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RESUMO

Diversidade genética e morfométrica de Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) em
drenagens do estado do Maranhao

Hoplias malabaricus é um caraciforme de ampla distribui¢ido, conhecido popularmente
como trafra, que ocorre em todas as grandes bacias hidrogréficas brasileiras,
apresentando uma pequena diferenciacdo morfolégica e grande variedade cariotipica.
Uma vez que a populacdo de H. malabaricus do estado do Maranhdo apresenta apenas
um citétipo reconhecido para essa regido, o presente trabalho examinou sua diversidade
criptica na regido hidrogréfica do Maranhdo pelas técnicas de morfometria geométrica e
diversidade molecular, associando os padrdes encontrados com dados geomorfolégicos
e paleohidrolégicos das drenagens envolvidas. Amostras de H. malabaricus foram
coletados dos rios Turiagu, Pindaré Mearim, Itapecuru, Munim, Gurupi, Parnaiba e
Tocantins. Os dados morfometricos, obtidos a partir de 15 marcos anatdmicos, foram
submetidos a uma Analise das Varidveis Candnicas (AVC). Para a analise molecular
foram utilizados dois marcadores, a regido controle (D-Loop) do DNA mitocondrial e o
gene nuclear S7 intron 1. As andlises morfometricas indicaram variacdes significativas
entre as populagdes. De uma forma geral, as diferengas foram relacionadas na variacio
da regido da cabeca e encurtamento/alongamento da regido caudal. A andlise molecular
indicou a presenca de oito Haplogrupos (A-H) para D-loop e trés grupos (Grupo I,
Grupo II e Grupo III) para o gene nuclear S7 intron 1. Os resultados encontrados
sugerem elevada diversidade genética em espécimes de H. malabaricus nas bacias
hidrograficas ao longo da regido norte-nordeste do Brasil com discreta variacdo
morfométrica. Tal diversidade parece estar relacionada aos principais eventos de
diversifica¢do dos peixes de d4gua doce, evidenciando um possivel evento de especiacao
criptica de H. malabaricus em curso na regido estudada.

PALAVRAS-CHAVE: Characiformes, Trafra, Morfometria Geométrica, D-Loop,

S7int1, Filogeografia



APRESENTACAO

A Regido Neotropical é caracterizada como a mais diversificada em nimero de
espécies e densidade populacional de peixes de dgua doce. Entretanto, o que se conhece
sobre a sistemdtica e os principais eventos que podem ter contribuido para a
diversificacdo da ictiofauna € incipiente (Vari & Malabarba 1998; Reis et al., 2003).

Sao conhecidas, aproximadamente, 5.600 espécies de peixes de 4gua doce
neotropicais, e estima-se um nimero de 1.550 a serem descritas. Entre os géneros e
espécies ja conhecidas, muitas apresentam incertezas taxondmicas, € um grande nimero
estdo incluidos na categoria de incertae sedis (Reis et al., 2003). As lacunas no
conhecimento da ictiofauna da América do Sul sdo preocupantes devido ao aumento de
impactos ambientais que os sistemas hidrogréaficos vem sofrendo.

Nesse sentido, dados moleculares tém sido cada vez mais empregados em
estudos populacionais e em identificacdo de espécies e niveis superiores. As abordagens
genéticas sdo ferramentas valiosas quando o uso de caracteristicas morfoldgicas na
taxonomia ¢é dificultada por espécies, potencialmente cripticas ou de extrema
variabilidade fenotipica (Albert & Reis, 2011; Lovejoy & Aratjo, 2000).

Além disso, o0 acesso a informacao genética tem impulsionado o crescimento da
Filogeografia como uma disciplina distinta para o estudo da biogeografia nos niveis de
espécies e populacdo. O objetivo da Filogeografia é recuperar a histéria da filogenia
intra-especifica, normalmente através da andlise da distribuicdo geografica de
haplétipos mitocondriais. A Filogeografia, portanto, examina os processos que afetam a
estrutura genética de populacdes de uma espécie, incluindo os efeitos da dinamica da
paisagem, eventos de vicariancia e dispersdo e a perda de habitats (Avise, 2000).

Virios estudos filogeograficos tém sido usados para ajudar a estabelecer a
distribuicdo geografica de espécies, distinguir espécies cripticas e elucidar casos de
polimorfismos intra-especificos em peixes da América do Sul (Araripe et al., 2013;
Borba et al., 2013; Dergam et al., 2002; Hubert et al., 2007; Lovejoy & Araujo, 2000;
Oliveira et al., 2011; Orti et al., 2008; Pereira et al., 2013). Entretanto, poucos sdo os
trabalhos sobre a ictiofauna do Estado do Maranh@o.

O Maranhdo esta localizado em uma regido de transicdo entre a AmazoOnia, o
Cerrado e a Caatinga, possuindo importantes rios, tais como: Parnaiba, Itapecuru,

Mearim, Pindaré, Gurupi e parte da drenagem do rio Tocantins.



Dentro desse contexto, esse estudo pretende aumentar o conhecimento sobre a
filogeografia de peixes de dgua doce em drenagens maranhense, analisando dados
genéticos e morfométricos da espécie Hoplias malabaricus que sdo apresentados no

seguinte capitulo.
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RESUMO

A populagdo de Hoplias malabaricus do estado do Maranhdo apresenta apenas um
citétipo reconhecido. Assim, este trabalho examina sua diversidade criptica na regidao
usando técnicas de morfometria geométrica e diversidade molecular, associando os
padrdes encontrados com dados biogeogréficos das drenagens envolvidas. Amostras de
H. malabaricus foram coletadas nos rios Turiacu, Pindaré, Mearim, Itapecuru, Munim,
Gurupi, Parnaiba e Tocantins. Os dados morfométricos, obtidos a partir de 15 marcos
anatdmicos, foram submetidos a uma Analise das Variaveis Canonicas (AVC). Para a
andlise molecular foram utilizados dois marcadores moleculares, a regido controle (D-
Loop) do DNA mitocondrial e o gene nuclear S7intl. A andlise morfométrica indicou
variagOes significantes entre as populacdes. De modo geral, as diferencas foram
relacionadas a variagdes na regido da cabeca e encurtamento/alongamento da regido
caudal. A andlise molecular indicou a ocorréncia de oito Haplogrupos (A-H) para D-
Loop e trés clados (Grupo I, Grupo II e Grupo IIl) para o gene nuclear S7intl. Os
resultados encontrados sugerem elevada diversidade genética em espécimes de H.
malabaricus nas bacias hidrograficas do Maranhao com discreta variagdo morfométrica.
Tal diversidade parece estar relacionada aos principais eventos de diversificagdo dos
peixes de dgua doce, evidenciando um possivel evento de especiacdo criptica de H.

malabaricus em curso na regido estudada.

PALAVRAS-CHAVE: Characiformes, Trafra, Morfometria Geométrica, D-Loop,

S7int1, Filogeografia
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INTRODUCAO

Os peixes da familia Erythrinidae sdo caracterizados pelo corpo cilindrico,
nadadeira caudal arredondada, boca com numerosos dentes e auséncia de nadadeira
adiposa. Trés géneros sdo reconhecidos com distribuicdo restrita a América do Sul:
Erythrinus (Scopoli, 1777), Hoplerythrinus (Gill, 1895) e Hoplias (Gill, 1903) (Oyakawa,
2003). Hoplias é o género com maior nimero de espécies e com maior distribuicao dentro
da familia, onde se destaca a espécie Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), conhecida
popularmente como traira.

Essa espécie ocorre em praticamente todos os rios da América do Sul, sendo
considerado predador de topo de cadeia, com habito sedentdrio (Oyakawa, 2003; Petry,
2005), podendo ser diferenciada de seus congéneres pela presenca de dentes na superficie
da lingua, quatro poros no sistema latero-sensorial cefdlico em cada lado do dentério, e
margens inferiores dos dentdrios convergindo em dire¢ao a sinfise mandibular (Oyakawa,
1990). O corpo € cilindrico, a cabeca € longa e bastante ossificada, possui boca ampla e
com presenca de caninos. A colora¢do do corpo varia de marrom escuro a bege claro, com
pequenas manchas escuras e claras, dispostas de forma alternada no corpo e nas nadadeiras
(Oyakawa, 2003; Santos et al., 2006).

Estudos revelam grande variacio morfométrica e genética entre individuos de
populacdes de H. malabaricus de diversas bacias hidrogréficas do Brasil, sugerindo um
complexo de espécies, ou seja, vdrias espécies cripticas reconhecidas sob um inico nome
(Bertollo et al., 1997; Bertollo et al., 2000; Dergam et al., 2002; Vicari et al., 2005; Cioffi
et al., 2009; Rosa et al., 2009; Santos et al., 2009; Piorski, 2010). Atualmente as

populacdes de H. malabaricus sdo caracterizadas por apresentarem sete citotipos distintos
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(A, B, C, D, E, Fe G) na América do Sul, incluindo variacdo estrutural cromossomica e
distin¢do do sistema sexual (Bertollo et al., 2000).

A distribuicao geogréfica dos citétipos indica casos de simpatria e de alopatria,
sendo que aqueles que ndo possuem sistema sexual diferenciado apresentam distribuicao
muito mais ampla em comparagcdo com 0s outros citétipos. Os citétipos simpéatricos podem
ocorrer sem deteccdo de formas hibridas, entretanto, recentemente foi relatado o primeiro
caso natural de triploidia resultando da hibridizagcdo entre espécimes do cariomorfo A e D

(Bertollo et al., 2000; Utsunomia et al., 2014).

DADOS GEOMORFOLOGICOS

A abordagem filogeografica fornece uma estrutura robusta para reconstruir aspectos
centrais da biogeografia histérica dos organismos populacdes estudadas. O objetivo da
filogeografia € recuperar a historia da filogenia intraespecifica, geralmente através da
andlise da distribuicdo geografica dos hapldtipos mitocondriais. Portanto, a filogeografia
examina os processos que afetam a estrutura genética de populacdes de uma espécie,
incluindo os efeitos da dindmica da paisagem, eventos de vicariancia e dispersdo e perda
de habitat (Avise, 2000).

Virios estudos filogeograficos tém sido utilizados para ajudar a estabelecer a
distribuicdo geografica das espécies, distinguir espécies cripticas e elucidar casos de
polimorfismos intra-especificas em peixes de dgua doce da América do Sul (Araripe et al.,
2013; Borba et al., 2013; Dergam et al., 2002; Hubert et al., 2007; Lovejoy & Aratjo,
2000; Oliveira et al., 2011; Orti et al., 2008; Pereira et al., 2013). No entanto, hd poucos
estudos que descrevem os padrdoes geomorfoldgicos de bacias hidrogréficas do norte e
nordeste do Brasil, identificando os principais eventos que podem ter contribuido para a

diversificacdo e distribuicao da fauna de peixes atuais.
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Nesta regido estdo importantes rios perenes que estdo localizados em uma 4rea de
transicdo entre a floresta amazonica e o cerrado brasileiro, sendo o principal deles o rio
Tocantins e Parnaiba. Alguns estudos tém indicado que esta regido € uma importante area
de endemismo para peixes de dgua doce da América do Sul, revelando a ocorréncia de
novas espécies (Lucena, 2007; Lundberg et al., 1998; Hubert & Henno, 2006; Piorski et
al., 2008).

Neste contexto, devido a sua ampla distribui¢do e hdbitos sedentdrios, a traira, H.
malabaricus, apresenta-se como um excelente modelo para estudar a diversidade de peixes
de dgua doce da regido de transicdo entre o norte e nordeste do Brasil. Assim, uma vez que
H. malabaricus tende a ser considerado um complexo de espécies, o objetivo deste estudo
foi examinar sua diversidade criptica em bacias hidrogréaficas onde ocorre um unico
cariomorfo, usando dados genéticos e morfométricos e associando os padrdes encontrados

com os dados biogeograficos disponiveis em literatura para bacias hidrograficas envolvido.

MATERIAIS E METODOS

COLETA DE AMOSTRAS

Amostras de H. malabaricus foram coletadas a partir das seguintes bacias
hidrograficas: Tocantins, Turiacu, Gurupi, Pindaré, Mearim, Itapecuru, Munim e Parnaiba
(Tabela I, Fig. 1). Os espécimes capturados (licenca de coleta SISBIO/IBAMA N. 26334-
1) foram preservadas em etanol a 95% para estudos moleculares e fixados em formol a
10% para estudos morfologicos. Os espécimes foram depositados na cole¢do de peixes da

Universidade Federal do Maranhao, Sao Luis, Estado do Maranhao, Brasil.
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MORFOMETRIA GEOMETRICA

Para analisar as diferencas na forma e tamanho entre as amostras nds utilizamos a
técnica de morfometria geométrica. Os dados morfométricos foram obtidos para 128
amostras (Tabela I) a partir de 15 marcos anatomicos fixos no lado esquerdo dos animais

usando pontos homélogos (Bookstein & Strauss, 1982).

Os marcos anatdmicos correspondem as seguintes estruturas: 1) ponta do focinho;
2) extremidade da maxila superior; 3) extremidade anterior da Orbita; 4) extremidade
posterior da Orbita; 5) base da nadadeira peitoral; 6) base da nadadeira pélvica; 7) base da
nadadeira anal; 8) inicio da nadadeira dorsal; 9) extremidade da nadadeira dorsal; 10) base
do primeiro raio do lobo superior da nadadeira caudal; 11) base do tultimo raio do lobo
inferior da nadadeira caudal; 12) parte superior do cranio alinhado verticalmente com o
marco 2; 13) porcao inferior do cranio verticalmente alinhada com o marco 2; 14) parte
superior do corpo verticalmente alinhada com o marco 5; 15) parte superior do corpo

verticalmente alinhada com o marco 7 (Fig.2).

Os espécimes foram fotografados individualmente usando camera digital, e, em
seguida, as fotos foram padronizadas utilizando o programa Adobe Photoshop, com
resolucdo de imagem de 800x600 pixels. Cada marco anatdmico foi transformado em
coordenadas cartesianas usando o programa tpsDig 2.15 (Rohlf, 2010). As coordenadas
foram sobrepostos utilizando a Analise Generalizada de Procustes (Rohlf & Fatia, 1990)
pelo programa MorphoJ 1.02d (Klingenberg, 2008). Este método calcula uma configuracio
de consenso (média dos quadrados minimos de Procusto) com base na coordena de
referéncia de todos os espécimes (Bookstein, 1991), gerando uma matriz W, contendo as
pontuacoes da deformacgdo parcial. Foi aplicado um andlise de variancia (ANOVA) para

testar a diferenca de tamanho do centréide entre as bacias hidrograficas. Também foi
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realizada a andlise de varidveis candnicas (CVA) para a identificacdo dos grupos

morfoldgicos. Estes testes foram realizados no programa MorphoJ 1.02d.

EXTRACAO DE DNA, PCR E SEQUENCIAMENTO

Fragmentos de tecido de nadadeira / misculo de cada espécime preservado em
etanol (95%) foram utilizados para a extracdo do DNA total seguido o procedimento dado
por Sambrook et al. (1989), utilizando fenol-cloroférmio e Medrano et al. (1990)

utilizando precipitacdo com sal.

Dois fragmentos diferentes foram amplificados pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR): (I) um segmento contendo a extremidade 3 'do gene tRNA™RC, que
transcreve tRNA da prolina, e uma sequéncia parcial final 5° da regido controle do DNA
mitocondrial (D-loop), foi amplificado utilizando os primers DLOOP-L (Cronin et al.,
1993) e H16498 (Kocher et al., 1989); e (II) o primeiro intron do gene da proteina
ribossomal S7 (S7intl), o gene da proteina ribossomal S7 codifica a maior proteina da
subunidade 40S do ribossomo (Synetos et al., 1992), foi amplificado utilizando os primers

S7PEXI1F e STPEX2R (Chov & Hazama, 1998).

As reacdes de PCR foram conduzidas num volume final de 50 pL, contendo: 10-50
ng/pL de DNA total, 150 uM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), tampao 1x (Tris-
HC1200 mM, pH 8.4, e KC1 500 mM), 0.2 uM de cada primer, 2.0 mM de MgCl,, 1.5U de
Taq polimerase (Go TagPromega) e dgua ultra pura para completar o volume final. As
reagOes foram realizadas em termociclador seguido pelo programa de amplificacdo para a
D-loop: desnaturag@o inicial a 94°C for 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a
94°C por 45 segundos, 45 segundos a temperatura de anelamento dos primers [54°C, 45s,

72°C (10X); 52°C, 45s, 72°C (15X); 50°C, 45s, 72 °C (15X)] e uma extensao final a 72°C
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por 4 minutos. Para a amplificacdo do S7intl/ as condigdes foram as seguintes:
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 30s desnaturacdo a
94°C, 35s de anelamento a 56°C, 40s de extensdo a 72°C e uma extensiao final a 72°C por 5
minutos. Para cada ciclo de reacdes foi utilizado um controlo negativo contendo dgua em
vez de DNA. O resultado da amplificacao foi verificado por eletroforese em gel de agarose
a 0,8%, corado com brometo de etideo e as reacdes positivas foram purificados utilizando

kit de purificagdo em coluna (GE Healthcare) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Os purificados foram submetidos a uma segunda reacdo de PCR, pelo método
didesoxiterminal (Sanger et al., 1977), com reagentes do kit Big Dye kit (ABI Prism"™ Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction — Applied Biosystems, USA). As
sequéncias de nucleotidos foram obtidas com um sequenciador automatico de DNA ABI
3500 (Applied Biosystems). As sequéncias foram depositadas no GenBank sob os nimeros

de acesso KP400033 - KP400219 (Regiao Controle) e KP400220— KP400257 (S7intl).

ANALISE DOS DADOS

As sequéncias foram verificados no MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis v.5) e alinhadas utilizando CLUSTALW implementado no MEGA v.5 (Tamura et
al., 2011). Genétipos heterozigotos nos dados do gene nuclear S7int1 foram determinados
usando PHASE 2.1.1 (Stephens et al., 2001; Stephens & Donnelly, 2003; Stephens &
Scheet, 2005), que € um método estatistico Bayesiano para reconstruir haplétipos,
implementando as opcdes padrdao de 100 iteragdes principais, 1 intervalo de afinamento,

100 interacOes de burn-in, e os limites da probabilidade de confianca de 0.90.

Os dados para diversidade (nimero de haplotipos, diversidade de haplétipos,
diversidade de nucledtidos e teste de neutralidade) foram obtidos pelo programa DnaSP

(DNA Sequence Polymorphism version 5.10) (Librado & Rozas, 2009). As distancias
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genéticas entre e dentro dos haplogrupos identificados foram calculados com o MEGA v.5
utilizando distancia p com varia¢io da taxa entre os locais e distribuicdo de forma gamma.
Uma andlise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada no programa ARLEQUIN v.
3.0 (Excoffier & Schneider, 2005) para verificar subdivisdo populacional.

Uma andlise espacial de varidncia molecular (SAMOVA v1.0) (Dupanloup et al.,
2002) foi utilizada para investigar a possibilidade de padrdes alternativos de subdivisao
populacional entre os locais de amostragem sobre a distribui¢do da variacdo genética no
mtDNA. Uma série de andlises foi realizada com K variando de 2 a 10 para criar dois a dez
grupos de populagdes amostradas com maximizado Fcr. As defini¢des da andlise foram
10.000 anelamentos simulados a partir de 100 conjuntos aleatdrios de condi¢des iniciais. O
nivel de significancia dos indices de fixacdo foi avaliada através de 1.000 permutacdes de
populagdes entre 0s grupos.

Finalmente, as redes de haplétipos foram geradas com o aplicativo Hapview

(Salzburger et al., 2011) para estimar as relagdes genealdgicas entre haplétipos.

RESULTADOS

ANALISES MORFOMETRICAS

A ANOVA revelou diferencas significativas no tamanho do centréide entre as
populacdes analisadas (Fs 122 = 11,44; p < 0,0001). Os quatro primeiros eixos da andlise
das varidveis canonicas explicaram 92,8% da variag@o entre os rios e indicaram variagdes
significativas entre as populacdes (distancia de Mahalanobis entre 2,70 e 4,92; p < 0,0001;
Table II). O primeiro eixo, com 32,9% da variagdo, foi responsdvel pela discriminagdo de

um grupo de individuos do Turiagu e Tocantins separados do Itapecuru (Fig. 3). Neste
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eixo, os espécimes sdo caracterizados pelo alongamento da regido do focinho e da regido

inferior do corpo.

O segundo eixo (28.7% da variagdo acumulada) separou os espécimes dos rios
Parnaiba e Tocantins do rio Pindaré (Fig. 3). Os espécimes do Parnaiba e Tocantins

diferem dos demais pelo encurtamento de toda a regido da cabeca e corpo mais alto.

O terceiro eixo (20,5% da variacdo acumulada) possibilitou a separacdo dos
espécimes do rio Munim das demais populacdes que apresentaram valores intermedidrios.
Nesse eixo candnico, as populagdes apresentam a regido da cauda mais curta, a maxila em
uma regido mais inferior e a cabeca alta (Fig. 4). O quarto eixo (10,8% da variacao
acumulada) separou a populagdo do rio Pindaré dos demais rios pelo alongamento da

regido caudal e superior da cabeca (Fig. 4).

ANALISES MOLECULARES

Um fragmento de 442 bp (pares de base) da regido controle (D-loop) foi obtido para
187 espécimes de H. malabaricus provenientes de 8 bacias hidrograficas analisadas.
Comparagdes das bases de nucleotideos mostraram 70 sitios varidveis e 59 informativos
para parcimdnia Os espécimes utilizados neste trabalho descreveram 58 haplétipos, com
diversidade haplotipica de 0,9657 e a diversidade nucleotidica de 0,03612. Os testes de
neutralidade (D* de Fu & Li: 0,32728, p> 0,10; F* de Fu & Li: 0,66361, p > 0,10; e D de
Tajima: 0,82705, p>0,10) ndo foram capazes de rejeitar a hipdtese nula de neutralidade

seletiva.

A regido controle mostrou uma considerdvel estrutura populacional em espécimes
de H. malabaricus provenientes das bacias analisadas. A SAMOVA definiu oito

populagdes com a maior variacdo entre os grupos de 87.02% (Fcr = 0.87022, p <0.0001).
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Para esta estrutura genética a AMOV A demonstrou 82,49% (Fcr = 0.82492, p <0.0001) da

variagdo genética presente entre os grupos (Fig. 5a).

A inclusdo da Rede de Haplétipos (Fig. 5b) apoiou ainda mais a divergéncia
populacional definida pela SAMOVA, e revelou as relacdes genealdgicas entre os oito
Haplogrupos formados a partir da regido controle, denominados de A-H. A maioria dos
haplétipos foram exclusivos para cada bacia hidrografica, entretanto alguns haplétipos
foram compartilhados entre as bacias e outros ficaram agrupados conforme o trecho da
bacia, a exemplo do Parnaiba. As bacias da regido chamada "Baixada Maranhense"
(Pindaré e Mearim) compartilham haplétipos entre si formando o Haplogrupo A. A Bacia
do Itapecuru compartilha haplétipos com individuos do médio Parnaiba (localidade 15 da
Fig.1 e Tabela I) denominado de Haplogrupo D. Os demais haplogrupos foram formados
por individuos de regides hidrogréficas especificas, sendo: (i) Haplogrupo G — médio
Parnaiba, (localidades 13 e 14); (ii) Haplogrupo F — baixo Parnaiba, (localidade 16); (iii)
Haplogrupo E — Munim; (iv) Haplogrupo H — Tocantins; (v) Haplogrupo B - Turiagu e (vi)

Haplogrupo C — Gurupi.

As distancias genéticas entre os Haplogrupos (distdncia “p”’) s@o mostradas na
Tabela III, onde se observa os maiores valores de divergéncia genética entre os
Haplogrupos D (Itapecuru+Médio Parnaiba) e G (Médio Parnaiba), E (Munim) e B
(Turiacu) (valores acima de 5,0%). Os menores valores ficaram entre os Haplogrupos A, B
e C (Pindaré+Mearim, Turiagu e Gurupi respectivamente), onde as distancias ficaram entre

1,9% - 2,3%.

Um total de 24 espécimes de H. malabaricus foram seqiienciados para o gene
nuclear S7intl, destes 14 eram heterozigotos. Obtivemos um fragmento de 655pb com 45

sitios varidveis e 28 informativos para parcimonia, gerando 38 sequéncias e 17 gendtipos
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(Hd =0,9331; Pi=0,01317). A rede de haplétipos consistiu em trés grupos, de acordo com
da filogenia gerada pelo mtDNA (Fig. 5¢). O primeiro grupo (Grupo I) continha haplétipos
provenientes dos rios Parnaiba, Itapecuru, Munim e Turiagu, incluindo haplogrupos E, F,
D, G e B, respectivamente. O Segundo grupo (Grupo II) foi composto pelos haplogrupos A
e C (Pindaré+Mearim, e Gurupi). O terceiro grupo (Grupo III) foi congruente com o

Haplogrupo H, o qual corresponde ao Tocantins.

DISCUSSAO

Diversos trabalhos de citogenética e biologia molecular tém mostrado a alta
diversidade cariotipica de H. malabaricus, confirmando-a como um complexo de espécies
(Bertollo et al., 1997; Bertollo et al., 2000; Dergam et al., 2002; Vicari et al., 2005; Cioffi
et al., 2009; Rosa et al., 2009; Santos et al., 2009; Blanco et al., 2010; Marques et al.,
2013; Pereira et al., 2013). Essa grande diversidade de citétipos que a espécie apresenta
pode ser resultado de seu hdbito sedentario e baixa intensidade de migragado, induzido,
assim, a formagao de populagdes locais ou subpopulagdes com pouca ou nenhuma conexao
e consequente baixo fluxo génico, como decorréncia de isolamento-por-distincia (Prioli et

al., 2004).

Os resultados obtidos neste estudo revelaram alta diversidade molecular entre os
espécimes coletados nas bacias da regido norte-nordeste do Brasil. A regido controle
identificou oito haplogrupos: (1) Pindaré + Mearim, (2) Turiagu, (3) Gurupi, (4) Itapecuru
+ Médio Parnaiba, (5) Munim, (6) Baixo Parnaiba, (7) Médio Parnaiba e (8) Tocantins.
Estes grupos populacionais foram claramente segregados geograficamente, e agrupados em
trés grupos pelo gene nuclear S7intl: [Tocantins], [Pindaré, Mearim e Gurupi], [Itapecuru,

Parnaiba, Munim e Turiagu]. Entretanto, a andlise morfométrica revelou uma discreta
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variagdo nos espécimes de H. malabaricus, associados, principalmente, a diferencas na
regido da cabeca e encurtamento/alongamento da regido caudal. Nossos resultados indicam
uma possivel especiacdo criptica e profunda estruturagao populacional nas espécies de H.

malabaricus das bacias hidrograficas maranhenses.

Marques et al. (2013) encontraram valores de divergéncia genética entre 2,7% e
8,3% para populacdes do baixo rio Amazonas (caracterizadas com o citétipo C) utilizando
o marcador molecular COI. Os autores apontaram que a divergéncia genética em nivel de
espécie dentro de H. malabaricus nao € restrita a populagdes com citétipos distintos,
podendo ocorrer com populacdes que apresentam o mesmo citétipo, ocorrendo o processo
de especiacdo em H. malabaricus sem modificacdo bruta do cariétipo. O mesmo parece
ocorrer com os espécimes da regido norte-nordeste do Brasil que estdo inseridos no
citétipo F (Bertollo et al., 2000) do complexo de espécies H. malabaricus e que
apresentaram diversidade genética entre os Haplogrupos de 1,9% a 5,8% no presente
estudo para a regiao controle do DNAmt. Os maiores valores de diversidade genética
foram obtidos para as bacias hidrograficas do Itapecuru, Parnaiba e Tocantins. Essas
correspondem as drenagens mais extensas e antigas da regido, podendo conter os

haplétipos ancestrais de H. malabaricus.

Recentemente, Pereira et al. (2013) realizou um trabalho com populacdes de H.
malabaricus provenientes das bacias da regido leste do Brasil por meio do gene
mitocondrial ATPase-6 e do gene nuclear ativador de recombinag¢do (RAG2). Os autores
encontraram quatro haplogrupos (Nordeste, Leste A, Leste B e Sudeste) com alta
divergéncia molecular entre eles (entre 8,7% e 11,1%). Os resultados encontrados sao
congruentes com a unidade geomorfologica e regido de endemismo da costa leste do

Brasil. Também observou-se um padrdo de vicaridncia antigo e eventos de dispersdao
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recentes relacionados com as ocorréncias das conexdes tempordrias na costa causada pela
variagdo no nivel do mar. Esses dados apdiam a importancia dos eventos de
transgressoes/regressdes marinhas no processo de diversidade de peixes de dgua doce no
Brasil relacionados com a histéria geomorfolégica das bacias hidrogréficas, que podem ter

atuado nas populagdes estudadas no presente trabalho.

A diversificagdo de peixes de dgua doce estd intimamente relacionada a histdria
geomorfoldgica das bacias hidrograficas a qual vivem (Lundberg et al., 1998). ). Hubert e
Renno (2006) identificaram 11 grandes dreas de endemismos para os Characiformes
neotropicais, e sugerem que a evolucao das biotas de peixes de dgua doce da América do
Sul € resultado de uma interac@o entre incursdes marinhas, soerguimento do paleoarcos e
conexdes histdricas que permitiram a dispersdo pelas drenagens. Nessa classificacdo que
os autores sugerem, as drenagens analisadas sdo divididas em trés dreas de endemismos:
Parnaiba, Tocantins-Xingu e Maranhao. Os nossos resultados identificaram trés grupos
compativeis com essas dreas de endemismos proposto pelos autores que podem estar
sofrendo processo de especiacdo independente relacionado a histéria geomorfoldgica das

bacias hidrogréficas.

Os rios Pindaré e Mearim confluem suas desembocaduras pouco antes de chegar ao
“Golfao Maranhense”, constituindo, assim, um sistema hidrolégico. Essas drenagens estdao
localizadas na “Baixada Maranhense”, formada por uma unidade geomorfolgica sob
influencia de estruturas neotectOnicas quartendrias, associada a movimentos transgressivos
e regressivos do mar (2.6 Ma) (Costa et al., 1997). Sendo assim, era esperado haplétipos

compartilhados entre essas duas bacias, como observado pelos dados do DNAmt e S7int]1.

O aplainamento da regido central do Estado do Maranhdo ocorrido durante o Plio-

Pleistoceno (Ciclo Velhas), que produziu depressdes intermontanas nos altos cursos,
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também deve ter contribuido com a modelagem atual dos trechos baixos dos rios Pindaré,

Mearim e Itapecuru, que se “afunilam” até o Golfao Maranhense.

A Serra do Tiracambu e suas extensdes (Serras do Gurupi e da Desordem),
principais divisores de dguas da bacia do Gurupi, estabelecem o limite desta com as bacias
do Pindaré, Turiacu e Tocantins, sendo datadas do Mioceno - Plioceno (5.3 Ma) (Costa et
al., 1997). A formacdo da Serra do Tiracambu € compativel com o tempo de divergéncia
do género Hypostomus entre linhagens amazonicas e maranhenses (estimado entre 5,5Ma e
5,3Ma) (Montoya-Burgos, 2003). Acreditamos que estd unidade geomorfoldgica pode ter
funcionado como barreira entre as linhagens do Maranhdao e da Amazdnia e exercido um
efeito vicariante entre as bacias do Gurupi, Turiagu e Pindaré, observado na topologia do
DNAmt entre os clados irmaos dos Haplogupos C, B e A (Gurupi, Turiacu e Pindaré

respectivamente).

O isolamento geografico de drenagens pode resultar em grupos monofiléticos
restritos a uma unica bacia hidrografica (Sivasundar et al., 2001). Os espécimes do
Tocantins apresentaram um tnico clado monofilético, tanto com a regido controle quanto
com o S7intl, corroborando com esse modelo. Esse isolamento geogréfico pode ser em
decorréncia de duas estruturas tectdnicas: Arco Tocantins e Lineamento Tocantins -
Araguaia. Essas duas estruturas estdo localizadas a nordeste e leste da bacia do Tocantins e
sdo datadas do Mesozdico (Santos & Carvalho, 2004). Os arcos podem exercer papel de
divisor de drenagens e formador de mosaicos de habitats, sendo considerados importantes
barreiras no modelo de diferenciagcdo alopdtrica (Patton & da Silva 1998; Albert & Reis,
2011; Leite & Rogers, 2013). A associacdo da localizac¢do de varios arcos estruturais com a
diferenciagdo de populacOes ja foi descrita para varias espécies de Characiformes

(Lundberg et al., 1998; Hubert & Renno, 2006; Hubert et al., 2007; Pereira et al., 2013).
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Captura de cabeceiras ocorre quando uma parte ou todo um rio € desviado para um
sistema de drenagens vizinhas em decorréncia de diferentes taxas de erosdo, levantamento
tectonico ou de represamento por deslizamento de terra, levando a eventos de vicariancia e
dispersdo (Albert & Reis, 2011). Esse modelo de evolucdo (Hipdtese Hidrogeoldgica)
prediz clados ndo monofiléticos para uma determinada drenagem e linhagens de uma
determinada bacia hidrografica aninhada dentro da filogenia de um clado maior localizado
em uma bacia hidrogréfica diferente (Lundberg et al., 1998; Sivasundar et al., 2001;
Montoya-Burgos, 2003; Hubert & Renno, 2006; Albert & Reis, 2011). Os espécimes do
médio Parnaiba formaram um grupo parafilético, para a regido controle, com haplétipos
compartilhados com espécimes da bacia do Itapecuru. A drea onde estdo as duas bacias que
formam o Haplogrupo D (Itapecuru e Médio Parnaiba) sao préximas e podem ter passado
por um evento de captura de cabeceiras recente, retendo os hapldtipos ancestrais nas duas

bacias.

Os resultados encontrados sugerem uma alta diversidade genética em espécimes de
H. malabaricus provenientes das drenagens do Maranhdao e discreta variagao
morfométrica, indicando pelo menos quatro eventos vicariantes responsaveis pela
diversidade observada: formag¢do da Serra do Tiracambu, captura de cabeceira do rio
Parnaiba pelo rio Itapecuru, aplainamento da regido central do estado do Maranhdo
combinado com os periodos de transgressoes/regressoes marinhas, e isolamento geografico
por Arcos estruturais. Esse cendrio parece indicar um evento de especiacdo em curso, com
a formacdo possivel de um complexo de espécies. Tais informacdes contribuem com a
discussdo da diversidade criptica existente em H. malabaricus, bem como com a
delimitacdo de unidades para o manejo de espécies dulcicolas na regido norte-nordeste do

Brasil.
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ANEXOS

TABLE 1. Localidade das amostras de H. malabaricus (nimero da populacdo corresponde a Fig.1), niimero
total de individuos seqiienciados para cada marcador molecular, nimero de individuos utilizados na anélise
de morfometria geométrica e os haplogrupos identificados pela regido controle e S7intl (ndmeros romanos

entre parénteses).

Bacia Haplogrupos

Hidrogrifica (Genétipos) Populacio Localidade DLOOP S7intl Morfometria
Tocantins H (IIT) 1 Porto Franco (MA)
29 2 5
2 Tucurui (PA)
Pindaré A (ID) 3 Buriticupu (MA)
Pindaré-Mirim
4 (MA) 45 3 21
> Penalva (MA)
Munim E () 6 Chapadinha (MA) 13 6 38
Itapecuru D@ 7 Mirador (MA)
8 Codé6 (MA) 46 2 15
9 Rosario (MA)
Mearim A (II) 10 Lago Acu (MA) 5 5
11 Arari (MA)
Turiacu B 12 Santa Helena (MA) 10 2 29
Parnaiba D,F,G(0) Guadalupe (PI)
13 Sao Jodo dos Patos
14 (MA)
27 5 20
15 Nova lorque (MA)
16 Santa Quitéria

(MA)

Gurupi C 1D 17 Centro Novo (MA) 4 2 -
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TABLE II. Distancia de Mahalanobis dos grupos de H. malabaricus provenientes das Bacias Hidrograficas

da regido norte-nordeste do Brasil. Os valores de p estdo entre parentes

Itapecuru

Munim Parnaiba Pindaré Tocantins

Munim
Parnaiba
Pindaré
Tocantins

Turiacu

3,32 (< 0,0001)
3,88 (< 0,0001)
3,60 (< 0,0001)
4,92 (< 0,0001)
3,93 (< 0,0001)

2,85 (< 0,0001)

2,70 (<0,0001) 3,91 (< 0,0001)

3,81 (0,0009) 3,73 (0,0015) 4,34 (< 0,0001)

3,10(<0,0001) 3,46 (<0,0001) 2,81 (< 0,0001) 3,44 (0,0019)

TABLE III. Divergéncia genética (distancia-p) usando sequéncias da regido controle (D-loop) entre os

Haplogrupos de H. malabaricus da regido norte-nordeste do Brasil. Valores abaixo da diagonal representam a

distancia entre os haplogrupos. Valores na diagonal representam as distincias dentro dos haplogrupos.

HapGp A HapGpB HapGpC HapGpD HapGpE HapGpF HapGpG HapGpH

HapGp A
HapGp B
HapGp C
HapGp D
HapGp E
HapGp F
HapGp G
HapGp H

0,006
0,022 0,001
0,023 0,019
0,044 0,050
0,040 0,037

0,048 0,049
0,048 0,043
0,045 0,045

0,005
0,039 0,004

0,039 0,051 0,003

0,039 0,046 0,033 0,013

0,039 0,058 0,040 0,039 0,006

0,040 0,049 0,043 0,047 0,043 0,005
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Lista de legenda de figuras

Fig.1 Locais de amostragem de H. malabaricus da regido norte-nordeste do Brasil. Os

nimeros correspondem aos nomes das localidades da Tabela I e as cores correspodem as
bacias hidrograficas: A  Tocantins; ﬂ, Gurupi; ‘, Turiagu; A , Pindaré; ‘, Mearim;

‘, Itapecuru; A Munim; A  Parnaiba.

Fig.2 Esquema dos 15 marcos anatdmicos projetados em regides homdlogas da superficie

lateral esquerdo de H. malabaricus. Ver texto para detalhes. Foto: NMP

Fig.3 Projecdo dos escores individuais de seis populacdes de H. Malabaricus no espago
dos primeiro e segundo eixos candnicos e as deformacdes (linha azul escuro) de cada eixo

candnico em relagdo a configuragdo de referencia (linha azul claro). As cores
correspondem as bacias hidrograficas: A | Tocantins; ‘, Turiagu; "’—\\, Pindaré€; ‘,

Munim; A, Itapecuru; A | Parnaiba.

Fig.4 Projecdo dos escores individuais de seis popula¢des de H. Malabaricus no espago do
terceiro e quarto eixos candnicos e as deformagdes (linha azul escuro) de cada eixo

candnico em relacdo a configuracdo de referencia (linha azul claro). As cores
correspondem as bacias hidrograficas: A | Tocantins; ‘, Turiagu; -”—\, Pindaré€; ‘,

Munim; A, Itapecuru; A , Parnaiba.

Fig.5 (a) Mapa mostrando a distribuicdo geografica das populagdes definidas pela
SAMOVA. As letras correspondem aos Haplogrupos das sequéncias mitocondriais. (b)
Rede Haplotipica gerada usando um fragmento da Regido Controle do mtDNA de H.
malabaricus. Os circulos t€ém tamanho proporcional a freqii€ncia dos hapldtipos e as cores
correspondem as Bacias Hidrograficas mostradas na legenda da Fig. 1. As letras
correspondem aos oitos Haplogrupos definidos pela SAMOVA. (c) Rede de haplétipos
gerada usando sequéncias S7intl de H. malabaricus. Os circulos tém tamanho
proporcional a freqiiéncia dos haplotipos e as cores correspondem as Bacias Hidrogréficas
mostrados na legenda da Fig. 1. Os nimeros romanos representam os grupos definidos

para o gene nuclear.
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