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RESUMO

Flutuacdes do nivel do mar decorrentes de eventos climaticos como ciclos
glaciais podem influenciar a histéria demografica, composic¢ao e distribuicdo da
ictiofauna de pequenos rios costeiros. Estudos geomorfolégicos indicam a
ocorréncia de sucessivas introgressbes e regressdes marinhas no litoral
paranaense as quais ocasionaram ciclos de isolamento e reconexao de
microbacias costeiras durante o inicio do Pleistoceno. Processos de eustasia,
portanto, podem deixar assinaturas genéticas na histéria evolutiva das
espécies. Dados paleoclimaticos analisados em conjunto com recursos
genéticos representam ferramentas robustas capazes de elucidar os padrdes e
processos associados com a histéria demografica de populagbes. Assim, esse
estudo tem como objetivo avaliar a extensao geografica de sinais demograficos
aparentemente associados a processos de eustasia do litoral Paranaense.
Para tal, sinais demograficos de cinco espécies de peixes distribuidas na
Planicie Litoranea, Primeiro e Segundo Planalto Paranaense foram
reconstruidos utilizando DNAmt das seguintes espécies de peixes: Astyanax
altiparanae, Centropomus parallelus, Characidium lanei, Mimagoniates aff.
microlepis e Rhamdia quelen. Os resultados sugerem um grande evento
ambiental responsavel pelo aumento do tamanho efetivo populacional (Ne) das
espécies ao leste da Serra do Mar durante a penultima glaciagdo. Populagdes
amostradas dos planaltos ndo apresentam o mesmo padrao de variagao do Ne.
Assim, o resultado é consistente com uma influéncia unica e microregional
sobre os padrbes demograficos nas bacias costeiras, provavelmente
decorrentes de movimentos eustasicos. Os padrdes demograficos distintos das
espécies analisadas na regido dos planaltos decorrem, provavelmente, de
eventos distintos ou de influéncia diferenciadas sobre as espécies em
decorréncia de caracteristicas biolégicas inerentes de cada uma.

Palavras-Chave: Histéria demografica. Glaciagao. Eustasia. DNAmt.



ABSTRACT

Fluctuations of the sea-level deriving from climate events such as glacial cycles
may influence demographic history, composition and distribution of fishes from
small coastal rivers. Geomorphological studies indicated that successive marine
introgressions and regressions have caused cycles of isolation and connection
of populations in the microbasins in Parana coast during the Early Pleistocene.
Eustasy processes, therefore, can leave genetic signatures in the evolutionary
history of species. Paleoclimate data combined with genetic resources
represent robust tools to elucidate the demographic history pattern of
populations. Thus, this study aims to evaluate the geographic extent of
demographic signals apparently associated with eustasy processes in the
Parana coastal plain. Thus, demographic signals of five species of fish
distributed in the Coastal Plain, and First and Second Parana Plateau were
reconstructed using mtDNA of the following fish species: Astyanax altiparanae,
Centropomus parallelus, Characidium lanei, Mimagoniates aff. microlepis and
Rhamdia quelen. The results suggest a major environmental event responsible
for increasing the effective population size (Ne) of species on the east side of
Serra do Mar during the penultimate glaciation. Populations sampled from the
highlands do not show the same pattern of Ne variation. This result is consistent
with a single microregional influence on demographic patterns in the coastal
basins, probably caused by eustatic movements. The distinct demographic
patterns of the species analyzed in the highlands region derive, probably, of
different events on the history of these species and are also a consequence of
their inherent biological characteristics.

Keyword: Demographic history. Glaciation. Eustasy. mtDNA.
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1 INTRODUGAO

As formagbes geoldgicas da costa leste brasileira correspondente ao
Periodo Quaternario (MARTIN et al., 1993), foram fortemente influenciadas por
flutuagbes do nivel relativo do mar ao longo do litoral brasileiro. Esses
processos eustasicos moldaram a formagao das planicies costeiras (SUGUIO
et al., 1985; BIGARELLA 2001; SALLUN et al., 2012). As alteragbes no nivel do
mar sdo capazes de afetar as dimensdes e a estrutura do ambiente marinho,
estuarino e de agua doce de planicies, incluindo seus padroes de
conectividade que podem resultar em subdivisdes populacionais e contatos
secundarios (STURMBAUER, 1998; STURMBAUER et al., 2001; EGGER et
al., 2007). Esses efeitos devem ser especialmente intensos em planicies
costeiras localizadas entre o mar e os contrafortes da Serra do Mar. Ciclos
glaciais durante o Pleistoceno promoveram eventos de conectividade e
isolamento de habitats capazes de deixar assinaturas na histéria evolutiva de
taxons da planicie costeira devido a sua contribuicdo significativa na
diversificacdo e geragdo da biodiversidade (NEVADO et al., 2013) além de
alteragcdes no tamanho populacional.

As variagdes do nivel do mar na costa sul-americana estdo muitas
vezes relacionadas a variagdes no volume de agua oceanica de acordo com a
temperatura global e volume dos oceanos referentes aos movimentos de
placas tectbnicas, mas estao principalmente relacionadas ao derretimento de
calotas polares. Ha 123 mil anos, aproximadamente, o nivel do mar
encontrava-se até 10 m acima do nivel atual e 5,3 m ha 5.100 anos (MARTIN
et al., 1996; MARTIN, 2003). Esses maximos foram separados por um evento
de regressao ocorrido ha 18 mil anos, durante o qual o oceano teria atingido
cerca de 130 m abaixo do nivel do mar atual no litoral sudeste brasileiro
(KOWSMANN; COSTA, 1974). Segundo Angulo e Suguio (1995), ha cerca de
3.500 anos o estado do Parana apresentava um nivel do mar de
aproximadamente 3 m acima do valor atual. Esta maxima ocorrida no Holoceno
seria o suficiente para inundar a grande planicie costeira do estado (ANGULO;
SUGUIO, 1995).



A geomorfologia da microbacia do Rio Nhundiaquara e da Baia de
Paranagua no litoral paranaense sugere que no inicio do Pleistoceno tenha
ocorrido isolamento geografico nas populagbes de sub-bacias do litoral no
periodo de soerguimento da massa continental (BIGARELLA, 2001; MAACK,
2001). Reconstituicbes da histéria demografica realizadas para espécies
aquaticas continentais da planicie costeira paranaense recuperaram um sinal
de gargalo populacional semelhante em intensidade e data na analise em
taxons filogeneticamente distantes, tais como parasitos e seus hospedeiros
(vide BUENO-SILVA, 2011; FERREIRA, 2012). Por exemplo, eventos de
gargalo e subsequente expansao demografica em populagdes de Scleromystax
sp. foram apontados por Bueno-Silva (2011). As evidéncias sugerem que o
gargalo coincide com a elevagao dos niveis do mar e consequente redugéo da
extensdo dos habitats de agua doce representados pelas bacias hidrograficas
da planicie costeira (BUENO-SILVA, 2011; FERREIRA, 2012).

Esses resultados sugerem uma relagcéo intima entre as flutuagdes
demograficas da fauna do leste paranaense e eventos ambientais extensos,
e.g flutuagdes do nivel do mar, e suas consequéncias. Porém, até o presente,
poucos testes foram realizados a fim de avaliar a extensdo desse evento
hipotético de gargalo genético seguido por uma expansao populacional.

Eventos ambientais de grande amplitude e seus efeitos em populagcdes
e comunidades podem ser avaliados e melhor compreendidos com o auxilio da
ecologia molecular. A andlise integrada de eventos paleoclimaticos e
geomorfolégicos juntamente a evidéncias genéticas permitem avaliar e testar
hipéteses sobre processos que induziram a diversificacdo de populagdes e
clados locais. Portanto, o presente trabalho testa se o padrao demografico de
gargalo genético com subsequente expansao demografica observado em
taxons da planicie costeira paranaense reflete um evento localizado, portanto
compativel com a hipétese da influéncia de oscilagbes do nivel do mar, ou
regional de origem distinta, que teria, portanto afetado também espécies dos
planaltos de altitude.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar os padrboes de sinal demografico das populagdes de cinco
especies a partir das suas distribuicdes espaciais entre Planicie Litoranea e

Planaltos de Altitude do estado do Parana, Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Apontar a existéncia de um evento climatico/ambiental correlacionado
aos sinais demograficos de cinco espécies de peixes;

e Sugerir a extensdo geografica do evento hipotético associado ao perfil
demografico encontrado;

e Direcionar estudos subsequentes com o intuito de estabelecer a origem

e natureza desse evento (ou conjunto de eventos).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Para testar a extensdo do evento causador do padrdao demografico
populacional observado em espécies dos ambientes continentais aquaticos da
planicie costeira paranaense, foram amostradas espécies de diferentes regides
da seguinte maneira: 1. Espécies de agua doce ou marinha dependente de
agua doce da Planicie Litoranea; 2. Espécies de ambientes aquaticos
continentais do Primeiro e Segundo Planalto Paranaense. Assim, se o sinal de
expansdo estiver realmente relacionado a processos histéricos limitados a
regides costeiras (e.g. variacao do nivel do mar) as espécies amostradas desse
local devem apresentar o mesmo sinal de expanséo genética na reconstrugao
de sua histéria demografica. Nesse caso, 0s sinais de expansao em espécies
do Primeiro e Segundo Planalto devem estar ausentes ou, se ocorrer, devem
discordar em datagcdo de amplitude daquele ocorrido para espécies da Planicie
Litoranea. Se todas as espécies avaliadas apresentarem sinais de expansao
demografica compativeis, o evento deve ser considerado de maior extensao
(e.g. alteragdo climatica) e sua influéncia nédo tera sido microregional (i.e.

apenas no ambiente costeiro).

3.2 ESPECIES AMOSTRADAS

Populagdes de cinco espécies distintas de peixes foram escolhidas a
fim de estudar o sinal demografico de cada populagao em diferentes regides do
estado do Parana. Sequéncias de DNA das espécies Astyanax altiparanae
(Garutti & Britski, 2000), Characidium lanei (Travassos, 1967), Centropomus
parallelus (Poey, 1860), Mimagoniates aff. microlepis (Steindachner, 1876) e
Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) foram compiladas para o presente
estudo. A selegao das cinco espécies teve como base a disponibilidade de

dados genéticos para analise e distribuicao regional das populagdes.
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Centropomus parallelus (Perciformes), conhecido popularmente como
robalo-peva, ocorre nas aguas salgadas e salobras da costa leste brasileira,
desde o sul do Estado de Santa Catarina até o Maranhdo. Mimagoniates
microlepis (Characidae), a piaba azul, ocorre desde a regido norte do estado do
Espirito Santo até a regido nordeste do Rio Grande do Sul (WEITZMAN et al.,
1988). No estado do Parana, pode ser encontrada ao longo da Planicie
Costeira e riachos do Rio Iguagu. Comumente chamada de jundia, R. quelen
(Heptapteridae, Siluriformes) distribui-se em regides neotropicais, desde o
sudeste ao norte do México e norte e centro da Argentina (SILFVERGRIP,
1996). Essa espécie de bagre vive em lagos e pogos fundos de rios de aguas
calmas junto as margens e vegetacao (GUEDES, 1980). Characidium lanei
(Crenuchidae, Characiformes), conhecida popularmente como “mocinha”,
apresenta distribuicdo neotropical sendo encontrada em bacias costeiras da
regido Sul e Sudoeste do Brasil. O lambari-do-rabo-ameralo, A. altiparanae
(Tetragonopterinae), € a espécie mais amplamente distribuida dentre os
Characiformes, sendo encontrada nas bacias do Rio Iguagu e Parana
(CASATTI et al., 2001).

3.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO E PROCEDIMENTO MOLECULAR

Individuos das cinco espécies indicadas acima foram coletados no
litoral do Parana e no Primeiro e Segundo Planalto Paranaense (Fig. 1).
Mimagoniates aff. microlepis foram obtidos do Primeiro Planalto no municipio
de Balsa Nova-PR em afluente do Rio lguacgu. Astyanax altiparanae e R.
quelen foram coletados no Segundo Planalto no municipio da Lapa-PR,
também na bacia hidrografica do Rio Iguagu. Characidium lanei e outro grupo
de individuos de M. aff. microlepis foram capturados no Rio Marumbi na
Planicie Litoranea, municipio de Morretes-PR. Espécimes de Ce. parallelus
foram coletados nas bacias de Paranagua-PR e Guaratuba-PR, representando
a unica espécie marinha, porém de habitos reprodutivos estuarinos e
dependente de agua doce. Numero de animais amostrados e

georreferenciamento dos pontos amostrais sdo apresentados na Tabela 1.
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Parte do tecido dos espécimes foi retirada no momento da coleta e conservada
em solucao tampao EDTA-DMSO (SEUTIN et al., 1991).

Planicie Plataforma
Litoranea Continental

Segundo Planalto Primeiro Planalto

Figura 1 — Perfil geomorfolégico de parte do estado do Parana com destaque das setas
escuras para as regides de coleta do material biolégico nos planaltos de altitude e no litoral

paranaense.

Os fragmentos do DNAmt selecionados para as analises foram:
Citocromo-b (Cyt-b) para as cinco espécies, Citocromo Oxidase subunidade |
(COlI), exclusivamente para R. quelen, e a regiao controladora do DNAmt (D-
loop), exclusivamente para A. altiparanae. As coordenadas geograficas e o
numero amostral de cada espécie utilizado para cada fragmento de DNA sao
detalhados na Tabela 1. As sequéncias de DNA utilizadas nesse estudo, com
excegao de M. aff microlepis e R. quelen, sdo as mesmas utilizadas nos
trabalhos de Prodocimo et al. (2008), Pie et al. (2009), Ferreira (2012).
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Tabela 1 - Detalhamento do local de coleta, espécie e niumero amostral referente aos

respectivos fragmentos do DNAmt.

N°/ gene
Regiao Cg:;digzg:s Espécies
g Cyt-b D-loop Col
Primeiro 25° 33’ 55" S . . . ,
Planalto 49° 42’ 44" O Mimagoniates aff. microlepis 17
Astyanax altiparanae 9 20
Segundo 25°47 40" S
Planalto 50° 11’ 54” O
Rhamdia quelen 41 41
Mimagoniates aff. microlepis 48
Planicie 25°30' 54" S
Litoranea 48° 52’ 03" O
Characidium lanei 19
Plataforma 25°41'S
Continental 48°38' O Centropomus parallelus 89

As amostras foram conservadas em ambiente refrigerado até o

momento da extracdo do DNA através do kit EZ-DNA (Biosystems®) adotando

protocolo do fabricante. O material genético extraido foi utilizado para a

amplificagdo do fragmento de DNAmt de interesse com protocolo otimizado

para Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR). As PCRs foram realizadas com

um volume total de 25 ul contendo uma mistura de: 1,5 mM de MgCls; 0,4 mM

de dNTPs; tampéo (buffer) 1x; 0,5 U da enzima Taq polymerase; 2 yM de cada

oligonucleotideo iniciador (Tabela 2). O material genético foi amplificado a uma

temperatura de denaturagao inicial de 94 °C durante 4 min, seguido de 35

ciclos de denaturagao a 94 °C por 45 s, anelamento variando entre 51 e 60 °C

(de acordo com o fragmento pretendido) por 45 s, extensédo a 72 °C durante 1

min e ao fim do ultimo ciclo uma extensao final a 72 °C por 5 min.
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Tabela 2 — Especificagdes dos iniciadores moleculares utilizados para a amplificagdo de cada

fragmento de DNA.

Gene :‘:ﬁ;‘:d%? Sequéncia Referéncia
Cyth GLUDG.L 5' TGACCTRAACCAYCGTTG 3' PALUMBI, 1996
H16460 5' CGAYCTTCGGATTACAAGACCG 3' PERDICES & DOADRIO, 2001
D-loop H16498 5' CACCTGAAGTAGGAACCAGATG 3' MEYER et al., 1990
L15774M 5' ACATGAATTGGAGGTATACCAGT 3' PRIOLI et al., 2002
col HCO 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3' FOLMER et al., 1994
LCO 5' GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3' FOLMER et al., 1994

O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
1,5% e corado em Brometo de Etidio para posterior visualizagdo em luz UV. As
amostras comprovadamente amplificadas foram purificadas com a utilizagao do
kit MinElute® (Qiagen®) ou Microcon® Unidades de Filtro de Centrifuga
(Millipore®) ou protocolo para uso de PEG (PEG 8.000 20% NaCl 2,5M). Os
produtos de PCR purificados foram sequenciados em um sequenciador
automatico ABI 3130 (Applied Biosystems®) utilizando protocolo indicado para
0 equipamento. As sequéncias foram editadas manualmente no programa
BioEdit v.7.0.9 (HALL, 1999) e alinhadas no programa MUSCLE 3.7 (EDGAR,
2004).

3.4 ANALISE DA HISTORIA DEMOGRAFICA

A escolha do modelo de substituicdo para o alinhamento das
sequencias de DNAmt de cada espécie foi realizada através do programa
jModelTest v.1.1 (POSADA et al., 2008) por selecionar estatisticamente o
melhor ajuste de modelos de substituicdo de nucleotideos. Os modelos com o
menor valor de evolugao molecular foram escolhidos seguindo os critérios de
informagao de Akaike corrigido (AlCc) para os fragmentos Cyt-b, D-loop e COI
foram usados na anadlise de reconstru¢do da histéria demografica das
populagdes (Tabela 3). Essa reconstrugcdo foi inferida por andlise de
coalescéncia Bayesian Skyline Plot através dos programas BEAST v.1.7.5.
(DRUMMOND; RAMBAUT, 2007) e Tracer v.1.5 (RAMBAUT; DRUMMOND,
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2007). Os parametros da analise Bayesiana foram estimados com dados né&o
particionados, quatro corridas independentes com 50 milhdes de geragdes,
amostragem a cada 1.000 arvores, burn-in de 1.000 arvores e frequéncia de
bases estimada. A taxa de mutagdo utilizada para Cyt-b foi de 0,0076
mutacgdes/sitio/milnées de anos (ZARDOYA; DOADRIO, 1999); para D-loop de
0,0167 mutagdes/sitio/milhdes de anos (SIVASUNDAR et al., 2001) e para COI
de 0,0045 mutagdes/sitio/milhdes de anos (WEEB et al., 2004) (Tabela 3). Os
valores para taxa de mutagdo utilizados na andlise n&o conferem
especificidade em nivel taxondmico de espécie, porém, sao os dados
disponiveis na literatura com valores para grupos filogeneticamente mais

proximos das espécies alvo.

Tabela 3 — Modelos de substituicdo de nucleotideos e taxa de mutagao utilizada para cada

espécie alvo.
.. Modelo (AICc) Taxa de Evolucao (%)
Espécies
Cyt-b D-loop COl Cyt-b D-loop COl
Centropomus parallelus TN . . 0,0076
Characidium lanei HKY . . 0,0076
Mimagoniates aff. microlepis™ TrN+G . . 0,0076
Mimagoniates aff. microlepis** TrN . . 0,0076
Rhamdia quelen TN+I+G . TN+I 0,0076 . 0,0045
Astyanax altiparanae TN TN . 0,0076 0,0167

* M. aff. microlepis referente a Planicie Litordnea Paranaense.
** M. aff. microlepis referente ao Primeiro Planalto Paranaense.
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4 RESULTADOS

A reconstrugdo demografica foi obtida com o método de skyline plot, o
qual é fundamentalmente baseado na teoria coalescente. Coalescéncia
quantifica a relagdo entre a genealogia inferida a partir de sequéncias e a
histéria demografica da populagdo. Foram utilizados alinhamentos de 872
pares de bases (pb) de Cyt-b e 481 pb de D-loop para A. altiparanae, 962 pb
de Cyt-b para Ch. lanei, 577 pb de Cyt-b para Ce. parallelus, 914 pb de Cyt-b
para M. aff. microlepis e 838 pb de Cyt-b e 572 pb de COI para R. quelen. Os
resultados das analises da histéria demografica mostram a relagdo entre o
tamanho efetivo das populagbes (Ne) (eixo y) ao longo do tempo (eixo x) (Fig.
2-4). O segmento de linha na cor preta indica o valor médio da populagéo e o
intervalo de confianga esta representado pelo espago em cinza.

Ambas espécies de Characiformes da Planicie Litoranea apresentaram
sinal semelhante do histérico demografico a partir de dados do DNAmt do gene
Cyt-b (Fig. 2A e 2B).

1E1 1E2

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0 5E-2 0.1 0.15 0.2 0.25

Tamanho efetivo da populagéao

x1.000.000 anos

Figura 2 — Skyline plots das espécies da Planicie Litoranea Paranaense a partir do fragmento

de DNAmt Citocromo-b. A) Mimagoniates aff. microlepis; B) Characidium lanei.
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Para M. aff. microlepis (Fig. 2A) foi possivel reconstruir quase 500 mil
anos de historia demografica. Nessa reconstrugéo observa-se um leve declinio
do Ne até 170 mil anos atras, com um crescimento elevado subsequente do Ne
até 25 mil anos atras. A curva do Ne de M. aff. microlepis volta a representar
um leve declinio até os dias atuais. O mesmo padrdo & observado para Ch.
lanei, com reconstrugcdo de mais de 250 mil anos onde se observa um
crescimento acentuado do Ne a partir de 150 mil até 50 mil anos atras.

Uma histéria demografica muito semelhante é observada para Ce.
parallelus, Perciformes de vida marinha. Através da avaliagdo também do gene
Cyt-b foi reconstruido seu histérico demografico em pouco mais de 200 mil
anos atras. Essa reconstrugdo também indica um aumento do Ne proximo a
190 mil até 100 mil anos atras (Fig. 3). Essa datagdo € um pouco anterior a

apresentada para os peixes de agua doce da Planicie Litoranea.

1.E3

1.E2

1.E0

5E-2 0.1 0.15 0.2

Tamanho efetivo da populagédo

x1.000.000 anos

Figura 3 — Skyline plot a partir do fragmento de DNAmt Citocromo-b para Centropomus
parallelus.

Diferente dos resultados obtidos para as populacdes de peixes do
litoral paranaense, as popula¢des estudadas de espécies dos planaltos do
Estado do Parana apresentaram perfis distintos de histéria demografica (Fig.
4).
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Figura 4 — Skyline plots das espécies do Primeiro e Segundo Planalto Paranaense: A e B)

Astyanax altiparanae; B e C) Rhamdia quelen; E) Mimagoniates aff. microlepis. Em: A, C e E

analises de Citocromo-b, em B da Regido controladora do DNAmt e em D Citocromo

subunidade |I.

A histdria evolutiva da populagéo de A. altiparanae, inferida pelo valor

de Ne, apresentou uma redugao acentuada a partir de 250 mil anos atras (Fig.

4A e 4B). Embora tenha sido possivel reconstruir o histérico demografico da

populacdo em mais de 1 milhdo de anos nao se observa, em qualquer

momento, um incremento do Ne, como ocorreu nas populacdes da Planicie

Litoranea. O resultado se repete para Cyt-b e D-loop. Por outro lado, a
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populacdo de R. quelen apresentou baixo aumento do Ne para os genes Cyt-b
e COl a partir de 250 mil anos atras, também em skyline plots que
reconstruiram mais de 1,5 milhdes de anos (Fig. 4C e 4D). No entanto, se
analisada na mesma escala temporal dos skyline plots das populagdes
litoraneas, ndo se observa incremento do Ne compativel com aqueles
observados nas espécies da planicie costeira. As histérias demograficas de
populacbées de M. aff. microlepis do Primeiro Planalto e da Planicie Litoranea
foram reconstruidas pelo mesmo gene, Cyt-b, mas as curvas resultantes
apresentaram padrdes significativamente diferentes As populagdes do Primeiro
Planalto apresentaram uma redugéo gradativa a partir 150 mil anos atras com

um pequeno incremento a partir dos 20 mil anos atras (Fig. 4E).
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5 DISCUSSAO

A ictiofauna dos Planaltos de Altitude e da Planicie Litordnea
Paranaense apresentaram diferentes perfis de histérias demograficas. Em
geral, os perfis foram semelhantes entre si para as espécies coletadas na
Planicie Costeira e para a unica espécie marinha amostrada, além de bastante
variavel para as populagdes amostradas nas regides de Planalto. Na Planicie
Costeira, as mudangas temporais nas populagdes de Ch. lanei, Ce. parallelus e
M. aff. microlepis demonstram influéncia de processos em nivel microregional.
Os skyline plots resultantes para essas trés espécies de peixes apresentam um
padrdao de expansdo do Ne semelhante. Mimagoniates aff. microlepis e Ch.
lanei exibem uma curva acentuada de expansao de Ne ha aproximados 120 mil
anos. Curiosamente, essa datagao corresponde ao momento em que o mar
atingiu seu mais alto nivel chegando a aproximadamente 10 m de altitude no
decurso maximo de degelo interglacial (MARTIN et al. 1996; MARTIN, 2003). A
expansdao do Ne de Ce. parallelus iniciou anteriormente as outras duas
especies.

Esse resultado sugere que as trés espécies de peixes costeiros ou
marinhos sofreram influéncia de mudancas microrregionais ocorridas na
Planicie Costeira. Flutuagcdes do nivel do mar durante o Pleistoceno Médio e
Pleistoceno Superior representam possiveis eventos associados ao padrao
demografico observado. A expansdao observada representa as respostas
dessas espécies decorrente da influéncia dessas flutuagdes e das variagdes da
extensdo e fragmentacdo das microbacias do litoral paranaense e aumento da
amplitude na Planicie Costeira.

A eustasia é correlacionada principalmente ao degelo e formagéo das
calotas polares no decorrer dos eventos glaciais. Durante o Quaternario, pelo
menos trés processos de reconexdes e isolamentos de rios e bacias estiveram
envolvidos com movimentos de introgressdes e regressdes marinhas (SUGUIO
et al., 1985; MARTIN et al., 1996). Diante de todos os resultados obtidos e
informagdes paleoclimaticas (ANGULO; SUGUIO, 1995; BIGARELLA, 2001;
MAACK, 2001; MARTIN et al,, 1993; MARTIN, 2003; SALLUN et al., 2012;

SUGUIO et al.,, 1985) é possivel sugerir que a flutuagédo no nivel do mar
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durante a penultima glaciacdo tenha alcangcado niveis de intensidade
suficientes para direcionar a histéria evolutiva das populagbes da Planicie
Litoranea e Costeira.

Se de fato, variagcdes do nivel do mar influenciaram a histéria do
tamanho efetivo das populagdes de peixes no litoral paranaense, é possivel
que variagdes ciclicas do nivel do mar tenham influenciado processos
sequenciais de isolamento e reconexdo de bacias hidrograficas costeiras,
promovendo a diversificagao intra e inter-especifica. A importancia da variagao
do nivel do mar como potencial gerador de diversidade em peixes de agua
doce ja foi reconhecida (e.g. APRIL et al. 2012; NEVADO et al. 2013).

Nos planaltos a oeste da Serra do Mar, populagcbes de A. altiparanae,
R. quelen e M. aff. microlepis apresentam histérias demograficas singulares e
discrepantes aquelas da costa. Os resultados ndo convergem para um padrao
unico, ou seja, cada populagdo possui uma historia independente nao
suportando a hipétese de influéncia de um evento comum relacionado para
ambas espécies nessa regido ou mesmo com as populacbes ao leste ja
mencionadas.

Com base nos resultados deste trabalho é possivel sugerir que
alteracdes no Ne, das espécies em questdo, de peixes dos corpos hidricos de
terras altas do estado paranaense nao estariam relacionadas com os eventos
que geraram o padrao microrregional de expansao demografica observada nas
espécies litordneas supracitadas. Diferente do evidenciado por Bueno-Silva
(2011) este estudo ndo obteve um padrdo de gargalo genético com
subsequente expansao demografica para nenhuma das cinco espécies
estudadas. O fato pode ser explicado pelas caracteristicas biolodgicas inerentes
da espécie analisada pelo autor.

Porém, ao observar as mudangas na linha do Ne em conjunto com as
datagdes dos resultados de skyline plots nao é possivel descartar hipoteses de
que outros eventos climaticos/ambientais estejam correlacionados as diferentes
e incongruentes histérias demograficas dos peixes nos planaltos de altitude.

A falta de valores especificos para taxa de mutacdo das espécies alvo
na literatura foi contornada pela utilizacdo de taxas disponiveis para outros
grupos de peixes. As diferencas encontradas nas datagdes para fragmentos de
DNAmt pertencentes a diferentes genes indicam uma sutil discrepancia diante
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a estimativa temporal, como pbéde ser observado em A. altiparanae. No
entanto, os diferentes genes apresentados neste estudo, tanto para A.

altiparanae quanto para R. quelen, alcangaram um sinal demografico comum.
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6 CONCLUSAO

Os impactos aos quais o cenario pretérito possivelmente esteve
exposto poderiam ser inumeros. Sendo assim, torna-se viavel a ideia de que as
cinco espécies sofreram consequéncias geradas pela sequencia de alteragbes
climaticas ao longo do tempo, porém de modo e intensidade diferentes. As
mudangas na ictiofauna regional podem estar intimamente relacionadas a
diversidade das populagdes, efeitos de gargalo genético e consequentemente
aumento ou perda de alelos (NEVADO et al., 2013). Especialmente as
populagdes analisadas ao leste da Serra do Mar apresentaram um padrao de
explosdao de tamanho efetivo populacional em um momento semelhante da
histéria glacial o que indica a agdo de um evento de grande intensidade. Este
parece corresponder a eustasia do periodo quando o mar sofria um aumento
em seu nivel (MARTIN et al. 1996; MARTIN, 2003). Os resultados auxiliam a
entender como espécies marinhas, como o robalo, sdo envolvidas pelo evento
tanto quanto as espécies de agua doce. A visivel diferenga entre skyline plots
dos planaltos e da planicie litoranea aponta a influéncia das introgressoes e
regressoes de forma intensa na regiao costeira.

O estabelecimento de taxas de mutagcdo especificas em nivel
taxondmico mais proximo as espécies alvo certamente fornecera maior suporte
as analises realizadas. Juntamente com a obtencao de novos dados, pesquisas
adicionais poderao ser realizadas a partir deste modelo a fim de compreender a
historia evolutiva da fauna e flora em toda margem leste continental sul-
americana avaliando os diferentes aspectos envolvidos, como por exemplo,
tamanho da plataforma continental, tamanho de area inundada durante os
milhares de anos de introgressdo marinha e diferentes alturas que o mar

alcancou ao longo da costa.
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