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RESUMO

Salminus brasiliensis € um peixe migrador distribuido em toda bacia do Prata. Denominado
“rei do rio”, o dourado estd entre os mais almejados na pesca esportiva e/ou profissional.
Porém, em algumas regifes estd sendo considerada uma espécie vulnerdvel. Relatos recentes
demonstraram a existéncia de algumas populacdes de peixes migradores geneticamente
estruturadas dentro de uma mesma bacia. Considerando que a avaliacdo da variabilidade e
estrutura genética em populacdes naturais € de grande importancia para conservacdo dessa
espécie, este estudo objetivou primeiramente abordar esta questdo em populacdes de S.
brasilienses na regido do Pantanal Mato-grossense, verificando a existéncia de estruturacéo
ou ndo nessa regido, por meio de marcadores de DNA mitocondrial. Depois foi realizada uma
abordagem filogeografica para discutir aspectos referentes a genética evolutiva desse grupo de
peixes, sua distribuicdo por toda bacia e sua relacdo com a histdria de formacdo das bacias;
uma relacdo entre o pantanal e a bacia do Parana e do Uruguai. Os resultados mostraram alta
diversidade genética e auséncia de estruturacao, sugerindo fluxo génico entre populacdes das
localidades norte e sul do Pantanal, provavelmente facilitada pela habilidade migratoria da
espécie e pelas caracteristicas ecolégicas da regido. A presenca de hapl6tipos raros
compartilhados evidencia esse padrdo, embora variantes exclusivos ocorram em cada rio
estudado. Quanto aos aspectos filogeograficos do grupo nas limitacbes da bacia do rio da
Prata, foi verificado um contato histérico antigo entre a sub-bacia do Parand e o Alto
Paraguai, provavelmente ocorrido no momento da formacéo do Pantanal. No entanto, analises
revelaram um distanciamento genético atual entre as populacGes de dourado nessas duas
areas. Estruturacdo genética so foi observada para o Parana, sendo que Uruguai e Pantanal
demonstraram similaridade genética. Entretanto, € importante continuar a avaliacdo e o
monitoramento da diversidade genética das populagdes naturais do dourado para confirmar se
com outros marcadores moleculares ocorrerd 0 mesmo padrdo ora encontrado no Pantanal e

nas demais regides analisadas.

Palavras-Chave: Dourado. DNAmt. diversidade genética. Filogeografia. Bacia Platina.



ABSTRACT

Salminus brasiliensis is a migratory fish which is distributed in all parts of the rio de la Plata
Basin. The “Dourado” is called “the king of the river”. It’s one of the most sought after fish
by amateur and/or professional fishermen. However, in some regions it is considered to be a
vulnerable species. Recent reports have shown the existence of some populations of migratory
fish that are genetically structured in the same basin. Considering that the evaluation of
variability and genetic structure in natural populations is of great importance for conservation
of this species, this study has the objective of examining this question in the populations of S.
brasilienses in the region of the Pantanal in Mato Grosso by verifying the existence or not of
the genetic structure by means of markers of mitochondrial DNA. Later a phylogeographic
approach was carried out to investigate the aspect of genetic evolution of this group of fish, its
distribution in all the basin and its relation with the history of the formation of the basins- the
relation between the Pantanal, the Parana and Uruguay Rivers Basins. The results shown high
genetic diversity and absence of genetic structure, suggesting gene flow between populations
of north and south of the Pantanal, probably facilitated by the migratory ability of the species
and by the structural characteristics of the region. The presence of shared rare haplotypes
evidences this pattern even though exclusive variants occur in each river studied. In relation to
the phylogeographic aspects of the group in the limits of the basin of the Rio de la Plata, an
old historical contact was verified between the sub-basin of the Parana and Upper Paraguay
Rivers, probably occurring at the moment of the formation of the Pantanal. However, analyses
has disclosed a current genetic distance between the populations of “Dourado” in these two
areas. Genetic structure was only observed in the Parana River Basin. The Uruguay River
Basin and the Pantanal demonstrate genetic similarity. However, it is important to continue
evaluation and monitoring of genetic diversity of the natural populations of “Dourado” to
confirm if with other molecular markers if the same pattern will occur as the on in the

Pantanal and in the other regions that have been analyzed.

Word-Key: “Dourado, DNAmt, genetic diversity, Phylogeography, Platina Basin
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| - APRESENTACAO

A regido Neotropical possui a fauna de peixes de agua doce mais diversificada
do mundo em numero de espécies (Nakatani et.al., 2001; Buckup, 2007), sdo cerca de 6.000
espécies sO para essa regido (Nirchio e Oliveira, 2006). A distribuicdo dos peixes esta
intimamente ligada a génese dos sistemas fluviais e apresenta uma longa e complexa histéria
temporal de dispercédo dos grupos (Lundberg, 1998; Lundberg et.al., 1998; Buckup, 2007).

A separacdo dos continentes, Sul Americano e Africano, aliada a imensa
variedade de ambientes ecoldgicos existentes (lagos, baias, riachos, corredeiras, planicies
inundadas), podem ter proporcionado as espécies de Characiformes e Siluriformes o
desenvolvimento de espetaculares irradiacbes adaptativas, além das variadas formas e
estratégias de vida (Bohlke, 1978; Lowe-Mcconnell, 1999; Agostinho et.al., 2007).

As inumeras bacias hidrograficas da América do Sul fazem do grupo dos
peixes uma fonte de recurso exploravel altamente variada, porém, o conhecimento sobre essa
ictiofauna ainda tem muitas lacunas nos aspectos: bioldgico, genético, ecoldgico,
biogeogréafico e outros. Para se compreender questdes de diversificacdo de peixes é também
necessario conhecer suas relacfes taxondmicas e sua distribuicdo no tempo e no espaco.

Em uma bacia hidrografica os peixes podem estar distribuidos em grandes
populacbes panmiticas ou podem constituir populagdes genéticas diferenciadas mantidas por
fluxo génico (Revaldaves et.al., 1997; Wasko e Galetti, 2002). Mesmo peixes migradores que
possuem a capacidade de deslocamento a grandes distancias, teem revelado populactes
geneticamente diferenciadas (Wasko e Galetti, 2002; Hatanaka e Galetti, 2003; Hatanaka
et.al., 2006).

Umas das formas modernas de acessar informacBes e assegurar o
conhecimento sobre populages naturais é o estudo genético molecular. O uso de técnicas
moleculares vem sendo crescentemente empregado em analises genéticas populacionais
ampliando o horizonte do conhecimento sobre 0s recursos genéticos existentes, bem como,
sua distribuicdo geografica embasada em componentes histéricos e/ou filogenéticos da
estrutura populacional, como ferramentas geradoras de informacfes imprescindiveis para a
conservacao desses recursos de diferentes espécies (Frankham et.al.2008).

A reducdo no tamanho populacional das espécies leva a perda da diversidade
genética e limita seu potencial de adaptacdo em resposta as mudancgas ambientais (Frankham
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et.al., 2008). A IUCN (Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza) pontua a
conservacdo da diversidade genética como uma das trés prioridades global necessaria a
manutencdo da biodiversidade (Frankham et.al.2008).

Desta forma, este estudo aborda a analise genética da populacdo natural de
dourado (Salminus brasiliensis, Curvier,1816), uma espécie de peixe da fauna Sul-Americana,
de ampla distribuicdo geografica e grande interesse econdmico, apresentando algumas
informacdes a respeito do seu comportamento genético e variabilidade dentro de uma das
grandes éareas alagaveis da biosfera “o Pantanal Mato-grossense”; além de, iniciar a
construcdo de um conhecimento a cerca da histdria genética evolutiva dessa espécie na bacia

do rio da Prata.
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Il - INTRODUCAO

Il. 1 — O grupo Salminus e a espécie S. brasiliensis

Salminus € um grupo de peixes bastante popular e muito apreciado na pesca e
gatronomia, conhecidos por dourados, dourada branca e tabarana. Apesar da popularidade e
importancia das espécies esse género ainda apresenta lacunas taxondmicas, embora dois
aspectos téem sido evidenciados no grupo, o monofiletismo muito bem sustentado (Lima,
2006) e a relacdo de proximidade com o género Brycon registrada em analises filogenéticas
do género com os demais Characiformes (Orti e Meyer, 1997; Calcagnotto et.al., 2005) e em
estudos osteoldgicos (Malabarba, 1998).

Pertencem & ordem Characiformes e estdo incluidos na familia Characidae
Incertae sedis (sensu Lima et.al., 2003). Possui uma enorme sinonimia, porém apenas cinco
espécies sdo consideradas validas hoje e amplamente distribuidas na América do Sul (Figura
1) (Lima, 2006):
# Salminus affinis (Steindachner, 1988) — presente nas bacias transandinas dos rios
Magdalena, Rancheria e Sind, Colémbia;
# Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) — sindnimo sénior de Salminus maxillosus
(Valenciennes) - presente nos sistemas dos rios Parana, Paraguai e Uruguai, sistema do rio
Jacui no estado do Rio Grande do Sul e bacia do alto rio Madeira;
# Salminus hilarii (Valenciennes, 1850) — presente nas bacias dos rios Sdo Francisco e Alto
Parana, além do rio Jaguaribe, no nordeste brasileiro;
# Salminus iquitensis (Nakashima,1941) — presente nos sistemas dos rios Araguaia e
Tocantins, Alto Amazonas e rio Orinoco;
# Salminus franciscanus (nova espécie) - endémica da bacia do rio Sdo Francisco (Lima e
Britiski, 2007).

Por tanto, a taxonomia de Salminus pode ser apresentada da seguinte forma:

Super Classe: Pisces
Classe: Osteichtyes
Sub Classe: Actinopterygii
Ordem: Characiformes
Subordem:Characoidea
Familia: Characidae (Incertae Sedis)
Género: Salminus (Agassiz, 1829)
Espécie: Salminus affinis (Steindachner, 1988)



18

Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816)

Salminus hilarii (Valenciennes, 1850)

Salminus iquitensis (Nakashima,1941)

Salminus franciscanus (nova espécie, 2007)
Nome comum: dourado, dourado branco, tabarana (Brasil); pira-yu, pirayQ, dorado
(Argentina, Uruguai, Paraguai); sabalo dorado (Per()
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Fonte: mapa retirado de : www.america-sul.com/mapa-america-sul.htm, com alteragdes.
Figura 1 — Distribuicdo das espécies de Salminus na América do Sul. Em @ Salminus affinis ;®@Salminus

iquitensis; ®Salminus hilarii; @Salminus franciscanus; <" Salminus brasiliensis.
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S&o peixes predadores, principalmente ictiofagos, habitam principalmente os
grandes rios, e realizam migrac6es reprodutivas durante o periodo de chuvas (Godoy, 1975;
Esteves e Pinto L6bo, 2001).

11.3.a. - Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816)

Denominado pelos pescadores como “o rei do rio”, o dourado estd entre as
espécies mais populares e desejadas na pesca esportiva e profissional (Zaniboni-Filho e
Schulz, 2003). Apresenta potencial viavel para piscicultura, tendo alto valor de mercado

(Fracalossi et.al., 2002) e sendo bastante apreciado na gastronomia (Figura 2).

Figura 2- Salminus brasiliensis (Curvier, 1816).

Estes peixes tém sofrido acentuada reducdo de suas populacfes devido a
construcdo de barragens, destruicdo de habitats, pesca predatoria, introducdo de peixes
exoticos e a poluicdo (Agostinho et.al., 1999; Agostinho, 2007). J& estando vulneravel na
bacia do Parana (Abilhoa e Duboc, 2004), vulneravel a extingdo na lista de espécies
ameacadas do Rio Grande do Sul (Marques et.al., 2002), vulneravel de maxima prioridade na
bacia do rio da Prata, Argentina (Zayas e Cordiviola, 2007) e virtualmente extintos nos
sistemas dos rios Grande, Tieté e Paranapanema (Rosa e Lima, 2008). Na Bacia do Paraguai
ndo existe relato de vulnerabilidade do dourado, mas ele esta entre as espécies mais pescadas,
representando 3,2% do pescado (Mateus et.al., 2004).

S.brasiliensis apresenta uma excelente atividade migratéria possuindo
capacidade bioldgica de se dispersar a longas distancias; percorrendo de 100-500 km (Bonetto

et. al. 1971) a 1440 km (Sverlij e Espinach Ros, 1986), sendo essas distancias relatadas em
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referéncia ao ponto de captura inicial. A migracdo exerce papel fundamental no sucesso
reprodutivo desses peixes, pois permite a busca de ambientes adequados para a fertilizacéo
dos seus ovos (Agostinho, 2007).

O aspecto reprodutivo de S.brasiliensis é bastante conhecido, € um peixe de
piracema que se reproduz nos trechos altos dos rios no periodo das cheias, coincidentemente
com 0s meses mais quentes, de outubro a marco (Godoy, 1975; Lima et.al., 1986; Vazzoler e
Menezes, 1992; Isaac-Junior, 1999; Sverlij e Ros, 1986; Machado, 2003). Essa sazonalidade
reprodutiva resulta da interacédo de fatores endégenos e fatores abioticos, como temperatura da
agua, fotoperiodo e precipitacdo atmosférica, que relacionados com o aumento do nivel da
agua, atuam na maturacao das gbénadas, preparando-os para reproducdo (Barbieri et.al., 2000;
Carolsfeld et.al., 2003).

Durante a migracao rio acima, grandes cardumes de dourado reinem-se abaixo
de obstaculos naturais aguardando a elevacdo do nivel da &gua, pois ap6s 0 aquecimento da
agua o seu nivel é o Unico requisito limitrofe a continuidade do movimento migratdrio
ascendente (Carolsfeld et.al., 2003). Ao longo do rio Uruguai apenas trés barreiras naturais
bloqueiam o dourado durante periodos de aguas baixas, nomeadas: Salto grande, Salto do
Yucuma e Augusto César Gorge; as demais barreitas sdo facilmente transponiveis por que o
dourado consegue perfeitamente saltar pequenas cachoeiras (Carolsfeld et.al., 2003).

A capacidade reprodutiva nos machos inicia-se a partir do segundo ano de
vida, quando os individuos apresentam tamanhos aproximados de 24 a 26cm e nas fémeas
inicia-se no terceiro ano de vida, quando o comprimento varia entre 30 a 38cm (Godoy,
1975).

Alguns trabalhos tém relatado adaptacBes desses peixes para contornar
condicdes adversas a reproducdo como as barragens (Agostinho et.al., 1993; Machado, 2003).
Por outro lado, as barragens podem levar ao desaparecimento da espécie ao longo do tempo,
como verificado em Trés Marias e Sobradinho (Sato, 1999).

Além da migragdo reprodutiva rio acima o dourado realiza migracGes troficas
rio abaixo. Sua alimentacdo é bastante varidvel dependendo da fase de vida e da
disponibilidade de presas no ambiente, sendo predominantemente piscivoro na fase adulta e
tendo sua atividade alimentar intensificada nos meses quentes e chuvosos. As presas ingeridas
sdo peixes menores dos mais diversos, alguns mais freqiientes que outros (Esteves e Pinto
Lobo, 2001; Ribeiro e Nufier, 2008). Além de peixes, podem completar sua dieta com insetos

e crutaceos (Almeida et.al., 1997). Na fase larval, ocorre inicialmente uma total absorcao do
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saco vitelinico e depois de trés dias de idade as larvas comecam a alimentar-se de plancton,
microcrustaceos, cladoceros, clopepodos e larvas de Odonata e Chironomidae (Morais Filho e
Schubart, 1955; Zaniboni-Filho et.al., 2004). O tipo e o tamanho do alimento ingerido pela
larva dependem da fase do desenvolvimento (Ribeiro e Nufier, 2008).

Embora a biologia, ecologia, migracdo e reproducdo desses peixes ja tenham
merecido a atencdo de muitos pesquisadores, poucos estudos estdo disponiveis no que se
refere a caracterizacdo genética de Salminus. Tais pesquisas limitam-se a descricdo do nimero
cromossémico (2n=50), ao padrdo de distribuicdo de bandas C e analises de localizacdo do
rDNA 5S e 18S (Margarido e Galetti, 1999; Wasco e Galetti, 2000; Souza et.al., 2008) e
andlises filogenéticas moleculares (Orti e Meyer, 1997; Calcagnotto et.al., 2005). Estas
juntamente com andlises osteoldgicas (Malabarba, 1998) evidenciaram uma proximidade com
0 género Brycon, sugerindo-0s como grupos irmaos.

Mais recentemente, andlises da variabilidade genética e estruturacdo
populacional realizadas em populacfes de S. brasiliensis da bacia do Uruguai e do Parana
(Machado et.al., 2005; Ramella et.al., 2006; Lopes et.al., 2007) revelaram baixa diversidade e
estruturacdo genética no grupo analisado, essa Ultima condicdo, ja é relatada também para
outras espécies de peixes, em diferentes sistemas hidrogréficos (Sivasundar et.al., 2001;
Wasco e Galetti, 2002; Hatanaka e Galetti, 2003; Sanches e Galetti, 2007; Calcagnotto e
DeSalli, 2009).



22

I1. 2- O Pantanal Mato-grossense e um resumo de sua historia geomorfoldgica

O Pantanal é considerado uma grande depressdo aluvial sazonalmente alagavel
localizada no centro do continente sul-americano, extremo norte da bacia Platina; encontra-se
totalmente contido na Bacia do Alto curso do rio Paraguai (Brasil, 1982b; Da Silva, 1990;
Ab’Saber, 2007).

A Bacia do Alto Paraguai (BAP) ocupa uma area de aproximadamente 600.000
km na América do Sul (Harris et.al., 2005). No Brasil foi delimitada e quantificada em
361.666 km, sendo que 38,24% sdo ocupados pela porcdo do Pantanal (Da Silva e Abdon,
1998). Encontra-se bordejada por um sistema de serras e chapaddes, limitada ao norte pela
Chapada dos Parecis e pela Serra de Cuiaba; ao sul pelo rio Apa; a leste pelas Serras da
Bodoquena, Maracaju, S&o Domingos e pelo Pantanal; e a oeste pelo rio Paraguai e
Republicas do Paraguai e da Bolivia (Valverde, 1972; Ab’Saber, 1988).

Apresenta regides de planalto (59% da bacia) com altitudes acima de 250m,
tendo um desnivel altimétrico de cerca de 400-600m em relacdo a calha do rio Paraguai,
sendo estas areas de nascentes e de divisores geograficos com outras bacias brasileiras
(Parand, Araguaia- Tocantins e Amazonas). Apresenta também regibes de planicie (41% da
bacia), com altitudes abaixo de 250m cujo nivel de base esta entre 80 a 190m, sendo estas
areas de terras inundaveis conhecidas como Pantanal Mato-grossense (Valverde, 1972;
Ab’Saber, 1988; Assine, 2003; Brasil, 2006c).

A érea intermediaria entre o planalto e a planicie é denominada de Depressao
do Alto Paraguai, e corresponde aos terrenos melhor drenados do norte da bacia sedimentar,
bastante aplainados, com altitudes entre 150-250m, planicies fluviais que se desenvolvem nas
margens dos rios Paraguai, Sepotuba e afluentes (PCBAP, 1997). O Pantanal depende
sobremaneira das inter-relagdes entre essas diferentes areas (Brasil, 2006c¢).

A extensa planicie pantaneira esta inserida na BAP entre as latitudes 15° 30° e
22 °30” Sul e longitudes 54 © 45’¢ 58 ° 30” Oeste. A estimativa de sua area varia de 133.465 a
168.000 km, sendo em média reconhecida em 140.000 km (Ab’Saber, 1988; Da Silva e
Abdon, 1998). Dessa area calculada, 48.865 km pertence ao estado de Mato Grosso
abrangendo os municipios de Poconé, Santo Antonio do Leverger, Céceres, Bardo de Melgaco
e Nossa Senhora do Livramento; e 89.318 km encontram-se no estado de Mato Grosso do Sul,

englobando os municipios de Corumba, Ladario, Rio Verde de Mato Grosso, Coxim, Miranda
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e Aquidauana (Da Silva e Abdon, 1998). E formada por uma gigantesca rede hidrografica que
irriga as areas situadas na depressdo pantaneira, tendo como principal canal de escoamento o
rio Paraguai que percorre toda sua extensdo de norte a sul coletando dguas dos varios leques
aluviais que constituem seus afluentes e subafluentes (Povoas, 1977; Da Silva, 1990; Assine,
2003; Facincani, et.al., 2006). Devido a diferentes caracteristicas morfoldgicas e processos
geolodgicos atuantes apresentados ao longo de seu trecho, o rio Paraguai foi subdividido por
Almeida (1945) em quatro segmentos: Paraguai Superior; Alto Paraguai; Médio Paraguai e
Paraguai Inferior. Posteriormente adotados e referenciados pelo IBGE (1977).

Os principais tributarios do Rio Paraguai sdo, em sua margem direita, os Rios
Jauru, Cabacal e Sepotuba, na margem esquerda, os Rios Cuiaba (seus afluentes S&o
Lourenco e Piquiri), Taquari, Negro, Miranda (com seu afluente Aquidauana) e Apa
(Calheiros e Oliveira, 1999).

A drenagem da Planicie Pantaneira é considerada um tanto complexa
possuindo além de seus cursos principais outras vias de fluxo das aguas como corregos;
vazantes (linhas de drenagem sem canal bem definido); corixos e coixdes (canais naturais
pouco profundos de escoamento temporario, importante no desenvolvimento e migracdo dos
peixes); sangradouros (cOrregos que apresentam diques marginais pouco desenvolvidos e
cobertos por mata ciliar, ligam baias a rios e rios a rios, funcionam como corredores
ecologicos na migracdo de peixes) e baias (lagoas de variadas formas, tamanhos e
profundidade podendo ser perenes ou temporarias, isoladas ou conectadas, lagos e antigos
meandros) (Da Silva e Silva, 1995; Da Silva, 1990; Calheiros e Oliveira, 1999; Da Silva,
Abdo e Nunes, 2009).

Apresenta inundagdes periodicas que estdo relacionadas as chuvas locais e aos
mecanismos de drenagem da propria planicie pantaneira que reduzem e atenuam o0
escoamento das aguas, provocando a inundacdo prolongada em quase toda sua extensao
(Alvarenga et.al., 1984; Ponce, 1995), gerando periodos alternados de secas e enchentes
(Segovia 2000).

A érea de inundacdo dos leques aluviais que compde a planicie pantaneira
apresenta em média 50.000 km, porem a duragdo da submersédo é bastante variavel podendo
alcancar até seis meses em algumas areas (PAE, 2004). O fluxo lento das aguas do Pantanal,
bem como, a permanéncia das enchentes esta relacionado com a pequena declividade e a

baixa capacidade de escoamento, cerca de 1 a 15cm/km no sentido norte-sul e de 30 a
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50cm/km no sentido leste-oeste (Tucci, 1997; Brasil, 1974a), alem da composi¢do do solo
distribuido nas diferentes areas que compde a planicie.

Esta caracteristica da regido também proporciona ao Pantanal diferentes
fisionomias, subdividindo-o em cerca de 9 a 10 pantanais com base nas caracteristicas de
inundacdo: Pantanal de Caceres (inundacdo moderada oscilando entre trés a cinco meses);
Pantanal de Poconé (inundacéo de 3 a 5 meses); Pantanal do S&o Lourengo (inundacdo de 3 a
4 meses com algumas areas mais elevadas de inundagdo curta); Pantanal do Paraguai
(inundacdo estendida por mais de 6 meses); Pantanal do Taquari (ocupa a maior area do
ambito da bacia do alto Paraguai e é considerado o maior leque fluvial do mundo, inundacéo
entre 3 a 4 meses); Pantanal do Abobral/Negro (permanece até 6 meses inundado); Pantanal
do Aquidauana (inundado por até 6 meses); Pantanal do Miranda (inundacéo oscilante entre 4
a 6 meses); Pantanal do Nabileque (inundacdes persistem até 6 meses) e Pantanal de Porto
Murtinho/Apa (inundacéo de 4 a 6 meses) (PCBAP,1997; Assine, 2003).

O rio Paraguai e seus afluentes escoam do Planalto para uma regido muito
plana onde sofrem uma reducdo drastica de velocidade devido a diferenca de declividade em
relacdo ao Pantanal, com isso durante as cheias ocorre o extravasamento do volume de agua
para além dos leitos dos rios. Como a planicie pantaneira apresenta um grande ndmero de
depressdes formadora de pequenos lagos, durante a cheia, quando o nivel de agua esta alto,
essas regides se interligam criando uma Unica paisagem, represando novamente sua agua
depois que o nivel do rio principal baixa (Tucci,1997; Tucci e Genz, 1997).

Essa dinamica das aguas, intercalando periodos de seca e enchentes, resulta em
mudangas abruptas das condigfes ambientais nos habitats pantaneiros, atuando como um
importante recurso para a renovacgdo da vida na regido. Associada aos conceitos de pulso de
inundacdo, conectividade hidroldgica e de corredor ecolégico e cultural leva a entender toda a
estrutura e funcionamento do Pantanal (Da Silva, Abdo e Nunes, 2009).

Além disso, exerce grande importancia sobre a comunidade de peixes,
principalmente no que se refere & disponibilidade de alimento e as fases da reproducéo,
especialmente para aquelas espécies de piracema que dependem do pulso de inundacdo para a
realizacdo de migracGes e de desova (Da Silva e Silva, 1995; Moura, 2000), composta por
individuos que investem seus recursos em uma Unica postura anual.

O movimento dos peixes acompanha o ritmo das aguas, podendo realizar
migracOes ascendentes ou descendentes dependendo da espécie, raramente envolvem

formagdes de grandes cardumes (Resende e Palmeira, 1999). Na estacdo das chuvas (de
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outubro a abril) algumas espécies se deslocam desde o leito dos rios até as areas inundadas, se
reproduzindo durante a cheia. Outras, como as de grande porte e de interesse comercial e
esportivo, nadam rio acima com a mesma finalidade, indo desovar na cabeceira do rio. Apos a
reproducdo os adultos rodam rio abaixo se espalhando na planicie inundada para se alimentar
e recuperar as energias gastas na migracdo. As larvas e alevinos séo carreados para esses
mesmos locais (lagoas, vazantes, corixos) onde encontram abrigo e alimento abundante
(Resende et.al., 1996, PAE, 2004). Na vazante, periodo em que as aguas estdo baixando,
coincidente com o fim da cheia (de abril a maio), os peixes saem das areas alagadas e voltam
em direcdo ao leito dos rios por meio dos canais de drenagem. Na estacdo de seca, por volta
de junho a outubro, as espécies que ndo migraram enfrentam baixos niveis de oxigénio em
aguas rasas e mornas de algumas baias. Essas espécies retidas durante as secas nesses
ambientes constituem a principal fonte de alimento para muitos componentes da fauna
pantaneira como aves e jacarés (PAE, 2004). Resende et.al. (1996) ressaltam que 0s primeiros
a se reproduzirem séo os characideos e os ultimos os grandes bagres.

No Pantanal o pulso de inundacdo corresponde a um ciclo hidrologico anual
relativamente previsivel de forma que organismos adaptados a essa sazonalidade podem se
sobressair no desenvolvimento de suas populagdes (Junk e Da Silva, 1999). A periodicidade
do pulso produz um ambiente fisico e quimico que leva a biota a responder com adaptacGes
morfoldgicas, anatbmicas, fisioldgicas, fenoldgicas e/ou etoldgicas (Junk et.al., 1989). O seu
atrelamento ao pulso pode ser fenotipico ou genotipico como demonstrado pela ictiofauna nos
fendbmemaos ecoldgicos da Piracema e da Lufada (retorno dos peixes para a calha principal do
rio) que propiciam a conectividade entre as areas e as populagdes. A selecdo de fendtipos é
um passo importante para o aumento da diversidade genética e a formacdo de novas espécies
(West-Eberhard, 1989).

No entanto, o Pantanal apresenta uma notavel escassez de espécies endémicas
que pode estar relacionada ao desenvolvimento geologico relativamente recente que
modificou o clima regional em Umido e seco. Aparentemente 0 nimero de espécies aumenta
num gradiente de norte a sul, podendo-se atrelar a diferenca na riqueza de espécies aos
mesmos fatores quimicos e fisicos das diferentes areas do Pantanal (Heckman, 1999). Na
verdade inumeros fatores se combinam e interagem para produzir os padrdes encontrados na
natureza que influenciam o limite de distribuicéo das espécies (Hall et.al., 1992).

Existem atualmente descritas no Pantanal 269 espécies de peixes incluidas em

cinco grupos dos quais os Otophysi representam 86% de toda ictiofauna da regido, e estdo
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divididos entre: (1) Characiformes, com 11 familias registradas sendo a mais complexa a
familia Characidae que agrupa peixes de grande interesse econdmico, usados na aquariofilia,
alimentacdo e criacdo em cativeiro; (2) Gymnotiformes, com cinco familias e (3)
Siluriformes, a grande massa de peixes do Pantanal, distribuidos em 10 familias. Futuramente
esse numero pode ser superado ja que varias areas de dificil acesso para coletas ainda nao
foram exploradas e pesquisadas em toda extensdo do Pantanal Mato-grossense,
principalmente para aquelas regides de planaltos que apresentam condi¢des mais peculiares as

espeécies, capazes de abrigar organismos ndo descritos até o momento (Britski, 2007).

Como todo ambiente natural, o Pantanal também estd exposto as acOes
perturbadoras que podem alterar sobremaneira seu ciclo natural, levando a descaracterizagdes
de suas peculiaridades e aumentando a possibilidade do desaparecimento de espécies antes
mesmo que sejam descobertas.

A forga reguladora do ecossistema pantaneiro encontra-se no pulso de
inundacdo e irregularidades no ciclo das aguas podem representar um estress adicional aos
organismos que ja sdo adaptados a esse sistema (Junk e Da Silva, 1999; Junk, 1999), por
tanto, ele é vulneravel as alteracfes provocadas por um conjunto de acBes sociais como: a
lixiviacdo de produtos agricolas durante a enchente, a navegacdo no rio Paraguai, rodovias e
construcdo de diques dentro do Pantanal, além de desmatamento, agropecuaria sobre as
veredas, garimpo, construcdo de hidrelétricas, queimadas, erosdo e alteracfes nas cabeceiras
dos rios que alimentam a planicie pantaneira (Eberhard, 2000; Swarts, 2000; Da Silva et. al.,
2001; Seidl, et.al., 2001; Casarin, 2007).

Toda a peculiaridade, riqueza e dindmica prépria tem tornado o Pantanal alvo
de pesquisadores, agentes sociais e politicos de todo o0 mundo na busca de conhecimentos que
possam mediar acGes para um manejo adequado da regido a fim de se manter e conservar a
biodiversidade local. Tanto é que a porcao brasileira do Pantanal foi declarada Patrimdnio
Nacional pela Constituicdo Federal Brasileira de 1988 (CapituloVI- Do meio ambiente, Art
225, 84°) e reconhecida e aprovada pela UNESCO como reserva da biosfera e patriménio
natural da humanidade em 2000.

Contudo, 0 interesse por essa regido € bem mais antigo. Desde a sua descoberta
0 Pantanal j& despertava mitos e curiosidades, recebeu sua primeira denominacgéo castelhana
de “Laguna de los Xarayes” por volta de 1600, dos Jesuitas e outros religiosos que
acreditavam ser a nascente das aguas do Paraguai. Somente em meados de 1700 a regido

passou a ser conhecida como Pantanal, denominada pelos viajantes mamelucos paulistas em
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suas expedicdes fluviais que definiram pantanais como campos alagados com vérias lagoas e
sangradouros (Costa, 2007). As duas denominac@es, a castelhana “Laguna de los Xarayes”
com a luso-brasileira “Pantanal”, conviveram juntas por muitos anos, somente em 1750 e
1777, através das primeiras observacdes cientificas determinadas pelo Tratado de Madrid e
pelo Santo lldefonso, respectivamente, ficou demonstrado que a afamada “Laguna de los
Xarayes ” nada mais era que o rio Paraguai espraiado, em tempo de suas cheias. Deste entdo

aquele lugar passou a receber o nome: Pantanal (Costa, 2007).

11.2.a- Contexto geomorfoldgico do Pantanal

Em relacdo a histéria geomorfologica do Pantanal pode se verificar que toda
sua dinamica de funcionamento e caracteristicas bioldgicas originou de uma seqléncia
evolutiva de eventos paleogeogréficos condicionados por mudangas climéticas e tecténicas
que permearam por milhares de anos intercalando-se entre periodos de estabilidade tecténica
e intensos processos de atividade geoldgica.

O Pantanal Mato-grossense como o conhecemos hoje comecou a se formar
durante o Quaternario (Ab’Saber, 2007), mas precisamente na transigdo Pleistoceno/Holoceno
(Assine, 2003). Evoluiu de forma subseqiiente a bacia sedimentar do Parana como uma
imensa depressao escavada em terrenos pré-cambrianos a margem dessa bacia. Sofreu notavel
processo de esvaziamento erosivo durante o soerguimento pos-cretaceo, atraindo toda
drenagem da orla ocidental da bacia do Parana (Almeida, 1949; Ab’Saber, 2007). Antes de
iniciarem 0s processos de sua formacdo, o Pantanal era uma regido domica, elevada, que
funcionava como barreira entre a “Zona Sub Andina” e a bacia do Parana (Almeida, 1949;
Ab’ Saber, 2007; Ribeiro, 2007).

Sua formacdo € resultado da reativagdo tectonica pds-pediplano cuiabano que
se desenvolveu como episddio de tectdnica quebravel residual originada por falhas
geomorfologicamente contrarias. A medida que essa tectdnica se ampliou, a sedimentagio
espessou e coalesceu ao longo do espaco atualmente correspondente a bacia (Ab’Saber,
2007). Durante esta fase enfrentou variacfes climaticas agressivas, oriundas do processo de
deglaciacdo que promoveu grandes mudancas no paleoclima em todo mundo, passando por
uma modificagdo climato-hidroldgica de condigdes subtropicais semi-aridas para condi¢es

tropicais Umidas; que contribuiram sobremaneira com processos de erosdo, deposicdo e
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sedimentagdo do substrato da bacia (Assine, 2003, Ab’Saber, 2007). Desde entéo a paisagem
do Pantanal tem mudado numa adaptacgéo ao clima do Holoceno.

No Pleistoceno Terminal, durante a fase mais seca, foram desenvolvidos os
grandes leques aluviais arenosos, essenciais a configuracao fisiografica atual da regido. Eram
drenagens raquiticas, de canais anastomosados, rios de leitos trancados contidos entre bordos
de grandes leques aluviais rasos. Com a mudanca climética rapida no inicio do Holoceno
formaram-se rios meandricos de diferentes padrdes e potenciais e os sistemas de drenagens
foram reorganizados, canais temporarios se tornaram permanentes (Assine, 2003, Ab’Saber,
2007). A medida que o clima regional ganhou espagos quentes e midos novos cursos de agua
foram estabelecidos por entre os leques aluviais, os afluentes ocidentais do rio Paraguai. Essas
planicies meandricas e 0s pantanais (wetlands), as terras sazonalmente inundaveis, se
desenvolveram nos Gltimos 12 e 13 mil anos atras, tempo necessario para se recompor a
tropicalidade na depressdo pantaneira de forma progressiva, penerizando rios, criando
pantanais e enriquecendo a ictiofauna (Assine, 2003; Ab’Saber, 2007).

Em relacdo ao revestimento fitogeografico a depressdo pantaneira apresenta
um mosaico de comunidades muito diferentes correlacionadas geralmente com a topografia
(Britski, 2007), onde cada um possui espago proprio no interior e no entorno da grande
planicie, a qual funciona como uma imensa depressdo-aluvial-tampdo e como receptaculo de
componentes bioticos circunvizinhos; se comportando dessa forma como um delicado espaco
de tensdo ecologica (Ab’Saber, 2007).
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11.3 — Contexto geral das bacias, do Parana e do Uruguai.

O Brasil, pela sua rica hidrografia, é o pais de maior variedade de peixes,
possuindo 2.122 espécies catalogadas, cerca de 21% das espécies do mundo (Menezes et.al.,
2003), e esse numero pode ser superado. SO da regido Centro-Oeste do pais partem rios para
quase todas as principais bacias hidrograficas brasileiras, tornando esta regido conhecida
como “o grande dispersor de aguas”, tanto para o norte quanto para o sul do Pais (Souza,
1984). Uma das bacias de grande importancia na regido é a bacia Parana-Paraguai, formada
por rios de planicie sendo os principais: o Parana e o Paraguai que unidos aos rios Uruguai e
Prata constituem a bacia Platina (Souza, 1984). Juntos, eles drenam uma area correspondente
a 10,5% do territdrio brasileiro e compreendem o 2° maior sistema de drenagem da América
do Sul, com 3,2 milhdes de km (Lowe-Mcconnell, 1999). Entretanto, o conhecimento dos
peixes do grande sistema Parand-Paraguai € muito limitado em relagdo ao tamanho e a
complexidade de sua fauna (Boéhlke, 1978).

E neste sistema que esta inserido o Pantanal Mato-grossense, uma das maiores
areas alagaveis da América do Sul formada pela coalescéncia dos cursos d agua da bacia do
Alto Rio Paraguai e detentora de grande biodiversidade. De acordo com Britski (2007) no
Pantanal existem 269 espécies de peixes e todos podem ser incluidos em apenas cinco grupos:
Otophysi, Cyprinodontiformes, Cichlidae, invasores marinhos e relitos.

O rio Parana é o principal formador da bacia Platina e o segundo em extenséo
da América do Sul tendo aproximadamente 3.809 km (Agostinho e Julio Janior, 1999; Lowe-
Mcconnell, 1999), drena uma imensa area do sul do escudo brasileiro onde ao longo do seu
curso recebe na margem esquerda o rio Uruguai seguindo para o extremo sul do escudo
(Lundberg et.al., 1998). A por¢do do Alto Parana inclui o norte do estado do Parand, sul do
Mato Grosso do Sul e a maioria do estado de S&o Paulo, sul de Minas Gerais e sul de Goias,
além de uma pequena area do Paraguai oriental (Castro et.al., 2003).

Até a década de 80 existia um divisor natural na bacia “o Salto de Sete
Quedas”, que a separava em duas provincias ictiofaunisticas distintas: o Alto Parana (da
confluéncia dos rios Paranaiba e Grande até as antigas Sete Quedas) e o Parano-Platense (das
antigas Sete Quedas até a foz do rio lIguacu) também chamado médio Parana (Lowe-
Mcconnell, 1999; Graca e Pavanelli, 2007). Com a construcdo da usina de Itaipl em 1982,

essa barreira natural tornou-se transponivel a algumas espécies de peixes do Medio Parana
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que se estabeleceram acima do divisor de bacias (Graca e Pavanelli, 2007). Como por
exemplo, cardumes de dourado e curimba que passaram a utilizar o rio Piquiri (localizado
acima dos antigos Saltos) como area de desova, e antes ndo eram vistos na area (Agostinho
et.al., 1993).

A ictiofauna do Parand é estimada em 600 espécies. No entanto, sO para a
porcdo do Alto Parané (considerada area de grande endemismo) foram listadas 221 espécies
podendo chegar a 310 (Agostinho et.al., 2007; Langeani et.al., 2007). Entre o reservatério de
Itaipu e a foz do rio Paranapanema foram registradas 182 espécies (Graca e Pavanelli, 2007).
N&o obstante das outras bacias da América do Sul o numero de espécies dessa sub-bacia ndo é
completamente conhecido.

O rio Uruguai nasce na Serra Geral com o rio Pelotas e segue uma extensdo de
939 km até a foz do rio Peperi, da confluéncia deste continua mais 1.324 km para o sul
marcando fronteira entre o Brasil e Argentina até se encontrar com o Parand e formar o
estuario do Rio da Prata, que por fim desagua no Atlantico. E considerado o rio mais novo da
bacia Platina repousando sobre rochas sedimentares e vulcanicas que compde a bacia do
Parana (Carolsfeld et.al., 2003).

Sua fauna de peixes é similar a do rio Parana, porém foram identificadas
apenas 251 espécies (Hahn e Camara, 2000). A espécie mais abundante e intensamente
pescada na regido é o Prochilodus linatus (curimbatd), seguido de Schizodon nasutus
(ximboré) e Pterodoras granulosus (abotodado), podendo se destacar também outras espécies
migratorias de interesse comercial e esportivo como o Salminus brasiliensis e
Luciopmenlodus pati (pati). As espécies migradoras presentes no baixo rio Uruguai parecem
adaptadas a usar a boca dos afluentes como areas de criacdo em virtude da auséncia de
ambientes de varzea ideais ao crescimento das larvas (Carolsfeld et. al., 2003). A fauna de
peixes na regido do médio Uruguai limita-se a descricao feita por Bertoletti et. al.(1989), onde
foram encontradas 71 espécies intermediarias as regides do alto e baixo Uruguai. Apesar de
sua ictiofauna ser semelhante a do rio Parand o processo migratorio realizado por alguns
peixes como o dourado e a piracanjuba é bastante diferente, esses peixes podem executar 0s
dois movimentos migratérios de subida e descida, ao mesmo tempo. Nas regiées ao sul os
principais migradores tem-se reproduzido mais no médio rio Parana que no Uruguai
(Carolsfeld et. al., 2003).
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11.4- Analises genéticas na resolucao de problemas populacionais em peixes

No &mbito da crise pela qual a biodiversidade passa atualmente, inumeras areas
das ciéncias naturais e sociais tém se unido num esforco matuo para utilizar a investigacao
cientifica como ferramenta de conhecimento aplicada a conservagdo dos recursos naturais e
resolucdes de problemas. Nos ultimos anos, cresceu a importancia do uso de estudos
genéticos na conservagdo das espécies. A genética tornou-se uma ferramenta importante na
determinacdo de aspectos basicos da conserva¢do como: 0 que conservar (com analises de
sistematica molecular € possivel identificar populagcdes geneticamente vulneraveis); onde
focalizar os esforcos de conservacédo (por meio da filogeografia é possivel identificar areas de
prioridade para determinadas espécies, envolvendo ancestralidade, ocupacdes anteriores entre
outras coisas); e como conservar a maior quantidade de diversidade genética nas populactes
mantendo-se o potencial evolutivo (genética de populacdes que revelam o comportamento
genético entre 0s grupos e indica o tamanho genético efetivo das populacbes) (Perez-Sweeney
et.al., 2004).

Na area da ictiologia analises genética sdo ferramentas muito Utéis na
caracterizacdo da diversidade bioldgica, genética e evolutiva de popula¢Bes naturais e cativas.
Tem revigorado a sistematica oferecendo um novo conjunto de caracteres para analisar o
relacionamento entre populacdes de peixes (Stepien e Kocher, 1997). Além de possibilitar
resolucdes de incertezas taxonémicas, manejo, reproducéo e reintroducgdes, permite também o
estudo da biologia, conservacao e identificacdo de espécies cripticas (Frankham et.al., 2008).

O desenvolvimento de técnicas moleculares poderosas de alta resolucdo
permitiu a identificacdo de diferencas genéticas entre individuos que ndo sdo observadas
fenotipicamente, tornando ilimitado o potencial de mensuracdo de polimorfismo entre
individuos de uma populacgéo (Ferreira, 2001).

Véarios marcadores genéticos estdo disponiveis para serem usados em
diferentes abordagens metodoldgicas para deteccdo de dados genéticos, conforme o interesse
de estudo (Frankhan et.al., 2002, Perez-Sweeney et.al., 2004):

* Os marcadores morfogeneticos (usados para associacdo de caracteres
fenotipicos na deteccdo de caracteristicas de altos niveis de herdabilidade).

* Marcadores cromossomicos (muito empregado em estudos de peixes, utiliza

métodos citogenéticos na caracterizagdo cromossomica e evolutiva de espéecies, na prevencao



32

de insucessos reprodutivos, identificagdo de niveis de poliploidia, monitoramento em
piscicultura como tem sido feito em Truta arco-iris (Martins et.al., 2002);

* Marcadores enzimaticos (eficientes na identificacdo de bancos genéticos de
peixes (Utter, 1991). Vérios estudos com peixes foram realizados usando eletroforese para
distinguir caracteristicas genéticas de espécies de interesse comercial como pacu, tambaqui e
curimbaté (Toledo-Filho et.al., 1992a; 1994b; Calcagnotto, 1993).

* Marcadores de sequéncias-DNA nuclear e mitocondrial (sdo amplamente
usados em estudos populacionais de peixes, importantes na deteccdo de polimorfismo e
fornecimento de informagdes sobre niveis de variabilidade e similaridade entre distintas

populacdes, relacdes historicas) (Emerson et.al., 2001).

Os marcadores moleculares mais utilizados em estudos populacionais e
filogeogréaficos sdo os loci de microsatélites e o DNA mitocondrial (DNAmMt) por serem
altamente polimorficos e possuir elevadas taxas de mutacdo. Embora o ultimo seja indicado
como mais adequado para essas analises, por que possibilita tracar historias evolutivas e
estimar a estrutura genética (Avise, 1986a; 2000b; Clabaut et.al., 2005), além de ser quatro
vezes mais suscetivel as conseqliéncias da deriva genética e efeito fundador, e por ter maior
parte de sua variabilidade distribuida entre estoques ao invés de intra estoques (Birky et.al.
1983; Avise et.al., 1979; Brown, 1979).

Outras vantagens podem ser ressaltadas para o uso do DNAmt, como o fato de
ser uma molécula haploéide e aparentemente ndo recombinante; ser transmitido via heranca
materna (Avise, 2000; Beaumont e Hoare, 2003); sua evolugdo corresponder exatamente ao
modelo bifurcado de arvores evolutivas e a possibilidade de suas substituicbes ndo se
acumularem por processo de neutralidade estrita, uma vez que varreduras seletivas podem ser
comum (Stepien e Kocher, 1997). Contudo, é consenso, que este marcador é mais informativo
em escalas de tempo relativamente recentes entre 10 -15M.a. devido a rpida saturacdo na
terceira base do cddon (Irwin et.al., 1991; Meyer, 1994; Griffiths, 1997).

Todas essas vantagens mais o fato da estrutura do gene mitocondrial ser bem
conservada em peixes gerou a construcdo de muitos primers universais para diferentes regioes
do DNAmt, os quais tem conferido sucesso em estudos de diversos grupos e niveis
taxonémicos (Kocher et al., 1989; Simon et.al., 1994; Palumbi et.al., 2002). Dos 37 genes
gue apresenta, o Citocromo b (Cit b) é provavelmente o mais bem estudado gene mitocondrial
entre 0s peixes, permitindo inferéncias tanto em historia evolutiva (filogeografica e

filogenética) quanto em estruturas populacionais.
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A historia evolutiva de linhagem génica pode ser inferida com a anélise do
polimorfismo de seqliéncias de DNA, porque elas permitem captar padrdes de variacao
genética em populacbes contemporaneas que podem ser usados para compreender processos
historicos que deixaram marcas evolutivas na caracteristica genética atualmente distribuida
(Adams e Hudson, 2004; Lowe et.al., 2006). Comumente denominada filogeografia, esta
abordagem relaciona a distribuicdo geogréafica das populagdes com processos que governam a
evolucdo (deriva genética, fluxo génico, migracao, selecdo e fragmentacdo) no tempo e
espaco, para mapear a genealogia dos genes de interesse (Avise, 2000b; Templeton, 2006).

Vérios estudos filogeogréficos foram realizados em diferentes taxas de peixes
de agua doce da América do Sul para a compreensdo de relacionamentos taxonémicos e
historia evolutiva (Orti e Meyer, 1996; Dergam et.al., 1998; Farias et.al., 1999; Hrbek e
Larson, 1999; Lopez-Fernandez et.al., 2005; Lovejoy e de Araujo, 2000; Sivasundar et.al.,
2001; Turner et.al., 2004; Calcagnotto et.al., 2005; Renno et. al., 2006).

J4, as avaliagdes da estrutura populacional genética, buscam definir o niamero
de populacGes distintas de uma espécie, quantificando a divergéncia genética entre elas e
sugerindo suas relacdes. PopulacBes geneticamente distintas sdo definidas baseando-se nos
valores de heterogeneidade estatisticamente significantes e nas diferencas de frequéncias de
alelos entre as amostras. A variabilidade das sequéncias depende das taxas com que as
mutagdes sdo incorporadas e das condicGes de seletividade ou ndo, além de sua posterior

passagem as seguintes geracoes (Tessier e Bernatchez, 2000; Nei e Kumar, 2000).

Uma populagdo com baixa diversidade genética possui menor poder de
adaptacéo as alteracdes ambientais, ampliando a possibilidade de extingdo (Frankham et.al.,
2008). Esse fato impulsiona estudos em espécies de interesse econdémico pela assisténcia que
proporciona tanto na manutencdo da diversidade genética e ecoldgica como na definicdo de

estratégias de manejo conservacionista e de domesticacdo de espécie alvo (Eizirik, 1996).

Assim, andlises da variabilidade genética e estruturacdo populacional de peixes
tém auxiliado questdes relativas a conservacao, identificacdo de espécies (Parson et.al.,2000),
diferenciacdo entre populagBes, estruturacdo genética e fragmentacdo populacional
(Sivasundar et. al., 2001; Moysés e Almeida-Toledo, 2002; Prioli et.al., 2002; Matsumoto e
Hilsdorf, 2009).

Uma importante contribui¢do em estudos populacionais de peixes é a analise e
avaliacdo genética dos grandes peixes migradores, que tém demonstrado duas situacGes

vigentes diferente, encontradas em bacias hidrograficas sul-americanas, um espécie pode-se
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apresentar em grandes e Unicas populacGes genéticas (Revaldaves et.al., 1997) ou em
populacdes geneticamente diferenciadas (Wasko e Galetti, 2002; Hatanaka e Galetti, 2003;
Hatanaka et. al., 2006; Sanches e Galetti, 2007; Calcagnotto e DeSalli, 2009). Embora 0s
peixes tenham um comportamento migratério bem conhecido, que Ihes confere a capacidade
de percorrer longas distancias e até mesmo fazer conexdes com outras bacias, a estruturacdo
genética de populagBes migradoras é um fato identificado entre esse grupo, 0s quais

representam mais de 15% da ictiofauna neotropical (Carolsfeld et.al., 2003).

Muitas outras problematicas relacionadas ao estudo de peixes sdo investigadas
e solucionadas com o uso dessas ferramentas genéticas. Podemos destacar alguns exemplos
como a resolucdo de complexos de espécies em Hoplias malabaricus (traira) e uma espécie
comum de piranha do Amazonas, Serraslamus rhombeus; a existéncia de homing em algumas
espécies como verificado em Prochilodus scrofa (curimba) no rio Mogi Guacu (Godoy,
1975), em S. brasiliensis no rio Sinos da bacia do Uruguai (Schulz et.al., 2003), e
Brachyplatystmoma rousseauxii na bacia Amazonica (Batista e Alves Gomes, 2006); e

também de ondas reprodutivas estarem propiciando estruturacdo (Frankham et.al., 2008).

Analises da variabilidade genética e estruturacdo populacional realizadas em S.
brasiliensis da bacia do Uruguai e do Parand (Machado et.al., 2005, Lopes et.al., 2007)
registraram baixa diversidade e estruturacdo genética populacional. Essa Gltima condigdo, é
relatada também para outras espécies de peixes, em diferentes sistemas hidrograficos:
Piaractus mesopotamus (Povh et.al., 2008); Prochilodus lineatus (Revaldaves et.al., 1997,
Sivasundar et.al., 2001); Prochilodus costatus (Carvalho-Costa et.al., 2008) entre outras
(Wasco e Galetti, 2002; Moysés e Almeida-Toledo, 2002; Prioli et.al., 2002; Hatanaka e
Galetti, 2003).

No Pantanal, a estruturacdo genética em populacGes de algumas espécies
migradoras ja € realidade, como em Brycon hilarii (piraputanga) (Sanches e Galetti, 2007),
Pseudoplatystoma corruscans (pintado) (Pereira, 2007), Pseudoplatystoma reticulatum
(cachara) (Abreu, 2008), Piaractus mesopotamicus (pacu) (Suganuma, 2008; Calcagnotto e
DeSalli, 2009), em contraste com a auséncia de estruturacdo em outras espécies, como
Zungaro jahu (jau) (Carrillo-Avila, 2009).

Ponderando-se os fatos de que em grandes peixes migradores exista
estruturacdo de populagdes e que divergéncias geneéticas significativas entre sub-bacias ja
foram documentadas, e adicionando-se a importancia ecoldgica e econdmica de S.brasiliensis,

além, da pressdo antrOpica negativa sofrida em seus habitats, consideramos que é muito
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importante reconhecer as unidades genéticas e/ou populacBes existentes dessa espécie na
regido do Pantanal Mato-grossense, bem como, em outras bacias de sua ocorréncia. A fim de
tentarmos responder alguns questionamentos: (1) as populacdes dessa espécie estariam
geneticamente estruturadas no Pantanal? (2) Existem diferencas genéticas populacionais
mensuraveis entre rios mais ao norte do Pantanal e rios mais ao sul? (3) S. brasiliense do
Pantanal apresenta diferencas genéticas em relacdo as populacBes das outras bacias que
compde o grande sistema Platino? e (4) Teriam essas bacias alguma relacdo ancestral

historica?
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111 -OBJETIVOS

I11. 1 - Objetivo geral

* Analisar a estrutura genética da especie Salminus brasiliensis da regido do
Pantanal Mato-grossense e inferir sobre os padrdes filogeogréficos dos grupos analisados nas
diferentes bacias, Uruguai, Paraguai e Parana. Contribuindo para o conhecimento genético e
historia evolutiva desse grupo de peixes e disponibilizando essas informacdes para auxiliar no

manejo e conservacgdo desta espécie.

I11.2 - Objetivos especificos

*Avaliar a variabilidade genética das popula¢des de S.brasiliensis por meio da
deteccdo de polimorfismos inter e intrapopulacionais.

*Verificar se S.brasiliensis no Pantanal Mato-grossense forma uma Unica
unidade genética ou esta fragmentada em populacGes estruturadas entre os rios localizados
nas porg¢des ao norte e ao sul da bacia do Alto Paraguai.

*Compreender se as populacdes do Pantanal formam uma unidade genética

separada das populac@es dos rios: Parana e Uruguai e as relagdes entre elas.
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IV - MATERIAL E METODOS

IV.1- Caracterizacdo da area de estudo

Este trabalho teve como area primordial de estudo rios do Pantanal Mato-
grossense totalmente contido na bacia do Alto Paraguai situada na regido centro-oeste do
Brasil e parte integrante da bacia do Paran-Paraguai. O sistema hidrogréfico Parand-Paraguai
€ 0 2° maior sistema de drenagem da América do Sul, com 3,2 milhdes de km, formado por
rios de planicie sendo os principais: o Prata, o Parand, o Uruguai e o Paraguai (Souza, 1984,
Lowe-McConnell, 1999). Juntos, eles drenam uma &rea correspondente a 10,5% do territorio
brasileiro, fazendo parte da grande bacia do rio da Prata.

Além da bacia do Alto Paraguai foram incluidas duas outras areas neste
trabalho, o rio Mogi Guagu pertencente a bacia do Parand, e os rios Canoas e Uruguai da

bacia do Uruguai.

1VV.2- Material

1V.2.a. - Coleta das amostras

Foram analisados 109 exemplares de S.brasiliensis coletados em 12 localidades
distintas. Na bacia hidrogréafica do Alto Paraguai no Pantanal Mato-grossense foram coletados
no estado de MT nos seguintes rios: Cuiaba (n=16), Sdo Lourenco (n=8), Paraguai (n=22),
Sepotuba (n=10), Manso (n=7) e Jauru (n=2) e no estado de MS nos rios: Miranda (n=11),
Formoso (n=8) e Taquari (n=13) (Figura 3). Foram analisados mais 12 exemplares coletados
nas sub-bacias do Parand e Uruguai, no rio Mogi Guagu (n=6) e nos rios Canoas (n=1) e

Uruguai-(n=5) respectivamente (Figura 3).
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Figura 3 — Bacia hidrografica estudada e seus respectivos locais de coleta. Em A- Bacia do Alto Praguai e 0s
rios do Pantanal Mato-grossense; Em B- Bacia do Parand; em C- Bacia do Uruguai.

Os peixes foram capturados com anzol e linha (pesca convencional) e com
tarrafas e rede de malha especifica, devidamente autorizada pelos o6rgaos fiscalizadores.
Alguns exemplares foram adquiridos de pescadores profissionais e amadores, evitando desta
forma que outros exemplares fossem retirados desnecessariamente do mesmo rio. Para as
analises de DNA foi retirado apenas um fragmento pequeno da nadadeira dorsal ou caudal de
cada espécime, possibilitando sua devolugéo ao rio, exceto quando o material era retirado dos
individuos coletados pelos pescadores. Todas as amostras de tecido coletadas foram
imediatamente preservadas em alcool absoluto e armazenadas em freezer (- 20C) até sua

utilizag&o.
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1V.3- Métodos

A extracdo de DNA gendmico a partir de amostras de tecidos sélidos seguiram

dois protocolos: Tampédo Salino ou Fenol/cloroférmio.

IVV.3.1- Protocolo de extracdo de DNA por Tampao Salino (Aljanabi & Martinez, 1997)
com algumas modificacgdes:

1- Para cerca de 50-100mg do tecido foi acrescentado 600 pL de tampao salino (NaCl 0,4M;
Tris-HCI 100mM pH8,0 e EDTA 2mM pH8,0).

2- Posteriormente foi adicionado 60uL de SDS 20% (Cf = 2%) e 16uL de Proteinase K
20mg/mL (Cf = 400pg/ml) misturando a seguir no vortex.

3-As amostras foram incubadas a 55-65°C durante o tempo (1- 4h) necessario para completa
digestdo, e homogeneizacdo da mistura. Durante esse periodo as amostras eram misturadas a
cada 30min para garantir acdo enziméatica em todo material. Algumas vezes foi necessario que
as amostras pernoitassem incubadas para ideal digestdo.

4- Em seguida foi adicionado 300uL de NaCl 6M, misturando bem as amostras em vortex por
30s & velocidade méaxima e centrifugando por 45 min. a 13000 rpm em microcentrifuga.

5- Apos centrifugacdo o sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo onde foi
adicionado igual volume de isopropanol, invertendo os tubos para precipitacdo do DNA.

6- Foi centrifugado por 20 min. a 13.000 rpm e em seguida o sobrenadante foi descartado com
cuidado. Foi adicionado 300uL de etanol 70% para lavar o pellet, centrifugando em seguida
por mais 5 min. a 13.000 rpm.

7- O sobrenadante foi descartado e as amostras foram levadas para secar em estufa a 37 °C
por 1 ou 2h.

8- Apos a secagem o pellet foi ressuspendido em 150-200uL de TE, de acordo com o tamanho
do mesmo;

9- Por fim foi adicionado de 10-20 uL Rnase (20mg/mL) deixando por 30minutos o material
sobre a bancada em temperatura ambiente. Em seguida foi armazenado em geladeira por cerca
de 24h ou mais.

10- Apds o processo de quantificacdo do DNA do material e separacéo de aliquotas 0 mesmo

foi entdo armazenado em freezer a -20 °C.
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1VV.3.2- Protocolo de extracdo de DNA por Fenol Cloroférmio proposto por Bardakdi &
Skibinski, (1994) adaptado por Povh et.al., (2005) :

1- Para cerca de 0,05g do tecido foi acrescentado 550ul de tampdo de lise (50Mm de Tris-
HCI, 50mM de EDTA, 100mM de NaCl e 1% de SDS), 30pul de SDS 20% (dodecil sulfato de
sodio) e 5 pul de proteinase K (200 pg/ml).

2- Em seguida incubado em banho-maria a 55°C “overnight”.

3- Apos esse periodo foi adicionado 550ul de fenol/cloroformio (sendo 275ul de fenol e
275l de cloroférmio) e realizado movimentos de inversdo dos tubos até que as fases ficassem
bem misturadas. Posteriormente o material foi levado a centrifuga por 3 min a 12000 rpm.

4- O sobrenadante foi retirado e transferido para outro tubo (tomando-se o cuidado para nédo
misturar novamente as fases: organica e aquosa).

5- Para purificar o material foi adicionado cloroférmio (o0 volume adicionado dependeu do
volume recuperado no passo anterior, quando recuperado 400l adicionou-se entdo 400 pl de
cloroférmio). Misturou-se novamente as fases por inversao dos tubos, levando em seguida a
centrifuga por 3 min a 12000 rpm.

6- O sobrenadante foi transferido para um novo tubo.

7- Para precipitar o DNA foi adicionado 1/10 de acetato de sédio 3M (pH 7,0) e 2,5X de
etanol absoluto gelado (quando recuperado 300ul, adicionou-se 30ul de NaCl e 750ul de
etanol). Misturando as fases por inversdo dos tubos cuidadosamente para visualizacdo do
pellet.

8- As amostras foram incubadas em freezer a -20°C por 1 hora, centrifugando em seguida por
4 min a 12000 rpm.

9- Os tubos foram vertidos cuidadosamente para retirada do etanol ;

10- Foi adicionodo em seguida 500pl de etanol 70% e centrifugado por 5 min a 12000 rpm,
descartando-se novamente o etanol com cuidado.

11- O material foi levado para secar a temperatura ambiente por aproximadamente 40 min ou
na estufa a 37°C até que o pellet estivesse seco.

12- Em seguida foi adicionado 45ul de TE (10mM de Tris pH 8,0 e 1ImM de EDTA) e
posteriormente tratado com RNAse (100 pg/ml) a 37°C por 1 hora;

13- As amostas foram por fim armazenadas a 4°C até a sua utilizag&o.
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IV. 3.3 — Eletroforese em gel de Agarose

As quantificacdes das extracdes de DNA e verificacdes de qualidade do DNA
das amostras foram analisadas, ap0s eletroforese em gel de agarose 1% submerso em tampé&o
Tris-Borato-EDTA (1x).

As amplificacdes apds cada reacdo de PCR e as quantificacGes dos produtos de
PCR purificados também foram analisadas igualmente por essa técnica. Sendo que nas
quantificacdes foram usados: 4pl do marcador Low DNA mass ladder™ (Invitrogen Life
Technologies) para a comparagéo entre as bandas dos fragmentos e 1ul de cada amostrada de
DNA e nas amplificacdes dos produtos de PCR usou-se: 3pl do marcador 1kbplus ladder™
(Invitrogen Life Technologies) e 3ul de cada amostra de DNA. Em seguida foram aplicados
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (1 mg/ml), e submetidos a eletroforese
(80 Volts por 25 minutos). Posteriormente, o gel foi visualizado em transiluminador de luz
ultravioleta e foto-documentado (Kodak 1D 3.5), tendo como referéncia de tamanho para 0s

amplicons um marcador de 1 Kb (Kilobase, Invitrogen Life Technologies).

IV. 3.4 - Amplificacéo das seqiiéncias de DNA mitocondrial.

O estudo de genética populacional empregou dois marcadores de DNA
mitocondrial: um gene codificador de proteina (Citocromo b) e a porcdo hipervariavel da
regido controladora (ndo codificante). Esses marcadores foram amplificados, via PCR,
utilizando uma combinagdo de primers ja descritos na literatura para peixes: para 0 gene
citocromo b (Cit b) (Irwin et.al., 1991; Kocher et.al., 1989) e para a regido controle, em sua
porcdo hipervariavel- primeiro dominio, (Sivasundar et.al., 2001; Cronin et.al., 1993; Meyer,
1990) conforme tabela 1.

Tabela 1: Relacdo dos primers universais que foram utilizados na amplificacdo do loci
mitocondriais.

Primer Orientacéo Sequéncia
L14841(Cit b) Forward 5AAA AAG CTT CCATCC AAC ATC TCAGCATGATGAAA S
H15915(Cit b) Reverse 5"AAC TGC CAG TCA TCT CCG GTT TAC AAG AC 3
DloopL(D-loop) Forward 5’AGA GCG TCG GTC TTG TAA ACC3’

H16498 (D-loop) Reverse 5’CCT GAA GTA GGA ACC AGA TG3’
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IV.3.4.a - ReagOes de PCR para o gene Citocromo b

As reacdes ocorreram em volume final de 30ul contendo 50ng de DNA,
150uM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), tampédo 1x (Tris-HCI 200mM, pH 8,4, e
KCI 500mM), 0,2uM de cada primer, 1,25mM de MgCl, e 1,5U da enzima Taq polimerase
(Invitrogen Life Technologies). Todas as reagGes foram realizadas em termocicladores
PTC100 (MJ Research), Mastercicler (Eppendorf®) e Veriti® 96-Well Thermal Cycler. O
programa para amplificacdo do gene consistiu de desnaturacdo inicial a 94°C por 5min,
seguido de 35 ciclos de 30s a 95°C, 45s a 53°C, 1min e 30s a 72°C; finalizando a temperatura

de extens&o de 72°C por 7min.

1V.3.4.b.- Reagdes de PCR para a Regido Controle — D-loop

Ja para a regido controle as reacdes foram realizadas com o uso da Go Tag®
(Promega), onde para um volume final de 30ul contendo 50ng de DNA, foi utilizado 15ul de
Go Tag® (mix pronto com cloreto,dNTPs, Taqg nas concentracfes do fabricante), 1ul de DNA,
1ul de cada primer e 12ul de &gua deionizada estéril. Todas as reacdes foram realizadas em
termocicladores PTC100 (MJ Research), Mastercicler (Eppendorf®) e Veriti® 96-Well
Thermal Cycler. O programa para amplificacdo consistiu de desnaturacdo inicial a 94°C por
2min, seguido de 35 ciclos de 15s a 94°C, 15s a 54°C, 30s a 72°C; finalizando a temperatura

de extens&o de 72°C por 5min.

IV. 3.5 - Purificacéo dos fragmentos de PCR

Os produtos de PCR de ambos os fragmentos mitocondriais foram purificados
com o kit GFX PCR DNA & Gel band (GE inc.) ou através do protocolo de Polietilenoglicol-
PEG8000 (Lis,1980). Com a finalidade de retirar os reagentes que restaram da PCR, deixando
apenas o fragmento de DNA a ser sequenciado.
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IV. 3.5.a — Purificacdo dos produtos de PCR mediante Kit de purificacdo especifico :

1- Os tubos foram montados colocando-se uma coluna GFX nova para cada purificacdo a ser
feita;

2- Foi adiciondano 250l de capture buffer a coluna GFX, para otimizar o uso do Kit;

3- Logo apds, o produto da PCR (até 100pl) foi transferido para a coluna GFX misturando-se
as solucdes com micropipeta;

4-Em seguida as amostras foram cntrifugadas na velocidade méaxima (13.000 rpm) por 30s;
5-0O sobrenadante do tubo foi descartado e a coluna GFX recolocada no mesmo;

6-Foi adicionado 250ul de wash buffer a coluna; e novamente centrifugado em velocidade
méaxima por 30s;

7-0 tubo foi entdo descartado e a coluna GFX transferida para um microtubo de 1,5ml;
8-Sendo adicionado 10-50pl de tampé&o de eluigédo (Tris-HCI 10mM, pH 8,0; TE pH 8,0; ou
agua milliQ autoclavada) diretamente em cima da matriz de fibra de vidro da coluna GFX;
9-A amostra foi incubada a temperatura ambiente por 1min;

10- Logo apos centrifugou-se as amostras, em velocidade maxima, por 1 min para recuperar o
DNA purificado;

11- Em seguida as amostras purificadas foram condicionadas em geladeira até serem

sequenciadas.

IVV.3.5.b — Purificacdo dos produtos de PCR mediante PEG — polietilenoglicol 8000 (Lis,
1980)

Primeiramente foi preparada a solucdo de Peg em seguida se iniciou o protocolo:
1-Foi colocada em um microtubo de 2ml a solucdo de PEG e em igual volume a amostra ,
homogeneizando imediatamente o contetdo;
2-Em seguida o tubo foi incubado em banho seco a 37°C - 38 °C por 15 min. (adicionou-se
0,2 ul glicogénio azul);
3- Apos incubacdo foi centrifugado a 13.000 rpm (ou qualquer velocidade acima de 8000
rpm) por 15 min, descartando o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta;
4- Foi adicionado levemente 125 pl de etanol 80% gelado e novamente centrifugado por
2min.

5- Os passos 3e 4 foram repetidos por mais uma vez;
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8- Em seguida o material foi levado para estufa a 37°C por aproximadamente 40 min ou em
banho seco a 50°C por 5 min para secagem.

9-Ap0s secagem foi adicionado o volume desejado de agua ou tampéo (15 ou 20 pl).

10-Em seguida as amostras purificadas permaneceram na bancada a temperatura ambiente por
24h para eluicdo completa do material purificado na solugdo e depois armazenadas em
geladeira até serem sequenciadas.

OBS.: Na ultima repeticdo dos passos de 3 e 4, ndo era aspirado todo o sobrenadante,
deixando-se aproximadamente 20 ul do etanol. Nesta fase o pellet estd muito solto e pode ser
aspirado acidentalmente.

- Para solugdo de PCR com volume final (VF) 30 ul costuma-se adicionar 0,2 ul de azul

- Para solugdo de PCR com volume final (VF) 50 pl costuma-se adicionar 0,6 pl de azul

Essa adicdo do corante azul de glicogénio é opcionalmente utilizada para auxiliar na
visualizagéo do pellet e ndo altera o material purificado.

Os fragmentos foram sequlenciados pela empresa prestadora de servigcos
Macrogen Inc. pelo método enziméatico de terminacédo de cadeia, usando os primers da PCR.

Utilizou-se o programa Phred (Ewing et.al.,1998) para acessar a confiabilidade
das bases assinaladas pelo seqtienciamento. Verificada a confiabilidade, as seqliéncias obtidas
foram contrastadas com aquelas disponiveis no National Center for Biotechnology of
Information-NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para confirmar que se tratavam das regides
do DNAmt de interesse. Uma vez que cada individuo foi seqtienciado com ambos os primers
forward e reverse, posteriormente foi feita uma seqiiéncia consenso no programa BIOEDIT
(Hall, 1999), alinhadas em seguida no software ClustalW (Thompson et. al., 1994), incluido

no Bioedit e analisadas visualmente para confirmacdo das mutagdes.
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I11. 3.6 - Analises estatisticas dos dados

A caracterizacdo do polimorfismo por meio das analises de: identificacdo dos
haplotipos, freqliéncias relativas, namero de sitios polimorficos, distancias genéticas (p) nao
corrigidas foram conduzidas por meio dos programas MEGA verséo 4.0 (Tamura et.al., 2007),
DNASP 5.10 (Librado e Rozas, 2009) e/ou ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et.al.,2005).

Os dados referentes a desvios da premissa de neutralidade seletiva foram
estimados pelo teste D de Tajima (Tajima, 1989) que distingue entre uma sequiéncia de DNA
que evolui aleatoria (neutra) contra uma que evolui por processos néo aleatérios por meio de
dois estimadores de teta (um que utiliza os sitios segregantes (S) e outro que utiliza 0 nimero
médio de diferencas nucleotidicas (k). De forma que valores de D menores que zero
(negativos) sugerem expansdo populacional ou selecdo purificadora e valores maiores que
zero (positivos) sugerem um recente bottleneck na populacdo ou selecdo balanceadora
(Holsinger, 2008). Além deste também foram realizados os testes F* e D* (Fu e Li, 1993) e
Fs (Fu, 1997), presentes no programa DNASP 5.10 (Librado e Rozas, 2009) e no MEGA
4.0(Tamura et.al., 2007). Como os testes de neutralidade de D* e F* sdo mais sensiveis a
selecdo ao serem comparados com os valores de Fs, podem auxiliar na distin¢cdo entre
expansdo populacional e “background selection”. O teste Codon-Z foi realizado para as
sequéncias codificadores para verificar a neutralidade das mutacfes ou acdo de selecdo
purificadora, feito no MeGA 4.0 (Tamura et.al., 2007).

Também foi calculada para auxiliar na inferéncia de expansdo populacional a
distribuicdo das diferencas nucleotidicas pareadas entre individuos, “mismatch distribution”
(Rogers e Harpending, 1992) utilizando o programa DNASP 5.10 (Librado e Rozas, 2009). A
soma do desvio dos quadrados (SSD), que verifica a existéncia de desvio entre as curvas
observadas e esperadas da “mismatch distribution” dentro do modelo de expansdo
populacional foi calculada usando o programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et. al., 2005).

As analises de variancia molecular AMOVA (Analysis of Molecular Variance)
(Excoffier et.al., 1992), implementada no ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et.al., 2005), foram
realizadas para verificar a variacdo genética inter e intra populacional, por meio de
frequiéncias haplotipicas e diferencas par-a-par entre as seqiiéncias. A andlise hierarquica foi
realizada estimando-se os indices de fixacdo Fst, Fct e Fsc para avaliar a proporcdo de
variacdo entre os grupos e entre as populagdes dentro dos grupos, respectivamente. E para
testar a hipotese de estrutura genética entre as populacfes os valores de Fst foram calculados

para cada par de populacdes e sua significancia (p<0.05) testada por meio de permutagdes dos
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haplétipos (1023 permutacdes) entre as populagées, considerando como valor de significancia
(P) as proporcdes de permutacGes que tém um valor de Fst maior ou igual ao observado
(Excoffier et.al., 1992).

O teste exato de diferenciacdo de amostras (Raymond e Rousset, 1995)
baseado na freqiiéncia de haplétipos também foi aplicado através do programa ARLEQUIN 3.1
(Comprimento da Cadeia de Markov = 100.000 passos) (Excoffier et.al., 2005).

As interacdes filogenéticas e relacbes evolutivas entre os haplotipos foram
inferidas por meio de redes de hapl6tipos construidas com o auxilio do programa Network
45.1.6 (Fluxus Technology Ltda, 2009). Para limpar as redes e resolver problemas de
homoplasia foi utilizada a opgdo do programa de MPcalculations, um procedimento opcional
pos processamento do calculo da rede.

A historia evolutiva foi inferida por meio de uma arvore de neighbor-joining
calculada pelo programa MEGA versdo 4.0 (Tamura et. al., 2007). O suporte para 0s nés foi
avaliado por bootstrap (1000 pseudo-réplicas) (Felsenstein, 1985), para a significancia dos
valores levou-se em consideragdo os valores: bootstrap > 75% sdo fortemente suportados;
bootstrap 50 -74% s&o fracamente suportados e bootstrap < 50% néo séo suportados (Lowe et
al., 2006).
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V - RESULTADOS:

Os resultados estdo organizados em duas partes. Na primeira, séo apresentados
os resultados referentes as analises de diversidade genética de S. brasiliensis da regido do
pantanal onde se buscou entender como esse grupo de peixes se comporta geneticamente em
uma area de grandes redes hidricas, com ciclos de inundacGes periddicas que provocam a

coalescéncia das dguas gerando uma gigantesca area alagada.

Na segunda, é apresentada uma analise com abordagem mais filogeogréafica da
variabilidade genética da espécie na bacia do Rio da Prata, onde se procurou discutir aspectos
referentes a genética evolutiva desse grupo de peixes, sua distribuicdo por toda bacia e sua
relacdo com a historia da formacdo das bacias; uma relacdo entre o Pantanal e a bacia do

Parana e do Uruguai.

V.1- Analise da variabilidade e estrutura genética populacional de Salminus brasiliensis

no Pantanal Mato-grossense.

V.2- Andlise filogeogréfica e variabilidade genética de Salminus brasiliensis na bacia do

Rio da Prata: Uma comparacao entre o Pantanal e as sub-bacias do Parana e Uruguai.
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V.1 - ANALISE DA VARIABILIDADE E DA ESTRUTURA GENETICA

POPULACIONAL DE Salminus brasiliensis NO PANTANAL MATO-GROSSENSE.

V.1 - Resultados

Foram analisados 97 individuos do Pantanal Mato-grossense, sendo que para, 65
foram obtidas sequiéncias do gene Citocromo b e para 81 individuos, sequéncias da regido

controle. Os resultados de cada marcador sdo apresentados separadamente.

V.1.2 - Citocromo b (Cit b):

O alinhamento das 65 sequéncias obtidas gerou um fragmento de 710pb com
21 sitios polimorficos, dos quais 10 foram parcimoniosamente informativos; resultando em 25
haplétipos (Tabela 2).

Dos sitios polimdrficos, 17 apresentaram mudancas sinbnimas e apenas quatro
caracterizaram-se como ndo sindnimas, sendo decorrentes de transicdes e tranversdes que
levaram as alteracdes nos codons de leitura e seus respectivos aminoacidos. Na maioria dos
segmentos de DNA, substituicdes de nucleotideos por transicdo ocorrem mais frequientemente
que por transversdes (Nei e Kumar, 2000).

Das alterac6es ndo sinbnimas encontradas, trés foram trocas entre aminoacidos
gue pertencem ao mesmo agrupamento quimico (polares ou apolares), chamada substituicdo
silenciosa, e uma foi entre aminoécidos quimicamente diferentes (apolar para polar:
Fenilalanina para Serina) como mostra a Tabela 3.

Uma das substituicdes silenciosas foi compartilhada por trés haplétipos
diferentes (Cb14, Cbl5 e Cb16), essa alteracdo de bases é representada na rede haplotipica
pelo passo mutacional (221) que acabou separando esse grupo de haplotipos dos demais
(Figurad). As outras trocas se limitaram cada uma a um hapldtipo: Cb23 e Cb25 (Tabela 3).

Mutagdes sinbnimas provavelmente ndo provocam mudangas funcionais nas
proteinas, enquanto as ndo sinbnimas podem provocar mudanca de amino&cidos

quimicamente diferente, alterando a composicéo original da proteina.
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Tabela 2- Haplétipos de S.brasiliensis do Pantanal Mato-grossense e suas freqliéncias, encontradas com o
marcador Cit b. Em negrito séo as bases nucleotidicas mutadas. Os nimeros correspondem a posicdo da base na
sequéncia génica.

Haplétipo Sequéncia de bases mutadas Localidade

7133140106 169 178 221 277 289 358 364 414 514 604 621 648 661 679 694 709 RiOS de MS RiOS de MT

Miranda (1) Cuiabd (2)

Chl ATATGTGGCAGTTCAACATAC Formoso (2) Paraguai (2)

Sepotuba (1)

Miranda (2) Cuiabd (4)

Ch2 ATATGTAGCAGTTCAACATAC Taquari (1) Sepotuba (2)

Jau Q)

Manso (1)

Cb3 ATATGTAGCAGTTCAACATAT Taquari (1) Cuiabd (2)

Formoso (1) SLourenco(1)

Ch4 ATATGTAGCAGTTCGACATAT - Paraguai (1)

Ch5 ATATGCAGCAGTTCAACATAT - Cuiabd (1)

Ch6 GTATATAGCAGTTCAACATAC - SLourengo(1)

Cb7 ATATACAGCAGCTCAACATAC - SLouren¢o(1)

Formoso (2) Cuiabd (2)

Ch8 ATATATAGCAGTTCAACATAC Taquari (1) Paraguai (2)
Miranda (1)

Ch9 ACATGTAGCAGTTCAACATAC - Cuiabd (1)

Cb10 ATACGTAGCAGTTCAACATAC - Sepotuba (1)

Ch1l ATGCGTAGCAGTTCAACATAC - Cuiabd (1)

Cbh12 ATATGTAGCAGTTCAACATGC SLouren¢o(1)

Paraguai (1)

SLourengo(1)

Cb13 ATATGTGGCAGTTCAACGTAC Paraguai (4)

Jau Q)

Cuiabd (1)

Chi14 ATATGTGACAGTTTAACATAC Manso (1)
Cb15 ATATGTGACAGTTCAACATAC Miranda (1)

Cb16 ATATGTGATAGTTCAACATAC - Cuiabd (1)

Cb17 GTATGTGGCAGTTCAACATAC - Paraguai (1)

Ch18 GTATGTGGCGATTCAACATAC - SLourengo(1)

Cb19 GTATGTGGCAATTCAACATAC Miranda (1) Sepotuba (1)

Paraguai (3)

Ch20 GTATGCGGCAATTCAACATAC Paraguai (1)

Sepotuba (1)
Ch21 GTATGTGGCAATCCAACATAC Miranda (1)
Ch22 GTATGTGGCAATTCAACACAC Taquari (1)
Ch23 GTATGTGGCAATTCAAAATAC Miranda (1)
Ch24 ATATGTGGCAATTCAACATAC Taquari (1)

Ch25 ATATGTGGCAGTTCAGCATAC - Cuiabd (1)

Tabela 3. Mudangas sindnimas e ndo sindnimas de aminoacidos no fragmento do gene Cit b de S.brasiliensis do
Pantanal Mato-grossense.

Aminoéacido correto  Propriedade Base Aminoécido  Propriedade Ne° de individuos que
quimica do nucleotidica alterado quimica do apresentaram a troca de
aminoécido mutada aminodcido bases

Valina Apolar GTT/ATT  Isoleusina Apolar 3 (Cb14,Cb15,Cb16)

Threonina polar ACC/AAC  Aspargina Polar 1 (Ch23)

Aspargina Polar AAC/AGC  Serina Polar 1 (Ch25)

*Fenilalanina Apolar TTT/TCT Serina Polar 1 (Ch21)

*alteracdo na composicdo quimica do aminoacido / em vermelho destaca-se a base alterada por mutagao.
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Foi possivel verificar também que as mutagdes ndo se concentraram em uma regiao
especifica da seqiiéncia, ficando dispersas ao longo da mesma (Anexol).

A taxa de transicdo/transversao total (R) estimada a partir do conjunto de dados
foi de 76,435 sendo a média das freqiiéncias de nucleotideos A (25,6%), T(29,9%), G(14,9%)
e C(29,7%).

Embora as 65 sequiéncias tenham definido 25 haplétipos, ndo foi observado um
haplotipo comum presente em todas as populacdes amostradas. Cinco haplétipos foram
compartilhados entre as populacdes do Pantanal Sul e do Norte e trés haplotipos foram
compartilhados apenas por populacdes do Pantanal Norte. Haplétipos idénticos foram
observados em localidades distantes geograficamente, separadas a varios km de distancia.
Como por exemplo, os haplotipos Cb19 que esteve presente nos rios Sepotuba e Miranda e
Cb2 que esteve presente nos rios Miranda e Manso (Figura 3 e 4; Tabela 2). Esses haplotipos
foram igualmente encontrados em outras localidades como ilustrado na Figura 4.

Também foram evidenciados um total de 17 hapl6tipos Unicos, presentes em
apenas uma localidade sendo, 12 no Pantanal Norte e 5 no Pantanal Sul (Tabela 2 e Figura 4).
O haplotipo mais freqliente foi o Cb2 que na rede haplotipica foi inferido como sendo o
ancestral, estando presente em seis das nove localidades analisadas e em algumas delas
encontrados mais de uma vez (Figura 4 e Tabela 2). A presenca desses hapl6tipos Unicos pode
ser vista em muitas espécies principalmente quando a diversidade genética esta sendo
analisadas em nivel de seqiiéncias de DNA, além disso, esses hapl6tipos sdo criados por
mutacBes mais recentes e tornam-se cada vez mais raros na espécie como um todo, ficando
mais restritos geograficamente nas populacgdes locais (Templeton, 2006).

O numero médio de diferencas nucleotidicas (k) entre os haplétipos de
Citocromo b foi de 2,46, sua diversidade haplotipica variou de 0,800 — 1,000, com um valor
(Hd) médio igual 0,93 e diversidade nucleotidica geral (w) igual a 0,0035 (Tabela 4). Nas
populacdes do norte do Pantanal a diversidade nucleotidica variou de 0,0028- 0,0055 e de
0,0022- 0,0039 nas populacdes do sul (Tabela 4).
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Tabela 4— Diversidade genética de S.brasiliensis referente a analise do gene Cit b. N= tamanho da amostra; h=
nimero de haplotipos; k=média do ndmero de diferengas; Hd= diversidade haplotipica; Pi= diversidade
nucleotidica. Em negrito os haplétipos exclusivos de cada localidade. * Em asterisco, a analise feita no geral
entre as duas grandes areas.

Localidade N H Haplétipos e (freqiiéncia) k Hd Pi@m
Miranda 8 7  Cbl1(1),Ch2(2),Cb8(1),Cb15(1),Cb19(1),Cb21( 2,07 0,96 0,0037
Pantanal 1),Cb23(1)
Sul Formoso 5 3  Cbl1(2),Ch3(1),Cbh8(2) 1,60 0,80 0,0022
Taquari 5 5 Cb2(1),Cb3(1),Cbh8(1),Cb22(1), Cb24(1) 2,80 1,00 0,0039
Cuiab3 16 10 Cbl(2),Ch2(4),Ch3(2),Cb5(1),Ch8(2),Cb9(1),C 2,02 0,92 0,0028

b11(1),Cb13(1),Cb16(1),Cb25(1)
pantanal S.Lourenco 6 6  Cb3(1),Cb6(1),Cb7(1),Cb12(1),Cb13(1),Cb18( 3,93 1,00 0,0055

Norte 1)
Paraguai 15 8 Cbl(2),Cb4(1),Ch8(2),Cb12(1),Cb13(4),Cbl7( 2,51 0,89 0,0035
1),Ch19(3),Ch20(1)
Sepotuba 6 5 Cbl1(1),Cbh2(2),Cb10(1),Ch19(1),Cb20(1) 2,33 0,93 0,0033
Jauru 2 2 Cbh2(1), Cb13(1) 2,00 1,00 0,0028
Manso 2 2 Ch2(1), Cbh14(1) 3,00 1,00 0,0042
Total / 65 25 - 2,46 0,93 0,0035
Media
* Analise de polimorfismo genético entre demes maiores — Cit b
Pantanal Norte 47 20 - 2,52 0,93 0,0035
Pantanal Sul 18 10 - 2,34 0,91 0,0033

Os resultados referentes as distancias genéticas p nao corrigidas mostraram que
os valores médios de divergéncia entre os grupos Norte e Sul foram de 0,3% e a distancia
dentro de cada grupo foi de 0,4% no Norte e 0,3% no Sul. Os resultados referentes as
distancias genéticas calculadas para cada rio estdo na Tabela 5.

No geral as populacdes de dourado analisadas apresentaram baixos indices de
distancia genética tanto intra quanto inter grupos no Pantanal Mato-grossense. Os baixos
valores encontrados para distancia genética podem indicar a existéncia de fluxo génico entre
as populacgdes. Isso pode ser reforcado com os dados revelados pela Amova e Fst.

Tabela 5- Estimativa da distancia genética pareadas dentro e entre os grupos populacionais de S. brasiliensis no

Pantanal para o gene Cit b. d (média): distancia genética intra populacional. Os valores das distancias estdo em
porcentagem (%).

Miranda Formoso Taquari Cuiabd Paraguai SLourenco Sepotuba Manso d (media)

Miranda 0,4%
Formoso 0,3 0,2%
Taquari 0,3 0,3 0,4%
Cuiaba 0,4 0,2 0,3 0,3%
Paraguai 0,3 0,3 04 0,4 0,4%
SLourengo 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,6%
Sepotuba 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3%
Manso 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,5 0,4 0,4%

Jaurd 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3%
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A Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) considerando os dois grandes
grupos (Pantanal norte e sul) mostrou que as maiores variacdes ocorreram dentro dos grupos
do que entre os grupos (Tabela 6). O valor estimado do Fst (-0,00287; p= 0,53959 + 0,01344)
ndo foi significativo, demonstrando que ndo existem diferencas genéticas entre as populacdes
do norte e sul do pantanal. Os valores de Fsr par-a-par demonstraram a ndo ocorréncia de
subdivisdo populacional significativa entre as popula¢Ges do dourado (Tabela 7). O teste
exato da diferenciacdo de amostras também néo foi significante quanto a diferenciacao entre
as populacgdes, apresentando valores exatos de p =0,37863 + 0,04273 (comprimento da Cadeia

de Markov 100000 steps e nivel de significancia= 0,05).

Tabela 6- Analise da variancia molecular (AMOVA), Fsr, entre as populag6es de S.brasiliensis coletados no
Pantanal Norte e Sul, para o gene Cit b. Significancia do teste (1023 permutagdes).

Andlises  Fonte da Graus de Soma dos Componentes  Porcentagem
variagdo liberdade guadrados de variancia de variacéo
Entre os 1 0.470 0.00088 Va 0,19
grupos
Pantanal  Entre as 7 3.148 0.00221 Vb 0,48
Norte populacBes
dentro dos
X grupos
Dentro das 56 26.012 0.46451 Vc 100,29
Pantanal  populagtes
Sul Total 64 29.631 0.46318 -
Indices de FSC:-0.00478 FST:-0.00287 FCT:0.00190 -
Fixacdo
Valores de  0.56207+0.01466 0.53959+0.01344 0.49658+0.01613 -
p

Tabela 7- Valores de Fsr par-a-par obtidos para o fragmento das sequéncias do gene Cit b de S.brasiliensis. *P<
0,05.

Miranda Formoso Taquari Cuiaba Paraguai SLourengo Sepotuba Manso Jaurl
Miranda 0,00000
Formoso 0.01216 0,00000
Taquari -0.06042  -0.02273 0,00000
Cuiaba -0.04121 0.00383 -0.06458 0,00000
Paraguai 0.01503 0.04273 0.03477 0.04189 0,00000

SLourengo 0.01870 0.06464 -0.03448 0.01085 0.00253 0,00000

Sepotuba -0.08497 0.06842 -0.03448 -0.03677 0.02273 0.03333 0,00000

Manso -0.11461 0.13934 -0.11111 -0.08151 0.07825 0,00000 -0.14607 0,00000

Jaurd -0.11461 0.13934 -0.11111 -0.12231  -0.06711 -0.09091 -0.14607  -0.33333 0,00000

A relacdo filogenética entre os haplotipos encontrados no Pantanal Mato-
grossense foi observada na rede haplotipica, que mostra tanto as relacGes entre os dois
grandes demes (Pantanal Norte e Pantanal Sul) como as relagdes entre as popula¢des inseridas
nestes demes (0s nove rios amostrados), conforme mostra a figura 4a e 4b, respectivamente. A

rede haplotipica apresentou um formato estrelado tendo como eixo central o hapl6tipo mais
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frequente (Cb2) presente em seis das nove localidades amostradas e do qual partiram 0s
demais haplétipos da rede. Sua maior ocorréncia foi nas areas referentes ao pantanal norte,

porém também esteve presente no pantanal sul (Figura 4).

/" Localidades:
' # Miranda (baixo Pantanal)
can coe®” ¢ Taquari (baixo Pantanal)
sk ﬁf / Formoso (baixo Pantanal)
= ﬁ ¢ Cuiaba (alto Pantanal)

N G"/hf Legenda: cen@ 7/ # S. Lourenco (alto Pantanal)
=== - ooy’ / # Paraguai (alto Pantanal)
# Alto Pantanal cex Q" Sepotuba (alto Pantanal)

-:s;-,g;/ & Baixo Pantanal # Jaura (alto Pantanal)
B # Manso (alto Pantanal)

Figura 4- Rede de haplotipos de S.brasiliensis referente ao marcador molecular Citocromo b. Em A: Andlise
evidenciando o relacionamento entre norte e sul do pantanal. Em B: Analise evidenciando o relacionamento
entre os rios. Os circulos representam os haplétipos identificados por letras e nimeros (Cb1,Cb2...). O tamanho
do circulo indica a freqliéncia do haplétipo na amostra. Cada linha representa os passos mutacionais. As redes
foram desenhadas pelo programa Network.

Esta configuracdo estrelada da rede de haplétipos indica a ocorréncia de uma
expansdo genética populacional, embora ndo tenha deixado claro uma relacdo entre os
haplétipos e o local de amostragem. E possivel observar ainda que a cada momento de
crescimento (expansdo) apresentado na rede encontra-se a ocorréncia de haplétipos
compartilhados entre norte e sul do pantanal, reforcando a idéia de ligagdo entre as areas
(unidade genética) e/ou tempo curto para separagdo em populacoes.

A idéia de expansdo populacional é corroborada pelos resultados negativos dos
testes de neutralidade: (Tajima’D= -1,371168 e Fs de Fu= -18,337) que nédo rejeitam a
hipdtese nula (p> 0,10). J& os outros testes de neutralidade: D*= -2,50528*; F*= -2,49674*
apresentaram valores significativos para rejeitar a hipétese nula (*p<0.05). Valores abaixo de
zero (negativos) para D sugerem expansao populacional e/ou selegéo purificadora (Holsinger,
2006); podendo esse padrédo ser ainda devido ao crescimento populacional, um bottleneck
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menos recente ou migracdo (Schmidt et.al., 2002). Segundo esses autores esta estatistica pode
ser influenciada tanto pela historia populacional como pela selecéo natural.

O grafico da curva de distribuicdo das diferencas (“mismatch distribution™)
encontrado para S.brasiliensis no Pantanal apresentou um padrdo de curva unimodal
representando uma populacdo em expansdo (ndo desviaram significativamente (p> 0.05) do
modelo de expansdo) (Figura 5). Esse resultado reforca a idéia formulada pelos testes
anteriormente comentados. Grafico com padrées de curvas bi- ou multimodais geralmente séo
apresentado por populacdes estaveis, enquanto que, em populacdes que sofreram expansdo
demogréfica recente sdo frequentemente observadas curvas unimodais (Rogers e Harpending,
1992; Harpending, 1994).

Exp

---o-- Obs

SSD= 0,057
p value= 0,309

"r8--8--8--8--8-"ETTE—w

0 5 10 15 20

Pairwise Differences

Figura 5 - Gréfico da curva de distribuicdo das diferengas “mismatch distribution” obtidos para as seqiiéncias do
fragmento do Cit de S.brasiliensis do Pantanal Mato-grossense. A significAncia dos desvios entre as curvas
observadas e as esperadas pelo modelo de expansdo populacional foi dada pela soma dos desvios dos quadrados
(SSD).

V.1.3 - Regiao Controle (D-loop)

Para este marcador molecular foram sequenciadas 633pb para 81 individuos
(44 sitios polimorficos), resultando em 42 haplotipos (Tabela 8).

Embora tenham sido definidos 42 haplétipos, nenhum esteve presente em todas
as populacdes. Apenas 10 haplotipos foram compartilhados entre as porcGes norte e sul do
Pantanal e os 32 haplétipos restantes distribuiram-se em popula¢des do norte ou do sul
(Tabela 8e 9).
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Tabela 8- Haplotipos de S.brasiliensis do Pantanal Mato-grossense e suas freqiiéncias, encontrados com o marcador da regido controle (D-loop). Em negrito as bases
mutadas. Os nimeros correspondem a posi¢do da base na sequéncia génica.

Haplétipo Sequéncias de bases mutadas Localidade
13.14.59.81.83.84.102.123.127.129.145.151.172.174.176.183.190.246.261.273.284.301.302.306.320.336.337.341.348.349.352.353.363.366.373.387.394.395.398.399.413.416.464.519 RiOS de MS RiOS de MT
TACTTTGTTAAAGATGATTAACAGCATTCGATTCTTTTCTTAGA Miranda (1) Cuiaba (1)

D1 Formoso (1) SLourenco(1)
Taquari (1)
TACTTTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGATTTCTTTCTTAGA Formoso (1) Cuiaba (1)
D2 Paraguai (1)
D3 TACTTTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGATTCTTTCCTTAGA Miranda (1) -
Miranda (2) Paraguai (2)
D4 TACTTTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGATTCTTTTCTTAGA Taquari  (2) Cuiab4 (2)
SLourengo(1)
Manso (1)
Sepotuba (1)
Taquari (1) Paraguai (1)
D5 TACTTTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGATTTTTTTCTTAGA  Formoso (1) SLourenco (1)
Manso (2)
Sepotuba (1)
D6 TACTTCGTTAAAGATGGTTAACAATACTCGACTCTTTTCTCCAA Formoso (1) -
Miranda (1)
D7 TACTTCGTTAAAGATGGTTAACAATACTTGACTCTTTTCTCGAA - Paraguai (1)
D8 TACTTCGTTAAAGATGGTTAACAATACTCGACTCTTTCCTCGAA - SLourenco (1)
D9 TACTCTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGACTTTTTCTCTAGA - Cuiaba Q)
SLourengo (1)
Manso (1)
D10 TACTCTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGACTCTTTCTTTAGA - Paraguai (1)
D11 TACTCTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGACTCTTTCTCTAGA - Paraguai  (2)
D12 TACTCTGTTAAAGATGATTGACAACATTCGACTCTTTCTCTAGA - Paraguai (1)
D13 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAACATTCGATTCTTCCCTTAAA  Taquari (1) Paraguai (1)
D14 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAGCATTCGACTCTTTCCTTGAA -

Manso Q)
Cuiaba (1)




D15 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAACATCCGACTCTTTCCTTAAA - Paraguai (1)
Jauru (1)
D16 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAACATTCGACTCTTTCCTTAAA - SLourenco(1)
D17 TATTTTACTAGAGGTGATTAACAACATTCGACTCTTTCTTTAAA - Cuiaba (1)
D18 TATTTTACTAGAGGTGATCAACAACATTCGACTCTTTCTTTAAA  Formoso (1) Paraguai  (2)
D19 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAACATTTGACTCTTTCTTTAAA - SLourenco (1)
D20 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAACATTCGACTCTTTCTTTAAA  Taquari (1) -
D21 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAACATTCGACTCTTTTTTTAAA Formoso (2) SLourengo (1)
Cuiaba (1)
D22 TATCTTGCTAGAGGTGATTAACAACATTCGACTCTTTTTTTAAA Miranda (1) -
D23 TATCTTGCTAGGGGTGATTAACAACATTCGACTCTTTTTTTAAA  Taquari (1) -
D24 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAACATTCGGCTCTTTCCTTAAA - Cuiaba (1)
D25 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAACGTTCGACTCTTTCCTTAAA  Miranda (1) Sepotuba (1)
D26 TACTTTGCTAGAGGTGATTAACAACGTTCGTCTCTTTCCTTAAA - Sepotuba  (2)
D27 TATTTTGCTAGAGGTGATTAACAATATTTGACCCTTTCCTTAAA - Cuiabd (1)
D28 TACTTTGTTAGAGATGACTAACAGCACTCGACTCTTTCCTTAAA Taquari  (2) -
D29 TACTTCGTTAAAGATGGTTAACAATACTCGACTCTTTTCTCGAA  Taquari (1) Cuiaba (2)
D30 TACTTCGTTAAAGATAGTTAACAATACTCAACTCTTTTCTCGAA - Cuiaba (1)
D31 TACTTTGTTGAAGACGATTAACAGCACTCGATTCTCTCCTTAGA - Cuiaba (1)
D32 TACTTTGTTAAAGATGATTAACAGCATTCGATTCTCTCCTTAGA - Sepotuba (1)
D33 TACTTTGTCAAAGATGATTAACAGCACTCGATTCTTTTCTTAGG Miranda (1) Paraguai (1)
D34 TACTTTGTTAAAAATGATTAACAGCACTCGATTCTTTTCTTAGA Miranda (1) -
D35 TACTTTGTTAAAGATGATTAACAGCACCCGATTCTTTTCTTAGA - Sepotuba (1)
D36 TACTTTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGATTCCTTTCTTAGA - Sepotuba (1)
D37 TACTTTGTTAAAGATGATTAATAGCACTCGATTCTTTTCTTAGA - Sepotuba (1)
D38 TACTTTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGACTTTTTCCTTAGA - Sepotuba (1)
D39 TACTCTGTTAAAGATGATTAACAGCACTTGACTCTTTCTCTAGA - Cuiabd (1)
D40 AGCTCTGTTAAAGATGATTAGCAGCACTCGATTCTTTCTCTAGA - Cuiabd (1)
D41 AGCTTTGTTAAAGATGATTAACGGCACTCGATTCTTTTCTTAGA - Paraguai (1)
D42 AGCTTTGTTAAAGATGATTAACAGCACTCGATTCTTTTCTTAGG - Cuiabd (1)

56
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Atraveés da analise das sequiéncias alinhadas observou-se que as bases alteradas
se localizaram até 520pb, concentrando-se em maior ndmero entre 305 a 420pb,
permanecendo depois sem alteracdes até o final do fragmento (Anexo2).

A relacdo transicdo/ transverséo total (R) estimada a partir do conjunto de
dados foi 34,325 sendo a média das freqliéncias de nucleotideos iguais a: A(31,1%),
T(34,3%), G(17,4%) e C(17,2%), demonstrando um contetdo AT superior ao GC. Isso
também tem sido verificado para outros peixes (Martins et.al., 2003, Nicod et.al., 2004).

O haplétipo mais frequente foi D4, que também ocupou a posi¢do ancestral na
rede haplotipica onde dele derivaram todos os demais haplétipos (Figura 6). Esteve presente
em sete das nove localidades coletadas, em rios do alto e baixo pantanal (Tabela 8e 9).

O numero médio de diferencas nucleotidicas (k) da regido controle foi de
7,54630 resultando em uma diversidade de haplotipos, que variou de 0,900-1,000, com um
valor (Hd) médio igual 0,97(Tabela 9). A diversidade nucleotidica geral (Pi) igual a 0,01192,
variando de 0,0092 - 0,0190 nas populagfes do Pantanal norte e de 0,0100 - 0,0130 nas

populacdes do Pantanal sul (Tabela 9).

Tabela 9— Diversidade genética de S.brasiliensis referente & analise da Regido Controle (D-loop). N= tamanho
da amostra; h= nimero de haplétipos; k=média do nimero de diferencas; Hd= diversidade haplotipica; Pi=
diversidade nucleotidica. Em negrito os haplétipos exclusivos de cada localidade. * Em asterisco, a analise feita
no geral entre as duas grandes areas.

Localidade N H Haplétipos e (freqliéncia) K Hd Pi (r)
Miranda 9 8 D1(1),D3(1),D4(2),D6(1),D22(1),D25(1),D33(1 6,39 0,97 0,0100
Pantanal ),D34(1)
Sul Formoso 7 6 D1(1),D2(1),D5(1),D6(1),D18(1), D21(2) 8,19 0,95 10,0130
Taquari 10 8 D1(1),D4(2),D5(1),D13(1),D20(1),D23(1),D28( 7,15 0,95 10,0113
2),D29(1)
Cuiabé 14 13 D1(1),D2(1),D4(1),D14(1),D17(1),D21(1),D24( 9,60 0,99 0,0152
1),D27(1),D29(2),D30(1),D39(1),D40(1),D42(1
).
Sdo 8 8 DI(1),D4(1),D5(1),D8(1),D9(1),D16(1),D19(1), 7,93 1,00 0,0125
Pantanal Lourengo D21(1),

Norte  Paraguai 16 13 D2(1),D4(2),D5(1),D7(1),D10(1),D11(2),D12(1 825 0,97 0,0130
),D13(1),D15(1),D18(2),D31(1),D33(1),D41(1)
Sepotuba 10 9  D4(1),D5(1),D25(1),D26(2),D32(1),D35(1),D3 6,13 0,98 0,0097
6(1),D37(1),D38(1)

Jaurd 2 2 D9(1),D15(1) 120 1,00 0,019
Manso 5 4 D4(1),D5(2),D9(1),D14(1) 580 0,90 0,0092
Total / - 81 42 - 755 097 0,0119

Media

*  Analise de polimorfismo genético entre demes maiores — Regido controle (D-loop)
Pantanal Norte 5 35 - 7,85 0,97 10,0124
Pantanal Sul 26 17 - 6,92 0,96 0,0109
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Resultados referentes as inferéncias de distancias genéticas (p distance)
mostraram que os valores médios de divergéncia evolutiva entre as populacdes dentro dos
grupos Pantanal norte e sul (entre os rios) variaram de 0,9% a 1,4% (Tabela 10). A média da
distancia genética entre os grupos norte e sul foi de 1,2%, a média dentro de cada grupo
também pode ser observada na Tabela 10.

Tabela 10- Estimativas da distancia genética pareadas dentro e entre 0s grupos populacionais de S. brasiliensis

no Pantanal (D-loop). d (média): distancia genética intra populacional. Os valores das distancias estdo em
porcentagem (%).

Miranda Formoso Taquari Cuiabd Paraguai SlLourenco Sepotuba Manso d (media)

Miranda 1,0%
Formoso 1,1 1,3%
Taquari 1,0 11 1,1%
Cuiaba 1,3 1,3 1,3 1,5%
Paraguai 1,1 1,3 1,2 14 1,3%
SLourengo 11 1,1 1,1 1,3 1,2 1,3%
Sepotuba 0,9 1,1 1,0 1,3 1,1 1,1 1,0%
Manso 0,9 11 1,0 1,3 11 11 0,9 0,9%
Jauru 1,4 1,3 1,3 14 1,3 1,2 1,2 1,2 1,9%

Para este marcador os valores de distancia genética entre as populacdes em todas
as analises realizadas foram maiores que os apresentados na andlise com o gene Cit b.
Todavia, eles corroboram no sentido de ndo demonstrarem separacdo consistente entre as
populagdes do Pantanal Mato-grossense.

Outra observacdo feita foi a respeito da analise evolutiva na diversidade das
sequéncias, onde constatou que a diferenca maior € intra-populacional (média de 1,2%), sendo
o coeficiente de diferenciacdo evolutiva das seqtiéncias 2,1%.

Esses resultados sugerem a existéncia de trocas génicas entre as populacdes do
pantanal norte e sul, e podem ser refor¢cados com os dados apresentados na AMOVA e Fst.

Anadlises da Variancia Molecular (AMOVA) para o Pantanal norte e sul mostrou
que as variacbes ocorreram mais dentro dos grupos do que entre os grupos (Tabela 11), ou
seja, existe um maior percentual de variacdo dentro do Pantanal Norte e dentro do Pantanal
Sul, do que entre eles. O valor negativo do Fst estimado (-0,00650, p= 0,62072+ 0,01369)
demonstra que ndo existe diferencas geneticas significativas entre as populacfes do norte de
do sul do pantanal intuindo a existéncia de fluxo génico entre as localidades, assim como o
encontrado com o marcador Cit b.

Os valores de Fst par-a-par demonstraram a ndo ocorréncia de subdivisdo
populacional significativa entre as popula¢fes do dourado, como pode ser conferido na Tabela

12 e sua significancia (p<0.05) foi testada por meio de permutacfes dos haplétipos (1023



59

permutacdes). O teste exato da diferenciacdo de amostras também néo foi significante quanto
a diferenciacdo entre as populacdes, apresentando valores exatos de p = 0,66198 + 0,02933
(100000 réplicas, teste de Markov).

Tabela 11- Anélise da variancia molecular (AMOVA), Fst, entre as populacoes de S.brasiliensis coletados no
Pantanal Norte e Sul.

Anadlises  Fonte da Graus de Soma dos Componentes  Porcentagem
variagdo liberdade guadrados de variancia de variacéo
Entre os 1 0,401 0,00212 Va 0,44
Pantanal grupos
Norte  Entre as 7 3,340 0,00102 Vb 0,21
populacbes
X dentro dos
grupos
Pantanal  Dentro das 72 34,987 0,48593 Vc 100,65
Sul populacdes
Total 80 38,728 0,48280 -
Indices de FSC: FST: FCT: -
Fixacdo -0,00209 -0,00650 -0,00439
Valores de  0,52688+0,01246 0,62072+0,01369 0,84946+0,01056 -
p

Tabela 12- Valores de Fst par-a-par obtidos para o fragmento das seqiiéncias da regido controle (D-loop) de
S.brasiliensis. *P< 0,05.

Miranda Formoso Taquari Cuiaba Paraguai SLourengo Sepotuba Manso Jaurl
Miranda 0,00000
Formoso 0.00579 0,00000
Taquari -0.02049 0.01789 0,00000
Cuiaba -0.00488  -0.01336 -0.00879 0,00000
Paraguai -0.00870  -0.00037 -0.00327 0.00473 0,00000

SLourengo  -0.02879 -0.05170 -0.02868 -0.02159  -0.01040 0,00000

Sepotuba 0.00865 0.02030 0.00344 0.00935 0.00501 -0.01396 0,00000

Manso 0.01656 0.01587 -0.01161 0.02110 0.00732 -0.05947 -0.00324 0,00000

Jaurd 0.01999 0.03377 0.03226 0.00804 -0.01343 -0.06667 0.01606 -0.03604 0,00000

A rede haplotipica possibilitou a analise da relacdo filogenética entre os
haplétipos encontrados na grande bacia do Pantanal. Foram feitas duas anélises uma entre as
duas grandes areas Norte e Sul do pantanal e outra entre os rios coletados, os resultados foram
coincidentes em ambas as analises (Figura 6a e 6b). Embora ndo tenham sido reveladas
relacOes claras entre os agrupamentos de haplétipos e a sua distribuicdo geogréfica o formato
estrelado da rede sugere expansédo geografica para o grupo analisado.

Os resultados adquiridos com as andlises das redes haplotipicas foram similares
entre os dois marcadores utilizados neste estudo demonstrando claramente momentos de
expansdo com ramificacdo mista de haplotipos do norte e sul do pantanal, reforcando a idéia
de ligagéo entre as areas (unidade genética) e/ou tempo curto para separacdo em populacoes

mais restritas. A idéia de expansdo populacional foi corroborada pelos resultados negativos
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dos testes de neutralidade realizados pelo programa DNAsp: (Tajima’D= -0,59956; D*= -
0,58329; F*= -0,70639) (ndo significante, p> 0.10) e Fs de Fu= -1,50370 (p=0,22522) que

ndo rejeitam a hipotese nula.

wettF =T 1 paz

T
o7, Taqz Legenda:

g D18 # Alto Pantanal
15 = 4 Baixo Pantanal

D24 G D35 @
D35 @ D1

- D37

Localidades:

# Miranda (baixo Pantanal)

#® Tagquari (baixo Pantanal)
Formoso (baixo Pantanal)

@ Cuiaba (alto Pantanal)

# S. Lourenco (alto Pantanal)

#® Paraguai (alto Pantanal)
Sepotuba (alto Pantanal)

#® Jaura (alto Pantanal)

#® Nanso (alto Pantanal)

Figura 6- Rede de hapl6tipos de S.brasiliensis referente a regido controle (D-loop). Em A: Anélise evidenciando
o relacionamento entre pantanal norte e sul. Em B: Andlise evidenciando o relacionamento entre os rios. Os
circulos representam os hapl6tipos identificados por letras e nimeros (D1,D2...). O tamanho do circulo indica a
freqUéncia do hapl6tipo na amostra. Os losangos vermelhos indicam os haplétipos intermedidrios inferidos que
ndo foram encontrados nas amostras e cada linha representa os passos mutacionais. As redes foram desenhadas

pelo programa Network.
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Ja a analise de distribuicdo das diferencas (“mismatch distribution™) indicou
que as curvas de distribuicdo das amostras populacionais por meio do marcador D-loop
apresentaram um padrdo multimodal o qual coincide com as curvas esperadas para
populacbes que se encontram em equilibrio. Estes resultados sdo apoiados com os valores
encontrados no teste da soma dos desvios dos quadrados (Figura 7), no entanto, eles diferem

do resultado encontrado com o Cit b para as mesmas populagoes.

0.12 @
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SSD= 0,039
p value= 0,393

N
0. g ®-6.6-5-0-6-8-8-6-8-6-0

0 10 20 30

Parwise diference

Figura 7 - Gréfico da curva de distribuicdo das diferencas obtido para as seqiiéncias do fragmento da regido
controle (D-loop) de dourado do Pantanal Mato-grossense. A significancia dos desvios entre as curvas
observadas e as esperadas pelo modelo de expansdo populacional foi dada pela soma dos desvios dos quadrados
(SSD).

V.1.4 — Discussao

De todos os trabalhos realizados até 0 momento, esse é o primeiro estudo em
que diferentes populacGes de S. brasiliensis foram amostradas ao longo de toda extensdo do
Pantanal Mato-grossense e tiveram a variabilidade e estrutura genética populacional acessada
por meio de dois marcadores mitocondriais, 0 Cit b (um gene mais conservado) e a regido
controle (uma regido mais variavel). O conhecimento da variabilidade genética e da estrutura
populacional das espécies tem sido considerado um principio fundamental para a manutencéo
dos estoques nativos (Frankham et.al. 2010), seja de espécies ameacadas ou daquelas de
interesse comercial. O DNAmt e reconhecido como uma excelente ferramenta para se analisar
diferencas genéticas em populagdes animais (Avise, 2000; Clabaut et.al., 2005) e 0s nossos

resultados com o Cit b e a Regido controle (D-loop) corroboram essa afirmativa.
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As populagbes de S. brasiliensis aqui estudadas apresentaram indices
relativamente altos de variabilidade genética, embora nédo tenha sido evidenciada estruturacéo
genética entre as populagdes. Esse resultado contrasta com o relatado em estudos anteriores
com populacBes de outros sistemas hidrogréaficos, como o Alto Rio Parana e Rio Uruguai
(Machado et.al. 2005; Ramella et.al. 2006) e Rio Paranapanema (Lopes et.al. 2007), que
registraram entre baixos e moderados niveis de variacdo genética, porém mostra evidéncias de
estruturacdo populacional, nesse ultimo.

A variabilidade encontrada nos dourados do Pantanal se reflete nos dados de
diversidade e diferenciacdo genética apresentados tanto para o gene mais conservado (Cit b)
quanto para a regido mais variavel (regido controle). Ambos os marcadores, apesar de suas
particularidades na deteccdo das diferengas genéticas entre organismos, corroboraram entre si
com os indices de polimorfismo genético por eles encontrados, com sutis diferencas de
valores devido a maior sensibilidade do marcador. Valores de diversidade nucleotidica
relativamente altos foram mais sensivelmente detectados pelo D-loop, embora a diversidade
haplotipica tenha sido detectada com valores altos para ambos os segmentos do DNAmt. A
variacdo desta diversidade foi pouca coisa maior entre os locais de coleta no Pantanal Norte
comparados aos no Pantanal Sul.

As médias de diversidade haplotipica para Cit b de 0,93 e para regido controle
de 0,97 revelaram a presenca de um grande nimero de hapldétipos (hapl6tipos encontrados em
apenas uma das localidades; haplétipos compartilhados por varias localidades do pantanal
norte e pantanal sul; e nenhum haplétipo comum a todas as localidades).

Os haplétipos compartilhados entre as regifes geograficas distantes e 0s baixos
valores encontrados para distancia genética intra e intergrupos evidenciaram um significativo
grau de paridade entre as populacbes das sub-bacias estudadas, demonstrando que o
estravazamento dos rios durante a cheia no Pantanal, pode estar facilitando o contato da
ictiofauna e promovendo a similaridade genetica.

Ja os resultados encontrados por Machado et.al. (2005) para a mesma espécie,
em outro sistema hidrogréfico, sugerem uma diferenciacdo genética entre as populagdes nos
diferentes rios, enfatizando que as distancias geograficas foram as responsaveis pelas
diferencas, uma vez que, populacdes vizinhas como as dos rios Sinos e Jacui ndo foram
significativamente diferentes entre si, mas foram significativamente diferentes das populacgdes

mais distantes como as rio Uruguai e Corrientes.
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A diferenca entre esses dois trabalhos reflete a importancia e a influéncia direta
do habitat no comportamento genético da espécie, pois a estruturacdo ou nao das populacdes
estudadas em ambos os casos parece estar relacionadas mais com a geomorfologia de cada
bacia hidrografica e as condigdes ambientais diferenciadas, do que com alguma
particularidade da espécie em si.

Ramella et.al. (2006) estudando a mesma espécie também na bacia do Rio
Uruguai pdde perceber uma alta variabilidade genética entre individuos e verificou uma
divisdo bem definida entre dois grupos, demonstrando, como em Machado et.al. (2005), que a
bacia do Rio Uruguai pode estar apresentando condi¢cbes ambientais que remetem a uma
maior diferenciacdo genética entre populacdes de dourados, levando-os a processos de
estruturacdo. Como comentado pelos autores, esse fato pode estar diretamente relacionado as
inimeras barragens construidas na regido. A problematica das hidrelétricas na ruptura do
percurso migratorio dos peixes, conseqliente reducdo de estoques e estruturacdo de
populacbes tem sido relatada na bacia do Parand para essa e outras espécies de dourado
(Shibatta et.al., 2007; Esguicero e Arcifa, 2009).

Na regido do Pantanal, apesar dos indmeros projetos de hidrelétricas que
tramitam pelas instancias responsaveis, poucas se encontram instaladas e em funcionamento
nos arredores da planicie pantaneira, ndo demonstrando estar influenciando até o momento,
para a estruturacdo genética populacional da espécie estudada.

Os dados de diversidade genética até agora comentados nos leva ainda, a uma
estimativa indireta da existéncia de fluxo génico entre as populagfes das sub-bacias no
Pantanal, considerando que o fluxo génico pode ser inferido indiretamente pela analise da
particdo da variacdo genética entre populacdes (Lowe et.al. 2006). E reconhecido como a
forca de coesdo que une as populacdes geograficamente separadas em uma Unica unidade
evolutiva da espécie (Allendorf e Luikart, 2007), promovendo uma associacdo entre distancia
genética e geografica. E isso pode ser identificado no presente estudo, onde a sugestiva
presenca de intenso fluxo génico esteja proporcionando uma maior similaridade genética entre
os individuos do Pantanal como um todo, independente de sua localidade mais ao norte ou ao
sul da bacia.

Essa similaridade genética entre as populagdes pode estar sendo proporcionada
também por um processo natural da regido, a coalescéncia das aguas, que promove a
conectividade temporéria entre areas isoladas ou parcialmente isoladas, durande o periodo das

enchentes e das cheias dos rios no Pantanal. Nesta época os rios transbordam do seu leito
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principal e ligam-se as baias, a outros rios, a corixos e sangradouros rompendo possiveis
limites (Alvarenga et.al., 1984; Ponce, 1995; Segovia 2000; Assine, 2003; Ab’Saber, 2007),
que aliado a imensa vagilidade e necessidade migratoria reprodutiva do dourado auxiliam no
fluxo génico e a aproximacdo genética entre as localidades a despeito de suas distancias
geogréficas. Populacbes que habitam ambientes similares, que ficam em comunicacdo, com
continua migracdo e fluxo génico podem apresentar homogeneidades genéticas (Carvalho,
1993).

Essa observacdo é ainda reforcada com os dados revelados pela Amova e Fst
calculados entre o Pantanal norte e sul, verificando-se que a variacdo genética ocorre em
maior proporgdo dentro das populacdes do que entre as regides do Pantanal. Resultados
similares, ressaltando uma maior variagdo genética dentro dos grupos do gque entre 0s grupos
populacionais, ja foram reportados para a mesma espécie em outras bacias hidrogréaficas
(Machado et.al. 2005; Lopes et.al. 2007). Estudos anteriores com outras espécies de peixes
migradores também verificaram esse padrdo de variacdo genética. No Pantanal, podemos
destacar o estudo com Zungaro jahu (Carillo-Avila, 2009) e em outras bacias hidrograficas,
os estudos em Piaractus mesopotamus (Povh et.al., 2008); Prochilodus lineatus (Revaldaves
et.al., 1997; Sivasundar et.al., 2001); Prochilodus costatus (Carvalho-Costa et.al., 2008).

A existéncia de fluxo génico entre as sub-bacias que compde a malha hidrica
do Pantanal também foi reforcada pelos valores negativos e ndo significativos do indice de
fixacdo (Fst) apresentados pelos dois marcadores genéticos utilizados. Os dois efeitos
primarios apresentados pelo fluxo génico sdo a reducdo das diferencas genéticas entre as
populacbes e 0 aumento da variacdo genética dentro das populacBes (Allendorf e Luikart,
2007). Esses dois efeitos sdo claramente visiveis nas populacdes de S. brasiliensis estudadas
no Pantanal Mato-grossense, demonstrando que estas populagfes ndo se encontram
estruturadas e que existe fluxo de genes entre as localidades, norte e sul do Pantanal.

Saliente-se que a estrutura genetica populacional refere-se a distribuicdo da
variacdo genética entre e dentro de populacbes e é consequiéncia das forgas evolutivas que
agiram nas populacdes ao longo do tempo (Nei e Kumar, 2000; Allendorf e Luikart, 2007),
como migracdo, mutacdo, selecdo e deriva. Considerando que essas forcas estdo, de certa
forma, relacionadas ao tamanho populacional, podemos sugerir que para essa especie 0
tamanho populacional efetivo pode ser bastante grande na bacia do Pantanal e que associado
aos dados até agora apresentados, pode explicar a variacdo de haplétipos encontrada, bem

como a presenca de hapldtipos Gnicos em quase todas as localidades. Naquelas espécies que
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apresentam populacdes de grandes tamanhos séo esperados altos valores de polimorfismo
genético, uma vez que as possibilidades de consanguinidade sdo reduzidas (Nei, 1977;
Frankham et.al., 2010).

Lima (2006) relatou ainda que apesar da ampla distribuicdo, S. brasiliensis
apresenta uma variagdo geografica muito pequena. Sua elevada capacidade migratéria deve
refletir um extenso contato histérico entre as populacGes da espécie na bacia Platina. A
distancia geogréafica parece ser insignificante perante a atividade migratoria da espécie, uma
vez que também existem relatos de marcacao e recaptura, onde se verifica que o dourado tem
capacidade de dispersar a longas distancias, percorrendo de 100-500 km (Bonetto et.al., 1971)
a 1440 km (Sverlij e Espinach Ros, 1986) do ponto de captura inicial.

No presente trabalho, também verificamos que a variacdo geografica entre as
populacdes estudadas se torna pequena em relacdo a variabilidade e a distancia genética
encontrada entre os grupos analisados. Essa reflexdo nos ajuda a compreender o
compartilhamento de haplétipos entre as distantes bacias.

Sivasundar et.al. (2001) também encontraram estreitas relacbes genealdgicas
entre haplétipos de DNAmt entre localidades distantes a cerca de 2600 km, para a espécie
Prochilodus linetaus no sistema Parana-Paraguai e sugeriram que a vasta area drenada pela
bacia do Parané e a elevada vagilidade de Prochilodus dentro da bacia poderia ter impedido a
separacdo de sub-populacdes por longos periodos evolutivos.

Tanto Prochilodus como Salminus sdo peixes migradores, principalmente em
periodos reprodutivos quando nadam rio acima para dar fluéncia a um processo biolégico
natural. Nessa subida, acabam se misturando com cardumes ou populacgdes originarios de sub-
bacias diferentes, gerando oportunidades de trocas genéticas entre diferentes populacdes
geograficas.

Isso corrobora a idéia que a migracdo € muito mais efetiva em restaurar a
diversidade genética do que a mutacdo (Frankham et.al., 2010). Como apresentado por este
trabalho, os dourados no Pantanal Mato-grossense revelam que as diferencas se encontram
mais dentro das populagdes do que entre elas.

Os resultados referentes as anélises das redes haplotipicas, sugeriram a
presenca de momentos de expansdo nas populacdes do pantanal sendo sua validade
confirmada por meios dos testes de neutralidade seletiva que com seus valores negativos (que

ndo rejeitam a hipdtese nula) corroboraram com a hipétese de expansdo populacional. No
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entanto, diferencas foram detectadas nas andlises de distribuicdo das diferencas (“mismatch
distribution”) entre os dois marcadores genéticos utilizados.

Para o gene Cit b foi observado um padrdo unimodal da curva de diferencas,
que € indicativo de uma recente expansdo populacional (Slatkin e Hudson, 1991; Rogers e
Harpending, 1992; Harpending et.al., 1998) ou de um certo grau de expansao com altos niveis
de migracéo entre demes vizinhos (Excoffier, 2004). Reforgando ent&o os resultados das redes
e testes de neutralidade realizados.

Mas o observado para a regido controle, por essa mesma andlise, foi
contraditério aos dados de expansdo, ja que foi verificado para esse marcador um padrdo de
curva multimodal, sugerindo a ocorrénica de populacdes estaveis. Padrdes de curvas bi- ou
multimodais geralmente sdo apresentado por populacfes estaveis, e curvas unimodais Sao
freqientemente observadas em populacdes que sofreram expansdo demogréafica recente
(Rogers e Harpending, 1992; Harpending, 1994).

Embora essa disparidade tenha sido encontrada nos distintos marcadores,
acredita-se que ao associarmos os dados moleculares obtidos para S.brasiliensis em estudo,
aos aspectos paleomorfoestruturais da bacia do Pantanal poderemos compreender melhor o
comportando genético das populagdes desse grupo de peixes no tempo e espaco.

Considerando que a presenca dos haplotipos compartilhados entre o pantanal
norte e o sul possa refletir algum polimorfismo ancestral enfatizando que ndo houve tempo
suficiente para separacdo entre os grupos populacionais na regido do Pantanal Mato-
grossense, a presenca de hapl6tipos Unicos sugere que também pode estar em curso alguma
diferenciacdo entre essas populacdes. A presenca desses hapl6tipos Gnicos pode ser vista em
muitas espécies principalmente quando a diversidade genética esta sendo analisadas em nivel
de sequiéncias de DNA, além disso, esses haplotipos sdo criados por mutacdes mais recentes e
tornam-se cada vez mais raros nas especies, em geral, ficando mais restritos geograficamente
(Templeton, 2006).

Varios autores revelam que o Pantanal Mato-grossense como nés o
conhecemos hoje se originou de uma seqliéncia evolutiva de eventos paleogeograficos
condicionados por mudancas climaticas e tectdnicas que permearam por milhares de anos
intercalando-se entre periodos de estabilidade tectonica e intensos processos de atividade
geoldgica que perduram do Pleistoceno até os dias atuais (Almeida, 1949; Assine, 2003;
Ab’Saber, 2007).
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Seus leques aluviais foram desenvolvidos entre 23 e 13 mil anos atras passando
de drenagens raquiticas, canais anastomosados, leitos trancados a rios meandricos de
diferentes padrdes e potenciais (Ab’Saber, 2007), onde canais temporarios se tornaram
permanentes, penerizando rios, criando pantanais e enriquecendo a ictiofauna (Assine, 2003).

O desenvolvimento do Pantanal ndo foi um evento isolado, fez parte do
processo geoldgico evolutivo do sistema hidrogréfico da América do Sul, que ocorreu durante
o0 Cretaceo e Cenozoico (Lundberg et.al.,1998).

A diversidade de peixes neotropical tem uma longa e complexa historia
temporal ligada & génese dos sistemas fluviais. Iniciou-se antes da separacdo completa da
América do Sul com a Africa, tornando-se essencialmente moderna no fim do Mioceno
(23M.a). O padrdo de drenagem sul americano durante um periodo de aproximadamente
90M.a foi submetido a trés longos processos de desenvolvimento, sendo moldado por
eventos tectdnicos globais e orogenéticos (Lundberg et.al.,1998; Ribeiro, 2007)

Diante desses aspectos podemos perceber que tanto a formacdo da prépria
bacia quanto de sua ictiofauna ocorreram de forma oscilante, entre eventos de estabilidade e
de alteracbes geoclimaticas extremas, ao longo do tempo geoldgico, e que esses eventos
foram se desenvolvendo em um processo de cadeia evolutiva interligados entre toda a regido
Sul Americana.

Assim sendo, as relacdes de expansdo demogréafica recente, ilustradas pelas
redes haplotipicas e corroboradas pelos testes estatisticos podem estar refletindo esse estagio
de desenvolvimento da bacia hidrografica do Pantanal e o estabelecimento de sua ictiofauna
acompanhando as alteracbes geoclimaticas ocorridas em um passado recente, de
aproximadamente 13 mil anos conforme Ab"Saber (2007). Além disso, ressalta-se que ndo
houve tempo suficiente para uma separacdo genética das populacdes de dourado entre regides
mais ao norte e mais ao sul do Pantanal e que, com o evento da reproducdo, um provavel
numero alto de migrantes esteja proporcionando fluxo génico suficiente para manter a
variabilidade e a conectividade genética entre essas areas.

O quadro de expansdo demografica recente para popula¢fes no Pantanal Mato-
grossense também foi observado em componentes da avifauna pantaneira obtidos com
analises da Regido Controle (dominio I) (Lopes et.al., 2007b). Eles associaram as respostas
dessas populacbes de aves as mudangas climéaticas ocorridas nas areas alagaveis durante o

ultimo periodo de glaciacao, hipotetizando um tempo médio de 30.843 e 14.233 anos atras.
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Ressalta-se com isso a importancia que o desenvolvimento geomorfoldgico, as
alteracbes paleoclimaticas e 0s eventos tectdnicos propiciaram no estabelecimento e
adaptacdo das espécies de animais na imensa area alagavel que é o Pantanal. Independente do
taxa, as espécies parecem apresentar, num contexto geral, padres similares na sua historia
demografica.

Em sintese, as anélises com os marcadores mitocondriais revelam que as
populacdes de S.brasiliensis em toda a bacia do Pantanal Mato-grossense ndo se encontram
geneticamente estruturadas, mostrando variabilidade genética relativamente alta; apresentam
expansdo populacional; curtas distancias genéticas e diferencas ndo significantes entre sub-
bacias sugerindo a ocorréncia de fluxo génico entre elas. E possivel que esse quadro se revele
dessa forma devido as caracteristicas bioldgica da espécie e as particularidades da regido a

qual ela parece estar adaptada.
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V.2- Anélise filogeografica e variabilidade genética de Salminus brasiliensis na bacia do

Rio da Prata: Uma comparacao entre o Pantanal e as sub-bacias do Parana e Uruguai.

V. 2. - Resultados

A coesdo genética entre as populagdes naturais de S.brasiliensis na bacia do rio
da Prata foi estimada por meio do seqiienciamento parcial do DNAmt, com dois marcadores
moleculares: Citocromo b (Cit b) e Regido Controle (d-loop) primeiro dominio.

Foram analisados 109 individuos, coletados nas sub-bacias do Alto
Paraguai/Pantanal (n=97), do Uruguai (n=6) e Parand (n=6). Dos quais, 73 individuos
obtiveram sucesso no sequienciamento do gene codificador Cit b e 93 tiveram qualidade nos
sequenciamentos da regido controle. Os resultados para cada um dos marcadores sdo

apresentados separadamente.

V.2.1-Citocromo b (Cit b)

V.2.1.a — Estimativas de variabilidade genética

O seqlienciamento das 73 amostras obtidas gerou fragmentos de 710pb com 70
sitios polimarficos. A variacdo neste marcador resultou em 29 haplétipos distribuidos entre as
localidades como apresentado na Tabela 13. Nenhum haplotipo esteve presente em todas as
trés sub-bacias, no entanto, hapl6tipos comuns foram compartilhados entre: Uruguai e
Pantanal (Paraguai), Uruguai e Parana (Tabela 13).

A relacdo transicdo/ transversdo total (R) estimada a partir do conjunto de
dados foi 64,955 sendo a média das freqliéncias de nucleotideos: A(26,5%), T(28,4%),
G(15,5%) e C(28,1%). Em sua maioria as mutacOes ocorreram na terceira base do codon
sendo do tipo transicdo (92%), como é o esperado para esse marcador. Foram registradas oito
mutacdes em comum entre a sub-bacia do Pantanal e do Uruguai, entre Pantanal e Parana néo
foram encontradas mutacBes compartilhadas, a sub-bacia do Parand compartilhou duas

mutacdes apenas com Uruguai (Tabela 13 e Anexo 3).
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Tabelal3 — Variacdes encontradas no fragmento seqtienciado do Cit b para S. brasiliensis, nimero e frequiéncia de haplétipos em cada sub-bacia. Em negrito as bases
nucleotidicas mutadas. Os nimeros correspondem a posicdo da base na sequéncia génica. Pan (bacia Pantanal), Uru (bacia Uruguai), Par (bacia Parana.

Haplotipo Seqiiéncias de bases mutadas Pan  Uru  Par
2.47 1316 31 34 40 55 91 100 103 106 124 154 157 169 178 187 202 220 221.226 229 232 238 253 265 271 274 277 289 319 328 340 343 352 355 358 364 379 394 397 403 414.424 436 478 490 505 508 509 514 553 565 583 586 595 604.621 622 628 640 646 648.661 667 679 694 709

Cbh1l ACATCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 8
Ch2 ACATCACTCATTGACCTACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 11 1 -
Cb3 ACATCACTCATTGACCTACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAT 5 - -
Ch4 ACATCACTCATTGACCTACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAGACACTCACTAT 1 - -
Cb5 ACATCACTCATTGACCCACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAT 1 - -
Ch6 ACGTCACTCATTAACCTACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Cb7 ACATCACTCATTAACCCACGCGCCTCAGCCCAACACTAGCATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Ch8 ACATCACTCATTAACCTACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 8 - -
Ch9 ACACCACTCATTGACCTACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Cb10 ACATCACCCATTGACCTACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Cbh11 ACATCGCCCATTGACCTACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 1 -
Cbhi12 ACATCACTCATTGACCTACGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTGC 2 - -
Cbh13 ACATCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCGCTAC 7 - -
Cbhi14 ACATCACTCATTGACCTGCGCACCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCTCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Cbi1s ACATCACTCATTGACCTGCGCACCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Cbhi16 ACATCACTCATTGACCTGCGCACCTCAGCCTAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Cbh17 ACGTCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Cbh18 ACGTCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCGACACTAATATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Cbh19 ACGTCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCAACACTAATATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 5 - -
Cb20 ACGTCACTCATTGACCCGCGCGCCTCAGCCCAACACTAATATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 2 - -
Ch21 ACGTCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCAACACTAATATCTCTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Cbh22 ACGTCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCAACACTAATATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACCAC 1 - -
Cbh23 ACGTCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCAACACTAATATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTAACTAC 1 - -
Cbh24 ACATCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCAACACTAATATCTTTAAAGGCCCTTCAAACACTCACTAC 1 - -
Ch25 ACATCACTCATTGACCTGCGCGCCTCAGCCCAACACTAGTATCTTTAAAGGCCCTTCAAGCACTCACTAC 1 - -
Cbh26 GTATTATCTGCCGGTTCATATGTTATGATTCAGTTTCGATGCTCTCAGGAATCTCTTGGATGTCCGTCGC 1 1
Cbh27 GTATTATCTGCCGGTTCATATGTTATGATTCAATTTCGATGCTCTCGGGAATCTCTTGGATGTCCGTCGC - 2
Cbh28 ATATTATCTGCCGGTTCATATGTTATGATTCAGTTTCGATGCTCTCAGGAATCTCTTGGATGTCCGTCGC - 1
1

Ch29

ATATTATCTGCCGGTTCATATGTTATGATTCAATTTCGATGCTCTCGGGAATCTCCTGGATGTCCGTCGC
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Considerando todos os individuos amostrados, 0 namero medio de diferencas
nucleotidicas (k) encontrado entre os haplotipos é de 10,4224, resultando em uma diversidade
haplotipica média (Hd) de 0,936 e diversidade nucleotidica de 0,0147. Os niveis de
variabilidade genética para cada uma das sub-bacias pode ser verificado na Tabela 14. A
populacdo do Uruguai apontou maior indice de diferenca nucleotidica entre seus haplotipos e
consequentemente uma maior diversidade nucleotidica comparada as popula¢es do Pantanal

e Parana.

Tabela 14 — Diversidade genética observada nas populagdes de S.brasiliensis para cada sub-bacia. N= tamanho
da amostra; h= niimero de haplotipos; k=média do nimero de diferencas; Hd= diversidade haplotipica; Pi(r) =
diversidade nucleotidica.

N h Hd Pim K S
Pantanal 65 25 0,926 0,00346 2459 21
Parana 5 4 0,900 0,00310 2,200 4
Uruguai 3 3 1,000 0,05164 36,666 56

A estimativa das diferengas evolutivas entre as populages de S.brasiliensis
inferida pela distancia genética (p distance) mostrou que a média de distancia genética geral é
de 1,5%. A Tabela 15 traz as distancias calculadas entre as sub-bacias, bem como, a média
dentro de cada populacdo.
Tabela 15- Estimativa da distancia genética pareadas dentro e entre 0s grupos populacionais de S. brasiliensis

nas sub-bacias do Prata. d (média): distancia genética intra populacional. Os valores das distancias estdo em
porcentagem (%).

Pantanal Parana Uruguai  d (media)

Pantanal 0,3
Parana 7,7 0,3
Uruguai 2,8 51 5,2

A sub-bacia do Parand apresentou maior distancia genética entre Pantanal,
seguido de Uruguai. Enquanto a distancia entre Pantanal e Uruguai foi ligeiramente menor,
apesar de ter um valor estimado consideravel. Outro pardmetro analisado foi o indice de
disparidade por pb (ID) que também apresentou valores bem altos do Parana em relagdo as

duas outras localidades (valores ndo apresentados).
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V.2.1.b — Estimativas de estruturacéo populacional e inferéncia filogeografica

A Anélise da Variancia Molecular (AMOVA) obtida para o fragmento do gene
Cit b indicou que as maiores variacfes ocorreram dentro das populacGes do que entre 0s
grupos (Tabela 16). O valor estimado do Fst na amova de 0,04588 (p= 0,32845+0,01427) néo

foi significativo, ndo demonstrando diferenca entre as amostras.

Tabela 16- Analise da variancia molecular (AMOVA), Fst, entre as populacdes de S.brasiliensis no Pantanal,
Parana e Uruguai. Significancia do teste (1023 permutacdes).

Fonte da variagéo Graus de Soma dos Componentes de  Porcentagem
liberdade quadrados variancia de variacéo

Entre os grupos 2 1,268 0,02417 Va 4,96
Entre as populagbes 8 3,618 -0,00182 Vb -0,37
dentro dos grupos
Dentro das 62 28,812 0,46472 Vc 95,41
populaces

Total 72 33,699 0,48706 -
indices de Fixacio FSC: -0,00393 FST: 0,04588 FCT:0,04962 -
Valores de p 0,54839+0,01298 0,32845+0,01427 0,11144+0,01046 -

Ja os valores de Fst par-a-par demonstraram a ocorréncia de subdivisao
populacional significativa entre as populaces do dourado da sub-bacia do Pantanal e Parana
(0,08383*). Pantanal e Uruguai ndo tiveram valores significantes (-0,01373) assim como
Paranda e Uruguai (-0,00962). Considerando-se o valor de significancia *P< 0,05.

A rede de relacdo filogenética entre os haplétipos observados nas sub-bacias é
apresentada na Figura 8, mostrando uma separacao entre dois conjuntos de haplétipos bem
definidos por 51 passos mutacionais. Tais conjuntos correspondem as sub-bacias do Pantanal
(na parte superior da rede) e Paranad (na parte inferior da rede), sendo que a sub-bacia do
Uruguai compartilha haplétipos nos dois conjuntos ilustrados (Figura 8).

O haplétipo mais freqlente foi 0 Cb2 representado na rede como o ancestral de
qual partem todos os demais ramos e suas derivacdes, inclusive o ramo maior que engloba os
haplotipos encontrados na amostragem do Parana.

A rede possui uma configuracdo estrelada demonstrando que as ramificagoes
partem dos hapotipos mais freqlientes em direcdo aos hapldtipos Unicos (exclusivos). Este

formato de rede é tipico de popula¢Ges em expanséo.
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Sub-bacias:
O Pantanal
@ Parana
@ Uruguai

Figura 8 - Rede de haplétipos de S.brasiliensis referente ao marcador molecular Cit b evidenciando o
relacionamento entre trés sub-bacias. Os circulos representam os haplotipos identificados por letras e nimeros
(Cb1,Ch2...). O tamanho do circulo indica a frequéncia do haplétipo na amostra e os losangos vermelhos
indicam os haplétipos intermediarios inferidos que ndo foram encontrados nas amostras. Cada linha representa a
distancia por passos mutacionais (nimeros em vermelho nas linhas). A rede foi desenhada pelo programa
Network.

Os testes de neutralidade realizados (Tajima’s D, Fu and Li’s D*, Fu and Li’s
F* e Fu’s de F) ajudaram a compreender a hipotese levantada na rede haplotipica. Na analise
da populacdo em geral os resultados dos testes (D= -0,92616; D*= 0,84042 e F*= 0,17044 )
ndo foram significantes (p>0.10), n&o rejeitando a hipotese nula de neutralidade. O teste D de
Tajima apresentou valor negativo, indicativo de populacdo em expanséo.

Quando as sub-bacias foram analisadas separadamente foram observados
valores negativos para alguns dos testes (Tabela 17), esses valores também ndo foram
significativos (p>0.10). Devido o numero amostral ser inferior a0 minimo exigido por estes

testes (5amostras), ndo foi possivel obter resultados para a sub-bacia do Uruguai.

Tabela 17. Testes de neutralidade aplicados as sequiéncias do fragmento do Cit b de S. brasiliensis em cada uma
das sub-bacias amostradas.

Pantanal Parana Uruguai
Tajima’s D -1,37117 0,95707 -
Fuand Li'sD*  -2,50528 0,95707 -
Fuand Li's F*  -2,49674  0,97418 -
Fu'sde F -18,337 -0.84824 -

Tendo em vista as diferengas apresentadas em alguns testes de neutralidade

entre Pantanal e Parand, foram realizados outros dois: o teste exato de Fisher’s e 0 Codon-Z.
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Para verificar a possibilidade de rejei¢do da hipotese nula de neutralidade estrita em favor da
hipdtese alternativa de selecéo positiva.

Os resultados obtidos no primeiro teste mostraram valores significantes
(p<0,05) para a sub-bacia do Parané e para um individuo do Uruguai em rela¢do a todos os
outros individuos amostrados. A analise do Codon-Z também revelou valores significantes
para a bacia do Parana; incluindo mais seis individuos da sub-bacia do Pantanal. Ambos o0s
testes indicaram rejeicao da hipdtese nula de neutralidade para esse grupo amostral.

Nas curvas da analise de distribuicdo das diferencas, as sub-bacias ndo
apresentaram padrdes similares. Ao se analisar juntamente Pantanal, Parana e Uruguai o
padrdo de curva encontrado foi do tipo multimodal, presente em popula¢des que estdo em
certo equilibrio (Figura 9a). No entanto, na analise individual de cada sub-bacia verificamos
um padrdo multimodal apenas na populacdo do Uruguai (Figura 9b) enquanto que nas
populacbes do Pantanal e do Parana o constatado foi um padrdo de curva unimodal,
coincidente com o esperado para um modelo de expanséo populacional (Figura 9d e 9c). Estes
resultados sdo apoiados com os valores encontrados no teste da soma dos desvios dos
quadrados SSD calculado no programa Arlequim.

Para compreensdo da relagdo filogenética intra-especifica desse grupo de peixe
nas sub-bacias estudadas, foi realizada uma analise de agrupamento com a construcdo da
arvore filogenética de neighbor joining. A topologia da arvore mostra agrupamentos com
valores fortemente suportados por bootstrap (> 75%) separando a sub-bacia do Pantanal e a
sub-bacia do Parana (Figura 10). Para a significancia dos valores de bootstrap levou-se em
consideracgdo que os valores: bootstrap > 75% sdo fortemente suportados; bootstrap 50 -74%

sdo fracamente suportados e bootstrap < 50% néo sdo suportados ( Lowe et al., 2006).
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Figura 9. Gréficos da distribuicdo das diferencas (“mismatch distribution”) obtidos para as seqiiéncias do
fragmento do Cit b de S.brasiliensis. Em: A Padrdo de curva apresentado na analise conjunta das sub-bacias
(Pantanal, Parana e Uruguai); B Sub-bacia do Uruguai; C Sub-bacia do Pantanal e D Sub-bacia do Parana. A
significancia dos desvios entre as curvas observadas e as esperadas pelo modelo de expansdo populacional foi
dada pela soma dos desvios dos quadrados (SSD).
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Um grupo monofilético redne todos os individuos amostrados da sub-bacia do
Pantanal e dois dos individuos da sub-bacia do Uruguai. Enquanto o segundo grupo, mais
abaixo na arvore separa todos os individuos da sub-bacia do Parand e um individuo do
Uruguai. Esses dois “clados” apresentam um alto valor de suporte. O individuo de S. hilarii
utilizado como grupo externo se separa dos dois grupos, entretanto ficando mais proximo do

grupo do Parana.

Nota-se que dentro do grupo da sub-bacia do Parand ocorre outra divisdo
(intra-populacional), destacando um grupo com individuos s6 do rio Mogi Guagu e outro

grupo com membros do rio Mogi Guagu mais um individuo do rio Uruguai.

V.2.2- Regido Controle (D-loop)

V.2.2.a - Estimativas de variabilidade genética

Foram sequenciados 93 individuos os quais geraram fragmentos de 633pb com
92 sitios polimorficos e quatro gaps. Essas variantes polimorficas originaram os 47 hapl6tipos
distribuidos entre as sub-bacias do Pantanal, Parana e Uruguai (Tabelal8). Nenhum haplétipo
esteve presente em todas as localidades, no entanto, haplétipos comuns foram compartilhados
entre: Uruguai e Pantanal (Paraguai), Uruguai e Parana (Tabelal8).

A relacdo transicdo/ transversao total (R) estimada a partir do conjunto de
dados foi 10,111 sendo a média das freqiéncias de nucleotideos: A(31,1%),T(34,2%),
G(17,4%) e C(17,3%). Conferindo um contetdo A-T maior que G-C, como ja esperado para o
marcador em questdo. Muitas das alteracbes foram compartilhadas entre as distintas
localidades (Tabela 18 e Anexo 4). Pantanal e Uruguai apresentaram o maior nimero de
mutacBes comuns (22), diferentemente de Pantanal e Parand que possuem apenas quatro
mutacBes comuns; em contrapartida foram registradas 40 diferencas fixadas no grupo Parana
em comparacdo ao Pantanal. O Parana e Uruguai partilnaram seis mutagdes.

O haplotipo mais freqiiente foi D4, que por essa razdo também ocupou a

posicdo ancestral na rede haplotipica, dele derivaram todos os demais haplétipos (Figura 11).
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Tabela 18 - Variacdes encontradas no fragmento seqiienciado da regido controle. para S. brasiliensis, nimero e freqiiéncia de haplétipos em cada sub-bacia. Em negrito as
bases nucleotidicas mutadas. Os nimeros correspondem a posicéo da base na sequéncia génica. Pan (bacia Pantanal), Uru (bacia Uruguai), Par (bacia Parana).

Haplétipo Seqliéncias de bases mutadas Pan Uru Par
ig:zg?g%z%i%gé 21083185345&512? 125127 129 135 144 145 151 153 154 172 174 176 179 190 200 206 246 250 261 262 265 268 284 286 289 293 295 300 303 306 309 311 317 320 322 330 336 337 341 348 350 351 352 353 355 360 366 372 373 387 394 395 398 399 406 412 413 415 416 420 446 455 462

D1 TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTATTCGCTATAATCTTTTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA 5 - -
D2 TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATTTTCTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA 3 - -
D3 TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTTTTCCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA 1 - -
D4 TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTTTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA 10 - -
D5 TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATTTTTTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA 7

D6 TAAAACCTTCGTATATCAACTGATTGGCATTTACGAAATTCTCACAGTCTTGTACTCGCTACAATCTTTTTTCTAGCTCACATTAAGCTACCATTA 2 - -
D7 TAAAACCTTCGTATATCAACTGATTGGCATTTACGAAATTCTCACAGTCTTGTACTTGCTACAATCTTTTTTCTAGCTGACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D8 TAAAACCTTCGTATATCAACTGATTGGCATTTACGAAATTCTCACAGTCTTGTACTCGCTACAATCTTTTTCCTAGCTGACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D9 TAAAACCTCTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTACAATTTTTTTCTCAGTTAACATTAGGCTACCATTA 3 - -
D10 TAAAACCTCTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTACAATCTTTTTCTTAGTTAACATTAGGCTACCATTA 1 1 -
D11 TAAAACCTCTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTACAATCTTTTTCTCAGTTAACATTAGGCTACCATTA 2 - -
D12 TAAAACCTCTGTATATCAACTGATTGACATTTACGGAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTCTCAGTTAACATTAGGCTACCATTA 1 - -
D13 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTATAATCTTTTCCCTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 2 1 -
D14 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTCCTAGTTGACATTAAGCTACCATTA 2 1 -
D15 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATCCGCTACAATCTTTTTCCTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 2 - -
D16 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTCCTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D17 TAAAATCTTTACATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTCTTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D18 TAAAATCTTTACATATCGACTGGTTGACATTCACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTCTTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 3 - -
D19 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTTGCTACAATCTTTTTCTTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D20 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTCTTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D21 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTTTTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 4 - -
D22 TAAAATCCTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTTTTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D23 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTGCAATCTTTTTCCTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D24 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTGTTCGCTACAATCTTTTTCCTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 2 - -
D25 TAAAACCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTGTTCGCTTCAATCTTTTTCCTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 2 - -
D26 TAAAATCCTTGCATATCGGCTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTTTTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D27 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACAGTCTTGTATTTGCTACAACCTTTTTCCTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D28 TAAAATCTTTGCATATCGACTGGTTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTATTCGCTACAATCTTTTTCTTAGTTGATATTAAGCTACCATTA - 1 -
D29 TAAAACCTTTGTATATCGACTGATTGACACTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTACAATCTTTTTCCTAGTTAACATTAAGCTACCATTA 2 - -
D30 TAAAACCTTCGTATATCAACTGATTGGCATTTACGAAATTCTCACAGTCTTGTACTCGCTACAATCTTTTTTCTAGCTGACATTAAGCTACCATTA 3 - -
D31 TAAAACCTTCGTATATCAACTGATTAGCATTTACGAAATTCTCACAGTCTTGTACTCACTACAATCTTTTTTCTAGCTGACATTAAGCTACCATTA 1 - -
D32 TAAAACCTTTGTATGTCAACTGACTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTTCTCCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA 1 - -
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D33

TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTATTCGCTATAATCTTTCTCCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA

D34

TAAAACCTTTGTACATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTTTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCGTTA

D35

TAAAACCTTTGTATATCAACTAATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTTTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA

NN

D36

TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATTTTTTTTCTAGTCAACATTAGGCTACCATTA

D37

TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACCCGCTATAATCTTTTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA

D38

TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTCTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA

D39

TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTTACGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTTTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA

D40

TAAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTACAATTTTTTTCCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA

D41

TAAAACCTCTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTTGCTACAATCTTTTTCTCAGTTAACATTAGGCTACCATTA

D42

AGAAACCTCTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAGATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTTTTCTCAGTTAACATTAGGCTACCATTA

D43

AGAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCGCGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTTTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCATTA

D44

AGAAACCTTTGTATATCAACTGATTGACATTTACGAAATTCTCACGGTCTCGTACTCGCTATAATCTTTTTTCTAGTTAACATTAGGCTACCGTTA

N R

D45

TAGAACTTTCGCGCTGTAATCAACAGATGTCTGTAAGGCCTCCATAACTCTACAGTTGTAATGTTT-CTCCTTTTATCAGCG-CGA-TCCGTTACC-

D46

TAGAATTTTCGCGCTGTAATCAACAGATGTCTGTAAGGCCTCCATAACCCTATAGTTGTAATGTTT-CTCTTTTTATCAGCG-CGA-TCCGTTACC-

D47

TAAGGCTTTCGCGCTGTAGTCAACAGATGTCTGTAAGGCTCCCATAGTCCTACAGTTGTAATGTTT-CTTTTTTTATCAGCG-CGA-TCCGTTACC-

wlN -]
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Levando em consideracao todas as populagdes estudadas, o numero médio de
diferencas nucleotidicas (k) para o fragmento sequienciado da regido controle foi de 14,74427
que resultou em uma diversidade haplétipos média (Hd) de 0,976 e diversidade nucleotidica
(r) de 0,02344. Os niveis de variabilidade genética para cada uma das sub-bacias pode ser
verificado na Tabela 19. A populacdo do Uruguai apontou maior indice de diferenca
nucleotidica entre seus haplotipos e conseqiientemente uma maior diversidade nucleotidica

comparada as populacdes do Pantanal e Parana.

Tabelal9 — Diversidade genética observada nas populacdes de S.brasiliensis de cada sub-bacia. N= tamanho da
amostra; h= nimero de haplétipos; k=média do nimero de diferencas; Hd= diversidade haplotipica; Pi(x) =
diversidade nucleotidica.

N H Hd Pim K S
Pantanal 81 42 0,968 0,01200 7,5463 44
Parana 6 3 0,733 001134 7,133 13
Uruguai 6 6 1,000 0,03943 24,800 65

As diferencas evolutivas entre as populac6es de S.brasiliensis foram inferidas pela
distdncia genética (p distance) que apontou uma média geral de 2,3%. As distancias
calculadas entre as sub-bacias, bem como, a média dentro de cada populacao esta relatada na
Tabela 20.

Tabela 20- Estimativa da distancia genética pareadas dentro e entre os grupos populacionais de S. brasiliensis de

cada sub-bacia. d (média): distancia genética intra populacional. Os valores das distancias estdo em porcentagem
(%).

Pantanal Parana Uruguai  d (media)

Pantanal 1,2
Parana 9,3 1,1
Uruguai 2,6 8,0 3,9

A sub-bacia do Parané apresentou valores altos de distancia genética em relacéo
ao Pantanal e Uruguai, enquanto para as duas ultimas a distancia foi bem menor. Outro
parametro analisado foi o Indice de disparidade por pares de base (ID) que nio obstante
atribuiu valores maiores entre Parana e Pantanal (1,4%). Os demais foram Parand X Uruguai
(0,7%) e Pantanal X Uruguai (0,5%).
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V.2.2.b — Estimativas de estruturacéo populacional e inferéncia filogeografica

A Analise da Variancia Molecular (AMOVA) estimada para o fragmento da
regido controle indicou que as maiores variagcbes ocorreram dentro das populacdes do que
entre as populagbes (Tabela 21). O valor estimado do Fst na amova é de 0,06657
(p=0,05279+0,00730) foi significativo, demonstrando certa diferenga entre as amostras.

Tabela 21- Analise da variancia molecular (AMOVA), Fst, entre as populacdes de S.brasiliensis no Pantanal,
Parana e Uruguai. Significancia do teste (1023 permutacdes).

Fonte da variagéo Graus de Soma dos Componentes de  Porcentagem
liberdade quadrados variancia de variacéo

Entre os grupos 2 1,715 0,03569Va 6,96
Entre as populagbes 9 4,197 -0,00154 Vb -0,30
dentro dos grupos
Dentro das 82 39,259 0,47876Vc 93,34
populaces

Total 93 45,170 0,51291 -
indices de Fixacio FSC: -0,00323 FST:0,06657  FCT: 0,06958 -
Valores de p 0,67449+0,01805 0,05279+0,00730 0,00391+0,00233 -

Os valores de Fsr par-a-par igualmente demonstraram a ocorréncia de
subdivisdo populacional significativa entre as popula¢bes do dourado da sub-bacia do
Pantanal e Parana (0,12061*). Pantanal e Uruguai ndo tiveram valores significantes (0,00827),
assim como Parana e Uruguai (0,05455). Considerando-se o valor de significancia *P= 0,05
(1023 permutacdes).

A rede de relacdes entre os haplotipos das sub-bacias estudadas é apresentada
na Figura 11. Pode-se verificar a separacdo entre dois conjuntos de hapl6tipos, bem definidos
por 55 passos mutacionais. Tais conjuntos correspondem as sub-bacias do Pantanal (na parte
superior da rede) e Parand (na parte inferior da rede), sendo que a sub-bacia do Uruguai
compartilha haplétipos nos dois conjuntos ilustrados (Figura 11).

O haplotipo mais fregiiente foi 0 D4 representando na rede o parental de qual
partem todos os demais ramos e suas derivacfes. De forma abrangente a rede apresenta uma
configuracdo estrelada com ramificagdes partindo dos haplétipos mais frequentes e
direcionando-se a hapldtipos Unicos (exclusivos). Este formato de rede é tipico de populacbes

em expansao.
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Figurall- Rede de haplétipos de S.brasiliensis referente a regido controle (D-loop), evidenciando o
relacionamento entre trés sub-bacias. Os circulos representam os haplétipos identificados por letras e nimeros
(D1,D2...). O tamanho do circulo indica a freqtiéncia do hapl6tipo na amostra e 0s losangos vermelhos indicam
0s haplétipos intermediarios inferidos que ndo foram encontrados nas amostras. Cada linha representa a distancia
por passos mutacionais (nimeros em vermelho). A rede foi desenhada pelo programa Network.

Os testes de neutralidade realizados (Tajima’s D, Fu and Li’s D*, Fu and Li’s
F* e Fu’s de F) ajudaram a compreender a relacdo evolutiva apontada na rede haplotipica. Na
analise da populacdo em geral os resultados dos testes (D= -0,71517; D*= 1,12462 e F*=
0,42793 ) nao foram significantes (p>0.10) e FuFs (FS= - 5,48604 , p=0,4350), de forma que
todos eles ndo rejeitaram a hipdtese nula de neutralidade. O teste D de Tajima apresentou
valor negativo, indicativo de populacdo em expansao.

Analisando separadamente cada sub-bacia foram observados valores negativos
para todos os testes em Pantanal e Uruguai; ja Parana revelou valores positivos (Tabela 22).
Contudo, os valores encontrados ndo foram significativos para nenhum dos testes (p>0.10),

exceto para o teste de FuFs do Parana que apontou significancia.

Tabela 22 - Testes de neutralidade aplicados a cada uma das populacfes de S. brasiliensis amostradas em cada
sub-bacia, referentes a regido controle (D-loop).

Pantanal Parana Uruguai
Tajima’s D -0,59956 1,54626  -0,91379
Fuand Li'sD*  -0,58329 1,17320  -0,92284
Fuand Li'sF*  -0,70634 1,35825  -1,01070
Fu'sde F -20,6698 3,87153°  0,34018

(*significante, p=0,9630)
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Foi realizada uma anélise conjunta das sub-bacias (Pantanal, Parané e Uruguai)
para avaliar as curvas de distribuicdo das diferengas (“mismatch distribution”). O resultado
encontrado foi um padrdo de curva do tipo multimodal, habitualmente presente em
populacbes que estdo equilibrio (Figura 12a).

Esse padrdo de curva multimodal manteve-se presente nas analises individuais
de cada sub-bacia. Na populacdo do Pantanal as curvas foram mais suaves (Figura 12b)
enquanto que nas populacdes do Uruguai e do Parana foram constatados picos mais evidentes
e distantes (Figura 12d e 12c). Estes resultados sédo apoiados com os valores encontrados no

teste da soma dos desvios dos quadrados SSD calculados no programa Arlequim.

01 4 Exp
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Figura 12. Gréficos das curvas de distribuicdo das diferengas “mismatch distribution” obtidos para as
seqliéncias do fragmento da regido controle de S.brasiliensis. Em: A- Padrdo de curva apresentado na andlise
conjunta das sub-bacias (Pantanal, Parand e Uruguai); B- Sub-bacia do Uruguai; C- Sub-bacia do Pantanal e D-
Sub-bacia do Parand. A significancia dos desvios entre as curvas observadas e as esperadas pelo modelo de
expansdo populacional foi dada pela soma dos desvios dos quadrados (SSD).

Por fim, foi realizada uma andlise de agrupamento com a construcdo da arvore
de neighbor- joining para compreensdo da relacdo filogenética intra especifica desse grupo de
peixe nas sub-bacias estudadas. A topologia da arvore revelou agrupamentos com valores
fortemente suportados de bootstrap (> 75%) separando a sub-bacia do Pantanal e a sub-bacia

do Parana (Figural3) da mesma forma como foi visualizado com o marcador Cit b.
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Figural3 - Arvore génica utilizando neighbor- joining para o fragmento da regi&o controle de S.brasiliensis das
diferentes localidades estudadas. Individuos da sub-bacia do Pantanal, da sub-bacia do Parana e da sub-bacia do
Uruguai. Como grupo externo foi usado 0 mesmo fragmento da regido controle de S.hilarii do rio Piui-SP.



85

Esta arvore ilustra dois clados. Um grupo monofilético que retne os individuos
da sub-bacia do Pantanal e dois individuos da sub-bacia do Uruguai, e outro grupo, incluindo
os individuos da sub-bacia do Parana e um individuo do Uruguai, sustentado com alto valor
de bootstrap. Novamente o individuo de S.hilarii utilizado como grupo externo se separa dos
dois grupos, ficando mais préximo do grupo do Parana.

Note-se que, novamente, dentro do grupo da sub-bacia do Parana ocorre outra
divisdo intra-populacional, destacando um grupo com individuos s6 do rio Mogi Guagu e
outro grupo com membros do rio Mogi Guagu mais um individuo do Uruguai. Idéntico ao

encontrado com o marcador Cit b.

V-2.3 - Discussao

Estimativas do grau da variabilidade e diferenciacdo genética de populacdes
naturais tém tido grande apelo no contexto atual sobre conservagdo da biodiversidade. No
sentido de que por meio dela podemos compreender o comportamento genético entre
populacdes, suas ligacdes historicas e contemporaneas entre regides geograficas e fazer
inferéncias mais precisas sobre a que condi¢cdes genéticas efetivas as populacdes nativas se
encontram nos ambientes.

A esse respeito, verificamos nas populagdes estudadas uma diversidade
genética de moderada a relativamente alta, refletida conforme o marcador molecular utilizado.
O Citocromo b apresentou valores menores que 0s encontrados para regido controle,
provavelmente, devido as diferengas peculiares na sensibilidade de detec¢do do polimorfismo.

No ambito geral, ambos foram coincidentes com os dados de polimorfismo
encontrados, nos quais as estimativas de diversidade haplotipica foram maiores que as
estimativas de diversidade nucleotidica. Considerando, como baixo os indices de diversidade
<0.5 e como alto os indices >0.5 (Lowe et. al., 2006), verificou-se um padréo caracteristico de
populacbes que tiveram rapido crescimento oriundo de uma populacdo ancestral pequena.
Supondo ainda, que tenha tido tempo suficiente para recuperar a diversidade haplotipica por
mutacdo e migracdo, embora o tempo tenha sido demasiadamente curto para acumular
grandes diferencas nas seqléncias (Avise, 2000; Lowe et. al., 2006; Gaffney et. al.,2007).

Das trés sub-bacias estudadas, a do rio Uruguai € a que revelou maiores indices

de polimorfismo, por ter apresentado individuos com haplétipos téo diferenciados. Entretanto,
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esse pode ser um efeito do tamanho amostral reduzido do rio Uruguai e precisa ser observado
com limitagdo. Por outro lado, ele pode ter algum significado biologico considerando que, em
trabalho similar, Machado et.al. (2005) tambem verificaram maior variabilidade genética em
populacbes de dourado no rio Uruguai, em relacdo a outras localidades como os rios Jaculi,
Sinos, Corrientes e Parana.

O numero de diferencas nucleotidicas foi extremamente grande levando a um
amplo conjunto de haplétipos distribuidos entre as sub-bacias. Apesar da quantidade elevada
nenhum hapl6tipo esteve presente nos trés grupos (Pantanal, Parana e Uruguai), além de
serem observados hapldtipos Unicos em cada uma das sub-bacias. O partilhamento de
hapl6tipos entre as sub-bacias foi detectado unicamente pelo Uruguai que esteve presente
entre os haplétipos encontrados no grupo Pantanal e no grupo do Parana.

O ndmero de haplétipos encontrados em uma espécie e seu compartilhamento
inter e intra-populacional revelam aspectos do comportamento e coesdo genética entre as
populacbes naturais, que sdo adquiridos através das relacGes entre as forcas evolutivas e
bioldgicas do grupo ao longo do tempo e espaco, e que determinam a variacdo genética. Esta
variacdo é o componente sob o qual atua a selecdo natural, continuamente criado pela
mutacao e ao mesmo tempo destruido pela selecédo e deriva (Lowe et. al., 2006).

Lembrando-se de que a mutacdo é um dos fatores responsaveis pela
diversidade genética (Nei e Kumar, 2000; Frankhan et. al., 2008), observamos as alteractes
evidenciadas nas seqliéncias nucleotidicas das sub-bacias e constatamos que 0 maior nimero
de mutacBes compartilhadas foi entre os individuos do Uruguai com os do Pantanal (30),
seguidos do Parand (8), para os dois marcadores. J& as mutacOes compartilhadas entre
Pantanal e Parana s6 foram detectadas para a regido controle (4). Em contrapartida, mais de
40 diferencas fixadas entre o Parana e o Pantanal foi notada nos dois marcadores. Conforme
Nei e Kumar (2000), quando a mutacao se espalha inteiramente na populacéo e é incorporada
dentro do genoma da espécie, chamam-se esse evento de fixacdo de uma mutacdo na
populacdo. Em razdo disto, a populacdo do Pantanal se mostrou genéticamente diferente da
populacdo do Parand para esses dois marcadores mitocondriais.

Assim, uma das explicacOes possiveis para a coesdo haplotipica do Uruguai
com o Pantanal e com o Parana é o compartilhamento das mutacdes entre essas sub-bacias por
possivel fluxo génico. Além disso, essa relacdo pode revelar aspectos da ancestralidade entre
as sub-bacias e sua formacéo, que serdo discutidos mais tarde. De acordo com Castelloe e

Templeton (1994), numa rede haplotipica é esperado que o hapl6tipo ancestral mais antigo
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seja também o mais freqliente baseado na coalescéncia. Além disso, 0os mais antigos tém
multiplas conexdes na rede e distribuicdo mais ampla, pois os individuos tiveram mais tempo
para dispersar.

A estimativa obtida da distancia genética pareada considerando-se todas as
bacias juntas apresentou uma média geral baixa de 1,5% (Cit b) e 2,3% (D-loop). No entanto,
os valores estimados entre as sub-bacias foram relativamente altos para Parand em relacdo ao
Pantanal e Uruguai (7,7%, 5,1% respectivamente), revelando certo grau de divergéncia
evolutiva entre as seqliéncias de cada populacdo. Conforme descrito por Lowe et.al. (2006), a
distancia genética quantifica o grau de similaridade entre os individuos/grupos, de forma que,
guanto mais divergentes evolutivamente forem dois grupos, altos seréo os valores de distancia
genética, numa escala de 0 a 1. Os dados entdo, nos indicariam que essas populacdes podem
estar caminhando rumo a uma divergéncia evolutiva.

Esses dados associados a relacdo haplotipica ilustrada na rede demonstram uma
separacgdo entre as populacdes do Parana e Pantanal e sugerem que algum tipo de isolamento
reprodutivo deva estar ocorrendo entre essas sub-bacias. Entretanto o formato estrelado da
rede seria um indicativo de expansdo populacional, mais bem evidenciado pelo grupo
Pantanal. O haplétipo mais freqliente estd na populacdo do Pantanal e foi considerado
ancestral. Em redes haplotipicas, o0 ancestral mais antigo é também esperado ser o haplétipo
mais frequente baseado na coalescéncia (Castelloe e Templeton, 1994).

Os valores das distancias genéticas também podem sugerir um baixo fluxo
génico entre os grupos, considerando que fluxo génico é uma forca evolutiva de coesdo, que
une as populacBes geograficamente separadas em uma Unica unidade evolutiva da espécie
(Allendorf e Luikart, 2007), promovendo uma associacdo entre distancia genética e
geografica. Influéncia direta da distancia geogréafica na estimativa de diferencas genéticas foi
relatada em populagbes de dourado no Uruguai, sendo que o grau de isolamento das
populacdes nos grandes rios mostrou-se menos pronunciado que em pequenos rios (Machado
et. al., 2005).

Os valores da AMOVA com relacéo ao indice de fixacdo (Fst), assim como, 0s
valores par-a-par de Fst indicaram uma diferenciacdo significativa entre Parana e Pantanal.
Embora a porcentagem de variacdo tenha demonstrado que as diferengas maiores se
encontram mais dentro dos grupos do que entre 0s grupos, a ocorréncia de subdivisdo entre as

populacdes do dourado da sub-bacia do Pantanal e Parana parece ser real.
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Os testes de neutralidade seletiva (Tajima’s D, Fu and Li’s D*, Fu and Li’s F*
e Fu's de F) ndo foram significantes e por tanto ndo rejeitaram a hipdtese nula de
neutralidade. Exceto o teste FuFs do fragmento de D-loop, que apresentou valor significativo
para sub-bacia do Parané rejeitando a hip6tese de neutralidade seletiva.

Quando a hipdtese nula de neutralidade é rejeitada em favor de um Fs
significativo, os resultados podem estar indicando ocorréncia de expansdo populacional
recente (Fu, 1997; Schneider e Excoffier, 1999). Os testes de neutralidade de D* e F* séo
mais sensiveis a selecdo e, ao serem comparados com os valores de Fs, podem auxiliar na
distingdo entre expansdo populacional e selecdo purificadora (negativa). Valores de Fs
significativos e D* e F* ndo significativos indicam expansdo demogréfica, enquanto o caso
contrario sugere que os efeitos da selecdo sdo mais pronunciados.

Valores negativos que também corroboram o indicativo de expansao
populacional, sugerido na rede haplotipica, foram apresentados pelos testes D de Tajima’s.
Valores abaixo de zero (negativos) para D sugerem expansdo populacional e/ou selegéo
purificadora (Holsinger, 2008), mas também podem estar relacionados a crescimento
populacional, bem como a um bottleneck menos recente ou migracdo (Schmidt e Pool, 2002).
Segundo esses autores, esta estatistica pode ser influenciada tanto pela historia populacional
como pela selecéo natural.

Devido o teste FuFs da regido controle ter apresentado contraditoriamente,
resultado significativo a rejeicdo da hipotese nula, outros dois testes foram realizados com o
Cit b. Péde-se confirmar assim, a rejeicao da hipo6tese nula de neutralidade estrita em favor da
hipotese alternativa de selecdo positiva para 0 grupo representativo do rio Parana (que inclui
um individuo do Uruguai). Todavia, devemos lembrar que existem variagdes no padrdo
evolutivo entre diferentes regides do DNA, algumas regides sdo menos sujeitas a selecdo
natural que outras (Nei e Kumar, 2000), sendo normal ndo encontrar sempre 0S mMesmos
padrdes em diferentes marcadores. A que se considerar, entretanto, que um namero variado de
marcadores aumenta o espectro de deteccdo da variabilidade genética e a capacidade de
compreensdo do comportamento genético real da espécie.

A idéia de expansdo populacional ndo pdde ser bem sustentada pelas analises
da distribuicdo das diferencas (“mismatch distribution”). Na andlise conjunta das trés sub-
bacias o padrédo de curva evidenciado foi do tipo multimodal, sugestivo de populagdes
estaveis. Contudo, diferencas foram detectadas nas analises restritas de cada sub-bacia entre

os dois marcadores genéticos utilizados.
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O gene Cit b, encontrou um padrdo unimodal da curva apenas para as sub-
bacias do Pantanal e do Parand (analisadas separadamente) que seria indicativo de uma
expansdo populacional (Slatkin e Hudson, 1991; Rogers e Harpending, 1992; Harpending
et.al., 1998). Além disso, as ondas foram bem acentuadas com picos de crista altos,
caracteristico de uma explosdo populacional antiga (Rogers e Harpending, 1992). J& a sub-
bacia do Uruguai apresentou um padréo bimodal, caracterizando uma populagao estavel.

Entretanto, o observado para a regido controle foi contraditério aos dados de
expansdo, para todas as analises, conjuntas e/ou individuais das sub-bacias, pois todas as
curvas amostradas revelaram um padrdo multimodal, que sugere a ocorréncia de populacées
estaveis (Rogers e Harpending, 1992; Harpending, 1994).

Diante dos dados opostos apresentados para as sub-bacias do Pantanal e
Parana, podemos refletir sobre alguns aspectos: primeiro, o Cit b € um gene codificador de
proteinas, mais estavel e conservado que a regido controle, assim as mutacGes se acumulam
mais lentamente no Cit b e mais rapidamente no D-loop (Esposti et.al., 1993; Nei e Kumar,
2000; Farias et.al., 2001). Logo, o Cit b poderia ter registrado um momento historico de
expansdo desse grupo de peixes, anterior ao momento de estabilidade registrado pela curva do
D-loop, j& que, este Ultimo consegue detectar eventos mais recentes.

Além disso, as curvas unimodais que sugerem expansdo sao mais proximas do
modelo tedrico da curva do que sdo as curvas multimodais que sugerem equilibrio, pois esta
ultima se distancia da curva teorica devido as simulagfes computacionais que promovem
distribuicbes empiricas (Rogers e Harpending, 1992). Assim é necessario cautela na
interpretacdo das curvas obtidas na andlise de distribuicdo, devendo-se associar sua
interpretacdo aos valores estatisticos obtidos e aos demais testes referentes as inferéncias
demogréficas.

Por outro lado, autores revelam que alguns genes mitocondriais podem ser
mais conservados que outros conferindo ao marcador uma plasticidade em inferéncias
filogenéticas, permitindo resolver divergéncias ocorridas a cerca de 100 anos até variacOes
inter populacionais (Irwin et. al., 1991; Cantatore et. al., 1994; Farias et. al., 2001). Outros
revelam que o Cit b € um marcador efetivo em escalas de tempo entre 10-15 Ma (Brown et.
al., 1982; Irwin et. al., 1991). Desta forma, teriamos entdo, conseguido apontar com esses
dois marcadores momentos histéricos distintos na ocupacéo da sub-bacia do Parana e na sub-

bacia do Pantanal.
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Os valores até agora mencionados que indicaram uma diferenciacdo
significativa entre a sub-bacia do Pantanal e a sub-bacia do Parana parecem ser apoiados pelas
analises das arvores génicas intra-especifica. O gene Cit b e a regido controle conseguiram
mostrar dois clados, com bootstrap fortemente suportado, um deles agrupando os individuos
do Pantanal e Uruguai e outro agrupando os individuos da sub-bacia do Parand e um
individuo do Uruguai.

O agrupamento representado pelo Pantanal ndo apresentou subdivisdes internas
enguanto no clado do Parana é possivel verificar uma segunda separacédo entre os individuos
do grupo, fortemente suportada pelo bootstrap, 0 que poderia indicar uma possivel
estruturacdo dentro da propria sub-bacia. Segundo Lowe et. al.,(2006) o arranjo terminal em
filogenias intra especificas sdo reconhecidos como : monofilético, parafilético e polifilético.

O grupo selecionado no clado maior (Pantanal) aponta para o tipo
monofilético, em que as linhagens dentro de uma populacdo sdo geneticamente mais proximas
umas das outras do que s&o para com as linhagens de uma segunda populagéo (Avise, 2000).
Ja o clado correspondente a populacdo do Parana, parece apontar para o tipo parafilético,
guando todas as linhagens de uma populacdo formam um grupo monofilético que esta
aninhado dentro de uma segunda populacdo (Lowe et. al.,2006). No entanto, conforme o
mesmo autor, em comparacdes intra-especificas, populagdes podem progredir da
polifilia/parafilia para a monofilia como efeito da triagem incompleta da linhagem e/ou fluxo
génico secundario (ap6s separacdo da populacdo), embora a distingdo entre as hipoteses
dependa se a separacéo é historica ou contemporanea.

A questdo da estruturacdo em populagbes de Salminus tem sido levantada por
outros autores tanto na bacia do Uruguai quanto na bacia do Parand (Machado et. al. 2005;
Ramella et. al. 2006; Lopes et. al. 2007; Shibatta et. al., 2007; Esguicero e Arcifa, 2009).
Além do dourado, outros peixes migradores também tém apresentado estruturacdo genética
intra e/ou inter populacional em diferentes sistemas hidrograficos (Sivasundar et.al. 2001;
Wasco e Galetti, 2002; Moysés e Almeida-Toledo, 2002; Prioli et. al., 2002; Hatanaka e
Galetti, 2003; Sanches e Galetti, 2007; Pereira, 2007; Suganuma, 2008; Calcagnotto e
DeSalle, 2009).

A analise filogeografica molecular nos auxilia a compreender os padrdes
histéricos de dispersdo das espécies, interpretando processos que ficaram evolutivamente
marcados, na atual distribuicdo geogréfica das caracteristicas genéticas (Avise, 2000; Lowe

et. al., 2006). Sobre essa premissa, discutiremos o cenario apresentado até agora associado a
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formacdo das bacias hidrograficas sul americanas e sua ictiofauna, para a compreensdo do
comportamento genético dessa espécie no tempo e no espago.

Ou seja, dentro de uma abordagem biogeografica denominada ‘“historia do
taxon” : que busca correlacionar a diversidade biotica no contexto do conhecimento acerca da
“ historia da Terra” ja estabelecida (Hovenkamp, 1997 apud Ribeiro, 2007).

A diversidade de peixes neotropical tem uma longa e complexa historia
temporal e estd intimamente ligada a génese dos sistemas fluviais, comecando antes da
separacdo completa da América do Sul com a Africa (a mais de 90Ma), e tornando-se
essencialmente moderna no fim do Mioceno médio (10Ma) (Lundberg et. al.,1998). Durante
todo esse periodo de formacédo, o padrdao de drenagem sul-americano foi sendo moldado por
eventos tectonicos globais e orogenéticos os quais ocasionaram varias mudancas nos rios e
bacias hidrogréaficas levando a diversificacdo da fauna de peixes através do rompimento de
divisas entre bacias e a coalescénica dos sistemas de drenagem (Lundberg et.al., 1998;
Ribeiro, 2007).

Dentro deste contexto, das bacias analisadas neste trabalho, a bacia do Parané é
0 sistema mais antigo, que surgiu por eventos tectdnicos consequentes a separacdo dos
continentes (ruptura Gondwana) (Lundberg et.al., 1998; Ribeiro, 2007), e apresentou uma
historia inicial de crescimento para o norte, através da captacdo de aguas da parte sudoeste da
bacia do Paleo-Amazona-Orinoco, separando-se da mesma a aproximadamente 30 Ma
(Lundberg et. al., 1998).

No inicio de desenvolvimento da bacia do Parang, o Pantanal (juntamente com
0 Chaco Paraguaio) consistia em terrenos elevados, domicos, que serviam como divisor de
dgua entre a “Zona Sub Andina” e a bacia do Paranid (Almeida, 1949; Ab’ Saber, 2007,
Ribeiro, 2007). O Pantanal, comecou a se desenvolver na depressdo escavada e na planicie de
sedimentacdo atual, subseqiente a Bacia Sedimentar do Parand, a aproximadamente 23-13Ma.
(Assine,2003; Ab’Saber, 2007), atraindo toda drenagem da sua orla ocidental (Almeida,
1949).

Embora o sistema Parand-Paraguai apresente grandes diferencas na
composicdo da ictiofauna, distribuicbes geograficas indicam a existéncia de
compartilhamento de espécies entre essas areas, provavelmente por captura de cabeceiras
(Hubert e Renno, 2006), o mecanismo primordial que permite a troca de fauna entre

diferentes bacias, como o verificado para a espécie de Oligosarcus pintoi (Ribeiro, 2007).
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Tomando-se por base essa informacgdo historica das bacias hidrogréaficas,
poderiamos inferir que o Parana por ser um sistema mais antigo possivelmente tenha sido o
dispersor de S.brasiliensis para o sistema Pantaneiro, por provaveis eventos de cabeceira. No
entanto, ndo foi encontrado aqui, hapl6tipos comuns entre as duas bacias que evidenciassem
esse compartilhamento, pelo contrério, os dados revelam um grau considerdvel de
distanciamento genético entre as populagoes.

Tendo em vista que 0 DNAmt é capaz de revelar alteracdes ocorridas a cerca
de 100M.a (Irwin et. al., 1991; Farias et. al., 2001 ) e o Cit b entre 10 a 15 M.a (Irwin et. al.,
1991), um haplétipo ancestral vindo da bacia do Parana seria facilmente detectado entre os
individuos da populagdo do Pantanal. No entanto, ndo houve compartilhamento de haplétipos
entre essas duas regides.

Assim, se realmente a populacdo de S. brasiliensis no Pantanal tiver se
originado a partir de um grupo oriundo do Paranéd por um evento histérico (entre 23-13 Mil
anos), os dados comparativos entre a diversidade haplotipica e nucleotidica nos levam a
acreditar que a populacdo do Pantanal tenha passado por um processo rapido de expansdo
genética a partir de um pequeno grupo ancestral. Que o tempo decorrido até entdo, foi
suficiente para que a diversidade genética fosse reconstituida, por meio de mutagdes, sem
acumulos de grandes diferencas nas sequéncias (Avise, 2000; Lowe et.al., 2006; Gaffney
et.al.,2007 ), como foi verificado pela curva de distribuicdo das diferencas do Cit b que
apresentou ondas caracteristicas de explosdes antigas (Rogers e Harpending, 1992).

Nesse sentido, as curvas reveladas pelo D-loop (caracteristicas de populacdes
em equilibrio) ndo teriam conseguido expressar a realidade da populacédo, ou, por outro lado,
teriam captado uma condi¢cdo mais recente do grupo na bacia do Pantanal.

As distancias genéticas relativamente altas, a grande quantidade de hapl6tipos
exclusivos, a formacdo de dois conjuntos na rede haplotipica por muitos passos mutacionais
os valores de Fst significantes e a fixacdo de cerca de 40 mutacbes, indicam que as
populacbes do Pantanal e Parand estdo se tornando evolutivamente distantes e que
provavelmente ndo exista conectividade reprodutiva que possa produzir fluxo génico entre
elas. Mesmo essas bacias se conectando mais ao sul, em terras argentinas, os dados deste
trabalho apontam para um isolamento reprodutivo entre elas.

Apesar da capacidade migratoria a longas distancias (Sverlij e Espinach Ros,
1986; Bonetto et.al., 1971) ser uma caracteristica positiva da espécie, no sentido de

possibilitar a conectividade genética entre distintos grupos populacionais, existe relato, no rio
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Sinos, de tendéncia de homing durante a migracédo reprodutiva e fidelidade de rios (Schulz et.
al. 2003), conduzindo-nos a ponderar a possibilidade de que o dourado tenha distintas
populacdes em cada vertente.

Embora, morfologicamente, a variacdo geografica da espécie seja muito
pequena considerando sua ampla distribuicdo (Lima, 2006), os dados genéticos podem revelar
uma realidade que vai além do fenétipo até entdo observado. Assim, nossos resultados
refletem um contato historico de dispersdo entre as bacias, na ocupacdo de novas areas,
propiciada por eventos de cabeceira e seguida de crescimento populacional. Ao mesmo
tempo, revela como uma realidade contemporanea, a separacdo genética visivel entre
S.brasiliensis da sub-bacia do Parana e da sub-bacia do Pantanal (Alto Paraguai).

Outro aspecto a se considerar e refletir seria a possibilidade de ndo serem a
mesma espécie, tendo em vista o alto endemismo da regido do Alto Parana (Agostinho e Jalio
Jr., 1999; Castro e Vari, 2004) e as diferencas eminentes registradas no DNAmt dos grupos
analisados. Ainda que, os resultados obtidos neste trabalho sejam preliminares para sustentar
completamente essa hipotese, eles sdo forte indicio de que Salminus brasiliensis encontrado
na bacia do Alto Paraguai-Pantanal é geneticamente diferente do Salminus brasiliensis da
bacia do Parana.

Além do contato com a bacia do Parand, a bacia do Paraguai também
apresentou conexdo com a bacia Amazonica através do evento de captura de cabeceira
ocorrido no final do Mioceno com o estabelecimento do arco de Michicola, e que parece ter
influenciado a distribuicdo de S.brasiliensis no alto rio Madeira, na Bolivia e Perd (Lima,
2006). Essa informacdo nos leva a ponderar uma situacdo inversa no processo de dispercéo
desta espécie, pois, nos revela a possibilidade do Paraguai ter sido o dispersor de
S.brasiliensis para o Parand. Uma idéia que se refor¢a com os dados revelados para a bacia do
Uruguai, uma vez que mostrou mais ligagdes com grupo do Pantanal.

A bacia do Uruguai demonstrou contato historico entre Pantanal e Parana por
meio dos hapl6tipos compartilhados entre as duas bacias, tendo uma aproximacao genética
maior com o grupo do Pantanal revelado pelas estimativas genéticas anteriormente
comentadas. Na rede haplotipica e na arvore génica compartilhou inimeras mutacdes com 0s
individuos do Parana, ocupando juntamente com este, uma posicdo separada do grupo
Pantanal. Todos esses dados nos remetem a duas possibilidades.

Primeiro, o numero amostral do Uruguai ndo foi grande o suficiente para

revelar o comportamento genético do dourado na sub-bacia, onde a separacdo dos grupos na
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rede, poderia sugerir uma possivel estruturacdo genética da populagdo nessa area, como ja
documentado em outros trabalhos (Machado et.al., 2005; Ramella et.al., 2006; Lopes et.al.,
2007). Segundo, os dados do rio Uruguai podem estar indicando que o possivel ancestral
tenha se dispersado do sul para o norte na ocupacao historica das bacias, partindo de La Plata
para as demais sub-bacias que compde o sistema do Prata. O fundamento para isso seria o
compartilhamento do hapl6tipo ancestral com o Paraguai e o posicionamento na arvore
filogenética intra-especifica, enquanto o Parana esteve sempre separado em outro grupo,
podendo indicar uma linhagem derivada do ancestral comum que sofreu processo de expansao
e acumulo de mutacdes, as quais se espalharam na populacdo fixando-se no genoma da
espécie (Nei e Kumar, 2000). Em contrapartida, esse compartilhamento de hapl6tipos das
duas bacias pode também reforcar a idéia de conectividade reprodutiva e trocas génicas entre
as regides, ja que existem relatos revelando que dourados presentes na porc¢do sul do Uruguai
se reproduzem mais no médio Parana do que na prépria bacia de origem (Carolsfeld et.al.,
2003).

A possibilidade levantada, de dispersdo do ancestral no sentido Sul para Norte,
é bastante plausivel e pode ser também sustentada considerando-se os sistemas de bacias de
antepais ocorridas a cerca de 13Ma, que guiou 0s maiores rios para norte e sul, além de
manter grandes lagos e receber transgressfes marinhas de variadas extensfes (Lundberg,
1998; Lundberg et.al.,1998), impulsionando o processo de migracédo e distribuicdo da espécie
na bacia do Prata.

Estudos futuros que acrescentem individuos de S.brasiliensis coletados mais ao
sul nos rios La Plata, Bermejo, Pilcomayo, poderdo testar a hipotese de origem ancestral no

sul.
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VI- CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitiram concluir que Salminus
brasiliensis ndo se encontra geneticamente estruturado no Pantanal Mato-grossense,
sugerindo que essas populagdes mantém conectividade pela ocorréncia de fluxo génico entre
elas. O fluxo génico que homogeiniza as popula¢fes mantém, distancias genéticas curtas,
baixa diferenca evolutiva entre sub-regides norte e sul e facilita a ocorréncia de variabilidade
genética relativamente alta. Esse quadro parece estar intimamente relacionado ao
comportamento biolégico da espécie e as particularidades da regido, suas caracteristicas
geomorfoldgicas e hidroldgicas que proporcionam a coalescéncia das &guas, um dos
processos naturais de maior importancia dentro do sistema do Pantanal para a manutencédo da
diversidade genética das populacdes, pois permite o contato entre sub regides transpondo
barreiras e facilitando as trocas genéticas entre os grupos populacionais.

A respeito da “historia do taxon” por meio da andlise filogeogréfica, podemos
dizer que apenas iniciamos “um conto”. Ou seja, varios aspectos foram observados e tracaram
algumas diretrizes sobre o relacionamento genético histérico do dourado entre as sub-bacias
que compbem o sistema do Prata, porém, novos estudos sdo necessarios para uma conclusao
mais completa. Entretanto, nossos resultados foram suficientes para mostrar que, apesar de
um contato historico antigo entre a sub-bacia do Parand e o Alto Paraguai, provavelmente
datado no momento da génese do Pantanal, as populaces de dourado nessas duas areas hoje
se apresentam geneticamente distanciadas.

O haplotipo ancestral (do Cit b e do D-loop) partilhado na rede haplotipica
entre o Pantanal e o Uruguai sugere que talvez esse hapl6tipo tenha surgido mais ao sul da
bacia do Prata e expandido no sentido sul-norte para as demais sub-bacias do sistema. O fato
de o Parand ndo compartilhar desse haplétipo, se posicionando em outro grupo, reforca a
hipdtese de divisdo genética da populacdo do dourado no sistema da bacia da Prata.

Os resultados reforcam a idéia de que o conhecimento da estrutura genético-
populacional desses peixes e sua evolugdo ao longo do tempo e espago é um instrumento
muito importante para melhor compreensdo das relagdes intra-especificas que ocorrem e,
assim, contribuir de maneira eficiente na elaboracdo de planos de manejo adequado a

conservacao da espécie e gestdo de pesca.
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VIII1.1 - ANEXO

Alinhamento do fragmento do gene Citocromo b dos haplétipos sequenciados para S.brasiliensis do Pantanal
Mato-grossense. S80 710 pares de bases (pb) sequenciais identificadas pela barra de graduada acima do
alinhameto. Na lateral esquerda esta a identificacdo dos hapl6tipos sendo que cada linha representa apenas um
haplétipo. Os potos representam bases idénticas e as mutadas estdo descritas por suas iniciais. Em A. Sequencia
de 1 a 126pb; B- contiuagdo do sequenciamto de 127 a 251pb; C- continuagdo e 252 a 375pb; D- continuagdo de
376 a 501pb; E- de 502 a 625pb; F- de 626 a 710pb
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VIII1.2 - ANEXO

Alinhamento do fragmento da regido controle (D-loop) dos haplétipos sequenciados para S.brasiliensis do
Pantanal Mato-grossense. Sdo 633 pares de bases (pb) sequenciais identificadas pela barra de graduada acima do
alinhameto. Na lateral esquerda esta a identificacdo dos hapl6tipos sendo que cada linha representa apenas um
haplétipo. Os potos representam bases idénticas e as mutadas estdo descritas por suas iniciais. Em A. Sequeuncia
de 1 a 121pb; B- contiuagdo do sequenciamto de 122 a 242pb; C- continuagdo e 243 a 363pb; D- continuagdo de
364 a 484pb; E- de 485 a 633pb.
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VI11.3 - ANEXO

Alinhamento do fragmento do gene Citocromo b dos haplétipos sequenciados para S.brasiliensis do Pantanal
Mato-grossense, da bacia do Uruguai e da bacia do Parana. Sdo 710 pares de bases (pb) seqlienciais identificadas
pela barra de graduada acima do alinhameto. Na lateral esquerda esta a identificacdo dos haplétipos sendo que
cada linha representa apenas um haplotipo. Os potos representam bases idénticas e as mutadas estdo descritas por
suas iniciais. Em A. Sequencia de 1 a 123pb; B- contiuagdo do sequenciamto de 124 a 248pb; C- continuagéo e
249 a 373pb; D- continuagdo de 374 a 498pb; E- de 499 a 710pb.
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VIIl.4 - ANEXO

Alinhamento do fragmento da regido controle (D-loop) dos haplétipos sequenciados para S.brasiliensis do
Pantanal Mato-grossense, da bacia do Uruguai e da bacia do Parana. Sdo 633 pares de bases (pb) seqtienciais
identificadas pela barra de graduada acima do alinhameto. Na lateral esquerda esta a identificagdo dos haplétipos
sendo que cada linha representa apenas um haplétipo. Os potos representam bases idénticas e as mutadas estao
descritas por suas iniciais. Em A. Sequencia de 1 a 122pb; B- contiuacdo do sequenciamto de 123 a 245pb; C-
continuacédo e 246 a 368pb; D- continuagdo de 369 a 491pb; E- de 492 a 614pb; F- de 615 a. 633pb.
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