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Relacbes filogenéticas e biogeogréficas entre espéio génercAstyanax
(Teleostei — Characidae) das bacias do rio IgudguAlto rio Parana e do rio
Paraguai baseadas em sequiéncias de gene mitotondria

RESUMO

As relacdes filogenéticas entre trinta e oito ifdlims deAstyanaxprovenientes do rio Iguagu
e de bacias adjacentes, foram examinadas pelorsggieento nucleotidico parcial do gene
mitocondrial citocromo b. Analises filogenéticas de unido-de-vizinhos, nméxi
verossimilhanca e de enfoque bayesiano foram esllg utilizando-se de metodologias e
programas computacionais especificos. Os cladosdgerno presente estudo sugerem o
reconhecimento de, no minimo, trés grupos que cdiliy@an origens semelhantes aos
lambaris endémicos do rio Iguagu, sugerindo queAstyanaxdo rio lguagu nao se
diversificaram a partir de um Unico ancestral gaeu isolado quando a bacia se formou.
Portanto, o polifiletismo no Iguacu seria intrag&® referindo-se a possibilidade de trés
grupos deAstyanaxterem ficado isolados durante a formacéo da bAsanaxsp. B teria
uma origem compartilhada com algumas espécies olmplexo altiparanae-bimaculatus’
enquanto queAstyanaxsp. C seria do grupo que também abrig&iaaff. paranaee A.
bockmanni A divergéncia entréstyanaxsp. E eAstyanaxsp. F teria ocorrido num passado
mais recente quando comparada a diferenciacdo piciefstyanaxsp. D. Os eventos
geoldgicos e hidrolégicos que teriam influenciadgpadrao biogeografico das espécies

analisadas sao discutidas.

Palavras-chave Filogenia. Citocromd. Sequénciamento de DNAAstyanax Biogeografia.



Phylogenetic and Biogeographic relationships amspgcies of the genus
Astyanax(Teleostei-Characidae) from Iguacu River basin, éfpparand river
and Paraguay river basin based on sequences athwoirtdrial gene

ABSTRACT

Phylogenetic relationships among thirty-eight indidals of Astyanaxfrom Iguagu River and
adjacent river basins, were examined by nucleotsgiquencing in the mitocondrial gene
cytochromeb. Phylogenetic analysis of neighbor-joining, maxmilikelihood and bayesian
approach were carried out using methodologies aedifec computacional programs. The
clades brought up in this study suggest the retiognof, at least, three groups that share
similar origins with the endemitambaris from Iguacu River, suggesting that there is
poliphyletism in the ancestry iAstyanaxfrom this location, suggesting thAstyanaxfrom
this river did not diversify from a unique ancesgpoup that was isolated when the Iguacu
River basin was formed. Thus, polyphyletism of thgsnera in Iguacu River would be
intrageneric, when it refers to the possibilitytbfee groups oAstyanaxhave been isolated
during the formation of this river basiAstyanaxsp. B would have an origin shared with
some especies from the ‘complex altiparanae-bina&asil while Astyanaxsp. C would be
from the same group that also hostsaff. paranaeand A. bockmanni. The divergence
betweenAstyanaxsp. E andAstyanaxsp. F would have occured in a more recent pashwhe
compared to the differenciation of the speddetyanaxsp. D. Geological and hidrological
events that would have influenced the biogeograpattern of the analised species are

discussed.

Keywords Phylogeny. Citocrhomb. DNA sequencingAstyanax.Biogeography
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INTRODUCAO

Peixes caraciformes fornecem um exemplo dos coroplgadrdoes evolutivos e
biogeograficos geralmente vistos nas faunas tr@pieasubtropicais. Eles constituem um
grupo de peixes de divergéncias ecoldgicas e ntgifls em rios e lagos na Africa e nos
Neotrépicos. A vasta especializacdo tréfica enaolat nos caraciformes é comparavel aos
dos ciclideos e incluem detritivoros, herbivordangtivoros e predadores. Algumas espécies
tém adaptacbes morfologicas e fisiologicas pe@signara sobrevivéncia em condicdes
extremas de hipoxia, condi¢cdes estas geralmentengadas em meio ambientes como
planicies de inundacéo (Orti & Meyer, 1997)

Dezoito familias com cerca de 270 géneros e, peloosy 1674 espécies compdem a
ordem Characiformes (Nelson, 2006). A maioria damhagens (familias) de peixes
caraciformes originou-se antes do evento vicariante separou o0s taxons africanos e
neotropicais, ha aproximadamente cem milhdes de atrés (Greenwood, 1984; Meyar
al., 1990; Meyer, 1993).

Characidae faz parte da ordem Characiformmésuma grande e diversificada familia
que tem mudado muito com a remoc¢ao das subfan@li@asuchinae e Characidiinae, agora
reconhecidas na familia Crenuchiqdelson, 2006). As variacdes nas estratégias dedod
caracideos estdo presentes de forma muito evidéstéyp que este grupo exibe uma
divergéncia fenotipica adaptativa tdo grande qoesedguala a nenhuma outra ordem animal
(Fink & Fink, 1981). Engloba, ainda, a maior paites peixes brasileiros de agua doce, sendo
gue nas Américas do Sul e Central, devida a natutealta heterogeneidade, as espécies sao
agrupadas por subfamilias com diferentes autd@asente aquelas subfamilias nas quais ha
evidéncias de monofilia séo retidas, deixando,adiestma, uma grande por¢cao da diversidade
em Characidae listadas sob a denomindc@ertae Sedisque incorpora oitenta e oito
géneros com cerca de 620 espécies reconhecidas. &as, 64%, ou 399 espécies, sao
atribuidas a especiose. (Retsal, 2003).

O grande numero de espécies incluidas nesta famdigmciado a imensa variedade
morfologica, de habitos alimentares diversos e agagbo de uma infinidade de habitats
(Britski et al, 1998) tem dificultado proposi¢cdes de classifimaque reflitam agrupamentos
naturais dentro dela. Como consequéncia, o reconbeto das relagbes de parentesco com
as demais familias da ordem Characiformes tém midito prejudicadas devido a duvidas

sobre o monofiletismo da familia Characidae (Luca883).
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O génerdAstyanaxBaird & Girard, 1854 é o mais comum e diversificath familia
Characidaaa area de abrangéncia da regido neotropical,dedde o Texas ao nordeste da
Argentina, congregando aproximadamente uma cerdenespécies abundantes nas bacias
hidrogréficas brasileiras (Garutti & Britski, 2000ima et al, 2003). Até agora, 0 género
comporta cerca de cem espécies validadas e receesesicdes tendem a aumentar esse
namero (e.g. Azpelicuetat al, 2002; Azpelicuetat al, 2003; Casciottat al, 2003; Lima &
Zuanon, 2004; Bertaco & Lucinda, 2005; Haluch & lAba, 2005Bertaco & Lucena, 2006;
Melo & Buckup, 2005 S&o conhecidos vulgarmente como lambaris ouapiab habitam
diversos ambientes, inclusive as aguas de cabsce@arios e riachos. Seus exemplares
apresentam tamanho reduzido, tendo como princaijgaécteristicas morfolégicas: nadadeiras
adiposas geralmente presentes; linha lateral céaygeuco curva na frente; pré-maxilar ndo-
protractil; dentes pré-maxilares dispostos em dési®s, a interna com cinco dentes; dentes
com cuspides; altura do corpo cerca de trés vazesemos o comprimento padréo, e escamas
de tamanho normal, cobrindo apenas a base dos daiosmdadeira caudal (Britskt al,
1988).

O grupo é reconhecidamente de dificil identifiecat@ixondmica (Lowe-McConnell,
1975) e atualmente estd alocado entre varios ge€neamertae Sedisde Characidae,
anteriormente nominados entre os Tetragonopte(liam et al, 2003). Estudos sisteméaticos
tém enfatizado que os representantedstganaxcompdem complexos de espécies distintos
de taxonomia controvergReiset al, 2003).

Apesar do grande numero de estudos éatyanax ha relativamente pouco enfoque
nas relacdes filogenéticas entre as espécies dadeque estudos citogenéticos (e.g. Pazza &
Kavalco, 2007; Pazzet al, 2007; Domingues, 2007; Hashimabal, 2008; Kantelet al,
2008; Vicariet al, 2008; Medradeet al, 2008), de elucidacdo taxondmica entre espécies
duvidosas (e.g. Prioét al, 2002), filogeografia intraespecifica (e.g Stexak al, 2004) e de
revisdo taxondémica especifica (e.g. Melo, 2005) @ntribuindo para a elucidagdo de
hipoteses formuladas acerca de relagBes e polsnoy§ inter e intraespecificos. Estudos
sobre relacdes filogenéticas e biogeograficas,maneo, foram realizados mais ao nivel de
familias de Characiformes e suas potenciais di8psr€Orti & Meyer, 1997; Calcagnoté&d
al., 2005). Moyses & Almeida-Toledo (2002) utilizaraanDNA mitocondrial de algumas
espécies dAstyanaxgue revelaram diversidade nucleotidica entre elas.

O conhecimento dos padrdes de divergéncia geraicarias espécies e populacoes,
de suas relacdes historico-evolutivas, bem commeasliaridades do meio ambiente de cada

bacia hidrogréfica sdo de suma importancia para alormentendimento das relagfes
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filogenéticas e biogeogréficas dos organismos (o) 1986). A distribuicdo das espécies
do género discutido tem influéncia direta nos pssos evolutivos do grupo e em sua
exuberante diversidade. Estruturas populacionaigaespecificas dentro de um mesmo rio e
a capacidade de explorar grande variedade de imatitats formando pequenas populacdes
com dispersao relativamente restrita, levaram @aguBritski (2000) a sugerir que estes

peixes ndo formam um grupo uniforme e que apresenariacbes de populagdo para
populacao.

A ictiofauna da bacia do rio Iguacu tem uma hist@volutiva peculiar, com um alto
indice de endemismo, sendo que aproximadamentedd@¥espécies sdo exclusivas a esta
bacia hidrografica (Agostinho & Gomes, 1997). Ogasso geomorfologico de formacgdo da
bacia do Iguacu remonta do Periodo Terciario, dstaassociado a movimentos verticais
escalonados responsaveis pelo soerguimento da @eivéar e a origem dos trés planaltos
paranaenses; sendo o primeiro na regidao de Curibbadegundo na regido de Ponta
Grossa/Palmeira e o terceiro na regido de Guaraffdawvnas (Petri & Fulfaro, 1983p
Iguacu constitui-se, assim, num rio geologicameatgigo, porém rejuvenescido por
levantamentos diversos, caracterizados por coraslei saltos, alternados por meandros de
curvaturas amplas e varzeas extensas (Ministésid/itzas e Energia, 1990).

Devido ao surgimento das Cataratas do Iguacu, idoofvd aproximadamente 22
milhdes de anos (Periodo Oligo-Mioceno), as po@éagle peixes da bacia do rio Iguagu
foram isoladas das do rio Parana por estas qugdaspresentam cerca de 70m de desnivel
(Maack, 1981). Tal fato favoreceu um processo ge@acio, que seria responsavel pelo
consideravel grau de endemismo apresentado pactafauna (Kanteket al, 2003). O rio
Iguacu apresenta uma ictiofauna pobre comparadaréo dParana (Garavellet al, 1997).
Isto se deve principalmente a topografia do riomcsuas quedas e corredeiras, que
impossibilitam a subida de peixes e a realizacanigeacoes.

O isolamento geografico de espécies de peixes geeminar processos evolutivos
significativos nas comunidades, eventualmente waa especiacdes. Tais populagdes
isoladas sdo mais suscetiveis a mudancas evolutiuas podem ser mais ou Mmenos
aceleradas dependendo dos distintos ambientes emegjéo inseridos. De acordo com
Futuyma (1986), populacfes distantes geograficaeneantaquelas nas quais ndo ha fluxo
génico sdo mais frequentemente isoladas por éddeld e diferencas comportamentais do
que populacdes préoximas.

Este trabalho pretende contribuir para a elucolat@s relacdes evolutivas entre as

espécies dAstyanax que tem sido sugerida por varios autores Weajtzman & Malabarba,
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1998; Domingueset al, 2007; Pazza & Kavalco, 2007; Pazgaal, 2007; Kanteket al,
2008; Medradcet al, 200§, os quaisressaltam a importancia de aplicacdes de técuieas
filogenias moleculares a sistematica dos caracd#srmmais especificamente dentro do género
AstyanaxAssim, o presente estudo comparou as espéciém@as do rio Iguacu as espécies
de Astyanaxde outras bacias. Além disso, contribui no aumelot® estudos em peixes de
agua doce na América do Sul, que tém sido extrem@méteis para revelar diferencas
genéticas intra e interespecificas, trazendo a tiags relevantes acerca das espécies e a

evolucao da biodiversidade na regido tropical.
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MATERIAL E METODOS

Material Biolégico e Locais de Coletdndividuos do génerédstyanaxforam coletados nas
bacias do rio Iguacu, do alto rio Parana, do acaBuai, do rio Paranaiba e do rio Cuiaba;
além de cinco sequéncias nucleotidicas que estdigponibilizadas ndenbank(Acessos
AF287414.1; AY639091.2; AY639092.2 e AY639089.2, spdiniveis em
http://www.ncbi.nim.nih.ggvcomo podem ser vistos na Tabela 1. Os exemplares
preservados em alcool etilico comercial. A idecdifido morfoldégica da maioria dos
espécimes foi realizada baseando-se em Severi 8eor(1994), Garavellet al. (1997),
Ingenitoet al (2004), Britskiet al (2007) e Graca & Pavanelli (2007) na Colecamlatica

do Nuacleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia Aquicultura (NUPELIA) da
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Extracdo de DNA A extragdo total do DNA ocorreu de acordo com aoa@bgia
fenol/cloroférmio de Lairdet al (1991) e Moneset al. (1998) com poucas modificacdes.
Aproximadamente 100 mg de musculo de cada caradtdam macerados na presenca de
nitrogénio liquido. Em seguida, homogeneizados et de tampéo PS (Tris—HCI 0,2 M,
EDTA 30 mM, SDS 2% e sacarose 5%) e pl0de tampéo TH (Tris —=HCL 10 mM, NaCl
60 mM, EDTA 10 mM, sacarose 5%, espermina 0,15 nédpermidina 0,15 mM) pH 8,0e 5
UL de proteinase K (2ig/uL) em banho-maria com agitacdo a°87 Em seguida, o DNA
foi purificado por extracéo fenol/cloroférmio (1:\:y) e cloroférmio, respectivamente, sendo
centrifugado em 12.000 rpm por 12 minutos.

O DNA extraido foi precipitado com a adicdo de satusalina (NaCl 5 mM) e etanol
absoluto gelado, seguida de uma incubacédo &G2@or 12 a 24 horas. @ellet obtido foi
ressuspendido em 5@ de tampé&o TE (0,1 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,01 mM E&T com
RNAse (20ug/mL). A suspensdo de DNA foi estocada a®Q0Aliquotas do DNA de cada
exemplar foram utilizadas para uma estimacdo vidaabuantidade de DNA, em gel de
agarose (1%) e corados com brometo de etidioy@@00 mL), por comparacdo com

guantidades conhecidas de DNA do fago
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Tabela 1 Cddigo amostral, espécies e localidades (BRAsIBr&RY: Paraguai) dos individuos
analisados. O¢A. fasciatuscom asteriscos (*) representam os haplétipos, rderamlos entre
parénteses.

Codigo Amostral Espécie Localidade

A.sp-481 Astyanaxsp. Rio Pitangui — PR. Bacia do alto rio Parana - BRA
A.sp-488 Astyanaxsp. Rio Tibagi — PR. Bacia do alto rio Parana - BRA
A.sp-12 Astyanaxsp. Rio Manso - MT. Bacia do rio Paraguai - BRA
A.alti-674 A. altiparanae Rio Pitangui — PR. Bacia do alto rio Parana - BRA
A.sp-5 Astyanaxsp Rio Passa Cinco - SP. Bacia alto rio Parana - BRA
A.abra-1 A. abramis Arroyo Yacaré — Dpto Neembucu. Bacia Rio Paragu&¥ P
A.abra-3 A. abramis Arroyo Yacaré — Dpto Neembucu. Bacia Rio Paragu&Y P
A.abra-4 A. abramis Arroyo Yacaré — Dpto Neembucu. Bacia Rio Paragu&¥ P
A.abra-45 A. abramis Rio Cuiaba — MT. Bacia do Rio Paraguai -BRA
A.abra-51 A. abramis Rio Cuiaba — MT. Bacia do Rio Paraguai -BRA
A. asun-6 A. asuncionensis Rio Cuiaba — MT. Bacia do Rio Paraguai -BRA
A.asun-8 A. asuncionensis Rio Cuiaba — MT. Bacia do Rio Paraguai -BRA
A.fasc-496 A. fasciatus Rio Tibagi — PR. Bacia do alto rio Parana - BRA
A.fasc-497 A. fasciatus Rio Tibagi — PR. Bacia do alto rio Parana - BRA
A.fasc-498 A. fasciatus Rio Tibagi — PR. Bacia do alto rio Parana - BRA
A.fasc-604 A. fasciats Rio Pitangui — PR. Bacia do alto rio Parana - BRA
A. fasciatugFE)* A. fasciats AY639088.2 — GeneBank (América Central)
A. fasciatugGA)* A. fasciats AY639089.2 — GeneBank (América Central)
A. fasciatugGC)* A. fasciats AY639091.2 — GeneBank (América Central)
A. fasciatugGD)* A. fasciats AY639092.2 — GeneBank (América Central)
AM AF287414.1 A. mexicanus AF287414.1 — GeneBank (América Central)
A.aff.bim-1 A. aff. bimaculatus Rio Doce — MG. Bacia Rio Doce - BRA
A.aff.para-1 A. aff. paranae Ribeirédo Keller — PR. Bacia alto rio Parana - BRA
A.bock-1 A. bockmanni Riacho “Lazinho” — GO. Bacia do rio Paranaiba - BRA
A.sp.B-1 Astyanaxsp. B Salto Osério - PR. Bacia do rio Iguagu - BRA
A.sp.C-2 Astyanaxsp. C Rio Iguacu - PRciBalo rio Iguagu - BRA
A.sp.C-10 Astyanaxsp. C Rio Iguagu - PRciBalo rio Iguagu - BRA
A.sp.C-11 Astyanaxsp. C Rio Iguagu - PRciBalo rio Iguagu - BRA
A.sp.D-25 Astyanaxsp. D Rio Iguacu - PRcialo rio Iguacu - BRA
A.sp.D-26 Astyanaxsp. D Rio lguacu - PRciBalo rio Iguagu - BRA
A.sp.D-27 Astyanaxsp. D Rio Iguacu - PRciBalo rio Iguagu - BRA
A.sp.E-1 Astyanaxsp. E Rio Iguacu - PRciBalo rio lguacu - BRA
A.sp.E-2 Astyanaxsp. E Rio Iguacu - PRciBalo rio lguagu - BRA
A.sp.E-3 Astyanaxsp. E Rio Iguagu - PRciBalo rio Iguagu - BRA
A.sp.F-2 Astyanaxsp. F Rio Iguagu - PRciBalo rio Iguagu - BRA
A.sp.F-56 Astyanaxsp. F Rio Iguagu - PRciBalo rio Iguagu - BRA
A.sp.F-130 Astyanaxsp. F Rio Iguacu - PRciBalo rio Iguagu - BRA
Moenkhausia M .aff. intermedia Rio Parana — PR. Bacia do alto rio Parana - BRA

DNA Mitocondrial, amplificacdo e seqiienciament@ gene citocromb (cytb) foi a regido
do DNA mitocondrial ;ntDNA) utilizada para a investigacdo das relacdes filégeas das
espécies déstyanaxestudadas. Amplificou-se parcialmente o geyib mediante a Reacéo
de Cadeira PolimerasPCR a partir do DNA total de individuos. Para tatdeifoi utilizado

0 par deprimers L14841 (5"-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3) e H1514%5 -
CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3"). As condicbes de arfiglhcdo seguiram as
apresentadas por Prioéit al. (2002). A mistura de reacdo de amplificacdo coinsse
basicamente de tampao Tris-KCI (Tris-HCI 20 mM pHA 8 KCI 50 mM), MgCl 1,5 mM,
2,5 UM de cadarimer, 0,1 mM de cada dNTP, 2,5 U/Reacacldg DNA polimerase, DNA
gendmico 15 ng e agua deionizada e autoclavadaqgoanaletar 25 pL. O fragmentos de

MtDNA foram amplificados segundo o seguinte peéiimico: desnaturacdo inicial a 95°C
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por um minuto, continuando com 35 ciclos de 95°€4dg.), 53°C (30 seg.), 72°C (30 seqg.).
Uma extensao final de 72°C por oito minutos termiageagao.

Em seguida, aliquotas desses produtos foramIadas num gel de agarose 1%,
corado com brometo de etidio 20 mg/100 mL) parapawatdo com quantidades conhecidas
de DNA do fago), determinando, assim, o tamanho da sequéncia efues gamplificados.
Posteriormente, as amostras foram purificadas oss@dpolietileno glicol REG) para
eliminacdo do excesso gemerse residuos de nucleotideos segundo protocolo derfiwal
et al. (1993).

Por dltimo, as amostras de DNA (cerca de 50 ngyliicado em cada reagdo de
PCR foram usadas diretamente em reaces de semilemtd comBigDye™ Terminator
Cycle Sequencingm um sequenciador automatMegaBACELO00 DNA Analysis System
de acordo com instrucdes do fabricante.
Andlises filogenéticas e genealdgicastodas as sequéncias amplificadas do gene
mitocondrial citocromd foram alinhadas com o progra@éustalW(Higginset al, 1996) e
editadas pelo progran&ioEdit Sequence Alignment Edit6,0.1 (Hall, 1999). Em seguida as
sequéncias foram analisadas utilizando-se o pragidodelTest 3.7(Posada & Crandal,
1998) para selecdo do melhor modelo de substituig&teotidica entre as distintas taxas de
substituicdo que explica a matriz de dados gerados.

Para as analises filogenéticas foi usado o progfaAldP 4.0 (Phylogenetic Analysis
Using Parcimony Sworfford, 2000). Todos os caracteres foram d@éacomo n&o-ordenados
com quatro estados possiveis (A, C, T e G) e eaxituse aqueles caracteres
filogeneticamente nao-informativos.

Num enfoque de inferéncia cladistica, a analisealtisha filogenética foi feita por meio
do critério de maxima-verossimilhangagximum-likelihoofl- método que elege o melhor
modelo de substituicdo nucleotidica que maximiza pnobabilidade, para gerar uma arvore
sob a hipoétese inferida mais adequada. Uma argdisealdgica de cunho fenético foi feita
mediante o algoritmo unido-de-vizinhegei{ghbor-joining para gerar uma matriz de distancia
a partir da opcao de Tamura-Nei. A selecdo deggrimho estima as relacdes genealdgicas
pela minimizacdo das distancias entre os taxomn&alda arvore, gerando assim, um indice
de semelhanca. A construcdo da arveighbor-joiningfoi realizada usando-se do modelo
de substituicdo nucleotidica sugerido p&lodeltest 3.7(Posada & Crandall, 1998). Os
valores mais confidentes nos nodos foram avalipgdszendo-se mil repeticodsoptstrap
retendo-se aqueles com freqiiéncia maior que 50%uais foram utilizados para avaliar o

suporte para clados individuais dentro de cadaranEnraizaram-se as arvores geradas com
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o critério de grupos externosutgroup$ usando-seMoenkhausiaaff. intermediapelo fato
deste género, que comporta essa espécie, terdammdo como tdxon proximo destyanax
no estudo de Calcagnottdal (2005).

Utilizando-se o programiega 4.0 gerou-se uma matriz de distancia Tamura-Nei das
sequéncias nucleotidicas dos exemplares e, a gag$a, obteve-se a matriz de auto-vetores
pelo program®istPCoA(Legendre & Anderson, 1998). Em seguida, um gradiealispersao
em coordenadas principais foi confeccionado utilitase os trés primeiros auto-vetores
(eixos) por meio do progran®T ATISTICA 6.QStatSoft, Inc., 2001).

Também se realizou uma andlise bayesiana, na gleal@u-se a probabilidade posterior
das relagbes genealdgicas sob o melhor modelo deigédeo previamente escolhido no
Modeltest 3.7 Para explorar melhor esse parametro, correu-s€aagias de Markoe
Simulacdode Monte Carlo MCMC) por meio do program®rBayes3.0 (Huelsenbeck &
Ronquist, 2001). As 20.000 primeiras geracdes.883Larvores) foram descartadas pela
opcaoburn-in e somente os resultados das ultimas 280.000 g=x428.667 arvores) foram
usados para computar o consenso acima de 50%eng&etdos ramos da arvore gerada.

Por dltimo, obtiveram-se as frequéncias de basekeatidicas, nUmeros de transicdes e
transversdes entre os individuos, mediante o pmgMega 4.0- Molecular Evolutionary
Genetics Analysi6Tamuraet al, 2007).
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RESULTADOS

Um fragmento de 308 pares de bases (pb) do geswatiob do DNA mitocondrial
foi sequenciado para cada espécime deste estuleléTh), com excecao dos individuos que
foram utilizados daseneBankDepois de alinhadas e editadas, utilizou-se wgééncia de
200 pares de bases (pb) para as analises, demd@aporcentagem de confian¢a encontrada
nesse intervalo.

As informacdes geradas pelo métdittelihood, sob os critérios de correcdo Akaike
(AIC — Akaike, 1974), consideraram os valores de pg@mde sitios variaveis; obtendo-se
como 6timo o modelo TrN+I (-InL = 1008.1279, AlCc2:290.8320). As freqliéncias das
bases nucleotidicas foram de freqA = 0.2743, fred2862, freqG = 0.1473, freqT = 0.2922
e de substituicdo de modelos [A-C] = 1.0000, [A6GH].3746, [A-T] = 1.0000, [C-G] =
1.0000, [C-T] = 0.9918 e [G-T] = 1.0000. A proparcde sitios invariaveis (I) foi de | =
0,5032; as taxas de razéo transi¢ao/transversamfde K = 0,34 (purinas) e K= 16, 23
(pirimidinas) e a razdo geral de transicOes/trasdes (R — [A*G*K + T*C*Kg] /
[A/GI*[T/G] ) foide R = 4,41.

Ambas as arvores geradas pelas inferéncias fer{égaghbor-joining,Figura 1 A) e
cladistica thaximum-likelihoodFigura 1B) foram congruentes para gerar trés gsaokdelos,
gue foram denominados aqui como Grupo A, Grupd®Bupo C.

A reconstrucdo filogenética de ambas as arvorescioraadas acima posiciona
algumas espécies que provavelmente haviam sidotifidadas equivocadamente (por
exemplo, A.asun-6 e A.asun-8; que correspondémadrami$ e outras que nado foi possivel
identificar morfologicamente (e.g. A.sp-481 é dpéewe A. altiparanag. Tendo-se altos
valores debootstraps que suportam tais posicionamentos citados acin34708e 86,

respectivamente.
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Figura 1. Arvores filogenéticas de unido-de-vizinhos (A) @xima-verossimilhanca (B) geradas a partir das &egjés parciais do gene
citocromob das espécies mostradas na Tabela 1. Os valobettrap (1.000 repeticdes) encontram-se nasicatiies dos clados.
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Dentro de cada um dos clados menores, denominados amo ASU A.
asuncionensjs SP-B Astyanaxsp. B), aff.BIM @A. aff. bmaculatug , ABRA (A. abrami$,
ALTI (A. altiparana@, GB(fas/mex:A. fasciatuse A. mexicanusgdas regides da América
Central) , aff. PARAA. aff. paranag, SP-C Astyanaxsp. C), BOCK A. bockmannj SP-488
(ndo-identificado), FASCA(. fasciatuy SP-D Astyanaxsp. D), SP-EAstyanaxsp. E) e SP-F
(Astyanaxsp. F), observou-se baixa variacdo genética (@aBgl ou com indices nédo
computados (N/C) - quando havia apenas um indivadumopondo o clado - ou com indices
menores de 0,007. E excecdo, nesse caso, 0 agmipa@B(fas/mex), que possui variagcio
de 0,023. Explica-se, porém, o valor mais elevaslo fato de esse clado ser constituido por
espécies haplotipicas\.(fasciatusGD/GA/GC/FE) e de uma espécie distinda (nexicanus
que foram agrupadas juntas aqui, em uma resolilpgeriética mais baixa, para generalizar

um grupo mais amplo.

Tabela 2.Distanciagenética (Tamura-Nei) dentro de cada clado

Clados Distancia (d)
1. ASU 0,000
2. SP-B N/C
3. aff-BIM N/C
4. ABRA 0,008
5. ALTI 0,000
6. GB(fas/mex) 0,023
7. aff-PARA N/C
8. SP-C 0,007
9. BOCK N/C
10. SP-488 N/C
11. FASC 0,005
12. SP-D 0,000
13. SP-F 0,000
14. SP-E 0,000

[
a1

. MOENK N/C
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Quando se compararam as distancias genéticasosnttados dentro dos grupos A, B
e C, notaram-se valores relativamente baixos (@aBelPara exemplificar, dentro do grupo
A, a distancia mais alta foi encontrada entre adas ABRA e SP-B (0,074), o restante das
combinacgfes possiveis ndo ultrapassa o valor d& .O@esta forma, evidencia-se maior ou
menor parentesco entre as espécies dentro de madasutrés grandes grupos formados.

No grupo A, as menores distancias genéticas forane ASU e aff. BIM (0,015) e
ASU e ALTI (0,010). No grupo C, os clados SP-F eESRxmbém mostram alto grau de
parentesco entre si (distancia genética de apefa®)0 Por outro lado, o clado SP-D tem
uma distancia grande dos clados SP-E e SP-F (@ I5465 respectivamente), além de alta
divergéncia da espéchestyanaxsp. D em relacdo as outras duas que compartilharasono
agrupamento, com pode ser visto nas Figuras 2 e 3.

Dentro do grupo B foi onde se notou a maior distigenética das analises (entre
GB(fas/mex) e BOCK, que foi de 0,148). Isso proWamemte se explica pelo fato dos
individuos que tiveram suas sequéncias adquirid@emeBaniserem de regiées da América
Central, pois, véem-se valores de distancia ge®ticelativamente baixas quando
comparados apenas os individuos (clados) das bagi&asil. O individuo SP-488 néo se
agrupou em nenhum clado, mas possui menores datérum o clado FAS (0,034) e SP-C
(0,024) do que com, por exemplo, ABRA (0,160) ouTAKO0,127) sugerindo que pode ser
uma espécie diferente das demais que foram agrsipieda@damente em seus clados, mas que

possui mais semelhanca com os individuos dos ckediSse SP-C.
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Tabela 3.Distancia genética (Tamura-Nei) entre os cladoetras entre parénteses correspondem ao gruposqriadms se agruparam
(A=Grupo A; B= Grupo B. C= Grupo C)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 ABRA A -

2 ALTI (A) 0,036 -

3. ASUN (A) 0,025 0,010 -

4. FASC () 0,198 0,157 0,163 -

5.GB(fas/mex) (B) 0,154 0,126 0,141 0,119 -

6. af-BIM  (A) 0041 0,026 0015 0,158 0,163 -

7. af-PARA (B) 0,135 0,103 0,103 0,070 0,113 0,123 -

8. SP-488 (8) 0,160 0,127 0,127 0,034 0,115 0,147 0,042 -

9. BOCK (8) 0,180 0,145 0,145 0,068 0,148 0,151 0,047 0,052 -

10. SP-B (A) 0,074 0,047 0,047 0,158 0,170 0,031 0,135 0,148 510,1 -

11. SP-C (8) 0,152 0,118 0,118 0,040 0,120 0,124 0,035 0,024 340,00,124 -

12. SP-D (C) 0,191 0,173 0,190 0,251 0,183 0,213 0,216 0,244 620,20,216 0,244 -

13. SP-E (C) 0,177 0170 0,177 0,214 0,210 0,199 0,172 0,180 30,2D,219 0,199 0,154 -

14. SP-F (C) 0,172 0,164 0,172 0,208 0,204 0,193 0,167 0,174 070,20,214 0,194 0,165 0,010 -
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Dentro dos trés grandes clados verificou-se digad® genética de 0,023; 0,064 e
0,070 nos grupos A, B e C, respectivamente (Tabgle, quando analisadas as distancias
genéticas entre esses grupos, 0s valores coloc&rugo A mais préoximo do Grupo B
(0,122) e mais distante do Grupo C (0,159).

Tabela 4 Distancia genética (Tamura-Nei) dentro de cadpar

d
Grupo A 0,023
Grupo B 0,064
Grupo C 0,070

A maior distancia entre esses grupos foi verificad@e os Grupos B e C, que foi de
0,185 (Tabela 5). Essas distancias sao melhorsuistagrafico de dispersao (Figura 2), onde
as distancias Tamura-Nei emparelhadas em escalansibnais geraram 0s respectivos

valores de auto-vetores.

Tabela 5 Distancia genética (Tamura-Nei) entre 0s grupos.

GrupoA GrupoB  Grupo C

Grupo A - - -
Grupo B 0,122 - -
Grupo C 0,159 0,185 -
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A. asuncionensis
A. altiparanae

A. abramis

A. fasciatus

* GB (fasc/mex)

A. aff. bimaculatus
A. aff. paranae
Astyanax sp. 488
A. bockmanni
Astyanax sp. B
Astyasnax sp. C
Astyanax sp. D
Astyanax sp. E
Astyanax sp. F
Moenkhausia

Figura 2. Grafico 3D de dispersdao em coordenadas princ{pai®-vetores 1, 2 e 3) de espécies
deAstyanaxe do grupo externbloenkhausia

Com relacao as probabilidadegosteriorj a arvore gerada pela inferéncia bayesiana
(Figura 3) também demonstra visualmente essasndiagvistas no grafico de dispersdo
(Figura 2) e explicitadas na tabela de distanciaétiga entre esses trés grandes grupos
(Tabela 5). Além disso, apresenta altos valoreproddabilidades posteriores, ou seja, a
tendéncia das ramificacbes geradas quando se supdgrande numero de geracdes

posteriores possuirem valores acima e 97% nasicagdes que sustentam os clados de
maior pertinéncia.
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Figura 3. Arvore filogenética bayesiana gerada sob as sigdes das Cadeias de Markev
Simulacaade Monte Carlo MCMC). Os semicirculos pontilhados ( ... ), tracejados ) e
tracejado-pontilhados ( _ . _ . _ . ) correspon@d@s grupos C, A e B, respectivamente. Os
valores nas ramificagbes geradas correspondencargagem da probabilidade posterior das
altimas 280.000 geracdes simuladas segundo o mddedabstituicdo nucleotidica TrN+I.
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DISCUSSAO

Com o presente estudo filogenético pode-se sugeeios Astyanaxdo rio Iguacu nao
se diversificaram a partir de um unico ancestra figou isolado quando a bacia se formou,
sugerindo a possibilidade de pelo menos trés grulgoAstyanaxterem ficado isolados
durante a formacéo da bacia. Tgrsipos foram denominados aqui como Grupos A, Be C
reforcando hipoteses de gAstyanaxrepresenta um grupo de complexa identificacdo,ocom
vistos em estudos morfologicos (e.g. Weitzman & dWatba, 1998) e de abordagens
genéticas (e.g Calcagnottbal 2005; Porteet al 2007).

No grupo C, que agrupa as espééistyanaxsp. F,Astyanaxsp. E eAstynaxsp. D, ha
uma distancia genética alta dessa Ultima espécieekatéo aos outros dois agrupamentos -
0,165 e 0,154, respectivamente (Tabela 3). A didade genética dentro deste grande grupo
também foi a maior dos trés grandes grupos formamloseja, 0,070 (Tabela 4). Isso sugere
gue os clados formados pastyanaxsp. F eAstyanaxsp. E tendem a divergir destyanaxsp.

D, como pode ser melhor observado na Figura 3. #jssede analise, que tem inferéncia
bayesiana, mostra um alto valor de probabilidagesteriori(98%) para a ramificacdo entre
esses dois sub grupagie simula a tendéncia filogenética de futurasqiers

A posicéo e distancia genética Alstyanaxsp. D em relagdo aos dois clados citados
anteriormente, sugerem que a separacdo dessaeesjmErigrupos ancestrais que deram
origem as espécies agrupadas no Grupo C se deupassado mais distante, enquanto
Astyanaxsp. F eAstyanaxsp. E teriam uma diferenciacdo mais recente (detirGrupo C),

0 que se confirma com a baixa distancia genétitta essas duas espécies, que foi de apenas
0,010. Kantek (2005) levantou a hipotese que asr@des e padrao de heterocromatina
observadas em cromossomos Alstyanaxsp. D teriam sido decorrentes de fenémenos
geoldgicos que teriam dividido a espécie em v@g@ailacdes isoladas entre si, permitindo,
deste modo, diferenciagbes ao nivel heterocromatisn algum momento da histéria
evolutiva recente da espécie, essa barreira tesapérecido e os individuos das varias
localidades voltaram a se cruzar, impedindo a éogra de um evento de especiacao.

Tais suposi¢cdes corroboram-se as mudancas climatjoa ocorreram durante o
Periodo Quaternario, que influenciaram a distriédoiiga cobertura vegetal na regido da bacia
do rio Iguacu. Elas teriam causado, em periodosiaita curtos, expansdes e retracdes
sucessivas, tanto das florestas, quanto das aeea&egitacdo aberta. Durante os periodos
glaciais, ocorreu a expansao dos nucleos de agideani-aridez e consequente retracdo das

florestas. Nos periodos interglaciais, porém, @omrexpansdo das florestas e retragdo das



30

areas aridas (Van Der Hammem, 1974; Ab’saber, 1Biggrella & Andrade-Lima, 1982).
Com a expansao das florestas, aumento da preépitagiminuicdo das areas aridas, o rio
Iguacu teria se tornado menos severo para estemismyps e, assim, as populacdes
anteriormente separadas teriam tornado a se diiiaatek, 2005).

Devido ao surgimento das Cataratas do Iguacu, idoofvd aproximadamente 22
milhdes de anos (Periodo Oligo-Mioceno), as po@éagle peixes da bacia do rio Iguagu
foram isoladas por quedas que apresentam até @eré¢@m de desnivel (Maack, 1981). Tal
fato teria favorecido um processo de especiac@seua responsavel pelo consideravel grau
de endemismo apresentado por sua ictiofauna. Torrsmem conta esses dados geoldgicos,
pode-se sugerir quAstyanaxsp D teria se isolado reprodutivamente num ptetémais
longinquo do que as espécidstyanaxsp E eAstyanaxsp F, devido, provavelmente, a
especificidade de habitat da primeira espécie ezstga.

Essas mudancas paloeclimaticas teriam causado earupgdo da distribuicao
geografica continua de muitos tdxons por meio teragldo de vérios fatores limitantes a
distribuicao, tais como alteracédo do nivel d"ageimperatura e composi¢cao quimica da agua.
A fragmentacdo de areas de distribuicdo geogréita repercutido no isolamento de varias
de suas populactes. Isto teria criado condicOepiqas para diferenciacbes locais e até
mesmo especiacdes, dependendo do tempo geoldgiotvidn (Bigarella &Andrade-Lima,
1982; Weitzman & Weitzman, 1982; Lucinda, 1995).

No grupo B, véem-se dois grupos distintosAdeyanax fasciatu@-igs. 1A, 1B e 2): o
mais basal, proveniente do rio Tibagi, da baciadghfica do alto rio Parana e o clado
superior com haplétipos de regifes das bacias déridmCentral, além de um exemplar de
A. mexicanusla regido do México. Os indices que suportam aragfio destes clados em
ambas as arvores filogenéticas (Figura 1) gerasasattos valores deootstrap(75 e 80) nas
analises de unido-de-vizinhos e maxima-verossimgaa respectivamente. A distancia
genética alta (0,119) entre os grupos corroborafgdasciatusé, na verdade, um complexo
de espécies. A espéciB. mexicanusaparecendo como grupo irmado de fasciatus
provenientes da Ameérica central esta em congruémuia os resultados de Strecladral
(2004) e Porteet al (2007).

Melo (2005) salienta que somente os espécimes mmues da bacia do rio Sao
Francisco, local de onde o material tipo dessa cgspéoi primeiramente coletado
(Eigenmann, 1921), devam ter a denominagatasciatusuma vez quee véem diferencas
morfologicas em relacdo as outras espécies do exmpjue ocorrem, por exemplo, no alto

curso do rio Parana e no rio Paraiba do Sul (M#0]1). Os exemplares de outras bacias na
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verdade seriam, segundo o ultimo autor citado,@spéripticas do “complexo de espédes
fasciatu$, ou ainda, outras espécies. Dados citogenétammdém confirmam a plasticidade
de organismos que sao identificados cofMofasciatus ja que € possivel identificar trés
citotipos padrdo com base no pareamento dos cramasshomologos, sendo 2n=46, 48 e
50, com pequenas diferengas cariotipicas populaisiaentro de cada citotipo (Artost al,
2006; Pazzat al, 2006; Kavalco, 2008;).

Em relacdo aos dois clados Alefasciatusanalisados aqui, ha estudos que levantam o
tempo de divergéncia para esses grupos. Peirtalr (2007), baseando-se em calibragem do
gene citocromdy, sugerem que a divergéncia Aemexicanusa América Central tenha se
iniciado h& cerca de 5-2 Ma (Plioceno), que é @@rumao deA. fasciatusdaquela regiao.
Streckeret al (2004) defendem a hipotese que a média de diveig@ara oA. fasciatus
(também da América Central) é de 3,1 Ma, que cporaderia a conclusado da formacgéo do
Istmo do Panama hé& cerca de 3 Ma (Bussing, 1988rdVf1§966). Tal fato teria permitida
fasciatusser capaz de invadir a América Central depoisabhdmento terrestre; fato que
também é assumido para outros peixes de agua Bemmifgham & Martin, 1998; Perdices
et al, 2002). Kavalco (2008) também sugeriu um tempaligtergéncia pard\. fasciatus,
desta vez para 0s provenientes da bacia do altBaiana (entre outras localidades). Neste
estudo, tal espécie se situa em um clado queusréadivergéncia estimada de 4,3 Ma. Além
disso, a mesma autora também realizou analisegfiticas com o gerfeTPase6/80 qual
se mostrou pouco variavel, sugerindo, também, ueparacado recente para esse grupo.
Baseando-se nesses dados, pode-se inferir que&sessda bacia do alto rio Parana séo de
uma linhagem mais antiga do que os espécimes dman&sxon das regidbes da América
Central.

Um estudo de Pazz al. (2006) ressaltou, por meio de dados gerados pindes
cromossOmicos, que os exemplares da bacia do Wt®arana podem fazer parte de um
grupo mais diverso de peixes que estdo organizmmsim mesmo género, 0 que sustentaria
a idéia de uma divergéncia relativamente antiga.ghNidico de dispersdo de auto-vetores
(Figura 2) e nas arvores filogenéticas (Figuras 3),epode-se notar que mesmo entre 0s
quatro exemplares amostrados, um deles (fasc-6vi€distante dos outros trés individuos
sob a mesma nominacgao, o que sugere que pode daplatipo distinto que demonstra, por
sua vez, que mesmo numa amostra pequena € notétz@uvdntraespecifica acentuada.

Na pesquisa de Pazetal (2006), também € salientada a semelhanca do8gsade
distribuicdo dos genes de rDNA 5S, que sdo confipadivs entre A. afffasciatuse A.
bockmanni O grupo B desse estudo compoftafasciatuse A. bockmannicorroborando,
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assim, a semelhanca sugerida no estudo acima. Nmten Kavalco (2008) ressalta a
dificuldade de se inferir relagbes evolutivas agetesta espécied( bockmanni uma vez
que, mesmo compartilhando genes de rDNA 5S em gmsntersticial num cromossomo M
comA. fasciatusA. bockmannndo apresenta DNA satélite As-51, que é notad@ih@Fos

da espécie anterior. Esse impasse para relacfenbockmannicom robustez para com
outros tdxons também é notado no presente estaomesmo tendo certa proximidade com
A. fasciatus(0,068) eAstyanaxsp. C (0,034) a espécie em questdo se encontraramm
evolutivo divergente de tais grupos, como podersghor visto na arvore bayesiana (Figura
3).

Ainda em relagdo ao Grupo C, vé-se a maior proxadedgenética da espécie
Astyanaxsp C comA. bockmann(distancia genética de 0,034) com valores altdsodéstrap
nas arvores filogenéticas unido-de-vizinhos (88)aaima-verossimilhanca (76) (vide Tabela
3 ou Figura 2). Kavalco (2008), levantando o pr@ldempo de divergéncia pata fasciatus
e A. bockmannisugere um tempo de 4,3 Ma.

De acordo com Lundbergt al. (1998), no periodo Mioceno médio (20 -11,8 Ma),
platé Sul-americano sofreu estresse compressivgudeste brasileiro, que teria resultado no
soerguimento da “estrutura Aruja” (Riccomini, 198%ue eventualmente separou as
drenagens do Tieté e Paraiba do sul. Ao oeste oymgistema fluvial foi estabelecido com a
direcdo atual leste-oeste para o presente rio Ti@w@mbraet al, 1983). Ao leste, a
reorganizacdo da drenagem do Paraiba do Sul eauoutn periodo de erosédo durante o
tempo de atividade tectdonica no Plioceno-Pleistocgmovavelmente num ambiente mais
quente e umido (Lunderberd al, 1998). Tais processos evidenciam que a divergétas
espécied\. fasciatuse A. bockmanné mais recente do que a separacadstganaxsp. C dos
grupos ancestrais que teriam dado origem aos @masi do grupo B, uma vez que esta
altima espécie, do rio Iguagu, teria se isolado basias adjacentes num passado mais
longinquo (Mioceno).

No Grupo A, a tendéncia observada é que as espagiepadas aqui fazem parte do
“‘complexo de espéciesA. altiparanae-bimaculatiis que, segundo Kavalco (2008),
compartilham caracteristicas citogenéticas semtdbartomo tracos simplesiomorficos ja
vistos anteriormente em Characidae (Scheel, 19 8¢elMet al, 1983; Portelat al, 1988;
Daniel-Silva & Almeida-Toledo, 2001; 2005), e o rénm dipldide de 50 cromossomos
(Pazza & Kavalco, 2007). Ingenitt al. (2004) também ressaltam a alta similaridade de
aspectos morfologicos (mais especificamente, aragho) entreA. aff. bimaculatuse A.

abramis que no presente estudo se agrupam no mesmo gcdedie que comporta.



33

asuncionensig A. altiparane.Tais semelhancas ja haviam sido vistas por Eigenni921)
que, inclusive, teria agrupado as espédesabramis A. asuncionensigque hoje séo
reconhecidas como espécies validas) como subespél@eA. aff. bimaculatus O
posicionamento dé. altiparanaetambém esta de acordo com estudos anterioresg@rag
Pavanelli, 2002; Prioket al, 2002), que ressaltam essa espécie como uma dedgrecente
dada as populagfes do alto rio Parané do grupceecamthanteriormente comf bimaculatus
(Garutti & Britski, 2000). A distancia genética kai (0,026, Tabela 3) entre essas duas
espécies (ALTI x aff. BIM) também sugere uma digerga mais recente.

A separacéo relativamente recente dos clados adpspno Grupo A pode estar
relacionada ao “padréo C” de padrdes de distrilbutigitrabalho de Ribeiro (2006). Segundo
este autor, a categoria de divisdo mais recentepddedes de distribuicdo de espécies de
peixes de agua doce reflete os eventos vicarianés recentes entre os escudos cristalinos
de rios e as drenagens adjacentes costeiras gamrnevao reconhecimento de espécies
compartilhadas entre elas. Ativas areas tectbmicagidas num periodo mais recente que 1,6
Ma (Saaidet al, 2002) teriam feito possivel o compartiihamentéofauna ictiolégica das
bacias centro-sul com as drenagens costeiras,lteegBkase as areas que incluem as
cabeceiras do rio Ribeira de Iguape, Iguacu e Bpearema, além da porcao do alto rio Tieté.

Durante os periodos Pleistoceno e Holoceno, a casieamericana sofreu
transgressdes marinhas e flutuacdes no nivel doEsardos sobre o Quaternario brasileiro
(Saadi, 1993; Riccomini & Assumpcao, 1999; Saddil 2002; Ribeiro, 2006) ressaltam que
a Fissura Continental do Sudeste Brasileiro (CR88) pronunciada atividade e reativacoes
de estruturas geomorfologicas ancestrais que tegemado novas falhas. Essas mudancas
topogréficas relativamente recentes teriam resultad reativacdo de crostas litologicas
ancias descontinuas, além dos rearranjos fluvaaisazlos por esses processos geologicos. Na
familia Characidae, ha o exemplo dos membros ddamsiilla Glandulocaudinae, tribo
Glandulocaudini que tém, no génekdimagoniates maior diversidade especifica (seis
espécies) e distribuicdo mais ampla ao longo desadens costeiras. Por outro lado, seu
grupo irmao, do género Glandulocauda (duas espgedie € primitivo em atributos
morfologicos, € endémico ao escudo cristalino dalswBrasil, mais especificamente nos rio
Tieté e alto lguagu (Weitzmaat al, 1988; Weitzman & Menezes, 1998).

Uma das caracteristicas geoldgicas mais proengisemd sudeste do Brasil foi a
formacédo do Arco de Ponta Grossa, que se conslistium soerguimento do embasamento
cristalino da porcao sudeste da bacia do Parama €PEulfaro, 1983) que teria provocado a

aceleracdo do dinamismo fluvial entre os sisteneslrgnagens adjacentes, acelerando o
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intercambio ictiofaunistico entre elas. Movimentgeticais entre os blocos fraturados e
evolucéo erosiva dos rios ao longo de tais clivageniam promovido uma mistura entre as
drenagens adjacentes que explicaria, por exengplopeas ictiolégicas que ocorreram entre o
rio costeiro Ribeiro de Iguape e os rios IguacaiPapanema (Ribeiro, 2006).

O mesmo levantamento tectbnico pode ser respdnpavenandar de volta para a
bacia do Alto Parana uma biota aquatica que umastewa associada as drenagens costeiras
baixas durante uma fase erosiva e tectdnica intkamea. De fato, a idéia do sudeste do
Brasil ser uma area ativa tectonicamente e proparsafrer deformacdes (Cobbadd al,
2001) é fortemente suportada por estes complexdsdgs de distribuicdo incluidos no
“padrao C” de Ribeiro (2006). A intensa atividadetdnica ao longo da fissura continental
do sudeste brasileiro também explicaria o porquéataa do Parana contribuir mais (em
termos de estoques ancestrais) para o desenvoblanuenfaunas ictioloégicas, como foi
mencionado por Bizerril (1994). No entanto, haisogue propdem que a diversificagdo da
fauna dos rios de drenagens costeiras da Améric&ulotambém esta relacionada as
mudancas do nivel no mar durante o Pleistocen@mt@deitzmanet al, 1988), que levanta a
hipétese de que, quando o nivel no mar era em gengem metros mais baixo que hoje, a
fauna ictiologica foi capaz de se tornar mais dispa e, seguindo-se um levantamento do
nivel maritimo, a especiagéo teria ocorrido dededacias de rios isoladas. E, pois, nesse
periodo que ocorrem as oscilacfes da pressédo egadétiiongo da plataforma relacionada a
mudancas no nivel do mar (Almeida & Carneiro, 198B&comini & Assumpcao, 1999;
Cobboldet al, 2001; Riccomingt al, 2004).

O relevo atual do centro-sul brasileiro comecaiedatente a ser definido no limite
Mioceno/Plioceno, com a formacao de uma grandealseidrenagem que envolvia as bacias
do Parand, Uruguai e Paraguai (King, 1956; Maa@&8). Durante o Plioceno Médio ocorre
0 soerguimento da serra de Maracaju (Fulfaro & 8ydi974), que vem a constituir o divisor
das bacias Parana e Paraguai. O canal atual ®arama, escavado nos resistentes pareddes
do arenito Caiuda, instala-se provavelmente noandm Quaternario (Stevaux, 1994). Tais
dados geomorfolégicos corroboram-se as inferénteaslivergéncia relativamente recente
sugeridas por distancias genéticas baixas (0,040 @s espécies da bacia do Paraguai
(ASU) e da bacia do rio Parana (ALT); e destas oattado composto, em sua maioria, com
espécimes provindos da bacia do rio Cuiba/MansoRAB com distancias genéticas de
0,025 (ABRA x ASU) e 0,036 (ABRA x ALTI).

Baseado nos dados geoldgicos mostrados acima sdrgedr que a diferenciacéao de

Astyanaxsp. B, assim como as outras espécies endémicas @macu discutidas aqui, teria
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ocorrido num passado mais remoto, quando compal@slgsovaveis especiacdes entre o
restante das espécies dentro do Grupo A (e dassoegpécies endémicas do Iguagu, em seus
respectivos grupos). Uma vez que as distanciastigaséentreAstyanaxsp. B, quando
comparadas com o restante dos outros clados doo@upédo mais altas do que quando se
comparam as outras espécies em questdo entreesnagumostram valores maiores do que
0,041 (e.g. ABRA x aff. BIM, Tabela 3).

Kanteket al. (2008), trabalhando com as espéedssy/anaxsp. B.,Astyanaxsp. C e
Astyanaxsp. D, corroboram as divergéncias de tais espé&ciss no presente estudo. A
grande distancia entr@styanaxsp. D com as demais espécies do rio lguacu estd em
congruéncia com os dados destes autores, uma geesgaltam quastyanaxsp. D difere de
Astyanaxsp. B eAstyanaxsp. C sob abordagens cromossomicas especificanbddante, os
dados que Kanteét al (2008) geraram em relacdo aos padrdes de s8ioBSA reforcam a
diferenciagdo entre estas trés espécies discutioag, vez queAstyanaxsp. B pode ser
claramente diferenciada destas outras duas esp@ciesapresentar um Cromossomo
metacéntrico portandtocus de rDNA 5S, que ndo esta presente Astyanaxsp. C e
Astyanax sp. D. Além disso, a presenca destes sitios dEsciem cromossomos
metacéntricos também sao observados em outrasespédstyanaxentre elas a espédte
altiparanae,que no presente estudo ficou agrupada no mesmdeyaupPo quéstyanaxsp.

B (Grupo A).

Sendo o génerAstyanaxum grupo complexo, com histdrias evolutiva e baggafica
nao esclarecidas por inteiro, faz-se necessanoreato de estudos que incitem a discussao e
agregacdo de dados para o afloramento de novaasidgihipoteses para o melhor
entendimento deste taxon. O presente estudo conpédra o estabelecimento de algumas
relacdes entre algumas espécies, principalmente sobrigem do#styanaxdo rio Iguacu,
que ja vinham sendo discutidas em trabalhos améstioe direciona novas linhas de
abordagens para a melhor compreenséo das nebuitegies filogenéticas e biogeograficas
implicitas na evolucdo deste grupo ictiolégico. daslos levantados aqui estdo a disposicao
para gerar corroboracdes e/ou contrariedades gemn a@aior robustez na compreensao
taxondmica e evolutiva dos lambaris das baciasléiras e sul-americanas. Nao obstante,
esses dados deixam a sugestao da importancia dta dmidados geomorfolégicos (tais como
evolucdes litolégicas e hidrograficas das bacidwes@s quais a fauna a ser estudada se
estabeleceu) aos estudos de evolugcédo biologicam@asmismos que ali vivem, como bem
levantou Leopoldet al (1964), ao afirmarem que “um rio deve ser melpensado como

tendo uma heranca do que uma origem”.
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