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RESUMO

Peixes do género Zungaro sdao conhecidos como jau e sdo apreciados na alimentagao
humans e na pesca esportiva. E um dos maiores peixes migradores do Brasil, podendo
atingir até 150 Kg. Estdo distribuidos nas bacias do Parand-Paraguai e Amazodnica e ha um
conflito taxondmico em relagdo as populagdes dessas duas bacias. Nas ultimas décadas o jau
tem enfrentado um severo declinio populacional na bacia do alto rio Parana. Neste trabalho
foram caracterizadas molecularmente as populacdes de Zungaro das bacias do Parana-
Paraguai e do rio Tocantins. A andlise de sequéncias mitocondriais D-loop oferece suporte
para a interpretacdo de que as populacdes das bacias do Parand-Paraguai e Amazonica sao
de espécies diferentes. Os resultados representam forte evidéncia em favor de alguns autores
que sugerem que o jau do Parani-Paraguai deve ser identificado como Zungaro jahu e que

na amazonia ocorre a espécie Zungaro zungaro.
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INTRODUCAO

A ordem Siluriformes inclui 37 familias de bagres amplamente distribuidos em 4guas
doces (Sullivan et al., 2006). A familia Pimelodidae inclui o género Zungaro, antigamente
identificado como Paulicea. Sao peixes de couro, podendo chegar a 144 cm e 150 Kg
(Agostinho et al., 2003). Sao piscivoros, de hdbito migratério e preferem dguas profundas de
ambientes 16ticos. Popularmente sdo conhecidos como jaui e apreciados na alimentacio
humana e na pesca esportiva.

O jai ocorre nas bacias do rio Parand-Paraguai e Amazodnica. Entretanto, as
populacdes dessas duas bacias foram caracterizadas morfologicamente como duas espécies
diferentes. Até o inicio da década de 90, o jaud era identificado como Paulicea luetkeni, mas
Silfvergrip (1992) reconheceu que o género Pauliceia é sindnimo junior de Zungaro. De
acordo com Lundberg e Littmann (2003) a espécie Zungaro jahu (Ihering, 1898) é encontrada
na bacia do rio Parand-Paraguai. Segundo os mesmos autores, na bacia do rio Amazonas e
Orinoco ocorre a espécie Zungaro zungaro (Humboldt, 1821). Por outro lado, em revisao feita
por Graga e Pavanelli (2007) foi adotada a interpretacdo de que todas as populacdes de “jad”
sdo da espécie Zungaro zungaro, em conformidade com Silfvergrip (1992) e Silvano et al.
(2001).

O jau ainda ndo se encontra nas categorias criticamente em perigo, ou em perigo, mas
corre o risco de extincdo a médio prazo, em funcdo do declinio populacional e da
fragmentacdo da sua drea de ocupacdo. Segundo Alves (2006), o jai pode ser considerado
localmente extinto em varios trechos das bacias dos rios Grande e Paranaiba devido as
cascatas de reservatorios nesses rios. Informacdes sobre a producdo da pesca profissional no
reservatorio de Itaipu revelam a diminuicdo da pesca de jau desde o inicio da década de 90
(Okada et al., 2005). Além disso, informagdes sobre a biologia da espécie sdo escassas
(Agostinho et al., 2003).

Virias regides do DNA mitocondrial sdo utilizadas para estudos populacionais e
filogenéticos. Por acumular muta¢des rapidamente, a regido controle (D-loop) estd entre as
mais utilizadas para avaliacdes de espécies proximas (Avise, 2004; Oliveira et al., 2006;
Perdices e Doadrio, 2001; Panarari-Antunes et al., 2008; Prioli et al., 2002).

Nesse trabalho, as populacdes de jau das bacias do Parand-Paraguai e Tocantins foram
caracterizadas molecularmente. As informagdes podem auxiliar na resolucdo de problemas
taxondmicos e contribuir para o conhecimento, hoje praticamente inexistente, da diversidade

genética das populagdes naturais do género Zungaro.
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MATERIAL E METODOS

As coletas de peixes identificados como Zungaro foram realizadas nas bacias do
Parand-Paraguai e na bacia Amazonica, como mostrado na Figura 1. Na bacia do alto rio
Parand as coletas ocorreram na regido de Porto Rico (PR) e na bacia do rio Paraguai as
coletas foram no rio Manso. Na bacia amazoOnica, os exemplares de Zungaro foram
capturados no rio Tocantins. Imediatamente apds a coleta, de cada individuo foi retirada
uma amostra de tecido muscular, que foi fixada em dlcool etilico comercial, e armazenada a
-20 °C.

Para a extragcdo do DNA total das amostras foi utilizada a metodologia baseada em
fenol/cloroférmio (Monesi et al., 1998), com pequenas modificagcdes. A quantificacdo e
avaliacdo da qualidade do DNA foi realizada em gel de agarose, por comparacdo com
quantidades conhecidas de DNA A.

Os fragmentos de DNA mitocondrial foram amplificados via PCR, a partir de
amostras de DNA total, de acordo com Prioli et al. (2002). Foi amplificado uma sequéncia
nucleotidica parcial da regidoD-loop, correspondente a regido hipervaridvel 5° da fita
pesada. O produto final de cada reacdo de PCR foi utilizado diretamente para
sequenciamento em plataforma MegaBace (Amersham), seguindo instrucdes do fabricante.
As sequéncias nucleotidicas, sob o formato de cromatograma, foram editadas manualmente
com o programa BioEdit e alinhadas utilizando-se o CLUSTAL W.

Além das sequéncias de Zungaro obtidas neste trabalho, foram utilizadas sequéncias
de espécies dos géneros Pseudobagrus e Hypostomus da ordem Siluriformes disponivies no
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html), como mostrado na Tabela 1. Para
garantir maior confiabilidade nas andlises, as sequéncias foram alinhadas e s
aproximadamente os primeiros 355 pb da extremidade 5°da fita pesada foram considerados.
Ainda, apenas as sequéncias disponibilizadas que faziam parte de artigos ja publicados em
periddicos indexados na base Thompson-ISI (www.webofscience.com) foram selecionadas
para as comparagdes. Todos os nomes cientificos das espécies do GenBank foram
pesquisados na base de dados www.fishbase.org para evitar comparagdes entre espécies
sinonimas. Essas espécies foram utilizadas como grupo externo e referéncia para distancias

interespecificas.
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Figura 1 - Area de coleta de jad Zungaro. Os nimeros correspondem aos pontos de coleta:
(1) Rio Parand, regido de Porto Rico-PR; (2) Rio Manso, na bacia do rio Parani-Paraguai; (3)
Rio Tocantins, na bacia Amazonica.

Bacia do alto rio Parana
Bacia do rio Paraguai

€ Bacia do rio Tocantins

Tabela 1 Sequéncias regido D-loop de espécies dos géneros de Siluriformes, Pseudobagrus e
Hipostomus, obtidas no GenBank.

Familia Espécie Acesso Genbank Bibliografia
Pseudobagrus taeniatus AB097696
Pseudobagrus aurantiacus AB097694
Bagridae Pseudobagrus nudiceps AB097693 Watanabe e Nishida, 2003.
Pseudobagrus ichikawai AB097692
Pseudobagrus tokiensis AB097691
Hypostomus affinis AJ318358
Hypostomus punctatus AJ318357
Hypostomus commersoni AJ318356
Hypostomus nigromaculatus AJ318355
Loricariidae Hypostomus watwata AJ318352 Montoya-Burgos, 2003.
Hypostomus plecostomus AJ318351
Hypostomus fonchii AJ318350
Hypostomus boulengeri AJ318344

O ndmero de nucleotideos polimérficos e as distancias-p (porcentagem de diferencas
nucleotidicas) foram calculados com o programa MEGA 4.0. A matriz de distincia-p, foi
utilizada para o agrupamento com o algoritmo neighbor-joining. Anélises de bootstrap

basearam-se em 10.000 reamostragens.

Capitulo 10
34 - -
DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA MITOCONDRIAL ENTRE AS POPULACOES DE ZUNGARO...




Pesquisas Ecolégicas Relatorio'Anual/ PELD

(12
% de longa Duragdo A Planicie Alagavel do Alto'Rio
N PELD Parana - Sitio 6

RESULTADOS

Para a regidao do D-loop, foram analisados quatro individuos do Rio Manso e trés do
Tocantins. Nas sequéncias (A =36,7; C=17.7; G = 13.7; T = 31,9%) foi encontrada uma alta
propor¢ao de nucleotideos AT, o que € esperado para a regido D-loop. O alinhamento dessas
seqiiéncias apontou 20 pontos de substitui¢des nucleotidicas, sendo 15 transversdes e quatro
transi¢oes. Essa maior taxa de transicdo (R = si/sv = 3.7) concorda com o esperado para o
fragmento correspondente a regido D-loop (Nei e Kumar, 2000). Dessas substitui¢des 16
estdo associadas aos individuos coletados no rio Tocantins. As demais substituicdes nao
caracterizam nenhuma regido. Além disso, os individuos do rio Tocantins apresentam um
indel correspondente a uma citosina.

Na Tabela 2 sdo apresentados os polimorfismos da regido hipervaridvel do D-loop, em
nimero e em porcentagens, entre sequéncias de individuos dos rios Parand, Manso e
Tocantins, comparadas duas a duas. Entre as sequéncias dos rios Parand e Manso as
diferencas foram de, no médximo, trés sitios polimérficos (distancia-p = 0,008 ou 0,8%). Em
contraste, a comparagdo entre as sequéncias dos individuos da bacia Parand/Manso com as
sequéncias do individuos do rio Tocantins revelou 16-17 sitios polimérficos Isso representa,

em porcentagem, uma distancia-p de 4,5 a 4,8%.

Tabela 2 Numero (abaixo da diagonal) e porcentagem (acima da diagonal) de sitios
nucleotidicos da regido do D-loop (~355 pb) que discriminam espécies de Zungaro das bacias
dos rios Parana (PR), Manso (MS) e Tocantins (RT).

Espécie PRO5S PR0O8 PR13 MS04 MS05 MS06 MS09 RT02 RT03 RTO05

PROS — 0,8 0,6 1,1 0,8 0,8 0,8 4,8 4,8 4,8
PROS8 3 — 0,3 0,3 0,0 0.0 0.0 4.5 4.5 4.5
PR13 2 1 — 0,6 0,3 0,3 0,3 4,8 4,8 4,8
MS04 4 1 2 — 0,3 0,3 0,3 4,8 4,8 4,8
MSO05 3 0 1 1 — 0,0 0,0 4,5 4,5 4,5
MS06 3 0 1 1 0 — 0,0 4,5 4,5 4,5
MS09 3 0 1 1 0 0 — 4,5 4,5 4,5
RT02 17 16 17 17 16 16 16 — 0,0 0,0
RTO03 17 16 17 17 16 16 16 0 — 0,0

RTO05 17 16 17 17 16 16 16 0 0 —
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Entre espécies congenéricas, para a regido D-loop frequentemente sdo encontrados
valores da ordem de 4-5%, semelhantes aos registrados entre as bacias do Parand/Paraguai e
do rio Tocantins. Nas Tabelas 3 e 4 também sdo mostrados os valores, em numero € em
porcentagem, de sitios polimoérficos, do segmento correspondente da regido D-loop, entre
espécies dentro dos géneros Pseudobagrus e Hypostomus, da ordem Siluriformes. Como pode
ser constatado, as diferencgas entre Zungaro do Parand/Paraguai e do Tocantins mantiveram-se
nos mesmos patamares, de aproximadamente 5%, de muitas das distancias entre espécies

congenéricas de Pseudobagrus e Hypostomus.

Tabela 3 Numero (abaixo da diagonal) e porcentagem (acima da diagonal) de sitios
nucleotidicos da regido do D-loop (~355 pb) que discriminam espécies de Pseudobagrus.

Espécie P.taeniatus P. aurantiacus P. nudiceps P.iehikawai P. tokiensis
P taeniatus — 1.1 4.7 7.8 53
P. aurantiacus 4 — 5.0 8.3 5.5
P. nudiceps 17 18 — 6.6 5.0
P. iehikawai 28 30 24 — 7.5
P. tokiensis 19 20 18 27 —

Tabela 4 Numero (abaixo da diagonal) e porcentagem (acima da diagonal) de sitios
nucleotidicos da regido do D-Loop (~355 pb) que discriminam espécies de Hypostomus. Haf
= H. affinis, Hpu = H. punctatus, Hco = H. commersoni, Hni = H. nigromaculatus, Hwa = H.
watwata, Hpl = H. plecostomus, Hfo = H. fonchii, Hbo = H. boulengeri.

Espécie  Haf Hpu Hco Hni Hwa Hpl Hfo Hbo

Haf  — 5.7 6.0 7.4 8.7 73 103 68
Hpu 21 — 4.4 7.4 6.0 4.6 8.4 4.6
Heco 22 16 — 7.2 5.8 6.0 8.8 5.2
Hni 27 27 26 — 9.6 7.9 8.5 6.6
Hwa 32 22 21 35 — 6.8 11.1 6.1
Hpl 27 17 22 29 25 — 9.8 4.6
Hfo 38 31 32 31 41 36 — 9.5
Hbo 25 17 19 24 28 17 35 —
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No dendrograma construido com distancia-p para a regidao D-loop (Figura 2), é
possivel a constatacdo da separagdo de dois grupos de haplétipos de jad, com suporte de
bootstrap de 100%. Um haplogrupo esta associado a bacia do Parani-Paraguai e um haplétipo
estd associado com a bacia do rio Tocantins. Além disso, as espécies dos géneros Hypostomus
e Pseudobagrus, de Siluriformes, foram incluidas para referenciar as comparacdes. No
dendrograma neighbor joining, construidos com distancia-p, os comprimentos dos bracos
entre sequéncias sao proporcionais a frequéncia de substitui¢des nucleotidicas. Fica evidente,
portanto, que o nivel de diferenciacdo entre os haplétipos de Zungaro do Parana-Paraguai e o
haplétipo de Zungaro do rio Tocantins é de magnitude semelhante ao que entre muitas

espécies congenéricas de Hypostomus e Pseudobagrus.
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Figura 2 - Dendrograma das distancias-p da regido D-loop de oito espécies do género
Hypostomus, cinco espécies do género Pseudobagrus e de Zungaro das bacias dos rios
Parand, Paraguai (Manso) e Tocantins. As seqiiéncias despécies de Hypostomus e
Pseudobagrus foram obtidas no GenBank.
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DISCUSSAO

Em contraposicao a Lundberg e Littmann (2003), que identificam a espécie da bacia
do rio Parand como Zungaro jahu, Silfvergrip (1992) e Graca e Pavanelli (2007) utilizam Z.
zungaro para a mesma populacdo, pelo menos em cardter provisdrio. Portanto, a condi¢do
taxonOmica da populagdo nativa da bacia do Parand-Paraguai, em relacdo a espécie
amazOnica, estd sujeita a interpretacdes discrepantes. A andlise das seqii€éncias mitocondriais
D-loop de Zungaro produziu evidéncias que apontam para a solucdo desse conflito. Os
valores de distancia-p obtidas com D-loop s@o consistentes em indicar diferenciacdo genética
entre as populacdes de Zungaro das bacias do Parand/Paraguai e do rio Tocantins. Além
disso, a magnitude da divergéncia encontrada estd em patamar que permite conclusdo sobre a
identificacao taxondmica dos dois grupos.

Como demonstrado, existe divergéncia genética entre as populagdes de Zungaro das
bacias Parand-Paraguai e AmazOnica, mesmo que em patamar ndo muito acentuado. Esse
seria um nivel de diferenciacdo que se poderia esperar entre espécies proximas, que oferecem
dificuldades para a identificagdio em bases morfolégicas. O alto grau de semelhanca
morfoldgica e genética, e a associagdo de hapldétipos com bacias hidrogrificas, podem ser
explicados pela origem das populagdes. As hipdteses de vicariancia e dispersao sao plausiveis
para explicar a diferenciacdo genética e o padrao biogeogréfico.

Hubert e Renno (2006) mostram que a separagcao das bacias Amazonica e do Parana-
Paraguai ocorreu no final do Mioceno, nos ultimos 10 Ma. Entretanto, as diferencas genéticas
acumuladas estdo, aparentemente, em niveis muito baixos para o que poderia ser esperado no
periodo de 10 Ma. Independentemente do processo inicial, vicaridncia ou dispersdo, o
isolamento geografico deve ter se estabelecido em momento posterior a separacdo das duas
bacias. De acordo com Risdnen et al. (1995), as ocorréncias de captura de cabeceiras
continuaram mesmo apds o estabelecimento da bacia Amazobnica e do Parani-Paraguai.
Portanto, o efetivo isolamento geografico pode ter sido estabelecido depois da separacdo das
duas bacias. Esta interpretacdo parece acomodar melhor a divergéncia genética em niveis
baixos, como a encontrada.

O acentuado padrdo geogréfico na distribui¢do dos haplétipos D-loop, juntamente com
o padrdo de diferencgas entre espécies congenéricas, demonstram claramente diferencgas entre
as duas populagdes de Zungaro em niveis que discriminam espécies de peixes. Portanto,
parece inevitdvel concluir que a populacdo de Zungaro da bacia do Parand-Paraguai ndo

pertence a espécie de Zungaro zungaro da bacia Amazonica.
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Segundos os resultados do presente trabalho, as populacdes de jau da bacia do Parand-
Paraguai devem ser identificadas como Zungaro jahu. Essa conclusdo € relevante, pois a
espécie de jau encontrada na bacia do alto Parand est4 sob o risco de extingdo local (Alves,
2006). Assim, as informacdes sobre a diversidade genética de Zungaro obtidas neste trabalho
representam uma contribui¢do para nortear propostas de agdes que possibilitem a recuperagao
da diversidade genética de Z. jahu. Principalmente, fica demonstrado que possiveis
transferéncias de Zungaro da regido amazdnica para as areas do alto rio Parand onde o jad

estd extinto ndo representaria repovoamento, mas sim introdu¢do da espécie Z. zungaro.
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