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Resumo

Este projeto visa compreender como os fatores climaticos e geomorfolégicos
determinaram os padr&es de distribuicdo da ictiofauna continental das bacias hidrograficas da
Serra do Mar através da abordagem filogeografica, que utiliza as informagdes contidas no DNA
mitocondrial para reconstruir a histdria evolutiva das espécies. Essas bacias, constituem
pequenas drenagens costeiras isoladas com ictiofauna similar entre elas. Uma vez que os
peixes de dgua doce apresentam baixa tolerancia a salinidade, a dispersdo entre bacias
isoladas depende da conexdo entre as mesmas, seja via regressées do nivel do mar durante os
episédios glaciais ou de processos tectdnicos que modifiquem o curso dos rios. Assim, espera-
se que esse dois processos tenham determinado a distribuicdo geografica atual e a
estruturacdo da diversidade genética intraespecifica da biota aqudtica continental. A
compreensdao dos padrdes de colonizacdo dos peixes de dgua doce, e dos mecanismos
responsdveis pela diversificacdo evolutiva de linhagens genealdgicas sdo informacgdes
importantes para deteccdo de dreas de endemismo e definicdo de areas prioritarias para a
conservacao, além de permitir inferéncias sobre mudancas da paisagem de uma determinada

regido.

Palavras-chave: Filogeografia, Sistematica, Mata Atlantica, flutuacdes do nivel do mar, captura

de rios, Siluriformes.



1. Introdugao

1.1 Bacias hidrograficas da Serra do Mar

A margem leste do Brasil é caracterizada por diversas bacias costeiras menores que
surgiram a partir da captura de rios que desaguavam para o interior do escudo Cristalino
Brasileiro (Ribeiro 2006). Se por um lado a maior parte do escudo Cristalino apresenta-se
geologicamente estdvel, a sua margem leste apresenta instabilidade geoldgica, que associada
a instabilidade climatica (glaciacbes e periodos interglaciais) e a alta heterogeneidade
ambiental, sdo consideradas como responsaveis pela riqueza de espécies de origem recente

(Quaternario) na Mata Atlantica (Moritz et al. 2000).

As bacias hidrograficas do leste do Brasil sdo pequenas e médias drenagens costeiras
independentes (Castro 1999) que apresentam uma grande heterogeneidade ambiental em
extensOes relativamente curtas, caracterizadas por uma baixa riqueza de espécies de peixes
continentais e elevado endemismo (Buckup 1999). Este elevado endemismo é atribuido
principalmente as espécies de peixes de pequeno porte, que de modo geral possuem baixa

capacidade de deslocamento, ndo realizando migracdes extensas durante suas vidas.

A caracteristica geomorfoldgica mais conspicua da margem Atlantica do Brasil é a
presenca de duas cristas paralelas de montanhas, a Serra da Mantiqueira e a Serra do Mar,
com altitudes que variam de 800 a 1.800 m, em média (Ribeiro et al. 2006). Ambas se
estendem do norte do Estado de Santa Catarina até o norte do Estado do Rio de Janeiro.
Enquanto a vertente oeste da Serra da Mantiqueira drena para a bacia do Rio Parang, a
vertente oposta, assim como a vertente oeste da Serra do Mar, drenam para a bacia do Rio
Paraiba do Sul. Ja a vertente leste da Serra do Mar, é formada por diversas bacias menores
isoladas, cujas nascentes encontram-se a poucas dezenas ou centenas de quilometros da

costa, onde desdguam diretamente no Atlantico.

As bacias da vertente costeira da Serra do Mar sdo: a do rio Macaé, do rio Sdo Jodo,
bacia da baia de Guanabara (incluindo o rio Macacu), diversos rios pequenos no litoral
sudoeste do Ro de Janeiro e nordeste de Sdo Paulo (incluindo as bacias dos rios Mambucaba e

Parati-Mirim) e a do rio Ribeira de Iguape (Langeani et al. 2009).

As bacais hidrograficas da Serra do Mar estdo inseridas no bioma da Mata Atlantica, e
apresentam nascentes em encostas elevadas e ingremes. Embora existam areas protegidas e
relativamente bem preservadas na Serra do Mar, principalmente nos trechos mais ingremes, o

desmatamento das florestas marginais, a expansdao urbana, tanto de grandes regides



metropolitanas quanto de dareas portudrias e de balnedrios, e a poluicdo dos riachos
constituem os principais impactos antrdépicos sobre a biota aquatica continental na regido

(Rosa & Lima 2008; Langeani et al. 2009).
1.2 Ictiofauna das bacias costeiras da Serra do Mar

A regido Neotropical apresenta a maior riqueza de espécies de peixes de dgua doce do
planeta, com aproximadamente 4.500 espécies (Reis et al. 2003), correspondendo a 35% da
estimativa total de peixes estritamente dulcicolas (Lévequé et al. 2008). No Brasil, foram
registradas pelo menos 2.587 espécies (Buckup et al. 2007), evidenciando a grande diversidade
de ambientes disponiveis e a longa e complexa histéria evolutiva desses organismos (Langeani

et al. 2009).

Informacgdes sobre a composicdo da ictiofauna das bacias costeiras do leste do Brasil
sdo heterogéneas, com algumas bacias bem amostradas, enquanto outras sdo pouco
conhecidas e, em alguns casos, nunca foram estudadas, o que dificulta o estabelecimento de
hipdteses biogeograficas e consequentemente, dos processos histdricos que moldaram a
ictiofauna de agua doce destas bacias (Serra et al. 2007; Langeani et al. 2009). Existem
diversas bacias costeiras sub-amostradas que ndo permitem a elaboracdo de uma lista de
espécies, nem mesmo indicam as espécies endémicas, invasoras ou sugerem areas
importantes para a conservacdo (Langeani et al. 2009). Entre as dreas menos amostradas estdo
as pequenas dreganens costeiras (e. g. sudoeste do Rio de Janeiro e nordeste de Sdo Paulo) e
os trechos mais afastados do curso central dos rios, como as cabeceiras de algumas bacias
costeiras maiores que, embora apresentem baixa riqueza de espécies, abrigam geralmente
espécies de menor porte e apresentam elevado endemismo, devido a baixa capacidade de

deslocamento desses peixes (Castro 1999).

Embora a Serra do Mar esteja situada préximas aos grandes centros urbanos, que
concentram alguns dos principais grupos de pesquisa taxondmicos da ictiofauna continental (e.
g. Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo, Universidade Federal do Rio de Janeiro), a
ocorréncia de novos taxons em bacias pouco ou ndo amostradas, ou a detec¢do de espécies
distintas e erroneamente atribuidas a espécies ja descritas, podem elevar o nimero de
espécies conhecidas na regido. Apenas na regido da Serra do Mar, algumas espécies novas
foram recentemente descobertas e/ou descritas por membros da equipe deste projeto:
Hemipsilichthys nimius Pereira, Reis, Souza & Lazzaroto, Listrura picinguabae Villa-Verde &
Costa, Microcambeva ribeirae Costa, Lima & Bizerril, Rivulus lazzarotoi Costa, Scleromystax

salmacis Britto & Reis, Trichomycterus giganteus Lima & Costa, T. caipora Lima, Lazzarotto &
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Costa (Pereira et al. 2003, Costa et al. 2004, Lima & Costa 2004, Britto & Reis 2005, Villa-Verde
& Costa 2006, Costa 2007, Lima et al. 2008), e algumas outras encontram-se em fase de

descricao.

1.3 Fatores geomorfoldgicos e climaticos na ictiofauna continental

A regido na qual esta inserida a Serra do Mar passou por pronunciadas fases de
atividades tect6nicas durante o Paleogeno, o Neogeno e o Quaternario resultando no recuo
erosivo da margem leste da plataforma continental e na captura sucessiva de rios de planalto,
que fluiam para o interior do Escudo Brasileiro, passando assim a atuar como tributarios
atlanticos menores (Almeida & Carneiro 1998, Riccomini et al. 2004, Ribeiro 2006, Ribeiro et

al. 2006).

O rearranjo das redes de drenagem através da captura de rios, que consiste na
mudanca da drenagem de um rio de uma margem de um divisor de dguas para a vertente
oposta, é um importante processo biogeografico a ser considerado para explicar o aumento da
distribuicdo de taxons aquaticos continentais e a diferenciacdo genética em alopatria (Mayden
& Matson 1992, Musyl & Keenan 1992, Ribeiro et al. 2006, Burridge et al. 2006). Esses
rearranjos ocorrem devido as ativagBes tectOnicas associadas a deriva continental que
continuam afetando a geomorfologia dos divisores de aguas, e influenciam principalmente
tdxons que habitam as cabeceiras de rios, que por estarem mais préximos desses divisores, sdo
potencialmente mais suscetiveis a captura de rios (Waters et al. 1994, 2001; Bishop 1995,
Langeani et al. 2009). Ativagdes neotectdnicas, que podem ter resultado na mudanga de curso
de rios, foram particularmente pronunciadas durante o Quaterndrio no Sudeste e Nordeste do

Brasil (Lima 2000).

Ribeiro et al. (2006) apresentaram evidéncias geoldgicas e ictioldgicas da captura de
um afluente do Rio Parand para a vertente costeira da Serra do Mar, devido a reativacao
tectonica recente (Pleistoceno-Holoceno). A origem das bacias costeiras da porcdo central do
leste do Brasil, assim como a origem de alguns componentes da ictiofauna desta regido (e.g.
Listrura spp.; Trichomycterus zonatus (Eigenmann)) deve estar relacionada a origem e evolugao
da Serra do Mar, uma vez que apresentam distribuicdo concordante do Rio de Janeiro a Santa
Catarina (Ribeiro, 2006). Além desses taxons, algumas espécies parecem ter distribui¢des
semelhantes: Hollandicthys multifasciatus (Eigenmann & Norris), Rhamdioglanis transfasciatus
Miranda Ribeiro, Scleromystax barbatus (Quoy & Gaimard), Parotocinclus maculicauda

(Steindachner), Schizolecis guntheri (Miranda Ribeiro), Kronichthys heylandi (Boulenger),



Gymnotus pantherinus (Steindachner), Phalloptychus januarius (Hensel), Kryptolebias

caudomarginatus (Seegers) (Menezes et al. 2007).

Além das ativacGes tectOnicas, outro mecanismo de isolamento geografico que
determinou a distribuicdo dos peixes das bacias costeiras da Serra do Mar foram as flutuacoes
do nivel do mar, ocorridas durante o Quaternario devido as mudancas climaticas (Weitzman et
al. 1988; Menezes 1988, Suguio 1999). Abreu & Calliari (2005) indicaram a presenca de paleo-
canais na plataforma continental interna do Rio Grande do Sul, datados do final do Pleistoceno
e inicio do Holoceno. Furtado et al. (1996), Conti (2009) e Conti & Furtado (2009) também
apresentaram evidéncias de canais submersos de paleo-rios na plataforma continental do
Estado de Sdo Paulo. Estes, foram afogados durante a transgressdao Guanabarina (17.500 —
6.500 Antes do Presente (A.P.)), na qual o nivel do mar voltou a subir (aproximadamente 100
m) ficando préoximo ao nivel atual do mar. Dessa forma, é possivel que as bacias costeiras
atuais tenham atuado como cabeceiras de grandes bacias fluviais, quando desaguariam na
calha central destes paleo-rios, como deve ter ocorrido com as bacias hidrograficas que
drenam para Baia de Guanabara, atualmente de dgua salgada. Cabe ressaltar que von lhering
(1927), ao propor a teoria sobre as pontes continentais, indicou o tragado de um suposto
paleo-rio (Ameghino) que conectava diversas bacias costeiras do leste do Brasil, numa area

atualmente submersa pelo mar.

Assim, o advento de diversos eventos eustaticos no Quaternario (transgressdes e
regressdes marinhas) e as consequentes expansdes e retragdes das planicies costeiras,
alternariam fases de isolamento e unido de suas ictiofaunas, resultando na vicaridncia e
dispersdao da ictiofauna dessas bacias (Menezes 1988, Menezes et al. 2007). Evidéncias
moleculares também corroboram esse cendrio baseado em flutuagdes do nivel do mar para
explicar a similaridade ictiofaunistica entre as bacias costeiras do Sudeste (Menezes et al.

2008, Torres et al. 2007, 2008, Torres & Ribeiro 2008, Lima 2009).

Segundo Amador (1997) durante o ultimo maximo glacial, ocorrido entre 20.000 e
18.000 anos A.P., o nivel do mar recuou até 130 m abaixo do nivel atual, deslocando a linha da
costa em dezenas de quildbmetros em direcdo ao oceano, e expondo grande parte da
plataforma continental. Nesse periodo ilhas atuais, como as do arquipélago das Cagarras e a
Ilha Grande, passaram a fazer parte do continente, e a Baia de Guanabara se tornou o canal de
um grande rio, denominado paleo-rio Guanabara. Este rio além de drenar todos os rios da
Baixada Fluminense, também recebia a contribui¢ao dos rios que hoje alimentam as lagoas de

Maricd, Itaipu, Piratininga, Jacarepagua e Rodrigo de Freitas.



Amador (1997) também prop06s que até o ultimo interglacial (200.000 anos A.P.) a
drenagem de alguns rios que atualmente desaguam na Baia de Guanabara era dirigida para a
Baia de Sepetiba-llha Grande. Com o aumento da pressdao decorrente da elevagao do nivel do
mar nesse periodo, ocorreu o rebaixamento do bloco da Guanabara que resultou num divisor
separando de um lado a bacia do rio Guandu, que permaneceu drenando para a baia de
Sepetiba e do outro as bacias dos rios Meriti, Iguacu e Acari que passaram a desaguar no

paleo-rio Guanabara (Amador 1997).

Desta forma, a distribuicdo e a composicdo da ictiofauna continental da Serra do Mar é
resultado das flutuagGes do nivel do mar e as decorrentes expansdées e retracdes das planicies
costeiras e do rearranjo das bacias hidrograficas por ativacdes tectonicas (Menezes et al.

2007).

1.4 Uso de marcadores moleculares para inferéncias de historia natural

A distribuicdo geografica de uma determinada espécie é uma func¢do da sua ecologia,
demografia histdrica e padrdes de dispersdo, que podem ser muitas vezes elucidados através
da biogeografia molecular (Avise 2004). Os principais processos para explicar a distribuicdo das
espécies sdo a vicariancia e a dispersdo, que promovem o isolamento de popula¢des
geralmente resultando em estruturagdo populacional (Avise 2004), ou a expansdo de suas
areas de distribuicdo. Analises biogeograficas baseadas somente na distribuicdo podem levar a
conclusdes enganosas (Waters & Wallis 2000, Wallis & Trewick 2001), enquanto estudos que
também incluem dados moleculares sdo potencialmente mais informativos (Waters & Wallis
2000). Além disso, analises de sequéncias de DNA também podem ser utilizadas para detectar
gargalos populacionais, padrdes de migracdo, e a histéria demografica de populac¢des
(Frankham et al. 2008). Outro resultado que pode ser obtido através da abordagem molecular
é a descoberta de espécies cripticas, que constituem espécies muito similares
morfologicamente, mas que apresentam uma distincdo genética evidente, geralmente
resultante de uma historia evolutiva independente, e cuja deteccdo é fundamental para
determinar uma protecdo adequada destes organismos (Galetti Jr et al. 2008). Assim, a
sistematica molecular e a genética de populagbes, quando integradas com andlises da
distribuicdo de espécies, variagao fenotipica e histéria da paisagem podem contribuir para

implementacdo de estratégias conservacionistas (Moritz et al. 2000).

A filogeografia é a area de estudo que analisa os processos e padrdes relacionados a
distribuicdo geografica de linhagens evolutivas, no nivel intraespecifico ou entre espécies

estreitamente relacionadas (Bermingham & Moritz 1998, Avise 2004). Desta forma é uma
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ferramenta util para estudar como as popula¢ées responderam historicamente as mudancas
paisagisticas locais (Moritz & Faith 1998, Carnaval 2002). Anadlises filogeograficas de peixes de
agua doce permitem inferéncias histéricas sobre a biota e geologia de uma determinada
regido, pois os peixes continentais dependem da conexdo entre as drenagens para que haja

dispersdo (Jones & Johnson 2009).

A elevacdo geoldgica da Serra do Mar promoveu o surgimento de diversas pequenas
bacias isoladas, enquanto os eventos glaciais devem ter conectado algumas dessas bacias
durante periodos de nivel do mar mais baixos. Esses dois processos produzem padroes
filogeograficos distintos que podem auxiliar na compreensdo das conexdes histdricas entre as
bacias costeiras da Serra do Mar. Sob vicaridncia, é esperado que a fauna fragmentada
mantenha um padrdo filogenético correlacionado com a drenagem ancestral. J4, sob
dispersdo, é esperado que apenas uma pequena parte da populagdo original atinja a nova
drenagem e, portanto serao observadas freqliéncias haplotipicas distintas nas duas, por efeito
fundador, com maior diversidade na populagdo ancestral (Avise 2004). Contudo, os diferentes
eventos climdticos devem ter exercido efeitos diferenciados do nivel do mar, acarretando
diferentes padrdes de conexdo entre as bacias costeiras da Serra do Mar. Além disso, a
proximidade entre as bacias, o relevo e o tamanho das bacias também devem influenciar na

dispersao dos peixes de riachos.

Ruzzante et al. (2008) e Unmack et al. (2009) demonstraram o potencial da utilizacdo
em conjunto da analise filogeografica, baseado em marcadores mitocondriais de peixes
continentais andinos, com dados paleoclimaticos e geomofoldgicos para tragar o histérico
demogriéfico de algumas espécies e a evolugdo da paisagem. Da mesma forma, estudos feitos
com duas espécies de bagres da Serra do Mar, Trichomycterus zonatus e Trichogenes
longipinnis Britski & Ortega, evidenciaram que ambas as espécies apresentam populagdes bem
estruturadas e relacionados a eventos climaticos (e. g. alagamento de paleo-rios por elevagdes
do nivel do mar) e geomorfoldgicos (e. g. captura do rio Iguagu da baia de Sepetiba-llha

Grande para a baia de Guanabara em T. zonatus) (Lima 2009).

Estudos filogenéticos ou filogeograficos envolvendo o relacionamento entre peixes das
bacias costeiras da Serra do Mar ou a conexdo histérica entre essas bacias sdo bastante
escassos (Murphy et al. 1999, Menezes et al. 2008, Torres et al. 2007, 2008, Torres & Ribeiro
2008, Zamudio et al. 2009), embora os rios costeiros do sudeste do Brasil fornecam uma boa
oportunidade de testar hipdteses de vicariancia e dispersdo em organismos aquaticos

continentais.



2. Objetivos

O objetivo geral deste projeto é determinar como os fatores climaticos e
geomorfoldgicos modelaram a distribuicdo disjunta de populacdes de espécies de peixes de
agua doce que ocorrem nas bacias hidrograficas da Serra do Mar. Através de marcadores
moleculares (sequéncias de DNA mitocondrial), pretende-se aumentar o conhecimento e
oferecer suporte para estratégias de conservacao da ictiofauna da regido. Dentre os objetivos

especificos, podem ser citados:

- Comparar populagdes de espécies de peixes continentais dentro e entre bacias costeiras da
Serra do Mar e determinar se as espécies estudadas apresentam estruturagao populacional,
ou se sdo complexos de espécies com algumas espécies novas endémicas das bacias

costeiras menores, e assim inferir a distribuicdo geografica de cada espécie estudada;

- Testar a hipdtese da Baia de Guanabara ter sido o leito de um rio, e a hipdtese de que alguns
rios que atualmente desaguam no fundo da Baia de Guanabara tenham drenado para a Baia

de Sepetiba-llha Grande durante o Pleistoceno;

- Formular hipdteses sobre a diferenciacao das linhagens evolutivas das espécies estudadas em
resposta as mudancas histdricas da paisagem, e os processos climaticos e geomorfolégicos

relacionados a distribuicdo geografica atual da ictiofauna continental;

- A partir destes resultados, propor estratégias para conservacdo das espécies estudadas e
indicar areas prioritarias para conservacdo através da integracdo dos dados moleculares

com impactos antrépicos que possam ser detectados durante os trabalhos de campo.
3. Justificativa

Este projeto visa aumentar o conhecimento da diversidade, endemismos e padrdes de
distribuicdo de peixes das bacias costeiras da Serra do Mar, inseridas no bioma da Mata
Atlantica e algumas classificadas como de extrema importancia bioldgica (Conservacdo
Internacional 2000), a fim de fornecer informagdes biogeograficas relevantes para determinar
estratégias e areas prioritarias para conservagao da ictiofauna continental dessa regido, que

possui um histdrico longo e intenso de impactos antrdpicos.

Além disso, os resultados deste projeto podem contribuir para a compreensao da
influéncia das mudancas climaticas sobre a biota, uma vez que os processos que determinaram
a distribuicdo atual das comunidades de peixes de agua doce das bacias costeiras da Serra do

Mar estdo relacionados ao aquecimento global (natural) do clima, e a consequente elevacgado
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do nivel do mar pelo derretimento das geleiras, que produziu o afogamento da plataforma

continental e dos vales fluviais por aguas marinhas (Amador 1997).

Uma abordagem semelhante foi empregada por alguns membros do presente projeto
(SMQL e AMSC), em um estudo das populacdes de Trichomycterus zonatus e Trichogenes
longipinnis na regido Sudeste brasileira, que demonstrou a viabilidade tedrica e experimental
deste estudo (Lima 2009). Neste estudo pudemos definir o nimero de populagdes e espécies
gue compde cada taxon, inferir suas distribuicdes geograficas, estimar o tempo de separacao
entre as linhagens e correlaciona-los com eventos climaticos e geomorfoldgicos conhecidos.
Além disso, detectamos que algumas linhagens de T. zonatus apresentam diferencas genéticas
suficientes para serem reconhecidas como espécies distintas, e nesses casos propusemos

estratégias adequadas de proteg¢do desses organismos.

Anidlises filogeograficas comparativas com outras espécies de peixes da Serra do Mar
(e. g. Ancistrus multispinis (Regan), Hollandicthys multifasciatus, Neoplecostomus microps
Langeani, Parotocinclus maculicauda, Rhamdioglanis transfasciatus, Scleromystax barbatus,
Schizolecis guntheri) permitira verificar se os resultados encontrados refletem um padrdo das
conexdes histdricas entre as bacias costeiras, ou detectar novas hipdteses de conexdes via
movimentos eustaticos marinhos e/ou eventos neotectonicos relacionados a captura de rios.
Além disso, ampliard o nosso conhecimento geral sobre a biogeografia dos rios costeiros

brasileiros, e representara uma linha de pesquisas prolifica e de longo prazo.

4. Métodos

4.1 Amostragem de campo

A partir do levantamento de lotes das coleg¢des ictioldgicas dos principais museus
nacionais (MZUSP, MNRJ, MCP) foram identificadas as bacias costeiras com registro para seis
espécies inicialmente selecionadas para o estudo: Ancistrus multispinis, Pareiorhaphis garbei
(Ihering), Neoplecostomus microps, Rhamdioglanis transfasciatus, Scleromystax barbatus, e
Trichomycterus zonatus. Serdo coletadas amostras destas espécies em algumas das seguintes
bacias hidrograficas inseridas dentro das Unidades de Conservacao envolvidas no projeto: do
rio Macabu, rio Macaé, do rio Sdo Jodo, de algumas bacias da baia de Guanabara (rio Iguacu,
rio Estrela, rio Surui, rio Roncador, rio Soberbo e rio Macacu), do rio Guandu e dos pequenos
rios que desaguam na lagoa de Jacarepagud, alguns rios pequenos do litoral sudoeste do Rio
de Janeiro (rio Arird, rio Jurumirim, rio Mambucaba, rio Pereque-Acu, rio Parati-Mirim) e do

nordeste de Sdo Paulo (rio Pardo, rio das Pedras), do rio Ribeira de Iguape, de algumas bacias



costeiras do Parana (rios Serra Negra e Taguagaba, Cachoeira e Nhundiaquara, e Cubatdozinho,
Cubatdo e Sdo Jodo) e de Santa Catarina (Sai Guacgu e Sai Mirim, Itapocu, Itajai e Tubardo).
Essas bacias constituirdo a base para as coletas de material para o presente trabalho, por
apresentarem localidades precisas dos pontos amostrados. Para fins taxondmicos, serdo

coletadas amostras nas localidades-tipo de cada espécie estudada.

Além destas espécies, serdo coletados também 20 exemplares de outras espécies,
listadas no formuldrio do SisBio/IBAMA, para comparar o fluxo génico entre espécies de

cabeceira e espécies que habitam a porgado inferior dos rios entre as bacias costeiras.

Como ndo existem levantamentos precisos para cada uma das bacias costeiras da
Serra do Mar, serdo feitas coletas adicionais para determinagdo da ictiofauna de algumas
pequenas bacias costeiras, a fim de preencher possiveis lacunas de conhecimento. Os
apetrechos de coleta utilizados ao longo das campanhas de campo serdo de dois tipos: ativos —
redes tipo picaré, redes-de-mao, e redes-de-arrasto; e passivos — redes de espera (malhas de

15, 25, 35, 40 e 50 mm entre nds adjacentes) e covos artesanais.

A partir do resultado das coletas, serdo selecionadas, inicialmente, duas espécies de
cabeceiras, que provavelmente possuem capacidades de deslocamento mais reduzidas e
necessitam de condigdes fisico-quimicas mais restritas (maior oxigenacdo e temperaturas mais
baixas), e duas espécies de trecho médio ou baixo dos rios, que tendem a ser mais generalistas
e tolerantes a variagGes fisico-quimicas da agua, que ocorram na maior parte das bacias
amostradas. Outros critérios que serao considerados na sele¢do das espécies sera a frequéncia
de ocorréncia e expressiva abundancia nas bacias amostradas, assim como espécies de grupos

taxonOmicos distintos.

A hipdtese a ser testada utilizando peixes de cabeceiras e de trecho médio dos rios é
qgue as populacbes de peixes de cabeceiras apresentam menor diversidade genética e maior
estruturacdo populacional em relagdo as espécies de trecho médio ou baixo dos rios, devido a
incapacidade dos peixes de cabeceiras habitarem os trechos inferiores dos rios pela
inexisténcia de condi¢cbes ambientais especificas (e. g. maior oxigenacdo, temperaturas mais
baixas) nos habitats onde geralmente sdo encontrados. No trecho médio ou inferior dos rios
onde ocorre a conexdo entre diversos contribuintes de uma bacia ou mesmo dispersao
durante periodos de intensa pluviosidade, espera-se que haja um maior fluxo génico entre as
populagdes, resultando em uma maior diversidade e menor estruturacdo intraespecifica. Esta
mesma abordagem de comparacdo entre espécies que habitam trechos distintos dos rios,

também poderad elucidar o papel dos diferentes processos que moldaram a distribuicdo
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geografica atual das linhagens genéticas. Caso as populagdes das espécies de cabeceiras de
bacias adjacentes apresentem maior similaridade entre si do que entre as espécies de trecho
médio entre as mesmas bacias, isso podera ser interpretado como um evento de captura de
rios; caso contrario, é mais provavel que tenha ocorrido dispersao entre as bacias via conexdo
nos periodos de regressdao marinha, que favorece a dispersdo de espécies de trecho médio-

inferior dos rios em detrimento das que habitam as regides de cabeceiras.

Os individuos capturados serdo fotografados em campo e transportados vivos até o
alojamento ou universidade, onde serdo etiquetados individualmente e serd retirada uma
amostra de tecido muscular do flanco direito, ou de nadadeira, que serd armazenada em
etanol absoluto P. A. Estes individuos serdo posteriormente fixados em formalina a 10%. As
localidades serdo georreferenciadas e serdo registrados os principais parametros de estrutura
do habitat como: largura média do canal, profundidade média e maxima média, velocidade da
corrente, vazao média, cobertura média do dossel, e tipos de substrato e parametros fisico-

guimicos da agua, como: oxigénio dissolvido, temperatura, pH e condutividade.

A equipe envolvida no projeto possui familiaridade com as espécies e bacias
hidrograficas envolvidas no projeto. Com o intuito de otimizar as coletas, a equipe composta
por ictiélogos que desenvolvem pesquisas na Serra do Mar, sera setorizada para que a duragdo
das viagens e os custos de deslocamento sejam minimizados. Assim, estao planejadas cinco
viagens de campo de quatro dias cada uma, com saidas a partir do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Maringa. Algumas amostras coletadas em trabalhos de campo anteriores das espécies
previamente selecionadas para o projeto, ja permitiram verificar a eficicia de alguns

marcadores moleculares, contudo, mais amostras sdo necessarias para execug¢do do projeto.

Unidades de Conservagao Federais envolvidas: Rio de Janeiro - APA Petrdpolis, APA Bacia do
Rio S3o Jodo, PN Serra dos Orgdos, APA Cairucl; no Parana - APA de Guaraquecaba e PN Saint
Hilaire-Lange; e em Santa Catarina - APA Anhato-mirim. As licencas de coleta e transporte de

material bioldgico do Sisbio/IBAMA (n° 28332-1) ja foi emitida e tem validade até 2015.

Unidades de Conserva¢ao Estaduais e Municipais envolvidas: No Rio de Janeiro - PE Trés
Picos, PM Nova Iguagu, PM Serra do Mendanha, PE Pedra Branca; em Sao Paulo - PE Serra do
Mar (nucleos Caraguatatuba, Sdo Sebastido, Pedro de Toledo, Jacupiranga), PE Carlos Botelho;
no Parana - PE Pico do Parana; e em Santa Catarina - REBIO Estadual Canela Preta, PE Serra do
Tabuleiro, PE da Serra Furada. Todas estas Unidades de Conservacdao constam na licenca do
Sisbio/IBAMA n° 28332-1. Ha previsdo de uso dos alojamentos durante os trabalhos de campo.

As datas e duracdo dos trabalhos de campo dependerdo da liberacdo do financimento, das
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condicBes climaticas e disponibilidade das equipes. Contudo, devem durar entre dois a cinco

dias em cada Unidade de Conservagao envolvida no projeto.
4.2 Atividade laboratorial

Os individuos coletados durante os trabalhos de campo serdo triados e identificados
até a menor categoria taxondmica possivel, baseado em caracteres morfoldgicos e meristicos,
utilizando a bibliografia taxon6mica e sistematica para peixes neotropicais disponivel. Esse
material serd posteriormente depositado em instituices locais e nas principais cole¢bes
ictiolégicas do pais: o Museu Nacional, Rio de Janeiro (MNRJ, Rio de Janeiro) e o Museu de
Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP, S3ao Paulo), assim como na cole¢do de peixes

do Nupelia (NUP) da Universidade Estadual de Maringa.

Para a anadlise com marcadores moleculares, serdo realizadas trés etapas em

laboratorio:

- A extragao de DNA total das amostras de tecido dos peixes sera realizada através da técnica

de extrac¢do salina utilizando uma solu¢do de NaCl 5M (Miller et al. 1988).

- Amplificagdo de trechos do genoma mitocondrial (e. g. regido controle, citocromo b) por PCR
utilizando iniciadores disponiveis na literatura ou desenhados a partir do alinhamento de
regiGes conservadas que flanqueiam os genes de interesse, utilizando sequéncias de genoma
mitocondrial de espécies aparentadas disponiveis em bancos de sequéncias, como o GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).

- Os produtos amplificados serdo purificados e sequenciados usando sequenciadores capilares
ABI 3730xI na Macrogen, empresa que presta esse servico com qualidade e velocidade. Os
sequenciamentos serdo feitos nos dois sentidos (cadeia leve e cadeia pesada do DNA

mitocondrial) a fim de garantir maior qualidade e confiabilidade das sequéncias.
4.3 Analise dos dados

Os eletroferogramas serdo editados com o programa Segman Il e as sequéncias
alinhadas no programa Clustalw. Todas as sequéncias obtidas neste estudo serdao
posteriormente depositadas no GenBank. Os indices de endocruzamento (Wright 1978) e de
diversidade haplotipica e nucleotidica (Nei 1987) serdo calculados no programa DnaSP. O
calculo da divergéncia entre as sequéncias e a constru¢ao de uma arvore de Neighbour-Joining

(NJ) serdo feitos com o programa Mega 4. As andlises filogenéticas de Maxima-
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Verossimilhanca (ML) e Parcimbnia (MP) serdo obtidas com os programas Phyml e PAUP 4,

respectivamente, utilizando o modelo evolutivo selecionado pelo programa Modeltest.

A anadlise filogeografica sera feita a partir da distribuicdo geografica da variacdao
molecular de espécies de peixes continentais evidenciada por redes de haplétipos geradas
pelo programa TCS. Analises de Variancia Molecular (AMOVA, Excoffier et al. 1992) serao feitas
a fim de testar diferentes hipdteses de estruturagdo geografica inter/intrapopulacionais
baseados nas hipdteses histdricas (conexdo entre as bacias via regressées marinhas em
periodos glaciais, ou através de captura de rios por ativagdes tectonicas). Também serdo feitas
analises espaciais de variancia molecular (SAMOVA, Dupanloup et al. 2002), que testam todas
as possibilidades de agrupamentos, otimizando o arranjo geografico, de acordo com o nimero
de populagGes definidas a priori e maximizando a propor¢do da varidncia genética total
atribuida a subdivisdo dos dados em grupos de populagdes. As estimativas do tempo de
divergéncia entre as linhagens serdo feitas através da calibracdo do relégio molecular com as
taxas padrdo para cada marcador molecular utilizado, ou com eventos geoldgicos vicariantes
pré-estabelecidos, como a mudanca de direcdo do rio Iguacu (200.000 anos A.P., Amador
1997). Além disso, serdo feitas analises bayesianas de “skyline plot” que possibilitam a
reconstrucao histérica da demografia de cada populacdo ou espécie, e assim correlacionar
possiveis eventos de expansdes ou retracdes populacionais com eventos climaticos e

geomorfolégicos conhecidos (Drummond et al. 2005).

4.4 Analises morfoldgicas

As andlises morfoldgicas servirdo como base para as andlises filogenéticas, assim como
para a eventual descricdo de novas espécies ou das variacdes morfoldgicas entre as
populacdes. Exemplares diafanizados e corados segundo a técnica de Taylor & Van Dyke (1985)
serdo utilizados para as analises osteolégicas e de cartilagem. Desenhos dessas estruturas,
assim como da morfologia externa, serdo feitos com microscopio esteroscépico com camara
clara. Os dados meristicos e morfométricos serdo determinados de acordo com o padrdo

estabelecido para cada grupo taxonomico utilizado.

5. Metas

Além da maior compreensdo dos processos vicariantes na escala microevolutiva nos
peixes de agua doce, o conjunto de dados gerados por esse projeto poderd auxiliar na
deteccdo de dreas de endemismo e na definicdo de areas prioritarias para conservacdo junto

aos orgdos ambientais estaduais e federais. Também podem constituir informacdes

13



importantes para o manejo de espécies de peixes continentais ameacadas (e. g. Pareiorhaphis

garbeij, Rosa & Lima 2008).

A execucdo deste projeto também servira de base para formagdo de pessoal, no caso,

alunos de graduagdo e pds-graduacgao das areas de Ecologia, Genética e Zoologia.

6. Resultados esperados

Além de base para monografias, disserta¢cdes e teses, espera-se que os resultados
obtidos sejam apresentados em congressos nacionais e internacionais e publicados em revistas

internacionais de alto impacto.

Os trabalhos de campo nas bacias da Serra do Mar também podem resultar na
descoberta de taxons ainda ndo descritos, principalmente nas regides de cabeceiras, devido a
dificuldade de acesso. Através de parcerias estabelecidas com os especialistas em taxonomia e
sistematica dos grupos envolvidos, as novas espécies encontradas serdo formalmente
descritas. Dessa forma, este projeto visa aumentar o conhecimento da ictiofauna regional e
compreender o papel dos fatores climdticos globais e geomorfoldgicos locais sobre a

ictiofauna de dgua doce das bacias hidrograficas costeiras.

7. Origem dos recursos

O presente projeto foi recentemente submetido para financiamento no CNPq
Universal e sera submetido a Fundac¢do Grupo Boticdrio de Protecdo a Natureza, contudo a
resposta destas linhas de financiamento sé serdo divulgadas no final do ano. Contudo, a
obtengdo das licengas junto aos érgdos estaduais é pré-requisito para aprovagao destes

financiamentos.

8. Cronograma de execugao

2011 2012 2013

out-dez | jan-mar | abr-jun | jul-set | out-dez | jan-mar | abr-jun | jul-set

Coleta

Identificagao

Extragao de DNA e PCR

Sequenciamento

Analise dos dados

Relatério Final
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2013 2014 2015

out-dez | jan-mar out-dez | jan-mar

Coleta

Identificagdo

Extragao de DNA e PCR

Sequenciamento

Analise dos dados

Relatério Final

9. Equipe técnica

Dr. Sergio Maia Queiroz Lima (UFRN)
CPF: 085562527-96
Responsabilidade técnica: coordenagdo do projeto, coleta de amostras, dados moleculares,

analise de dados morfoldgicos e moleculares, relatério final e publicagdes.

Dr. Antdnio Mateo Solé-Cava (UFRJ)
CPF: 520052087-87

Responsabilidade técnica: colaborac¢do na producdo e analise de dados moleculares.

Dr. Carlos Schrago Guerra (UFRJ)
CPF: 082334177-18

Responsabilidade técnica: andlise de dados moleculares.

Dr. Claudio Henrique Zawadzki (UEM)
CPF: 830943509-68

Responsabilidade técnica: coleta de amostras (PR e SC) e analises morfoldgicas (Loricariidae).

Msc. Henrique de Almeida Lazarotto (UFRJ)
CPF: 086689627-08

Responsabilidade técnica: coleta de amostras (RJ) e dados moleculares.

Msc. Leandro Villa Verde da Silva (UNESP)
CPF: 051958357-48

Responsabilidade técnica: coleta de amostras (RJ e SP).

15



Dr. Marcelo Ribeiro de Britto (MN/UFRJ)
CPF: 035504367-00

Responsabilidade técnica: coleta de amostras (RJ).

Dr. Pedro Carvalho-Hollanda (MZUSP)
CPF: 003109207-10

Responsabilidade técnica: coleta de amostras (SP) e dados moleculares.

10. Disponibilidade efetiva de infra-estrutura

Parte do trabalho de laboratério, como andlise morfolégica do material bioldgico e
analise dos dados, devera ser efetuado no Laboratério de Ictiologia (UFRN), que dispde de
lupas, bancada e reagentes para diafanizacdo e coloracdo dos ossos e cartilagens para
trabalho com material bioldgico. O Laboratério de Ictiologia da UFRN também dispde de
computadores para analise de dados, inclusive das andlises moleculares. O referido laboratério

estd sob a coordenacdo da proponente do projeto.

As extracOes e amplificacdes de DNA, assim como as analises moleculares serdo
desenvolvidas em parceria com Laboratdrio de Biodiversidade Molecular (LBDM - Universidade
Federal do Rio de Janeiro) que possui todos os reagentes e a infra-estrutura necessaria para o
desenvolvimento do projeto, inclusive dispde de alguns iniciadores ja testados com eficiéncia

para alguns taxons previamente selecionados.
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