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Caracterizacdo molecular de espécies Rigamotrygon (Potamotrygonidae,

Myliobatiformes) da planicie de inundacdo do alto rio Parana, Brasi

variabilidade e diferenciacdo genética, hibridagditogeografia

RESUMO
As raias da familia Potamotrygonidae sao peixesilaginosos de origem marinha que
invadiram a bacia Amazonica durante 0 mioceno. texisoutras espécies de agua doce,
como por exemplo, as raias da familia Dasyatidaas rapenas as raias da familia
Potamotrygonidae estdo totalmente adaptadas eeapass todo seu ciclo de vida em agua
doce. Existem trés géneros em PotamotrygoniBaeatrygon e Plesiotrygoncom apenas
uma espécies cada,Rotamotrygoncom 18 espécies e outras a serem descritas. A baci
amazonica apresenta a maior diversidade de espéoims13 espécies descritas, enquanto
que a bacia Parana- Paraguai apresenta sete aspeamioria das espécies sao endémicas,
com poucas espécies habitando mais de uma badiagrafica, como por exempld.
motora No alto rio Parana existem duas espé&esyotoroe P. falkneri que invadiram esse
ambiente ap0s a construcao de Itaipu. No preseattalbho foram avaliadas a variabilidade
genética e a diferenciacdo genética das espéassriges no alto rio Parana, a possibilidade
de hibridacao inter-especifica e a comparacéo entireéiduos deP. motorodo alto rio Parana
com individuos do rio Orinoco e da bacia Amazénismbas as espécieB, motoroe P.
falkneri, apresentaram baixa diversidade genética, entpetamom alguns marcadores
moleculares, foram identificados dois grupos berfereinciados emP. falkneri Esse
resultado deve ser melhor estudado para confirnsaraavalidade. A diferenciacdo genética
entre as duas espécies também foi muito baixagisoressalta a especiacdo recente dessas
duas espécies. Foram detectados individuos hibeidkneP. motoroe P. falknerino alto rio
Parana. A comparacao entre as populacdéds. daotorodo alto rio Parand, rio Orinoco e
bacia Amazonica mostrou que estas populacfes méampem a mesma espécie. PortaRto,
motoro deve ser considerado um complexo de espécies,aeidamtificacdo restrita a
populacdes da bacia Parana- Paraguai, local déesgacao.
Palavras-chave Raia. Diversidade genética. Diferenciacdo geaétitibridacdo. Complexo

de espécies. mtDNA



Molecular characterization ofPotamotrygon species (Potamotrygonidae,

Myliobatiformes) from the Upper Parana River flotap, Brazil: variability and
genetic differentiation, hybridization and phylogeaphy

ABSTRACT
The freshwater stingrays from the Potamotrygoni@aeily are cartilaginous fish of marine
origins that invaded the Amazon basin during theoddne. There are other freshwater
species, such as from the Dasyatidae family, biyt thre stingrays of the Potamotrygonidae
are fully adapted and have all their life cycle freshwater. There are three genus in
Potamotrygonidae.Paratrygon and Plesiotrygon with only one species each, and
Potamotrygornwith 18 species and others to be described. Thazdm basin has the highest
diversity of species, with 13 described speciesjenine Parana- Paraguay basin has seven
species. Most species are endemic, with few speclesbiting more than one basin, for
example,P. motoro In the Upper Parana River, there are now twoispde. motoroandP.
falkneri, which invaded this environment after the congtamcof Itaipu. In this study we
evaluated the genetic variability and genetic défgiation of the potamotrygonids in the
Upper Parana River, the possibility of interspechiybridization and comparison between
populations of. motorofrom the Upper Parana River, Orinoco River andAh®azon basin.
Both speciesP. motoroandP. falknerishowed low genetic diversity, however, with some
molecular markers, two groups were identifiedPinfalkneri More studies are required to
confirm this result. The genetic differentiationtween the two species was also very low,
emphasizing the recent speciation of these twoiepetlybrid individuals were detected
betweenP. motoroand P. falkneriin the Upper Parana River. The analysis between th
populations ofP. motorofrom the Upper Parana River, Orinoco River andAhwzon basin
showed that these populations do not belong tedhee species. TherefoRe, motoroshould
be considered a species complex, and their ideatiifin restricted to the Parana- Paraguay
basin, where were described.
Keywords Stingray. Genetic diversity. Genetic differentat Hybridization. species

complex.



Tese elaborada e formatada conforme as normas da
revista cientificaJournal of Fish BiologyDisponivel
em: <http://www.wiley.com/bw/submit.asp>



SUMARIO

Capitulo | - Caracterizacdo molecular das espécies d&otamotrygon

(Potamotrygonidae, Myliobatiformes) do alto rio Pamana, Brasil:

variabilidade, diferenciacdo genética e hibridacdo

1 11 PPN 11
AB STRACT ettt ettt ettt e e e e e sttt e e e e e e et bt et e e e e e e ntre e e e aaanraeeaaeeeannraaaneaeeaans 12
INTRODUGAO. ..ottt ettt ettt seemes sttt ee et s et e et e te et e et e steateese e e eaeeseareeseeseesreareanes 13
MATERIAL E METODOS.......oiiiiieiecte ettt ete e stae e e steaassssenesessaenaneas 16
COlBLAS. ..o —————— yrr11ygeenn 10
= Tox= 1o Jo [T I N USSR 17
AMPIIficagBes VIa PCR........coo oo s 17
DNA mitocondrial (MIDNA).......coooiiie e eeeeeees 17
ISSR (Inter Simple Sequence REPEAL)...........oceeiiiiiiiiiiiiiiie e 18
RESULTADOS. ...ttt e et e e e e e s ettt e e e e e s st be e e e enenneeeeeeeensaneeeaeeaans 19
DNA mitocondrial
ReQIA0 CONLIOIE D-LOO0P). .. iiiiiiieiiiiiiiiiiiiae e ettt e e e e e e e e e e e e eeeeeennees 21
CiItOCrOMO D (CYL D). e 24.
Citocromo € OXIdASE | COI)...iiiiiiiiiiieeeeeee e e e e e e e e 27
ATPASE 8/B... oot 29
DNA nuclear
LS S R ettt e e e e e e et aaan———aaeaaanaraaaaas 32
DISCUSSAOD......eeieieientiet ettt entem et ee et ettt esese e et e e e eee b s es e s eananassesese e e e eseeesenenens 35
Avaliacao da diferenciaGao geNEtiCA...........cccemvvrrrmiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeiien s 35
Avaliacdo da diversidade genética intra-especifica..........ccccocvvvvviiiiiiiiiiiiiniieneeen. 36
Avaliacao do processo de NIDMAAGED. ..........ummeevvriiiiiiiiiieie e 37
CONSIDERAGCOES FINAIS........oieeeeteeteeeeeeee et ete e ete ettt esvesaeaneaesene s, 38

REFERENCIAS . ..ot et e et e e e et e e e e e e e e e et e e e ee et e e e eeeeeaaseeesereeeeeeseeeans 39



Capitulo Il - Comparacdo genética baseada em sequéncias mitodigais Cyt
b e COI entre Potamotrygon motorgPotamotrygonidae, Myliobatiformes)

do alto rio Parana, rio Orinoco e bacia Amazodnica

RESUMO ..ottt et 2 222kttt e e 22444ttt e e e e e e e st e e e e anssbseaeeeeeannstneeeeeeans 45
N 1T I 2 ¥ O PP 45
INTRODUGAD ...t ettt ettt ettt n et eae s s ae s tenneaenenes 47
MATERIALE METODOS .....oooieiitecteceeeeeeee ettt ettt sae s s tesvestenesansseneene e 48
= Tox= 1o Jo [T I ] PSPPI 48
Amplificacbes do DNA mitocondrial (MDNA) ....oooeeiiiiiiiieie e 49
RESULTADOS ...ttt e et e e et e e et e e e eaaenaane s e e eataeaeanneaees 49
CitoCromMO D (CYL D) weveeie e 49.
(@4 (oTo1 0] .4 [o I ol @ (o F= 1T (O ] | 53
DISCUSSAD ...ttt eeteme ettt ettt et et e et s ean e s e s et e s s s sesenenens 57
CONSIDERAQ@ES FINALS Lo e e e e aaaas 58

REFERENCIAS . ..ot e e et e e e et e e e e et e e e e et e e e e et e e e eeeeeaaseeeseseeeeaeieeeans 59



11

Capitulo | - Caracterizacdo molecular das espécies dePotamotrygon

(Potamotrygonidae, Myliobatiformes) do alto rio Paanda, Brasil: variabilidade,

diferenciacéo genética e hibridacao

RESUMO
A familia Potamotrygonidae, representada pelass rd@a agua doce, é a Unica familia de
Elasmobranquios exclusivamente de agua déctamotrygore o género com maior numero
de espécies. As principais caracteristicas pardiftbar as espécies de potamotrigonideos sao
0 padrdo de coloragdo e manchas dorsais. Entretal@ado ao policromatismo e
sobreposi¢cdes meristicas e morfométricas, sdo compublemas de identificacdo nesse
género. No alto rio Parana, originalmente ndo ecamtrada nenhuma espécie de raia, porém,
com a construcao de ltaipu, e consequente submdmsdalto Sete QuedaBptamotrygon
falkneri e Potamotrygon motorinvadiram e colonizaram o alto rio Parana. Algtrabalhos
avaliaram caracteristicas ecoldgicas desses paigoritieos na planicie de inundagdo do
alto rio Parana. Entretanto, conflitos quanto aretaridentificacdo ainda ocorrem nessa
regido. Assim, o objetivo desse trabalho foi avadiaaracterizar geneticamente, através das
sequéncias mitocondriad-Loop, Cyt b COIl e ATPase 8/@& marcadorekESSR as espécies de
raia do alto rio Parana. Foram analisados genetics9 individuos, capturados nos anos
de 2007 e 2008. Os resultados mostraram a predenaas espécies de raia muito proximas
geneticamente. Foram identificados dois grupos Rle falkneri bem diferenciados
geneticamente. Entretanto, a diversidade genétita-éspecifica foi baixa para ambas as
espécies. Foram identificados quatro individuosididls P. motorox P. falkneri Os hibridos
apresentam sequéncias mitocondriaisRdefalkneri e morfologia e DNA nuclear de.
motora Dessa forma, ficou evidenciado a possibilidadegairesso de introgressao génica
através de retrocruzamento.
Palavras-chave ATPase 8/6COlI, Cyt b D-Loop ISSRRaia de agua doce.



12

Chapter | - Molecular caracterization of Potamotrygon species

(Potamotrygonidae, Myliobatiformes) from the Upper Parana River, Brazil:

variability, genetic differentiation and hybridization

ABSTRACT
The Potamotrygonidae family, represented by fresbmwatingrays, is the only family of
Elasmobranchs living exclusively in freshwat@&otamotrygonis the genus with largest
number of species. The main characteristics totiiyeihe species of potamotrigonids are the
color pattern and dorsal spots. However, due toptligchromatism anaverlapping in the
morphology, identifying problems are common. In Weper Parana River, there wasn’'t any
species of freshwater stingrays originally, buthwihe construction of Itaipu dam, and
consequent submersion of Sete Quedas FRidamotrygon motorocand Potamotrygon
falkneri invaded and colonized the upper Parand river. Smorks has investigated the
ecological characteristics of the potamotrigonidstiie Upper Parana River floodplain.
However, conflicts about the correct identificatistill occur in this region. The aim of the
present study was to evaluate and characterizeigaihe by mitochondrial sequences bf
Loop Cyt b COIl, ATPase 8/@and ISSRmarkers, species of freshwater stingrays from the
upper Parana river. Were genetically analyzed d#iduals collected in the years of 2007
and 2008. The results showed the presence of twoiesp of stingrays very genetically
related. We identified two groups Bf falknerivery genetically differentiated. However, the
intraspecific genetic diversity was low for bothespes. We identified four hybrid3. motoro
x P. falkneri The hybrids have mitochondrial sequences simitarP. falkneri and
morphology and nuclear DNA d?. motoro Thus, was evidenced the possibility of gene
introgression by backcrossing.
Keywords ATPase 8/6COl, Cyt b,D-Loop, Freshwater stingraykESSR
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INTRODUCAO

As raias, ou arraias, sul-americanas de agua dmwepaixes com caracteristicas bem
diferentes dos demais. Ao contrario dos outros ggetxabitualmente encontrados em ambientes
aquaticos continentais, as raias pertencem a claseedrichthyes por apresentarem esqueleto
cartilaginoso, presenca de escamas placoidespeodss e pertencem a subclasse Elasmobranchii.

Os Elasmobranquios sado animais predominantementénhma. A Unica familia
exclusivamente de agua doce € a PotamotrygonidaevdlBio et al, 2003). Essa familia &
claramente monofilética (Carvalhet al, 2003) e compartiiham especiacdes morfolégicas e
fisiologicas Unicas. As principais caracteristicgee distinguem a familia dos demais
elasmobranquios séo: habitat exclusivamente coriihepresenca de um processo pré-pélvico,
sangue com baixa concentracao de uréia, glandidbhateofiada e a quantidade muito maior de
células secretoras de muco na cauda (Rosa, 198&lk@et al, 2003). Thorsonet al. (1983)
relatam que as raias de agua doce sao os elasmolm@mais bem adaptados para a vida na agua
doce, por serem capazes de realizar osmorregulaggiop como os Actinopterygii de agua doce
fazem, e por ndo concentrar uréia como os elasm@bi@ marinhos.

A familia Potamotrygonidae esta dividida em trésiggés — Potamotrygon com
aproximadamente 18 espécies validas e, certamgirias ndo descritas (Charvet-Almeigiaal.,
2002; Almeidaet al, 2009),Paratrygone Plesiotrygon com apenas uma espécie cada género.
Segundo Carvalhet al. (2003) algumas espécies validas, como por exerfplmotorg podem
requerer uma subdivisdo depois de estudos adisio@aiindividuos dessa familia sdo animais de
médio a grande porte e caracterizam—se por sereroviviparos, alimentarem-se
predominantemente de insetos aquaticos, crustagemlgscos e peixes e possuirem o corpo e a
cabeca deprimidos em forma de disco. Suas nadadmitorais sdo modificadas, formando uma
borda ao redor do disco, unindo-se na parte antdoidocinho. Na regido ventral esta localizada a
boca com varias papilas e placas dentais (Bréskil, 1999) as quais, segundo Castex (1967),
servem para separar suas especies em grupos.

A maioria dos potamotrigonideos apresentam arrad@sais coloridos, incluindo-se
pontos de varias dimensdes, ocelos, marcas vemefre padrbes de reticulado, que sé&o
geralmente espécie-especificos (Carvaditoal, 2003). Um dos mais importantes caracteres
utilizados na identificacdo dos elasmobranquios gadrédo de colorido dorsal. Entretanto, as
espécies do génerBotamotrygonapresentam muitas variacdes intra-especificasol@agao,
combinadas com sobreposicfes meristicas e morfoagifCarvalhcet al, 2003). Esses podem
ser indicativos da existéncia de hibridos intere$jges, e ainda diferencas em etapas do ciclo de

vida e dimorfismo sexual.
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Na planicie de inundacdo do alto rio Parand, atéicio da década de 80, ndo existia
nenhuma espécie de raia. Porém, apés o fechamamtmchportas da usina hidrelétrica de Itaipu,
houve a eliminacdo dos saltos de Sete Quedas,gi® @omo barreira geografica e ecoldgica.
Com isso, um trecho de aproximadamente 150 km abom® Parana passou a integrar o alto rio
Parand, e espécies de peixes que nao habitavaim Basina, passaram a habita-lo (Agostieho
al., 1992). Segundo Julio-XFt al (2009), 33 espécies de peixe nativas do médandanvadiram
e colonizaram com sucesso o alto Parana, entreledassespécies de raidetamotrygon motore
P. falkneri Potamotrygon motorgMuller & Henle, 1841), € descrita do rio Cuiabacia do
Paraguai, Brasil (Carvalh@t al, 2003) e apresenta ampla distribuicdo geografsemdo
encontrada nas bacias dos rios Amazonas, OrindooRrata (Aradjet al, 2004).Potamotrygon
falkneri Castex & Maciel, 1963, localidade-tipo rio Pargp@rto da cidade de Santa Fé, Argentina
(Carvalhoet al, 2003), encontra-se distribuida nas bacias dBaraguai e alto rio Parana (Araujo
et al, 2004).

Estudos anteriores demonstraram haver conflitositqua correta identificagdo dos
exemplares de raia no alto rio Parana. Silva (2@®pntrou dois grupos de. motorocom
caracteristicas morfométricas muito diferentes. drdani (2009) detectou dois grupos
ecomorfoldgicos distintos de. falknerinos rios Parana e Baia, provavelmente relacionamoso
tipo de alimentac&o. Nessa regido, os caractem@siroente utilizados na taxonomia do grupo,
como por exemplo, presenca de sulco labial, nUmerseries de espinhos na cauda e diferengas ne
coloracdo nao tém sido efetivos na diferenciacés espécies. Exemplares com colorido
intermediario entre as espéciBs motoro e P. falkneri, pode ser um indicativo de hibridacao
natural, ou policromatismo intra-especifico.

Os marcadores moleculares baseados em DNA comstitagamentas auxiliares na
identificacdo de espécies cripticas e no recontetionde hibridos entre espécies (Avise, 2004;
Oliveira et al, 2002; 2006), podendo contribuir para a obtenc@&oirdormacdes sobre a
diversidade genética intra e interespecifica dasraio génerd?otamotrygonda bacia do rio
Parana.

Técnicas moleculares associadas a analises madasog ecoldgicas tém sido aplicadas,
com eficacia, a sistematica de peixes. Marcadoreleaulares também tém sido amplamente
utilizados para caracterizar a biodiversidade staiira genética de populagbes de peixes. Entre
as metodologias de analise molecular, aquelas dasem fragmentos de DNA amplificados com
a técnica PCRRolymerase Chain Reactipriornaram possiveis estudos genético—-moleculares

envolvendo um grande namero de individuos.
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O marcador molecular nuclear ISSRtér Simple Sequence Repeattiliza um Unico
primer com a sequéncia tetranucleotidica repetitiva denionossatélite ou SSFSihgle Sequence
Repeaty permitindo amplificar o segmento gendémico queeseontra entre dois blocos de
microssatélite. O resultado pode ser interpretadmoc um mapeamento de tais sequéncias
repetitivas. Estes fragmentos amplificados corestitunarcadores estaveis e com pouca variagao
intra-especifica, enquanto séo frequentemente éacms polimorfismos entre espécies diferentes.

O DNA mitocondrial (mtDNA) exibe algumas particutiades que permitem o acumulo
rapido de mutacfes de ponto, que favorecem a fibagéio de variacdes entre individuos (Brown,
1983). O sequenciamento da regido controle de rarige replicacdo do mtDNA, também
conhecida comaD-Loop, é util em estudos de filogenia, filogeografia &acterizagdo do
polimorfismo de populagdes, inclusive em peixedb@ra& Stepien, 1977; Meyer, 1994; Prieli
al., 2002; Avise, 2004) e espécies proximas de Hiidentificacdo (Meyer, 1994; Priobt al,
2002; Oliveiraet al, 2002) em funcdo de ser muito varidvel e apresaita taxa de mutacao
(Meyer, 1994).

O gene mitocondrial citocromo ¢ oxidased(l), por apresentar certas caracteristicas,
como ser eficiente em discriminar espécies e pasaptar uma sequéncia conservada que facilita
a utilizacdo deprimers universais (Heberet al, 2003) foi selecionada para a construgdo de um
banco de dados de codigos de barras de DDNA( barcod® com o objetivo de identificar
espécies ainda nao identificadas e aumentar adex@escoberta de novas espé¢Msritz &
Cicero, 2004). A metodologia dONA barcode segundo seus idealizadores, € uma forma rapida
eficiente e de acesso global para delimitacdo stiftcado de novas espécies (Hebetrtal,
2003). Essa metodologia esta baseada na premisgaede diversidade interespecifica € sempre
maior do que a diversidade intra-especifica. Hebedl (2004), propuseram um limiar em que
espécies diferentes devem apresentar a diversimaelespecifica 10 vezes maior do que a
diversidade intra-especifica.

Outras regides do mtDNA comumente utilizadas emdest genético-ecoldgicos sao as
gue codificam os genes citocromo Gyt b e ATPase8/6. Porém, estas regibes sao mais
conservadas e ndo detectam pequenas variacdegquEmaias nucleotidicas. As sequéncias do
geneCyt b contém sinais filogenéticos em varios niveis t@woicos, inclusive em peixes (Kocher
& White, 1989; Meyeret al, 1990; Martinet al, 1992; Cantatoret al. 1994 Garciaet al.,2000;
Avise, 2004). Essas sequéncias também sdo basttiitadas como "reldgio molecular” para
estimar a cronologia da especiacado (Mesteal, 1990; Irwinet al, 1991; Smith & Patton, 1993;

Avise, 2004). O gene dATPase8/6 € bastante utilizado em estudos de filogeniagmsidtica
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molecular e filogeografia (Bermingham & Martin, B3Machordon & Doadrio, 2001; Perdices &
Doadrio, 2001; Wonegt al, 2004).

Sendo assim, 0 objetivo proposto neste trabalho ifl@ntificar e caracterizar
molecularmente, através de marcadores mitocondriaigcleares, as espéciesRdtamotrygomo
alto rio Parana, bem como, esclarecer algumas asividianto a possibilidade de existéncia de
complexos de espécies e hibridagdo natural enfpetasnotrigonideos dessa regiao.

MATERIAL E METODOS
Coletas

As coletas de exemplares Betamotrygonforam realizadas em dois pontos no alto rio
Parana. Na planicie de inundacédo do alto rio Papaé&imo a cidade de Porto Rico - PR, e no
reservatorio da usina de Itaipu, proximo a cidagl&olz do Iguacu, nos anos de 2007 e 2008 (Fig.
1). Os exemplares foram identificados de acordo oopadrao de coloragcdo e manchas dorsais.
Foram coletados 28 individuos & motoroe 21 deP. falkneri Foram realizadas duas coletas
especificas para a captura de raias e alguns exeggfbram capturados nas campanhas do projeto
PELD/CNPg. As capturas nas coletas especificasnfoemlizadas com o auxilio de fisga, e os

individuos coletados no PELD foram capturados cspingel.

Floodplain

_SOUTH AMERICA

0 20 40 60km
Scale

Figura 1: Mapa indicando as &reas de amostrageneximaplares d€. motoroe P.
falkneri. Em destaque os dois pontos de coletas: Resdovdiitaipu e planicie de Inundacao do
alto rio Parana.

De cada individuo foi retirada uma amostra de nlasda regido lateral do corpo. As

amostras foram preservadas em frascos com alcomtrc@l puro e armazenadas em freezer —
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20°C. Apos a retirada de musculo para a extracdo dé,Nmaioria dos exemplares foram
fixados em formol e depositados na Colegao Icticiigo NUPELIA.

Extracdo de DNA

O DNA total foi extraido baseado no método fenokaiérmio (Moneskt al.1998), com
modificacdes. As amostras foram maceradas em &itiodiquido e homogeneizadas em tampéao
PS (Tris-HCI 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e Sacaro%®,3ampao TH (Tris-HCI 10 mM, NacCl
60 mM, EDTA 10 mM, Sacarose 5%, Espermina 0,15 nB$germidina 0,15 mM) e proteinase K
(20 pg/uL) por 2 horas em banho-maria a 37°C.

Posteriormente o DNA foi purificado por extragdomcdenol/cloroformio (1:1) e
cloroférmio, respectivamente e precipitado com g@usalina (NaCl 5 M) e etanol absoluto
gelado. O tubo foi suavemente invertido para precip DNA, a suspenséao foi centrifugada por
10 min a 13.000 rpm e descartado o sobrenadanpell€ foi lavado com etanol 70% gelado e
centrifugado por 2 min. Depois de seco, 0 DNA &ssuspenso em %0 de tampéo TE diluido
10 vezes (Tris-HCI 1 mM pH 8, EDTA 0,1 mM). A suspé&o de DNA foi armazenada a —20°C.
Uma aliquota de cada amostra foi utilizada paratifizagcdo do DNA, por comparagdo com uma
amostra conhecida de DNiAde concentracdes de 25, 50 e 100 ng, em gel desag@,8% corado
com brometo de etideo (2@/100 mL).

Amplificacdes via PCR
DNA mitocondrial (mtDNA)
A regido controle @-Loop) do genoma mitocondrial e também 0s genes citozriom

(Cyt b, citocromo c oxidase IQOIl) e ATPase 8/6foram amplificadas via PCR. As
amplificacbes foram realizadas a partir de amosteaBNA total, de acordo com Priat al.
(2002). Foram utilizados os pares piemers L-Thr e H-Phe para ®loop, o L-14841 e H-
15551 para cCyt h COI-F e COI-R para €Ol e L-8331 e H-9236 para ATPase8/6 A
mistura de reacao de amplificagéo consistiu de &anipis-KCI (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI
50 mM), MgC}L 1,5 mM, 2,5 uM de cadarimer, 0,1 mM de cada dNTP, 2,5 U/Reacaoldeg
DNA polimerase, DNA genémico 30 ng e agua deiorazacutoclavada para completar 25 pL.
A obtencéo dos fragmentos de interesse foi reaizad um ciclo inicial de 4 min a%, 30 s a
50°C e 1 min e 30 s a %2, seguido de 40 ciclos de 30 s 8®430 s a56°Ce 1 mine 30s a

72°C, e um Ultimo ciclo de 1 min a%3, 1 min a56°C e 7 min a2
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Cerca de 100 ng de DNA do produto final de cadgaeade PCR foram usados
diretamente como molde para sequenciamento enfqtat MegaBace (Amershéiy seguindo
instrucdes do fabricante. As sequéncias nucleaidisob o formato de cromatograma, foram
editadas no programa BIOEDIT (Hall, 1999) e alirdsaccom o programa CLUSTAL W
(Thompsonet al, 1994). Para a estimativa dos parametros dadililagte intra-especifica foram
obtidos o nimero de haplétipos e os indices derditi@des haplotipica e nucleotidica com o
programa DnaSP v.5 (Librado & Rozas, 2009) e adgsh genética ndo corrigida “p” entre
individuos da mesma espécie, com o programa M&gh @.amuraet al, 2007).

Utilizando-se os procedimentos Akaike Informationité®ion corrigido (AICc) e
Bayesian Information Criterion (BIC) do programa déttest 3.7 (Posada e Crandall, 1998), foi
determinado, por maxima verossimilhanca, o modedis mjustado aos dados. A diferenciacdo
entre as espécies foi inferida de dendrograngaghbor-joining construidos com os programas
Paup 4.0b4 (Swofford, 2002) e Mega 4.0.1 (Tanwtral, 2007), do grafico de dispersdo dos
haplétipos em coordenadas principais, com o progr8matistica 7.1 (StatSoft, Inc., 2005), ap0s
correcdo de Lingoes (Legendre & Anderson, 1999 &abela de distancia genética nao corrigida

“p”, construida com o programa Mega 4.0.1 (Tanairal, 2007).

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

As condicOes de amplificagdo t®SR via PCR, foram as recomendadas por Fernandes-
Matioli et al. (2000). foram utilizados qaimers(CCTA)4, (GGACA, (TGTC), e (GGACXT nas
amplificacbes dos fragmentos ISSR. Os fragmentognfoseparados em gel de agarose 1,5%,
corados com brometo de etidio e visualizados sdibgao UV. Cada individuo produziu um perfil
eletroforético com determinadwimer. A partir da presenca ou auséncia de bandas ndogel
construida uma tabela de auséncia (0) e presepca (1

Para estimar os parametros da diversidade intrakpcpnal foram calculados o niumero
de haplétipos e de sitios polimérficos para cad@@e utilizando o programa Arlequin 3.1
(Excoffier et al, 2005) e a distancia de Jaccard entre individulsnésma espécie, com o
programa FreeTree (Pavlicekal, 1999).

Para estimar a diferenciacdo genética entre agiespde raia do alto rio Parana foram
calculados a distancia genética de Jaccard erdireidnos de espécies diferentes e o indice de
fixacdo moleculaFs com o programa Arlequin 3.1 (Excoffiet al, 2005). Foram construidos o
dendrogramaneighbor-joining com o programa FreeTree (Pavlicetkal, 1999) e Mega 4.0.1

(Tamuraet al, 2007) e o grafico de dispersdo em coordenadaipais, apos correcdo de
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Lingoes (Legendre & Anderson, 1999), utilizandorognpama DistPCoA (Legendre & Anderson,

1998) para caracterizacao das diferencas genétitasas espécies.

RESULTADOS

Foram estudados individuos com morfologia caratteai deP. motorg P. falknerj e
individuos com caracteristicas bem diferentes des aspécies. Esses individuos apresentaram
manchas dorsais quase imperceptiveis e coloragd@beura. Com base apenas em caracteristicas
morfologicas, nao foi possivel identificar todos esemplares. Posteriormente, as analises
moleculares permitiram a identificacdo de todosnds/iduos.Potamotrygon motor@presentou
maior variabilidade na coloracdo e formato das masalorsais, apesar & falkneri também

apresentar certa variacdo morfologica (Fig. 2).
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PTG 37 PTG 43

PTG 35 PTG 53

Figura 2: Policromatismo intra-especifico em exergd dePotamotrygondo alto rio Parana.
(PTG 37)P. motorode corpo escuro e com poucas manchas quase irppeetse (PTG 43)P.
motoro de corpo marrom com poucas manchas; (PTG R6)motoro com muitos ocelos
distribuidos uniformemente; (PTG 5R) motorocom ocelos grandes e espacados; (PTGP35)
falkneri com arranjos vermiformes; (PTG 58) falkneri com muitas manchas arredondadas

lembrando ocelos.
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DNA mitocondrial
Regido controle D-Loop)

Foram amplificados e sequenciados fragmentos de Dbkfespondentes a regidn
Loopde 11 exemplares d®& motoroe 14 deP. falknerino alto rio Parana. A amplificacdo resultou
em um fragmento de aproximadamente 1.800 pareadis lfpb), correspondente a partéRIA-
™ e tRNAF™ e otRNAF™ e D-Loop completos. Apés o alinhamento, foram obtidas secjaé de
485 pb correspondentes a porcdo hipervariaveDdmop. Essa regido apresentou frequéncias
nucleotidicas de A= 0,361; T= 0,327; C= 0,239 e @B72 e taxa de transi¢cao/transversao de
4,463. A andlise de escolha do modelo evolutivo methor explica as variacdes nas sequéncias
D-Loopindicou o modelo HKY como o mais adequado.

Os resultados obtidos no dendrogrameighbor-joining e no gréafico de dispersao,
demonstraram a formacao de trés grupoBatamotrygondenominados dé2. motorq P. falkneri
e P. falkneri 2 (Figs. 3 e 4). Foram observados setgels e 18 pontos de substituicbes
nucleotidicas, sendo 11 exclusivos de um dos grgemslo quatro exclusivos Be motorq trés de
P. falknerie quatro dé. falkneri2.

Dois individuos preliminarmente identificados comomotoroatravés de caracteristicas
morfoldgicas, apresentaram a sequénci®-dmop caracteristicos de. falkneri sendo agrupados
juntos com os demais individuos Befalknerino dendrograma e gréfico de disperséo (Figs. 3 e
4). Esses individuos foram identificados como WidwiP. motorox P. falknerj por apresentar

aparéncia d®. motoroe sequénci®-LoopdeP. falkneri
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Figura 3: Dendrogramaeighbor-joining com 10.000 reamostrageinsotstrap baseado na matriz
de distancia genética calculado com o modelo HKYselguéncias d®-Loop de espécimes de

Potamotrygordo alto rio Parana.
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Figura 4: Grafico de dispersdo dos dois primeiigeseda andalise de coordenadas principais de
individuos dePotamotrygondo alto rio Parang, baseado nos autovetores adtrsilapds correcao
de Lingoes a partir da matriz de distancia genéti€® de sequéncias do-Loop.

As médias das distancias genéticas obtidas dagrseggeD-Loop dos individuos dos trés
grupos variaram de 1,8% a 2%. O menor valor foeolzdo entrd®. motoroe P. falknerie os

maiores valores entfe. falkneri2 e os outros dois grupos estudados (Tabela 1).

Tabela 1: Média dos valores de distancia genéficacorrigida “p” entre individuos d& motorq
P. falknerie P.falkneri2 do alto rio Parana, baseados em sequéncifsldmp.

P. motoro P. falkneri
P. falkneri 0,018
P. falkneri2 0,020 0,020

A analise de diversidade intra-especifica a pde# sequéncid3-loop demonstrou que o
grupo P. falkneri 2, apesar de ter apenas trés individuos, apresergomaiores valores de
diversidade nucleotidica, haplotipica e distangéa ‘ParaP. falkneri foi observado o maior

namero de haplotipos, entretanto, apresentou meina@rsidade haplotipica e diversidade
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nucleotidica intermediaria?. motoro apresentou diversidade haplotipica intermediarraemor
valor de diversidade nucleotidica (Tabela 2).

Tabela 2: indices de Diversidade intra-especifibidos a partir de sequéncias BeLoop de
exemplares deéPotamotrygondo alto rio ParanaN= numero de sequénciab= numero de
haplétipos;Hd= diversidade haplotipic&i= diversidade nucleotidica; “p”"= distancia genétiéa

corrigida.
P. motoro P. falkneri P. falkne#
N 9 13 3
h 3 5 3
Hd 0,64 0,54 1,00
Pi 0,0016 0,0025 0,0056
“p” 0,002 0,002 0,006

Citocromo b (Cyt b

Foi amplificado e sequenciado uma sequéncia patoigene citocromo Ciyt b de 13
exemplares d®. motoroe 14 deP. falknerino alto rio Parana. A amplificacdo resultou em um
fragmento de aproximadamente 700 pares de basg¢s Apbs o alinhamento, foram obtidas
sequéncias de 638 pb. Essa sequéncia apresergoérfogas nucleotidicas de A= 0,287; T= 0,283;
C= 0,303 e G= 0,127 e taxa de transicao/transveitsad3,8. A analise de escolha do modelo
evolutivo que melhor explica as variacoes nas sega€Cyt b indicou o modelo HKY como o
mais adequado.

Os resultados obtidos no dendrogrameighbor-joining e no grafico de dispersao
confirmaram os resultados obtidos conb4.oop e também mostraram a formagdo dos mesmos
trés grupos (fig.5 e Fig.6). Foram observados Iitgsode substituicbes nucleotidicas, sendo que
destes, dois foram exclusivos emotorq um deP. falknerie quatro dé. falkneri2.

Quatro individuos preliminarmente identificados conP. motoro através de
caracteristicas morfolégicas apresentaram a segué&acCyt b caracteristica dé>. falkneri
inclusive compartilhando o mesmo haplétipo encalatrpara cinco individuos de. falknerie
ficaram agrupados juntos com os demais individwoB.dfalknerino dendrograma e grafico de
dispersao (Figs. 5 e 6). Assim como nas analisd3-doop, esses individuos foram identificados
como hibridosP. motorox P. falknerij por apresentar caracteristicas morfolégicaB.deotoroe

sequéncia do gene mitocondi@lt bdeP. falkneri
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Figura 5: Dendrogramaeighbor-joining com 10.000 reamostrageinsotstrap baseado na matriz
de distancia genética calculado com o modelo HK$eatgiéncias do geri®yt bde espécimes de

Potamotrygordo alto rio Parana.
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Figura 6: Grafico de dispersdo dos dois primeiigeseda andalise de coordenadas principais de
individuos dePotamotrygondo alto rio Parand, baseado nos autovetores adtrsilapds correcao

de Lingoes a partir da matriz de distancia genéti€® de sequéncias dos ger@gt h

As médias das distancias genéticas a partir dagseigs ddCyt b dos individuos dos
trés grupos variaram de 0,5% a 0,9%. O menor Yalabservado entr®. motoroe P. falknerie

0s maiores valores entire falkneri2 e os outros dois grupos estudados (Tabela 3).

Tabela 3: Média dos valores de distancia genééoacorrigida “p” entre individuos d& motorq

P. falknerie P. falkneri2 do alto rio Parana, baseados em sequéncias ddCy¢ehe

P. motoro P. falkneri
P. motoro
P. falkneri 0,005
P. falkneri2 0,009 0,009

A analise de diversidade intra-especifica a pdes sequéncias d&yt bdemonstrou que
P. motoroapresentou os maiores valores de diversidade riditsg distancia “p” e nimero de
haplotipos. EmP. falkneri foi observado o maior valor de diversidade hapicéi. Foram
analisados apenas dois individuosPddalkneri2, pertencentes ao mesmo haplotipo, por isso, esse

grupo nao apresentou diversidades haplotipicaeatidica e distancia “p(Tabela 4).



27

Tabela 4: indices de Diversidade intra-especificidos a partir de sequéncias do g@y bde
exemplares ddPotamotrygondo alto rio ParanaN= numero de sequénciabz numero de

haplétipos;Hd= diversidade haplotipic&ji= diversidade nucleotidica; “p”"= distancia genétéa

corrigida.
P. motoro P. falkneri P. falknefl
N 13 12 2
h 4 3 1
Hd 0,42 0,44 0,000
Pi 0,0012 0,0009 0,000
“p” 0,003 0,001 0,000

Citocromo c Oxidase | COl)

Foram amplificados e sequenciados um fragmentagbaeo gene citocromo c¢ oxidase |
(CQlI) de cinco exemplares d& motoroe nove deP. falknerino alto rio Parana. A amplificacao
resultou em um fragmento de aproximadamente 808spde bases (pb). Apdés o alinhamento,
foram obtidas sequéncias de 474 pb. Essa sequé&maaentou uma frequéncia nucleotidica de
A=0,278; T=0,291; C=0,258 e G=0,173 e taxa de itdondransversdo de 13,46. O modelo HKY
foi selecionado como o0 mais adequado para ex@Eaariacdes nas sequéncrasl.

Os resultados obtidos no dendrogrameighbor-joining e no gréfico de dispersao,
demonstraram que os individuos foram classificao®penas dois grupos, pois o Unico exemplar
do grupoP. falkneri2 que teve o gen€0OI sequenciado ndo apresentou nenhuma diferenca ern
relacdo as sequéncias dos individuoPdéalkneri (Figs. 7 e 8). Nao foi possivel sequenciar o
geneCOl de nenhum individuo do grugt motorox P. falkneri Foram observados 10 pontos de

substituicdes nucleotidicas, sendo sete exclugiamsum dos dois grupos analisados.
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Figura 7: Dendrogramaeighbor-joining com 10.000 reamostrageimsotstrap baseado na matriz

de distancia genética calculado com o modelo HKYeguéncias do gergOl de espécimes de

Potamotrygordo alto rio Parana.
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Figura 8: Grafico de dispersdo dos dois primeiigeseda analise de coordenadas principais de

individuos dePotamotrygondo alto rio Parana, baseado nos autovetores adlsilapds correcao
de Lingoes a partir da matriz de distancia genéti€® de sequéncias dos gen@dl.
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As médias das distancias genéticas a partir dagseigs deCOl entre individuos de.
motoro e P. falknerifoi de 0,016 ou 1,6%. A analise de diversidadeatespecifica a partir das
sequéncias d€OI de individuos dd®. motoroe P. falkneri demonstrou os maiores valores de
diversidade nucleotidica, haplotipica, distancia¢mumero de haplétipos para grupomotoro
Todos os individuos de. falkneriforam representados pelo mesmo haplétipo e apgoesealores

de diversidade igual a zero (Tabela 5).

Tabela 5: indices de Diversidade intra-especifiotidos a partir de sequéncias do g&@I de
exemplares deéPotamotrygondo alto rio ParanaN= numero de sequénciab= numero de

haplétipos;Hd= diversidade haplotipic&ji= diversidade nucleotidica; “p”"= distancia genétéam

corrigida.
P. motoro P. falkneri
N 5 8
h 2 1
Hd 0,4 0,0
Pi 0,0017 0,0000
“p” 0,002 0,000
ATPase 8/6

Foram amplificados e sequenciados fragmentos paudis genedTPase 6e ATPase 8
de sete exemplares & motoroe nove deP. falknerino alto rio Parana. A amplificagéo resultou
em um fragmento de aproximadamente 1.000 paresasieshpb). Apos o alinhamento, foram
obtidos sequéncias de 402 pb. Essa sequéncia rimesequéncias nucleotidicas de A= 0,353;
T= 0,267; C= 0,294 e G= 0,087 e taxa de transigitersao de 2,2. A andlise da escolha do
modelo evolutivo que melhor explica as variacOes seuéncias dos genes parchai$ase 6e
ATPase 8indicou o0 modelo F81 como apropriado para explasarvariacbes nas sequéncias
ATPase 8/6

Os resultados obtidos no dendrogrameighbor-joining e no grafico de dispersao
demonstraram o agrupamento dos individuos em tade< (Figs. 9 e 10). Nenhum exemplar dos
gruposP. falkneri 2 e P. motorox P. falkneriforam utilizados nas analises das sequéncias de
ATPase 8/6,devido problemas no sequenciamento desses induidemram observados trés

pontos de substituicdes nucleotidicas, sendo dighgsévas para um dos dois grupos.
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Figura 9: Dendrogramaeighbor-joining com 10.000 reamostrageinsotstrap baseado na matriz

de distancia genética calculado com o modelo F8keatpiéncias dos genéd Pase 8/6de

espécimes dBotamotrygordo alto rio Parana.
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Figura 10: Gréfico de dispersédo dos dois prime#iges da analise de coordenadas principais de

individuos dePotamotrygondo alto rio Parana, baseado nos autovetores adtrsilapds correcao

de Lingoes a partir da matriz de distancia gené&&hde sequéncias dos geAd$ase 8/6

As médias das distancias genéticas obtidas a dadisequéncias @ PaseB/6 entre 0s
individuos deP. motoroe P. falknerifoi de 0,006 ou 0,6%. A analise intra-especifiqzagir das
sequéncias dé&TPase8/6 de individuos deP. motoro e P. falkneri indicou queP. motoro
apresentou os maiores valores de diversidade aipbote nucleotidica, enquanto que os valores

de distancia “p” e numero de haplétipos foram igymsraP. motoroe P. falkneri(Tabela 6).
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Tabela 6: indices de Diversidade intra-especifioidos a partir de sequéncias do g&idase
8/6 de exemplares d@otamotrygorndo alto rio Parand\= numero de sequéncids; numero de

haplotipos;Hd= diversidade haplotipic&i= diversidade nucleotidica; “p”= distancia genétiéa

corrigida.
P. motoro P. falkneri
N 7 9
h 2 2
Hd 0,48 0,22
Pi 0,0012 0,0006
“p” 0,001 0,001
DNA nuclear
ISSR

Foram amplificados fragmentos ISSR de 15 individd®B. motoroe 13 deP. falkneri
no alto rio Parana. Foram utilizados quaironers, totalizando 21 locos ISSR analisados. Foram
identificados oito locos monomarficos e 13 polingo$, sendo sete espécie-especificos.

A figura 11, mostra o resultado da amplificacaofdgmentos ISSR com primer
(CCTA), para os exemplares de motoroe P. falknerido alto rio Parana. Na foto é possivel
observar locos monomorficos e polimorficos. As satalicam locos exclusivos de uma das duas
espécies e que podem ser utilizados para idenlifgca

La Br 3 5 8 10 12 13 15 21 27 29 31 36 38 41 43 46 47 48 49 52 54 57 59 60 61 67 68 69

J -

B0 EES G s A bens & ‘
v"-—-——«"‘-._,...,.
2 T .

[ P. motoro

mm P. falkneri
Figura 11: Gel de agarose 1,5% com resultado dgioedelSSRcom oprimer (CCTA),. 12
coluna- Ladder 100 pb (La); 22 coluna- Controleatieg (Br); demais colunas- individuos Be
motoroe P. falknerido alto rio Parana. Setas indicam bandas diagadstispécie-especifica.

O dendrogramaneighbor-joininge o grafico de dispersdo agruparam os individmos e
dois cladosP. motoroe P. falkneri(Figs. 12 e 13). Os individuos identificados confloridosP.
motorox P. falknerinas analises do mtDNA, foram caracterizados, dedaccom os marcadores
ISSR, como pertencentes ao gréfanotoro
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Figura 12: Dendrogramaeighbor-joining com 10.000 reamostragens l@otstrap baseado nos
complementos aritméticos dos coeficientes de siiidde de Jaccard, obtidos com marcadores

ISSRpara exemplares d&tamotrygordo alto rio Parana.
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Figura 13: Grafico de dispersédo dos dois prime#iges da analise de coordenadas principais de
individuos dePotamotrygondo alto rio Parana, baseado nos autovetores adtrsilapds correcao

de Lingoes a partir da matriz de distancia genélicdaccard de marcadot8SR

A distancia genética calculada com os resultaddS8Bentre as espéci€s motoroe P.
falkneri foi de 0,438 e o indice de fixacdo molecularféi de 0,83661, indicando que 84% das
diferencas foram encontradas entre individuos deeosss diferentes e apenas 16% entre
individuos da mesma espécie. Os valores de distayariética, nUmero de sitios polimorficos e

namero de haplétipos foram muito maiores garenotorodo que par#. falkneri(Tabela 7).

Tabela 7: indices de Diversidade intra-especifitdidos a partir de marcadordSSR de

exemplares dBotamotrygordo alto rio Parana.

Distancia Genética de Jaccard  Sitios Polimérficbgimero de Haplétipos

P. motoro 0,116 4 11

P. falkneri 0,045 2 3
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DISCUSSAO
Avaliacdo da diferenciagdo genética

As analises do DNA mitocondrial e nuclear dos eXaneg dePotamotrygondo alto rio
Parana foram eficientes na separacédo e carac@oiziags duas espécies de raias estud&das,
motoro e P. falkneri Todas as analises genéticas indicaram a sepadgsialuas espécies,
entretanto, os valores de diferenciacdo genéticangrados entre elas, com excec¢ao dos resultados
obtidos com o marcadd8SR foram muito baixos com valores de distancia “phimo de 0,5%
encontrado na analise do gebgt b entreP. motoroe P. falknerj e maximo de 2% na analise do
D-Loop entreP. motoroe P. falkneri 2, indicando a especiagdo recente dessas duasessp®
relativa alta diferenciagdo genética encontradanamcadodSSRentreP. motoroe P. falknerino
alto rio Parand, representada por sete locus distignGspécie-especificos e elevado valor ge F
(0,84), pode ser explicada pelo baixo nimer@mi@ers utilizados e a escolha apenaspdieners
gue apresentaram polimorfismo.

Os potamotrigonideos sul-americanos tiveram origearinha durante uma massiva
invasdo marinha nas aguas doce da bacia amazapicaimadamente 15-23 milhdes de anos
atras. Entretanto, a especiacdo de alguns potgmoitieos, como por exemplB, motoroe P.
castexidas bacias do Orinoco e Amazonica, respectivamémteiito mais recente, sendo estimada
aproximadamente de trés milhdes de anos atras jiyogeal., 1998).

A partir das sequéncias @yt bde P. motoroda bacia do rio Orinoco . castexida
bacia amazobnica, apresentadas no trabalho de howtjal. (1998), foi possivel calcular a
distancia “p” entre essas duas espécies. O valdrsténcia “p” de 3,4% foi aproximadamente sete
vezes maior que a distancia encontrada dntrmotoroe P. falknerido alto rio Parana (0,5%).
Esse resultado confirma a hipétese de recenteiagpealos potamotrigonideos do alto Parana. Se
considerarmos a calibracéo feita por Lovegbyal (1998), podemos estimar que a diferenciacéo
das espécies de raia do alto Parana ocorreu muaii® necentemente, por volta de 500 mil anos
atras.

Estudos comCyt b em raias marinhas também foram eficientes em dsimrawna
diferenciacdo genética entre espécies cripticasthSet al. (2009) encontraram valores de
diferenciacdo genética ent@ymnura crebripunctat® Gymnura marmoratano oceano pacifico
muito mais altos do que os encontrados no presstiielo, com valor médio de distancia genética
de 0,345, indicando uma especiagéo por volta deiltdes de anos atras.

Os valores de diferenciacéo genética encontradesamalises das sequénciad.oop e
ATPase 8/@ambém foram muito menores do que as encontradasu&o trabalho com raias de

agua doce sul-americanas. Frederico (2006) encomtiores de distancia “p” para sequéncias de
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D-Loop entre populagbes amazonicasRdgatrygon aierebavariando de 1,19% e 7,43%, valores
acima dos encontrados enfe motoroe P. falkneri neste trabalho (1,8 e 2%). Os valores de
distancia “p; encontrados pela autora, para as sequénciasT@ase 8/6foram de 1% para
individuos de uma mesma populacao e de 4 a 6%ipdiraduos de populacdes diferentes. Os
valores dentro de uma mesma popula¢cabB.d@erebaforam maiores do que os encontrados entre
as espécieB. motoroe P. falkneri(0,6%) do alto rio Parana.

Os valores de diferenciacdo genética calculadosasequénciaSOl paraP. motoroe
P. falknerido alto rio Parana foi 10 vezes maior do que ardidade intra-especifica (diversidade
intra-especifica igual a 0,15%, e diferenciacaeregpecifica de 1,6%), exatamente o valor limiar
de diferenciacéo entre duas espécies, propostapeidrcio da Vida CBOL (Hebest al, 2004).

O valor de distancia “p” ent@. motoroe P. falknerido alto rio Parana, calculados com
as sequénciasOl (0,016), também pode ser considerado baixo quenahparado com os valores
de diferenciacdo genética entre espécies de naiastamicas, obtidos por Toffadt al (2008) que,
analisando nove espécies Hetamotrygon observaram valores intra-especificos de 0 a 6,02
interespecificos de 0,02 a 0,11.

Os resultados dos marcadoi4.oop e Cyt bindicaram a formacgéo de dois grupos_de
falkneri no alto rio Paran, com valores de diferenciacaeetima mais altos do que entre
motoroe P. falkneri Por outro lado, os marcadoi€®I| e ISSRnao mostraram essa diferenciacéo
dos individuos dé. falkneriem dois grupos. Dessa forma, a consisténcia digsgdapos deP.
falkneri ainda ndo esta bem estabelecida. Lonardoni (28@#)ém identificou dois grupos ée
falkneri com base em caracteristicas ecomorfologicas macgade inundacéo do alto rio Parana.
Apesar de haver indicios de formacdo de dois grugmeeticamente diferenciados, estudos

posteriores, utilizando outros marcadores, sdossaces para desvendar essa questao.

Avaliacdo da diversidade genética intra-especifica

De modo geral, a diversidade intra-especifica foitonbaixa para ambas as espécies de
raia analisadas, com varios individuos compartdioam mesmo haplétipo. A diversidade genética
intra-especifica foi maior efR. motorqg com excecado para os resultados obtidos cddLoop,
que apresentou maior diversidade faréalkneri A maior diversidade morfologica observada nos
individuos deP. motoropode ser decorrente da maior diversidade genéticantrada. Foram
coletados exemplares sem ocelos, com poucos o@sos,muitos ocelos e ampla variagcdo na
coloracdo. Nas analises @BzLoop e Cyt b os individuos deP. falkneri foram divididos enmP.
falkneri e P. falkneri 2, pois a diversidade entre os individuos dessegog foi muito alta e

provocaria distorcdo na analise da diversidade-especifica dB. falkneri
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A baixa diversidade encontrada pode ser decoridmtearios fatores independentes ou
em conjunto. As espécies de raia do alto rio Pars@@sao nativas dessa regido, e ndo se conhec
a diversidade genética das populacdes originaidenmn essas populacbes também apresentar
baixa diversidade. Outro fator, € que se a popalag#@inal apresentar alta diversidade, a nova
populacdo estabelecida provavelmente terd menersitilade genética do que a populacdo que a
originou, pois pode ocorrer algum processo de degenética, efeito fundador e/ou gargalo de
garrafa durante o processo de invasao (Sakaal., 2001). A dificuldade de adaptacdo dos
colonizadores no novo habitat pode ter feito cone guucos exemplares de cada espécie
conseguissem reproduzir e passar seus genes adiangando posteriormente a endogamia.
Cruzamentos consanguineos podem limitar o crestinmpulacional e diminuir a probabilidade
de persisténcia da populacao (Niemieeal, 2001), além da baixa variabilidade genéticatama

capacidade da populacdo em evoluir (Sakai., 2001).

Avaliacao do processo de hibridagéo

Os individuos PTG10, PTG29, PTG46 e PTG68 forantinprearmente identificados
como Potamotrygom motorode acordo com as caracteristicas morfologicasretamto, as
analises moleculares do mtDNA agruparam essesithaig junto com os exemplares Be
falkneri. Duas possibilidades foram levantadas; um simpleslema de identificacédo, ou entédo, a
producdo de hibridos, com caracteristicas morfolggideP. motoroe mtDNA deP. falkneri
Assim, esses hibridos seriam provenientes do crerzEnentre um macho d®& motorocom uma
fémea deP. falkneri ja que a molécula de mtDNA tem heranca materna.

Para esclarecer melhor essa situagao, foi utilizsdomarcador molecular nuclear, o
ISSR. Por esse marcador ser nuclear, era de seesjpe 0s possiveis hibridos apresentassem
locos especificos dB. motoroe locos especificos d@. falkneri Curiosamente, o resultado do
ISSR revelou que todos os hibridos apresentaramaapecos especificos d& motoro Esse
resultado excluiu o erro de identificacdo, poisluinitavelmente esses exemplares apresentaram
perfis eletroforéticos ISSR d& motoro Entretanto, esse resultado demonstrou haver peéaa
um processo de hibridacédo entre as duas espéciesade mas sim um processo de hibridacao-
introgressiva, onde os hibridos estariam retrocrd@acom o0s parentais, provocando um processo
genético conhecido como introgressdo génica, gagpassagem de alelos de uma espécie para
outra através do cruzamento de hibridos com osfzase

No caso das raias do alto rio Parana, o que prowawee ocorreu foi, a principio, a
producdo de hibridos férteis com mtDNA 8&e falkneri As fémeas hibridas cruzaram com

parentaisP. motoroaté o ponto em que praticamente todos os indigidiescendentes desse
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cruzamento possuissem o DNA nucleaPdenotoroe o mtDNA deP. falkneri Esse ndo seria o
primeiro relato da possibilidade de producédo deidok entre espécies de raias de agua doce.
Toffoli et al (2008) observaram que individuos &e motorq P. orbgignyi e P. scobina
compartilhavam os mesmos haplétipos. Uma das exqiles do autor foi a possibilidade de
hibridacao.

A hibridagdo representa um sério mecanismo de @&dinde espécies e ameaca a
integridade dgoolsgénicos unicos (Morizadt al, 1991; Scribneet al, 2001; Perretal., 2002),
além de poder originar linhagens mais adaptadagy@osas, com variantes mais agressivas
(Arthington, 1991), causando disturbios nas rela¢heldgicas das comunidades.

Eventos de hibridacao interespecifica podem ocdaro em &reas nativas, quanto em
locais onde ocorreram introducdes, principalmerqaando a espécie introduzida possui
compatibilidade genética com espécies locais ou a@otras espécies introduzidas (Pierce & Van
Den Avyle, 1997). Eventos de introdugcbes séo fatamentribuintes da hibridacdo em peixes
(Scribneret al, 2001). No alto rio Parand, héa relatos de hilgidaem espécies de peixes
introduzidas, como por exemplo, dos génestsindachneringOliveira et al, 2002) eCichla
(Oliveiraet al, 2006).

No presente trabalho n&o foi possivel avaliar peocesso de hibridacdo ocorreu apoés a
introducdo das espéci€s motoroe P. falknerino alto rio Parana, ou se esse processo ocorria
abaixo de sete quedas, onde essas duas espeégiggafd em simpatria. A introducdo, dessas
espécies no alto rio Parana ocorreu ap0s o fechianten reservatorio de Itaipu, em 1982.
Portanto, € provavel que a hibridacédo eRtrenotoroe P. falknerj seja um processo anterior a sua
introducdo no alto rio Parana, pois os hibridosdzgtos apresentaram locos ISSR apend?. de
motora Dessa forma, acredita-se que foram necessanias \geracdes de retrocruzamento com

parentaid®. motoropara que os hibridos perdessem os locos nuclearedalkneri

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados no presente trabalhabpitessam identificar e caracterizar
geneticamente duas espéciesRt#gamotrygonno alto rio ParanaP.motoro apresentou maior
diversidade morfolégica e genéticaRe falkneri apresentou dois grupos bem diferenciados
geneticamente. A diferenciacdo genética entre as dapécies de potamotrigonideos foi muito
baixa, indicando que a especiacdo ocorreu recentenfato que pode ter propiciado a producéo
de individuos hibrido®. motoro x P. falkneriOs hibridos apresentaram mtDNA Rlefalknerie

DNA nuclear deP. motoro
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Capitulo Il - Comparacao genética baseada em sequéas mitocondriaisCyt be
COlI entre Potamotrygon motorgPotamotrygonidae, Myliobatiformes) do alto

rio Parana, rio Orinoco e bacia Amazonica

RESUMO
As raias sul-americanas de agua doce sdo elasngpiimarque invadiram a bacia Amazénica
durante as incursdes marinhas do mioceno. A baoazAnica é a regido com maior
concentracdo de espécies de potamotrigonideos ddanA bacia Parana- Paraguai também
apresenta varias espécies de raia, inclusive cpgties endémicafotamotrygormotoro é
encontrada em ambas as bacias. Diferencas modakgntre exemplares de diferentes
localidades indicam a possibilidade de complexoedpécie emP. motoro Através de
marcadores moleculares mitocondriaiyt b e COI foram comparados geneticamente
individuos deP. motoro das bacias do alto rio Parana, bacia do rio Odnecbacia
Amazonica. As analises das sequéncias mitocondt@rsonstraram a elevada diferenciacédo
genética, incompativel com individuos de mesmaasp®s resultados permitiram concluir
que os individuos identificados conf®. motoro no alto Parana, rio Orinoco e bacia
Amazoénia, na realidade, pertencem a espécies wligsreSendo assin®,. motorodeve ser
considerado um complexo de espécies, e sua digfibgeogréfica restrita a bacia Parana-
Paraguai, localidade-tipo dessa espécie.

Palavras-chave Raia,Cyt hh COlI, diferenciacdo genética

Chapter Il - Genetic comparation based on mitochondal sequence<yt b
and COI betweenPotamotrygon motor@Potamotrygonidae,
Myliobatiformes) from the Upper Parana River, Orinoco River and the
Amazon basin

ABSTRAT
South American freshwater stingrays are elasmobmarbat invaded the Amazon basin
during miocene marine incursions. The Amazon basirthe region with the greatest
concentration ofpotamotrygonidspecies in the world. The Parana- Paraguay bdsm a
presents several species of freshwater stingr@ggamotrygon motordas found in both
basins. Morphological differences between specinfem® different locations indicate the
possibility of species complex . motoro Through mitochondrial molecular markezgt b

and COI, we genetically compares individuals Bf motorofrom the Upper Parana River,
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Orino River and Amazon basins. The analysis oftitechondrial sequences showed a high
genetic differentiation, incompatible to individedfom the same species. The results showed
undoubtedly that individuals identified & motoroin the Upper Parana River, Orinoco
River and Amazon basins belongs, in fact, to différspecies. Thu$?. motoroshould be
considered a species complex, and its distributgstricted to the Parana- Paraguay basin,
type locality of this species.

Keywords Freshwater stingray§yt b COI, genetic differentiation
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INTRODUCAO

As raias neotropicais de agua doce pertencem didaRdtamotrygonidae. O Brasil € o
pais com maior concentracdo de espécies de ra@gudedoce do mundo (Rosa, 1985). Das vinte
espécies d&otamotrygonrelacionadas por Rosa (1985), dezenove ocorrenccgpos hidricos
brasileiros. A bacia Amazoénica é a que contém comaiimero de espécies validas, com pelo
menos 13 espécies (Araug al, 2004), e pelo menos sete habitam a bacia PaRaraguai
(Garrone-Netcet al, 2007). A maioria das espécies apresenta digtéburestrita a uma bacia,
com apenas algumas espécies presentes em maisadbagm, como por exempl®, motoro
Essas espécies podem requerer uma subdivisdo ddpatstudos adicionais (Carvalleo al,
2003).

A maioria dos potamotrigonideos apresenta arradmsais coloridos, incluindo-se
pontos de varias dimensdes, ocelos, marcas vemefre padrbes de reticulado, que sé&o
geralmente espécie-especificos (Carvahal, 2003). A existéncia de policromatismo que ocorre
neste grupo muitas vezes resulta em identificagéseas.

A espéciePotamotrygon motor@Mller & Henle, 1841), descrita do rio Cuiabd, iaado
Paraguai, Brasil (Carvalhet al, 2003), apresenta ampla distribuicdo geografmags encontrada
nas bacias dos rios Amazonas, Orinoco e do Pratalj@det al, 2004). Por algumas dessas bacias
estarem geograficamente isoladas por longo perégossivel que as popula¢cdes encontradas fora
da localidade- tipo e identificadas cofomotorqg pertengam a outras especies.

Evidéncias de inconsisténcia taxondmica de divefesamas foram relatadas paR
motora Foi observado um elevado grau de policromatismoionNegro (Aradjo, 1998), e no rio
Amazonas (Charvet-Almeida, 2004). Silva (2006) tdmou dois grupos ecomorfolégicos no alto
rio Parana, Toffoliet al (2008) encontraram dois grupos geneticamententdist na bacia
amazonica e Garrone Netbal (2007) indicaram dificuldades na identificacaar@i@s do alto rio
Parana devido a diferencas morfolégicas assocedesnde variacdo na coloracao.

Marcadores moleculares baseados em DNA constituemanientas auxiliares na
identificacdo de espécies cripticas (Avise, 20t entendimento das substituicdes nucleotidicas
no DNA tem papel central na biologia evolutiva ex@ea de populacdes (Martin & Palumbi,
1993). Em estudos de especiacao e diferenciacé® mypulacdes, analises de sequéncias do DNA
mitocondrial (mtDNA) s&o um excelente ponto deigar{Avise, 2004).

O gene mitocondriaCyt b € amplamente utilizado como “relégio moleculargrg
estimar a diferenciacao genética entre espéciesh@a& White, 1989; Meyeet al,, 1990; Martin
et al, 1992; Cantatoret al. 1994 Garciaet al., 2000; Avise, 2004). E o gern@Ol vem sendo
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utilizado na taxonomia molecular para caracterigaidentificar a biodiversidade do planeta
(Herbert,et al, 2003; 2004).

Devido a possibilidade de existéncia de complexesfgcie enfP. motorq o objetivo
desse trabalho foi comparar geneticamente, atdeékois marcadores moleculares mitocondriais

Cyt be COl, populacdes dB. motorodo alto rio Parand com populagdes Amazonicas.

MATERIAL E METODOS

As coletas de exemplares @otamotrygonno alto rio Parana foram realizadas na
planicie de inundag&o do alto rio Parana, proximmade de Porto Rico — PR, nos anos de 2007 e
2008. Foram coletados 16 exemplarePdenotorqg quatro hibrido$®. motorox P. falknerie 14
individuos deP. falknerino alto rio Parana. Além dois individuos coletadosam utilizados de
trés sequéncias deOl deP. falknerido alto rio Parana (EF532679 - EF532681) do trebde
Toffoli et al. (2008), disponiveis no GenBank.

Para comparacdo com potamotrigonideos das bacia®rihmco e Amazodnica, foi
utilizada uma sequéncia @yt bdeP. motoro(AF110626) do rio Orinoco do trabalho de Lovejoy
et al (1998), e 15 sequéncias da bacia Amazénica, semdodeCyt b deP. castexido rio Manu
(Peru) (AF110627), do trabalho de Lovejelyal (1998), 10 sequéncias @Il de P. motoro
(EF532653, EF532655 - EF532662 e EF532664), do Jagauaca e dos rios Jurua, Demini, Itu,
Aripuana e Parguaza (Venezuela) e quatro sequédei&0Ol de P. cf. motoro (EF532669 -
EF532672) do rio Tapajos do trabalho de Toféblal (2008), disponiveis no GenBank.

De cada individuo foi retirado uma amostra de migsda regido lateral do corpo. As
amostras foram preservadas em frascos com alcomtrc@l puro e armazenadas em freezer —
20°C. Apos a retirada de musculo para a extracdo dé,Nmaioria dos exemplares foram

fixados em formol e depositados na coleg&o ictiokhgo NUPELIA.

Extracdo de DNA

O DNA total foi extraido baseado no método fenokaiormio (Monesi et al. 1998),
com modificacbes. As amostras foram maceradas @&wgénio liquido e homogeneizadas em
tampéao PS (Tris-HCI 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e &ase 5%), tampao TH (Tris-HCI 10
mM, NaCl 60 mM, EDTA 10 mM, Sacarose 5%, Esperntifib mM e Espermidina 0,15 mM) e
proteinase K (2Qug/uL) por 2 horas em banho-maria a 37°C.

Posteriormente o DNA foi purificado por extracdomcdenol/cloroférmio (1:1) e
cloroférmio, respectivamente e precipitado com @dusalina (NaCl 5 M) e etanol absoluto

gelado. O tubo foi suavemente invertido para pregip DNA, a suspensao foi centrifugada por
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10 min a 13.000 rpm e descartado o sobrenadanpell€l foi lavado com etanol 70% gelado e
centrifugado por 2 min. Depois de seco, o0 DNA @&ssuspenso em % de tampéao TE diluido
10 vezes (Tris-HCI 1 mM pH 8, EDTA 0,1 mM). A suspéo de DNA foi armazenada a —20°C.
Uma aliquota de cada amostra foi utilizada paratifizagcdo do DNA, por comparagdo com uma
amostra conhecida de DNiAde concentracfes de 25, 50 e 100 ng, em gel desag@,8% corado
com brometo de etideo (2@/100 mL).

Amplificacdes do DNA mitocondrial (mtDNA)

Os genes mitocondriais citocromo By b e citocromo c oxidase ICQOI) foram
amplificados via PCR. As amplificacdes foram remdas a partir de amostras de DNA total, de
acordo com Priolet al. (2002). A mistura de reacdo de amplificacédo consie tampao Tris-KCl
(Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), MgglL,5 mM, 2,5 uM de cadarimer, 0,1 mM de cada
dNTP, 2,5 U/Reacdo d&aq DNA polimerase, DNA gendmico 30 ng e &gua deialaza
autoclavada para completar 25 puL. A obtencdo dagnfentos de interesse foi realizada em um
ciclo inicial de 4 min a €, 30 s a 50°C e 1 min 30 s &Z2seguido de 40 ciclos de 30 s 4@4
30 sa56°C e 1 min 30 s a°C2 e um ultimo ciclo de 1 min a %3, 1 min a 56°C e 7 min a 2

Cerca de 100 ng de DNA do produto final de cadgaeade PCR foram usados
diretamente como molde para sequenciamento enfqtata MegaBace (Amersh& seguindo
instrucdes do fabricante. As sequéncias nucleaidisob o formato de cromatograma, foram
editadas no programa BIOEDIT (Hall, 1999) e alirdsaccom o programa CLUSTAL W
(Thompsonet al, 1994). Utilizando-se os procedimentos Akaikeoinfation Criterion corrigido
(AICc) e Bayesian Information Criterion (BIC) doggrama Modeltest 3.7 (Posada & Crandall,
1998), foi determinado, por maxima verossimilhangamodelo mais ajustado aos dados. A
diferenciacdo entre as espécies foi inferida dedmbgmamasneighbor-joining e maxima-
verossimilhanca, construidos com o programa Pap44(Swofford, 2002), dendrograma
bayesiano, construido com o programa Mr. BayegHu@lsenbeck & Ronquist, 2001), do grafico
de dispersédo dos haplétipos em coordenadas priscigan o programa Statistica 7.1 (StatSoft,
Inc., 2005), apds correcdo de Lingoes (Legendre r&lekson, 1999) e da tabela de distancia

genética ndo corrigida “p”, construida com o pratadvega 4.0.1 (Tamuet al, 2007).

RESULTADOS
Citocromo b (Cyt b):

Foram amplificados e sequenciados o gégeb de 27 exemplares de raia do alto rio
Parana. A amplificacdo resultou em um fragmentamteximadamente 700 pares de bases (pb).



50

Apds o alinhamento, foram obtidas sequéncias de piB8Essa regido apresentou frequéncias
nucleotidicas de A= 0,287; T= 0,283; C= 0,303 e 27 e taxa de transi¢do/transversdo de

11,951. A anélise de escolha do modelo evolutiterdeénou que o modelo HKY é o que melhor

explica as variacfes nas sequénCigsh

Os resultados dos trés dendrogramasighbor-joining maxima verossimilhanca e

bayesiano e do grafico de dispersao em coorderadaspais, construidos com sequéncias do

gene mitocondriaCyt bforam congruentes em separar as espécies em dddmmntes. As duas

espécies déotamotrygondo rio Parana ficaram proximas. O individuo Rlecastexida bacia

Amazonica ficou relativamente proximo ao grupoRlemotorodo rio Parana. Entretanto, ficou

bem evidenciado que o exemplarRiemotorodo rio Orinoco foi o0 mais distante (Figs. 1A e2Bg

3).
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Figura 1. Dendrogramas maxima-verossimilhanca co@®(® reamostragenbootstrap (A) e

neighbor-joining(B), com 10.000 reamostragensotstrap construidos de sequéncias do gége

b de espécimes d@otamotrygordo alto rio Parana, rio Orinoco e bacia Amazénica.
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Figura 2: Arvore Bayesiana(Cadeias de Mark@imulacidode Monte Carlo MCMC) construida
com sequéncias doyt bde individuos d€otamotrygordo alto rio Parana (PR), rio Orinoco (OR)
e bacia Amazobnica (AM). Os valores indicam as podlilades a posteriori das relagcbes
genealodgicas. As 20.000 geracgdes iniciais foraroasitzlas na geracéo da arvore.
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Figura 3: Grafico de dispersdo dos dois primeiigeseda andalise de coordenadas principais de
individuos dePotamotrygondo alto rio Parang, rio Orinoco e bacia Amazénlmaseado nos
autovetores calculados ap0s correcao de Lingoesta ga matriz de distancia genética HKY de

sequéncias dos genégt h

As médias da distancia genética ndo corrigida Optidas das sequéncias do gé€he b
entre individuos de espécies diferentes variarar, 8% a 2,7%. O menor valor foi encontrado
entre individuos d®. motoroe P. falknerido rio Parana, e os maiores valores foram enatogra

entreP. motorodo rio Orinoco com as demais espécies estudadhei@ 1).

Tabela 1. Média dos valores de distancia genétda corrigida “p”, calculado a partir de
sequéncias do gei@yt bde individuos d®otamotrygordo alto rio Parana (PR), rio Orinoco (OR)

e bacia Amazobnica (AM).

P. motoro(PR) P. falkneri(PR) P. castex(AM)

P. falkneri(PR) 0,005
P. castex{(AM) 0,009 0,009

P. motoro(OR) 0,024 0,026 0,027




53

Citocromo c Oxidase | COl)

Foram amplificados e sequenciados o g€ de 13 exemplares de raia do alto rio
Parana. A amplificacdo resultou em um fragmento ageoximadamente 800 pb. Apds o
alinhamento, foram obtidas sequéncias de 474 #a fegido apresentou frequéncias nucleotidicas
de A=0,28; T=0,29; C= 0,259 e G= 0,172 e tax&ralesicdo/transversdo de 10,781. A analise da
escolha do modelo evolutivo determinou que o motidy € o que melhor explica as variacdes
nas sequénciasol.

Os resultados obtidos nos dendrogramaggihbor-joining maxima verossimilhanca e
bayesiano e no grafico de dispersdao em coorderadaspais, construidos com sequéncias do
gene mitocondriaCOl, também mostraram a proximidade entre as espéciesialdo rio Parana.
Os individuos de#. falknerido rio Parana, analisados por Toffelial (2008), ficaram agrupados
junto com os individuos d@. motorodo rio Parana. Os individuos Be motoroe P. cf. motoroda
Amazoénia ficaram em agrupamentos bem distanteggdgamento formado pelos individuos de
P. motorodo rio Parana. Um exemplar B&esiotrygon iwamadoi utilizado como grupo externo.
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Figura 4: Dendrograma maxima-verossimilhanca co@0®.reamostragenbootstrap (A) e
neighbor-joining (B), com 10.000 reamostragebhsotstrap construidos de sequéncias do gene
COl de espécimes deotamotrygordo alto rio Parana e bacia Amazénica.
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// Plesiotrygon iwamae

Ay 0,1
Figura 5: Arvore Bayesiana (Cadeias de Mar&@imulacidode Monte Carlo MCMC) construida

com sequéncias d€OI de individuos dePotamotrygondo alto rio Parana (PR) e da bacia

Amazonica (AM). Os valores indicam as probabilidadposterioridas relacdes genealdgicas. As

20.000 gerac0es iniciais foram descartadas na@eecarvore.
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Figura 6: Grafico de dispersdo dos dois primeiigeseda analise de coordenadas principais de
individuos dePotamotrygondo alto rio Parand e bacia Amazbnica, baseadoantsvetores

calculados ap6s correcdo de Lingoes a partir dazarde distancia genética HKY de sequéncias
dos gene€Ol.

As meédias dos valores de distancia genética nadgickar “p”, calculado a partir de
sequéncias do ger@Ol de individuos d€otamotrygorvariaram de 0,5% a 4,1%. O menor valor
foi encontrado entr®. motorodo rio Parana €. falknerido rio Parana disponivel por Toffat
al. (2008). O maior valor foi encontrado entPe motorodo rio Parana . cf. motoro da
Amazonia. E importante ressaltar que o valor eRtramotorodo rio Parana e da bacia Amazonica

foi o terceiro maior (3,5%) (Tabela 2).
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Tabela 2: Média dos valores de distancia genétéa corrigida “p”, calculado a partir de
sequéncias do gei@Ol de individuos d&otamotrygordo alto rio Parana e bacia Amazonica.

P. falkneriPR

P. motoro(PR) P. motoro(AM) P. cf. motoro(AM) _
(Toffoli et al.,2008)

P. motoro(AM) 0,035
P. cf. motoro(AM) 0,041 0,031
P. falkneri (PR)
_ 0,005 0,034 0,036
(Toffoli et al.,2008
P. falkneri(PR) 0,016 0,026 0,030 0,019

DISCUSSAO

Os potamotrygonideos ou raias de agua doce saespeaxtilaginosos que invadiram o0s
rios amazoénicos durante as incursfes marinhas deeno (Lovejoyet al, 1998). Dessa forma, a
maioria das espécies é encontrada nessa bacigdqAtaal, 2004). Entretanto, houve um processo
de dispersao dessas espécies e pelo menos satarhatbacia Parana- Paraguai (Garrone-Meto
al., 2007).Potamotrygon motorapresenta ampla distribuicdo geografica e estepte nas bacias
dos rios Amazonas, Orinoco e do Prata (Aragijal, 2004). Espécies com ampla distribuicdo
geografica, presentes em mais de uma bacia hidicagr&éomo por exempld. motorg podem
tratar na verdade de um complexo de espécies (Barea al, 2003). Almeidaet al (2010)
relatam haver uma alta diversidade alimentaPemotorode diferentes bacias hidrogréaficas. Esse
fato pode ser decorrente justamente pela possitididle complexo de espéciesnmotoro

Nas andlises do geréyt b o individuo deP. motorodo rio Orinoco apresentou o0s
maiores valores de diferenciacdo genética quandpamdo com todas as localidades estudadas
(2,4 a 2,7%). Entretanto, a diferenciacdo genéitae as outras trés espéciBs,motoroe P.
falkneri do rio Parana @. castexida bacia Amazonica, variou de 0,5 a 0,9%. O isefdam por
distancia geografica ndo deve ser o fator prepamtempara a alta diferenciacdo genética dntre
motorodo rio Parand e da bacia do rio Orinoco (2,4%)} palistancia genética enffe motorodo
rio Parana . castexda bacia Amazonica foi relativamente baixa (0,9%).

Menezes (1972) relata a possibilidade de ter atmrnmo passado, uma comunicacao
entre rios das bacias do Paraguai e Amazonicaisivel, parte das espécies de peixes presentes n:
bacia do rio Paraguai seja proveniente da baciazAmea. Portanto, as espéckesmotoroe P.
falkneri do rio Paran& @. castexida bacia Amazdnica podem ter tido um ancestraluoongue
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passou pelo processo de especiacdo mais recenggereaguanto qu®. motorodo Orinoco é
originaria de um ancestral mais antigo.

Da mesma forma, os resultados obtidos com o getoeonidrial COlI também mostraram
o alto grau de diferenciacdo genética entre exaepldeP. motorodo rio Parana e da bacia
Amazonica. O valor de distancia genética entresedsas populacdes foi aproximadamente 12
vezes maior do que o valor de diversidade genéticantrado para a populacéo do alto rio Parana.
De acordo com Hebert al (2004), que estimaram, para sequén€i&d, o valor limiar de
diferenciacao entre duas espécies, sendo 10 vezies @o que a variabilidade intra-especifica, as
populagcdes deP. motoro do alto Parand e da Amazbnia devem ser consideraspécies
diferentes.

Os individuos dé. falkneriapresentados por Toffadt al (2008) foram agrupados com
os exemplares de. motorodo alto rio Parana. E possivel que esses exerspajam decorrentes
de processo de hibridacéo, onde os individuos ampt@® morfologia d®. falknerie mtDNA de
P. motorg ou pode ter ocorrido um problema de identificagé® individuos capturados pelo autor
supramencionado, ja que o numero de exemplaresethizido e a correta identificacdo dos

potamotrigonideos do alto rio Parana € dificultpela ocorréncia de policromatismo e hibridacéo.

CONSIDERACOES FINAIS

Os genes mitocondriai€yt b e COI foram eficientes na detec¢cdo do polimorfismo
genético em espécimes @otamotrygon Todos os resultados obtidos foram condizentes em
demonstrar a alta diferenciacdo genética entreviohalbs deP. motorodo alto rio Parana e das
bacias do Orinoco e Amazonica. Por conclusdo, podafirmar que as populacdes identificadas
como Potamotrygon motoralo alto rio Parana e das bacias do Orinoco e Ameadsao de
espécies diferentes. Portank, motorodeve ser tratada como um complexo de espéciegee es
nome restrito aos exemplares da bacia Parana-lRéar&gessa forma, estudos taxondmicos devem
ser feitos a fim de definir se os individuos dasidgmdo Orinoco e Amazonica sdo de uma espécie
ainda nao descrita ou de outra espéciBatamotrygordiferente dd®. motoro
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