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Introducgéo

Na planicie do alto rio Parana ocorrem vérias espé@eAstyanax, incluindo um grupo popularmente
conhecido como “tambil” ou “lambari-de-rabo-amatelBntretanto, sdo complexas as questfes
relacionadas a taxonomia deste género. Por exempla,espécie do alto rio Parana, anteriormente
identificada comaAstyanax bimaculatus, teve sua taxonomia revisada por Garutti e BrigRDO0) e
redescrita comoAstyanax altiparanae. Esta espécie representa um exemplo do endemismo
ictiofaunistico, decorrente do isolamento, pelososade Sete Quedas, dessa provincia desde sua
formacédo (Garutti and Britski, 2000). Além dissespécie do médio Parana e bacia do rio Paraguai
conhecida comé. bimaculatus passou ser identificada corAoasuncionenss.

Atualmente, supfe-se gée asuncionensis nao ocorre na planicie do alto rio Parani. Meso®) de
fato, que a barreira geogréafica de Sete Quedaa t@db eficiente para impedir gée asuncionensis
colonizasse o alto rio Parana, a construcao dovaseio de Itaipu alterou o cenério. A submerséo d
Sete Quedas, com a incorporacdo de um segmenf0dearido médio Parana a provincia do alto rio
Parana, criou condicdes para o estabelecimenteldenenos 35 espécies do médio Parana no terco
inferior do alto rio Parana (Agostinkab al., 1993; 2003; Agostinho e Julio Jr, 1999; Oliveitaal .,
2002).

Portanto, é alta a probabilidade Aeasuncionensis também ter se estabelecido no alto rio Parana.
Apesar da intensidade com que sao realizados estladsua ictiofauna, pelo Nupélia-UEM e outras
instituicdes,A. asuncionensis ainda ndo foi identificado no alto rio Parana. Butro lado, a grande
semelhangca morfoldégica entrA. altiparanae e A. asuncionsensis pode ter dificultado sua
discriminacao nas amostras estudadas e, consemesiee seu registro na regiao.

Técnicas moleculares associadas com analises Wgidas tém sido aplicadas, com eficacia, a

sistematica de peixes e a filogeografia. Marcadoneteculares também estdo sendo amplamente
utilizados para caracterizar a biodiversidade steutira genética de populagfes de peixes. Entre os
marcadores moleculares, sequéncias do mtDNA témmastrado uma poderosa metodologia para

estudos da variacdo genética intra e interespa¢#icise, 2004).

Neste trabalho, seqiiéncias nucleotidicas da regidole, ou D-loopdisplacement loop) do mtDNA
foram utilizadas para analisar a diversidade gemééintre populacfes dastyanax, com perfil
morfoldgico deA. altiparanae, de diversas localidades do alto rio Parana enag populacao da.
asuncionensis da sub-bacia do alto rio Paraguai. Este trabalteiepde contribuir para melhor
caracterizar a espéci@. altiparanae e detectar evidéncias para verificacdo da hipotedse
estabelecimento d& asuncionensis no alto rio Parana.
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Material e Métodos
Amostragem

Exemplares identificados confatyanax altiparanae, com base em caracteristicas tradicionais (Garultti
e Britski, 2000) foram coletados em cinco localekda provincia do alto rio Parand, acima da regido
dos antigos saltos de Sete Quedas. No rio Paraadh fealizadas coletas na planicie de inundacao do
alto rio Parana, regido de Porto Ri&R], em GuairaGU) e Entre Rios do Oest&R), no estado do
Parana e correspondente ao lado brasileiro dovegéep de Itaipu. Na bacia do rio Paranapanema
foram realizadas coletas no rio Pirap6 (Pl), emiigh, estado do Parand, e na bacia do rio Ivairfora
coletados exemplares no rio KellelKE), no municipio de Marialva, Parana. Foram colesado
individuos no reservatorio de Barra BonifdBj no rio Tieté e na represa municipal de Monte
Aprazivel (MA), no rio Agua Limpa (bacia do rio S&o José dosrBdos), ambos locais no estado de
Sdo Paulo. Os individuos coletados no rio Igualgsl) (também foram identificados coma.
altiparanae, de acordo com Priokt al. (2002) e Graca e Pavanelli (2002). Espécimes ifi=mtos
comoA. asuncionensis, conforme Limaet al. (2003), foram coletados no rio Cuiaba e rio Maf@sid ),

na sub-bacia do rio Paraguai. Os pontos de caédia endicados na Figura 1.
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Figura 1. Pontos de coleta dé\. altiparanaee A. asuncionensisOs nameros correspondem aos pontos de
coleta: (1) Planicie de inundacdo do alto rio Paran (regido de Porto Rico-PR); (2) ltaipu —
municipio de Guaira-PR; (3) Itaipu — municipio de ltre Rios do Oeste-PR; (4) rio Pirapd (regido
de Maringa-PR); (5) rio Keller (Marialva-PR); (6) rio Iguacu (IG); (7) reservatério de Barra
Bonita-SP (rio Tieté); (8) rio Agua Limpa (regido & Monte Aprazivel-SP) e (9) Sub-bacia do rio
Paraguai-MT (rio Manso e rio Cuiaba).

Extracdo de DNA Total

Os espécimes coletados foram imediatamente colecado frascos com &alcool comercial. Os
procedimentos para as andlises moleculares forarutados no Laboratorio de Genética Geral do
DBC-UEM e no Laboratério de Genética do Nupélia MJPara extracdo do DNA gendmico foram
utilizadas amostras de tecido muscular. A extraggDNA foi realizada de acordo com Moneisal.
(1998). © DNA na suspensao foi quantificado e, eguila, estocado a —20.
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PCR e sequenciamento de DNA mitocondrial

Um segmento de DNA mitocondrial, que compreendeadephipervariavel da regiab-loop, a
extremidade do geneyt b e os genes dos RNA transportadores da PotREA™) e da treonina
(tRNA™), foi utilizado para a andlise genética. Foranudestos 45 individuos identificados corho
altiparanae e cinco individuos identificados comfa asuncionensis. A amplificagdo, via PCR, foi
realizado com oprimers H16498 (Meyegt al., 1990) e L15774M (Priolkt al., 2002). A metodologia

de amplificagéo dos fragmentos de mtDNA foi basesadaPrioliet al. (2002). O produto final obtido

de cada reacdo de PCR foi utilizado diretamenteocamostra para o seqienciamento em sequenciador
automatico ABI-3100.

Analise de dados

As sequéncias de DNA foram alinhadas com o progr@madSTAL W e as analises genéticas foram
realizadas com MEGA 3.1 e PAUP 4.0. Distancias tigamde Tamura e Nei para as regibewop,

com distribuicdo gama, foram utilizadas para agngrao neighbor-joining. Andalises debootstrap
foram baseadas em 1.000 reamostragens. Em compégr@ierao agrupamento, a matriz de distancia de
Tamura e Nei foi utilizada para obtengéo do grafleadispersédo em coordenadas principais. Graficos
de dispersdo em coordenadas principais também fomarstruidos com e sem a populacaoAde
asuncionensis. Antes da construcdo dos graficos, as matrizedistncias de Tamura e Nei foram
corrigidas com a corre¢ao proposta por Lingoesd€hdoe e Anderson, 1999).

Resultados e discussao

A seqléncia da extremidade dos geogisb, tRNA™® e tRNA™ ndo apresentaram polimorfismos
significativos e foram descartados das analises.se@iiéncia hipervariavel da regido controle do
MtDNA analisada consistiu de aproximadamente 38Zmpb19 individuos identificados confa
altiparanae e os cinco individuos identificados confo asuncionensis. Os outros 26 espécimes
analisados foram identificados corAoaltiparanae e possuiam cerca de 417 pb na sequénda@op.
Foram identificados 42 haplétipos da regido coatesitre os 45 individuoA. altiparanae estudados
(Figura 2).
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Figura 2. Multialinhamento ClustalW das sequénciasiucleotidicas da regiadD-loop do DNA mitocondrial
de individuos identificados comoAstyanax altiparanae(Alt) da bacia do alto rio Parana e rio
Iguagu e deA. asuncionensigAsun) foram coletados nos rios Manso e Cuiaba, daub-bacia do rio
Paraguai. As sequéncias destacadas em colorido pgs® uma delecéo de 32 pb entre as posicdes
225 e 257
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Entre os individuos supostamemealtiparanae os haplétipos estéo claramente distribuidos erm doi
grupos, caracterizados pela presenca ou auséncimaealelecdo de 32 pb correspondendo ao trecho
entre as posicdes 225 e 257 (Figura 2). Os dojsogrde haplétipos ainda diferem pelo polimorfismo
em outros 24 sitios nucleotidicos. Dentro de cadga hd alta similaridade entre os variantes
haplotipicos.

O grupo de haplétipos com a delecédo de 32 pb fistrado apenas na planicie de inundacgéo, onde foi
predominante. Na planicie de inundag&o os dois tigorrem em simpatria, mas haplotipo sem delecéo
foi encontrado em apenas quatro espécimes (FiguEn?2todas as outras amostras do alto rio Parana e
do Rio lguagu foram encontrados somente haplégposa delecéo de 32 pb.

A andlise das sequénciBsloop dos individuos da espédke asuncionensis mostrou cinco haplétipos,
gue formam dois grupos. Dentro de cada grupo hégsositios polimorficos, mas foram encontrados
53 sitios polimorficos entre eles (Figura 2).

Todos os haplétipos da. asuncionensis compartilham a delecdo de 32 pb na regido contioke
individuos identificados comA. altiparanae, encontrados na planicie de inundac¢éo do altBaiana.

Por outro lado, cada grupo de haplétiposidasuncionensis difere em cerca de 30 sitios nucleotideos
em relacdo a cada um dos grupos de haplétipos, ec@mm delecdo, encontrados na planicie de
inundacéao do alto rio Parana (Figura 2).

Como pode ser constatado nas Figuras 3 e 4, taafioupamento quanto a dispersao em coordenadas
principais separou os individuos identificados cofaltiparanae em dois grupos. Os individuds
asuncionensis também foram separados em dois grupos. No derainagros bracos curtos e 0s baixos
valores debootstrap revelam alta similaridade entre os haplotiposrdeé cada grupo.

No dendrograma (Figura 3), em um dos grupos ermmase os 26 individuos analisados que nédo
apresentam a delecé@o de 32 pb na sequénimap. Esse grupo € composto por uma mistura de quatro
haplétipos da planicie de inundacéo do alto ri@Rae todos os haplotipos do Iguagu, Keller, Pirapo
Entre Rios, Guaira, Barra Bonita e Agua Limpa. @agrupo de haplétipos incluiu somente os 19
individuos da planicie de inundacao do alto ricaRarque apresentam a delecdo de 32 pb. Os dois
grupos de hapl6tipos d& asuncionensis posicioram-se separadamente em relacéo aos gropalto

rio Parand e rio Iguacu.

E possivel verificar no grafico em coordenadas cjpais (Figura 4) a separacdo dos grupos de
haplotipos. Aqui fica mais clara a aproximacao daplétipos deA. asuncionensis com os haplétipos
com delecdo de 32 pb associadA. altiparanae. Note-se que em relacdo ao primeiro eixo, um grupo
de haplétipos ded. asuncionensis ocupa a mesma posicdo de ordenacdo do grupo deiplale
inundagédo com delecéo de 32 pb.

Deve ser ressaltado que a distancia de Tamura e Meiculada apenas com o polimorfismo de
substituicdo nucleotidica, sem considerar delegdethora a delecdo de 32 pb possa ser considerada
um indicativo de semelhanca entre a populacdoidedvtanso e Cuiaba e a populacdo da planicie de
inundacdo, essa caracteristica ndo foi utilizada amalises. Portanto, a similaridade de
asuncionensis com a subpopulagéo da planicie ndo esta limitadielegdo de 32 pb, mas se estende a
outros sitios nucleotidicos.
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Figura 3. Dendrograma neighbor-joining das seqiiéncias da regidd-loop mitocondrial de individuos

identificados como Astyanax altiparanae(Alt) da bacia do alto rio Parana e rio Iguagu e d A.

asuncionensis(Asun) foram coletados nos rios Manso e Cuiabda, dsub-bacia do rio Paraguai. A
distancia genética de Tamura-Nei foi calculada cordistribuicdo gamma (@ = 0,27) e o nimero de
cada no indica a probabilidadebootstrapbaseada em 10.000 reamostragens.
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Figura 4. Gréafico de dispersdo de coordenadas prifais dos exemplares identificados comdstyanax
altiparanae (Alt) da bacia do alto rio Parana e rio Iguacu e d A. asuncionensig/Asun) foram
coletados nos rios Manso e Cuiabda, da sub-bacia dim Paraguai. A matriz de distancias de
Tamura-Nei , com distribuicdo gamma @ = 0,27), obtida da seqiiéncia d®-loop foi corrigida
com o método de Lingoes.

Discussao

O polimorfismo acentuado da regiBeloop, representado principalmente pela dele¢éo de 3@&ubse
mostrou correlacionado com os caracteres morfab§ganalisados. Os individuos da planicie com e
sem delecéo ndo puderam ser discriminados morfmaiente. Conseqientemente, apesar da elevada
divergéncia entre os haplétipos, a variagdo enadatpoderia ser considerada como um padrdo de
diversidade intraespecifico.

Os resultados obtidos aqui sugerem que o grup@plétipos com a delecédo de 32 pb ndo esta muito

disseminado para fora da planicie de inundacadaf®e ndo € uma variante muito comum, tanto que

no reservatorio de ltaipu (Entre Rios e Guairajiae proxima da planicie, nenhum exemplar desse

haplétipo foi encontrado. A presenca de haplotgme a delecdo na planicie pode ter pelo menos duas
explicagcbes plausiveis. Esse seria um polimorfisnitaespecifico, originado de duas populacdes

ancestrais, que se diferenciaram em decorréncisotlemento geografico, mas atualmente coexistem

na planicie. Em contraste, a diversidade constqtadaria estar indicando a existéncia de uma espéci

ainda ndo diagnosticada na planicie de inundacadtaloio Parana.

Essa espécie hipotética pode ser relacionada/cattiparanae, mas ndo é reconhecida com base na
avaliacdo de marcadores morfoldgicos. O grupo @édtipos exclusivo da planicie de inundacdo pode
representar esta espécie desconhecida. Podetimaeagspécie recentemente introduzida na planicie de
inundacao e ainda nado estar dispersa em tribugmdesmos ou distantes do rio Parana.

A introducao de espécies de peixes do médio riarado trecho abaixo dos saltos de Sete Quedas, na
planicie de inundacdo do alto rio Parana tem sktiensivamente reportadas (Agostingétcal., 1993;
Agostinho e Julio Jr, 1999; Oliveid al., 2002). Portanto, se o grupo de haplotipos pretalfor de

uma espécie introduzida na planicie de inundacanaié provavel que a introdugéo tenha ocorrido
durante o alagamento dos saltos de Sete Quedasis dbgp construcdo do reservatério de Itaipu ha
pouco mais de 20 anos.
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De acordo com Garutti e Britski (200®, altiparanae ndo era encontrado no médio rio Parana, mas
ocorriam outras espeécies similares, tais com. abramis (Jenyns, 1842)A. asuncionensis Géry,
1972, eA. paraguayensis (Fowler, 1918) (Garutti, 1995). Destas trés egsAl asuncionensis € a que

se assemelha cof altiparanae. Comparacgdes preliminares morfométricas eftisuncionensis e 0s
exemplares com e sem dele¢do da planicie de inBodéd@seadas em caracteristicas tradicionais
morfoldgicas, ndo apresentaram resultados conodlsisi@onsiderando-se guée altiparanae também

era identificado comé. bimaculatus (Garutti e Britski, 2000), pode-se prever difiades acentuadas
na discriminacéo das duas espécies, com sobrepatagéaracteristicas utilizadas na identificagdo.

Diante da dificuldade de discriminacdo das espémieste a possibilidade d& asuncionensis ter se
estabelecido na planicie do alto rio Parana e,epguanto, ndo ter sido identificado com base em
caracteres morfoldgicos. De acordo com essa imtxqdo, o grupo de haplotipos com delecdo
encontrado na planicie representaria uma populdedmn variante molecular de asuncionensis. Isto

€ possivel, pois os dois grupos de haplétipoA.desuncionensis amostrados possuem a delecdo de 32
pb, mas séo diversificados. Esses resultados snggre na sub-bacia do rio Paraguai e no médio rio
Parand a espécid. asuncionensis poderia estar representada por grupos de hapotijastante
diferenciados. Como o numero de individuos da bdoiaio Paraguai foi restrito, h4 chance dos
haplétipos atualmente existentes na planicie existiabaixo de Itaipu e ndo terem sido amostrados
para as analises moleculares no presente estudant®o os resultados ndo permitem excluir a hgete
de queA. asuncionensis se estabeleceu no alto rio Parana depois do atagando reservatorio de
Itaipu. Ao contrario, fortalecem essa hipoétese.

Estudos adicionais com marcadores moleculares ldgicos devem ser conduzidos para esclarecer
as questdes aqui levantadas. O ponto critico stedndinar se o grupo de haplétipos com a delecédo de
32 pb surgiu como evento independente dentro deciesf. altiparanae ou se esta relacionado com a
espécieA. asuncionensis. Coletas em diversos pontos da provincia Parasteie e da sub-bacia do
rio Paraguai poderiam oferecer novos indicativosapa hipotese do estabelecimento Ae
asuncionensis no alto rio Parana. Por outro lado, evidéncias @gaorigem dentro dA. altiparanae
poderiam ser obtidas com coletas de amostras arapladiversos pontos da provincia do alto rio
Parand, principalmente em pontos inacessiveis goaessivel invasor, isolados por cachoeiras ou
barragens sem eclusas ou escadas de peixes, pglexe

Finalmente, restard a questdo da alta freqUén@aaparente exclusividade dos haplétipos com a
delecé@o 32 pb na planicie de inundagéo do altBaiana. Aparentemente, a resposta menos complexa
estaria relacionada com uma espécie invasora quia &ido se dispersou no alto rio Parana e seus
tributarios.



