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Comparacado Molecular de Populagdes Naturais de Jau (Zungaro) (Pisces,
Siluriformes, Pimelodidae) das Bacias Amazénica e do Parana-Paraguai
Molecular Comparision of “Jau” (Zungaro) (Pisces, Siluriformes, Pimelodidae)
Natural Populations from Amazonic and Parana-Paraguay River Basins.

Resumo

79

O peixe conhecido popularmente por “jau” pertence ao género Zungaro, tem
grande importancia pesqueira e econdmica. Além de ser um dos maiores
peixes migradores do Brasil, tem sua distribuigdo ao longo das bacias
Amazénica e do Parana-Paraguai. Este sempre foi um peixe encontrado com
relativa abundancia na bacia do Parana-Paraguai, mas apo6s a constru¢ao de
uma série de barragens no rio Parana tem-se registrado uma diminuicao do
tamanho efetivo dessa populacdo. Neste trabalho foram caracterizadas
molecularmente (variabilidade e estruturacdo genética), através do genoma
mitocondrial, populagbes de “jau” das bacias do rio Parana-Paraguai e
Amazoénica. As analises das sequiéncias mitocondriais das regidées D-loop e do
gene da ATPase 6 evidenciaram uma diferenciagdo genética, entre o0s
individuos das duas bacias, em niveis equivalentes ao registrado na literatura
entre muitas espécies proximas entre si. Portanto, é inevitavel concluir que a
populacao de Zungaro da bacia do Parana-Paraguai ndo pertence a espécie de
Zungaro zungaro da bacia Amazbnica, mas sim a espécie Z. jahu. Quando
feitas as analises moleculares entre as subpopulacées da bacia do Parana-
Paraguai, a AMOVA e o Fst detectaram a identidade dessas populagées, que
nao estao diferenciadas geneticamente, ou seja, apresentam uma variabilidade
genética extremamente baixa. Esse fato deve estar relacionado ou ao efeito
fundador ou ao efeito bottleneck. Como Z. jahu € endémico da bacia Parana-
Paraguai, esses resultados indicam que com a extingcdo local no rio Parana
(causada pela drastica diminuicdo dos estoques), so restardo individuos dessa
espécie no rio Paraguai, com grandes problemas de sobrevivéncia causados
pela falta de diversidade genética.

Palavras-chave: Zungaro; D-loop; ATPase 6; diferenciagdo molecular;
mitocondrial; bacia do Parana-Paraguai; bacia Amazénica.



Comparacado Molecular de Populagdes Naturais de Jau (Zungaro) (Pisces,
Siluriformes, Pimelodidae) das Bacias Amazénica e do Parana-Paraguai
Molecular Comparision of “Jau” (Zungaro) (Pisces, Siluriformes, Pimelodidae)
Natural Populations from Amazonic and Parana-Paraguay River Basins.

Abstract

Species of the Zungaro genus, popularly known as “jau”, have great economical
importance on the fishing industry. They are among the largest migratory fishes
in Brazil, occurring throughout the Amazon and Parana-Paraguay basins. They
have usually been relatively abundant in the Parana-Paraguay River Basin, but
after the enclosure of several dams, a considerable decline on population size
was recorded. In this study, Zungaro populations of Parana-Paraguay River and
Amazonic basins were molecularly described (variability and genetic
structuration) through mitochondrial genome. The analyses of mitochondrial
sequences of D-loop and ATPase 6 gene regions evidenced a genetical
difference corresponding to intimately related species, as recorded in literature.
Therefore, it supports the conclusion that the Zungaro population of the Paranéa-
Paraguay River basin (Zungaro jahu) does not belong to the same species
found in the Amazonic basin (Zungaro zungaro). When molecular analyses of
sub-populations of the Parana-Paraguay basin were made, AMOVA and Fsr
detected the identicalness of both subpopulations, demonstrating that they are
not genetically different, i.e., present a very low genetical variability. This fact
may be related to the founder or bottleneck effects. As Z. jahu is an endemic
species of the Parana-Paraguay basin, these results indicate that should this
species disappear from Parana River, due to reservoir building, remaining
individuals will be located only in Paraguay River, subject to many survival

hardships caused by low genetical diversity.

Key-words: Zungaro; D-loop; ATPase 6; molecularly differentiation;
mithocondrial; Parana-Paraguay River Basin; Amazonic Basin.



Introducao

A caracterizacdo genética de comunidades aquaticas € fundamental
para revelar a histéria evolutiva das populacdes. Isso é de relevante
importancia na determinacdo de areas prioritarias a conservacao, visto que a
diversidade filogenética consiste em uma forma profunda de representar a
biodiversidade (Sechrest et al., 2002). Hoje estima-se que 20% da ictiofauna
continental do mundo esteja extinta ou ameagada de extingcdo. Segundo o
Ministério do Meio Ambiente (2007) 134 espécies de peixes de agua doce
estdo em risco de extingdo no Brasil.

Em geral, dos fatores que levaram a reducédo ou desaparecimento de
muitas espécies de peixes, podem-se destacar a poluicdo e eutrofizagédo, o
assoreamento, a construgao de barragens e controle de cheias, a sobrepesca e
a introducao de espécies (Vrijenhoek, 1998, Agostinho et al., 2005, Hatanaka et
al., 2006). Os represamentos sao considerados a maior fonte pontual de
interferéncia do homem nos regimes hidricos naturais (Agostinho et al., 1992).
Modificagdes na variabilidade ou estrutura genética das populacdes de peixes
podem ser causadas pela construcdo de reservatorios para geracao de energia
elétrica. Isso pode ocorrer pela eliminagao de barreiras geograficas devido ao
alagamento de areas naturais (por exemplo, cachoeiras), que modifica o
padrao de dispersao de varias espécies de peixes.

Adicionalmente, a formagdo de uma nova barreira (por exemplo, a
barragem de uma represa) impede a migragdo de peixes, o que pode levar a
extingdo espécies menos aptas a suportar esse tipo de alteracdo. Assim, a
construgcado de barragens exerce impacto direto principalmente sobre espécies
migradoras, que necessitam de grandes deslocamentos para alimentarem-se e
se reproduzirem.

A série de barragens construidas ao longo da bacia do rio Parana
contribuiu para a reducéo do volume de captura de varias espécies migradoras,
substituindo-as por outras sedentarias e menores. Entre estas podem ser
citadas Zungaro spp (“jau”), Salminus maxillosus (Dourado), Brycon
orbignyanus (Piracanjuba), Pseudoplatystoma corruscans (Pintado) e outras
(Agostinho et al., 2003). Atualmente, estas sdo capturadas esporadicamente

nos rios Paranaiba, Grande, Tieté e Paranapanema. Algumas delas ja foram



consideradas abundantes e eram espécies de grande importancia pesqueira,
principalmente a artesanal.

Uma espécie intensamente afetada pelos represamentos ao longo do rio
Parana é um dos maiores bagres presentes nesse rio e na bacia Amazoénica.
Esse peixe, popularmente conhecido como “jau”, género Zungaro, pertence a
ordem dos Siluriformes e a familia Pimelodidae. S&o peixes de couro que
chegam a pesar 150 kg e podem ter até, aproximadamente, 144 centimetros de
comprimento (Agostinho et al., 2003). Sdo piscivoros, de habito tipicamente
migratorio, fertilizacao externa, noturnos e costumam viver em pocos profundos
de ambientes loticos (Alves, 2007). Os juvenis sdo, normalmente, capturados
nos reservatorios. Esses peixes foram caracterizados morfologicamente,
segundo Lundberg e Littmann (2003), como duas espeécies, Z. jahu (lhering,
1898) distribuido pela bacia do rio Parana-Paraguai, e Z. zungaro (Humboldt,
1821), encontrados nas bacia do rio Amazonas e Orinoco. Entretanto, segundo
Graca e Pavanelli (2007) todas as populagdes dessas bacias pertencem a
espécie Z. zungaro.

As informacdes sobre a produgado da pesca profissional no reservatério
de ltaipu revelam a diminuicdo da pesca de “jad” desde o inicio da década de
90, provavelmente pela pesca de individuos de tamanho ainda muito reduzido,
ou sobre-exploragcdo (Agostinho et al., 2005, Okada et al., 2005). A espécie
Amazénica, Z. zungaro, esta listada como sobre-explorada ou em perigo de
sobre-exploracao no Brasil (Ministério do Meio Ambiente, 2004). A inclusao da
espécie Z. zungaro nessa lista ao invés de Z. jahu, foi um erro que precisa ser
corrigido urgentemente. Zungaro jahu esta listado como vulneravel nos estados
brasileiros de Minas Gerais e Parana (Mikich e Bérnils, 2004).

Além do fragil status de conservagao do “jau”, informacdes sobre a
biologia da espécie sdo escassas, e em sua maioria ligadas a morfologia, o
modo de nutricdo e aos parasitas da espécie. Além disso, muitas informagdes
quanto a sua caracteristica migratéria sdo ainda desconhecidas (Agostinho et
al., 2003).

Uma possivel decorréncia da diminuicdo do tamanho efetivo da
populacdo € a perda parcial da variabilidade genética. Populagdes com base
genética estreita tendem a apresentar maior suscetibilidade aos disturbios
ambientais. Assim, com a fragmentacao da area de ocupagédo e com o declinio



populacional, a populacéo de “jau” do rio Parana corre o risco de extin¢ao local
a médio prazo.

Por cerca de 80 anos a genética de populagdo tem investigado como os
atributos da paisagem tém influenciado a variagdo genética dentro e entre as
populacdées. Esta analise de variabilidade impulsionou a genética de
populacées e a genética do processo evolutivo. O polimorfismo do DNA,
associado aos estudos ecoldgicos e morfolégicos, ja tem sido demonstrado
como capaz de contribuir fortemente no reconhecimento da diversidade
genético-ecoldgica e na genética do processo evolutivo de espécies e sub-
espécies.

A biologia molecular desenvolveu-se de maneira expressiva apos a
descoberta da estrutura do DNA, em 1953 por Watson e Crick. Desde entéo,
diversas técnicas dessa ciéncia surgiram possibilitando a detecgdo de
polimorfismo em nivel de DNA. As ferramentas basicas para estudos com
variabilidade genética sdo os marcadores moleculares. Esses sdo sequéncias
de bases, que podem ou nao fazer parte de um gene, tem localizagdo Unica no
genoma e suas variagées podem ser rastreadas em diferentes grupos.

Uma das mais marcantes contribuicbes da biologia molecular foi o
desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
desenvolvida por Mullis em 1983 (Mullis, 1990). Esta técnica baseia-se na
sintese, in vitro, de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA, com
o auxilio da DNA polimerase. A partir da PCR surgiram varias derivagdes como
€ o caso do RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat)) SSR (Simple Sequence Repeat) ou microssatélite e
sequenciamento de fragmentos DNA amplificados.

Esses marcadores permitem a estimativa de parametros genético-
populacionais para avaliacdo do fluxo génico, diferenciacdo e distancia
genética entre populagdes ou espécies. Em uma das modalidades de analise
as informacdes sao obtidas pela analise do polimorfismo de comprimento dos
fragmentos amplificados, entre populagdes de mesma espécie ou de espécies
proximas. A outra abordagem consiste no seqienciamento dos fragmentos e a
analise do polimorfismo das sequéncias nucleotidicas em comparagdes intra e
interespecificas ou, ainda, na reconstrugao filogenética, como é o caso dos

marcadores mitocondriais (mtDNA).



Pelo miDNA ser predominantemente materno, ter uma taxa
relativamente rapida de substituicdo de bases, ter pouca recombinagéo e ser
de féacil isolamento (Avise et al., 1987; Wolstenholme, 1992) vérias regides
desse material sdo utilizadas para estudos genéticos populacionais. O mtDNA
provou ser um eficiente marcador para estudos de estrutura de populagao,
variagdo geografica e caracterizacao de espécies (Agnése et al., 1997; Graves,
1998). A regido controle (D-loop) e o gene ATPase 6 estdo entre 0s mais
utilizados para estudos populacionais (Meyer, 1994, Machordon e Doadrio,
2001, Perdices e Doadrio, 2001, Sivasundar et al., 2001, Prioli et al., 2002,
Avise, 2004). O desenvolvimento de metodologias de analise molecular tem
permitido a analise do genoma e das variagbes existentes, tanto em regides
que codificam produtos génicos, quanto naquelas cuja funcdo permanece
desconhecida (Avise, 2004).

A regiao conhecida como D-loop, ou regiao controle, tem cerca de 0,8
kb, e é responséavel pelo controle da replicagdo do mtDNA e transcricdo do
RNA (Avise et al., 1987, Park e Moran, 1994). Uma vez que mutacdes
acumulam-se mais rapidamente na regido controle, esta é a melhor para
estudos genético-populacionais e evolutivos entre espécies aparentadas muito
préximas e entre populacdes (Meyer, 1994, Faber e Stepien, 1977, Sivasundar
et al., 2001, Avise, 2004). Ao contrario, a regido codificadora do gene da
ATPase 6 é um pouco mais conservada entre individuos de uma mesma
espécie.

Fica evidenciada na literatura cientifica a utilizacdo cada vez maior dos
estudos com marcadores moleculares acerca dos grupos taxondémicos e
populagbes de peixes. Segundo Bernatchez e Wilson (1998), os peixes sdo o
grupo mais intensivamente estudado na estrutura genética local e regional.
Com o aprimoramento das técnicas de marcadores moleculares, houve uma
ampliacdo de seu uso na ecologia, com outras abordagens além da
taxondmica.

Diante da diminuicdo dos estoques e da auséncia quase total de
informagbes sobre Zungaro, existe a necessidade de caracterizacdo da
diversidade genética das populagdes naturais. Além do conhecimento basico
sobre a espécie, que por si sO justificaria o investimento e o esforgo

necessarios, certamente as informagbes obtidas representardo uma



contribuigcdo importante na formulagcdo e condugéo de programas consistentes
de manejo e preservacdo da diversidade genética de Zungaro. Ainda,
divergéncias em estudos com a espécie tém resultado em constantes
mudangas no nome cientifico da mesma. Assim, a caracterizacdo das
populacées de “jal” do rio Parana e de outras regides, como as do rio
Tocantins, podera auxiliar na resolucao de problemas taxondmicos. Para isso
nos capitulos a seguir serdo apresentados os resultados dos estudos
moleculares do genoma mitocondrial de popula¢des naturais de “jau” coletados

nas bacias do Parana-Paraguai e do Tocantins.
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CAPITULO 1

Comparacao Molecular de Jau (Zungaro) (Pisces,
Siluriformes, Pimelodidae) das Bacias Amazoénica e do
Parana-Paraguai

Running Title: Comparacao Molecular de Zungaro.
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Resumo

O peixe conhecido popularmente por “jau” pertence ao género Zungaro, tem
grande importancia pesqueira e econ6mica, aléem de ser um dos maiores
peixes migradores do Brasil. Tem sua distribuicAo ao longo das bacias
Amazénica e do Parana-Paraguai, com severa diminuicao dos seus estoques e
apresenta problemas taxonémicos. Neste trabalho foram caracterizadas
molecularmente populagdes de “jad” das bacias, do Parana-Paraguai e
Amazénica, para auxiliar na resolucao de problemas taxondémicos, além de
gerar informacdes, que sdo quase inexistentes, sobre a diversidade genética
das populacbes naturais desse género. As andlises das sequéncias
mitocondriais das regides D-loop e do gene da ATPase 6 evidenciam uma
diferenciagdo genética em niveis equivalentes ao registrado na literatura entre
muitas espécies proximas entre si. Portanto, € inevitavel concluir que a
populacao de Zungaro da bacia do Parana-Paraguai nao pertence a espécie de

Zungaro zungaro da bacia Amazdénica, mas sim a espécie Z. jahu.

Palavras-chave: Zungaro; D-loop; ATPase 6; diferenciacao molecular; rio
Parana; Tocantins; Paraguai.



13

Abstract

Fish species of the Zungaro genus, popularly known as “Jad”, have great
economical importance on the fishing industry. Also, Zungaro is one of the
largest migratory fishes in Brazil. These species, distributed along Amazonic
and Parana-Paraguay River basins, have had a severe decline on their
population and present serious taxonomical inconsistencies. In this study,
Zungaro populations of Parana-Paraguay River and Amazonic basins were
molecularly described to solve taxonomical inconsistencies and generate
information, currently almost non-existent, regarding the genetic diversity of
natural populations of this genus. Analysis of mitochondrial sequences of D-
loop and ATPase 6 gene regions evidenced a genetic difference corresponding
to related, but different, species (i.e., of the same genus), according to existing
literature. Therefore, it supports the conclusion that Zungaro populations of
Parana-Paraguay River basin (Zungaro jahu) do not belong to the same

species found in Amazonic basin (Zungaro zungaro).

Key-words: Zungaro; jau; D-loop; ATPase 6; molecular differenciation;
Parana river; Paraguai.
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1. Introducao

A ordem Siluriformes inclui 37 familias de bagres amplamente
distribuidos em aguas doces (Sullivan et al., 2006). Uma dessas familias é a
Pimelodidae, com o género Zungaro. Esses sao peixes de couro que chegam a
pesar 150 Kg e podem ter até 144 cm de comprimento (Agostinho et al., 2003).
Sao piscivoros, de habito migratorio, fertilizagdo externa e costumam viver em
pocos profundos de ambientes léticos. Os juvenis sdo, normalmente,
capturados nos reservatorios.

O peixe conhecido popularmente como “jau” é de grande importancia
pesqueira e altamente apreciado na alimentacdo humana e na pesca esportiva.
Além de ser um dos maiores peixes migradores das bacias do rio Parana-
Paraguai e Amazdnica, nessas regides foram caracterizados morfologicamente
como duas espécies diferentes. Até a década de 90 todos os individuos de
“jal” eram denominados cientificamente como Paulicea luetkeni, sendo depois
classificados como género Zungaro. De acordo com Lundberg e Littmann
(2003) a espécie Zungaro jahu (lhering, 1898) é encontrada na bacia do rio
Parana-Paraguai. Segundo os mesmos autores, na bacia do rio Amazonas e
Orinoco ocorre a espécie Zungaro zungaro (Humboldt, 1821). Por outro lado,
em revisao feita por Graga e Pavanelli (2007) foi adotada a interpretacao de
que todas as populagbes de “jau” sdao da espécie Zungaro zungaro, em
conformidade com Silfvergrip (1992) e Silvano et al. (2001).

Estima-se que 20% da ictiofauna continental do mundo esteja extinta ou
ameacada de extingdo (FAO, 2004). Ainda, segundo o Ministério do Meio
Ambiente (2007), 134 espécies de peixes de agua doce estdo em risco de
extincgdo no Brasil. Em geral, dos fatores que levaram a redugdo ou
desaparecimento de muitas espécies de peixes, podem-se destacar a poluicao
e a eutrofizagcdo, o assoreamento, a construgédo de barragens e o controle de
cheias, a sobrepesca e a introducédo de espécies (Vrijenhoek, 1998; Agostinho
et al., 2003; Hatanaka et al., 2006).

O jau ainda nao se encontra nas categorias criticamente em perigo, ou
em perigo, mas corre o risco de extingdo a médio prazo, em funcéo do declinio

populacional e da fragmentagcédo da sua area de ocupacao (Fonte : IJUCN Red
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List of Threatened Animals). Segundo Alves (2006) o “jau” pode ser

considerado localmente extinto em varios trechos das bacias dos rios Grande e
Paranaiba devido as cascatas de reservatorios nesses rios. Dados mostram
que desde 1997 até a presente data, poucos exemplares da espécie foram
coletados pela equipe de ictiologia da UNIOESTE, em Toledo-PR (S. Makrakis,
comunicacao pessoal). As informagdes sobre a produgao da pesca profissional
no reservatorio de ltaipu revelam a diminuicdo da pesca de jau desde o inicio
da década de 90 (Okada et al., 2005). Além disso, informagdes sobre a biologia
da espécie sdo escassas, e em sua maioria ligadas a morfologia, ao modo de
nutricdo e parasitas da espécie. Informagbes quanto a sua caracteristica
migratoria sdo ainda desconhecidas (Agostinho et al., 2003).

Varias regides do DNA mitocondrial sdo utilizadas para estudos
populacionais. Alguns setores da molécula do mtDNA sdo mais adequados
para avaliagcbes de espécies préximas. A regiao controle (D-loop) € o gene
ATPase 6 estdo entre os mais utilizados para esse propoésito (Meyer, 1994;
Machordon e Doadrio, 2001; Perdices e Doadrio, 2001; Sivasundar et al., 2001;
Prioli et al., 2002; Avise, 2004). As mutagbes acumulam-se mais rapidamente
na regiao controle, assim, essa é eficiente em estudos genético-populacionais
e evolutivos entre espécies aparentadas muito préximas e entre populagdes
(Meyer, 1994; Faber e Stepien, 1977; Sivasundar et al., 2001; Avise, 2004).

Assim, o objetivo desse trabalho foi caracterizar molecularmente as
populacdes de “jau” das bacias do Parana-Paraguai e Amazoénica, para auxiliar
na resolucdao de problemas taxon6micos, como as constantes mudancas no
nome cientifico dessa espécie. Ainda, ampliar-se-do as informacdes que sao
quase inexistentes sobre a diversidade genética das populagdes naturais do
género Zungaro.
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2. Metodologia Detalhada

Material Biologico e Locais de Coleta

Individuos do género Zungaro (“jau”) foram coletados no rio Manso,
localizado na bacia do rio Parana-Paraguai, e no Rio Tocantins, na bacia do
Tocantins (Figura 1). Amostras dos seus musculos, assim que coletados, foram
fixados em alcool etilico comercial e, em laboratério, mantidos a -20°C. Foram
analisados quatro individuos do rio Manso e trés do rio Tocantins para a regiao

D-loop, e 11 do rio Manso e 5 do rio Tocantins para a regido da ATPase 6.

A

A s

Bacia do médio
Parana-Paraguai

| @ | Bacia do Tocantins

Figura 1. Area de coleta de “jal” (Zungaro). Os nimeros correspondem aos pontos de
coleta: (1) Rio Manso, na bacia do rio Parana-Paraguai; (2) Rio Tocantins, na bacia
Amazobnica.

e Rio Manso. Este rio esta localizado na bacia do rio Paraguai. E afluente
do rio Cuiaba, um dos formadores do rio Paraguai. As coletas foram
realizadas no ponto com as coordenadas geograficas 14°48’'S 56°05'W.
Esse ponto esta situado no rio Manso, na Chapada dos Guimaraes,
estado de Mato Grosso. Estd na area de influéncia da APM Manso de
Furnas Centrais Elétricas S/A, no rio Manso, pois localiza-se a cerca de

35 km a jusante da barragem do reservatério.
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e Rio Tocantins. O rio Tocantins possui uma extensdo total de
aproximadamente 2.500 km, e forma-se a partir dos rios das Almas e
Maranhdo. Estes rios apresentam suas cabeceiras localizadas no
Planalto de Goias, a mais de 1.000 m de altitude, na regido mais central
do Brasil. Na regido mais baixa a bacia faz parte da floresta amazédnica.
Entre essas duas regides do Tocantins ha uma zona de transigdo, com
ambientes pré-amazodnicos. Esse rio € o afluente da margem direita do
rio Amazonas mais proximo de sua foz, no oceano Atlantico. A area de
drenagem total da bacia do Tocantins é de 767.000 km? e tem como
principal afluente o rio Araguaia. As coletas foram realizadas na altura
da barragem da Hidrelétrica Lajeado, nas coordenadas geograficas
09°46'S 48°21'W.

Extracao de DNA

Para a extracdo do DNA total das amostras foi utilizada a metodologia
baseada em fenol/cloroférmio (Monesi et al., 1998). As amostras foram
maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em tampao PS (Tris-HCI
0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e sacarose 5%), tampao TH (Tris-HCI 10 mM,
NaCl 60 mM, EDTA 10 mM, sacarose 5%, espermina 0,15 mM e espermidina
0,15 mM) pH 8,0 e proteinase K (20 pg/uL) por 2 horas em banho-maria a 37
°C. Em seguida o DNA foi lavado com fenol/cloroférmio (1:1) e cloroférmio,
respectivamente, e precipitado com solugao salina (NaCl 5 M) e etanol absoluto
gelado para a sua purificacdo. Apos, o tubo foi suavemente invertido para
precipitar o DNA e a suspensao foi centrifugada por 10 min a 13.000 rpm e o
sobrenadante descartado. O pellet, apds ser lavado com etanol 70% gelado e
centrifugado por 2 min e estar completamente seco, foi ressuspendido em 50
pL de tampao TE diluido 10 vezes (Tris-HCI 1 mM pH 8, EDTA 0,1 mM) com
RNAse (20ug/mL). O DNA foi assim armazenado em freezer a —20 °C.

Para a quantificacdo e avaliacdo da qualidade do DNA, uma aliquota de
cada amostra extraida foi comparada visualmente com uma amostra conhecida
de DNA A. Para isso foi utilizado gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etideo (0,2 pg/1 mL) e fotografado por um sistema de EDAS 290 (Kodak 1D
Image Analysis 3.5)
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Regiao controle (D-loop) e ATPase6 do DNA mitocondrial

Os fragmentos de DNA mitocondrial foram amplificados via PCR, a partir
de amostras de DNA total, de acordo com Prioli et al. (2002). Duas regides do
genoma mitocondrial foram utilizadas. O primeiro fragmento de,
aproximadamente, 2000 pares de bases (pb) foi amplificado pelos primers
H1091 e L15774. Esse é constituido por dois genes e uma sequiéncia da regiao
hipervariavel 5’ da fita pesada da regidao controle do mtDNA. Esses genes sao
tRNA™ e tRNAT®, que codificam o tRNA dos aminodcidos treonina e prolina,
respectivamente. O outro fragmento, de cerca de 1000 pb, abrange as regides
dos genes da ATPase 6 e 8 e um pedaco do tRNAY®, e foi amplificado pelos
primers H8331 e L9236.

Os fragmentos foram amplificados em duas reag¢des independentes de
PCR para depois serem seqienciados e analisados, utilizando réplicas. A
mistura de reacao consistiu de tampao Tris-KCI (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI
50 mM), MgCl; 1,5 mM, 2,5 uM de cada primer, 0,1 mM de cada dNTP, 2,5
U/Reacéo de Tag DNA polimerase, DNA gendmico 30 ng e agua deionizada e
autoclavada para completar 25 pL. As amplificagbes dos fragmentos de
interesse foram executadas em termociclador por 40 ciclos, com os seguintes
perfis de temperatura: um ciclo inicial de quatro minutos a 94 °C seguido de 40
ciclos de 15 s a 94 °C, 30 s a 59 °C e dois minutos a 72 °C, e um ultimo ciclo
de 10 min a 72 °C. A eficiéncia da amplificagdo foi confirmada em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo (20 pg/100 mL) e com a
comparagao com quantidades conhecidas de DNA do marcador de peso

molecular Ladder 100 pb (Invitrogen).

Sequenciamento

Os fragmentos resultantes foram novamente amplificados com os
primers L8331, para a regido da ATPase 6, e L15774 para a regiao D-loop.
Cerca de 50 ng de DNA do produto final de cada reagdo de PCR foram usados
diretamente em reacdes de seqlenciamento de nucleotideos em um
sequenciador automatico MegaBace (Amersham), seguindo instrugdes do
fabricante. As seqUéncias nucleotidicas, sob o formato de cromatograma,
foram alinhadas utilizando-se o CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) e
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editadas manualmente com o programa BIOEDIT (Hall, 1999). O numero de
nucleotideos polimérficos e as distancias-p (porcentagem de diferencas
nucleotidicas) foram calculados com o programa MEGA 4.0 (Tamura et al.,
2007). As matrizes de distancia-p, para as duas regibes do genoma
mitocondrial, foram utilizadas para o agrupamento com o algoritmo neighbor-
joining. Andlises de bootstrap basearam-se em 1.000 reamostragens.

As analises filogenéticas foram processadas com comparacdes entre
individuos tomados dois a dois. Admitindo-se que o significado evolutivo das
delecdes em sequiéncias do DNA ndo é bem conhecido (Nei e Kumar, 2000),
nao foram incluidas nas analises os sitios com delecdo em cada uma das
comparagoes.

Com os programas PAUP 4.0 (Swofford, 2002) e Modeltest 3.7 (Posada
e Crandall, 1998) foram selecionados os modelos evolutivos, utilizando-se os
procedimentos Akaike Information Criterion corrigido (AlCc) e Bayseian
Information Criterion (BIC). O modelo escolhido, por maxima-verossimilhanga,
como o melhor para o ajuste dos dados das regides da ATPase6 e do D-loop
foi o HKY+l. As relacdes filogenéticas entre os haplétipos mitocondriais foram
obtidas com o programa PHYML (Guindon e Gascuel, 2003). Com o modelo
mencionado foi empregado o método da maxima verossimilhanca, baseados

em 500 reamostragens.

Sequéncias do GenBank

Foram selecionadas no GenBank e analisadas outras seqiéncias de
espécies de peixe para servirem de comparagdo com as sequéncias de “jau”
obtidas nesse trabalho. Para garantir maior confiabilidade nas analises, as
seqUéncias foram alinhadas e s6 os mesmos pares de bases de cada regiao,
ATPase 6 ou D-loop, foram considerados. Ainda, apenas as sequéncias
disponibilizadas que faziam parte de artigos ja publicados em revistas
indexadas na base Thompson-ISI (www.webofscience.com) foram
selecionadas para as comparag¢oes. Os numeros de acesso no GenBank das
sequéncias estao listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Seqiiéncias do mtDNA da regido D-loop de dois géneros de Siluriformes,
Pseudobagrus e Hipostomus, e da ATPase 6 de dois Siluriformes da familia Ariidae,
Potamarius e Cathorops, com seus respectivos nimeros de acesso no GenBank.

Espécie Fragmento Acesso Genbank Bibliografia
Pseudobagrus taeniatus D-loop AB097696 Watanabe e Nishida, 2003
Pseudobagrus aurantiacus D-loop AB097694 Watanabe e Nishida, 2003
Pseudobagrus nudiceps D-loop AB097693 Watanabe e Nishida, 2003
Pseudobagrus ichikawai D-loop AB097692 Watanabe e Nishida, 2003
Pseudobagrus tokiensis D-loop AB097691 Watanabe e Nishida, 2003
Hypostomus affinis D-loop AJ318358 Montoya-Burgos, 2003
Hypostomus punctatus D-loop AJ318357 Montoya-Burgos, 2003
Hypostomus commersoni D-loop AJ318356 Montoya-Burgos, 2003
Hypostomus nigromaculatus D-loop AJ318355 Montoya-Burgos, 2003
Hypostomus watwata D-loop AJ318352 Montoya-Burgos, 2003
Hypostomus plecostomus D-loop AJ318351 Montoya-Burgos, 2003
Hypostomus fonchii D-loop AJ318350 Montoya-Burgos, 2003
Hypostomus boulengeri D-loop AJ318344 Montoya-Burgos, 2003
Potamarius grandoculis ATPase 6 DQ9Y90657 Betancur et al., 2007
Potamarius nelsoni ATPase 6 DQ990656 Betancur et al., 2007
Potamarius izabalensis ATPase 6 DQ990654 Betancur et al., 2007
Cathorops tuyra ATPase 6 DQ990652 Betancur et al., 2007
Cathorops hypophthalmus  ATPase 6 DQ990651 Betancur et al., 2007
Cathorops multiradiatus ATPase 6 DQ990650 Betancur et al., 2007
Cathorops aguadulce ATPase 6 DQ990648 Betancur et al., 2007
Cathorops arenatus ATPase 6 DQ990647 Betancur et al., 2007
Cathorops spixii ATPase 6 DQ990646 Betancur et al., 2007
Cathorops steindachneri ATPase 6 DQ990644 Betancur et al., 2007
Cathorops fuerthii ATPase 6 DQ990641 Betancur et al., 2007
Cathorops dasycephalus ATPase 6 DQ990639 Betancur et al., 2007

Para a regidao D-loop foram analisados os primeiros 355 pb
aproximadamente, de dois géneros de Siluriformes, Pseudobagrus com cinco
diferentes espécies e Hypostomus, com oito espécies. Ja para a ATPase 6 dois
outros géneros de Siluriformes da familia Ariidae foram utilizados, Potamarius,

com trés e Cathorops com nove espécies. Para a regido da ATPase 6 foi
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utiizada a seqUéncia correspondente aos 204 pb do inicio dessa regidao do
mtDNA de “jau”. Todos os individuos tiveram seus nomes conferidos na base
de dados www.fishbase.org (Froese e Pauly, 2007) para evitar comparac¢oes
entre espécies sindnimas. Para os individuos da familia Ariidae a revisao feita
por Marceniuk e Menezes (2007) foi consultada. Segundo os autores, a
espécie Potamarius usumacintae é sinbnimo de Potamarius grandoculis, que
deve ser utilizado. Assim, o0 nome do individuo foi usado na sua forma mais
correta, mas com a seqUéncia disponivel no GenBank ainda para P.

usumacintae.
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3. Resultados

Com a amplificagcado dos fragmentos de D-Loop obteve-se uma sequéncia
de, aproximadamente, 2000 pb. No entanto, duas seqléncias menores, uma
compreendendo o inicio da regido controle do D-loop e a outra correspondente
aos genes tRNA™ e tRNAP™ foram selecionadas para as andlises. Essas foram
escolhidas por conterem uma melhor qualidade do seqtienciamento apés a edicao
manual, e por serem suficientes para discriminar populagées.

As sequéncias D-loop (~355 pb) foram confirmadas, por similaridade, com
acessos disponiveis no GenBank, e os tRNAs (140 pb) foram identificados com o
programa tRNAScan-SE (Lowe e Eddy, 1997). Ap6s o alinhamento foram
identificados dois pontos de substituicado nucleotidica ao longo da seqiiéncia dos
tRNAs. As duas substituicdbes estavam associadas as localidades onde os
individuos foram coletados, rio Manso ou Tocantins.

Para a regiao do D-loop, foram analisados quatro individuos do Rio Manso
e trés do Tocantins. A proporcao de bases (A = 36,56; C = 17,61; G=13,78; T =
32,05%) teve uma alta propor¢céo de nucleotideos AT, o0 que é esperado para a
regiao controle do DNA mitocondrial. O alinhamento dessas seqiéncias apontou
19 pontos de substituicbes nucleotidicas, sendo 15 transversbes e quatro
transigcbes. Essa maior taxa de transicdo (R = si/sv = 3,75) concorda com o
esperado para o fragmento correspondente a regiao D-loop (Nei e Kumar, 2000).
Dessas substituicdes 16 estdo associadas aos individuos coletados no rio
Tocantins. As demais substituicbes ndo caracterizam nenhuma regido. Além
disso, os individuos do rio Tocantins apresentam uma inser¢do de uma citosina.

A Tabela 2 apresenta os polimorfismos da regidao hipervariavel do D-loop,
em numero e em porcentagens, entre os individuos de “jau” dos rios Manso e
Tocantins, comparados dois a dois. Entre os individuos coletados no Manso as
diferencas foram de, no maximo, um sitio polimoérfico (0,3%). Ja quando esses
individuos foram comparados aos individuos do Tocantins, 16 e 17 sitios
polimorficos foram encontrados. Isso representa, em porcentagem, uma distancia-
p de 4,5 a 4,8%. Valores semelhantes sdo apresentados entre espécies dentro de
diversos géneros para a regiao D-loop.
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Tabela 2. NUmero (abaixo da diagonal) e porcentagem (acima da diagonal) de sitios
nucleotidicos da regido do D-loop (~355 pb) que discriminam espécies de Zungaro das
bacias do Paraguai (MS) e rio Tocantins (RT).

Espécie MS04 MS05 MS06 MS09 RT02 RT03 RTO05

MS04 — 03 03 03 48 48 48
MS05 1 — 0,0 00 45 45 45
MS06 1 0 — 0,0 45 45 45
MS09 1 0 0 — 45 45 45
RTO02 17 16 16 16 — 0,0 0,0
RTO3 17 16 16 16 0 — 0,0

RTO05 17 16 16 16 0 0 —

As Tabelas 3 e 4 também apresentam os valores, em numero e em
porcentagem, de sitios polimorficos da regido D-loop entre espécies dentro de
dois géneros de Siluriformes, Pseudobagrus e Hypostomus. Com a comparagao
dos valores obtidos para a mesma regido D-loop, as diferengas entre “jaus”
coletados no Manso e no Tocantins mantiveram-se nos mesmos patamares das
diferenciacdes entre espécies dos outros dois géneros. Metade das relagdes entre
as espécies de Pseudobagrus teve valores semelhantes aos encontrados entre os
haplogrupos de “jau”, com distancias-p até, aproximadamente, 5,0%. Situagéo
parecida ocorre na comparacdo entre os valores das diferencas entre o0s
haplogrupos de “jau” e entre as diferentes espécies de Hypostomus. A partir dos
dados percebe-se que varias espécies de Hypostomus mantém distancias-p
similares as encontradas entre os individuos de “jau” coletados nos rios Manso e

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

Espécie P taeniatus P. aurantiacus P. nudiceps P. iehikawai P. tokiensis
P taeniatus — 1,1 4,7 7,8 5,3
P. aurantiacus 4 — 5,0 8,3 55
P. nudiceps 17 18 — 6,6 5,0
P. iehikawai 28 30 24 — 7,5
P. tokiensis 19 20 18 27 —

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

Espécie Haf Hpu Hco Hni Hwa Hpl Hfo Hbo

Haf — 5,7 6,0 7.4 8,7 7.3 10,3 6,8
Hpu 21 — 4,4 7.4 6,0 4,6 8,4 4,6
Hco 22 16 — 7,2 5,8 6,0 8,8 5,2
Hni 27 27 26 — 9,6 7.9 8,5 6,6
Hwa 32 22 21 35 — 6,8 11,1 6,1
Hpl 27 17 22 29 25 — 9,8 4,6
Hfo 38 31 32 31 41 36 — 9,5
Hbo 25 17 19 24 28 17 35 —

A partir do dendrograma construido com os valores da distancia-p para a
regiao D-loop, apresentado na Figura 2, é possivel a observacao da separagao
dos haplogrupos de “jad”. Além disso, as espécies dos outros dois géneros de
Siluriformes, Hypostomus e Pseudobagres, foram incluidas também nessa figura

para facilitar as comparagées. O dendrograma agrupou os individuos de “jad” de
acordo com as suas localidades, suportada por valores de bootstrap de 100%.
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Fica claramente apresentada a diferenciagdo entre os haplogrupos do Manso e de

Tocantins, algumas vezes maiores que entre as espécies dos grupos externos.

Zgr rio Manso 06
Zgr rio Manso 09 . i .
100 . Bacia do Parana-Paraguai
Zgr rio Manso05

100 Zgr rio Manso 04

Zgr rio Tocantins 03
—I Zgr rio Tocantins 02 Bacia Amazonica
1

Zgr rio Tocantins 05

Pseudobagrus ichikawai

Pseudobagrus tokiensis

Pseudobagrus nudiceps
Pseudobagrus taeniatus

99 ™= Pseudobagrus aurantiacus

Hypostomus fonchii

Hypostomus nigromaculatus

100 Hypostomus affinis

Hypostomus commersoni
Hypostomus watwata
Hypostomus punctatus
Hypostomus plecostomus

54 Hypostomus boulengeri

Figura 2. Dendrograma das distancias-p da regido D-loop de oito espécies do género
Hypostomus, cinco espécies do género Pseudobagrus e de individuos de “jal” coletados
nos rios Tocantins (ZgrTO) e Manso (ZgrMS). As seqléncias dos individuos dos déneros
Hypostomus e Pseudobagrus foram obtidas no GenBank.

A regido da ATPase 6 € mais conservada e, portanto, apresenta menos
diferencas entre grupos proximos. Apds a amplificacdo dessa regido foi gerado
um fragmento com, aproximadamente, 1000 pb, correspondente as sequiéncias
parciais dos genes tRNAYS e CO3 e as seqiiéncias completas dos genes da
ATPase 8 e ATPase 6. As seqléncias foram identificadas com acessos
disponiveis no GenBank, por similaridade.

Uma sequiéncia de 204 pb com boa qualidade, foi selecionada para as
analises, que corresponde a regido do inicio do gene ATPase 6. Foram
analisados onze individuos coletados no rio Manso, identificados como Z. jahu, e
cinco do rio Tocantins, identificados como Z. zungaro. Entre as localidades foram

encontradas cinco substituicdes nucleotidicas para essa regido da ATPase 6,



26

sendo que uma dessas substituicbes estava também em dois individuos do rio
Manso. Essa sequéncia parcial da ATPase 6 corresponde a 68 aminoacidos.
Entre os individuos de “jau” das duas localidades néo foi evidenciada nenhuma
substituicdo aminoacidica no polipeptideo previsto.

Nas comparagdes dos individuos de “jal” tomados dois a dois nao foi
evidenciada nenhuma substituicdo nucleotidica dentro das localidades para a
regiao da ATPase 6. Ou seja, entre os individuos coletados na mesma regiao, rio
Manso ou rio Tocantins, ndo houve diferencas nas seqiéncias nucleotidicas, a

nao ser nos dois individuos do Manso que revelaram um base diferente.

Tabela 5. NUmero (abaixo da diagonal) e porcentagem (acima da diagonal) de sitios
nucleotidicos da regido da ATPase 6 (~204 pb) que discriminam espécies de Potamarius.

Espécie P. grandoculis P. nelsoni P. izabalensis
P. grandoculis — 0,5 1,0
P. nelsoni 1 — 1,5
P. izabalensis 2 3 —

Quando as comparagoes entre os individuos, também tomados dois a dois,
séo feitas entre as localidades (Manso e Tocantins) essa diferenciagéo torna-se
constante, com cinco sitios polimorficos. Essa diferenga representa uma
distancia-p de 2,5% entre os haplétipos das bacias do Parana-Paraguai e
Amazbnica. Esses valores sdo maiores que os encontrados na diferenciacao
entre as trés espécies de Siluriformes do género Potamarius (Tabela 5), e
similares a algumas distancias-p entre certas espécies do género Cathorops
(Tabela 6). As diferenciacdes entre as espécies desse ultimo género tém uma
variacao ampla, de 1,5%, entre as espécies menos diferenciadas, a 17,6% entre

as mais distantes.
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Tabela 6. NUmero (abaixo da diagonal) e porcentagem (acima da diagonal) de sitios
nucleotidicos da regidao da ATPase 6 (~341 pb) que discriminam espécies de Ariidae do
género Cathorops. Ctu = C. tuyra; Chy = C. hypophthalmus, Cmu = C. multiradiatus, Cag
= C. aguadulce; Car = C. arenatus; Csp = C. spixii; Cst = C. steindachneri; Cfu = C.
fuerthii; Cda = C. dasycephalus.

Espécie Ctu Chy Cmu Cag Car Csp Cst Cfu Cda

Ctu — 2,9 9,3 7,4 10,3 9,8 5,9 9,8 18,1
Chy 6 — 10,3 6,4 10,3 9.8 4,9 9.8 17.6
Cmu 19 21 — 113 127 132 103 8,3 16,7
Cag 15 13 23 — 8,3 6,9 6,4 8,8 13,2
Car 21 21 26 17 — 1,5 9,3 6,4 15,7
Csp 20 20 27 14 3 — 8,8 6,9 14,7
Cst 12 10 21 13 19 18 — 7.8 16,2
Cfu 20 20 17 18 13 14 16 — 14,7
Cda 37 36 34 27 32 30 33 30 —

A Figura 3 apresenta o dendrograma construido com os valores da
distancia-p da regido da ATPase 6 dos individuos de “jal” dos rios Manso e
Tocantins, e dos grupos de comparacao. A divergéncia genética entre os dois
haplogrupos, além dos valores das tabelas, também foi demonstrada com a
figura. Pode-se notar a maior diferenciacao entre os individuos de “jau” coletados
nas duas localidades do que entre as trés espécies do género Potamarius. Essa
diferenca € similar a encontrada, também, entre espécies de Cathorops. As
seqliéncias da ATPase 6 também foram utilizadas para uma analise filogenética
de maxima verossimilhanca (Figura 4) com o modelo HKY+| que foi selecionado
com o programa Modeltest 3.7. Os dois graficos (Figuras 3 e 4) sdo congruentes
quanto aos resultados, mostrando a diferenciagdo, em niveis interespecificos,
entre as populagdes de “jal” das bacias do Parana-Paraguai e Amazoénica,
suportadas por valores de boostrap de 100%.
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Figura 3. Dendrograma das distancias-p da ATPase 6 de nove espécies do género
Cathorops, de trés espécies de Potamarius e de individuos de “jal” coletados nos rios
Manso (ZgrMs), bacia do Parana-Paraguai, e Tocantins (ZgrTO), bacia Amazdnica. As
seqliéncias dos individuos dos déneros Cathorops e Potamarius foram obtidas no

GenBank.
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Figura 4. Dendrograma de maxima-verossimilhanga construido com o modelo HKY+I
(parametros: Nst=2; TRatio=7,2523; Pinvar=0,5911), a partir de seqliéncias nucleotidicas
da ATPaseb de nove espécies do género Cathorops, trés espécies de Potamarius e de
individuos de “jad” coletados nos rios Manso (ZgrMs), bacia do Parana-Paraguai, e
Tocantins (ZgrTO), bacia Amazbnica. As seqléncias dos individuos dos déneros

Cathorops e Potamarius foram obtidas no GenBank.
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4. Discussao

Em contraposicao a Lundberg e Littmann (2003), que identificam a espécie
da bacia do rio Parana como Zungaro jahu, Silfvergrip (1992) e Graca e Pavanelli
(2007) utilizam Z. zungaro para a mesma popula¢do, pelo menos em carater
provisério. Portanto, a condicdo taxon6mica da populacdo nativa da bacia do
Parana-Paraguai, em relagdo a espécie amazodnica, esta sujeita a interpretacoes
discrepantes. A analise das seqUéncias mitocondriais D-loop e ATPase 6 de
Zungaro produziu evidéncias que apontam para a solucao desse conflito. Os
valores de distancia genética obtidas com D-loop e ATPase 6, tanto com a
distdncia p quanto com a distancia HKY + 1, sdo consistentes em indicar
diferenciacdo genética entre as populacées de Zungaro do rio Tocantins e do rio
Manso. Além disso, a magnitude da divergéncia encontrada esta em patamar que
permite conclusao sobre a identificacao taxondmica dos dois grupos.

As distancias encontradas entre as duas popula¢ées de Zungaro estdo em
niveis equivalentes ao registrado na literatura entre muitas espécies préoximas
entre si (Samonte et al., 2007; Oliveira et al., 2006). Por essa perspectiva, foi
adotada a estratégia de comparar as distancias obtidas entre espécies de um
mesmo género de Siluriformes, geradas a partir de seqUéncias disponiveis no
GenBank.

Os valores da distancia-p da regidao D-loop, entre individuos de “jad” do rio
Manso confrontados com individuos do rio Tocantins, variaram entre 4,5 e 4,8%.
Esses sdo da mesma magnitude das distancias-p encontradas entre individuos de
espécies diferentes dentro dos géneros de Siluriformes Pseudobagrus e
Hypostomus. A distancia entre individuos baseada no modelo HKY + | confirma
que as populagbes do Manso e do Tocantins divergem entre si ao equivalente a
espécies diferentes. Essa abordagem foi utilizada anteriormente com populagbes
de diferentes bacias do ciclideo Geophagus, e também foram encontradas
variagdes semelhantes as variagdes interespecificas dentro de outros géneros de
ciclideos (Boni et al., dados néo publicados).

As analises do fragmento da ATPase 6 de “jau” indicaram diferengcas de
menor magnitude. Essa ocorréncia é esperada ja que essa regido € mais
conservada do que o D-loop. Dessa forma, entre individuos de mesma espécie ou

de espécies muito préximas as diferengas devem ser pouco acentuadas (Avise,
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2004). Ainda assim, as distancias p e HKY + | seguem o mesmo padréao verificado
para D-loop. Ou seja, as distancias entre individuos de “jad” do rio Manso e do rio
Tocantins sdo compativeis com o encontrado para diferentes espécies dentro de
outros géneros de Siluriformes.

Por outro lado, a proximidade filogenética pode ser inferida a partir das
seqliéncias nucleotidicas dos genes mitocondriais tRNA"™ e tRNA™. Esses dois
genes mitocondriais ndo apresentam nenhuma substituicdo nucleotidica em suas
seqliéncias nas comparacdes entre as populagdes do Manso e de Tocantins.
Esse é um resultado esperado para espécies préximas. Por exemplo, Perioto
(2004) encontrou seqliéncias do gene tRNA™ idénticas entre os citétipos A, C e
D de Hoplias aff. malabaricus. E consenso que os citétipos de H. aff. malabaricus
constituem espécies diferentes, ainda nao descritas. Assim, a identidade do gene
tRNAP™ entre as duas populacdes de Zungaro nao é informativo sobre o grau de
diferenciagdo genética e, apenas, revela o alto parentesco entre as duas
populacdes.

Como demonstrado, existe divergéncia genética entre as populacdes de
Zungaro das bacias Parana-Paraguai e Amazbénica, mesmo que em patamar nao
muito acentuado. Esse seria um nivel de diferenciacdo que se poderia esperar
entre espécies préximas, que oferecem dificuldades para a identificacdo em
bases morfoldgicas. O alto grau de semelhanga morfolégica e genética, e a
associacao de haplétipos com bacias hidrogréaficas, podem ser explicados pela
origem das populagdes. As hipoteses de vicariancia e dispersdo sao plausiveis
para explicar a diferenciacao genética e o padrao biogeografico.

Hubert e Renno (2006) mostram que a separacao das bacias Amazonica e
do Parana-Paraguai ocorreu no final do Mioceno, nos ultimos 10 Ma. Portanto, na
formacdo das duas bacias teria sido possivel a separacdo definitiva das duas
populagbes de “jad”, por vicaridncia. A partir desse evento teria sido iniciada a
diferenciacdo genética. E possivel que as diferencas acumuladas estejam em
volume compativel com o periodo decorrido desde a separagéo. Por outro lado,
conforme Ré&sanen et al. (1995) as ocorréncias de captura de cabeceiras
continuaram mesmo apds o estabelecimento da bacia Amazénica e do Parana-
Paraguai. Ainda hoje, em épocas de chuvas, seria quase certa uma comunicagao
entre essas bacias e consequente troca de faunas nessa regido. Os rios Madeira
e Guaporé, que sao afluentes do Amazonas, encontram as cabeceiras do Rio
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Paraguai no Estado do Mato Grosso. De qualquer modo, em algum momento o
fluxo génico entre as populagdes de “jau” teria sido interrompido, caracterizando
vicariancia.

Com as diferenciagdes nos niveis encontrados nesse trabalho, € possivel
concluir que as populacbdes das bacias Amazénica e do Parana-Paraguai estao
isoladas geograficamente por tempo suficiente para que ocorresse a especiagao.
Ou seja, essas populacdées nao trocam genes por um periodo longo, o que deve
ter levado a diferenciacao dessas populacdées em duas espécies diferentes.

Entretanto, as diferengas genéticas acumuladas estao, aparentemente, em
niveis muito baixos para o que poderia ser esperado no periodo de 10 Ma (Hubert
e Renno, 2006), desde a separacdo das bacias do Amazonas e do Parana-

Paraguai. Independentemente do processo inicial, vicariancia ou dispersao, o

Q-

isolamento geografico deve ter se estabelecido em momento posterior
separacdo das duas bacias. Esta interpretacdo parece acomodar melhor

QO

divergéncia em niveis baixos, como a encontrada.

Esse acentuado padrdao geografico na distribuicao dos haplétipos D-loop e
ATPase 6 fica evidenciado em todas as arvores construidas com as relagdes
entre as populagdes das bacias do Manso e do Tocantins. Além disso, 0s
resultados obtidos demonstram claramente diferencas entre as duas populacdes
em niveis que discriminam espécies de peixes. Portanto, é inevitavel concluir que
a populacao de Zungaro da bacia do Parana-Paraguai ndo pertence a espécie de
Zungaro zungaro da bacia Amazénica.

Segundos os resultados do presente trabalho, as populacdes de “jau” da
bacia do Parana-Paraguai devem realmente ser da espécie Zungaro jahu. Esse
fato torna-se de importancia elevada, pois a espécie de “jal” encontrada nessa
esta sob o risco de extincdo local (Alves, 2006). Assim, outros estudos da
diversidade genética dessa espécie tornam-se imprescindiveis para que possam
ser propostas agdes que possibilitem a recuperagao da diversidade genética de Z.
jahu.
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Diversidade Nucleotidica Mitocondrial de Populacoes
Naturais de Zungaro jahu (Pisces, Siluriformes,
Pimelodidae)

Running Title: Diversidade Nucleotidica de Zungaro jahu.
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Resumo

O “jau”, Zungaro jahu, € um dos maiores peixes migradores da bacia do rio
Parana. Este sempre foi um peixe encontrado com relativa abundancia nesse rio,
mas ap6s a construcdo de uma série de barragens tem-se registrado uma
diminuicdo do tamanho efetivo da populacao. O objetivo desse trabalho foi avaliar
a variabilidade e a estruturacdo genética das populagdes de “jau” do alto rio
Parana e da bacia do rio Paraguai através do genoma mitocondrial. A AMOVA e o
Fst detectaram a identidade das duas subpopulagcbes, que nao estédo
diferenciadas geneticamente, ou seja, apresentam uma baixissima variabilidade
genética. Esse fato deve estar relacionado ou ao efeito fundador ou ao efeito
bottleneck. Como Z. jahu é endémico da bacia Parana-Paraguai, esses resultados
indicam que com a extingdo local no rio Parand, sé restardo individuos dessa
espécie no rio Paraguai, com grandes problemas de sobrevivéncia causados pela
falta de diversidade genética.

Palavras-chave: Zungaro; jau; marcadores moleculares; bacia do rio Parana;
rio Paraguai.
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Abstract

Zungaro jahu (known as “Jau”) is among the largest migratory fishes in the
Parana River basin. The species has usually been relatively abundant in this river.
However, after the enclosure of several dams, a considerable decline on
population size was recorded. The aim of this paper is evaluating the genetical
variability and structure of Zungaro jahu populations of the upper Parana River
and the Paraguay River basins through mitochondrial genome. AMOVA and Fsr
detected the identicalness of both subpopulations, deonstrating that they are not
genetically different, i.e., present a very low genetical variability. This fact may be
related to the founder or bottleneck effects. As Z. jahu is an endemic species of
the Parana-Paraguay basin, these results indicate that if this species disappear
from Parana River, due to reservoir building, remaining individuals will be located
only in Paraguay River, with many survival difficulties caused by low genetical

diversity.

Key-words: Zungaro; jai, molecular makers; Parana River basin; Paraguai

river.
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1. Introducao

Os recursos genéticos de animais aquaticos ainda sado pouco conhecidos
no Brasil e, a0 mesmo tempo, encontram-se cada vez mais ameacados por
drasticas alteracbes ambientais antropogénicas. Os represamentos sao
considerados a maior fonte pontual de interferéncia do homem nos regimes
hidricos naturais (Agostinho et al., 1992). Muitas das espécies migradoras
realizam grandes deslocamentos populacionais de uma regido para outra, devido
a comportamentos reprodutivos e alimentares. Logo, a construcdo das barragens
exerce impacto direto sobre estas espécies.

A cadeia de barragens construidas ao longo da bacia do rio Parana
contribuiu para a redugado do volume de captura de varias espécies migradoras.
Entre estas podem ser citadas Zungaro jahu (“jad”, antigo Paulicea luetkeni),
Salminus  brasiliensis  (dourado),  Brycon  orbignyanus  (piracanjuba),
Pseudoplatystoma corruscans (pintado) entre outras (Agostinho et al., 2003).
Atualmente, estas sdo esporadicamente capturadas nos rios Paranaiba, Grande,
Tieté e Paranapanema. Algumas delas ja foram consideradas abundantes com
importancia pesqueira, principalmente a artesanal.

Zungaro jahu é uma espécie de Siluriformes pertencente a familia
Pimelodidae. Esse peixe tem um comportamento piscivoro e migratério, com
fertilizacdo externa, e habitam pocos profundos de ambientes Iéticos. Os juvenis
sé&o, normalmente, capturados nos reservatérios. Apesar de Z. jahu ainda nao ser
considerado uma espécie criticamente em perigo, ou em perigo, essa espécie
corre risco de extingdo a médio prazo, em funcédo do declinio populacional e da

fragmentacao da sua area de ocupacao (Fonte : IUCN Red List of Threatened

Animals).

Segundo Agostinho et al. (2003) e Okada et al. (2005), os estoques de “jad”
tém diminuido drasticamente nas ultimas décadas. Isso é devido, provavelmente,
pela pesca de individuos de tamanho ainda muito reduzido, e/ou por efeitos
negativos causados pelas barragens construidas. Uma provavel decorréncia da
diminuicdo do tamanho efetivo da populacdo é a perda parcial da variabilidade
genética. Populagdes com base genética estreita tendem a apresentar maior
suscetibilidade aos disturbios ambientais.
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Além do fragil status de conservagao do “jau”, sua biologia e ecologia ainda
sdo muito pouco conhecidas (Agostinho et al., 2003, Resende, 2003),
principalmente relacionadas a sua caracteristica migratéria. Ainda, dados
mostram que desde 1997 até a presente data, poucos exemplares da espécie
foram coletados pela equipe de ictiologia da UNIOESTE, em Toledo-PR (S.
Makrakis, comunicagdo pessoal). Da mesma forma, as informagdes sobre a
producao da pesca profissional no reservatoério de Itaipu revelam a diminuicdo da
pesca de “jal” desde o inicio da década de 90 (Okada et al., 2005).

As duas espécies validas para o género Zungaro sado Z. jahu e Z. zungaro.
A espécie Amazébnica, Z. zungaro, esta na lista do Ministério do Meio Ambiente
(2004) como “sobre-explorada” ou “em perigo por sobre-exploracdo” no Brasil.
Entretanto, a espécie ameacada é, na verdade, Z. jahu (Alves, 2006). Portanto, a
inclusdo da espécie Z. zungaro ao invés de Z. jahu foi um erro que precisa ser
reparado urgentemente. Ademais, Z. jahu também estad listado como espécie
vulneravel em dois estados, Minas Gerais e Parana (Machado et al., 1998).

Os marcadores permitem a estimagdo de parametros genético-
populacionais para avaliacdo do fluxo génico, diferenciacdo e distancia genética
entre populagdes ou especies. Varias regides do DNA mitocondrial sdo utilizadas
para estudos populacionais. A regiao conhecida como D-loop, ou regiao controle,
tem cerca de 0,8 kb, e é responsavel pelo controle da replicagdo do mtDNA e
transcricao do RNA (Avise et al., 1987, Park e Moran, 1994). Uma vez que
mutagdes acumulam-se mais rapidamente na regiao controle, esta é a melhor
para estudos genético-populacionais e evolutivos entre espécies aparentadas
muito préximas e entre populacdoes (Meyer, 1994, Faber e Stepien, 1977,
Sivasundar et al., 2001, Avise, 2004). De outra maneira, a regiao codificadora do
gene da ATPase 6 € um pouco mais conservada entre individuos de uma mesma
espécie.

Logo, o conhecimento da variabilidade e estrutura genética de populagdes
de Zungaro é fundamental para a compreensao dos impactos causados pela
sobrepesca, além de gerar informacgoes, ainda inexistentes, sobre a genética do
grupo. Para isso foram avaliadas a variabilidade e a estruturagcdo genética de
populacdes de “jau” do alto rio Parana e do rio Manso, na bacia do rio Paraguai,

com marcadores moleculares do genoma mitocondrial.
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2. Metodologia Detalhada

Material Biologico e Locais de Coleta
Foram coletados exemplares identificados como Zungaro jahu na planicie
de inundagao do alto rio Parana e no reservatério de ltaipu, além de individuos do

rio Manso, localizado na bacia do rio Paraguai (Figura 1).

0 Bacia do Alto Rio Parana

Bacia do Médio Rio
=== Parana e Rio Paraguai

771ty

4

~

Figura 1. Area de coleta de “jai” (Zungaro jahu). Os nimeros correspondem aos pontos
de coleta: (1) Planicie de inundacdo do alto rio Parana (regido de Porto Rico-PR);
(2) Itaipu — municipio de Guaira-PR.

e Planicie inundacao do alto rio Parana. O Nucleo de Pesquisas em

Limnologia, Ictiologia e Aquicultura — Nupélia — da Universidade Estadual
de Maringa possui uma base avangada no municipio de Porto Rico (PR)
(22°47' 37" Sul e 53°19' 03" Oeste). Esta area localiza-se imediatamente a
jusante da barragem de Porto Primavera, cerca de 200 km a montante do
remanso do reservatorio de ltaipu, e pertence ao tergo inferior do alto rio
Parana. Este constitui-se no unico trecho do rio com leito ainda nao
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represado. Do lado do Estado do Mato Grosso do Sul, encontra-se a
planicie de inundagé@o do alto rio Parana, constituida por intensa rede de
canais secundarios, o rio Baia e os cursos inferiores de rios marginais e
varzeas. Antes da formacao do reservatério de Porto Primavera a area era
freqientemente alagada na época chuvosa do ano. Atualmente as
inundacdes estdo dependentes da abertura de comportas de usinas

situadas a montante da planicie.

e Rio Manso. Este rio esta localizado na sub-bacia do rio Paraguai. As
coletas serdo realizadas na area de influéncia da APM Manso de Furnas
Centrais Elétricas S/A, que esta localizada no rio Manso, na chapada dos
Guimaraes, estado de Mato Grosso.

Uma amostra dos individuos, imediatamente apds as coletas, foram fixados
para sua preservacao, em frascos com alcool etilico comercial, e mantidos a -20

°C. Foram analisados, no total, 10 individuos do rio Parana e 11 do Rio Manso.

Extracao de DNA

O DNA total foi extraido de tecido muscular segundo a metodologia
baseada em fenol/cloroférmio (Monesi et al., 1998), seguida pela precipitacao
com acetato de sodio e etanol absoluto gelado. Apéds o periodo de incubagéo, 12-
24 horas, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 13.000 rpm e o
sobrenadante descartado. O pellet obtido foi lavado com etanol 70% e
ressuspendido em 30 uL de tampao TE (Tris-HCI 1 mM pH 8, EDTA 0,1 mM). O
DNA, assim como as amostras de peixes, foram armazenado em freezer a —20
°C.

As amostras foram quantificadas por comparacdo com concentracdes de
DNA fago A conhecidas, em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo
(20 pg/100 mL) e fotografado por um sistema de EDAS 290 (Kodak 1D Image
Analysis 3.5).

Regiao controle (D-loop) e ATPase6 do DNA mitocondrial
A metodologia de amplificacdo dos fragmentos de mtDNA via PCR, foi
realizada a partir de amostras de DNA total baseada em Prioli et al. (2002). Duas
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regibes do genoma mitocondrial foram utilizadas. Um destes fragmentos,
amplificado pelo par de primers H1091 e L15774 é constituido pelas sequéncias
dos genes tRNA™® e tRNA™, que codificam os tRNAs dos aminoacidos prolina e
treonina respectivamente, além de um pedacgo da regido D-loop. Essa regido é
constituida por um fragmento que contem a sequiéncia hipervariavel 5 da fita
pesada da regido controle da molécula do DNA mitocondrial. O outro fragmento,
de 1000 pb, amplificado pelos primers H8331 (5-AAAGCRTYRGCCTTTTAAGC-
3’) e L9236 (5-GTTAGTGGTCAKGGGCTTGGRTC-3) amplifica a regido dos
genes da ATPase 6 e 8 e um pedaco do tRNAMS.

Estes fragmentos foram amplificados em duas reacdes independentes de
PCR para depois serem sequienciados e analisados, utilizando réplicas. O volume
da reacgao foi de 25 pL, constituido de Tris-KCI (20 mM Tris-HCI pH 8,4 com 50
mM KCI), 1,5 mM MgCl,, 2,5 uM de cada primer, 0,1 mM de cada dNTP, 2,5 U de
Tag DNA polimerase, 15 ng de DNA e agua deionizada e filtrada em equipamento
Milli-Q para completar o volume para 25 pL.

As amplificacbes dos fragmentos de interesse foram executadas em
termociclador por 40 ciclos, com os seguintes perfis de temperatura: um ciclo
inicial de quatro minutos a 94 °C seguido de 40 ciclos de 15 s a 94 °C, 30 s a 59
°C e dois minutos a 72 °C, e um ultimo ciclo de 10 min a 72 °C. A eficiéncia da
amplificagc&o foi confirmada em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
(20 pg/100 mL) e pela comparacéo dos fragmentos com quantidades conhecidas

de DNA do marcador de peso molecular Ladder 100 pb (Invitrogen).

Sequienciamento

Ap6s as quantificagdes, os fragmentos obtidos foram amplificados,
utilizando as mesmas concentracdes dos reagentes, bem como o programa de
acordo com as instrucdes do fabricante, com os primers L8331, para a regiao da
ATPase 6, e L15774 para a regidao D-loop. Aproximadamente, 50 ng de DNA do
produto final de cada reacdo de PCR foram usados diretamente em reacdes de
seqlienciamento de nucleotideos em um seqienciador automatico MegaBace
(Amersham).

As sequUéncias nucleotidicas, sob o formato de cromatograma, foram
alinhadas utilizando-se o CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) e editadas
manualmente com o programa BIOEDIT (Hall, 1999). O numero de nucleotideos
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polimorficos e as distancias-p forma calculadas com o programa MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007). As matrizes de distancia-p, para as duas regiées do
genoma mitocondrial, foram utilizadas para o agrupamento com o algoritmo
neighbor-joining. Andlises de bootstrap foram baseadas em 1.000 reamostragens.

Admitindo-se que o significado evolutivo das delecbes em sequéncias do
DNA né&o € bem conhecido (Nei e Kumar, 2000), ndo foram incluidas nas analises
os sitios com delecdo em cada uma das comparacdes entre individuos, tomados
dois a dois.

Relacoes filogenéticas foram obtidas através dos modelos evolutivos que
foram selecionados utilizando-se os programas PAUP 4.0 (Swofford, 2002) e
MODELTEST 3.7 (Posada e Crandall, 1998). Para isso os procedimentos Akaike
Information Criterion corrigido (AlCc) e Bayesian Information Criterion (BIC) foram
utilizados. Os modelos evolutivos HKY+I foi escolhido como sendo o melhor para
0 ajuste dos dados da D-loop por maxima verossimilhanca. Com o programa
PHYML (Guindon e Gascuel, 2003) foram obtidas as rela¢des filogenéticas entre
os haplo6tipos mitocondriais. Empregou-se 0 método da maxima verossimilhanga,
baseados em 500 reamostragens, com 0os modelos mencionados acima.

As diversidades haplotipicas (h; Nei, 1987) e nucleotidicas (m; Nei, 1987)
foram calculadas pelo Arlequin 3.1 (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3). As
divergéncias genéticas dos individuos tomados dois a dois entre as duas
populacdes foram estimadas usando o indice Fsr (Excoffier et al., 1992) e o teste
de significancia foi baseado em 10.000 permutacdes. A variabilidade genética
entre populagbes foi testada usando-se anadlises hierarquicas de variancia
molecular, AMOVA (Excoffier et al., 1992), calculadas no Arlequin 3.1.

Seqtiéncias do GenBank

Sequéncias de quatro individuos Brachyplatystoma rousseauxii foram
selecionadas no GenBank e analisadas. Essas sequéncias correspondem a
mesma regiao do D-loop seqlienciada de “jau” e foram utilizadas para possiveis
comparagoes de distancias genéticas. Todas as seqiéncias foram alinhadas e sé
0s mesmos pares de bases da regido D-loop foram considerados. Os numeros de
acesso no GenBank das sequéncias utilizadas sao: DQ779043, DQ779044,
DQ779045 e DQ779046.
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3. Resultados

Apb6s o sequenciamento foi obtida uma sequéncia da regido D-loop com,
aproximadamente, 2000 pares de bases (pb), contendo os tRNAs da treonina e
da prolina e uma parte da regiao hipervariavel D-loop. Apés a edi¢céo, fragmentos
menores, de 356 pb do inicio da regidao D-loop, e de 140 pb correspondentes aos
dois tRNAs, contendo boa qualidade de sequUenciamento foram utilizados nas
analises de divergéncia genética. As seqlUéncias dessa regido foram confirmadas,
por similaridade, com acessos disponiveis no GenBank. Além disso, as
seqliéncias foram analisadas pelo programa tRNA-Scan-SE (Lowe e Eddy, 1997)
que identificou a regido dos genes tRNA”® e tRNA™. As seqiiéncias da regido
desses genes foram idénticas para individuos de “jau” das duas localidades, rio
Parana e rio Manso.

Assim como o esperado para essa regiao do mtDNA, a proporcao de bases
AT foi maior que a de nucleotideos CG. As diferencas nucleotidicas entre as
seqliéncias da regiao D-loop de Zungaro jahu das duas localidades foram muito
pequenas, demonstrando baixa variabilidade genética entre essas populagdes. A
Tabela 1 apresenta os numeros e as porcentagens (distancia-p) de sitios
nucleotidicos polimérficos para essa regidao de individuos comparados dois a dois.
Essas diferencas variaram de zero a quatro (0,8%) sitios polimorficos.

Para comparacdes de valores, a Tabela 2 apresenta esses valores, em
namero e em porcentagem, de sitios polimorficos da mesma regido do D-loop de
individuos de Brachyplatystoma rousseauxii. Os polimorfismos registrados para
essa regido variaram de 0,6 a 2,0 % entre individuos da mesma espécie, quando
comparados dois a dois. As diferencas entre os individuos de “jal” das duas
localidades sdo compativeis com as encontradas entre individuos da mesma

espécie do género Brachyplatystoma.
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Tabela 1. NUmero (abaixo da diagonal) e porcentagem (acima da diagonal) de sitios
nucleotidicos polimérficos da regiao D-loop (~356 pb) que discriminam individuos de

Zungaro jahu do rio Manso (MS) e do alto rio Parana (PR).

Espécie MS04 MS05 MS06 MS09 PR0O5 PR06 PR0O8 PR13
MS04 — 0,3 0,3 0,3 1,1 0,3 0,3 0,8
MS05 1 — 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,6
MS06 1 0 — 0,0 0,8 0,0 0,0 0,6
MS09 1 0 0 — 0,8 0,0 0,0 0,6
PRO05 4 3 3 3 — 0,8 0,8 0,3
PRO06 1 0 0 0 3 — 0,0 0,6
PRO8 1 0 0 0 3 0 — 0,6
PR13 3 2 2 2 1 2 2 —

Tabela 2. NUmero (abaixo da diagonal) e porcentagem (acima da diagonal) de sitios
nucleotidicos que discriminam individuos de Brachyplatystoma rousseauxii, através da
regiao D-loop (~356 pb).

B. rousseauxii

B. rousseauxii

B. rousseauxii

B. rousseauxi

Espécie
1 2 3 4
B. rousseauxii 1 — 1,4 0,6 1,1
B. rousseauxii 2 5 — 0,8 2,0
B. rousseauxii 3 2 3 — 1,1
B. rousseauxii 4 4 7 4 —

Essas relacdes entre os haplétipos podem ser melhor visualizadas pelos

dendrograrmas apresentados nas Figuras 2 e 3. O dendrograma da Figura 2 foi

construido a partir das distancias-p da regidao D-loop de individuos de “jad” dos

rios Parana e Manso e de individuos B. rousseauxii. Percebe-se claramente que

os individuos Z. jahu das duas localidades apresentam muito poucas diferencas,

que, certamente, sdo polimorfismos entre individuos de uma mesma espécie.

Nota-se ainda que essas diferengcas ndo sao caracteristicas para as regides de
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coleta dos individuos, rios Parana e Manso. Esses individuos ndo apresentam
uma separagao clara entre as duas regides, demonstrando um parentesco entre
as populagdes. Além disso, fica evidente uma baixa diversidade genética entre as
populacdes desses rios.

~_
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Figura 2. Dendrograma das distancias-p da regiao D-loop de individuos de “jad” (Z. jahu)
coletados nos rios Parana (ZgrPR) e Manso (ZgrMS) e de quatro individuos da espécie B.
rousseauxii, obtidas no GenBank.

As andlises filogenéticas a partir das sequéncias da regiao D-loop de

71

individuos de “jal” das duas localidades, além de individuos B. rousseauxii,
geraram o dendrograma da maximo-verossimilhanga apresentado na Figura 3. O
Modelo selecionado pelo Modeltest 3.0 foi o HKY+l. O grafico confirma os
resultados ja descritos para essa regido do DNA mitocondrial, evidenciando a

baixa variabilidade entre as populagdes de Z. jahu.
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Figura 3. Dendrograma de maxima-verossimilhanga construido com o modelo HKY+l
(parametros: Nst=2; TRatio=11,4902; Pinvar=0,7431), a partir de seqgléncias
nucleotidicas do D-loop de quatro individuos de B. rousseauxii, obtidas no GenBank, e de
individuos de “jad” coletados nos rios Manso (ZgrMs) e Parana (ZgrPR).

A regiao da ATPase 6 do mtDNA é codificadora e, normalmente, muito
mais conservada que a regido hipervariavel D-loop. Ap6s 0 sequenciamento uma
seqliéncia de, aproximadamente 1000 pb foi obtida, mas com alguns pedacos de
ma qualidade. Assim, uma sequéncia menor do inicio do gene da ATPase 6,
contendo 204 pb, foi analisada. Essas seqUéncias foram analisadas por
similaridade com acessos disponiveis no GenBank. Foram seqlUenciados e
analisados nove individuos de “jau” do rio Parana e 11 do rio Manso. Apés a
edicido das seqléncias o alinhamento apontou apenas dois pontos de
substituicdes nucleotidicas nos individuos do rio Parana ZgrPR0O5 e ZgrPRO07.
Essas substituicdbes sempre ocorreram na terceira base da seqiéncia de cada
aminoacido, ndo gerando mudangas no polipeptideo resultante dessa sequéncia
de bases. Ou seja, ndo houve substituicido aminoacidica para essa regiao da
ATPase 6.

A tabela 3 apresenta as diversidades genéticas e o teste de neutralidade
para as duas populacdes de “jau” analisadas, e também os valores das andlises
para a populagdo como um todo. As populagdes do Parand e do Manso
apresentam diversidade haplotipica na regiao D-loop acima de 0,5 e diversidade

nucleotidica de valores proximos ou menores que 0,5%.
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Tabela 3. Diversidades haplotipica e nucleotidica da regidao D-loop de populacées de Z
Jahu do rio Manso e do rio Parana. n = amostras; NH = Numero de haplétipos; h =
diversidade haplotipica, # = diversidade nucleotidica.

Populacoes n NH H V4
Manso 4 2 1,00 £0,18 0,0014 £0,0017
Parana 4 3 1,00 £0,18 0,0052 +£0,0044

Total 8 4 1,00 +0,06  0,0038 +£0,0030

Fica clara a nao diferenciacdo entre as populagbes das duas regides
geograficas, rio Manso e rio Parand. Além desse resultado estar explicito nos
dendrogramas, eles sao reafirmados pelas analises de diferenciagao
populacional, AMOVA (Tabela 4). Os valores obtidos do Fsr para as populagdes
nao foram significativos indicando ndo haver uma diferenciagdo entre essas

populacdes. A maior parte da variacao esta dentro de cada populacao.

Tabela 4. Resultados da AMOVA entre as populagdes de Z. jahu do rio Manso e do rio
Parana baseada nas sequéncias da regiao D-loop.

Fonte de Variacao Variancia °/° da~ Estatistica F P
Variacao
Entre Populacées 0,167 22,22 Fst = 0,222 0,183"S

Dentro de Populacdes 0,583 77,78
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4. Discussao

A fauna de origem amazobnica do Parana médio e inferior deve ter sido
formada a partir das populacdes do rio Paraguai e suas possiveis ligacdes com os
rios Madeira e Guaporé. Uma outra rota, menos provavel, seria a migracao de
peixes da bacia do rio Amazonas para as cabeceiras do alto rio Parana. Em
seguida, ap6s a colonizacdo da bacia do alto rio Parana, teriam migrado para o
Parana médio e a bacia do Paraguai.

Em favor da hip6tese de passagem pelas cabeceiras do rio Paraguai esta a
prépria distribuicdo da ictiofauna na bacia Parana-Paraguai. De fato, alguns
trabalhos demonstraram que espécies de peixes de origem amazdnica, como
cachara (Pseudoplatystoma fasciatum) e arraias, ndo eram encontradas no alto
rio Parana. Pelo menos até a formacao do reservatério de ltaipu, os Saltos de
Sete Quedas formavam uma barreira natural para essas populagdes (Agostinho et
al, 1992). Outro forte argumento é dado por Lovejoy e Araujo (2000) em um
estudo de sistematica molecular, biogeografia e estrutura populacional de
Potamorrhaphis, onde foi encontrada uma intima relacdo entre os haplétipos do
rio Manu, bacia do rio Madeira, Amazonas, e do rio Parani. Os autores
concluiram que essa relacao refletiu uma relagdo historica entre o alto Madeira e
o Parana.

Zungaro jahu é um peixe que consegue vencer fortes correntezas e passar
por obstaculos para sua migracdo e reproducdo. Mesmo que Sete Quedas
representasse uma importante barreira geografica, em alguns momentos ocorriam
cheias tdo grandes que quase nivelavam o médio e o alto rio Parana. Em
periodos de grande inundacao, individuos dessa espécie devem ter conseguido
subir Sete Quedas e colonizar o alto rio Parana, a partir do Parana médio.

Quando foi construida a barragem de Itaipu, 150 km do médio Rio Parana
foram alagados e passaram a ter continuidade com o Alto Parana. Além da
transposicéo de “jad” por Sete Quedas, que poderia ser periddica, a submersao
permitiu uma mistura das populagdes que estavam, pelo menos parcialmente,
geografica e naturalmente separadas. A AMOVA e o Fst detectaram a identidade
das duas subpopulagbes, que ndo estao diferenciadas geneticamente. Na bacia
Parana-Paraguai, portanto, existe uma Unica populagdo de Z. jahu, espacialmente
homogénea.
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Atualmente, a espécie que reside na bacia Parana-Paraguai, incluindo o
alto rio Parana, € Zungaro jahu, enquanto na Amazdnia é encontrada a espécie
Zungaro zungaro, conforme Boni (neste volume), confirmando a interpretacéo de
Lundberg e Littmann (2003). Evidentemente, a configuragao filogeografica atual é
resultante de dispersao de Z. jahu por toda a bacia Parana-Paraguai muito depois
do estabelecimento da populacdo inicial e a especiacdo. Caso contrario seria
preciso admitir que Z. jahu fosse também uma espécie amazbnica atualmente
extinta na bacia, o que parece ser pouco provavel.

Os resultados apresentados sugerem uma alta similaridade genética entre
as populagdes de Z. jahu dos rios Parana e Manso. A regidao D-loop normalmente
apresenta uma variacao consideravel entre individuos préximos, e até mesmo
entre individuos de uma mesma populacdo. Nesse caso, as diferencas genéticas
verificadas estdo em patamares ainda mais baixos que os detectados,
usualmente, entre populagcdes de uma mesma espécie. Isso demonstra que as
populacdes de “jau” desses dois ambientes mantém um contato genético e ndo
apresentam variabilidade genética consideravel.

A homogeneidade genética constatada pode estar relacionada a um dos
dois fatores: efeito fundador ou efeito bottleneck. Na primeira possibilidade, os
individuos que deram origem as populacdes de “jau” das bacias dos rios Paraguai
e Parana teriam uma base genética restrita. Ou seja, a baixissima variabilidade
genética entre as populacées do Manso e do Parana, pode ser resultado de um
efeito fundador. Dessa forma, poucos individuos conseguiram se estabelecer nas
cabeceiras do alto rio Paraguai por migracao da populacdo amazénica. Isso seria
justificado por possiveis ligacoes existentes no passado entre as bacias dos rios
Amazonas e Paraguai, que permitiria a migracdo. Em seguida, a populacédo
apresentou um aumento populacional com baixa variabilidade genética. A
desvantagem dessa hipbtese explicativa é que entre a possivel migracdo e o
estabelecimento da distribuicdo haplotipica atual, o intervalo de tempo, e de
geracdes, deve ter sido longo o suficiente para especiacdo. Nesse periodo
poderia ter se acumulado variabilidade genética em maior escala.

A outra possivel explicacdo para a baixa variabilidade poderia ser algum
evento no passado, que tenha resultado na diminuicdo da populagdo e,
consequentemente, reducao da variabilidade, em um tipico efeito bottleneck. Essa
diminuicdo resultou em uma baixa variabilidade genética e a populagdo que
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conseguiu vencer a barreira de Sete Quedas ja teria trazido para o alto rio Parana
uma diversidade genética restrita. Essa explicagdo esta respaldada nos
resultados obtidos.

Além dos moderados valores de diversidade haplotipica, baixos valores de
diversidade nucleotidica foram encontrados na analise das duas populagdes em
conjunto. E interessante notar que a grande maioria das mutacées encontradas
sao transicbes, que, somadas ao numero de mutagdes entre haplétipos, que
usualmente diferem por um Unica substituicdo nucleotidica, podem caracterizar
um processo relativamente recente. Segundo Grant e Bowen (1998), altos valores
de h (acima de 0.5) e baixos valores de m (menores que 1%) séo indicativos de
populacées que sofreram bottleneck, seguido de crescimento populacional e
acumulo de mutacgoes.

Com a formagéo do reservatério, o rio Parand deixou de ser, a0 mesmo
tempo, um ambiente proprio para o desenvolvimento de “jad”. Isto se deve aos
varios barramentos do Rio Parand, o que dificultou a migragdo e desova desta e
de outras espécies que tem seu ciclo reprodutivo caracterizado por essas
migragdes. Isto resultou em uma diminuicdo drastica nos estoques de Z. jahu,
sendo em muitos trabalhos chamada a atencéo para o perigo de extingéo local
dessa espécie. Esse fato agravou a situacdo dessa populacdo, que
provavelmente ja apresentava uma baixa variabilidade genética e agora ainda tem
um numero restrito de individuos.

Além dessa baixa variabilidade genética de Z. jahu que foi causada ou pela
colonizagdo por poucos casais ou por um efeito de reducao populacional, um
outro fato tem gerado efeitos graves nas populacdes. Com o impacto potencial
que as espécies nativas tém sofrido, os estoques de reprodutores podem ser uma
alternativa para a recuperagdo da diversidade genética, promovendo a
manutencdo dos recursos genéticos, principalmente quando existe risco de
extincdo (Koljonen et al., 2002; Barroso et al., 2005). Muitas usinas hidroelétricas
e também algumas pisciculturas comerciais, estimuladas por 6rgaos
governamentais, vém realizando soltura de alevinos no ambiente com objetivo de
povoar ou repovoar os rios. Segundo informacdes da CESP (EHA Jupia), existem
criagdes em tanques de piscicultura de Z. jahu para repovoamento. A CEMIG

Geracao e Transmissdo, segundo o bidlogo responsavel Jodo Lopes, também
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esta trabalhando com a reproducdo desta espécie em cativeiro na Estacédo de
Piscicultura de Volta Grande.

Sem um respaldo cientifico, normalmente, esses peixes sao provenientes
de poucos casais devido a alta prolificidade dos peixes, o que promove um
gargalo genético (efeito botteneck), levando a uma redugcdo da variabilidade
geneética. Dessa forma, introdugbes de peixes de forma irracional, mesmo feitas
com as melhores intengdes, podem proporcionar uma reducdo ainda maior da
variabilidade genética e, conseqlientemente, levar a perda de resisténcia a
doencas e da capacidade de se adaptar em um novo ambiente (Allendorf e
Phelps, 1980, Taniguchi, 2003).

Baixos niveis de diversidade genética foram encontrados para Z. jahu, o
que pode ser um grande problema para a sobrevivéncia da espécie no futuro. Isso
€ agravado pelo fato das populagdes de “jal” da bacia Amazdnica serem de uma
outra espécie do mesmo género, Z zungaro. Com a extincdo local das
populagdes dessa espécie do Rio Parand, apenas restardo individuos de Z. jahu
na bacia do rio Paraguai, mas com uma baixissima diversidade genética. Esse
fato deixa clara a necessidade de medidas de conservacao da espécie para que,
no minimo, possa ter um maior numero de individuos, ja que a diversidade

genética ja esta ameacada.
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