bacia hidrogréafica do rio Doce (Jacobina et al., 2011) e a primeira por¢édo
do rio Iguacu (Lemos et al., 2002); e o cariomorfo 2n=39/40D com 39 cromossomos
nas fémeas e 40 cromossomos nos machos, limitado & bacia hidrogréfica do alto rio
Parand (Bertollo et al., 2000). A nomenclatura quanto a classificacdo dos

cariomorfos utilizada neste trabalho seguira Bertollo e colaboradores (2000).

O objetivo desse trabalho foi analisar os padrées de divergéncia genética em
populacbes de Hoplias malabaricus das bacias hidrograficas dos rios Amazonas e
Paraguai, comparando os resultados com a distribuicdo da ictiofauna ndo relacionada

e discutindo os cenérios paleohidrolégicos consistentes com esse padréo.
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3. MATERIAIS E METODOS

A permisséo de coleta no Brasil foi fornecida ao professor Jorge A. Dergam
pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBio) (SISBIO14975-1). As
trairas Hoplias malabaricus foram coletadas em trés pontos amostrais na bacia
hidrografica do rio Magdalena, em uma localidade na bacia hidrografica do rio
Orinoco, no rio Caroni (ilha de Trinidad), em 20 pontos amostrais na bacia
hidrografica do rio Amazonas, no rio Araguaia, em sete localidades na bacia do rio
Paraguai e em trés na bacia do rio Uruguai (Tabela I. 1). As amostras de tecidos
utilizadas neste estudo estdo depositadas no Laboratorio de Sistematica Molecular
Beagle da Universidade Fedearal de Vicosa (UFV), Vigosa, Minas Gerais, Brasil.
Hoplias australis, Hoplias intermedius e Hoplias lacerdae foram utilizadas como
grupo externo. Os espécimes testemunhos foram depositados no Museu de Zoologia

Jo&o Moojen na Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil.
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Tabela 1.1 Amostras de tecidos de Hoplias malabaricus depositadas no Laboratorio de Sistematica
Molecular Beagle (UFV) utilizadas, coordenadas geograficas e locais de coleta

Bacia Identificacdo da Coordenadas GPS Local
hidrografica amostra
Uruguai 9503 S29°44° 20 W 57° 0521  Rio Uruguai, Uruguaiana —
RS, Brasil.
Uruguai 9508 S30°14° 10 W 54° 55 00>  Rio Santa Maria, Rosario do
Sul — RS, Brasil.
Uruguai AL21; AL27; S29°04° 54> W 56° 36’ 14> Rio Aguapey, provincia de
AL48; AL50; Corrientes, Argentina.
AL53;AL54; AL63
Paraguai CPAP1; CPAPS; S 18°59° 02> W 57°39’ 32  Rio Paraguai, Corumba —
CPAPS5; CPAP7 MS, Brasil
Paraguai JD3916 S 16°03° 45> W 57°41° 42>  Rio Paraguai, Caceres —
MT, Brasil
Paraguai CP249; CP269; S 15°04° 22> W 57°10° 12> Pesqueiro Santa Fé, Barra
CP270; CP277 do Bugre — MT, Brasil
Paraguai B75; B76; B77,; S 15°05° 32> W 57° 14’ 92>  Rio Paraguai, Barra do
B81; B82 Bugre — MT, Brasil
Paraguai CP02; CP08; CP10; S 14°30° 07> W 57°34>39”  Corrego Séo José, Tangara
CP26; da Serra— MT, Brasil
Paraguai CP11; CP17; S 14°48° 02> W 57°46° 29>  Rio Sepotuba, Tangara da
CP167; JD3696; Serra— MT, Brasil
JD3702; JD3710
Paraguai CP464 S 15°40° 48 W 56° 04’ 13 Rio Cuiab4, Cuiaba — MT,
Brasil
Amazonas CP301; CP487 S 15°12° 51> W 59°20° 31  Rio Guaporé, Pontes e
Lacerda — MT, Brasil
Amazonas CP222; CP228; S 13°19°29” W 57°36° 17>  Rio Sangue, Campo Novo
CP229; CP245 do Parecis — MT, Brasil
Amazonas CP126; CP127; S 12°57° 17 W58° 43”42 Fazenda Céu Azul, Sapezal
CP128; CP134; — MT, Brasil
CP142; CP151;
CP144; CP154
Amazonas CP73; CP443; S13°11° 117 W 56°41° 18  Rio Arinos, Sapezal — MT,
CP444; CP446 Brasil
Amazonas CP523; CP534; S 12°42° 03> W 55°45° 41 Rio Teles Pires, Sorriso —
MT, Brasil
Amazonas AA126; AA127; S9°38” 11" W 56° 00° 25’ Rio Teles Pires, Alta
AA130; AA131; Floresta— MT, Brasil
MM2; MM3; MM4;
MM5; MM6; OR8
MM13; MM14;
Amazonas AA129; MMO7; S9°42° 51 W 55°51°01” Lagoa Azul, Alta Floresta —
MMO08 MT, Brasil
Amazonas JD4109; JD4110; S11°24° 44> W 61°44° 11 Rio Machado, Cacoal — RO,
JD4113; JD4586; Brasil
JD4589; JD4600;
Amazonas JD2963 S 10°53° 04 W 61° 56’ 28>  Rio Machado, Ji-Parana —
RO, Brasil
Amazonas JD2916; JD2974 S 9°35° 58 W 64° 55° 06’ Rio Madeira, Porto Velho —
RO, Brasil
Amazonas JD2978 S 8°32°25” W 63°28° 01 Rio Jamari, Porto Velho —

RO, Brasil
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Tabela 1.1 Continuacéo

Bacia

hidrografica

Identificacdo da
amostra

Coordenadas GPS

Local

Amazonas
Amazonas
Tocantins
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Orinoco

Caroni

Magdalena

Magdalena

Magdalena

EE102; EE103; EE104;
EE105; EE106

WS45; WS62

WS51; WS54; WS55;
WS56; WS72; WS74
EE100;

EE113, EE118; EE119
MAM1

JP2804

JAU

JP2787

DM6

W1; W2; W4; W5 W6

K14; K15

NI1; NI2; NI3, N14, NI5

NI11, NI112, NI13, NI114,

NI15, N116

NI18, NI19

S 100 97 4875 W 59027: 12’7

S 6°38° 55 W 52°0° 15

S 58°52° 34> W 49° 43° 14>

S 5°12° 22 W 60°40° 46>

S 9°35° 58 W 64° 55 06

S3°19° 56 W 64° 43’ 55

S 3°04° 55 W 60°00° 11~

S3°05° 52 W60°01” 18

S2°27° 43 W 58°13° 107

N 0°02° 42 W 51° 14’ 37>

N 5°30°23” W 60°15° 19>

N 10°35° 13 W 61° 20’ 48

N 2°44° 757 W 75°25° 72>

N 10°15° 28 W 75°11° 9>

N 10°24° 12> W 75° 3’ 2>

Jusante de Dardanelos,
Aripuand — MT, Brasil
Rio Xingu, Rio Maria —
PA, Brasil

Rio Araguaia, Pau
D’arco — PA, Brasil

Lago Xada, Novo
Aripuand — AM, Brasil

Rio Jurua, Jurua — AM,
Brasil

Rio Solimdes, Tefé —
AM, Brasil

Rio Mindu, Manaus —
AM, Brasil

INPA, Manaus — AM,
Brasil.

Rio Capucapu, Santa
Maria — AM, Brasil
Rio Matapi, Macapa —
AP, Brasil

Cafio Maraca, Estado
Portuguesa, Venezuela

Rio Caroni, norte de
Trinidad, Trinidad-
Tobago

Corrego La Boa,
Yaguara, Huila,
Colbmbia.

Pantanal Zarzal,
Mahates, Bolivar,
Colombia.

Pantanal Los Chivos,
Manati, Atlantico,
Colémbia.

O DNA foi extraido a partir de tecidos fixados em etanol (figado, musculo

epaxial, ou filamentos branquiais) seguindo a metodologia de Boyce e colaboradores

(1989). O gene mitocondrial ATP sintase 6 (ATPase6) foi amplificado com o0s

iniciadores L8524 e H9236 (Quenouille et al., 2004) e o gene nuclear ativador de

recombinacdo 2 (RAG2) amplificado com os iniciadores RAG2aF e RAG2bR

(Calcagnotto et al., 2005). Em ambas as reacdes 0 DNA foi sintetizado em 50 pL de

reacdo contendo 0,4 pL de dNTPs (20 mM), 5 pL de tampéo de reacdo (200 mM
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Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI), 0,4 uL de MgCl, (100 mM), 2 pL de cada iniciador
(0,01 mM), 0,4 pL (2,5 U) de Tag DNA polimerase (Phoneutria), 2 uL de DNA
molde (100 ng/pL) e 37,8 pL de H,O. Para ATPase6, as condi¢cdes do PCR foram as
seguintes: 94 °C (2 min), cinco ciclos de 94 °C (45s), 54 °C (45 s) e 72 °C (1,5 min),
e 29 ciclos de 94 °C (45 s), 58 °C (45 s) e 72 °C (1,5 min). Para RAG2, as condi¢bes
de PCR seguiram: 95 °C (5 min), 30 ciclos de 95 °C (30 s), 48 °C (455s),e 72°C (1,5
min) com uma extensdo final de 72 °C por 7 min. Os produtos de PCR foram
purificados usando PEG 8000 (20% polyethyleneglycol, 25 M NaCl) e o
sequenciamento realizado na plataforma de sequenciamento da Macrogen (Seoul,

Coréia do Sul).

As sequéncias foram alinhadas com o CLUSTAL W (Higgins et al., 1994)
um implemento do MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). A qualidade de todas as
sequéncias foi checada por observacao direta dos cromatogramas em MEGA 5.0 e as
sequéncias de ma qualidade foram descartadas e o sequenciamento daquela amostra
refeito. A inferéncia bayesiana foi feita com dez milhdes de cadeias de Markov
Monte Carlo (MCMC) no software BEAST 1.5.1 (Drummond & Rambaut, 2007) e a
cada 1000 geracdes foi realizada a amostragem de uma arvore. O modelo de
evolugdo molecular que melhor se ajustou aos dados foi avaliado com o programa
MrModeltest 2 (Nylander, 2004). Vinte e cinco por cento das primeiras geragoes
MCMC foram descartadas e as relacfes filogenéticas e probabilidades posteriores
estimadas com as arvores restantes. As topologias com probabilidades posteriores
maiores que 0,95 foram consideradas bem sustentadas (Wilcox et al., 2002). A
analise de méaxima parcimonia foi realizada no PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002). As
buscas heuristicas consistiram em 1000 adi¢Oes aleatorias das sequéncias utilizando

o0 algoritmo TBR. O sinal filogenético foi estimado usando 1000 pseudorreplica¢des
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de bootstrap (Felsenstein, 1985). A distancia molecular média entre os haplotipos foi
estimada em MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). Os sitios polimorficos dos genes
ATPase6 e RAG2 foram estimados utilizando o software DnaSP (Librado & Rozas,
2003) e as redes de haplotipos foram construidas com o software Network 4.6.1.1

(Fluxus Technology Ltd.).

O tempo de divergéncia molecular foi estimado usando o gene ATPase6 no
software BEAST 1.5.1 (Drummond & Rambaut, 2007). A calibragem do rel6gio
molecular foi baseada na idade minima de separacdo da bacia hidrografica do rio
Magdalena das demais bacias hidrograficas localizadas ao leste da cordilheira
oriental dos Andes, estimada em aproximadamente 12 milhdes de anos (Hoorn et al.,
1995). Na bacia hidrografica do rio Magdalena, a presenca de dois haplogrupos
altamente divergentes (distancia molecular de 0,16) correspondentes as amostras
coletadas nas porc¢oes alta e baixa da drenagem, permitiu duas calibragens do reldgio
molecular. Na primeira calibragem, assumiu-se que o evento cladogenético da
cordilheira oriental dos Andes foi responsavel pela divergéncia molecular entre a
populacdo de H. malabaricus da porcdo alta do rio Magdalena e as populacdes ao
leste dos Andes. No segundo relégio molecular, assumiu-se que 0 mesmo evento
determinou a divergéncia molecular entre as populacdes presentes na porcao baixa
do rio Magdalena e as populacgdes ao leste dos Andes. O intervalo de confianca de
95% foi estabelecido nas duas calibragens. O Fator Bayes 2In foi calculado para as
hipdteses filogenéticas com e sem relégio molecular estrito, usando o programa
Tracer v.1.5.0 (Rambaut & Drummond, 2009). Este tipo de analise permitira
verificar se existem diferencas significativas entre as topologias construidas, no
BEAST, utilizando o relogio estrito e sem considera-lo. Valores de Fator Bayes >10

foram considerados suficientes para rejeitar a hipotese nula (Kass & Raftery, 1995).

27



4. RESULTADOS

Foram alinhados 638 pb do gene ATPase6 com 204 sitios variaveis e 163
sitios informativos para a parcimbnia. A razdo transicdo/transversdao foi 5,03
sugerindo que as taxas de substituicdes ndo estdo saturadas. O modelo de evolugéo
molecular que melhor se ajustou aos dados foi HKY+I+G. O método de inferéncia
bayesiana indicou quatro haplogrupos: (1) haplogrupo alto Magdalena; (2)
haplogrupo baixo Magdalena; (3) haplogrupo Amazonas/Orinoco e (4) haplogrupo
Paraguai/Uruguai. O método da maxima parcimdnia gerou trés haplogrupos,
repetindo os haplogrupos alto Magadalena e Paraguai/Uruguai indicados pela analise
bayesiana e um terceiro que englobou os haplogrupos do baixo Magdalena e
Amazonas/Orinoco (Fig. 1 e 2). O haplogrupo alto Magdalena foi formado por
espécimes coletados em Yaguara (N=5) a 154 km da nascente do rio Magdalena
(lagoa da Magdalena, Macizo Colombiano). O haplogrupo baixo Magdalena foi
composto por amostras coletadas nas localidades de Mahates (N=6) e em Manati
(N=2), distantes a 42 km e 70 km, respectivamente, do porto de Cartagena, no mar

do Caribe.

O haplogrupo Amazonas/Orinoco foi formado por espécimes coletados na
bacia hidrogréafica amazé6nica (N=45), bacia hidrografica do rio Orinoco (N=5),
Caroni (N=2), Tocantins (N=6), Paraguai (N=3) e Uruguai (N=3). Os hapl6tipos
coletados no rio Orinoco formaram um clado irméo da grande parte das populagdes
do haplogrupo Amazonas/Orinoco, exceto as amostras coletadas nas cabeceiras do
rio Teles Pires (Campo Novo do Parecis, Sorriso e Sapezal). Os espécimes coletados
no rio Caroni, na ilha de Trinidad, apresentaram estreita relacdo filogenética com as
populacdes do rio Amazonas (Manaus), Araguaia (Pau D’ arco) ¢ Capucapu (Santa

Maria). Os espécimes coletados na bacia hidrografica do rio Paraguai que
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apresentaram haplotipos no haplogrupo Amazonas/Orinoco foram capturados em

Barra do Bugre e Cuiaba, ambas as localidades préximas ao divisor de aguas com a

bacia amazonica. Trés espécimes coletados no rio Aguapey, provincia de Corrientes,

também apresentaram haplétipos mitocondriais neste haplogrupo (Fig. 2 e 3).
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Rosario do Sul J

10.0

Hoplias intermedius

Figura 1.1 Relagdes filogenéticas dos haplotipos ATPase6 de Hoplias malabaricus.

Topologia gerada por inferéncia bayesiana com valores estatisticos expressos em
probabilidade posterior e bootstrap (méxima parcimdnia), respectivamente. O cddigo
dos espécimes foi substituido pelo local de coleta. As cores dos ramos sdo
correspondentes as bacias hidrograficas de coleta dos espécimes. Os asteriscos
indicam politomias. [a], [b] e [c] indicam os clados nos quais o0s haplétipos foram
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utilizados para a elaboracdo das redes de haplotipos apresentadas na figura 3. 2n
representa o nimero diploide. Bar = distancia molecular.

. -

535°17’00*I’
W 83°50°00" /=

1 - Uruguaiana; Rosario do Sul - RS, Brasil
2 - Provincia de Corrientes, Argentina
3 - Corumba - MT, Brasil
4 - Caceres - MT, Brasil
5 - Barra do Bugre; Tangara da Serra; Cuiaba - MT
6 - Pontes e Lacerda - MT, Brasil
7 - Campo Novo do Parecis; Sapezal - MT, Brasil
8 - Sorriso - MT, Brasil
9 - Alta Floresta - M T, Brasil
10 - Cacoal; Ji-Parana - RO, Brasil
11 - Porto Velho - RO, Brasil
12 - Aripuana - AM, Brasil

(“- Simpatria de haplétipos dos haplogrupos @ e A.

N 10°1 7’00’I’

W 34°54°00”°

Il alto Magdalena
W baixo Magdalena
@ Amazonas/Orinoco
A\ Paraguai/Uruguai

Hoplias intermedius

13 - Rio Maria - PA, Brasil

14 - Pau D’arco - PA, Brasil

15 - Novo Aripuani - AM, Brasil
16 - Jurua - AM, Brasil

17 - Tefé - AM, Brasil

18 - Manaus - AM, Brasil

19 - Santa Maria - AM, Brasil
20 - Macapa - AP, Brasil

21 - Yaguara - HUI, Colombia
22 - Mahates; Manati, Colombia
23 - Caio Maraca, Venezuela

24 - Trinidad, Trinidad e Tobago

Figura 1.2 Distribuicdo dos haplogrupos de Hoplias malabaricus nas bacias
hidrograficas dos rios Caroni (ilha de Trinidad), Magdalena, Orinoco, Amazonas,

Tocantins, Paraguai e Uruguai.

Notar que as simpatrias de haplétipos dos haplogrupos Amazonas/Orinoco e
Paraguai/Uruguai ocorrem principalmente em localidades proximas aos divisores de

aguas.
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a) Dispersao
Amazonas => Paraguai

b) Dispersio
Amazonas => Paraguai

¢) Dispersao
Paraguai => Amazonas

Figura 1.3 Redes de haplétipos com o gene ATPase6 representando as dispersdes de
Hoplias malabaricus entre as bacias hidrograficas dos rios Amazonas e Paraguai.

As redes de haplétipos a, b e ¢ correspondem, respectivamente, as amostras presentes
nos clados [a], [b] e [c] da figura 1. Os nimeros em vermelho indicam o nimero de
substituicdes nucleotidicas entre os haplotipos. Os pontos vermelhos representam 0s
haplotipos ndo amostrados. As localidades amostradas (cidades) sdo representadas
pelas respectivas cores na rede de haplétipos: (1) Uruguaiana e Roséario do Sul; (2)
provincia de Corrientes; (3) Corumbé; (5a) Barra do Bugre e Tangara da Serra; (5b)
Cuiab4; (7a) Campo Novo do Parecis; (7b) Sapezal; (8) Sorriso; (9) Alta Floresta;
(12) Aripuand; (18) Manaus; (20) Macapa. A linha branca no mapa indica 0s
divisores de aguas.
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O haplogrupo Paraguai/Uruguai foi formado por espécimes capturados na
bacia hidrografica do rio Paraguai (N=22), do rio Uruguai (N=6) e espécimes de
Hoplias malabaricus da bacia amazénica (N=16). Quatro destes ultimos foram
coletados em Sapezal, 11 em Alta Floresta e um em Campo Novo do Parecis. Todas
estas localidades s@o proximas ao divisor de dguas com a bacia hidrografica do rio
Paraguai. Os hapldétipos coletados em Sapezal e Alta Floresta formaram um clado
com alto valor de probabilidade posterior (1) e valor de bootstrap razoavel (71)

dentro do haplogrupo Paraguai/Uruguai (Fig. 1).

A rede de haplétipos com o fragmento ATPase6 das amostras do haplogrupo
Amazonas/Orinoco apresentou 43 haplétipos com grande diversidade nucleotidica
(0,05) e haplotipica (0,978). Dentro desse haplogrupo, os espécimes coletados em
Barra do Bugre (N=2) e na provincia de Corrientes (N=3) apresentaram elevado
nimero de substituicdes nucleotidicas em relacdo aos hapl6tipos amazo6nicos
aparentados (Fig. 3a). O haplétipo coletado no rio Cuiaba, possui 11 sitios de
substituicdo em relacdo ao hapl6tipo amaz6nico mais relacionado, coletado em Alta
Floresta (Fig. 3b). As populacdes das sub-bacias amazonicas Juruena (Campo Novo
dos Parecis e Sapezal), Teles Pires (Alta Floresta e Sorriso) e Guaporé (Pontes e
Lacerda), apresentaram hapl6tipos com elevado nimero de substituicdes em relacdo
aqueles presentes em espécimes coletados em outras localidades dentro da bacia
hidrografica do rio Amazonas (Fig. 4). A distancia molecular média destas
localidades com outras porcOes da bacia amazonica também foi elevada, exceto para
a populagédo de Pontes e Lacerda, devido a presenca de um haplotipo estreitamente

relacionado a populacéo de Porto Velho (Tabela 2 e Fig. 4).

O fragmento ATPase6 das amostras do haplogrupo Paraguai/Uruguai

apresentou 16 haplétipos com 0,011 de diversidade nucleotidica e 0,89 de
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diversidade haplotipica. As populacbes de Alta Floresta e Sapezal agruparam-se de
forma consistente com a distribuicdo geografica. Um espécime coletado no rio
Sangue, em Campo Novo dos Parecis, apresentou o haplétipo ATPase6 que €
amplamente distribuido nas cabeceiras do rio Paraguai (Barra do Bugre, Tangara da
Serra e Corumbad) e estreitamente aparentado com as amostras da bacia hidrografica

do rio Uruguai (Fig. 3c).

As sequéncias RAG2 foram obtidas dos espécimes coletados na bacia
hidrogréafica do rio Magdalena (N=13), na bacia hidrogréfica do rio Uruguai (N=6),
no alto rio Paraguai (N=25), na bacia hidrogréfica amazénica (N=57), no rio Orinoco
(N=5) e dos espécimes coletados na bacia hidrografica do rio Tocantins (N=6).
Foram alinhados 1.038 pb com 89 sitios varidveis, 60 sitios informativos para
parcimoénia e uma baixa razdo média de transicao/transversdo (1,39). As razdes de
transicao/transversdo foram de 0,33 para a primeira base do codon, 1,18 para a
segunda e 2,76 para a terceira base. A rede de hapl6tipos formou haplogrupos
parcialmente congruentes com 0S sistemas hidrogréficos
Orinoco/Amazonas/Tocantins, rio Magdalena e Paraguai/Uruguai (Fig. 5). As trairas
Hoplias malabaricus de Alta Floresta e Campo Novo do Parecis, com o fragmento
mitocondrial do haplogrupo Paraguai/Uruguai, apresentaram o gene RAG2 mais
relacionado as populacdes da bacia amazonica e do rio Tocantins. Um espécime
coletado em Barra do Bugre, alto rio Paraguai, que possui 0 gene mitocondrial
ATPase6 do haplogrupo Paraguai/Uruguai, possui 0 gene nuclear estreitamente
relacionado as populagdes da bacia amazonica. Os espécimes coletados no alto rio
Paraguai (Barra do Bugre) que possuem 2n=42A cromossomos apresentaram DNA

mitocondrial e nuclear mais relacionado as popula¢Ges amazonicas.
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b)

6 - Pontes e Lacerda - MT, Brasil 14 - Pau D’arco - PA, Brasil

7 - Campo Novo do Parecis; Sapezal - MT, Brasil 15 - Novo Aripuana-AM, Brasil

8 - Sorriso - MT, Brasil 16 - Jurua - AM, Brasil

9 - Alta Floresta - MT, Brasil 17 - Tefé - AM, Brasil
10 - Cacoal; Ji-Parana - RO, Brasil 18 - Manaus - AM, Brasil
11 - Porto Velho - RO, Brasil 19 - Santa Maria - AM, Brasil
12 - Aripuana - AM, Brasil 20 - Macapa - AP, Brasil

13 - Rio Maria - PA, Brasil

Figura 1.4 Distribuicdo dos haplotipos ATPAse6 de Hoplias malabaricus no Escudo
Cristalino Brasileiro e nas terras baixas da Amazonia.

Em (a) rede de hapldtipos com populagdes da bacia amazbnica e do Tocantins
presentes no haplogrupo Amazonas/Orinoco. O numero de substituicdes
nucleotidicas entre os haplo6tipos sdo indicadas pelos nimeros vermelhos (exceto
quando foi observada apenas uma substituig&o); os pontos vermelhos representam o0s
haplotipos ndo amostrados. Em (b) locais de coleta nas bacias hidrograficas dos rios
Amazonas e Tocantins. As cores correspondem aos haplétipos; a area hachurada ao
norte representa o Escudo Cristalino da Guiana e ao sul o Escudo Cristalino
Brasileiro.
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Tabela 1.2 Distancia molecular média entre haplotipos ATPase6 do haplogrupo Amazonas/Orinoco coletados na bacia hidrografica amazonica e

do rio Tocantins

6 7Ex O gEx QFx () 11 12 13 14 15 16 17 18 19
6. Pontes e Lacerdae

7. Campo Novo do Parecis* ¢ 976

8. Sorriso 0,075 0,06

9. Alta Floresta 0,057 0,073 0,061

10. Cacoal 0,036 0,074 0,059 0,048

11. Porto Velho 0,035 0,086 0,077 0,056 0,023

12. Aripuana 0,033 0,067 0,048 0,054 0,018 0,025

13. Rio Maria 0,039 0,083 0,068 0,055 0,017 0,021 0,022

14. Pau D’ arco 0,039 0,078 0,063 0,048 0,015 0,026 0,020 0,021

15. Novo Aripuana 0,035 0,078 0,071 0,054 0,017 0,018 0,013 0,013 0,02

16. Jurua 0,043 0,085 0,075 0,052 0,026 0,028 0,029 0,029 0,027 0,027

17. Tefe 0,056 0,087 0,067 0,058 0,047 0,058 0,053 0,053 0,049 0,049 0,059

18. Manaus 0,039 0,080 0,067 0,054 002 0024 0019 0019 0,016 0,017 003 0,049

19. Santa Maria 0,036 0,076 0,070 0,052 0,021 0,029 0,013 0,023 0,011 0,019 0,032 0,013 0,013

20. Macapa 0,054 0,084 0,069 0,06 0045 0,055 0,051 0,051 0,047 0,047 0,057 0,011 0,055 0,048

*Campo Novo dos Parecis e Sapezal, ** A area hachurada indica as localidades com maiores distancias moleculares das demais localidades.
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rio
Magdalena

1 - Uruguaiana; Rosario do Sul - RS, Brasil

2 - Provincia de Corrientes, Argentina

3 - Corumba - MT. Brasil

4 - Caceres - MT, Brasil

5 - Barra do Bugre; Tangara da Serra; Cuiaba - MT
6 - Pontes e Lacerda - MT, Brasil

7 - Campo Novo do Parecis; Sapezal - MT, Brasil

8 - Sorriso - MT, Brasil

9 - Alta Floresta - MT, Brasil
10 - Cacoal; Ji-Parana - RO, Brasil

rios Orinoco,

e P Amazon?sc
Tocantins
o
U o 'Y
#e
- (‘) 9
>
‘Ln ( >#
— % =
rios
Paraguai e
Uruguai
o#

14 - Pau D’arco - PA, Brasil

15 - Novo Aripuana-AM, Brasil
16 - Jurua - AM, Brasil

17 - Tefé - AM, Brasil

18 - Manaus - AM, Brasil

19 - Santa Maria - AM, Brasil

20 - Macapa - AP, Brasil

21 - Yaguara - HUI, Colémbia
22 - Mahates; Manati, Colombia
23 - Caiio Maraca, Venezuela

11 - Porto Velho - RO, Brasil
12 - Aripuana - AM, Brasil
13 - Rio Maria - PA, Brasil

* 2n=40 #2n=42
== ATPase6 Paraguai/Uruguai
= ATPase6 Amazonas/Orinoco

Figura 1.5 Rede de haplotipos com o gene RAG2 em populacGes de Hoplias
malabaricus.

As distancias entre os hapl6tipos sdo proporcionais ao numero de substituicbes
nucleotidicas. As areas hachuradas correspondem aos sistemas hidrograficos de
coleta. Notar que os haplotipos compartilhados entre as populacdes da bacia
amazénica e do rio Paraguai sdo restritos aos divisores de aguas entre estas bacias.
No sistema hidrografico Paraguai/Uruguai, somente populacGes do alto Paraguai
possuem alelo RAG2 mais relacionado as populacbes amazonicas. Nas bacias
amazonicas, exclusivamente as populagcdes proximas ao divisor de dguas com o alto
Paraguai possuem hapl6tipos mais relacionados as populag¢fes Paraguai/Uruguai.

As populagdes de Hoplias malabaricus com nimero diploide de 40 e 42
cromossomos ndo formaram grupos monofiléticos com o gene ATPase6. Dentro do
haplogrupo Amazonas/Orinoco, trés populacdes apresentaram 2n=40 cromossomos:
a populagéo coletada em Santa Maria, no rio Capucapu (JP2787— Jorge Porto com.
pess.) e os espécimes com cariomorfo 2n=40C coletados em Pau D’arco (bacia

hidrografica do rio Tocantins) e no municipio de Rio Maria (bacia hidrografica do rio
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Xingu) (Sampaio, 2011). Os hapldtipos dos espécimes com 2n=42A Cromossomos
presentes no haplogrupo Amazonas/Orinoco foram coletadas em Barra do Bugre,
provincia de Corrientes, Sapezal e Sorriso (Lima, 2008). Dentro do haplogrupo
Paraguai/Uruguai, os espécimes com o cariomorfo 2n=40C foram coletados nas
bacias hidrograficas dos rios Paraguai (Lima, 2008), Uruguai (Dergam, 1996) e

Amazonas (Lima, 2008).

Todos os valores ESS (Effective Sample Size) checados em Tracer v.1.5.0
foram maiores que 260 e isto permite assegurar que os parametros do modelo de
evolucdo molecular e as estimativas de tempo de divergéncia entre os haplogrupos
sdo confiaveis, considerando a amostragem desse trabalho. O Fator Bayes 2In para a
comparacdo das hipdteses filogenéticas sem (In = -3669,827) e com o reldgio
molecular estrito (In = -3669,478), calibrado em 12 Ma a divergéncia da populagédo
do alto rio Magdalena, foi de 0,348 sugerindo que é adequado assumir o reldgio
estrito. Este relogio molecular indicou um tempo de divergéncia de 6 Ma entre o
haplogrupo Amazons/Orinoco e Paraguai/Uruguai e de 2,6 Ma entre os haplétipos do
rio Orinoco e haplo6tipos amazoénicos relacionados (Fig. 6a). O Fator Bayes 2In
calculado entre as hipoteses filogenéticas sem (In = —3669,827) e com o reldgio
molecular estrito (In = -3669,997), calibrado em 12 Ma a divergéncia das populacdes
do baixo rio Magdalena, foi de 0,17 também sugerindo o uso do relégio estrito. Este
relégio molecular indicou uma divergéncia de 19 Ma entre os haplogrupos
Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai, 8 Ma entre os haplétipos do rio Orinoco e
aqueles amazonicos mais relacionados e sugere que eventos de dispersdo entre as
bacias hidrograficas dos rios Amazonas e Paraguai ocorreram ap0s 0 inicio do

Plioceno (Fig. 6b).
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Figura 1.6 Hipoteses de tempo de divergéncia molecular entre os haplogrupos de
Hoplias malabaricus.

Na primeira estimativa foi calibrado em 12 milhGes de anos (Ma). a divergéncia do
haplogrupo alto Magdalena (a). Na segunda estimativa foi calibrado em 12 Ma a
divergéncia do haplogrupo baixo Magdalena (b). Os valores nos nés indicam o
tempo de divergéncia molecular em Ma e as barras azuis o desvio padrdo. As setas
indicam a idade minima da formac&o geologica. Notar que a o tempo de divergéncia
molecular entre os haplogrupos Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai sugeridos
pela segunda estimativa sdo congruentes com o periodo de capturas de cabeceiras
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amazonicas para um paleo-Parana-Paraguai em decorréncia da formacao Chaparé (27
- 19 Ma). O tempo de divergéncia molecular entre as populac¢6es do rio Orinoco e
amazonicas relacionadas é congruente com o periodo de formacdo do arco Vaupés
(10 - 8 Ma).

5. DISCUSSAO

A elevada distancia molecular entre o haplogrupo alto Magdalena e as demais
populagdes de Hoplias malabaricus pode ser interpretado como decorrente de uma
vicariancia anterior a formacédo do vale do rio Magdalena h4 13.5 - 11.8 Ma. Novas
interpretacdes no padrdo de distribuicdo de fauna tém demonstrado que bacias
hidrogréaficas ndo devem ser consideradas homogéneas quanto a ictiofauna, barreiras
fisicas e ecoldgicas levam as cabeceiras a apresentarem uma distinta composicao das
porcdes mais baixas (eg. Lima & Ribeiro, 2011). Populagdes de H. malabaricus
préximas aos divisores de aguas tém apresentado elevada distancia genética em
relacdo as demais populacGes da mesma bacia (Santos et al., 2009), como pode ser
observado entre o clado formado pelos espécimes coletados em Sorriso, Sapezal e
Campo Novo do Parecis e as demais populacbes do haplogrupo Amazonas/Orinoco
(Fig. 1). O rel6gio molecular, calibrado em 12 Ma para a divergéncia do haplogrupo
baixo Magdalena, apresentou uma hipotese de tempo de divergéncia congruente com
eventos paleohidroldgicos reconhecidos como determinantes para a atual
configuracdo das bacias hidrograficas estudadas. Portanto, a segunda estimativa foi

assumida na discusséo que segue.

A congruéncia parcial entre a distribuicdo dos haplétipos de Hoplias
malabaricus dos haplogrupos Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai com as bacias
hidrograficas dos rios Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai pode ser interpretado
como reflexo da histdria paleohidrologica destas drenagens a partir do inicio do

Mioceno. O tempo de divergéncia molecular de 19 milhdes de anos entre as
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populagdes dos sistemas Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai corresponde a um
periodo posterior a maior fase de elevacdo dos Andes (27 - 19 Ma). O efeito desse
processo foi 0 contato entre o antepais dos Andes e o Escudo Cristalino Brasileiro,
criando a formagdo Chaparé (Sempere et al., 1990). Aparentemente as Serras
Pampeanas, que determinaram o0s limites entre os sistemas Parana e Paleo-
Amazonas-Orinoco durante o Paleoceno e o arco de Michicola, responsavel pelos
divisores de aguas entre o paleo-Amazonas-Orinoco e paleo-Parana-Paraguai até o
inicio do Mioceno (Lundberg et al., 1998), ndo foram os elementos responsaveis pela

divergéncia molecular entre as populagdes Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai.

A divergéncia molecular do gene ATPase6 entre os espécimes de Hoplias
malabaricus do rio Orinoco e da bacia amazénica (~ 8 Ma) provavelmente é reflexo
do soerguimento do arco Vaupés (10 - 8 Ma), o qual separou o antigo sistema
Amazonas-Orinoco nas modernas drenagens dos rios Amazonas e Orinoco (Hoorn,
1993; Hoorn et al., 1994). A inesperada similaridade haplotipica da populacéo do rio
Caroni com as amostras dos rios Solimdes, Capucapu e Araguaia sugere uma historia
paleohidroldgica comum entre a bacia amazbnica e a ilha de Trinidad apés o
Pleistoceno inferior. Atualmente, o rio Casiquiare representa um corredor seletivo
entre as aguas com pH &cido do rio Negro e pH neutro do rio Orinoco (Winemiller et
al., 2008). O rio Orinoco desagua no Delta Amacuro, o qual possui a por¢ao mais ao

norte distante aproximadamente 100 km do sul da ilha de Trinidad.

A presenca de Hoplias malabaricus nas cabeceiras do rio Paraguai e no rio
Uruguai com haplétipos pertencentes ao haplogrupo Amazonas/Orinoco pode ser
resultado de eventos de dispersdo (Fig. 3a e b). Os haplotipos que dispersaram a
partir da bacia amazbnica foram coletados em simpatria com haplétipos

Paraguai/Uruguai, em localidades préximas ao divisor de aguas entre as bacias
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hidrograficas do Amazonas e Paraguai, exceto aqueles presentes na populacdo da
provincia de Corrientes. Este mesmo padrao de distribuicdo simpatrica foi observado
nos haplétipos Paraguai/Uruguai que foram coletados na drenagem amazonica,
indicando que apesar da barreira entre estas duas bacias hidrograficas ser
semipermeavel a dispersdao para as terras baixas amazOnicas aparentemente é
dificultada. A distribuicdo restrita dos haplétipos simpatricos na regido amazonica
provavelmente é favorecida pela condicdo pouco vagil de H. malabaricus e as
barreiras fisicas ou ecoldgicas dentro daquela bacia. Uma condicdo similar é
observada em populacfes 2n=42A dessa espécie que dispersaram do alto rio Grande
(alto rio Parana) para um tributario de cabeceira do rio Sdo Francisco, onde
predominam populac@es com 2n=40F (Santos et al., 2009). A existéncia de eventos
locais de dispersdo entre drenagens vizinhas pode levar a uma maior diversidade
genética nas porcBes superiores das drenagens. Eventos recorrentes de capturas de
cabeceiras entre tributarios amazonicos e o alto rio Paraguai tém sido documentados
historicamente, levando a uma maior semelhanca de fauna entre estas duas bacias
hidrograficas (Pearson, 1937; Alberts et al., 2011). A dispersdo restrita as regides
préximas aos divisores de aguas aparentemente ndo € exclusividade de H.
malabaricus. As por¢des do rio Paraguai e Amazonas que ndo envolvem os divisores
de &guas sdo reconhecidas regides de endemismos de peixes (Hubert & Renno,
2006), ou ecorregides (Abell et al., 2008). Contudo, quando a comparagdo da
ictiofauna € restrita as porcdes proximas aos divisores de agua entre as bacias
hidrogréaficas dos rios Amazonas e Paraguai é verificada uma elevada similaridade de

fauna entre elas (Albert & Carvalho, 2011).

A maior proximidade filogenética entre um haplétipo coletado em Cuiaba

com os observados nas populagdes das cabeceiras do rio Teles Pires sugere disperséo
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de Hoplias malabaricus desta bacia para as cabeceiras do rio Cuiaba. (Fig. 1 e 3b).
Evidéncias de dispersdo de fauna das cabeceiras do rio Teles Pires para a bacia do rio
Paraguai sdo escassas, ao contrario do observado entre o alto rio Juruena e Paraguai.
Os rios Juruena e Teles Pires sdo duas sub-bacias que se unem formando o rio
Tapajés, o qual desagua no rio Amazonas. Batrochoglanis melanurus
(Pseudopimelodidae) é endémica do rio Paraguai com a espécie irma Batrochoglanis
villosus presente na bacia amazbnica (Shibatta & Pavanelli, 2005). A provavel
dispersdo de um ancestral a partir de tributarios do rio Juruena (rio Arinos) €
atribuida a presenca de B. melanurus na bacia do rio Paraguai. Outras espécies de
peixes, como Moenkhausia cosmops, estdo presentes em tributarios do alto rio

Juruena e alto rio Paraguai (Lima et al., 2007).

A presenca de trairas Hoplias malabaricus em Barra do Bugre e na provincia
de Corrientes com o haplétipo ATPase6 incluido no haplogrupo Amazonas/Orinoco
(Fig. 1 e 3a), indica dispersdo de populacbes de Hoplias malabaricus da bacia
amazonica para o rio Paraguai/Uruguai. No entanto, a auséncia de sinal filogenético
pelos métodos da parcimdnia e bayesiana e o elevado nimero de substitui¢des
nucleotidicas entre os hapl6tipos relacionados (Fig. 3a) torna dificil estabelecer a
partir de qual sub-bacia amaz6nica ocorreu a dispersao. O rio Guaporé e o alto rio
Paraguai possuem divisores de aguas com regides pantanosas e altitudes que
raramente excedem 500 metros, oferecendo condicbes favoraveis a comunicagdo dos
tributarios destas drenagens em periodos chuvosos (Reclus, 1895; Barnes & Heins,
2009). Uma condicdo de comunicagdo em charcos ou brejos de altitude tambem é
observada na regido de dispersdo de H. malabaricus a partir de tributarios do rio
Grande para afluentes do alto rio Sdo Francisco (Santos et al., 2009). O rio Guaporé

¢ a sub-bacia amazbnica com maior similaridade de ictiofauna com o alto rio
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Paraguai. Quarenta e oito espécies estdo distribuidas entre estas bacias com maior
similaridade de espécies endémicas entre os rios Paraguai e Guaporé do que com
outras sub-bacias do rio da Prata (Albert & Carvalho, 2011), representando um claro

reflexo dos recentes eventos de disperséo entre estas drenagens.

A presenca de haplétipos do haplogrupo Paraguai/Uruguai nas cabeceiras dos
rios Teles Pires e Juruena indica eventos de dispersdo do alto Paraguai para a bacia
hidrogréafica amazénica (Fig. 3c). Evidéncias de dispersdo da ictiofauna do rio
Paraguai para a sub-bacia do rio Tapajés (rios Juruena e Teles Pires) sdo escassas; as
dispersdes sugeridas para a bacia amazonica envolvem principalmente o alto rio
Madeira (Mamoré/Guaporé). Oligosarcus schindleri é a Unica espécie do género
encontrada na bacia hidrografica amazonica, com a espécie irma Oligosarcus
bolivianus e as outras espécies do género distribuida nas cabeceiras do rio Paraguai e
bacias costeiras do leste/tributarios do rio da Prata, respectivamente. O evento
cladogenético proposto para a diversificagdo de O. schindleri e O. bolivianus é
resultante da orogénese dos Andes durante o Plioceno, que levou a captura de
drenagens do alto rio Paraguai para os rios Guaporé e Mamoré (Menezes, 1988). Um
padrdo de distribuicdo e diversificagdo similar & observado no pimelodideo
Rhamdella. Rhamdella rusbyi é a Unica espécie do género encontrada na regido
amaz6nica, enquanto as demais espécies estdo distribuidas nas regides sub-andinas
da Bolivia, Argentina e na bacia do rio Paraguai (Bockmann & Miquelarena, 2008).
A presenca de espécies que possuem ampla distribuicdo nos sistemas Parana-
Paraguai no rio Guaporé ¢ outro indicio de recentes eventos de disperséo entre estas
bacias. Este padrdo é observado em Scoloplax empousa (Schaefer et al., 1990),
Gymnogeophagus balzanii (Wimberger et al., 1998) e Brycon hilarii (Lima, 2003)

presentes na bacia do rio Guaporé e distribuidas nos sistemas Parana-Paraguai.
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O reconhecimento do padrdo filogeografico de Hoplias malabaricus em
escala continental permitiu observar a disperséo bidirecional entre a bacia amazonica
e 0 rio Paraguai. Apesar das dificuldades em descobrir os sentidos das dispersdes
nessa regido de complexa historia paleohidrologica (Albert & Carvalho, 2011) a
utilizacdo de uma espécie ndo migratoria e de ampla distribuicdo permitiu recuperar
a biogeografia histérica com riqueza de detalhes. Os trabalhos realizados com o
objetivo de tracar os padrdes filogeograficos da ictiofauna amazoénica envolvem
aproximadamente 10 taxons (Lovejoy et al., 2010) e demonstram a complexa
dindmica de dispersdo e vicariancia no final do Nedgeno. Poucos trabalhos incluem
tempo de divergéncia e andlises biogeograficas de dispersdo e vicariancia (eg.
Hardman & Lundberg, 2006; Hubert et al., 2007a e b), possivelmente devido as

dificuldades de estabelecer as regides que funcionam como fonte e sumidouro.

O tempo de divergéncia molecular encontrado entre o0s haplogrupos
Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai (19 Ma) sugere que a formacdo Chapareé foi o
evento paleohidrolégico responsavel pela vicariancia das populacfes de Hoplias
malabaricus dos sistemas Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai. Por outro lado, a
divergéncia molecular observada entre populacdes de cascudos do género
Hypostomus da bacia amazonica e do rio Paraguai foi interpretada como resultante
de um evento de vicariancia de 11,4 - 10,5 Ma (Montoya-Burgos, 2003). Apesar da
aparente discordancia, estes resultados ndo sdo conflitantes, mas reflexo da complexa
historia paleohidrologica na regido. Datagdes moleculares buscando recuperar
eventos de dispersdo permitem reconhecer a multiplicidade de eventos de vicariancia
na regido. A diferenciacdo das espécies irmas Prochilodus nigricans (amazonicos) e
Prochilodus lineatus (Parana-Paraguai) é atribuida a capturas de cabeceiras entre

tributarios da bacia amazonica e do rio Paraguai entre 4,1 - 2,3 Ma (Sivasundar et al.,
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2001). Eventos de dispersdo de populacdes de Pygocentrus nattereri da bacia
amazonica para a bacia do Parané sdo estimados em 1,77 £ 0,3 Ma e em Serrasalmus
marginatus a 1,76 £ 0,2 Ma (Hubert et al.,, 2007a). Em H. malabaricus, séo
provaveis pelo menos dois eventos de dispersdo da bacia amazonica para o alto
Paraguai durante o Plioceno e outros dois do alto rio Paraguai para a bacia
amazonica ap6s o Plioceno. Portanto, as recorrentes capturas de cabeceira e a
presenca de charcos com comunicacgdo intermitente entre as bacias hidrogréaficas dos
rios Amazonas e Paraguai torna fragil qualquer tentativa de estipular um Unico
evento cladogenético para a diversificacdo de populacdes e espécies ndo relacionadas

entre estes dois sistemas hidrogréficos.

O elevado numero de substituicdes observado no gene ATPase6 das
populagdes de Hoplias malabaricus de Pontes e Lacerda, Campo Novo do Parecis,
Sapezal, Sorriso e Alta Floresta (Fig. 4 e Tabela 2) pode ser justificada por barreiras
fisicas ou ecoldgicas que isolaram estas populacfes nas porcles altas do Escudo
Cristalino Brasileiro, facilitando a fixacdo de mutacdes. Grande parte das populagdes
do haplogrupo Amazonas/Orinoco, de baixas altitudes, possuem menor distancia
molecular com outros haplétipos coletados entre os escudos cristalino da Guiana e
Brasileiro. Trechos encachoeirados entre o curso superior e as porgdes mais baixas
dos rios podem ser um impedimento fisico ou ecoldgico ao deslocamento da
ictiofauna da parte baixa para a montante do rio. Estas barreiras ao deslocamento
podem ter impedido o fluxo génico entre as populacGes de Hoplias malabaricus

presentes nas terras baixas com as populagdes proximas aos divisores de aguas.

Uma hipotese alternativa para explicar a menor distancia molecular entre as
populagdes presentes nas porcdes entre o Escudo Cristalino Brasileiro e da Guiana

sdo efeitos esperados de incursdes marinhas nas terras baixas amazonicas.
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Inundacdes marinhas poderiam ter resultado na extingdo de populagdes nas terras
baixas, com posterior colonizacdo em periodos de regressdes marinhas. Maior
diversidade de DNA mitocondrial em populacbes de Serrasalmus rhombeus
coletadas na regido de Aripuand foi atribuida a um possivel refagio pleistocénico em
periodos de elevacdo eustatica do mar, com posterior colonizacdo das terras baixas
do rio Madeira durante as regressées marinhas (Hubert et al., 2007b). No entanto,
nenhuma evidéncia geologica e paleontoldgica indica grandes incursdes marinhas no
interior da bacia amazoénica nos ultimos cinco milhdes de anos (Bloom & Lovejoy,
2011). As predicbes que consideram a influéncia das incursbes marinhas na
filogeografia de peixes dulcicolas amazodnicos consideram as variacdes eustaticas
histéricas no nivel do mar nas condi¢cdes geomorfologicas atuais da regido, o que
pode levar a interpretacdes equivocadas da amplitude das areas inundadas (Bloom &
Lovejoy, 2011). De toda forma, se as incursdes marinhas nas terras baixas
amazonicas fossem as responsaveis pela pequena distancia molecular entre os
haplotipos ATPase6 de H. malabaricus, nessa regido, seria esperado um padrdo de
expansdo na rede de haplétipos a partir das por¢oes altas do escudo cristalino para as
terras baixas. Esse padrdo ndo é observado. Considerando estes aspectos, € provavel
que barreiras fisicas e/ou ecoldgicas entre as porcdes baixas e as cabeceiras dos
tributéarios da bacia amazonica sejam o0s elementos responsaveis pela elevada
distancia molecular entre as populagdes de H. malabaricus de cabeceiras e das terras

baixas amazonicas.

As andlises filogeograficas baseadas no gene nuclear RAG2 permitiram
verificar a existéncia de fluxo génico entre as populagdes de Hoplias malabaricus
que dispersam entre o alto Paraguai e a bacia amaz6nica. Campo Novo do Parecis e

Alta Floresta sdo regides amazobnicas de simpatria de haplotipos ATPase6 dos
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haplogrupos Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai. Nestes dois pontos amostrais,
foi possivel observar espécimes com padrdes de DNA mitocondrial
filogeneticamente mais proximos aos haplotipos da bacia hidrografica do rio
Paraguai, enquanto seu DNA nuclear era mais relacionado as outras populagdes da

bacia hidrografica amazénica (Fig. 5).

A presenca de populagdes de H. malabaricus com cariomorfo 2n=40C nos
haplogrupos ATPAse6 Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai sugere que a atual
classificacdo da macroestrutura cariotipica neste tdxon ndo é adequada para o
reconhecimento de grupos monofiléticos. A classificacdo do cariomorfo 2n=40C
proposta por Bertollo e colaboradores (2000) é feita com base na presenca de 2n=40
cromossomos meta e submetacéntricos, com auséncia de sistemas de cromossomos
sexuais. E possivel que reducdes independentes no nimero diploide, como sugerido
pela topologia gerada com o gene ATPase6, levem a cariomorfos com caracteristicas
que os enquadram na classificacdo 2n=40C. A condicdo parafilética de populacGes
com 2n=42A também é observada em outras populacdes de H. malabaricus (Bertollo
et al., 2000), indicando que a transicdo entre cariomorfos pode ser um evento
recorrente. Lemos e colaboradores (2002) encontraram uma populagdo com o
cariomorfo 2n=42B no primeiro platé do alto rio Iguagu, uma regido isolada por
cachoeiras. Nas por¢Oes mais baixas da bacia predominam populagdes com
cariomorfo 2n=42A (Vicari et al., 2006). Os autores atribuiram a presenca do
cariomorfo 2n=42B no rio lguacu a dispersao de populagdes entre as bacias costeiras.
Porém, as populacbes de H. malabaricus costeiras com cariomorfo 2n=42B estdo
restritas a bacia hidrografica do rio Doce, com o cariomorfo 2n=42A presente nas
drenagens costeiras adjacentes (Pereira et al.,, 2013). A bacia do rio Doce é

delimitada a oeste pela cadeia do Espinhaco e ao sul pela Serra da Mantiqueira, duas
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importantes barreiras a dispersdo da ictiofauna (Ribeiro, 2006; Ingenito & Buckup,
2007). O rio lguacu encontra-se no paralelo 25 (latitude sul) e a bacia do rio Doce no
paralelo 19 (latitude sul) e H. malabaricus possui baixa vagilidade, o que torna
pouco parcimoniosa a hipotese de dispersao das populagdes do rio Doce para o alto
rio Iguacu. Finalmente, ao contrario do observado na populacéo do alto rio Iguacu, o
cariomorfo 2n=42B coletado na por¢do média da bacia do rio Doce possui sitios
ribossomais e blocos heterocromaticos no braco maior do cromossomo X (Born &
Bertollo, 2001). Tendo em vista todos estes fatores, é possivel que o sistema de
cromossomos sexuais das trairas do rio Iguacu e do rio Doce tiveram origens
independentes. O cariomorfo 2n=42B é semelhante ao 2n=42A, diferindo apenas
pela presenca de um sistema sexual XY com um pequeno cromossomo Y
submetacéntrico. O cariomorfo 2n=42A possui ampla distribuicdo nas bacias
hidrograficas da América do Sul e é plesiomérfico em H. malabaricus (ver capitulo

2).

Outro processo que poderia explicar a condigdo parafilética do cariomorfo
2n=40C nas andlises com o gene ATPase6 é o fluxo génico entre espécimes com o
namero diploide diferente. Contudo, se a hibridizagdo entre os cariomorfos ocorre,
ela deve ser restrita a eventos efémeros e circunstanciais. Bertollo e colaboradores
(2000) indicam auséncia de hibridos em popula¢Ges com cariomorfos simpatricos e
em geral a divergéncia molecular entre cariomorfos é elevada (Santos et al., 2009;

Pereira et al., 2013).

Os resultados indicam que a evolucdo e diversificacdo das populagdes de
Hoplias malabaricus das bacias hidrograficas dos rios Amazonas e Paraguai
envolveram dois processos. A formagdo Chaparé determinou o primeiro evento de

vicariancia entre as populacdes Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai, as quais
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possivelmente passaram por reduc@es independentes no nimero diploide. O segundo
processo envolveu dispersdes recorrentes e bidirecionais entre as drenagens de
cabeceira da bacia amazodnica e Paraguai, permitindo o fluxo génico e criando uma
zona simpatrica de haplétipos mitocondriais Amazonas/Orinoco e Paraguai/Uruguai,
que aparentemente ndo se estende as porcGes mais baixas da bacia amazonica. As
relacGes filogenéticas entre as populacbes de H. malabaricus das bacias hidrograficas
dos rios Amazonas e Paraguai sdo explicadas pela historia paleohidrologica da
regido, independentemente do ndmero diploide. Portanto, as inferéncias sobre a
evolucdo dos cariomorfos neste tdxon devem ser realizadas com cautela, pois a
classificacdo dos cariomorfos proposta por Bertollo e colaboradores (2000) pode

estar baseada em homoplasias e ndo em homologias.
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Il. CAPITULO 2: BIOGEOGRAFIA HISTORICA DOS CARIOMORFOS
DE Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) (Teleostei, Erythrinidae) NAS

BACIAS HIDROGRAFICAS DA AMERICA DO SUL

61



1. RESUMO

Objetivo Testar a hipotese que a evolucdo e diversificacdo das populagBes de
Hoplias malabaricus das bacias hidrograficas da América do Sul foram direcionadas
por eventos geomorfoldgicos e paleoclimaticos que determinaram os padrdes de

distribuicédo da ictiofauna neotropical.

Localizacéo Tributarios dos rios Magdalena e Orinoco; rio Caroni (ilha de Trinidad);
tributarios das sub-bacias amazonicas: Solimdes, Madeira, Guaporé, Tapajos, Xingu;
rio Araguaia (afluente do Tocantins), rio Parnaiba; calha e tributarios dos rios Séo
Francisco, Parand, Paraguai e Uruguai; bacias costeiras do sul, sudeste, leste e

nordeste do Brasil.

Métodos Duzentos e oitenta e trés espécimes foram analisados. As andlises de
inferéncia bayesiana e maxima parciménia foram realizadas com base na varia¢ao do
gene mitocondrial ATP sintase 6 (ATPase6), utilizando o modelo de evolugédo
molecular mais adequado obtido com MrModeltest. As redes de haplétipos com os
genes ATPase6 e gene nuclear ativador de recombinagdo 2 (RAG2) foram
construidas utilizando o software Network 4.6.1.1. A estimativa de tempo de
divergéncia entre os haplogrupos foi realizada utilizando as sequéncias do gene

ATPaseb6 no software BEAST 1.5.1.

Resultados O padrdo de variacdo do gene ATPase6 indicou cinco haplogrupos,
sendo os dois mais diferenciados restritos ao norte da Cordilheira dos Andes (alto
Magdalena) e a porcédo central do Escudo Cristalino Brasileiro. Os trés haplogrupos
restantes distribuiram-se principalmente: (1) em praticamente todas as bacias
hidrograficas da América do Sul ao leste dos Andes, exceto nas costeiras atlanticas

ao sul da formacdo Abrolhos, (2) nas bacias do sistema hidrogréfico Parané/rio da
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Prata e (3) nas drenagens do Parana/rio da Prata e costeiras atlanticas ao sul da
Formacdo Abrolhos. O padrdo de variagdo do gene RAG2 indicou uma topologia
parcialmente congruente com aquela obtida com mtDNA e totalmente congruente
com os dados cariotipicos, resultando em trés agrupamentos principais: (1)
populagdes com 2n=42 cromossomos amazonicas, (2) populacdes com 2n=42
cromossomos do alto Magdalena, bacias costeiras atlanticas e do rio Parané/rio da
Prata e (3) populagdes com 2n=40 cromossomos. Dentro deste ultimo grupo, alguns
espécimes coletados em drenagens de cabeceira apresentaram um mosaico de
marcadores nucleares e mitocondriais, sugerindo fluxo génico entre popula¢fes com

2n=40 de bacias hidrograficas contiguas.

Principais concluses O norte/noroeste da America do Sul é o centro de origem de
Hoplias malabaricus e a partir do Mioceno este taxon aumentou sua distribuicdo
para o sul do continente. Nesta época, a reducdo do numero diploide de 42 para 40
cromossomos ja estava estabelecida. A partir do Plioceno, a formacdo do cénion e
salto de Sete Quedas levou ao isolamento das popula¢Ges com o cariomorfo 2n=40C
do baixo rio Parand daquelas da porcdo alta da bacia, onde se estabeleceu o
cariomorfo 2n=39/40D. Na bacia hidrografica amazonica, a topologia indicada pelo
gene ATPase6 sugere dois cenarios alternativos: uma segunda reducdo no nimero
diploide em H. malabaricus de 2n=42 para 2n=40 cromossomos durante o Plioceno
inferior, ou ocorreu fluxo génico entre espécimes com o nimero diploide diferente.
A partir do Plioceno, as populacdes de H. malabaricus com o cariomorfo 2n=40F se
estabeleceram nas bacias hidrogréficas dos rios Sdo Francisco, Parnaiba e costeiros
do nordeste. Durante o Pleistoceno, a formacéo de paleo-canais com agua doce, na
linha da costa oriental do continente, provavelmente permitiu o fluxo génico entre

populagdes de H. malabaricus que hoje estéo isoladas nas bacias costeiras.
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2. INTRODUCAO

Até 2012 foram reconhecidas 5400 espécies de peixes agua doce neotropicais
(Reis, 2013) e estima-se existirem 2600 a serem descritas (Schaefer, 1998). Em
escala global, a ictiofauna dulcicola neotropical representa pelo menos 10 % de todas
as espécies de vertebrados (Vari & Malabarba, 1998) ocupando menos de 0,003% de
toda a agua doce disponivel no mundo (revisado em Vari & Malabarba, 1998). A
América do Sul abriga mais de 4000 espécies de peixes dulcicolas, sendo o
continente com a maior riqueza destes vertebrados no planeta (Reis, 2013),
provavelmente devido a longa historia evolutiva envolvendo vicariancias e
especializacBes dos peixes Otophysi. A bacia hidrografica do rio Amazonas possui a
maior riqueza de peixes listada para um sistema hidrografico no mundo com 2.173
espécies conhecidas (Albert et al., 2011). As proporc¢des continentais e consequente
heterogeneidade em estrutura de habitat (altitude, gradiente de correnteza, regime de
chuvas, temperatura, floresta de cobertura e tipo de solos) s&o os principais fatores

que permitem o abrigo dessa rica ictiofauna (Olson et al., 1998).

Para compreender quais 0S processos responsaveis pela espetacular
diversificacdo da ictiofauna neotropical é preciso uma analise integrativa
considerando diversas areas das ciéncias naturais e uma abordagem envolvendo nao
somente a bacia amazdnica, mas as demais bacias hidrograficas do continente. Essa
capacidade foi aumentada nas Gltimas décadas, gracas a maior disponibilidade de
informagdes paleoclimaticas, geomorfoldgicas e filogenéticas em diversos taxons
(eg. Lundberg, 1998; Albert & Reis, 2011). Aparentemente, 0 contexto de
diversificacdo de grande parte dessa rica ictiofauna ocorreu ha dezenas de milhdes de
anos, quando grande parte dos sistemas hidrograficos que hoje estdo isolados estava

interligada (Weitzman & Weitzman 1988; Lundberg, 1998; Albert & Reis, 2011).
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Isto explica o porqué de muitas espécies e géneros de peixes amazonicos estarem

presentes em outras bacias hidrograficas da América do Sul (Albert & Reis, 2011).

Os estudos dos padrbes de distribuicdo geografica de peixes na regido
neotropical foram inicialmente baseados em caracteres morfoldgicos (lIhering, 1891;
Eigenmann, 1909; Haseman, 1912) e recentemente abordagens moleculares e
citogenéticas foram incorporadas a estas analises (Hubert et al., 2007;. Willis et al.,
2010; Albert & Reis, 2011; Pereira et al., 2013). Os peixes obrigatoriamente
dulcicolas sdo excelentes modelos para estudos biogeogréficos, pois séo restritos ao
ambiente de &gua doce, permitindo estabelecer um nexo causal entre seus padrfes de
distribuicdo e eventos paleohidrolégicos como conexdo de bacias hidrogréficas,
incursdes marinhas no continente, isolamentos de drenagens e capturas de cabeceiras
(Myers, 1938). Linhagens genealdgicas relacionadas de peixes de agua doce,
presentes em bacias hidrograficas hoje isoladas, indicam que estes sistemas
hidrogréaficos tiveram continuidade fisica no passado. Estes padrBes de distribuicéo
de tadxons monofiléticos podem ser corroborados com a existéncia de padrbes
coincidentes de organismos aquaticos ndo-relacionados, regides de endemismos de
espécies de peixes e, em alguns casos, com a distribui¢do de organismos terrestres. A
concordancia destes padrdes é geralmente explicada pela histéria paleohidrogréafica

comum a regido (Nelson & Platnick, 1981).

No Cretdceo, durante a ruptura da Gondwana, grande parte das bacias
hidrograficas presentes no territorio correspondente a América do sul drenava para o
oeste. Posteriormente, com a abertura do oceano Atlantico e com as pressdes de
compressdo leste-oeste, que levaram ao soerguimento dos Andes, ocorreu uma
complexa dindmica de mudanga no curso dos rios o que permitiu que hoje 93% das

drenagens do continente desdguem no Oceano Atlantico (eg. Lundberg, 1998).
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Nos primeiros 88 milhGes de anos (Ma) de independente historia
paleohidrografica entre a América do Sul e a Africa, a regifo correspondente a atual
bacia amazonica, drenava principalmente para o oeste no rift entre o escudo
cristalino da Guiana e Brasileiro (Wesselingh & Hoorn, 2011). A pressao tectonica e
elevada carga sedimentar dos Andes, para o interior do continente, levou a formacéo
da subsidéncia da bacia de antepais e a formacao de grandes sistemas de drenagens
paralelos aos Andes durante o final do Cretdceo (Lundberg et al., 1998). Nessa
época, 0 paleo-Amazonas-Orinoco com cabeceiras na Argentina e no Chile também
drenava a regido correspondente ao norte do rio Magdalena em dire¢do ao Caribe
(Cretaceo - inicio do Cenozdico). Posteriormente, uma divisdo leste-oeste da bacia
iniciou no Oligoceno em decorréncia do soerguimento do arco Purus, ligeiramente a
oeste da cidade de Manaus (Lundberg, 1998). O Nedgeno também foi um periodo de
grande atividade tectonica e de depositos de sedimentos oriundo dos Andes, 0s quais
levaram a complexas mudancas no curso das drenagens na regido das modernas
bacias dos rios Orinoco, Amazonas e Paraguai (Wesselingh & Hoorn, 2011). Pulsos
de soerguimento da cordilheira oriental dos Andes a 13,5 - 11,8 Ma, antes do
presente, levaram a separacdo da bacia hidrografica do rio Magdalena do paleo-
Amazonas-Orinoco (Hoorn et al., 1995). No periodo de 11 - 7 Ma, com 0
fechamento do portal caribenho em decorréncia da elevagdo continuada da
cordilheira oriental da Colémbia, da elevada quantidade de sedimentos oriundos dos
Andes e da formacdo de arcos estruturais, ocorreu o estabelecimento das modernas

drenagens dos rios Orinoco e Amazonas (Hoorn et al., 1994; Lundberg et al., 1998).

A histdria paleohidrologica entre as bacias dos rios Paraguai e Amazonas esta
relacionada a complexos eventos de capturas de cabeceira entre as cabeceiras do

paleo-Amazonas-Orinoco e de um paleo-Parana-Paraguai. No periodo de 43-30 Ma,
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0 soerguimento do arco Michicola determinou que as Serras Pampeanas perdessem
sua relevancia como divisores de dgua entre as cabeceiras do paleo-Parana-Paraguai
e as drenagens do paleo-Amazonas-Orinoco (Lundberg et al., 1998). Posteriormente,
pulsos de soerguimento na porcdo central dos Andes levaram ao encontro da
cordilheira com o Escudo Cristalino Brasileiro (formagdo Chaparé — 27 a 19 Ma.) e
consequente captura de cabeceiras amazonicas pelo paleo-Parana-Paraguai
(Sempere, et al., 1990). Em seguida, a elevada carga de sedimentos dos Andes e as
capturas de cabeceiras de um paleo-rio-Paraguai para as drenagens amazonicas
levaram ao deslocamento para o sul dos limites entre estas drenagens de 11.8 a 10
Ma (Lundberg et al., 1998). Hoje, os divisores de aguas entre o alto Paraguai e as
drenagens amazonicas encontram-se localizados na regido correspondente ao arco
Michicola (Lundberg et al., 1998). Capturas de cabeceiras de afluentes do alto
Parana para o rio Paraguai também séo indicadas, as quais somadas a elevada carga
sedimentar dos Andes contribuiram com a formacdo do Pantanal mato-grossense
(Uba et al., 2006). Concomitantemente a estas complexas alteracdes geoldgicas,
mudancas eustaticas no nivel do mar determinaram uma dinamica de incursdes
marinhas nas regides de baixa altitude das modernas bacias dos rios Orinoco,

Amazonas, Paraguai e Parana (Bloom & Lovejoy, 2011).

Ao contrario das bacias hidrogréficas dos rios Orinoco, Amazonas, Paraguai e
do baixo rio Parana, onde grande parte da drenagem raramente excede 250 metros
acima do nivel do mar, os tributarios do rio S&o Francisco e do alto rio Parana
possuem a maior parte do percurso em areas superiores a esta altitude (Bloom &
Lovejoy, 2011). Contudo, as pequenas inclinagbes no relevo destes sistemas
hidrograficos (Buckup, 2011) sdo semelhantes ao observado nas por¢fes baixas da

regido amazonica e do rio Paraguai. Evidéncias geomorfologicas permitem inferir
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que grande parte das areas correspondentes ao alto rio Parand e Sdo Francisco ja
estavam estabelecidas desde o periodo da quebra da Gondwana (Lima & Ribeiro,
2011). Estas bacias possuem historia paleohidrolégica estreitamente relacionada com
as bacias costeiras devido a complexa atividade tecténica desde o inicio do Terciario

associada ao sistema de falhas existentes na regidao (Ab’Saber, 1998).

Nas bacias costeiras do leste do Brasil, as alteraces eustaticas no nivel do
mar e as dindmicas geomorfologicas locais, aparentemente, foram os principais
eventos responsaveis pelo padrdo biogeogréafico da ictiofauna. As bacias costeiras do
Brasil sdo tradicionalmente consideradas como unidades de endemismo, devido ao
elevado nimero de géneros e espécies endémicas com alguns taxons restritos a
pequenos grupos de drenagens ou a uma Unica bacia (Vari, 1988; Weitzman et al.,
1988; Bizerril, 1994; Buckup, 2011). A presenca de espécies de peixes relacionadas,
ou das mesmas espécies, em bacias hidrogréficas hoje isoladas, tem sido atribuida a
comunicacgOes destas drenagens na foz, em periodos de maxima glacial (Weitzman et
al., 1988; Beheregaray et al., 2002). Os principais sistemas de drenagem costeiros do
leste se formaram no Cretéceo e a presenca das mesmas espécies de peixes em bacias
continentais e drenagens costeiras é interpretado como decorrente de recentes
capturas de cabeceiras, o chamado “padrao C” de Ribeiro (2006). Outros dois
padrdes de distribuicdo propostos sdo associados com eventos cladogenéticos do
Terciario que levaram a observacdo de géneros irmdos em bacias costeiras e
continentais (“padrao B”) e a eventos cladogenéticos do Cretdceo que levaram a
condicdo de familias ou sub-familias irmds presentes em drenagens costeiras e

continentais (“padrao A”) (Ribeiro, 2006).

Estudos filogeograficos baseados em dados moleculares e citogenéticos de

Hoplias malabaricus na regido oriental do Brasil tém demonstrado a importancia da
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dindmica glacial e das capturas de cabeceiras nas genealogias, as quais s&o
congruentes com regides de endemismos de peixes (Pereira et al., 2013). Hoplias
malabaricus é um dos Characiformes neotropicais com maior distribuicdo, ocorrendo
em toda regido ao leste dos Andes, da Costa Rica até a Argentina (Oyakawa, 2003).
Esta espécie é bem adaptada a viver em populacdes pequenas e isoladas, condi¢bes
que facilitam a fixacdo de rearranjos cromossomicos (revisado em Sites & Moritz,
1987), os quais também podem ser informativos na formulacdo de hipdteses
filogeogréficas (Santos et al., 2009). Hoplias malabaricus € um dos taxons de peixes
mais estudado citogeneticamente, com sete cariomorfos, nimeros diploides variando
de 39 a 42 cromossomos (Bertollo et al., 2000) e é organismo modelo em muitos

estudos bioldgicos (e.g. Corréa et al., 2013; Monteiro et al., 2013).

O padréo de distribuicdo dos cariomorfos de Hoplias malabaricus nas bacias
hidrograficas da América do Sul permite o reconhecimento de trés grupos de acordo
com a area de ocorréncia. O grupo com ampla distribuicdo (1) composto pelos
cariomorfos 2n=42A e 2n=40C, encontrados em simpatria nas bacias hidrograficas
dos sistemas Paranad-Paraguai e do rio Amazonas. O grupo (2) que apresenta
distribuicdo intermediaria, formado por trés cariomorfos: 2n=40F que ocorre na bacia
hidrografica do rio Sdo Francisco, nas bacias costeiras do Suriname ao nordeste do
Brasil e nas porc¢des baixas do rio Tocantins; no mesmo grupo, o cariomorfo
2n=39/40 encontrado no alto rio Parana (em simpatria com 2n=42A) e o cariomorfo
2n=40/41G distribuido na bacia amaz6nica, nos rios Aripuand, Madeira e Trombetas.
O ultimo grupo (3) é formado por cariomorfos com distribui¢do restrita e inclui as
trairas 2n=42B que ocorrem na bacia do rio Doce (em simpatria com 2n=42A) e

trairas 2n=42E, restritas ao rio Trombetas (Bertollo et al., 2000).
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O objetivo deste estudo foi realizar analises filogeograficas das populacdes de
Hoplias malabaricus coletadas nas principais drenagens da Ameérica do Sul, e
determinar se existe cenario paleohidrologico consistente com as genealogias obtidas

e com o tempo correlacionado com a divergéncia molecular.

3. MATERIAIS E METODOS

As trairas Hoplias malabaricus foram coletadas nas bacias hidrograficas dos
rios: Magdalena, Orinoco, Caroni (ilha de Trinidad), Amazonas, Tocantins, Parnaiba,
Sdo Francisco, Parana, Paraguai, Uruguai e bacias costeiras do nordeste, leste e
sudeste e sul do Brasil (Tabela 1). Hoplias australis, Hoplias intermedius e Hoplias
lacerdae foram utilizadas como grupo externo. As amostras de tecidos utilizadas
neste estudo estdo depositadas no Laboratorio de Sistematica Molecular Beagle da
Universidade Fedearal de Vicosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Os vouchers
foram depositados no Museu de Zoologia Jodo Moojen na Universidade Federal de
Vicosa. A permissdo de coleta no Brasil (SISBIO14975-1) foi fornecida ao professor

Jorge A. Dergam pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBIo).
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Tabela 11.1 Amostras de tecidos de Hoplias malabaricus depositadas no Laboratério de Sistematica
Molecular Beagle (UFV) utilizadas, coordenadas geograficas e locais de coleta

Bacia Identificacdo da Coordenadas GPS Local
hidrografica amostra
Uruguai JD3871 S33°15° 51 W 56°24° 07  Arroyo Tejeras, Durazno,
Uruguai.
Uruguai AN1; AN2; AN3; S31°44°21°° W 55° 58 04 Estancia Experimental La
AN4; AN5; ANG; Magnolia INIA,
AN7 Tacuarembd, Uruguai.
Uruguai 9508 S30°14° 107 W 54°55° 00>  Rio Santa Maria, Rosario
do Sul — RS, Brasil.
Uruguai 9503 S 29°44°20>” W 57°05° 21>  Rio Uruguai, Uruguaiana
— RS, Brasil.
Uruguai AL02; ALO3; AL21;  S29°04° 54 W 56° 36’ 14>  Rio Aguapey, Provincia
AL24; AL25; AL27, de Corrientes, Argentina.
AL 28; AL31; AL37;
AL40; AL44; ALA45;
AL48; AL50; AL53;
AL54; AL55; AL56;
AL63; AL65
Uruguai MPB111 S27°37°25” W 51°08” 47  Rio Canoas, Anita
Garibaldi — SC, Brasil.
Uruguai 208 S27°31° 11”2 W 51°40° 01>  Represa de Machadinho,
Machadinho — SC, Brasil.
Tramandai LQ231 S29°43” 42> W 50° 08’ 49>  Lagoa dos Quadros,
Capéo da Canoa — RS,
Brasil.
Perequé OHO03 S 25°22° 50 W 48°27° 01"  Rio Perequé, Paranagua —
PR, Brasil.
Ribeira de 1G03 S24°29° 11’ W 47°50°30”  Rio Ribeira, Registro —
Iguape SP, Brasil.
Ilha do ADO09 S23°10° 13> W 47° 58’49  llha do Cardoso — SP,
Cardoso Brasil.
Macacu MNO4 S 22°25” 17°W 42° 37 40 Cachoeiras de Macacu —
RJ, Brasil.
Macaé JD3876 S 22°29°35°W42°13’ 35 Rio Macaé, Casimiro de
Abreu — RJ, Brasil.
Séo Jodo CT691 S22°40'54" W 42° 22" 19" Rio D'Ouro, Silva Jardim
—RJ, Brasil.
Paraiba do 3681 S 22°44° 58 W 44°07° 43>  Rio Pirai, Rio Claro — RJ,
Sul Brasil.
Paraiba do CT666 S21°29°79” W 42°31° 45  Leopoldina— MG, Brasil.
sul
Paraiba do JD1225 S 21°04° 88 W42° 20’ 53 Rio Muriaé, Muriaé —
Sul MG, Brasil.
Itabapoana CT614; CT617 S21°08° 09 W 41°39° 31  Rio ltabapoana, Bom
Jesus do Itabapoana — RJ,
Brasil.
Doce 1907 S19°51°32” W43°7° 11”7 UHE Piracicaba, Rio
Piracicaba — MG, Brasil.
Doce PF12 S 19°46° 32> W 42° 35722  Lagoa Dom Helvecio,
Marliéria— MG, Brasil.
PF28; PF33 S 19°45° 30 W 42°37° 02  Lagoa Carioca, Marliéria
Doce .
— MG, Brasil.
Sdo Mateus  JD506 S18°45° 31 W 40°38 17  Rio Muniz, ES, Brasil.
Rio Sdo Mateus, Barra
S&o Mateus  JD465 S 18°44° 21> W 40° 53’ 29>  Sdo Francisco — ES,

Brasil.
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Tabela 1.1 Continuacéo

Bacia
hidrogréfica

Identificacdo da
amostra

Coordenadas GPS

Local

Sao Mateus

Mucuri

Itanhém

Itanhém

Jucurugu
Jequitinhonha
Jequitinhonha
Jequitinhonha
Buranhém
Contas

Paraguagu

Itapicuru

Parana

Parana

Parana

Parana

Parana
Parana

Parana
Parana

Parana

Parana

Parana

Parana

JD550; JD546

JD637

JRO1

JD654

JD675
AA101
EEO1; EEO2
MTO1

JD698; JD701
PCO03; PC08

EEG7

UPGO1

1;12; 17

T1; T2; T3; T4; T5;
T6; T10; T11; T12
AH1; AH2; AHS6;
AH7; AHS8; AH9;
AH10; AH11,

AH12; AH13; AH14;
AH15; AH16

898; 899

7,23

IR1;
IR6
MO3; MO4; MO5

IR3; IR4; IRS5;

US19; US20; US23,;
US24; US25; US27,
US28; US30; US31
MGO02

VG34; VG36

C22; C26; C30

S 18°43” 43> W 39°46° 33>

S 17°02° 12> W 40° 57° 49>

S17°32°07” W 39°13°52”

S 17°04 30 W 40°47 55

S 16°36° 21 W 40° 28° 04>’

S 16°56° 33> W 42° 00° 49>’

S 16°50° 58 W 41°47° 07>

S 16°34° 06 W 41° 28 00’

S 16°24° 48> W 39°35° 13"

S 13°52° 22> W 40° 03° 39

S 12°34° 56> W 39° 00° 00’

S 13°14°40° W 41° 23° 34>

S32°11°00” W 64° 18° 00>’

S 23°33° 25 W 45°50° 38

S 23°33° 257 W 45°50° 38

S 23°33>25” W 45°50° 38>’

S 22°28 44> W 47° 35° 31>
S 23°02° 45 W 50° 59 38’

S 22°34° 73> W 47°30° 29

S21°59° 10 W 47°52° 46>

S 20° 48”29 W 44° 33° 58”°

S21°36°20° W 47° 47 49>

S20°1° 117 W 48°11° 55

S 17°42> 41> W 48° 29’ 21

Preto River, Guiriri — ES,
Brasil.

Corrego Aguas Quentes,
Aguas Formosas — MG,
Brasil.

Rio Alcobaca, Caravelas
— BA, Brasil.

Rio Itanhém, entre Aguas
Formosas e Machacalis —
MG, Brasil.

Rio Jucurugu, Palmopolis
— MG, Brasil.

Rio Calhauzinho,
Araguai, — MG, Brasil.
Rio Araguai, Araguai —
MG, Brasil.

Rio Jequitinhonha,
Itaobim — MG, Brasil.
Buranhém River,
Eunapolis — BA, Brasil.
Das Contas River, Jequié
— BA, Brasil.

Represa Pedra do Cavalo,
Gov. Mangabeira — BA,
Brasil.

Jacobina — BA, Brasil.

Rio Catalamochita,
Almafuerte, Provincia de
Cordoba, Argentina.

Rio Tieté, Salesopolis —
SP, Brasil.

Rio Tieté, Salesopolis —
SP, Brasil.

Rio Tieté, Salesopolis —
SP, Brasil.

Rio Claro — SP, Brasil.
Rio Tibagi, Sertanopolis —
PR, Brasil.

Iracemapolis — SP, Brasil.

Corrego Monjolinho, Sdo
Carlos — SP, Brasil.

Rio Jacaré, Oliveira —
MG, Brasil.

Lagoa Porto Velho,
Ribeiréo Preto — SP,
Brasil.

Rio Grande, Conceicdo
das Alagoas — MG,
Brasil.

Rio Corumbéa, Corumbéa
de Goias — GO, Brasil.
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Tabela 1.1 Continuacéo

Bacia Identificacdo da Coordenadas GPS Local
hidrogréafica amostra
Parana HM52; HM829; S 18°32°13” W 50°02° 41>  Quirinopolis — GO,
HM2cor; HM8cor; Brasil.
HMO05; HMCOR1;
HM823
Parana OHM7 S 18°46° 00 W 50° 29’ 28>  Rio Alegre, Sdo Siméo ou
Quirinépolis — GO,
Brasil.
Séo US22;US29; US37; S20°08° 21> W 44°53° 17" Cobrrego Tombadouro,
Francisco US38; US39 Passa Tempo — MG,
Brasil.
Séo US01; US02; US03;  S20°08”21”” W 44°53° 17  Rio Par, Divinopolis —
Francisco US04; US05; US06; MG, Brasil.
Us07; Us08; Us09;
US10; US11; US12;
us14
Séo SA3; SA4; SA9; S 18°42° 57> W 44° 25° 56>  Rio Das Velhas, Curvelo
Francisco SA20; SA25; SA29; — MG, Brasil.
SA35; SA56
Sdo US142; US144; S 15°40° 35> W 44° 36’ 54>  Pantano Pandeiros,
Francisco US145; US146; Januéria — MG, Brasil.
US148; US150
Sao CAR12; CAR25; S 8230’31 W 37°42°21” Ibimirim — PE, Brasil.
Francisco JD2954; JD3004
Paraguai CPAP1; CPAPS; S 18°59° 02> W 57°39° 32"  Rio Paraguai, Corumbé —
CPAP5; CPAP7 MS, Brasil.
Paraguai JD3916 S 16°03° 45> W 57°41° 42>  Rio Paraguai, Caceres —
MT, Brasil
Paraguai CP249; CP269; S 15°04° 22> W 57°10° 12> Pesqueiro Santa Fé, Barra
CP270; CP277 do Bugre — MT, Brasil
Paraguai B75; B76; B77; B81; S 15°05”32” W 57°14°92”  Rio Paraguai, Barra do
B82 Bugre — MT, Brasil
Paraguai CP02; CP08; CP10; S 14°30° 07> W 57°34° 39  Corrego Sao José,
CP26; Tangara da Serra — MT,
Brasil
Paraguai CP11; CP17; CP167; S 14°48° 02 W 57°46°29”°  Rio Sepotuba, Tangara da
JD3696; JD3702; Serra — MT, Brasil.
JD3710
Paraguai CP464 S 15°40° 48> W 56° 04’ 13> Rio Cuiab4, Cuiaba —
MT, Brasil
Amazonas CP301; CP487 S 15°12° 51> W 59°20° 31"  Rio Guaporé, Pontes e
Lacerda — MT, Brasil
Amazonas CP222; CP228; S13°19°29” W 57°36’ 17  Rio Sangue, Campo Novo
CP229; CP245 do Parecis — MT, Brasil
Amazonas CP126; CP127; S 12°57° 17 W58°43° 42 Fazenda Céu Azul,
CP128; CP134; Sapezal — MT, Brasil
CP142; CP151;
CP144; CP154
Amazonas CP73; CP443; CP444; S 13°11° 117 W 56°41° 18  Rio Arinos, Sapezal —
CP446 MT, Brasil
Amazonas CP523; CP524; S 12°42° 03> W 55°45° 41" Rio Teles Pires, Sorriso —
MT, Brasil
Amazonas AA126; AAL127, S9°38 11 W 56° 00’ 25 Rio Teles Pires, Alta
AA130; AA131; Floresta — MT, Brasil

MM2; MM3; MM4;
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Tabela 11.1 Continuacéo

Bacia Identificacdo da Coordenadas GPS Local
hidrogréafica amostra
Amazonas MM5; MM6; MM13; S 9°38°11°” W 56° 00’ 25 Rio Teles Pires, Alta
MM14; OR8 Floresta— MT, Brasil
Amazonas AA129; MMO7,; S9°42° 51 W 55°51° 01~ Lagoa Azul, Alta Floresta
MMO08 — MT, Brasil.
Amazonas JD4109; JD4110; S11°24>44” W 61°44° 11  Rio Machado, Cacoal —
JD4113; JD4586; RO, Brasil
JD4589; JD4600;
Amazonas JD2963; JD2918 S 10°53°04° W 61°56° 28"  Rio Machado, Ji-Parana —
RO, Brasil
Amazonas JD2916; JD2974 S 9°35° 58 W 64° 55° 06 Rio Madeira, Porto Velho
— RO, Brasil
Amazonas JD2978 S 8°32°25” W 63°28° 01’ Rio Jamari, Porto Velho —
RO, Brasil
Amazonas EE102; EE103; S 10°9’ 48 W 59°27° 12> Jus. Dardanelos, Aripuana
— MT.
Amazonas EE104; EE105; S10°9° 48 W 59°27° 127 Jusante de Dardanelos,
EE106 Aripuand — MT, Brasil
Amazonas WS45; WS62 S 6°3855” W52°0° 15 Rio Xingu, Rio Maria —
PA, Brasil
Tocantins CIT1247; CIT1251 S 15°54° 25> W 52° 16’ 58> Barra do Garcas — MT,
Brasil.
Tocantins WS51; WS54; WS55; S 58°52° 34 W 49°43° 14 Rio Araguaia, Pau D’arco
WS56; WS72; WS74 — PA, Brasil.
Parnaiba TRO2; TRO3; TR04 S 8°29° 06> W 45° 44> 43> Rio Parnaiba ,Tasso
Fragoso — MA, Brasil.
Amazonas EE100; EE101 S5°12°22” W 60°40° 46 Lago Xada, Novo
Aripuand — AM, Brasil
Amazonas EE113, EE118; S 9°35” 58 W 64° 55° 06>’ Rio Jurua, Jurua — AM,
EE119 Brasil
Amazonas MAM1 S3°19° 56> W 64° 43° 55> Rio Solimdes, Tefé —
AM, Brasil
Amazonas JP2804 S3°04° 55 W 60°00° 11 Rio Mindu, Manaus —
AM, Brasil
Amazonas JAU; KM77 S3°05°52” W 60°01° 18 Manaus — AM, Brasil.
Amazonas JP2787 S2°27°43” W 58°13° 10” Rio Capucapu, Santa
Maria — AM, Brasil
Amazonas DM6 N 0°02> 42 W 51°14°> 37> Rio Matapi, Macapé —
AP, Brasil
Orinoco W1; W2; W4; N 5°30’23” W 60°15° 19 Cafio Maraca, Estado
Portuguesa, Venezuela
Caroni K14; K15 N 10°35° 13> W 61° 20 48>  Rio Caroni, norte de
Trinidad, Trinidad-
Tobago
Magdalena NI1; NI12; NI3, N4, N 2°44°75° W 75°25°72” Cédrrego La Boa,
NI5 Yaguara, Huila,
Colémbia.
Magdalena NI11, NI112, NI13, N 10° 15”28 W 75°11° 9> Pantanal Zarzal, Mahates,
NI14, NI15, NI16, Bolivar, Colémbia.
NI17
Magdalena NI18 N 10°24° 12> W 75°3° 27 Pantanal Los Chivos,

Manati, Atlantico,
Colémbia.

74



O DNA foi extraido a partir de tecidos fixados em etanol (figado, musculo
epaxial, ou filamentos branquiais) seguindo a metodologia de Boyce e colaboradores
(1989). O gene ATP sintase 6 (ATPase6) foi amplificado com os iniciadores L8524 e
H9236 (Quenouille et al., 2004) e o gene ativador de recombinacdo 2 (RAG2)
amplificado com os iniciadores RAG2aF, RAG2bR (Calcagnotto et al., 2005) e
176R (Oliveira et al., 2011). Em ambas as reacdes, 0 DNA foi sintetizado em 50 pL
de reacdo contendo 0,4 uL de dNTPs (20 mM), 5 pL de tampéo de reacdo (200 mM
Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI), 0.4 uL de MgCl, (100 mM), 2 pL de cada iniciador
(0,01 mM), 0,4 pL (2,5 U) de Tag DNA polimerase (Phoneutria), 2 uL de DNA
molde (100 ng/pL) e 37,8 pL de H,O. Para ATPase6, as condi¢cdes do PCR foram as
seguintes: 94 °C (2 min), cinco ciclos de 94 °C (45s), 54 °C (45 s) e 72 °C (1,5 min)
e 29 ciclos de 94 °C (45 s), 58 °C (45 s) e 72 °C (1,5 min). Para RAG2, as condi¢bes
de PCR seguiram: 95 °C (5 min), 30 ciclos de 95 °C (30s), 48 °C (45s) e 72 °C (1,5
min) com uma extensdo final de 72 °C por 7 min. Os produtos de PCR foram
purificados usando PEG 8000 (20% polyethyleneglycol, 25 M NaCl) e o
sequenciamento realizado na plataforma de sequenciamento da Macrogen (Seoul,

Coréia do Sul).

As sequéncias foram alinhadas em CLUSTAL W (Higgins et al., 1994) um
implemento do software MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). A qualidade de todas as
sequéncias foi checada por observacéo direta dos cromatogramas em MEGA 5.0 e as
sequéncias de méa qualidade foram descartadas e o sequenciamento daquela amostra
refeito. A inferéncia bayesiana foi feita com dez milhGes de cadeias de Markov
Monte Carlo (MCMC) no software BEAST 1.5.1 (Drummond & Rambaut, 2007) e a
cada 1000 geracGes uma arvore foi amostrada. O modelo de evolucdo molecular que

melhor ajustou aos dados foi escolhido pelo programa MrModeltest 2 (Nylander,
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2004). Vinte e cinco por cento das primeiras geracbes MCMC foram descartadas e as
relacBes filogenéticas e probabilidades posteriores estimadas com as arvores
restantes. As topologias com probabilidades posteriores maiores que 0,95 foram
consideradas bem sustentadas (Wilcox et al., 2002). A analise de méxima parciménia
foi realizada em PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002). As buscas heuristicas consistiram
em 1000 adicdes aleatorias das sequéncias utilizando o algoritmo TBR. O sinal
filogenético foi estimado usando 1000 pseudorreplicacBes de bootstrap (Felsenstein,

1985).

O tempo de divergéncia molecular foi estimado usando o gene ATPase6 no
software BEAST 1.5.1 (Drummond & Rambaut, 2007). A calibragem do reldgio
molecular foi baseada na idade minima de separacdo da bacia hidrogréfica do rio
Magdalena das demais bacias hidrograficas cis-andinas pela cordilheira oriental dos
Andes, estimada & aproximadamente 12 milhdes de anos (Hoorn et al., 1995).
Assumiu-se que o soerguimento da cordilheira oriental andina foi o evento
cladogenético responsavel pela divergéncia das populacfes presentes na porcao baixa
do rio Magdalena (ver cap.1), com intervalo de confianga de 95%. O Fator Bayes 2In
foi calculado para as hipéteses filogenéticas com e sem rel6gio molecular estrito no
programa Tracer v.1.5.0 (Rambaut & Drummond, 2009). Valores de Fator Bayes
>10 foram considerados suficientes para rejeitar a hipdtese nula (Kass & Raftery,

1995).

A distancia molecular média entre e dentro dos haplogrupos foi estimada em
MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). Os sitios polimorficos dos genes ATPase6 e RAG2
foram estimados utilizando o software DnaSP (Librado & Rozas, 2003) e as redes de

haplotipos foram construidas com o software Network 4.6.1.1 (Fluxus Technology
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Ltd.). Neste trabalho, foi utilizada a nomeclatura dos cariomorfos de Hoplias

malabaricus proposta por Bertollo e colaboradores (2000).

4. RESULTADOS

Foram alinhados 633 pb do gene ATPase6 com 256 sitios variaveis e 220
sitios informativos para parcimoénia. A razdo transicdo/transversao foi 5,7 sugerindo
que as taxas de substituicdes nao estdo saturadas. O modelo de evolucdo molecular
que melhor se ajustou aos dados foi GTR+I+G. O método de inferéncia bayesiana
indicou cinco haplogrupos. O haplogrupo | foi formado por haplétipos de espécimes
coletados na porcdo alta da bacia hidrografica do rio Magdalena (N=5). O
haplogrupo Il foi formado por haplotipos de espécimes coletados na cabeceira do rio
Tocantins (N=2) e cabeceira do alto Parana (N=1). O haplogrupo IlI foi formado por
haplotipos de espécimes coletados na porcdo baixa da bacia hidrografia do rio
Magadalena (N=8), na bacia do rio Orinoco (N=3), na bacia hidrografica amazonica
(N=47), do rio Tocantins (N=6), Parnaiba (N=3), Sdo Francisco (N=32), nas bacias
costeiras do nordeste do Brasil (N=10), nas bacias hidrograficas do Paraguai (N=3),
Uruguai (5), alto rio Parana (14) e no rio Caroni (N=2). O haplogrupo IV foi formado
por haplétipos de espécimes coletados nas bacias hidrograficas dos rios Paraguai
(N=22) e Uruguai (17), nas porcdes altas do rio Parana (N=9) e na bacia amazonica
(N=18). O haplogrupo V foi formado por hapl6tipos de espécimes coletados nas
bacias costeiras do sul/sudeste do Brasil (N=6), leste (N=18) e espécimes coletados
nos tributarios do alto rio Parand (N=31), baixo rio Parana (N=3), alto rio Séo
Francisco (N=5) e do rio Uruguai (N=9). O método da maxima parcimobnia gerou 0s
mesmos cinco haplogrupos indicados pela inferéncia bayesiana, no entanto, 0s nds

coalescentes entre os haplo6tipos dos haplogrupos 111 e V apresentaram baixos valores
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de bootstrap (Fig. 1). O haplogrupo | apresentou elevada distancia molecular dos
demais haplogrupos e uma pequena distancia entre os haplotipos que o compdem. O
haplogrupo 11 apresentou pequenas distancias moleculares dos demais haplogrupos e

a segunda maior distancia molecular média entre os haplotipos que o compde

(Tabela 2).
Magdalena .. Caroni
N . - -
) {L,j; = _"”4 kOrmoco
S
Amazonas
Equador Tocantins
Parnaiba
7
Y b
Py
' S. Francisco
NE
0,38/ * LA
0,81/93
0,14/ * L_B
1/86
1/100
0,56/91
U 1/100
1/61 1/100
5. S ) )
- 1/100 Uruguai
Grupo Hoplias lacerdae mmm Salto de Sete Quedas

Figura I1.1 Distribuicdo dos haplogrupos indicados a partir do padréo de variagéo do
gene ATPase6 de Hoplias malabaricus.

Os valores nos nos correspondem a probabilidade posterior e aos valores de
bootstrap, obtidos na inferéncia bayesiana e maxima parcimonia, respectivamente. *
indica politomia e a barra a distancia molecular pela inferéncia bayesiana. Os
algarismos romanos indicam os haplogrupos. As bacias costeiras do nordeste, leste
A, leste B e sudeste do Brasil encontram-se nas regides: NE, L_A, L B e SE,
respectivamente. A foz de cada bacia hidrografica é indicada pelas setas. As
localidades de coleta sdo representadas no mapa com as cores correspondentes aos
sub-haplogrupos indicados pelo gene ATPase6.
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Tabela 11.2 Distancia molecular entre e dentro dos haplogrupos gerados pelas
anélises de bayesiana e méxima parcimoénia com o gene ATPase6 em populacfes de
Hoplias malabaricus.

haplogrupo haplogrupo haplogrupo Haplogrupo Haplogrupo

I ] Il v \Y/
haplogrupo | 0,004
Haplogrupo 11 0,175 0,003
haplogrupo Il 0,156 0,123 0,040
haplogrupo 1V 0,158 0,139 0,097 0,015
haplogrupo V 0,172 0,142 0,110 0,122 0,069

Os valores abaixo da diagonal correspondem a distancia entre os haplogrupos. Os
valores na diagonal correspondem a distdncia molecular media dentro dos
haplogrupos

Os valores ESS (Effective Sample Size) checados em Tracer v.1.5.0 foram
maiores que 112 indicando que os parametros da evolugdo molecular e as estimativas
de tempo de divergéncia molecular sdo confiaveis, considerando a amostragem desse
trabalho. O Fator Bayes 2In para a comparacéo das hipéteses filogenéticas sem (In =
-5524,229) e com o reldgio molecular estrito (In = -5524,487) foi de 0,258,
indicando semelhanca nos valores de verossimilhanca entre as arvores e sugerindo
que é adequado assumir o reldgio estrito nas estimativas de tempo de coalescéncia. O
relégio molecular sugere que a divergéncia entre Hoplias malabaricus e o grupo
Hoplias lacerdae ocorreu no Eoceno médio (Fig. 2). O relégio molecular indicou que
o hapl6tipo coalescente entre os haplotipos do haplogrupo alto Magdalena e os
demais haplotipos de H. malabaricus existia no inicio do Oligoceno. O haplogrupo
I, restrito as cabeceiras do rio Tocantins e alto Parand, apresentou uma divergéncia
molecular do haplogrupo 111 correspondente a um haplotipo coalescente no Mioceno
médio. Dentro do haplogrupo Ill, o sub-haplogrupo formado por amostras do rio
Orinoco apresentou uma divergéncia molecular correspondente a um tempo de
isolamento desde o inicio do Mioceno inferior e o sub-haplogrupo Parnaiba/Sao
Francisco/bacias costeiras do nordeste apresentaram uma divergéncia molecular dos

especimes amazoénicos correspondente a um haplotipo coalescente no Plioceno.
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Figura I1.2 Estimativas de tempo de divergéncia molecular entre os haplogrupos e
cariomorfos de Hoplias malabaricus e rotas de dispersdo a partir do norte/noroeste

da América do Sul.

Em (a) relégio molecular calibrado em 12 Ma a divergéncia do haplogrupo baixo
Magdalena das demais populacdes ao leste da cordilheira oriental dos Andes. Os
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valores nos nos indicam o tempo de divergéncia molecular em milhdes de anos (Ma)
e as barras azuis o desvio padrdo. As setas direcionadas para a escala de tempo
indicam a idade minima da formacdo geoldgica. Em parénteses o nimero de
espécimes cariotipados. Notar que o tempo de divergéncia molecular dos
haplogrupos IV e V das demais populacdes ao leste da cordilheira dos Andes séo
congruente com o periodo de capturas de cabeceiras do paleo-Amazonas para o
paleo-Parana-Paraguai, em decorréncia da formacdo Chaparé. Da mesma forma, a
coalescéncia entre os haplotipos amazdnicos e do rio Orinoco € coincidente com a
fase final de formacéo do arco Vaupés. Em (b) as duas provaveis rotas de dispersao
das populacdes de H. malabaricus a partir do norte/noroeste da América do Sul. A
seta branca indica a dispersao de populagdes com 2n=40 cromossomos para as bacias
hidrograficas dos rios Parnaiba, S0 Francisco e costeiros no nordeste do Brasil. As
setas pretas indicam dispersdes de populagdes com 2n=42 cromossomos para um
paleo-Parana-Paraguai e em seguida para as bacias costeiras do sul, sudeste e leste do
Brasil. Imagem topografica baseada em radar interferometry (SRTM-NASA).

Os haplogrupos 1V e V apresentaram hapldtipos amplamente distribuidos no
centro-sul, sul e sudeste do Brasil e apresentam uma divergéncia dos demais
hapl6tipos ao leste da cordilheira dos Andes correspondente a existéncia de um
hapldtipo coalescente no Mioceno inferior. A estimativa do tempo de divergéncia
molecular entre os quatro sub-haplogrupos do haplogrupo V foi correlacionada a
distancia geografica entre as regifes de distribuicdo dos hapldtipos. A época de
coalescéncia entre os haplétipos dentro de cada um destes quatro sub-haplogrupos foi

estimada no Pleistoceno inferior (Fig. 2).

Os haplogrupos | e Il apresentaram os hapl6tipos com a distribuicdo mais
restrita dentre todos os haplogrupos. O haplogrupo | s6 foi amostrado no alto rio
Magdalena e o haplogrupo Il em uma localidade na cabeceira do rio Tocantins e
outra na cabeceira do rio Parand, proxima a bacia hidrografica do rio Tocantins. O
haplogrupo 1ll foi formado por haplétipos coletados em 16 localidades na bacia
hidrografica amazonica, quatro na bacia do rio Sdo Francisco, quatro no alto Parana,
seis localidades nas bacias costeiras do nordeste, duas localidades no alto Paraguai e
em um ponto amostral nas bacias hidrograficas dos rios: Magdalena, Caroni,

Uruguai, Tocantins e Parnaiba (Fig. 3). A construcdo de uma rede de haplétipos com
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0 gene ATPase6 das amostras presentes no haplogrupo 111 apresentou 70 haplotipos
com 0,038 de diversidade nucleotidica e 0,96 de diversidade haplotipica. A regido
amazonica apresentou 0 maior numero de haplétipos, com um elevado numero de
substituicdes nucleotidicas entre eles. Os espécimes coletados no rio Tocantins
apresentaram um hapl6tipo com apenas um sitio de substituicdo alterado em relagéo
ao haplotipo amazénico mais relacionado, seguido pelo hapl6tipo presente nos
espécimes do rio Caroni (4 substituicbes) e Parnaiba (9 substituicdes). Os espécimes
do rio S@o Francisco e bacias costeiras do nordeste apresentaram haplétipos mais
aparentados com aqueles dos espécimes do rio Parnaiba. Os haplétipos (presentes no
haplogrupo 11l) das trairas coletadas no rio Paranaiba foram derivados dagueles
observados nas populagdes da bacia hidrografica do rio Sdo Francisco. Os espécimes
coletados na bacia hidrografica do rio Magdalena e Orinoco possuem haplotipos
mais aparentados entre eles do que com as demais populacdes amazénicas. De forma
semelhante, os hapl6tipos coletados nos rios Paranapanema e Uruguai foram mais
aparentados entre si do que com o0s haplotipos presentes em espécimes da bacia
hidrografica amazénica. Dois hapl6tipos altamente divergentes foram coletados em
espécimes do alto rio Paraguai. Um destes é compartilhado com espécimes coletados

no rio Uruguai e o outro haplo6tipo foi mais relacionado aos espécimes amazénicos

(Fig. 3).
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Figura 11.3 Rede de hapl6tipos do gene ATPase6 com as amostras presentes no
haplogrupo I11.
As cores dos hapldtipos correspondem a bacia hidrografica de coleta. Os locais onde
os haplétipos foram amostrados estdo representados no mapa de altitude da América
do sul. Os valores nos ramos da rede de haplétipos representam o nimero de
substitui¢des nucleotidicas (exceto quando foi observada apenas uma substitui¢ao).
Os pontos vermelhos indicam os hapl6tipos ndo amostrados e o tamanho dos circulos
é proporcional a frequéncia do haplo6tipo. As pontas de seta indicam os ramos de
expansao dos haplétipos a partir daqueles da bacia hidrografica amazo6nica. Imagem
topografica baseada em radar interferometry (SRTM-NASA).

O haplogrupo 1V foi formado por hapl6tipos coletados em trés localidades
das bacias hidrograficas dos rios Paraguai, Uruguai, alto Parand e Amazonas (Fig. 4).
A construcdo de uma rede de hapl6tipos com o gene ATPase6 das amostras presentes
no haplogrupo 1V apresentou 23 hapl6tipos com 0,014 de diversidade nucleotidica e
0,92 de diversidade haplotipica. O maior nimero de haplétipos foi observado no
sistema Paraguai/Uruguai e ndo apresentaram uma estruturacao filogeografica entre
estas bacias. Os haplétipos coletados na bacia amazonica presentes no haplogrupo 1V

correspondem a espécimes capturados préximos ao divisor de aguas com o0 rio
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Paraguai e sdo mais aparentados aos haplotipos de espécimes coletados nesta bacia.
Os espécimes coletados em tributarios do alto rio Paranad (rios Tieté e Grande)
apresentaram haplotipos com um elevado numero de substitui¢des nucleotidicas (13

sitios) em relacdo ao haplétipo da bacia hidrografica do rio Uruguai mais aparentado.

10

B Amazonas HM alto Paraguai Il Uruguai WM Tieté (alto Parand) M Grande (alto Parand)

Figura 11.4 Rede de hapldtipos do gene ATPase6 com as amostras presentes no
haplogrupo IV.

As cores dos hapldtipos correspondem a bacia hidrogréafica de coleta. Os locais onde
os haplétipos foram amostrados estdo representados no mapa de altitude da América
do sul. Os valores nos ramos da rede de haplétipos representam o ndmero de
substituicdes nucleotidicas (exceto quando foi observada apenas uma substituicao).
Os pontos vermelhos indicam os hapl6tipos ndo amostrados e o tamanho dos circulos
é proporcional a frequéncia do haplétipo. Imagem topografica baseada em radar
interferometry (SRTM-NASA).

O haplogrupo V foi formado por haplétipos coletados em uma localidade na
bacia hidrografica do baixo rio Parana, quatro localidades na bacia hidrogréfica do
rio Uruguai, em seis localidades nas bacias costeiras do sul/sudeste do Brasil, em
nove pontos amostrais nas bacias costeiras do leste do Brasil, quatro localidades em
drenagens do alto rio Parana e uma no alto rio S&o Francisco (Fig. 5). A construcao
da rede de haplétipos com o gene ATPase6 das amostras presentes no haplogrupo V

apresentou 41 haplétipos com 0,061 de diversidade nucleotidica e 0,963 de

diversidade haplotipica e formou quatro sub-haplogrupos com uma forte correlacao
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geogréfica e distantes por um elevado nimero de substituicdes nucleotidicas. O sub-
haplogrupo sul foi formado por haplotipos presentes em especimes coletados em um
tributario no baixo rio Parana e afluentes do rio Uruguai. O sub-haplogrupo sudeste
foi formado por haplétipos presentes em espécimes coletados nas bacias costeiras do
sul/sudeste do Brasil, no alto rio Parana (rio Tieté), no rio Grande e em um tributario
do alto rio Sdo Francisco. Os haplotipos coletados nas bacias hidrograficas do alto
Parana e Sao Francisco foram mais aparentados a haplétipos de espécimes coletados
no rio Paraiba do Sul. O sub-haplogrupo leste A foi formado por espécimes coletados
nas bacias costeiras dos rios Doce, Sdo Mateus, Mucuri, Itanhém e Jucurugu. Por
fim, o sub-haplogrupo leste B compreendeu haplétipos de espécimes coletados nas
bacias costeiras dos rios Macaé, Sdo Jodo, Paraiba do Sul e Itabapoana, e em
tributarios do rio Grande e alto rio Sdo Francisco. Os haplotipos coletados nas bacias
hidrograficas continentais presentes no sub-haplogrupo leste B também foram mais

aparentados com hapl6tipos de espécimes coletados no rio Paraiba do Sul.
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Figura 1.5 Rede de hapl6tipos do gene ATPase6 com as amostras presentes no
haplogrupo V.

As cores dos hapl6tipos correspondem a bacia hidrogréafica de coleta. Os locais onde
os haplétipos foram amostrados sdo representados no mapa de altitude da América
do sul. Os valores nos ramos da rede de haplétipos representam o nimero de
substitui¢des nucleotidicas (exceto quando foi observada apenas uma substituicao).

@ |
e ¢ I<— sub-haplogrupo sudeste
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Os pontos vermelhos indicam os haplotipos ndo amostrados e o tamanho dos circulos
é proporcional a frequéncia do haplétipo. Imagem topografica baseada em radar
interferometry (SRTM-NASA).

As populacbes de Hoplias malabaricus com o ndmero diploide de 40
cromossomos ndo formaram um grupo monofilético com o gene ATPase6 (Fig. 2).
Os haplogrupos 1, Il e V sdo formados por haplétipos de espécimes que apresentam
2n=42 cromossomos (Santos et al. 2009; Pereira et al. 2013; J.A. Dergam né&o
publicado; N.E. Ibdgon ndo publicado; Grassi, 2005). O haplogrupo Il foi formado
por haplétipos de espécimes com 2n=40 e 42 cromossomos. Os espécimes com
cariomorfo 2n=42A neste haplogrupo foram coletados em drenagens amazonicas
localizadas nas porgdes altas do Escudo Cristalino Brasileiro (Campo Novo do
Parecis, Sapezal e Sorriso), no alto Paraguai (Lima, 2008) e no rio Uruguai (Dergam,
1996). Os espécimes com 2n=40C presentes no haplogrupo Ill foram coletados na
bacia hidrografica amazonica (Sampaio, 2011; J. Porto ndo publicado) e sdo grupo
irméo das populagfes com cariomorfo 2n=40F das bacias costeiras do nordeste do
Brasil e rio Sdo Francisco (Santos et al., 2009; Jacobina et al., 2009) (Fig. 2). A
época de coalescéncia dos hapl6tipos presentes nos espécimes com cariomorfo
2n=40C e 2n=40F foi estimada no Plioceno. O haplogrupo IV foi formado por
espécimes com cariomorfo 2n=40C coletados no alto rio Paraguai (Lima, 2008) e rio
Uruguai (Dergam, 1996; Bertollo et al. 2000) e por trairas com cariomorfo
2n=39/40D coletadas no alto rio Parana (Bertollo et al. 2000). A divergéncia
molecular entre o cariomorfo 2n=40C - das bacias hidrograficas dos rios Paraguai e
Uruguai - e o cariomorfo 2n=39/40D também correspondeu a um haplétipo

coalescente no Plioceno.

As sequéncias RAG2 foram obtidas em espécimes coletados na bacia

hidrografica do rio Magdalena (N=13), Orinoco (N=5), Caroni (N=2), Amazonas
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(N=59), Tocantins (N=8), Sdo Francisco (N=9), Uruguai (N=19), Paraguai (N=25),
Parana (N=10) e bacias costeiras do Brasil (N=21). Foram alinhados 1.032 pb com
98 sitios variaveis, 65 sitios informativos para parcimoénia e uma baixa razdo média
de transicdo/transversdo (1,34). As razles de transicdo/transversdo foram de 0,33
para a primeira base do codon, 1,19 para a segunda e 2,63 para a terceira base. A
rede de hapl6tipos formou haplogrupos parcialmente congruentes com 0s cinco
haplogrupos indicados pelas analises de inferéncia bayesiana e maxima parcimonia
com o gene ATPase6 (Fig. 6). Alguns espécimes de Hoplias malabaricus coletados
no alto rio Juruena e no alto rio Paraguai apresentaram o gene nuclear RAG2
aparentado com outros espécimes da bacia hidrografica de coleta e o gene
mitocondrial ATPase6 indicando dispersdo a partir do sistema hidrogréafico vizinho.
Trinta e sete espécimes coletados nos rios Parana, Paraguai e Uruguai, presentes no
haplogrupo 1V, tiveram o gene RAG2 sequenciado. Dentre estas trinta e sete
sequéncias do gene RAG2 foram identificados 20 hapldtipos, aproximadamente um
novo hapl6tipo a cada duas amostras sequenciadas. Os espécimes presentes no
haplogrupo Il, indicado pela analise do gene ATPase6, apresentam o0 gene RAG2
mais aparentados as populacBes com 2n=42 cromossomos do sul e sudeste da

Ameérica do Sul.
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Figura 11.6 Correlacdo entre o gene nuclear, hapl6tipo mitocondrial e ndmero
diploide em Hoplias malabaricus.

Em (a) rede de haplotipos com o gene nuclear RAG2. Mais de uma substitui¢éo
nucleotidica entre os hapl6tipos sdo representadas nos ramos da rede. O tamanho dos
haplotipos é proporcional a frequéncia deles na amostragem. Os simbolos que
acompanham os hapl6tipos correspondem ao nimero diploide e as barras coloridas
ao haplogrupo indicado pelo gene mitocondrial ATPase6 do espécime amostrado (b).
Notar que 0s 24 espécimes que possuem haplotipos mitocondriais no haplogrupo 1V
e foram cariotipados apresentaram 12 haplétipos RAG2. A seta indica um haplotipo
compartilhado entre trairas que possuem o gene mitocondrial do haplogrupo Ill e IV.
Em (c) legenda indicando a bacia hidrografica de coleta dos haplotipos de acordo
com as cores destes na rede.
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5. DISCUSSAO

51 Aidade minima do género Hoplias

A estimativa de coalescéncia entre os grupos Hoplias malabaricus e Hoplias
lacerdae no Eoceno médio € uma hipdtese congruente com os registros fosseis. As
mandibulas e dentes mais antigos de Erythrinidae sdo do final do Cretaceo e
assemelham-se a denticdo do género Hoplias, sendo atribuidos a um novo género,
mas com a observagao “cf. Hoplias nov. sp.” (Gayet, 1991; Gayet & Meunier, 1998).
Estes fosseis foram encontrados nas localidades bolivianas de Agua Clara e Pajcha
Pata e na formacdo Uberaba em Minas Gerais, Brasil (Gayet & Meunier, 1998).
Depdsitos no inicio do Paleoceno superior em Tiupampa e Criadero de Loro, na
Bolivia, também apresentam vestigios desse nov. gen. ou Hoplias nov. sp.. Embora a
existéncia de Hoplias no final do Cretaceo ndo esteja bem definida, dentes e
mandibulas do Mioceno médio-superior encontradas na regido do Equador, Peru e
Colémbia sdo pertencentes a espécies desse género (Roberts, 1975; Lundberg, 1997).
Apesar da idade minima proposta pelo relégio molecular para Hoplias ndo seja o
Cretaceo, a divergéncia molecular encontrada entre H. malabaricus e H. lacerdae

indica o Eoceno médio como a idade minima do género.

5.2 Aidade minima e o centro de origem de_Hoplias malabaricus

A divergéncia eocénica-oligocénica do haplogrupo I, restrito ao alto rio
Magdalena, sugere que Hoplias malabaricus ja estava presente no sistema de rios

que drenavam o oeste amazdnico rumo ao norte da América do Sul de 33 a 24 Ma,
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antes do presente. Pulsos de soerguimento da cordilheira dos Andes no Sul do Peru e
na regido central do Chile sdo bem documentados do Eoceno até o Oligoceno médio
na chamada Orogénese Incaica (Lundberg et al., 1998; Charrier et al., 2009), mas
ndo sao indicados, nesse periodo, na porcao norte da cordilheira. Contudo, o gradual
soerguimento da cordilheira andina, possivelmente, levou a um isolamento local de
populacdes de H. malabaricus e determinou a elevada divergéncia molecular dos
haplotipos presentes na porcgéo alta do atual rio Magdalena (haplogrupo 1). A historia
paleohidrologica da bacia hidrografica do rio Magdalena tornou-se independente da
bacia amazonica ha 13,5 - 11,8 Ma, com o desenvolvimento da cordilheira oriental
dos Andes (Hoorn et al., 1995). Este evento foi o responsavel pela divergéncia
molecular entre a populacdo presente na porc¢éo baixa do rio Magdalena daquelas ao
leste dos Andes. As populacBes proximas a cabeceira do rio Magdalena possuem o
plesiomorfico 2n=42 cromossomos e as populacbes proximas a foz apresentam o
gene RAG2 mais aparentado com espécimes amazénicos com 2n=40 cromossomos.
Provavelmente, as trairas H. malabaricus do baixo rio Magadalena possuem 2n=40

Cromaossomos.

Durante o soerguimento da cordilheira oriental dos Andes, as regides
correspondentes ao oeste amazoénico e rio Orinoco ainda apresentavam 0 curso em
diregdo ao mar do Caribe, como um Unico sistema de drenagem (Wesselingh &
Hoorn, 2011). O tempo de divergéncia molecular estimado entre os hapl6tipos
coletados na bacia hidrografica do rio Orinoco e Amazonas (~8 Ma) é
correspondente a fase final de formacdo do arco Vaupés (10 - 8 Ma), que levou a
separacdo do paleo-Amazonas-Orinoco e formagcdo das modernas bacias

hidrograficas dos rios Orinoco e Amazonas (Hoorn et al., 1994).
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A elevada distancia genética entre os haplotipos ATPase6 do haplogrupo 111,
a maior diversidade haplotipica observada dentro deste haplogrupo e os quatro sub-
haplogrupos formados sdo reflexos das dinamicas vicariantes nas bacias
hidrograficas ao norte da América do Sul a partir do Mioceno. O sub-haplogrupo
restrito as cabeceiras do rio Juruena (sub-haplogrupo laranja na fig. 1 e 2) evidencia
uma vicariancia entre populacdes de trairas amazonicas anterior a separacdo do
paleo-Amazonas-Orinoco nas modernas drenagens dos rios Amazonas e Orinoco.
Populacdes de H. malabaricus proximas aos divisores de aguas tém apresentado
elevada distancia genética em relacédo as demais populacdes da bacia, em decorréncia
de barreiras fisicas e ecologicas e de capturas de cabeceiras de bacias hidrogréaficas
vizinhas (eg. Santos et al., 2009; Lima & Ribeiro, 2011; cap.1). A bacia hidrografica
amazonica € o maior sistema fluvial do mundo e as grandes extensdes de baixas
altitudes favorecem recorrentes eventos de vicariancia e posterior encontro da
ictiofauna (Albert & Reis, 2011), o que também contribui para a diversidade de
haplotipos ATPase6 observados. Geralmente, as porcGes mais altas das bacias
apresentam, com maior frequéncia, alteracdes verticais no curso das drenagens e
isolamentos fisicos e ecoldgicos impostos pelo relevo. Estas alteracdes permitem o
abrigo de uma fauna isolada nas por¢fes altas das bacias hidrogréficas, as quais
também podem apresentar linhagens capturadas a partir das drenagens vizinhas

(Lima & Ribeiro, 2011).

5.3  Adistribuicdo de Hoplias malabaricus na porcéo leste da América do Sul

A presenca do haplogrupo mais divergente de Hoplias malabaricus na regido

norte/noroeste do continente, a maior diversidade de haplétipos ATPase6 e distancia

91



genética entre haplotipos na regido amazobnica, e o padrdo de expansdo dos
haplotipos do haplogrupo Ill a partir da bacia amazénica indicam um vetor de
colonizacao desse taxon do noroeste para o leste da Ameérica do Sul, ap6s o Plioceno
inferior. Os haplotipos ATPase6 coletados nas bacias hidrograficas dos rios
Tocantins, Parnaiba e S&do Francisco apresentam um numero crescente de
substituicdes nucleotidicas, no sentido oeste-leste, em relagdo aos haplotipos
amazonicos. Até o final do Mioceno (11 Ma) a atual bacia amazonica era dividida
pelo arco Purds em um sistema de drenagens ao leste e no sistema paleo-Amazonas-
Orinoco, ao oeste. O fluxo do moderno rio Amazonas para o leste é bem
documentado somente a partir do final do Mioceno (7 Ma), com o0 aumento da razéo
de sedimentos no leito da calha moderna deste rio (Lundberg et al., 1998;
Wessselingh & Hoorn, 2011). Assim, a historia paleohidrolégica comum do rio
Amazonas com as drenagens na margem leste do continente, com consequente
colonizacdo de H. malabaricus nas bacias costeiras ocidentais, sO seria possivel apos
0 Mioceno superior. De fato, a estimativa de coalescéncia entre as populacGes de H.
malabaricus das bacias hidrograficas dos rios Parnaiba, Sdo Francisco e costeiros do
nordeste do Brasil corresponde ao Plioceno, uma época consideravelmente mais
recente do que o indicado para a coalescéncia entre 0s sub-haplogrupos presentes nos
sistemas hidrograficos ao oeste da América do Sul. Eigenmann (1909) ja
argumentava a respeito da semelhanca da ictiofauna do rio S&o Francisco com aquela
do rio Amazonas, um provavel reflexo da historia paleohidroldégica comum entre
estas drenagens. A estreita relacdo filogenética entre os haplotipos ATPase6
presentes nas bacias costeiras do nordeste com a bacia hidrogréafica do rio S&o
Francisco provavelmente decorrem de eventos de capturas de cabeceiras entre

tributarios do rio S&o Francisco e das bacias costeiras do nordeste (Pereira et al.,
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2013; Saadi, 1995). A semelhanca da ictiofauna presente nas bacias costeiras do
nordeste com o rio Sdo Francisco também ¢é atribuida aos recentes eventos de

capturas de cabeceiras (Rosa et al., 2004).

Evidéncias citogenéticas também corroboram com a hip6tese de colonizacéao
da regido leste do continente a partir de populagdes do norte/noroeste da América do
Sul. Dos sete cariomorfos descritos para Hoplias malabaricus apenas dois nédo
possuem registros na regido amazonica (2n=42B e 2n=39/40D). Uma maior
diversidade de cariomorfos nas drenagens amazonicas possivelmente é decorrente de
uma historia evolutiva mais antiga de H. malabaricus na regido. Na bacia
hidrografica amazoénica, o plesiomoérfico cariomorfo 2n=42A ¢é amplamente
distribuido (Bertollo et al. 2000; cap. 1) e o cariomorfo 2n=40/41G € encontrado nos
rios Aripuana (MT), Trombetas (PA) e Madeira (RO). As fémeas de H. malabaricus
com o cariomorfo 2n=40/41G apresentam 0 mesmo numero diploide e estrutura
cariotipica idéntica ao cariomorfo 2n=40F e ambos possuem um sistema de
cromossomos sexuais envolvendo o primeiro grande par de cromossomos do
caridtipo. Estas evidéncias permitem inferir que o os cariomorfos 2n=40/41G e
2n=40F sejam grupos irm&os (Santos et al., 2009). Neste estudo, ndo foram
amostrados espécimes de H. malabaricus com o cariomorfo 2n=40/41G, mas as
populagdes amazobnicas com 2n=40C formaram um clado irmdo as populacdes do
leste da Ameérica do Sul que apresentam o cariomorfo 2n=40F. Este cariomorfo é
distribuido nas bacias costeiras do Suriname até o nordeste do Brasil com o limite sul
sendo a Formacao Abrolhos (Bertollo et al., 2000; Pereira et al., 2013). Populacbes
com 2n=40F também sdo encontradas nas porcOes baixas do rio Tocantins e
amplamente distribuidas na bacia hidrogréafica do rio S&o Francisco (Bertollo et al.,

2000; Pereira et al., 2013; cap. 1). As populagdes com 2n=42A encontradas na bacia
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hidrografica do rio S&o Francisco séo restritas aos divisores de dguas com a bacia
hidrografica do rio Grande, onde este cariomorfo € amplamente distribuido e,
provavelmente, sdo decorrentes de dispersdes a partir do alto rio Parana (Santos et

al., 2009).

5.4  Adistribuicdo de Hoplias malabaricus no centro-sul da América do Sul

A presenca de populacGes de Hoplias malabaricus no alto rio Parana com
haplotipos derivados daqueles amplamente distribuidos na bacia hidrografica do rio
Sdo Francisco sugere a presenca de trairas com o cariomorfo 2n=40F no alto rio
Parana. Devido ao pequeno nimero de substituicdes nucleotidicas entre os haplétipos
presentes em espécimes do rio Sdo Francisco e do alto rio Paranaiba é provavel que a
origem das populagdes com 2n=40F do alto rio Parané seja recente. Pelo menos dois
eventos de dispersdo de espécimes com 2n=42A da bacia hidrografica amazonica
para o sistema Paranad/Paraguai a partir do Plioceno inferior também sdo indicados
pela rede de haplétipos ATPase6 do haplogrupo Ill. Contudo, provavelmente ja
existiam populacdes de trairas H. malabaricus no alto rio Parana antes do Plioceno,
pois a presenca desse taxon no sistema Paraguai/baixo rio Parand/Uruguai foi
estimada no Mioceno inferior. O canion e salto de Sete Quedas, que limitava o alto e
0 baixo rio Parana, comecaram a se formar no Plioceno (Maack, 1968) e ndo foram
encontrados registros de barreiras fisicas que poderiam restringir H. malabaricus nas

porcdes baixas da bacia.

A coalescéncia entre o haplogrupo Il com os haplogrupos amplamente
distribuidos no sul do continente (IV e V) corresponde a fase final de elevacdo da

formagéo Chaparé. Esta formacao geoldgica é decorrente de uma fase de compresséo
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e consequente soerguimento da parte central da Cordilheira dos Andes entre ~27 e
~19 Ma que levou a capturas de drenagens amazonicas para um paleo-Parana-
Paraguai (Sempere et al., 1990; Lundberg et al., 1998). Provavelmente, estas
capturas de cabeceiras permitiram que populac6es de H. malabaricus aumentassem a
distribuicdo para o sul do continente. Possivelmente, o evento de reducdo do numero
diploide de 2n=42A para 2n=40C ocorreu durante este periodo de expansdo. Este
cenario é consistente com a recuperacao de dois haplogrupos altamente divergentes
(IV com 2n=40 e V com 2n=42) nos tributarios do rio da Prata (rios Paraguai, Parana
e Uruguai). Esta hipotese é reforcada pela auséncia de sinal filogenético entre os
haplogrupos Ill, IV e V. Eventos cladogenéticos rapidos ndo permitem recuperar

uma relagéo dicotomica entre os clados.

O reldgio molecular indica uma divergéncia no Mioceno médio-inferior entre
0 haplogrupo Il e as demais populagdes de H. malabaricus. Contudo, s&o escassos 0s
registros de alteragdes paleohidrograficas nas drenagens presentes nas porgoes
centrais do Escudo Cristalino Brasileiro durante o Mioceno, consequentemente, é
dificil inferir quais foram os eventos paleohidrolégicos responsaveis pela distancia
molecular dos hapldtipos presentes no haplogrupo Il das demais populacdes do
continente. Os espécimes presentes no haplogrupo Il e aqueles com o carimorfo
2n=42A ao sul e sudeste da América do Sul formam um haplogrupo bem definido
com o gene nuclear RAG2. No entanto, esta maior relagéo de parentesco com o gene
nuclear pode ser decorrente de recente fluxo génico entre especimes com 2n=42A
com haplétipos mitocondriais do haplogrupo Il e V e nédo refletir as relagdes
genealdgicas no Mioceno. Embora tributérios do alto Parana, como os rios Corumba
e Paranaiba, possivelmente drenavam para o rio Tocantins até o Mioceno (Beurlen,

1970) a estreita relacdo filogenética entre os haplotipos coletados em Séao

95



Siméo/Quirinopolis (bacia do Paranaiba) com aqueles coletados em Barra do Gargas
indica uma histdria hidroldgica mais recente em comum entre o alto Tocantins e alto
rio Parana. Nessa regido, existem charcos de altitude envolvendo drenagens dos
sistemas hidrograficos do Tocantins, alto Parand e Sao Francisco, assim como
observado na Estacdo Ecoldgica Aguas Emendadas no extremo nordeste do Distrito
Federal. Hoplias malabaricus € uma espécie tipica de regides pantanosas, tolerante a
baixas concentracBes de oxigénio dissolvido na agua, o que pode facilitar seu

deslocamento em charcos de altitudes entre bacias (Santos et al. 2009).

O Plioceno é a época indicada para o inicio de divergéncia molecular entre as
populagdes com cariomorfo 2n=39/40D, restritas ao alto rio Parana, e 2n=40C,
amplamente distribuidas nos sistemas hidrograficos do rio Paraguai, baixo rio Parana
e Uruguai (Bertollo et al., 2000; Pazza & Julio Jr, 2003). O alto e baixo rio Parana
eram limitados até 1982 pelo Salto de Sete Quedas, na divisa do Brasil com a
Argentina, o qual era uma eficiente barreira a dispersdo e ao fluxo génico entre a
ictiofauna do baixo e alto rio Parand (Bonetto, 1986). Com a inundacdo de Sete
Quedas, devido a construgdo do reservatorio da Usina Hidrelétrica de Itaipu, a 150
km abaixo do salto, as populagdes com cariomorfo 2n=40C dispersaram para o alto
rio Parand (Pazza & Julio Jr, 2003). O céanion e o salto de Sete Quedas foram
escavados sobre rochas basélticas da Formacgdo Serra Geral desde o Plioceno
(Maack, 1968). A época proposta para a cladogénese entre as popula¢fes 2n=40C
Paraguai/Uruguai e 2n=39/40D do alto rio Parana é congruente com o periodo de
formacéo do canion e salto de Sete Quedas. As semelhancas na estrutura cariotipica e
nas hibridizagdes in situ de sequéncias de DNA repetitivos também corroboram a
hipétese de que o cariomorfo 2n=39/40C ¢é derivado de popula¢bes 2n=40C

amplamente distribuidas no baixo rio Parana e no rio Paraguai. Todos os trabalhos
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citogenéticos com sondas de DNA repetitivo, ou bandeamentos cromossémicos,
buscando estabelecer as relacdes evolutivas entre os cariomorfos 2n=40C e
2n=39/40D sdo realizados em espécimes coletados nas bacias hidrogréaficas do rio

Paraguai e Parana (eg. Cioffi et al., 2009).

55  Adistribuicdo de Hoplias malabaricus no sudeste da América do Sul

Um vetor de dispersdo de Hoplias malabaricus a partir da regido que
compreende as modernas bacias hidrograficas dos rios Parana e Uruguai para as
bacias costeiras do sul, sudeste e leste do Brasil é indicado pelo padrdo de variacdo
do gene ATPaseb6 e pela distribuicdo dos cariomorfos. A divergéncia miocénica entre
0s haplotipos costeiros de espécimes com o cariomorfo 2n=42A e aqueles presentes
no baixo rio Parana/Uruguai indica uma colonizacdo mais antiga das bacias costeiras
ao sul da Formacao Abrolhos, do que o indicado para as bacias costeiras no nordeste
do Brasil. As populacbes de H. malabaricus presentes nas bacias costeiras ao norte
da Formacdo Abrolhos até o Suriname e no rio Sdo Francisco apresentam o
cariomorfo 2n=40F (Jacobina et al., 2009; Santos et al., 2009; Pereira et al., 2013).
Estes fatores inviabilizam a hipotese de colonizacao das bacias costeiras do leste por
populacdes de H. malabaricus vindas do nordeste ou do rio Sdo Francisco. A
estruturacdo da rede de haplo6tipos demonstra um padrdo de divergéncia haplotipica
nas bacias costeiras do leste, sudeste e sul do Brasil correlacionado com a distancia
geogréfica a partir do sub-haplogrupo sul. Isto sugere um sentido de colonizacéo das
populacbes de H. malabaricus a partir de tributarios do Parana para as bacias
costeiras do sul, sudeste e leste do Brasil, durante 0 Mioceno médio-superior. A

época indicada para a colonizagdo das bacias costeiras ocidentais ao sul do Banco de
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Abrolhos é consideravelmente mais antiga que a idade estimada para o
estabelecimento da moderna bacia hidrografica do rio Uruguai. Com base em
evidéncias circunstanciais, alguns autores sugerem que o rio Uruguai tenha se
formado a partir do Plioceno (Maack 1968; Bossi 1969). Aparentemente, durante o
Mioceno nédo existiam eficientes barreiras a dispersdao de H. malabaricus entre o
baixo e alto rio Parand, como as corredeiras e o Salto de Sete Quedas (revisado em

Maack, 1968).

A auséncia de haplétipos do sub-haplogrupo sul no alto rio Parana pode ser
decorrente de extingbes locais de haplotipos desse sub-haplogrupo, de efeito de
amostragem e de recorrentes dispersdes de Hoplias malabaricus das bacias
hidrograficas vizinhas para as drenagens do alto rio Parand, a partir do Plioceno. A
bacia hidrogréfica do alto rio Parana possui grandes extensdes de divisores de aguas
com grandes bacias hidrogréficas, tais como: Amazonas, Sdo Francisco, Paraguai e
com as bacias costeiras do leste do Brasil. As redes de hapldtipos com os
haplogrupos 1ll, IV e V demonstram um claro padrdo de expansdo a partir das
drenagens vizinhas para o alto rio Parana. Este constante influxo de hapl6tipos de
trairas com o cariomorfo 2n=42A, nessa regido, possivelmente dificulta a coleta de
hapl6tipos do sub-haplogrupo sul. Capturas de cabeceiras entre tributarios do alto rio
Parana e drenagens vizinhas sdo atribuidas como responsaveis pela semelhanca da
ictiofauna do alto rio Parand com as bacias hidrograficas vizinhas (Pavanelli &

Britski, 1999; Ribeiro, 2006; Menezes, et al., 2008; Buckup, 2011).

Os haplétipos coletados no alto rio Parana que sdo derivados dos sub-
haplogrupos leste B e sudeste refletem recentes eventos de dispersdes a partir da
bacia hidrogréafica do rio Paraiba do Sul. Aparentemente, o rio Paraiba do Sul

funcionou como um “corredor de dispersdo” entre as bacias costeiras e drenagens do
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alto rio Parana. Atualmente, o rio Paraiba do Sul atravessa o Lineamento Magmatico
de Cabo Frio (Riccomini et al., 2005), o qual limita os setores geomorfologicos
costeiros do leste e sudeste (Villwock et al., 2005) e os sub-haplogrupos leste B e
sudeste (Pereira et al., 2013). A regido envolvendo os divisores de aguas do rio
Paraiba do Sul e alto Parana possui uma complexa histéria paleohidrolégica de
capturas de cabeceiras que provavelmente levaram a ictiofauna semelhante entre
essas bacias (Ribeiro, 2006; Menezes et al., 2008; Buckup, 2011). Nessa regido, a
falha de Além Paraiba determina a formacdo de vales lineares e assimétricos
principalmente no vale do rio Paraiba do Sul e também controla o contato entre as
regides geomorfoldgicas da Serra da Mantiqueira e os tabuleiros costeiros no estado
do Espirito Santo. Os movimentos mais recentes dessa falha continental sdo
reconhecidos no inicio do Pleistoceno (1,6 Ma), e durante o Holoceno (Saadi, 2002).
A coalescéncia entre os hapldtipos do alto rio Parana e Sao Francisco, presentes nos
sub-haplogrupos leste B e sudeste, com os haplétipos costeiros, corresponde a um
periodo do Pleistoceno inferior ao presente. Estes dados sdo consistentes com o
“padrdo C” hipotetizado por Ribeiro (2006) que inclui recentes capturas de cabeceira
entre rios costeiros e drenagens continentais, presentes no Escudo Cristalino
Brasileiro. A presenca de populacdes com o cariomorfo 2n=42A no limite
biogeogréafico do alto rio S&o Francisco (bacia do rio Pard) também ¢é atribuida a
capturas de cabeceira de tributérios no alto rio Grande (Santos et al., 2009). Nesta
regido existe a falha Descontinuidade Crustal do alto rio Grande, com movimentos

leste-oeste durante o Holoceno (Saadi, 2002).

A bacia hidrogréfica do rio S&do Francisco possui uma pequena extensdo de
divisores de &guas proximos a bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul, restritos

apenas a confluéncia da Serra da Mantigueira e Espinhaco, duas importantes
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barreiras a dispersdo da ictiofauna (Ingenito & Buckup, 2007; Ribeiro, 2006). E
pouco provavel a dispersdo de populacdes de H. malabaricus com hapl6tipos dos
sub-haplogrupos costeiros diretamente para o rio Sdo Francisco. O sub-haplogrupo
leste A, por exemplo, formado por haplotipos coletados na bacia hidrografica do rio
Doce e costeiras relacionadas ¢ limitado ao oeste pela Serra do Espinhaco e possui a

distribuicao limitada por esta formacéo geoldgica.

A coalescéncia no inicio do Pleistoceno entre os haplotipos presentes nos trés
sub-haplogrupos costeiros é consistente com a hipétese de confluéncia de grupos de
bacias costeiras em paleo-canais durante periodos glaciais. Os sub-haplogrupos
costeiros ao sul da Formagdo Abrolhos sdo coincidentes com o0s setores
geomorfoldgicos propostos por Cruz (1985) para dividir a costa do Brasil. Isto sugere
que a evolugéo das populagdes de Hoplias malabaricus presentes nas bacias costeiras
foram direcionadas por processos paleohidrolégicos, tais como: atividades
tectbnicas, oceanograficas e eventos paleoclimaticos que determinaram as feicdes
fisiograficas destes setores (Pereira et al., 2013). Os espécimes com haplétipos
presentes no sub-haplogrupo leste A foram coletados ao norte da foz do rio Doce,
uma area de deltas, falésias e recifes de arenito. O sub-haplogrupo leste B apresentou
hapldtipos de espécimes coletados nas bacias costeiras do rio Paraiba do Sul até o
Lineamento Magmatico de Cabo Frio, uma regido caracterizada por costdes
rochosos, lagunas e manguezais. O sub-haplogrupo sudeste apresentou haplotipos de
especimes coletados em bacias costeiras ao sul de Cabo Frio, compreendendo 0s
setores geomorfoldgicos do sudeste e sul propostos por Cruz (1985). O setor sudeste,
que é limitado ao norte por Cabo Frio e ao sul pelo Cabo de Santa Marta, €
caracterizado por uma regido isolada pela Serra do Mar onde ha predominancia de

costbes rochosos de embasamento granito-gnaisse, laguna/barreria e manguesais.
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Abaixo do Cabo de Santa Marta, até o Arroyo Chui (RS), a linha da costa €
caracterizada por planicies com mudltiplas barreiras arenosas e sistemas lagunares

(Cruz, 1985; Villwock et al., 2005).

As populagbes costeiras de Hoplias malabaricus com haplétipos no sub-
haplogrupo leste A ocorrem ao sul da Formagdo Abrolhos, a qual tem funcionado
como uma barreira fisica a dispersdo das populacGes de H. malabaricus entre as
bacias costeiras do nordeste e leste, em periodos de maximos glaciais (Pereira et al.,
2013). A Formacdo Abrolhos é um notéavel alargamento da plataforma continental,
que forma duas saliéncias costeiras submersas entre 17° e 20°S, decorrente do
desenvolvimento de banco de corais e rochas sedimentares sobre substrato vulcanico
(Guazelli & Carvalho, 1981). Este alargamento coberto por corais também é
denominado Banco de Abrolhos e tem idade estimada de 59 - 37 milhdes de anos
(Eoceno). Levantamentos batimétricos ao norte da foz do rio Doce demonstram a
presenca de canais convergindo para a depressao de Abrolhos. Hoje estas depressoes
sdo representadas por isGbatas de 60 metros cercadas por altas topografias que
atingem isébatas de 30 metros (Kowsmann & Costa, 1979). Estes canais
pleistocénicos séo delimitados ao sul pela foz do rio Doce e ao norte pela Formagéo
Abrolhos e provavelmente permitiram intensa dispersdo de H. malabaricus, como
sugerido pela pequena distancia genética entre as populacdes presentes no sub-
haplogrupo leste A. N&o existem evidéncias de paleo-canais envolvendo as
drenagens do rio Doce e Paraiba do Sul e a coalescéncia indicada entre os haplétipos
ATPase6 de H. malabaricus, coletados nestes sistemas hidrograficos, € o inicio do
Mioceno superior. Capturas de cabeceiras também podem ter ocorrido dentro dos
setores geomorfoldgicos da costa do Brasil contribuindo com os sub-haplogrupos

observados (Pereira et al., 2013).
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No limite entre os haplogrupo leste B e sudeste encontra-se o Lineamento
Magmatico de Cabo Frio, o qual provavelmente isolou as populacbes de Hoplias
malabaricus das bacias costeiras do leste e sudeste em periodos glaciais. Este
lineamento magmatico € formado por grupos de rochas alcalinas igneas do final do
Cretaceo e Paledgeno e tem caracteristicas estruturais desenvolvidas de Jaboticabal
(interior do estado de Sao Paulo) até o limite da crosta continental e oceénica
(Riccomini et al., 2005). A divergéncia molecular encontrada com o gene ATPase6
entre os sub-haplogrupos leste B e sudeste sugere que o rio Paraiba do Sul transpés o
Lineamento Magmatico de Cabo Frio ap6s o o Mioceno superior, pois do contrério,
provavelmente ndo seria observado a estruturacdo filogeogréafica encontrada. A rede
de haplétipos com o gene ATPase6 indica que as populacbes de H. malabaricus
costeiras com 2n=42 cromossomos, ao norte deste lineamento magmatico, sdo mais
relacionadas entre si do que com aquelas ao sul desta formacéo geoldgica. A historia
paleohidroldgica envolvendo a bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul e drenagens
vizinhas ¢ complexa (Ab’ Saber 1957; Riccomini, 1990; Saadi, 2002). Esta condigdo
torna frageis as inferéncias simplistas sobre a configuracdo das bacias hidrogréaficas
na regido durante o Mioceno. A distribuicdo dos sub-haplogrupos de H. malabaricus
¢ congruente com a hipotese que, durante o Nedgeno, movimentos tectbnicos
relacionados a soleira de Aruja inverteram o curso do rio Paraiba do Sul, o qual era
tributario no alto Parand (Malabarba, 1998). Anélises geomorfologicas,
estratigraficas e fluvio-morfometricas permitem interpretar que no Mioceno as
pressdes de compressdo levaram o rio Paraiba do Sul a inverter o seu curso para
noroeste e, na sequéncia, para nordeste, configurando o chamado Cotovelo de
Guararema (Maciel, 2009). No entanto, ndo existe uma idade estimada para a

transposicdo do Lineamento Magmatico de Cabo Frio pelo rio Paraiba do Sul. O
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tempo de divergéncia molecular indicado pelo gene ATPase6 e o0 padrdo
filogeogréafico de H. malabaricus sugerem que a partir do Mioceno superior este rio

transpOs o Lineamento Magmaético de Cabo Frio.

Os padrdes de distribuicdo dos sub-haplogrupos costeiros de H. malabaricus
com cariomorfo 2n=42A séo totalmente congruentes com as regides de endemismo
de peixes propostas por Carvalho (2007) para a costa do Brasil (Pereira et al., 2013).
O padrao filogeogréafico observado em Hoplias malabaricus indica que dois
processos moldaram a evolucdo e diversificagdo genética das populacBes costeiras
desse taxon e, possivelmente, os padrfes de endemismo de outros peixes. O primeiro
processo refere-se a variagbes eustaticas do nivel do mar. Durante os periodos
glaciais, o baixo nivel do mar permitiu a confluéncia dos rios dentro de secles
geomorfoldgicas da costa brasileira, enquanto a Formacao Abrolhos e o Lineamento
Magmatico de Cabo Frio foram barreiras geograficas entre as populagbes do
nordeste, leste e sudeste. O segundo processo consiste em capturas de cabeceiras
envolvendo os sistemas de drenagem costeiros e continentais, ou entre drenagens

costeiras dentro de um mesmo setor geomorfolégico (Pereira et al., 2013).

5.6  Biogeografia historica de Hoplias malabaricus na América do Sul

As evidéncias geomorfoldgicas, paleohidroldgicas, fdsseis, moleculares,
citogenéticas e filogeogréaficas indicam o seguinte cenario de diversificagdo de
Hoplias malabaricus na América do Sul. O norte/noroeste do continente é o centro
de origem deste taxon. No Mioceno inferior, capturas de cabeceiras do paleo-
Amazonas-Orinoco para um paleo-Parana-Paraguai levaram ao aumento de

distribuicdo de H. malabaricus para o sul do continente. Neste periodo, a reducéo do
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numero diploide de 2n=42 para 2n=40 cromossomos ja estava estabelecida. Durante
0 Mioceno inferior-médio, as populacdes com 2n=42 cromossomos colonizaram as
bacias costeiras ocidentais ao sul da Formacdo Abrolhos. A partir do Plioceno, a
formacgdo do céanion e salto de Sete Quedas, aparentemente, isolou as populacbes
com 2n=40C do baixo rio Parana daquelas da porcdo alta da bacia, onde se
estabeleceu o derivado cariomorfo 2n=39/40D. Na bacia hidrografica amazonica,
durante o Plioceno inferior, possivelmente ocorreu uma segunda reducdo no nimero
diploide em H. malabaricus. Nesta época existiu um hapldtipo coalescente entre 0s
cariomorfos 2n=40C amazdnicos e 2n=40F. A partir do Plioceno, as popula¢es com
o cariomorfo 2n=40F estabeleceram-se nos rios S&o Francisco, Parnaiba e nas bacias
costeiras do nordeste do Brasil, com o limite sul sendo a Formacdo Abrolhos. O
Pleistoceno foi uma época marcada por grandes glaciacfes, as quais levaram a
diminuicdo do nivel do mar, a formacéo de paleo-canais de adgua doce na linha da
costa e consequente aumento do fluxo génico entre populacGes de H. malabaricus, as
quais hoje se encontram em bacias costeiras isoladas. A partir do Pleistoceno,
aparentemente, a bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul funcionou como um
“corredor de dispersdo” para o alto Parana de populacGes de H. malabaricus que
estavam isoladas nas bacias costeiras desde o Mioceno. Eventos locais de dispersédo
foram observados desde o Plioceno em populagdes de H. malabaricus presentes em
divisores de aguas de baixas altitudes e em regides que hoje sdo planaltos pantanosos

que limitam as bacias hidrogréficas.

Em sintese, os resultados indicam que a evolucdo e diversificacdo das
populacbes de Hoplias malabaricus e, possivelmente, de outras espécies de peixes
dulcicolas da América do Sul séo decorrentes de trés principais fatores. O primeiro

sdo implicagbes do soerguimento dos Andes, as quais determinaram importantes
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mudangas paleohidrologicas e consequentemente no padrdo de distribuicdo das
populacdes deste taxon em todo o continente. O segundo envolve dindmicas locais de
capturas de cabeceiras decorrentes de reativacdo de falhas geoldgicas ou processos
erosivos diferenciais, os quais levam a algumas drenagens a apresentarem um
mosaico de linhagens genealdgicas que diferenciaram nas bacias vizinhas (ex. alto
Parand). O terceiro fator envolve as dindmicas glaciais e alteracBes eustaticas no
nivel do mar, que levaram a confluéncia e posterior separagdo de grupos de
drenagens costeiras, em setores geomorfoldgicos bem definidos, e consequentemente

a uma pequena distancia genética entre populagdes hoje isoladas.

5.7 Elevada distancia genética entre haplo6tipos mitocondriais ndo reflete

isolamento reprodutivo em Hoplias malabaricus

As populacdes com o cariomorfo 2n=40C das bacias hidrograficas do rio
Paraguai e Uruguai ndo formaram um clado com as populacdes 2n=40C amazonicas
com base no padrdo de variacdo do gene ATPase6. Isto indica que a classificacdo dos
cariomorfos proposta por Bertollo e colaboradores (2000) ndo gera grupos
monofiléticos, ou o diferente nimero diploide ndo € uma barreira ao fluxo génico em
Hoplias malabaricus. As relacGes filogenéticas entre as populagdes deste taxon sdo
congruente com a historia paleohidroldgica das bacias estudadas, independente do
namero diploide. Descartando a hipétese de fluxo génico entre espécimes com
diferentes numeros diploides, devido a auséncia de cariomorfos hibridos (Bertollo et
al., 2000), provavelmente ocorreram redugdes independentes no numero diploide de

2n=42 para 2n=40 cromossomos em H. malabaricus. Contudo, se a reducdo do
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numero diploide ocorreu duas vezes, 0S rearranjos cromossdmicos gerados
aparentemente ndo impedem o fluxo génico entre as populacdes 2n=40C amazonicas
daquelas com o mesmo cariomorfo da bacia hidrogréafica dos rios Paraguai, Uruguai
e Parana. A correlacdo entre os dados citogenéticos e moleculares no contexto
geografico permite interpretar que a distancia genética obsevada no DNA
mitocondrial ATPase6 e COIl (Marques et al., 2013) refletem o isolamento
geografico entre as populacdes de H. malabaricus das bacias hidrograficas dos rios

Paraguai e Amazonas e ndo o isolamento reprodutivo.

E possivel observar na rede de hapldtipos com o gene RAG2 que embora os
espécimes com o cariomorfo 2n=42A e haplétipo mitocondrial no haplogrupo IlI
possuam um hapl6tipo coalescente com 0s espécimes com 2n=40 cromossomos no
Mioceno superior, eles formam um clado bem definido com os hapl6tipos RAG2 de
outros espécimes com 2n=42 cromossomos. Da mesma forma, 0s espécimes com o
cariomorfo 2n=40C amazonicos e dos rios Paraguai/Uruguai, 0s quais possuem um
hapl6tipo coalescente no Mioceno inferior, também formam um haplogrupo com o
gene RAG2. Esta estruturacdo dos haplétipos RAG2 foi interpretada como decorrente
de fluxo génico entre espécimes com o cariomorfo 2n=40C das linhagens
amazénicas e do rio Paraguai. A rede de haplétipos RAG2 dos espécimes com o
cariomorfo 2n=40C possui uma forte correlagdo geografica, exceto nas amostras
coletadas préximo aos divisores de aguas entre as bacias hidrogréaficas do alto
Juruena (Amazonas) e Paraguai. A presenca de espécimes com o mesmo haplétipo
RAG2 nas bacias hidrograficas dos rios Juruena e Paraguai, e com haplotipos
mitocondriais caracteristicos das populacdes da bacia de coleta, é outra evidéncia de
fluxo génico entre populagdes com o cariomorfo 2n=40C e elevada distancia

genética do DNA mitocondrial. Assumindo a hipdtese de fluxo génico, espera-se
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encontrar uma maior diversidade de alelos RAG2, em decorréncia da recombinacédo
dos alelos nucleares destas linhagens inicialmente isoladas no Mioceno. De fato, nos
trinta e sete espécimes coletados nos rios Parand, Paraguai e Uruguai, que
apresentavam os haplotipos mitocondriais no haplogrupo 1V, foram identificados 20
haplotipos RAG2, aproximadamente um novo haplotipo encontrado a cada duas
amostras sequenciadas. Para efeito de comparacao, os trinta espécimes distribuidos
nos quatro sub-haplogrupos do haplogrupo mitocondrial V apresentaram seis

hapl6tipos RAG2.

5.8 As relagdes filogeograficas entre as populacdes de Hoplias malabaricus

refletem as relacbes de similaridade entre as ecorregides de peixes de agua

doce da América do Sul

A estimativa de coalescéncia das populacdes de Hoplias malabaricus indica
que este taxon existe desde o Oligoceno inferior e os principais eventos
paleohidrologicos que determinaram a area de distribuicdo das modernas espécies de
peixes neotropicais também ocorreram a partir desta época. Alberts e Carvalho
(2011) elaboraram uma Brooks Parsimony Analysis (BPA) para estabelecer a
importancia dos processos paleohidrograficos na relacdo de similaridade da
ictiofauna entre as ecorregifes de peixes de agua doce da América do Sul. As
analises foram realizadas com 333 espécies de peixes de 15 familias e seis ordens,
distribuidas em 43 ecorregides de peixes propostas por Abell et al., (2008). O
cladograma de area, estimado a partir da composicao da ictiofauna e das relagdes
filogenéticas entre as espécies de peixes, é consistente com as relagdes de comum

historia paleohidrologica entre as modernas drenagens neotropicais e é uma
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topologia muito semelhante com a hipotese filogeografica proposta para H.
malabaricus. As datacdes paleogeograficas utilizadas na BPA indicam que os
eventos cladogenéticos que levaram a diversidade cladal observada no cladograma
de area iniciaram-se antes de 33 Ma e a diversificacdo das modernas espécies de
peixes de dgua doce neotropicais ocorreu de 30 - 3 Ma (Albert & Carvalho, 2011).
Estes autores tambem fizeram uma Parsimony Analysis of Endemicity (PAE), onde
foi elaborado um cladograma de area considerando apenas a distribuicdo das espécies
de peixes. Esta analise permitiu verificar as relacfes recentes de dispersdo entre as
ecorregides estudadas. A BPA e PAE recuperaram uma topologia muito similar e a
analise conjunta destes dois métodos analiticos permitiu reconhecer que a
diversificacdo da ictiofauna neotropical foi determinada pela combinacdo de eventos
vicariantes e de dispersdo (Albert & Carvalho, 2011). Em Hoplias malabaricus, as
inferéncias filogeograficas também permitiram reconhecer a igual importancia da

vicariancia e dispersao na evolucao deste taxon.

O cladograma representando as relacfes genealdgicas entre as populacbes de
Hoplias malabaricus das bacias hidrogréaficas dos rios Magadalena, Orinoco,
Paraguai e porc¢des baixas da bacia amazonica € muito semelhante ao cladograma de
similaridade de ecorregibes gerado com a BPA: (bacias trans-andinas (bacia
hidrogréaficas do rio da Prata (bacias costeiras atlanticas (alto Madeira (Orinoco,
Amazonas))))) (Albert & Carvalho, 2011). Contudo, nesta analise de BPA as bacias
costeiras atlanticas ao norte do rio Doce até a foz do rio sdo Francisco foram
consideradas uma mesma ecorregiao, o que pode ter levado a maior proximidade da
bacia hidrografica do rio S&o Francisco e costeiras do nordeste do Brasil com as
bacias costeiras atlanticas ao sul da Formacdo Abrolhos. Em H. malabaricus, as

bacias costeiras ao norte da Formagdo Abrolhos possuem populagbes muito
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aparentadas com a bacia hidrografica do rio S&o Francisco, enquanto as bacias
costeiras ao sul desta formacédo possuem populacdes mais aparentadas com a bacia

hidrografica do rio da Prata.

As analises filogeograficas em Hoplias malabaricus permitem reconhecer
que os eventos de vicariancia e dispersdo que determinaram a distribuicdo das
espécies de peixes dulcicolas neotropicais refletem-se na genealogia mitotocondrial
deste antigo tdxon. Aparentemente, 0s processos paleohidroldgicos que contribuiram
com a distribuicdo e diversificacdo da ictiofauna da América do Sul levaram a

diversidade cariotipica e a ampla distribui¢do de H. malabaricus.
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CONCLUSOES GERAIS

As evidéncias geomorfoldgicas, paleohidroldgicas, fdsseis, moleculares,
citogenéticas e filogeogréaficas indicam o seguinte cenario de diversificacdo de
Hoplias malabaricus na América do Sul. Provavelmente, o norte/noroeste do
continente é o centro de origem deste taxon. No Mioceno inferior, capturas de

cabeceiras do paleo-Amazonas-Orinoco para um paleo-Parana-Paraguai levaram ao
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aumento de distribuicdo de H. malabaricus para o sul do continente. Neste periodo a
reducdo do nudmero diploide de 2n=42 para 0 2n=40 cromossomos ja estava
estabelecida. Durante o Mioceno inferior-médio, as populaces com 2n=42
cromossomos colonizaram as bacias costeiras ocidentais ao sul da Formagéo
Abrolhos. A partir do Plioceno, a formacdo do canion e salto de Sete Quedas,
aparentemente, isolou as popula¢ées com 2n=40C do baixo rio Parana daquelas da
porcdo alta da bacia onde se estabeleceu o derivado cariomorfo 2n=39/40D. Na bacia
hidrografica amazodnica, a topologia indicada pelo gene ATPase6 sugere dois
cenarios alternativos: uma segunda reducdo no numero diploide em H. malabaricus
de 2n=42 para 2n=40 cromossomos durante o Plioceno inferior, ou fluxo génico
entre espécimes que possuem o numero diploide diferente. No Plioceno também
existiu um haplotipo coalescente entre os cariomorfos 2n=40C amazO6nicos e
2n=40F. A partir do Plioceno, as populacdes com o cariomorfo 2n=40F
estabeleceram-se nos rios S&o Francisco, Parnaiba e bacias costeiras do nordeste ao
norte da Formacdo Abrolhos. O Pleistoceno foi uma época marcada por grandes
glaciacdes, as quais levaram a diminuicdo do nivel do mar, a formacdo de paleo-
canais de agua doce na linha da costa e consequente aumento do fluxo génico entre
populacdes de H. malabaricus, as quais hoje se encontram em bacias costeiras
isoladas. A partir do Pleistoceno, aparentemente, a bacia hidrografica do rio Paraiba
do Sul funcionou como um “corredor de dispersdo” para o alto rio Parana de trairas
com haplétipos que se diferenciaram nas populagdes de H. malabaricus que estavam
isoladas nas bacias costeiras desde o Mioceno. Eventos locais de dispersdo foram
observados desde o Plioceno em populagbes de H. malabaricus presentes em
divisores de aguas de baixas altitudes e em regibes que hoje correspondem a

planaltos pantanosos que limitam as bacias hidrograficas.
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Em sintese, os resultados indicam que a evolucdo e diversificacdo das
populacdes de Hoplias malabaricus e, possivelmente de outras espécies de peixes
dulcicolas da América do Sul, sdo decorrentes de trés principais fatores. O primeiro
sdo implicacbes do soerguimento dos Andes, as quais determinaram importantes
mudancas paleohidrologicas e consequentemente no padrdo de distribuicdo das
populacdes deste taxon em todo o continente. O segundo envolve dindmicas locais de
capturas de cabeceiras decorrentes de reativacdo de falhas geoldgicas ou processos
erosivos diferenciais, os quais levam a algumas drenagens a apresentarem um
mosaico de linhagens genealdgicas que diferenciaram nas bacias vizinhas (ex. alto
Parand). O terceiro fator envolve as dindmicas glaciais, que levaram a confluéncia e
posterior separacdo de grupos de drenagens costeiras em setores geomorfoldgicos
bem definidos e consequentemente a uma pequena distancia genética entre

populagdes hoje isoladas.
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