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NASCIMENTO, Raul Henrique Cardoso. Descricdo de uma espécie nova de
Steindachneridion Eigenmann & Eigenmann, 1919 (siluriformes, pimelodidae) do Alto
Rio Parand. 2021. 91 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina 2021.

RESUMO

Steindachneridion € um género da familia Pimelodidae (Siluriformes) constituido por seis
espécies de bagres de grande porte popularmente conhecidos como surubins com alto interesse
pesqueiro. Devido sua baixa frequéncia em inventarios, o género € pouco estudado, acumulando
uma série de duvidas e incertezas acerca de seu status taxondmico e relacdo filogenética. Neste
contexto, o presente estudo se propde reavaliar o status taxondémico das espécies encontradas
no alto rio Parand, bem como construir uma hipétese filogenética para o grupo. Neste contexto,
0 presente estudo se propde reavaliar o status taxondmico das espécies encontradas na alto rio
Parana, bem como construir uma hipotese filogenética para o grupo. Uma nova espécie de
Steindachneridion Eigenmann & Eigenmann, 1919 é descrita da bacia do alto rio Parana
utilizando uma abordagem baseada em taxonomia integrativa. Steindachneridion sp. n.
distingue-se das demais espécies do género por um conjunto de proporc¢des morfoldgicas e por
uma sequéncia Unica do gene COI. Steindachneridion scriptum tem sua distribuicdo geografica
redefinida, e com base em evidéncias concretas, S. punctatum € aqui caracterizada como
sinbnimo janior de S. scriptum. Além das questdes taxondémicas, as relagdes filogenéticas foram
avaliadas por inferéncia bayesiana e maxima verossimilhanca dos dados de trés diferentes loci
(COl, 12S + 16S: mtDNA,; Rag2: nuDNA) totalizando 2218 pb. Os resultados corroboram a
monofilia de Steindachneridion e sua posicdo basal em relacdo aos demais Pimelodideos.
Steindachneridion amblyurum se apresenta como grupo irmao das demais espécies, as quais se
diversificaram nos ultimos 25 Ma a.p. A inferéncia de distribuicdo ancestral do grupo aponta
para uma diversificacdo vicariante, suportando entdo uma especiacdo alopatrica do grupo ao
longo das diferentes bacias hidrogréficas ocorrendo no sentido norte sul.

Palavras-chave: taxonomia integrativa; filogenia; alto rio Parand; surubim.



NASCIMENTO, Raul Henrique Cardoso. Description of a new species of Steindachneridion
Eigenmann & Eigenmann, 1919 (siluriformes, pimelodidae) from Alto Rio Parana. 2021.
91 p. Thesis (Doctoral in Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2021.

ABSTRACT

Steindachneridion (Pimelodidae: Siluriformes) comprises six large catfish species, popularly
known as surubins, with high fishing interest. Due to its low frequency in inventories, the genus
is scarcely studied, accumulating a series of questions and uncertainties about its taxonomic
status and phylogenetic relationship. In this context, the present study proposes to reevaluate
the taxonomic status of the species found in the upper Parana river and construct a phylogenetic
hypothesis for the group. A new species of Steindachneridion Eigenmann & Eigenmann, 1919
is described from the upper Parana river basin using an integrative taxonomy approach.
Steindachneridion sp. n. is distinguished from other genus species by a set of morphological
proportions and by a unique sequence of the COI gene. Steindachneridion scriptum has
redefined its geographic distribution and based on hard evidence, S. punctatum is characterized
as a junior synonym for S. scriptum. In addition to taxonomic issues, phylogenetic relationships
were assessed by Bayesian inference and the maximum likelihood of data from three different
loci (COI, 12S + 16S: mtDNA,; Rag2: nuDNA) totaling 2218 bp. The results corroborate the
Steindachneridion monophilia and its basal position in relation to the other Pimelodids.
Steindachneridion amblyurum was revored as a sister group of the other species, which have
diversified in the last 25 Ma a.p. The inference of the group's ancestral distribution points out
to a vicarious diversification, supporting then an allopatric diversification of the group along
the different hydrographic basins occurring in the north-south direction.

Key words: integrative taxonomy; phylogeny; upper Parana river; surubim.
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1 APRESENTACAO

Os surubins, bagres do género Steindachneridion, sdo peixes de grande porte com
preferéncia por ambientes rochosos e dguas profundas que ocorrem em diversas bacias
hidrograficas da América do Sul. Atualmente sdo descritas seis espécies para o género,
desde as bacias costeiras do Leste até a bacia do rio Uruguai. Esses peixes sao
naturalmente raros e sofrem diversos tipos de interferéncias antropicas, sendo que todas
as espécies estdo sob algum grau de ameaga de extingao.

Estudos com Steindachneridion sao escassos em relacdo as espécies. O género
apresenta um padrao alopatrico de distribui¢do para a maioria das espécies, com excegao
de S. scriptum e S. punctatum, ambas descritas ocorrendo simpatricamente no rio
Uruguai, e posteriormente tendo suas areas de ocorréncia ampliada também para a bacia
alto rio Parand. Essa quebra no padrdo de distribui¢do do grupo, somada a sobreposi¢ao
de caracteres diagnosticos, nos levou a querer investigar melhor a relagdo entre essas duas
espécies.

Outra duavida sobre os surubins ¢ em relagdo ao monofiletismo do grupo, pois em
diversos estudos filogenéticos, sejam eles morfologicos ou moleculares, apenas uma
espécie do grupo foi inserida nas andlises. Esse fato, incorre também na impossibilidade
da compreensao das relagoes filogenéticas entre as espécies do género. Deste modo, o
presente estudo foi idealizado para elucidar essas informagoes, o que contribuir para o
conhecimento sobre o grupo.

O trabalho serd apresentado com uma breve revisdo sobre os assuntos aqui
tratados, seguido por dois capitulos no formato de artigo cientifico. O primeiro deles foi
dedicado a questdo da ocorréncia simpatrica de duas espécies do género em duas bacias
distintas e suas implicacdes taxonOmicas. O segundo capitulo tratard das questdes
filogenéticas do género e considera¢des em relacdo a sua posi¢do na familia, com énfase
na confirmag¢do de seu monofiletismo, relagdes intraespecificas e padroes ancestrais de

dispersao.



15

2 INTRODUCAO GERAL

O Brasil detém uma das maiores redes hidrograficas do mundo (STEVOUX;
SOUZA-FILHO; JABUR, 1997). Rios como, Amazonas, Parand, Araguaia e Sao
Francisco estdo entre os maiores tributarios do mundo nao apenas em extensao, mas
também pelo volume hidrico (SALGADO; CHEREM; DE SORDI, 2018). Dentre essas
bacias, a bacia do rio Parand ¢ a segunda maior bacia da América do Sul (AGOSTINHO
et al., 1995) e participa da formag¢ao da bacia do Prata na regido norte da Argentina, sendo
seu principal tributario (AGOSTINHO; JULIO JR, 1999). O rio Parana nasce da jungdo
dos rios Grande e Paranaiba, proximo a divisa entre os estados de Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais e Sao Paulo (MALFATTI; CARDOSO; HUMBERGUER, 2018), e esta
entre os dez maiores rios do mundo, com aproximadamente 4.695 km de extensdo,
possuindo a quarta maior area de drenagem, de 2,8 x 10® ha (AGOSTINHO et al., 1995).

A bacia do rio Parand abriga mais de 600 espécies de peixes (BONETTO, 1986;
LATRUBESSE et al., 2005), contribuindo para a grande riqueza de espécies presentes na
Regido Neotropical. Entretanto, a bacia localiza-se em regides altamente populosas e
dessa forma as drenagens sofrem com as agdes antrdpicas e impactos decorrentes dessa
atividade, principalmente pela descarga de esgoto doméstico e insumos agricolas biocidas
(AGOSTINHO; THOMAZ; NAKATANI, 2002).

A porc¢ao do alto rio Parana compreende a regido superior da bacia do rio Parana,
a montante da usina hidrelétrica de Itaipu (GRACA; PAVANELLI, 2007), possui uma
4rea de aproximadamente 900.000 km? (CASTRO et al., 2003). Esse trecho ¢ composto
por grandes afluentes, como os rios Grande, Paranaiba, Paranapanema e Tieté, além do
seu tributario principal, o rio Parana. Entretanto, ao longo dos anos, esses afluentes
perderam sua caracteristica 16tica e hoje possuem diversos barramentos ao longo de sua
extensdo (AGOSTINHO et al., 2008). Atualmente, a bacia do alto rio Parana abriga
grande parte das usinas hidrelétricas do Brasil, responséaveis por aproximadamente 70%
da energia elétrica produzida que abastece o pais (AGOSTINHO et al., 2007).

Do ponto de vista icitiofaunistico, o alto rio Parana ¢ uma regido com uma fauna
bastante diversificada e sitio de estudo de muitas espécies de peixes, com diversos
trabalhos (CASSATI, LANGEANI, CASTRO et al.,, 2001; CASTRO et al., 2003;
CASTRO et al., 2004; CASTRO et al., 2005; LANGEANI et al., 2007). Abriga cerca de
270 a 310 espécies de peixes (AGOSTINHO et al. 2007, LANGEANI et al. 2007,
JARDULI et al., 2020) com alto endemismo registrado para a regido (CASTRO et al.
2003; LANGEANI et al. 2007; LIERMANN et al., 2012; JARDULI et al., 2020).
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A composicao da ictiofauna do alto rio Parana tem sido moldada por uma
complexa historia biogeografica e geoldgica. Atividades tectonicas ao longo de
Paledgeno e Neogeno marcam a evolugdo orogénica da bacia (MAACK 1981;
AB'SABER, 1998), que juntamente a um complexo sistema de falhas na area, sdo
apontadas como a principal causa de diversos eventos de captura de cabeceiras (CASTRO
et al., 2003; LANGEANI et al., 2007). Deste modo, o Alto Parand compreende uma
unidade geografica propria do ponto de vista ictiofaunistico, que em parte, compartilha
sua historia com drenagens vizinhas (LANGEANI et al., 2007). Ainda assim exibe
caracteristicas proprias altamente propensas a retencao de unidades evolutivas
independentes, com um inequivoco endemismo (VARI; 1988; CASTRO et al., 2003;
LANGEANI et al., 2007).

2.1 FAMILIA PIMELODIDAE (BONAPART, 1869)

Segundo Nelson (2016), a ordem Siluriformes contém 40 familias com cerca de
490 géneros e aproximadamente 3.730 espécies, com 2.053 ocorrendo nas Américas.
Apesar de muito estudado e apresentando-se como um grupo monofilético, algumas
questdes sobre a classificagdo sistematica e relagdo entre as familias devem ser elucidadas
(MALABARBA; MALABARBA, 2020).

A familia Pimelodidae apresenta uma moderada diversidade se comparada a
outras familias da ordem Siluriformes, com mais de 100 espécies de peixes de dgua doce
(FRICKE.; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2021). Segundo Ferraris (2007), compde
a familia cerca de 29 géneros, 93 espécies viventes e 4 espécies fosseis. Todas as espécies
sao endémicas da regido Neotropical, apresentando alta diversidade nas bacias dos rios
Amazonas, Parana e Orinoco (LUNDBERG; LITTMANN, 2003). Comumente chamadas
de bagres, muitas espécies sdo consideradas uma importante fonte de proteina animal na
alimentacdo da populacdo humana (FREITAS; MOTAG, 2019). Além disso, os bagres
possuem um valor econdmico no comércio de peixes ornamentais ou mesmo na pesca
esportiva. Muitas espécies sdo carnivoras ou onivoras, apresentando maior atividade ao
anoitecer, ndo possuem dimorfismo sexual, apresentam fertilizacdo externa, sem cuidado
parental (MALABARBA; MALABARBA, 2020). Em média, o tamanho das espécies
varia entre 20 a 80 cm, porém certas espécies como Zungaro zungaro (Humboldt 1821)
(jaw) ou Brachyplatystoma filamentosum (Lichtenstein 1819) (piraiba) podem atingir
comprimentos de 140 cm e 300 cm, respectivamente (LUNDBERG; LITTMANN, 2003).
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Diversas hipoteses filogenéticas tém sido propostas para a familia Pimelodidae,
mas podem ser resumidas em duas diferentes inferéncias quanto a posi¢do de
Steindachneridion na familia. Por um lado, dados morfologicos tém apontado a
associacao de Stenidachneridion juntamente com Phractocephalus e Leiarius na base de
Pimelodidae (LUNDBERG et al., 1991; NASS, 1991; LUNDBERG; AKAMA, 2005).
Por outro lado, dados moleculares apontam apenas para Steindachneridion na base de
Pimelodidae, como grupo irmdo dos demais (HARDMAN; LUNDBERG, 2006;
LUNDBERG et al., 2011; SULLIVAN et al., 2013). Embora os dados tenham natureza
distinta, Steindachneridion sempre assume uma posicao basal na familia. Contudo, até o
momento nao existem hipoteses filogenéticas embasadas em dados moleculares para a

relacdo dentro de Steindachneridion o que dificulta a derivacao de hipdteses para o grupo.

2.2 GENERO STEINDACHNERIDION EIGENMANN & EIGENMANN, 1919

Steindachneridion ¢ um género constituido por seis espécies viventes e duas
espécies fosseis. Estes peixes sdo bagres de grande porte que vivem em ambientes de
fundo rochoso e fluxo rapido, e sdo conhecidos popularmente como surubins
(GARAVELLO, 2005). Devido ao grande porte, geralmente despertam interesse nas
atividades de pesca, sendo em alguns casos encontradas sob a posse de pescadores
profissionais em seus estoques de comercializagao.

Garavello (2005) distingue o género Steindachneridion de outros da familia
Pimelodidae por uma combinacao de 10 caracteristicas morfologicas (espinho do parieto-
supraoccipital sem contato com a placa nucal anterior; um sulco mediano separa as placas
dentigeras no pré-maxilar e dentdrio com dentes viliformes; uma ou duas placa dentigera
vomeriana; cabega relativamente pequena e coberta por pele espessa; olhos relativamente
pequenos e com margem orbital livre; oito raios branquiostegais; nadadeira dorsal com
sete raios ramificados; aculeos das nadadeiras dorsal ndo pungentes; actileo da nadadeira
peitoral ndo pungente € com margens anterior e posterior lisas; primeiro arco branquial
com 12 a 20 rastros; nadadeira adiposa longa e nadadeira caudal emarginada, exceto em
S. amblyurum).

Platystoma parahybae Steindachner (1877) foi a primeira espécie descrita do
género. Posteriormente, Eigenmann e Eigenmann (1888) estudando o material tipo dessa
espécie descreveram uma nova espécie para o grupo, Steindachneria amblyurum, sendo

essa elencada como a espécie tipo do género e propondo assim uma modificagdo no
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género para abrigar as duas espécies. A alteragdo para um novo nome para o gé€nero
justificava-se porque Platystoma (Meigen 1803) ja era reconhecido em Diptera.

Steindachneria scripta e sua variacdo S. scripta punctata foram descritas por
Miranda Ribeiro (1918), as duas ocorrendo simpatricamente no rio Uruguai. E em uma
revisdo do grupo, Eigenmann e Eigenmann (1919) propuseram um novo nome para o
género, Steindachneridion, pois o anterior ja estava pré-ocupado por Steindachneria
Goode & Bean, 1888, em Gadiformes. Britski (1969), sinonimizou S. scriptum punctatum
a S. scriptum, baseando-se em material tipo de diversas espécies de peixes, informagao
acatada por Eschemeyer (1988). Porém, S. scriptum punctatum foi posteriormente
considerada como uma espécie valida por Garavello (2005).

Garavello (2005) descreveu uma nova espécie do rio Iguagu (S. melanodermatum)
e propds a ampliacdo da area de ocorréncia de S. scriptum e S. punctatum, que além de
ocorrer simpatricamente no rio Uruguai ocorriam também na bacia do alto rio Parana.
Atualmente, ainda € possivel se observar um lapso temporal entre os estudos com o grupo,
assim como o pequeno numero destes, o que pode estar relacionado a raridade e a
dificuldade de coleta das espécies desse género. Sendo assim, espécimes de
Steindachneridion disponiveis em colec¢des ictioldgicas sdo escassas, dificultando a
avaliacdo adequada da diversidade do grupo e a obtencao de informacdes adicionais aos
demais membros da familia (DE PINNA, 1998; LUNDBERG; LITTMANN, 2003;
GARAVELLO, 2005; LUNDBERG; AKAMA, 2005).

De modo geral, a distribui¢do das espécies do género estd intimamente associada
aos padrdes alopatricos determinados por isolamento entre bacias hidrograficas. Uma
excecdo, sao S. scriptum e S. punctatum, ja que ambas sdo descritas simpatricamente da
bacia do rio Uruguai e com ocorréncia simpatrica descrita para a bacia do alto rio Parana.
Somando-se este fato a dificuldade de identificacdo devido a similaridade morfologica
dos exemplares de Steindachneridion das bacias do rio Uruguai e do alto rio Parana e
recorrentes diagnoses conflitantes entre as espécies, a necessidade de mais estudos torna-
se indispensavel para uma melhor compreensdo dessas espécies.

Devido a ocorréncia das espécies de Steindachneridion ao longo da Mata
Atlantica, todas as espécies estdo ameacadas de extingdo, j4 que € um bioma sabidamente
degradado pelas atividades humanas e considerado um #hotspot de biodiversidade
(MITTERMEIER et al., 1999). Entre as principais ameacgas a essa diversidade, podemos
elencar a construgdo de reservatdrios para a geracdo de energia hidrelétrica e o

assoreamento dos ambientes de corredeiras (MACHADO et al., 2008). Entretanto, apesar
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da importancia dessas espécies sob o ponto de vista ecoldgico, faltam estudos que
comprovem o monofiletismo do género e suas relagdes filogenéticas interespecificas sob

o ponto de vista evolutivo.

2.3 ANALISES MOLECULARES: DELIMITACAO DE ESPECIES E FILOGENIA MOLECULAR

Abordagens moleculares tém cada vez mais auxiliado em questdes morfologicas,
dentre elas a técnica baseada no DNA barcoding (HEBERT et al., 2003), que utiliza uma
regido da subunidade I do gene citocromo c oxidase (COI). A técnica baseia-se no estudo
de uma unica regido do DNA mitocondrial para a identificag¢do de espécies (WARD et al.,
2009), considerando que a variagdo intraespecifica serda menor que a variacio
interespecifica (HEBERT et al., 2003). Um ponto positivo dessa técnica ¢ a possibilidade
de identificacdo a partir de diferentes tipos de tecidos e etapa do desenvolvimento,
incluindo desde peixes inteiros, partes de exemplares (por exemplo, nadadeiras ou tecido
muscular), e ovos e juvenis sem a presenca de caracteres morfologicos que os distinguem
(WARD et al., 2009).

Sendo assim, a técnica do DNA barcoding possibilita realizar o inventério da
biodiversidade (PEREIRA et al., 2013; FRANTINE-SILVA et al., 2015), resolver dividas
taxondmicas (NASCIMENTO et al., 2017; RAMIREZ et al., 2017) e identificar possiveis
novas espécies (MACHADO et al., 2018; OTA et al., 2020). Muitas vezes quando vistos
em contextos mais amplos de classificagdo taxondmica ou area geografica, apresentam
recorrente congruéncia com a taxonomia tradicional (PIRES; MARINONI, 2010;
SHETH et al., 2017; SCHIMIDT-EGGER et al., 2019). Considerando as limitagdes das
inferéncias utilizando um tnico loco, novos métodos baseados em estratégias estatisticas
robustas (PONS et al., 2006; PUILLANDRE et al., 2012; ZHANG et al., 2013; KAPPLY
et al., 2017) e o uso combinado de diferentes estratégias de exploraciao de novas espécies
(DELLICOUR; FLOAT, 2018) tém contornado os potenciais vieses relacionados ao
método.

Atualmente, esforcos sdo realizados para tentar identificar todas as espécies
existentes, sendo eles relacionados com a determinagdo de novas espécies (delimitagdo
de espécies) ou com a atribui¢@o a uma espécie existente. A delimitagdo de espécies pode
ser destacada também como uma importante ferramenta para a conservacdo da
biodiversidade (RANNALA; YANG, 2020). A utilizacdo de apenas uma regido génica
para os estudos de delimitacdo pode ser realizada de acordo com abordagens baseadas em

distancia genética (DNA barcoding e Automatic Barcode Gap Discovery) e abordagens
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que consideram topologias de arvores filogenéticas (entre elas modelo de Processo de
Arvores de Poisson ¢ modelo Geral Misto de Coalescéncia de Yule) (DELLICOUR;
FLOT, 2018).

Considerando a delimitacao de espécie baseada no padrao de divergéncia do DNA
barcoding, o padrao ¢ de que linhagens acumulem gradualmente diferengas genéticas,
sendo que seus diferentes niveis sdo utilizados para a delimitacdo. Considerando que a
diferenga de 2% ou mais na sequéncia quase sempre corresponde ao nivel de espécie
(LUKHTANOY, 2019). Um modelo muito utilizado para estudos do COI ¢ o modelo de
substitui¢do descrito por Kimura em 1980, intitulado de modelo de Kimura-2-Parametros
(K2P), que considera as taxas de substituicdo transicional e transversal, levando em
considerag¢do que as frequéncias das quatro bases nucleotidicas sdo as mesmas e que as
taxas de substituicdo nao variam. O outro método de delimitacdo de espécie que considera
distancia genética, ¢ denominado como Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD), que
possui como principal objetivo identificar os diferentes thresholds de distancias genéticas,
pode ser utilizado mesmo quando as duas distribui¢cdes se sobrepdem, e leva em
consideracdo a comparagdo direta entre as distribui¢des intra e interespecificas
(PUILLANDRE et al., 2012; RANNALA; YANG, 2020). Os resultados sao melhores
quando considerados grupos monofiléticos e a distribui¢cao pode ser multimodal devido a
fatores como o crescimento da populacdo e selecao populacional (DELLICOUR; FLOT,
2018).

Jé se tratando das abordagens que consideram a topologia de arvores filogenéticas,
o modelo de Processo de Arvores de Poisson (PTP) identifica o status da espécie
considerando a distribuicdo dos comprimentos dos ramos na arvore genética, esse
comprimento de ramos ¢ inferido com base em um alinhamento usando a probabilidade
maxima. Utiliza-se de uma arvore ndo ultramétrica enraizada para que nao dependa de
relogio molecular, sendo mais bem utilizada para identificar espécies que sdo separadas
por longos intervalos entre eventos de especiagdo (RANNALA; YANG, 2020). Esse
método possui duas variacdes, a primeira delas sua implementagdo Bayesiana (bPTP)
descrita por Zhang et al. (2013), infere as espécies baseando-se nas variagdes dos
parametros durante os métodos de Monte Carlo da Cadeia de Markov; e a segunda
variacdo com multiplas taxas de divergéncia intra-interespecifica (mPTP), que considera
multiplas taxas de variagdo interespecifica para identificar alteragdes na populagdo ou

resultados de subamostragens (KAPLI et al., 2017).
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O ultimo modelo relacionado a topologia de arvore filogenética, ¢ o modelo
descrito por Pons et al. (2006) denominado como Modelo Geral Misto de Coalescéncia
de Yule (GMYC), que define as espécies ajustando processos intra e interespecificos as
arvores ultramétricas para identificar a relacdo entre os dois limites, sendo que ele
combina a diversificagdo entre espécies (modelo de Yule) e ramificagdo genealdgica
dentro das espécies (modelo coalescente neutro) (DELLICOUR; FLOT, 2018). Esse
método requer que os ramos das arvores sejam proporcionais ao tempo, sendo diferente
do PTP o qual depende que os ramos sejam proporcionais ao numero de substituicdes
(RANNALA; YANG, 2020).

Considerando os métodos de delimitagao de espécies atuais, observamos que esses
fornecem ferramentas uteis para as definigdes dos status de espécie e de teorias de
desenvolvimentos futuros. Os resultados obtidos sao uma rica fonte de informacgao da
historia evolutiva das espécies em geral (RANNALA; YANG, 2020).

A filogenia molecular, outra area de estudo molecular tdo importante quanto a
delimitagdo de espécies, ¢ a representacdo dos eventos das espécies e seus taxons
relacionados com os ancestrais comuns (FUTUYMA; KIRKPATRICK, 2017). Para a
utilizagcdo em estudos filogenéticos os marcadores moleculares precisam ser capazes de
recuperar relagdes entre clados de idades parecidas e de definir diferencas quando
baseadas em estudos com fosseis, possibilitando assim a datacdao estimada pela taxa de
mudancas de carater num intervalo geoldgico determinando quando o clado sofreu a
divergéncia (PATWARDHAN; RAY; ROY, 2014).

O gene COI ¢ muito utilizado na delimitacdo de espécies porque evolui mais
lentamente em comparagdo com outros genes codificados pelas mitocondrias, mas ¢
muito considerado em estudos de filogenia. Além desse gene, diferentes marcadores
moleculares t€m sido utilizados para andlises filogenéticas em diversos organismos,
incluindo outros marcadores mitocondriais, nucleares e citoplasmaticos. O gene
mitocondrial 12S ¢ utilizado para estudos de taxonomia molecular, filogenia e
identificagdo de espécies, € util para determinagdo de tempos de divergéncia moderados
a longos. O gene 1685, nuclear ribossomal, contém regides varidveis e conservadas com
sequéncias caracteristicas para grupos filogenéticos especificos (PATWARDHAN; RAY;
ROY, 2014). Ja o gene nuclear Rag (Ragl e Rag2) tém sido utilizados em reconstrucdes
filogenéticas entre grupos de vertebrados (SULLIVAN; LUNDBERG; HARDMAN,
2006).
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As inferéncias da filogenia podem ser determinadas baseadas em quatro principais
métodos: Neighbour-Joining, que se baseia nas distancias de sequéncias considerando o
modelo evolutivo; Maxima parcimonia, a qual usa a escolha do 6timo para determinar
quais arvores sao as melhores dentre todas as arvores possiveis; Maxima verossimilhanga,
que ¢ definida como a probabilidade dos dados resultarem nos parametros subjacentes; e
Inferéncia Bayesiana, que considera as probabilidades anteriores e posteriores para os
parametros e construcdo da arvore (BLEIDORN, 2017).

Essas informagdes sdo extremamente importantes para a conservagao € manejo
das espécies, pois ¢ possivel determinar, por exemplo, a real diversidade do grupo e
possibilitar investigacdes biogeograficas que culminem em determinagdes de areas

prioritarias a conservagao biologica.
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RESUMO

Uma nova espécie de Steindachneridion Eigenmann & Eigenmann, 1919 é descrita para
a bacia do alto rio Parana com base em uma abordagem taxonémica integrativa utilizando
dados morfoldgicos e moleculares. Também €é apresentada uma nota de sua distribuicao,
status taxondmico e conservagdo.. A espécie nova distingue-se, no entanto, das demais
espécies do género por um conjunto de propor¢des corporais com diferenca significativa,
além de diferencas no padrdo de colorido, bem como uma sequéncia Unica de bases no
gene COI. Steindachneridion scriptum tem sua distribuicdo geografica redefinida.
Steindachneridion punctatum foi caracterizado como sinénimo janior de S. scriptum.

Palavras-Chave: Taxonomia integrativa, DNA barcode, delimitacdo de espécie,
surubim.

ABSTRACT

A new species of Steindachneridion Eigenmann & Eigenmann, 1919 is described for the
Upper Parana River basin based on an integrative taxonomic approach, with notes on its
distribution, taxonomic status and conservation. Steindachneridion sp. n. has in common
with its congeners six to eight branched rays in the dorsal fin, the shape of the vomer and
the pre-maxillary dentigerous plates, in addition to a reduced number of gill-rakers.
However, the new species is distinguished from other species of the genus by a set of
significantly different morphological proportions, the color pattern, and a unique
sequence of the COI gene. The geographic distribution of Steindachneridion scriptum is
reformed, and based on hard evidence, S. punctatum is characterized as a junior synonym
for S. scriptum.

Keywords: Integrative taxonomy, DNA barcode, species delimitation, surubim.
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INTRODUCAO

Steindachneridion Eigenmann & Eigenmann, 1919 ¢ um género constituido por
seis espécies viventes e duas espécies fosseis. Esses peixes sdo bagres de grande porte
que vivem em ambientes de fundo rochosos e fluxo rapido, e sdao conhecidos
popularmente como surubins (Garavello, 2005). A primeira espécie do género foi descrita
como Platystoma parahybae Steindachner (1877). Posteriormente, Eigenmann e
Eigenmann (1888) estudando o material tipo dessa espécie descreveram uma nova
espécie para o grupo, Steindachneria amblyurum, propondo assim uma modificacdo no
género para abrigar as duas espécies e definiram essa tltima como espécie tipo do género.
A criacdo de um novo nome para o género justificava-se porque Platystoma Agassiz in
Spix & Agassiz 1829, ja estava pré-ocupado por Platystoma Meigen 1803, na ordem
Diptera. Miranda Ribeiro (1918), descreveu Steindachneria scripta e sua variagdo S.
scripta punctata, ambas ocorrendo simpatricamente no rio Uruguai.

Eigenmann e Eigenmann (1919) revisaram o grupo e propuseram um novo nome
para o género, Steindachneridion, pois o anterior ja estava pré-ocupado por
Steindachneria Goode & Bean, 1888, em Gadiformes. Britski (1969), estudando material
tipo de diversas espécies de peixes, sinonimizou S. scriptum punctatum para S. scriptum,
informacao acatada por Eschemeyer (1988). Porém, posteriormente, S. scriptum
punctatum foi considerada como uma espécie valida por Garavello (2005).

Garavello (2005), descreveu uma nova espécie para rio Iguacu (S.
melanodermatum) e prop0s a ampliagdo da area de ocorréncia de S. scriptum e S.
punctatum, ambos ocorrendo simpatricamente no rio Uruguai e na bacia do alto rio
Parana. O lapso temporal, observado entre os estudos com o grupo, assim como o
pequeno numero destes, provavelmente se deve ao fato de que as espécies do género sdo
naturalmente raras e relativamente dificeis de coletar. Deste modo, o escasso numero de
espécimes de Steindachneridion disponiveis em cole¢des ictiologicas atrapalha a
avaliacdo adequada da diversidade do grupo e a obtencdo de informacgdes relacionadas
aos demais membros da familia (de Pinna, 1998; Lundberg, Littmann, 2003; Garavello,
2005; Lundberg, Akama, 2005).

De modo geral, a distribui¢do das espécies do género estd intimamente associada
aos padrdes alopatricos determinados por isolamento entre bacias hidrograficas. Uma
excecdo a essa generalizacdo ¢ o caso de S. scriptum e S. punctatum, ambas descritas
simpatricamente da bacia do rio Uruguai e com ocorréncia simpatrica descrita para a bacia

do alto rio Parana. Somando-se este fato a similaridade morfoldgica dos exemplares de
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Steindachneridion das bacias do rio Uruguai e do alto rio Parana e recorrentes diagnoses
conflitantes entre as espécies.

Abordagens moleculares tém cada vez mais auxiliado em diversas questdes
relacionadas ao inventariamento da biodiversidade (Pereira ef al., 2013; Frantine-Silva et
al.,2015), na resolucao de davidas taxondmicas (Nascimento et al., 2017; Ramirez et al.,
2017) e sinalizag@o de possiveis novas espécies (Machado et al., 2018; Ota et al., 2020).
Em especial, as técnicas baseadas na abordagem DNA barcoding (Hebert et al., 2003),
quando vistos em contextos mais amplos de classificagcdo taxondmica ou area geografica,
apresentam recorrente congruéncia com a taxonomia morfolédgica (Pires, Marinoni, 2010;
Sheth et al., 2017; Schimidt-Egger et al., 2019). Apesar das limita¢des das inferéncias
utilizando um unico loco, novos métodos baseados em estratégias estatisticas robustas
(Pons et al., 2006; Puillandre et al., 2012; Zhang et al., 2013; Kapply et al., 2017) e o uso
combinado de diferentes estratégias de exploracdo de novas espécies (Dellicour, Float,
2018), tém contornado os potenciais vieses relacionados aos respectivos métodos.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi utilizar uma abordagem
integrativa com dados morfoldgicos e moleculares para a descricdo de uma nova espécie

de Steindachneridion.

MATERIAL E METODOS
ANALISES MERISTICAS E MORFOMETRICAS

Foram utilizados 51 exemplares de Steindachneridion para as analises meristicas
e morfologicas. As medidas e contagens seguiram Garavello (2005). As contagens do
numero de raios das nadadeiras peitoral, anal, pélvica e caudal, assim como o nimero de
rastros do primeiro arco branquial foram realizadas com auxilio de um
estereomicroscopio, quando necessario. As medidas ponto a ponto foram tomadas com
auxilio de um paquimetro digital com precisao de 0,1 mm. Tanto as contagens, quanto as
medidas foram realizadas do lado esquerdo dos exemplares (com excecao de um arco
branquial de S. melanodermatum). Foram realizadas 19 medidas morfométricas e
calculadas suas propor¢des corporais médias. As medidas contidas no corpo (distancia
pré-dorsal; distdncia pré-anal; distancia pélvica-anus; distancia dnus-anal; comprimento
da base da adiposa; altura do pedunculo; altura do corpo; largura cleitral; largura da base
da dorsal; largura da base da pélvica; comprimento da cabecga) tiveram suas proporgdes
calculadas em relacdo ao comprimento padrdo (CP), e as medidas contidas na cabeca

(diametro orbital; largura da cabeca; largura interorbital; largura das narinas; largura da
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boca; comprimento do focinho; altura da cabega) tiveram suas propor¢des calculadas em
relacdo ao comprimento da cabega (CC). A partir dessas proporg¢des, foi realizada uma
Analise de Componentes Principais (PCA) no qual foi utilizado o software PAST v2.17c
(Hammer et al., 2001). Adicionalmente, foi testada através de um teste-t de Student com
corre¢ao de Bonferroni para multiplas comparagdes e alfa de 0,05 para testar diferencas
nas propor¢des corporais entre as espécies. A normalidade dos dados foi testada a partir
do teste de Shapiro-Wilk ¢ a homogeneidade a partir do teste de Levene, todas realizadas
no software R v. 4.0.2 (R Core Team, 2020).

Nas contagens e medidas, o asterisco (*) indica os dados observados no holétipo.
Sao apresentadas as propor¢des minimas (<) e maximas (>), juntamente com suas médias
(X), desvios padrdo (o). Na lista de material analisado, esta apresentada o nimero de
espécimes de cada lote, apds o niumero de tombo, os esqueletos preparados pelo método
de Bemis ef al. (2004) estdo representados pela sigla (esq) e os exemplares diafanizados
e corados pelo método de Taylor e Van Dyke (1985) pela sigla (d&c).

As abreviaturas institucionais relacionadas aos exemplares utilizados sdo:
MZUEL (Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina, Londrina), MZUSP
(Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo) e ANSP (Academy of
Natural Sciences, Filadélfia — EUA).

ANALISES MOLECULARES

As andlises moleculares foram realizadas com base em 44 individuos oriundos das
bacias dos rios Jequitinhonha (S. amblyurum, n = 4), Doce (S. doceanum, n = 5), Paraiba
do Sul (S. parahybae, n = 5), Iguagu (S. melanodermatum, n = 10), Uruguai e alto rio
Parana (S. scriptum,n = 13 e Steindachneridion sp. n.,n= 7). Todos os individuos tiveram
o DNA total extraido conforme o protocolo de Sambrook et al. (1989), utilizando fenol-
cloroformio.

As amplificacdes do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COI,
648pb) foram realizadas utilizando os primers FishF1 e FishR1 descritos por Ward et al.
(2005) com base no protocolo descrito por Pereira et al. (2013). Os produtos resultantes
das amplifica¢des foram visualizados em gel de agarose 1%, corados com SYBR® Safe
DNA Gel Stain (Life Technologies), seguindo protocolo do fabricante. Apos visualizagao,
o restante do produto amplificado foi purificado com ExoStar™ 1-Step (Illustra™)
seguindo recomendagdes do fabricante. As amostras foram entdo sequenciadas

bidirecionalmente em reagdes independentes, de acordo com o protocolo descrito por



32

Hajibabaei et al. (2005). O produto das rea¢des de sequenciamento foi analisado em
sequenciador automatico ABI 3500 XL (Applied Biosystems Inc., CA, USA).

A qualidade das sequéncias foi verificada através do software Eletropherogram
Quality Analysis (Togawa, Brigido, 2003), também utilizado para produgado de sequéncias
consenso entre forward e reverse. Essas sequéncias foram, entdo, alinhadas seguindo o
algoritmo de MUSCLE e editadas no software MEGA v6 (Tamura et al., 2013), também
utilizado para calcular as distdncias genéticas intra e interespecificas, a partir do modelo
Kimura-2-Parametros (K2P, Kimura, 1980), bem como para a constru¢ao da arvore de
Neighbor-Joining (NJ), testada por 1000 pseudoreplicacdes. O software MEGA v6
também foi utilizado para identificacdo de caracteres moleculares diagndsticos, os quais
foram alinhados a sequéncia completa do gene COI extraido do genoma mitocondrial de
Pimelodus maculatus (Access code: NC_032695.1) utilizado como referéncia para as
posigdes nucleotidicas.

Para testar a hipotese de espécie associada a variagdao das sequéncias genéticas,
foram utilizadas cinco estratégias distintas de delimitagdo de espécie a posteriori, duas
baseadas em distdncia genética e trés baseadas em topologia de arvores filogenéticas,
como recomendado por Dellicour e Float (2018). Além do método K2P, tradicionalmente
utilizado para as sequéncias barcode (Pereira et al., 2013), o pacote ABGD (dutomated
Barcode Gap Discovery; Puillandre ef al., 2011) em linguagem R v. 4.0.2 (R Core Team,
2020) foi utilizado para estimar o agrupamento das sequéncias com base em diferentes
thresholds de distancia genética. Este método detecta o intervalo de distancia intra e
interespecifica entre os potenciais espécies como o primeiro intervalo significativo, além
de limites de distancia intraespecifica pré-estabelecido e o utiliza para particionar os
dados. A inferéncia do limite e a detec¢do de intervalos € entdo aplicada recursivamente
aos grupos obtidos anteriormente para obter particdes mais finas, até que ndo haja mais
particionamento (Puillandre et al., 2011). A escolha do melhor particionamento ¢ feita
pelo consenso de maioria dos particionamentos (Dellicour, Float, 2018). De forma
complementar, também foram empregados trés métodos baseados em topologia de
arvores filogenéticas. Dois métodos foram baseados no modelo de Processo de Arvores
de Poisson (PTP) em sua implementa¢do Bayesiana (bPTP; Zhang et al., 2013) e sua
variacdo com multiplas taxas de divergéncia intra-interespecifica (mPTP; Kapli et al.,
2017), além do Modelo Geral Misto de Coalescéncia de Yule (GMYC; Pons et al., 2006;
Fujisawa, Barraclough, 2013). O bPTP e mPTP sio extensdes do Processo de Arvores de

Poisson (Zhang et al, 2013) que buscam otimizar os padrdes de distribuicdo e



33

comprimento de bragos em arvores filogenéticas para identificar potenciais espécies. Por
sua vez, o bPTP busca utilizar variacdes dos parametros do modelo durante os métodos
Monte Carlo da cadeia de Markov para otimizar a solu¢do de inferéncia de espécies
(Zhang et al., 2013). O mPTP emprega multiplas taxas de variacdo interespecifica para
acomodar varia¢des populacionais ou efeitos de subamostragem de espécies (Kapli et al.,
2017). Além destes, utilizou-se também o GMYC, implementado no pacote em R
“Species Limits by Threshold Statistics” (Splits; Pons et al., 2006), a partir da arvore
ultramétrica previamente gerada no sofiware BEAST v2.5 (Bouckaert et al., 2019). Por
meio deste método € possivel calcular o numero de clusters, classificando as taxas de
bifurcacdo de um filograma como resultantes de processos de ramificagdes
interespecificas ou intraespecificas das linhagens (Pons et al., 2006; Fujisawa,
Barraclough, 2013).

A inferéncia da arvore filogenética foi realizada via inferéncia Bayesiana no
programa BEAST v2.5 (Bouckaert ef al., 2019) com taxa de mutacao referéncia de 0,01
mutagdo a cada milhdo de anos, relégio molecular estrito e modelo Yule de coalescéncia
(Heled, Drummond, 2010). Os dados foram analisados como uma Unica parti¢cdo € o
modelo evolutivo utilizado foi HKY+I+G, especificado previamente pelos programas
MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004) e pelo pacote bModelTest 1.2 (Bouckaert, Drummond,
2017). As analises foram executadas por 100 milhdes de geragdes amostrando-se uma
arvore a cada 10000 geragdes. O programa TRACER v. 1.5 (pacote BEAST) foi usado
para verificar a probabilidade posterior do tamanho efetivo minimo suficiente (ESS>200)
e estimativa significativa dos parametros e as médias de idades dos nds, considerando um
burn-in de 25 milhdes de geracdes. As arvores foram sumarizadas e visualizadas usando
os programas TREEANNOTATOR 1.53 e FIGTREE 1.3.1, respectivamente
(Drummond, Rambaut, 2007; Rambaut, 2009).

RESULTADOS
ANALISES MORFOLOGICAS

As contagens e medidas apresentaram sobreposi¢do em alguns casos entre os
dados das espécies Na PCA, as trés primeiros eixos retiveram 81,53% de toda variagdo
presente no conjunto de dados. Steindachneridion sp. n. apresentou separagao total dos
conjuntos de escores individuais das espécies em relacao a S. amblyurum, S. parahybae,
S. punctatum e S. scriptum, entretanto, demonstrou sobreposi¢do em relagdo a S.

doceanum ¢ S. melanodermatum (Fig. 1).
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Tabela 1 Dados meristicos de exemplares de Steindachneridion. (S. sp. n. =
Steindachneridion sp. n. (n = 10); S. amb = S. amblyurum (n =5); S. doc = S. doceanum
(n = 4); S. mel = S. melanodermatum (n = 10); S. par = S. parahybae (n = 9); S. pun = S.
punctatum (n = 1); S. scr = S. scriptum (n = 12). * = hol6tipo)

S.

Contagem S.sp.n. - Sdoc S.mel Spar S.pun S.scr
?adiﬁéﬁféfiau +5%6  i+6-7 18 i+6 i+7  i+6 46
E;dgggﬁ?;g?oral +8-10* i+9 i+9 i+9 i+10  i+9 i+9
E;dgzgﬁfzr?; i+8* i+8-9 i+9 i+8 i+8-10 i+8-9 i+8-9
Eadgggﬁfzgiuca H+5* i+5 45 i+5 i+5 45 i+5
E;dgggﬁfzguadal i+15*/16+i i+15+i i+15+i i+14/15+i i+15+i i+15+i i+15+i
N® de rastros 13-16* 1314 1820  14-17 1517 12-14 14-18

branquiais (1° arco)
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Tabela 2. Dados morfométricos de Steindachneridion sp. n., S. amblyurum, S. doceanum, S. melanodermatum, S. parahybae, S. punctatum e S. scriptum. (* =
holétipo; < = minimo; > = maximo). Comprimento padrdo em mm, propor¢des corporais em relacdo ao comprimento padrdo, proporcdes da cabeca em relacdo ao
comprimento da cabeca.

. Steindachneridion sp. n. (n=06) S. amblyurum (n=03) S. doceanum (n=02)
Medidas 5 = 2 =
< > X G < > X G < > X G

comprimento padrdo (mm) 605,87 372,00 616,55 491,07 100,86 189,88 334,00 274,29 75,17 307,00 422,00 364,50 81,32
Porcentagens do CP

distancia pré-dorsal 241,80 0,425 0,358 0,394 0,025 0,389 0,362 0,374 0,012 0,387 0,381 0,383 0,003
distancia pré-anal 429,62 0,788 0,618 0,714 0,042 0,718 0,681 0,699 0,018 0,707 0,695 0,701 0,006
distancia pélvica-anus 3519 0,063 0,063 0,057 0,003 0,046 0,044 0,045 0,001 0,087 0,077 0,082 0,005
distancia anus-anal 56,56 0,097 0,089 0,092 0,003 0,116 0,093 0,106 0,012 0,024 0,022 0,023 0,000
comprimento da base da adiposa 115,17 0,205 0,189 0,198 0,006 0,240 0,231 0,235 0,004 0,194 0,182 0,188 0,007
profundidade do pedunculo 59,79 0,110 0,099 0,104 0,004 0,102 0,090 0,094 0,005 0,081 0,081 0,081 0,000
profundidade do corpo 101,32 0,207 0,167 0,188 0,012 0,186 0,166 0,178 0,010 0,186 0,153 0,171 0,018
largura cleitral 134,64 0,247 0,222 0,234 0,008 0,243 0,233 0,237 0,003 0,228 0,208 0,217 0,010
largura da base da dorsal 70,57 0,124 0,116 0,118 0,003 0,172 0,151 0,160 0,010 0,162 0,153 0,159 0,004
largura da base da pélvica 2499 0,045 0,037 0,042 0,003 0,038 0,033 0,036 0,002 0,041 0,040 0,040 0,001
Porcentagens do CC

comprimento da cabega 177,70 0,326 0,293 0,308 0,013 0,303 0,292 0,297 0,005 0,319 0,305 0,310 0,007
didmetro orbital 13,81 0,093 0,077 0,081 0,005 0,117 0,095 0,104 0,011 0,114 0,097 0,106 0,010
largura da cabega 133,74 0,807 0,703 0,739 0,028 0,837 0,758 0,795 0,038 0,745 0,713 0,729 0,018
largura interorbital 62,19 0,359 0,320 0,334 0,014 0,378 0,371 0,374 0,003 0,318 0,313 0,315 0,003
largura das narinas 39,68 0,224 0,203 0,214 0,008 0,275 0,248 0,263 0,012 0,235 0,223 0,229 0,007
largura da boca 82,27 0480 0,430 0,467 0,015 0,567 0,531 0,552 0,015 0,491 0,470 0,480 0,012
comprimento do focinho 77,02 0438 0,413 0,423 0,009 0,424 0,408 0,416 0,007 0,428 0,402 0,415 0,015

profundidade da cabeca 68,26 0,466 0,380 0,436 0,037 0529 0431 0479 0,049 0424 0415 0,420 0,005
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Tabela 2. Continuacdo. Dados morfométricos de Steindachneridion sp. n., S. amblyurum, S. doceanum, S. melanodermatum, S. parahybae, S. punctatum e S.
scriptum. (* = hol6tipo; < = minimo; > = maximo). Propor¢des corporais em rea¢do ao comprimento padréo, propor¢des da cabeca em relacdo ao comprimento da

cabeca.

Medidas S. melanodermatum (n=10) S. parahybae (n=03) S. punctatum (n=01) S. scriptum (n=12)
< > X c < > X c % < > X c
comprimento padrdo (mm) 380,00 716,00 555,80 141,35 240,28 470,00 356,76 114,89 645,00 99,96 539,82 247,13 200,44
distancia pré-dorsal 0,412 0,383 0,396 0,011 0,400 0,356 0,392 0,016 39,49 0,447 0,416 0,431 0,011
distancia pré-anal 0,739 0,722 0,727 0,006 0,724 0,688 0,720 0,012 69,46 0,743 0,701 0,718 0,012
distancia pélvica-anus 0,057 0,049 0,054 0,003 0,106 0,090 0,098 0,004 5,49 0,068 0,039 0,048 0,010
distancia &nus-anal 0,110 0,084 0,101 0,008 0,034 0,022 0,031 0,005 8,61 0,101 0,077 0,088 0,008
comprimento da base da adiposa 0,210 0,173 0,196 0,012 0,212 0,189 0,193 0,008 20,40 0,272 0,205 0,236 0,024
profundidade do pedinculo 0,095 0,083 0,091 0,004 0,094 0,088 0,089 0,002 9,96 0,106 0,087 0,097 0,005
profundidade do corpo 0,197 0,165 0,182 0,011 0,209 0,192 0,203 0,005 18,62 0,160 0,141 0,149 0,007
largura cleitral 0,229 0,215 0,219 0,004 0,231 0,218 0,229 0,004 21,56 0,253 0,232 0,240 0,006
largura da base da dorsal 0,128 0,104 0,113 0,007 0,160 0,141 0,155 0,005 12,25 0,136 0,125 0,131 0,004
largura da base da pélvica 0,043 0,037 0,039 0,002 0,045 0,042 0,044 0,001 3,85 0,051 0,040 0,045 0,004
comprimento da cabeca 0,322 0,277 0,308 0,014 0,314 0,298 0,308 0,004 29,02 0,350 0,326 0,342 0,007
didmetro orbital 0,096 0,076 0,083 0,006 0,104 0,083 0,086 0,007 8,78 0,159 0,137 0,147 0,007
largura da cabeca 0,799 0,693 0,717 0,032 0,801 0,694 0,724 0,030 73,68 0,761 0,665 0,701 0,029
largura interorbital 0,349 0,304 0,314 0,013 0,340 0,318 0,336 0,008 33,81 0,324 0,264 0,284 0,016
largura das narinas 0,233 0,202 0,215 0,008 0,246 0,225 0,241 0,006 21,85 0,247 0,223 0,236 0,008
largura da boca 0,496 0,428 0,444 0,022 0515 0,479 0,494 0,009 43,68 0,498 0,456 0,477 0,015
comprimento do focinho 0,422 0,387 0,401 0,012 0434 0,423 0432 0,004 39,52 0,414 0,388 0,402 0,008
profundidade da cabeca 0491 0413 0,448 0,031 0531 0,489 0,508 0,011 48,04 0,360 0,315 0,339 0,016
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Figura 1 Dispersdo dos escores individuais de todas as espécies de Steindachneridion no
espaco da primeira e da segunda componentes principais.

O teste de significancia para as médias das proporc¢des corporais entre as espécies
revelou que Steindachneridion sp. n. possui uma série de divergéncias significativas em
relacdo a todas as espécies do grupo, exceto S. punctatum, espécie que nao foi avaliada

no teste de significancia devido a n =1 (Tab. 3).

ANALISES MOLECULARES

Foram obtidas sequéncias de 44 individuos com 579 pb apoés edi¢do e
alinhamento. Nao foram identificados codons de parada, dele¢des ou inser¢des de bases
em nenhuma das sequéncias. Quanto as distancias K2P intraespecificas, ndo foram
encontradas diferengas para a maioria das espécies, com excecao de S. doceanum (0,31%)
e S. melamodermatum (0,09%). Ja em relacdo as distdncias K2P interespecificas,
Steindachneridion sp. n. apresentou valores acima de 8% em relacdo a S. amblyurum, S.
doceanum e S. parahybae, ja em relagdo a S. melanodermatum e S. scriptum os valores
foram de 1,69% e 1,22%, respectivamente (Tab. 3). A distribui¢do grafica das distancias

genéticas na arvore de Neighbor-Joining demonstra a formagao de seis clusters principais

(Fig. 2).
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Tabela 3 Distancia genética K2P entre as seis espéecies de Steindachneridium baseados
em 579 pb do gene COIl. Ndmeros em negrito representam distancia K2P intraespecifica.
Diagonal inferior: distancia K2P; Diagonal superior: desvio padrao.

1 2 3 4 5 6
0,00% 1,65% 2,09% 1,84% 2,02% 2,01%

1. Steindachneridion amblyurum

(n=4)

?I-life,sifd“c””eridion doceanum 13,88% 0,31% 146% 1,05% 1,52% 146%
?I.litelig)dachneridion melanodermatum 18.41% 10,77% 0,09% 145% 0,58% 0.57%
?ﬁi’?ji;d“c””eridionpamhybae 15,65% 547% 1036% 0,00% 1,42% 1,34%
?r-litel’?)d‘wh”e”dio”S"’”pt”m 17,35% 11,32% 1,87% 10.23% 0,00% 0,46%
?I-lif?i)’qd"c””e”'d"o” sp- 1. 17,35% 10,26% 1,69% 8.98% 1,22% 0,00%

|

Li: Steindachneridion amblyum- |
E ‘ Steindachneridion p- |

| j0.67

—
—_

S

Steindachneridion doceanum

Steindachneridion m

0,5

0.91

Steindachneridion

Steindachneridion sp. n. AP02
Steindachneridion sp. n. BX-1G01
1 Steindachneridion sp. n. BX-1G02
Steindachneridion sp. n. APO1
Steindachneridion sp. n. BX-1G04
Steindachneridion sp. n. AP03
Steindachneridion sp. n. BX-1G03

Steindachneridion sp. n. _
S T T TR TR RN S T B 0.02

substiitui¢des por sitio

Figura 2 Filograma Bayesiano sumarizado pelo método de maxima credibilidade dos
clados (maximum clade credibility) apresentando a congruéncia de cinco métodos de
delimitacdo de espécies. (BX-IG: baixo rio Iguagu, AP: bacia do alto rio Parana). VValores
proximos aos nés indicam a probabilidade posterior (a esquerda) e bootstrap da arvore de
K2P/Neighbor-Joining (a direita).
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Os resultados das andlises de delimitacao de espécies, mPTP, bPTP, GMYC e
ABGD mostraram a formacdo de seis clusters, indicando o reconhecimento de seis
espécies (Fig. 2; Mat. Supl. S2 — S5).

Os resultados da identificacdo de caracteres moleculares diagndsticos para
Steindachneridion sp. n. revelaram nucleotideos em posi¢des especificas que a permitem
diferenciar das demais congéneres, especialmente na posi¢ao 267, apresentando nesta

posicao um par de base exclusivo (Mat. Supl. S6).

Steindachneridon sp., espécie nova
(Fig. 3, Tab. 1, 2)
Steindachneridion scriptum. Garavello, 2005: 615 (parte; redescricdo da espécie;
exemplares do estado de Sao Paulo).
Steindachneridion punctatum, Garavello, 2005: 617 (parte; redescricdo da espécie;
exemplares do estado de Sao Paulo).
Steindachneridion scriptum. Bennemann et al., 1995 (registro, bacia do rio Tibagi);
Shibatta et al., 2002: 419 (caracterizacdo); Mikich & Bérnils. 2004 (Livro Vermelho da
Fauna Ameacada no Estado do Parana); Frantine-Silva, 2015: 1233 (identificacdo de

larvas; DNA barcode). Paixao et al., 2018: (referéncia). Jarduli et al., 2020: 5 (referéncia).

Figura 3 Vista lateral de Steindachneridion sp. n. MZUEL 866, 605,8 mm CP, rio Tibagi,
Sapopema, Parana.

Holo6tipo. MZUEL 866, 1, 605,87 mm CP, Sapopema, Parand, Brasil, rio Tibagi, ¢.23°5’S
50°4°0, 10 jan 1990, Bennemann, S.T. e colaboradores.
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Paratipos. Todos coletados no Brasil. Parana, bacia do alto rio Parana: MZUEL 866, 1,
d&c, 145,2 mm CP, Sapopema, rio Tibagi, 23°5’S 50°4°0, 20 fev 1991, ECPUEL;
MZUEL 1482, 1, 163,7 mm CP, Telémaco Borba, rio Tibagi acima da barragem da UHE
Presidente Vargas, 24°1°S 50°3°0, 04 dez 1997, ECPUEL; MZUEL 1767, 1, 368,33 mm
CP, Tamarana, rio Tibagi préximo a foz do rio Apucaraninha, 23°4’S 50°5°0, 20 fev
2001, L. G. Caetano; MZUEL 1767, 1, d&c, 161,6 mm CP, Tamarana, rio Tibagi proximo
a foz do rio Apucaraninha, 23°4’S 50°5°0, 20 fev 2001, L. G. Caetano; MZUEL 5421,
1, 564,2 mm CP, Palmital, rio Paranapanema, 22°5’S 50°1°O, 11 jun 2010, M. L. Orsi;
MZUEL 12326, 1, 412,0 mm CP, rio Tibagi, ECPUEL; MZUEL 18391, 1, 487,3 mm CP,
Londrina, Limoeiro rio Tibagi, 23°21°11.33”S 51°00°26.21”0, 21 out 2000, Filho.
Paran4, bacia do rio Parand: MZUEL 15649, 1, 616,5 mm CP, Foz do lguacu, rio lguagu,
25°38°82”S 54°27°52”0, 17 ago 2011, M. C. Makrakis; MZUSP 14642, 1, 603,9 mm
CP, Itaipu, CETESB. Séo Paulo, bacia do alto rio Parana: MZUEL 19302, 1, esq, 452,9
mm CP, Palmital, Reservatério da UHE Canoas II, rio Paranapanema, 22°57°08.36”S
50°14°17.66”0, 01 jan 1992, ECPUEL; MZUSP 23093, 2, 344,5-541,2 mm CP, llha
Solteira, ensecadeira rio Parana, 20°21°S 51°20°0, Expedicdo do Departamento de
Zoologia. Sdo Paulo, bacia do rio Grande: MZUSP 87985, 1, 645,0 mm CP, Jaguara,
Cachoeira Mata-Doutor abaixo da UHE Jaguara, 19°58’S 4°29°0, J. C. Garavello, A. S.
Soares, A. I. Alves; MZUSP 88015, 1, 690,0 mm CP, Jaguara, Cachoeira Mata-Doutor
abaixo da UHE Jaguara, 19°58’S 4°29°0, J. C. Garavello, A. S. Soares, A. 1. Alves. Sao
Paulo, bacia do rio Parana: MZUSP 42846, 1, 680,4 mm CP, rio Pardo, CETESB. S&o
Paulo, bacia do rio Paranapanema: MZUSP 83720, 2, 560,3-580,8 mm CP, Piraju, rio
Paranapanema, 23°21°S 49°37°0, Damato; MZUSP 83722, 1, 420,3 mm CP, rio
Paranapanema, Lima; MZUSP 88016, 4, 407,0-472,0 mm CP, Piraju, rio Paranapanema
agropecudria abaixo da barragem, 23°21°S 49°37°0, A. K. Oliveira, J. C. Garavello;
MZUSP 88017, 1, 372,0 mm CP, Piraju, rio Paranapanema abaixo da barragem da UHE
Jurumirim, 23°21°S 49°37°0, A. K. Oliveira, J. C. Garavello.

Diagnose. A espécie nova difere de S. amblyrum, S. doceanum, S. parahybae e S.
melanodermatum pelo padréo de colorido, apresentando o corpo composto por manchas
escuras circulares e alongadas (vs. manchas escuras grandes e vermiculagdes para S.
amblyrum e S. doceanum, manchas escuras pequenas e grandes esparsas para S.
parahybae, e inlmeras manchas escuras pequenas esparsas para S. melanodermatum

(Figs. 3 e 4). Steindachneridion sp. n. ainda difere de S. amblyurum pela nadadeira caudal
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emarginada (vs. arredondada, Fig. 5), de S. doceanum pelo nimero de rastros branquiais,
13-16 (vs. 18-20), de S. amblyurum, S. doceanum, S. parahybae e S. melanodermatum
pelo formato da placa dentigera vomeriana, apresentando uma placa com formato de
elipse alongada (vs. presenca de duas placas em S. amblyrum, S. doceanum e S.
parahybae, e placa de formato similar, porem com a extremidade distal levemente
concava em S. melanodermatum, Fig. 6). Steindachneridion sp. n. diverge de S.
amblyurum, S. doceanum, S. parahybae por uma maior distancia entre a extremidade
distal espinho do parieto-supraoccipital e a placa nucal anterior, na espécie nova, essa
distancia representa mais de 0,8 vezes o tamanho do espinho do parieto-supraoccipital
(vs. distancia pelo menos duas vezes menor em S. amblyurum e estruturas adjacentes em
S. doceanum e S. parahybae, Fig 7). A espécie nova diferencia-se na sequéncia do gene
COl de todos os demais congéneres na posi¢do 267 em relacdo ao genoma mitocondrial
completo, apresentando nesta posicdo uma guanina (G) (vs. adenina (A) para S.
amblyrum, S. doceanum, S. parahybae, S. melanodermatum e S. scriptum, e citosina (C)
para S. parahybae. A espécie aqui descrita € mais similar morfologicamente a S. scriptum,
da qual difere pelo COIl nas bases de posi¢cdes 138, 219, 252, 267, 288, 387 e 435.
Molecularmente, a espécie nova é diagnosticada pela exclusiva sequéncia do COI abaixo:
AGCTCTTAGCCTGTTAATTCGGGCAGAGCTAGCCCAACCTGGCACTCTCCTA
GGTGATGACCAAATCTATAATGTCATCGTCACTGCTCATGCCTTCGTAATAA
TTTTCTTTATAGTAATACCTATTATGATCGGAGGCTTTGGAAACTGATTAGT
CCCACTAATAATCGGGGCGCCAGATATAGCATTTCCACGAATGAACAACAT
AAGCTTCTGATTACTCCCCCCATCTTTTCTACTACTACTTGCCTCATCTGGGG
TAGAAGCAGGAGCAGGGACGGGTTGAACCGTATATCCGCCTCTTGCCGGAA
ATCTTGCACACGCAGGGGCTTCCGTAGACTTAACTATTTTCTCCCTCCATTTG
GCAGGGGTCTCATCTATTCTAGGGGCTATTAACTTTATTACAACCATTATTA
ACATGAAACCTCCAGCTATTTCACAATACCAAACACCACTATTTATTTGAGC
CATTTTAATTACGGCCGTACTACTCCTACTGTCACTCCCAGTATTAGCTGCA
GGCATTACAATATTATTAACAGACCGAAATCTAAATACTACATTCTTTGACC
CAGCAGG.
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Figura 4 Exemplares das espécies de Steindachneridion. S. amblyurum 374,0 mm (A), S.
doceanum 519,0 mm (B), S. melanodermatum 347,0 mm (C), S. parahybae 265,0 mm (D) e S.
scriptum 534,0 mm (E).
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Figura 5 Detalhe das nadadeiras caudais das espécies de Steindachneridion. S. amblyurum (A),
S. doceanum (B), S. melanodermatum (C), S. parahybae (D), S. scriptum (E) e
Steindachneridion sp. n. (F)
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Figura 6 Detalhe das placas dentigeras vomerianas das espécies de Steindachneridion. S. amblyurum (A), S. doceanum (B), S. melanodermatum
(C), S. parahybae (D), S. scriptum (E) e Steindachneridion sp. n. (F).
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Figura 7 Parte do esqueleto das espécies de Steindachneridion em vista dorsal. S.
amblyurum, A; S. doceanum, B; S. melanodermatum, C; S. parahybae, D; S. scriptum, E
e Steindachneridion sp. n., F). Barra de escala= 10 mm.

Descricdo. Dados morfométricos (Tab. 1, 2). Maior exemplar analisado 629,0 mm CP.
Focinho grande, ponta do focinho quase arredondada em vista dorsal, narinas anterior e
posterior sobressaindo levemente do perfil do focinho em vista lateral, narinas anteriores
mais espacadas entre si que as narinas posteriores. Cabeca larga, quase arredondada em
vista dorsal. Perfil dorsal da cabeca reto da ponta do focinho até a placa nucal. Olhos
dorsalmente posicionados, mais proximos da ponta do focinho do que da abertura
opercular; orbita pequena, 13 a 16 rastros no primeiro arco branquial. Depressoes
profundas em ambos os lados da mandibula. Boca grande e terminal, maxilar inferior
ligeiramente mais curto que o maxilar superior, labios finos; barbilh6es maxilares longos,
quando adpressos, atingindo a linha vertical que ultrapassa a inser¢éo da nadadeira dorsal.
Placa dentigera do pré-maxilar grande, separada de sua contraparte por um espaco

mediano estreito, abruptamente estreita e curvadas para a regido distal. Placa dentigera
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do pré-maxilar estreita, em forma de meia lua, ligeiramente mais larga na regido medial
e pontiaguda na regido distal. Placa dentigera Unica no vbmer, continua, quase eliptica e
limitada pela placa dentigera pré-maxilar. Perfil corporal alto e convexo entre a placa
nucal e o pedunculo caudal. Base da nadadeira dorsal e regido anterior a nadadeira adiposa
reta. Regido anterior e insercao da nadadeira adiposa inclinada. Perfil dorsal do pedunculo
caudal ligeiramente cdncavo da nadadeira adiposa a base da nadadeira caudal. Perfil
ventral inclinado da ponta do focinho a regido abdominal e perfil ventral do pedunculo
caudal ligeiramente concavo.

Cabeca e tronco cobertos com espessa camada de pele, exceto na regido orbital,
superficies ventrais da cintura peitoral e pélvica inteiramente cobertas por pele. Processo
supraoccipital curto coberto por fina camada de pele e atingindo a linha vertical que passa
pela abertura opercular, processo poés-cleitral posterior curto e coberto por pele.
Nadadeira dorsal i, 5-6; dois primeiros raios ndo pungentes. Base da nadadeira dorsal
inserida no espaco da linha vertical dorsal entre a parte distal da nadadeira peitoral e linha
vertical da origem da nadadeira anal. Mecanismo de trava da nadadeira dorsal presente.
Nadadeira peitoral i, 8-10. Primeiro raio da nadadeira peitoral ndo pungente e desprovido
de serrilha. Nadadeira peitoral curta, margem distal da nadadeira reta; ponta da nadadeira
peitoral, quando comprimida, atinge verticalmente a insercdo da nadadeira dorsal.
Nadadeira pélvica i,5. Margem distal da nadadeira pélvica levemente arredondada. Ponta
da nadadeira pélvica, quando adpressa, ultrapassa o0 anus, mas ndo atinge a origem da
nadadeira anal. Nadadeira anal i,8. Nadadeira anal com margem distal arredondada nos
trés primeiros raios e reta nos demais. Nadadeira caudal i,15-16. Nadadeira caudal com
raios profundamente entalhados, lobo dorsal maior do que o lobo ventral e ambas as
pontas ligeiramente arredondadas, raios da nadadeira caudal, i,15-16; nadadeira caudal

bifurcada, pedunculo cilindrico e baixo.

Coloracéo em alcool. Regido dorsal da cabeca com pequenas manchas marrom escuras
circulares ou tracejadas. Regido lateral do corpo, dorso e cabega cinza amarronzado,
manchas circulares e alongadas esparsas. Olhos marrom escuros. Nadadeiras peitorais,
dorsal, pélvicas, adiposa e anal marrons com manchas circulares e alongadas esparsas e
bem demarcadas, nadadeira adiposa desprovida de manchas nas extremidades; nadadeira
dorsal e anal sem manchas na parte distal. Regido ventral da cabeca e do corpo de

coloracdo mais clara, esbranquicada; exemplares juvenis com coloragdo cinza médio,
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com predominio de pequenas manchas alongadas cinza escuras no dorso e na lateral do

corpo.

Coloracédo em vida. Regido dorsal da cabeca com pequenas manchas cinza escuras
circulares ou estriadas. Regido lateral do corpo, dorso e cabec¢a cinza médio, manchas
circulares e alongadas esparsas. Olhos marrom claros. Nadadeiras peitorais, dorsal,
pélvicas, adiposa e anal cinza escuras, com manchas circulares e alongadas esparsas e
bem demarcadas, nadadeira adiposa sem manchas nas extremidades; nadadeira dorsal e
anal sem manchas na parte distal. Regido ventral da cabeca e do corpo cinza clara.

Coloracéo observada apenas em um exemplar juvenil.

Distribuicao geografica. Steindachneridion sp. n. ¢ amplamente distribuida ao longo da
bacia do alto rio Parana. A espécie também ocorre na bacia do rio Iguagu a jusante das

cataratas do Iguacu, préximo a confluéncia com o rio Parana (Fig. 8).

Figura 8 Distribuicdo geografica das espécies de Steindachneridion analisadas.
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Notas ecoldgicas. Espécies de Steindachneridion sdo encontradas, comumente,
ocorrendo em rios de aguas claras e de fluxo rapido, com corredeiras sobre grandes leitos
rochosos (Garavello, 2005). Segundo pescadores locais, Steindachneridion sp. n. esta
fortemente associada a trechos de &guas profundas, normalmente sendo capturada em

locais conhecidos como pocgdes ou locas.

Status de conservacado. Steindachneridion sp. n. ocorre amplamente na bacia do Alto
Parana, desde a regido do antigo Salto de Sete Quedas no Parana até o rio Corumba em
Goias (Fig. 8). Registros antigos apontam que a espécie ocorria mais frequentemente em
alguns locais, onde fazia parte do estoque pesqueiro local, apesar de ser considerada
naturalmente rara (Agostinho et al., 1994). A espécie é de grande porte (atingindo
tamanho maximo de 90 cm) (Zaniboni-Filho et al., 2004), predadora (piscivora),
migradora e reofilica (Zaniboni-Filho, Schultz, 2003; Rojas, 2017). A espécie é
geralmente amostrada em pogos profundos de trechos correntosos da calha principal de
grandes rios, como o rio Tibagi (Obs. pess.), o rio Paranapanema (Garavello, 2005), o rio
Araguari (ICMBio, 2018), ou o rio Parand. Dado seu comportamento migratorio e sua
preferéncia por trechos correntosos de grandes rios, é provavel que a espécie tenha sofrido
um declinio populacional intenso desde a década de 1960, em decorréncia da construcao
das inumeras barragens de usinas hidrelétricas (como por exemplo, Itaipu). Entretanto,
registros na ultima década em diferentes trechos da bacia do alto rio Paran4, incluindo o
rio Parand imediatamente a jusante da UHE Itaipu (2011, MZUEL 15649), o rio Araguari
em Minas Gerais (2012) (ICMBio, 2018), bem como ovos e larvas coletados no rio
Cinzas, tributario do rio Paranapanema em 2015 (Frantine-Silva et al., 2015), indicam
gue a espécie ainda ocorre em diversos trechos da bacia do alto rio Parana. A espécie é
registrada em quase toda a extensdo do rio Tibagi, que possui area total de drenagem de
25.000 km? e calha que percorre 550 km, exceto no trecho inferior que se encontra
alagado pelo Reservatorio de Rosana, e em parte do trecho médio que se encontra alagado
pelo Reservatério da UHE Maua. De forma similar, o corpo principal do rio Parana conta
atualmente com cerca de 480 km de agua corrente, dos seus 810 originais (Agostinho et
al., 1997). Portanto, a Area de Ocupacéo (AOO) atual da espécie na drenagem do alto rio
Parana é provavelmente maior do que 2.000 km? (que € o limite do critério B2 da IUCN
(Day et al., 2019)), mesmo considerando somente os trechos que ainda permanecem
correntosos dos rios Tibagi, Paranapanema, Paranaiba, Cinzas, lvai e Piquiri. Por outro
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lado, houve um declinio populacional decorrente da perda de habitat (e AOO) em
consequéncia da construcdo de barragens de usinas hidrelétricas, que transformaram o
ambiente correntoso da calha dos rios em ambiente Iéntico, inviabilizando a ocorréncia
da espécie e fragmentando sua populacéo original (critério A2c da IUCN (Day et al.,
2019)). Estimamos aqui que esse declinio deve ter sido menor do que 30% (categoria
Vulneravel no critério A2 da IUNC (Day et al., 2019), visto que a construcao de barragens
alterou em torno de 50% do rio Parané e seus principais afluentes nos Gltimos 60 anos
(Agostinho et al., 1997). Esse declinio populacional de 30% foi calculado com base no
periodo de aproximadamente 20 anos, 0 equivalente a trés geragdes, considerando que a
primeira maturacao ocorre pouco antes dos dois anos de idade (Rojas, 2017; Tessaro et
al., 2019), e a longevidade deve ser proxima de 15 anos (com base na longevidade de
outras espécies de Pimelodidae de grande porte, incluindo Brachyplatystoma (Hauser et
al., 2018) e Pseudoplatystoma (Loubens, Panfili, 2000). Desta forma, consideramos que
a espécie nova de Steindachneridion deva ser considerada como Ameacada de Extincao,
na categoria Vulneravel, pelo critério A2c da IUCN (Day et al., 2019).

Observacdes. Miranda Ribeiro (1918) descreveu S. punctatum como uma variacdo de S.
scriptum, descrita no mesmo trabalho, ambas com base em exemplares coletados no
mesmo local (rio Uruguai em Itaqui). Ele reconheceu que o colorido de S. punctatum
diferia sutilmente de S. scriptum, a primeira apresentando pontos escuros e a segunda
pontos e tracos escuros. Britski (1969) ao designar um lect6tipo para S. scriptum
considerou S. punctatum como um sinénimo janior, o que foi acatado posteriormente
(Eschemyer, 1988). No entanto, na revisdo taxondmica do género, Garavello (2005)
reconheceu S. punctatum como uma espécie valida, a diferenciando de S. scriptum pelo
menos numero de rastros branquiais no primeiro arco branquial (12-14 vs. 15-17),
colorido do corpo (pontos escuros vs. tragos escuros) e no tamanho da orbita (26,4-36,5%
na distancia interorbital e 8,6-11,7% no comprimento da cabeca, vs. 21,2-31,7% e 7,3-
10,1%, respectivamente). No entanto, com base nos resultados do presente estudo, ambas
as espécies apresentam uma inconsisténcia de caracteres diagnosticos. Por exemplo, 0
namero de rastros branquiais do primeiro arco de S. scriptum variou de 14 -18, enquanto
Steindachneridion sp. n variou de 13 a 16, sobrepondo-se inclusive com S. punctatum
(Figs. 9 e 10, Tab. 1). Os caracteres morfomeétricos apresentados por Garavello (2005)
mostram uma grande sobreposi¢do que impossibilita a distingdo das duas espécies. As
medidas apresentadas por Garavello (2005) estdo relacionados ao tamanho dos
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exemplares identificados como cada uma das duas espécies, sendo que o didmetro da
Orbita é inversamente proporcional ao comprimento do corpo (alometria negativa). A
variagdo no comprimento padrédo dos exemplares identificados como S. punctatum foi de
245-632 mm com média de 407,0 mm, enquanto de S. scriptum foi de 327-774 mm, com
média de 581,1 mm. Desta forma, conclui-se que o tamanho da érbita ndo pode ser usado

para suportar a validade de S. punctatum.
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Figura 9. Primeiro arco branquial de Steindachneridion sp. n.; MZUEL 001482 (A, 13
rastros branquiais); MZUEL 866, holétipo, (B, 16 rastros branquiais); MZUEL 015649
(C, 16 rastros branquiais). Barra de escala=10 mm.
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Figura 10 Primeiro arco branquial de Steindachneridion scriptum; MZUEL 016238 (A,
14 rastros branquiais), (B, 15 rastros branquiais), (C, 17 rastros branquiais) e (D, 18
rastros branquiais). Barra de escala=1cm.

Conforme demonstrado no presente estudo, o colorido de S. scriptum apresenta
uma variacdo ontogenética em que exemplares menores tendem a ter o corpo coberto
predominantemente por pontos escuros, enquanto exemplares maiores tendem a ter o
corpo predominantemente coberto por tracos escuros (Fig. 11). Além disso, ha uma
grande variagdo na combinacdo de pintas e tragos, sendo muito raros os exemplares de
grande tamanho sem essa combinacdo. O estudo dos rastros do primeiro arco branquial
de S. scriptum e congéneres mostrou que a variagdo no numero dos rastros é maior do que
apresentado por Garavello (2005) (Figs. 9 e 10, Mat. Supl. S7). Portanto, conclui-se que
as trés caracteristicas morfoldgicas utilizadas por Garavello (2005) para suportar a
hipdtese de validade de S. punctatum possuem variacdo, inclusive ontogenética, e
apresentam grande sobreposi¢do, impedindo que possam ser utilizadas como
diagnosticas. Portanto, S. punctatum é reconhecida aqui como um sinénimo janior de S.

scriptum.
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Figura 11 Detalhe da variacdo no padrdo de colorido de acordo como o tamanho em
exemplares de Steindachneridion sp. n. (A = 605,8 mm CP, B = 629,0 mm CP e C =
166,0 mm CP) e S. scriptum (D =534,0 mm CP e E = 121,0 mm CP).

DISCUSSAO

A espécie nova é alocada em Steindachneridion por apresentar o conjunto de
caracteres utilizados por Garavello (2005) para definigdo do género: espinho do parieto-
supraoccipital sem contato com a placa nucal anterior, placas dentigeras no pré-maxilar

e dentario com dentes viliformes e separadas por um sulco mediano, uma [ou duas] placa
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dentigera vomeriana, cabeca relativamente pequena e coberta por pele espessa, olhos
relativamente pequenos e com margem orbital livre, oito raios branquiostegais, sete raios
ramificados na nadadeira dorsal, actleos das nadadeiras dorsal ndo pungentes, actleo da
nadadeira peitoral ndo pungente e com margens anterior e posterior lisas, 12 a 20 rastros
no primeiro arco branquial, nadadeira adiposa longa e nadadeira caudal emarginada.
Exemplares de Steindachneridion coletados na bacia do alto rio Parana s&o identificados
como S. scriptum com base na revisdo proposta por Garavello (2005). Porém, os
resultados aqui apresentados evidenciam um conjunto de caracteres que diferencia
Steindachneridion sp. n. de exemplares de S. scriptum da bacia do rio Uruguai, onde foi
descrita, assim como de suas demais congéneres.

Steindachneridion sp. n. apresenta variaveis com diferengas significativas nas
propor¢bes corporais em relacdo a S. amblyurum (9), S. doceanum (6), S.
melanodermatum (3), S. parahybae (6) e S. scriptum (10). Trés dos principais caracteres
utilizados por Garavello (2005) para distingdo das espécies de Steindachneridion foram
corroborados no presente estudo, sendo o formato da placa dentigera vomeriana, a
distdncia entre a extremidade do espinho do parieto-supraoccipital e a placa nucal
anterior, principalmente, o padréo de colorido, caracteristicas que permitem diferenciar a
espécie nova de S. amblyurum, S. doceanum, S. melanodermatum e S. parahybae. No
entanto, esses caracteres se mostraram insuficientes para a distin¢éo da espécie nova em
relacdo a S. scriptum. Desta forma, apenas com uma abordagem integrativa, na qual
diferencas significativas nas analises morfométricas combinada com dados moleculares
diagndsticos foi possivel diferenciar as duas espécies.

Um dos caracteres morfoldgicos importantes para a separacdo das espécies de
Steindachneridion utilizados por Garavello (2005), aqui utilizada também como
diagnostica para a espécie nova e demais espécies das bacias costeiras, a distancia entre
a extremidade do espinho do parieto-supraoccipital e a placa nucal anterior, mostrou-se
eficaz nesse propdsito. Essa mesma caracteristica é utilizada também como diagnostico
para a definicdo do género (Garavello, 2005), apresentando auséncia de contato entre o
espinho do parieto-supraoccipital e a placa nucal. Entretanto, os dados aqui apresentados
contradizem essa informacéo, pois para S. doceanum e S. parahybae, essas estruturas séo
adjacentes, 0 que mostra que tal caracteristica ndo deve ser mais considerada diagnostica
para Steindachneridion.

No que diz respeito a distancia genética interespecifica, apenas S.

melanodermatum e S. scriptum apresentaram valores de distancia um pouco menores do
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que o normalmente utilizado para identificacdo de espécies de peixes de agua doce
neotropicais (2%) em relacdo a espécie nova. Porém, estudos demonstram que em alguns
grupos a distancia interespecifica se concentra entre 1% a 5% de divergéncia, sendo em
alguns casos menor entre as espécies do que dentro de algumas delas (Ornelas-Garcia et
al., 2008; Costa-Silva et al., 2015). Para a bacia do alto rio Parana, a média das distancias
entre espécies de peixes ficaem 1,3% (Pereira et al., 2013), valor inferior a distancia entre
a espécie nova e S. melanodermatum e muito proximo a diferenca da mesma com S.
scriptum, evidenciando que esses valores, menores que o comumente utilizado, estdo
muito préximos da média para a regido de ocorréncia e que esses valores podem estar
associados a um tempo de diversificagdo recente para as trés espécies em questdo. Além
disso, Steindachneridion sp. n. apresenta um par de bases diferente de todos os seus
congéneres na posicdo 267 da sequéncia do gene COIl. Somado a isso, as analises
moleculares de delimitacdo de espécies sdo inequivocas ao demonstrar a separacdo das
seis linhagens de Steindachneridion pelos diferentes métodos de discriminacdo de
espécies utilizados.

Diversos estudos recentes tém apontado a eficiéncia de métodos moleculares no
auxilio de questdes taxondmicas, especialmente em peixes neotropicais (Ramirez et al.,
2017; Machado et al., 2018; Ota et al., 2020). Considerando ainda que 0s métodos
moleculares de discriminacdo de espécies utilizados possam conter limitacdes, a
congruéncia total dos resultados entre os métodos reflete uma maior probabilidade de se
obter o arranjo mais proximo da realidade (Dellicour, Float, 2018). Neste sentido, 0s
resultados moleculares ndo apenas suportam existéncia de Steindachneridion sp. n., mas
tambem apontam para uma tendéncia de isolamento Steindachneridion sp. das espécies
em suas respectivas bacias.

Steindachneridion é um género com espécies naturalmente raras (de Pinna, 1998;
Lundberg, Littmann, 2003; Garavello, 2005; Lundberg, Akama, 2005), com um escasso
numero de trabalhos disponiveis na literatura e pequeno nimero amostral de espécimes
depositados em colecgdes ictioldgicas (Specielink, 2021) e com todas as espécies sob
algum grau de ameaca de exting¢do, principalmente devido a destruicdo dos seus habitats
pela construcdo de reservatorios para geracdo de energia por usinas hidrelétricas, e o
assoreamento dos ambientes de corredeiras (Machado et al., 2008) e a pesca predatoria.

Dois registros recentes de Steindachneridion sp. n. chamam a atencéo. O primeiro
é a captura de um exemplar adulto no rio Paranapanema no municipio de Salto Grande

(Pereira et al., 2013). O segundo é o registro de dois ovos para o rio das Cinzas, no
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municipio de Bandeirantes (Frantine-Silva et al., 2015), um rio pertencente a bacia onde
a espécie é aqui descrita. Diante do cenario atual de construcdes de barragens na bacia do
alto rio Parana para a geracdo de energia elétrica, o trecho compreendido entre Salto
Grande e o rio das Cinzas torna-se o ultimo reduto da bacia do rio Paranapanema livre de
barramentos onde a nova espécie ocorre. Dessa forma, a presenca recente de ovos da
espécie na localidade evidencia que ela ainda encontra condi¢des para se reproduzir.

A distribuicdo geogréafica de Steindachneridion sp. n. restrita ao Alto Parand,
revela um padrdo de distribui¢do conspicuo para 0 género, pois esse padréo alopatrico é
também verificado em outras espécies do grupo, a exemplo de S. doceanum na bacia do
rio Doce, S. amblyurum na bacia do Jequitinhonha, S. parahybae na bacia do rio Paraiba
do Sul, e S. melanodermatum na bacia do rio Iguagu (Garavello, 2005), e agora, S.
scriptum com area de ocorréncia delimitada apenas a bacia do rio Uruguai. Ha uma clara
tendéncia de que o isolamento entre bacias se apresente como fator determinante para a
segregacao das espécies do grupo. Importantes eventos histdricos, relativamente recentes
na constituicdo da bacia do alto rio Parana durante o Pleistoceno, contribuiram para a
formacédo, concomitantemente, das Cataratas do rio Iguacu e do Salto de Sete Quedas (1,5
e 2,0 Ma) (Stevaux, 1994; Garavello, 2005; Stevaux, Latrubesse, 2010), com
consequéncias previsiveis sobre a ictiofauna. Considerando, ainda, a dindmica descrita
por Garavello (2005) sobre a distribuicdo das espécies costeiras do género e sua
associacdo com suas respectivas bacias, torna-se bastante parcimonioso esperar o
endemismo das formas do alto rio Parana e Iguagu em relacdo aquela do rio Uruguai.

O conjunto de evidéncias aqui apresentado permitiu a descricdo de uma nova
especie de Steindachneridion da bacia do alto rio Parana, que deverd, urgentemente, ser
avaliada com relacdo ao seu status de vulnerabilidade devido as diferentes ameacas
antrépicas. Além disso, houve a redefini¢do da area de ocorréncia de S. scriptum, agora
restrita a bacia do rio Uruguai e tornou S. punctatum sinénimo janior de S. scriptum. Por
fim, verifica-se, no presente estudo, a importancia do uso de ferramentas moleculares
auxiliares em uma abordagem integrativa para o estudo da diversidade dos grupos

recentes.

Material comparativo. Todos coletados no Brasil. Steindachneridion amblyurum:
MZUEL 20072, 2, 211,4-235,21 mm CP; MZUSP 087986, 1, 334,0 mm CP; MZUSP
087987, 1, 299,0 mm CP; MZUSP 093709, 1, 189,88 mm CP. Steindachneridion
doceanum: MZUEL 20071, 2, 219,03-545,9 mm CP; MZUSP 087988, 1, 422,0 mm CP;
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MZUSP 087989, 1, 307,0 mm CP. Steindachneridion melanodermatum: MZUEL 05311,
2, 320,31-360,40 mm CP; MZUEL 15702, 1, 480,27 mm CP; MZUEL 15703, 1, 622,89
mm CP; MZUEL 15704, 1, 375,12 mm CP; MZUEL 15705, 1, 706,31 mm CP; MZUEL
17091, 1, 498,22 mm CP; MZUEL 17092, 1, 510.33 mm CP; MZUEL 17093, 1, 446,40
mm CP; MZUEL 17504, 1, 678,65 mm CP; MZUEL 17531, 1, 334,66 mm CP; MZUEL
19581, 1, 574,82 mm CP; MZUEL 19582, 1, 393,11 mm CP; MZUEL 19583, 1, 480,22
mm CP; MZUSP 087983, holétipo, 1, 530,0 mm CP; MZUSP 087984, 5, 380,0-733,0
mm CP; MZUSP 109206, 8, 327,43-601,22 mm CP. Steindachneridion parahybae:
MZUEL 17715, 1, 412,55 mm CP; MZUEL 20073, 1, 366,43 mm CP; MZUSP 079912,
1, 240,28 mm CP; MZUSP 100672, 7, 361,0-550,32 mm CP; MZUSP 100924, 1, 470,0
mm CP; MZUSP 103722, 1, 587,11 mm CP; MZUSP 108433, 1, 431,88 mm CP.
Steindachneridion punctatum: MZUSP 117153, 1, 271,32 mm CP. Steindachneridion
scriptum: ANSP 206306, 2, 346,89-390,33 mm CP; ANSP 168862, 1, 264,21 mm CP;
MZUEL 16238, 20, 94,68-127,38 mm CP; MZUEL 15569, 1, 387,45 mm CP; MZUEL
20074, 4, 471,88- 539,82 mm CP; MZUSP 078463, 3, 356,33-390,12 mm CP; MZUEL
001236, paralectétipo, 1, 489,44 mm CP; MZUSP 002286, lectotipo, 1, 573,77 mm CP.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

S1. Diferenca entre as médias das proporcdes corporais com significancia de t de Student em relagdo a
Steindachneridion sp. n. (o < 0.05). (S. amb = S. amblyurum; S. doc = S. doceanum; S. mel = S.
melanodermatum; S. par = S. parahybae; S. pun = S. punctatum; S. scr = S. scriptum). ¥ Valores nao
testados para significancia estatistica n=1, *Significativo a <0,001.

Proporc¢des corporais S.amb  S.doc S. mel S.par S.punt S.scr
comprimento da cabeca - - - - 1,33 -
distancia pré-dorsal - - - - 0,42 -
distancia pré-anal - - - - 1,49 -
distancia pélvica-anus 1,10* -2,55* - -4,08* 0,15 1,35*
distancia anus-anal -2,10 6,82* - 577* 0,51 -
comprimento da base da adiposa -3,72* - - - -0,40 -2,91*
altura do pedunculo - 2,18* 1,05* 1,47 0,32 0,61
altura do corpo - - - - 0,47 4,33*
largura cleitral - 1,75 1,49* - 1,77 -
largura da base da dorsal -3,71*  -4,32* - -3,84* -0,52 -1,38
largura da base da pélvica 0,59 - - - 0,29 -
didmetro orbital -1,76 -2,63 - - -0,85 6,97*
largura da cabega - - - - -0,68
largura interorbital -4.47 - - - -0,91 4,70*
largura das narinas -4 58* - - -2,86 -0,51 -2,44*
largura da boca -8,04* - - - 2,94 -
comprimento do focinho - - 1,85* - 2,47 1,69*

altura da cabeca - - - -5,54 -2,85 11,38*
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S2. GMYC para single (em cima) e multiplo (em baixo) threshold. Méaxima verossimilhanga (ML) do
modelo GMYC igual a 333.66, com razdo de verossimilhanca de 40,97 (teste LR = 1,265111e-09; p
<0,001) sobre 0 modelo nulo; seis clusters de ML (C.I .: 6-6), seis entidades de ML 6 (6-7) e threshold

de -0.003411123.
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S3. Modelo mPTP indicando seis espécies com escore de 393.1293 para 0 melhor modelo com multiplas
taxas de coalescéncia contra um escore de 383.153805 para 0 modelo nulo.
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S4. bPTP indicando seis espécies com suporte entre 0,63 (S. scriptum) e 0,99 (S. amblyurum).
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S5. Automated barcoding gap discovery (ABGD). Histograma de distancia genética (K2P; a esquerda);
Particionamento dos clusters genéticos considerando diferentes valores de distancia.
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S6. Caracteres moleculares diagnosticos das seis espécies de Steindachneridion com base na sequéncia completa do gene citocromo ¢ oxidase
subunidade | do genoma mitocondrial de Pimelodus maculatus (GenBank: NC 032695.1).
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S7. Primeiro arco branquial de Steindachneridion melanodermatum; MZUEL015702 (A,
15 rastros branquiais), MZUEL015703 (B, 16 rastros branquiais), MZUEL015704 (C, 17
rastros branquiais) e MZUEL015705 (D, 18 rastros branquiais). Barra de escala=1cm.
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4 CAPITULO 2

Filogenia mitocondrial e nuclear de Steindachneridion

Eigenmman & Eigenmman (Siluriformes, Pimelodidae)

Esse trabalho esta formatado de acordo com as normas de submissao

do periddico cientifico Neotropical Ichthyology (NI)
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RESUMO

Steidachneridion € tido como um dos géneros basais dentre os bagres sul-americanos da
familia Pimelodidae, com seis espécies distribuidas em seis diferentes bacias
hidrograficas. As hipoteses filogenéticas existentes para a familia, até o presente, sdo
incompletas, contendo apenas dados morfoldgicos ou moleculares que incluem apenas
uma Unica espécie do grupo. A fim de avaliar as relagdes filogenéticas, o presente estudo
utiliza dados moleculares de todas as espécies do género e sua relagdo com outros
pimelodideos. As relagdes filogenéticas foram avaliadas por inferéncia Bayesiana dos
dados de trés diferentes /oci (COI, 12S + 16S: mtDNA; Rag2: nuDNA) totalizando 2218
pb. As andlises Bayesiana e de maxima verossimilhanca corroboram a monofilia de
Steindachneridion e demonstram uma relagdo filogenética onde S. amblyurum se
apresenta como grupo irmado das demais espécies. E o padrdo de distribui¢do ancestral do
grupo aponta para uma diversificacdo vicariante, suportando entdo uma diversificagao
alopatrica do grupo ao longo das diferentes bacias hidrograficas de norte para o sul.

Palavras-Chave: Ictiofauna, alto rio Parana, bagre, surubim

ABSTRACT

Steidachneridium has been considered one of the basal genera among the South American
catfish of the Pimelodidae family, with six species distributed in six different
hydrographic basins. The current phylogenetic hypotheses for the family are incomplete,
encompassing morphological or molecular for just a single species in the group. Herein,
we analyze the phylogenetic relationships based on molecular data from all species of the
genus, as well as other pimelodids. Bayesian inference and Maximum Likelihood trees
from three different loci (COI, 12S + 16S: mtDNA; Rag2: nuDNA) totaling 2218 bp
corroborate the monophilia of the Steindachneridion. The results also place S. amblyurum
as a sister group of all the other species in Steindachneridion. The ancestral distribution
pattern of the group points out to several vicariant events, supporting an allopatric
diversification throughout the different river basins from north to south.

Keywords: Ichthyofauna, upper Parana river, catfish, surubim.
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INTRODUCAO

Siluriformes ¢ uma das ordens mais especiosas de peixes existentes, com mais de
3.900 espécies validas, distribuidas em 36 familias e 477 géneros (Ferraris, 2007; Fricke
et al., 2021). Membros desta ordem sdo amplamente distribuidos por ambientes de agua
doce de todos os continentes (com excecao da Antartica) e habitats estuarinos e marinhos
na regido das plataformas continentais (de Pinna, 1998; Agnolin, Bogan, 2020)
apresentando uma grande diversidade de caracteristicas morfologicas, ecoldgicas e
comportamentais (Aedriens et al., 2010). Dentro dessa ordem, Pimelodidae apresenta-se
como um dos clados mais diversos de bagres da ictiofauna Neotropical (Reis et al., 2003).

Um dos géneros de pimelodideos, Steindachneridion Eigenmann & Eigenmann,
1919, possui seis espécies viventes e duas espécies fosseis. Sdo bagres de grande porte
que vivem em ambientes de fundo rochosos e fluxo répido, e sdo conhecidos
popularmente como surubins (Garavello, 2005). A descricdo da primeira espécie do
género foi realizada por Steindachner em 1877 e desde entdo existem lapsos temporais
entre os demais estudos com o grupo, que sao encontrados em um pequeno numero,
provavelmente pelo fato das espécies serem naturalmente raras e dificeis de coletar.
Consequentemente, ¢ escasso o numero de espécimes de Steindachneridion disponiveis
em colecdes ictiologicas, o que dificulta estudos de avaliacdo da diversidade do grupo e
a obtencao de informagdes relacionadas aos demais membros da familia (de Pinna, 1998;
Lundberg & Littmann, 2003; Garavello, 2005; Lundberg, Akama, 2005). A contribui¢do
mais recente ao grupo foi a descricdo de uma espécie nova e sinonimizagdo de outra,
assim como atualizacdes nas areas de ocorréncias das espécies (Nascimento ef al., em
preparagao).

Steindachneridion, com suas duas espécies fosseis, S. iheringi Woodward (1898)
e S. silvasantosi Figueiredo & Costa-Carvalho (1999) caracteriza-se como o primeiro
registro fossil indubitavel dentre os pimelodideos, datado do final do Oligoceno e inicio
do Mioceno (Lima ef al., 1985; Lundberg et al., 1998). Entretanto, ndo existem estudos
filogenéticos para o género, sendo que até o momento analises moleculares e
morfoldgicas apontam que o grupo ocupa uma posi¢ao filogenética basal dentro de
Pimelodidae, constituindo o grupo irmao de todos os outros géneros da familia (Lundberg
et al.,2011; Sullivan et al., 2013).

Deste modo, apesar da importancia dessas espécies, tanto do ponto de vista
ecoldgico quanto evolutivo, ndo ha ainda estudos que comprovem o monofiletismo do

género, ¢ nem de suas relacdes filogenéticas interespecificas. Essas informagdes sdo
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extremamente importantes para a conservacao ¢ manejo das espécies, pois ¢ possivel
determinar a real diversidade do grupo, além de possibilitar investigacdes biogeograficas
que culminem em determinacdes de areas prioritarias a conservacao biologica.

Deste modo, propomos aqui uma filogenia multiloci considerando todas as
espécies do género Steindachneridion, abordando informacdes filogenéticas
intraespecificas inéditas, corroborando hipéteses interespecificas e padrdes ancestrais de

dispersao.

MATERIAL E METODOS
AMOSTRAGEM DE TAXONS

A andlise foi baseada em um total de 28 taxons terminais, com representantes de
13 géneros (Brachyoplatystoma, Hemisorubim, Hypophthalmus, Leiarius, Megalonema,
Pimelodus, Pinirampus, Phractocephalus, Pseudoplatystoma, Platysilurus, Sorubim e
Zungaro) e todas as espécies de Steindachneridion (S. amblyurum, S. doceanum, S.
melanodermatum, S. parahybae, S. scriptum e Steindachneridion sp. n.). As sequéncias
de dados das espécies de Steindachneridion foram obtidas em laboratorio a partir de
amostras de tecido coletadas pelos autores. J& as sequéncias dos demais taxons foram
obtidas do GeneBank. Os vouchers das amostras de tecido estdo depositados na cole¢ao
ictiologica do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL). A
identificagdo taxondmica de espécimes de Steindachneridion foi validada por observagao
direta. Os nimeros de catalogo dos vouchers e tecidos usados neste estudo sao fornecidos

na Tabela S1 suplementar.

ANALISES MOLECULARES

Todos os individuos tiveram o DNA total extraido conforme o protocolo de
Sambrook et al. (1989), utilizando fenol-cloroférmio. Foram amplificados dois genes
mitocondriais (COI e 12S-16S - um bloco contiguo dos genes mtDNA 128, tRNA-val e
168, referidos de forma mais simples como 12S-16S) e um gene nuclear (Rag2). Para o
gene COI foram utilizados os primer FishF1 e FishR1 (Ward ef al., 2005); para o gene
12S-16S os primers L1015 e H2322, L1067 e H2322 (Sullivan et al., 2013), e para o gene
Rag?2 os primers MHF e MHR, F88a e MHR (Sullivan et al. 2013).

Os produtos resultantes das amplificagdes foram visualizados em gel de agarose
1%, corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies), seguindo protocolo

do fabricante. Apos visualizagdo, o restante do produto amplificado foi purificado com
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ExoStar™ 1-Step (Illustra™) seguindo recomendagdes do fabricante. As amostras foram
entdo sequenciadas bidirecionalmente em reagdes independentes, de acordo com o
protocolo descrito por Hajibabaei et al. (2005). O produto das reagdes de sequenciamento
foi analisado em sequenciador automatico ABI 3500 XL (Applied Biosystems Inc., CA,
USA).

Inicialmente, foram construidas matrizes para cada gene alinhadas de forma
independente com o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) com parametros padrao. Apenas
regides inequivocamente alinhadas foram incluidas; foram excluidas regides ndo
alinhadas na regido terminal. Os loci foram concatenados em uma Unica matriz
consistindo 2140 bp. Cada gene, exceto o trecho 12S-16S, foi particionado por gene e
cédon para determinar modelos de evolugdo molecular codon-especificos no
PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al., 2012). Os melhores modelos foram escolhidos com
o melhor valor para o critério de informacao Bayesiano (BIC), posteriormente utilizado
para as estimativas filogenéticas baseadas em maxima verossimilhanca (ML). Para as
analises de inferéncia Bayesiana (IB), o pacote bModelTeste (Bouckaert, Drummond,
2017) do software BEAST foi utilizado para estimar o melhor modelo, bem como as taxas

de divergéncia mais adequada para cada parti¢do génica.

ANALISE FILOGENETICA, CALIBRACAO DA ARVORE E DATACAO

As hipoteses filogenéticas foram inferidas a partir de dois métodos de
reconstru¢do (ML e IB) usando os dados particionados. As reconstrucdes filogenéticas de
ML foram realizadas pelo software RAXML (Stamatakis, 2014) com fast-tree algorithm
e 1000 pseudoréplicas com 100 repeticdes aleatdrias utilizando o modelo GTR + G por
meio do portal CIPRES (Miller et al., 2010). A inferéncia Bayesiana foi conduzida no
software BEAST 3.1.2 (Drummond ef al., 2012) em 10 milhdes de geragdes amostrando
uma arvore a cada mil geragdes. A convergéncia dos dados foi analisada graficamente
pelo software Tracer v 1.3 (Drummond et al., 2012) considerando a estabilidade das
cadeias e valores de ESS acima de 200, descartando 10% iniciais como burn-in. As
arvores restantes foram usadas para calcular a arvore de consenso pelo método de maxima
credibilidade. As medidas de suporte de nos sdo dadas como probabilidade posterior e
porcentagem de bootstrap.

Um reldgio molecular relaxado nao correlacionado (lognormal) com modelo
birth-death foi estimado usando BEAST v.3.1.2 (Drummond et al., 2012) e todas as

inferéncias de idade dos nods sdo apresentadas como densidade posterior de 95% (HPD).
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Para calibragao, foi implementado um ponto médio com distribui¢ao normal de 23 Ma
a.p. usando um sigma de 3,5 Ma a.p. como ancestral comum mais recente de
Steindachneridion. Os fosseis de Steindachneridion (S. Iheringi Woodward, 1898; S.
silvasantosi Figueiredo & Costa-Carvalho, 1999) foram recentemente reclassificados ao
final do Oligoceno ¢ inicio do Mioceno (23,03 Ma a.p., Lima et al., 1985; Lundberg,

1998) por estudos palinologicos feitos de sedimentos cenozoicos da bacia de Taubaté.

ESTIMATIVA DE DISTRIBUICAO DE AREA ANCESTRAL

Uma abordagem baseada em modelagem de eventos biogeograficos foi utilizada
para avaliar os processos possivelmente responsaveis pela atual distribui¢do das espécies
de Steindachneridion. Para tanto, empregou-se o pacote estatistico em R BioGeoBears
(Metzkier et al, 2013) que utiliza diferentes modelos baseados em eventos
biogeograficos (dispersdo e vicariancia - DIVA; cladogénese por dispersdo e extingdo -
DEC; e inferéncia Bayesiana de dispersao-vicariancia + evento fundador - BAYESarea).
A performance dos modelos foi avaliada pelo escore de maxima verossimilhanga, critério
de Akaike com correcdo para pequenos tamanhos amostrais (AICc) e peso dos critérios
de Akaike (WAICc). Os diferentes modelos foram testados considerando a arvore de
maxima credibilidade estimada pelo software BEAST, além de uma matriz de ocorréncia
dos diferentes taxons terminais. A matriz de dados foi construida considerando as divisdes
fisicas entre as bacias hidrograficas como unidades operacionais geograficas (Abell et al.,
2008; Wendt et al., 2019). Um total de seis unidades geograficas foram consideradas
(Figura 3): rio Jequitinhonha (J), rio Doce (D), rio Paraiba do Sul (P), alto rio Parana (A),
rio Iguacu (I) e rio Uruguai (U). O nimero maximo de areas ocupadas por uma linhagem
foi definido em seis, que ¢ maior do que o niimero de areas ocupadas por qualquer tdxon

do grupo.

RESULTADOS
ASPECTOS GERAIS DA MATRIZ

A matriz concatenada dos genes mitocondriais e nuclear resultou em 2140 pb apds
o alinhamento (932 para trecho 12S-16S; 579 para COI; 629 para Rag2), dos quais 669
foram variaveis e 432 parcimoniosos informativos. A composi¢ao nucleotidica da matriz
concatenada foi composta de 23,9% de timina, 26,2% de citosina, 30,4% de adenina e
19,5% de guanina. A matriz foi particionada por gene e posi¢des de codificagdo, exceto

para o segmento 12S-16S, resultando em sete se¢des. O esquema de particionamento € o
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modelo evolutivo para cada gene e posi¢ao de coddon avaliados no PartitionFinder ¢

bModelTest sao mostrados na Tab. 1.

Tabela 1 Modelos evolutivos por gene e codon encontrado pelo PartitionFinder e
bModelTest.

Particéo N-bases Cddon PartitionFinder  bModelTest
1 942 12S-16S GTR+I+G GTR*+1+G
2 193 COl.p1 HKY+G GTR*+I+G
3 193 COl.p2 TRNEF+G GTR*+I+G
4 193 COl.p3 F81+I GTR*+I1+G
5 388 Rag2.p3, Rag2.pl K80+I+G HKY+I+G
6 194 Rag2.p2 K80+G HKY+I+G

HIPOTESE FILOGENETICA E TEMPO DE DIVERGENCIA

As arvores estimadas pelas analises Bayesianas e de maxima verossimilhanca
apresentaram topologias idénticas envolvendo as espécies de Steindachneridion e
confirmando a posicédo basal do género, porém juntamente a Prhactocephalus, em relagéo
aos demais pimelodideos. Vale ressaltar, no entanto, 0 menor suporte para essa associacao
na analise Bayesiana (Phractocephalus + Steindachneridion: MV=0.77; 1B=0.47), bem
como 0 menor suporte estatistico de S. amblyurum na analise de maxima verossimilhanca
(MV =0.53).
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Pimelodus blochii
Pimelodus maculatus
Pimelodus pictus
Pimelodus ornatus
Pinirampus pirinampu
Brachyplatystoma vaillantit
Megalonema platycephalum
Hemisorubim platyrhynchos

Hypophthalmus edentatus

Pseudoplatystoma corruscans

Pseudoplatystoma tigrinum

Platysilurus mucosus

Sorubim elongatus
Sorubim lima
Zungaro zungaro
Brachyplatystoma capapretum
Brachyplatystoma filamentosum
Brachyplatystoma platynemum
Brachyplatystoma tigrinum
Leiarius marmoratus
Leiarius pictus M . %

0,02

593

Phractocephalus hemioliopterus

0,02
Figura 1. Estimativa de relacdo filogenética baseada em maxima verossimilhanga pelo software
RAXML. Valores de suporte de bootstrap > 50%.

Ambas as hipoteses, apresentam S. amblyurum como ramo basal em
Steindachneridion. As linhagens restantes dividem-se primeiro em formas costeiras (S.
parahybae + S. doceanum) e interioranas (S. melanodermatum + [S. scriptum +
Steindachneridion sp. n.]) todos com altos valores de suporte estatistico (MV > 0,8,
Figura 1; IB = 1, Figura 2). O ponto de coalescéncia de Steindachneridion foi estimado
em 25,8 Ma a.p. (C.1 95% [19,3 — 31,75 Ma a.p.]). A datacdo da coalescéncia entre todos
os pimelodideos foi estimada em 35 Ma a.p. (C.I. 95% [45 - 35 Ma a.p.]) a partir do ponto
de calibragéo ajustado pelos registros fossiliferos de Steindachneridion iheringi (Woodward,
1898) e Steindachneridion silvasantosi (Figueiredo & Costa-Carvalho, 1999) da transicdo Oligo-
Mioceno (23,03 Ma a.p.; Figura 2).
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Paleogeno Neogeno
Eoceno Oligoceno Mioceno Plio P|H
\——— Brachyplatystoma capapretum
0.83 L— Brachyplatystoma filamentosum
0.8 Brachyplatystoma platynemum
%S, = Brachyplatystoma tigrinum
0.99 Hemisorubim platvrhynchos
Hypophthalmus edentatus
Platysilurus mucosus
0,47 | ———— Pseudoplatystoma corruscans
0,29 L L Pseudoplatystoma tigrinum
1 i I——— Sorubim elongatus
0,68 L Sorubim lima

Zungaro zungaro
1 Brachyplatystoma vaillantii
_|0!4 L Pinirampus pirinampu
Pimelodus ornatus

1 0,99
Megalonema platycephalum
0.84 0.99 Pimelodus blochii
1_1_‘_— Pimelodus maculatus
1 L . Pimelodus pictus

It Leiarius marmoratus
L Leiarius pictus
Phractocephalus hemioliopterus

Lo,41 @ Steindachneridion amblyurum
1 1 Steindachneridion doceanum
1 _—E: Steindachneridion parahybae
1

Steindachneridion melanodermatum
Steindachneridion scriptum
14Q@ Steindachneridion sp. n.

45 40 35 30 25 20 -5 -10 5
. Rio Jequitinhonha . Rio Doce . Rio Paraiba do Sul
O Rio Iguagu . Rio Uruguai O Alto Rio Parana

Figura 2. Estimativa bayesiana de relacdo filogenética calibrada em tempo geolégico para
Steindachneridion Eigenmann & Eigenmann e demais membros da familia Pimelodidae. Estrela
amarela: ponto de calibragdo (fSteindachneridion iheringie e fSteindachneridion silvasantosi
23,03 a 33,09 Ma a.p.); barras azuis representam o intervalo de confianca 95% para idade dos
nos; valores proximos aos nos indicam a probabilidade a posteriori. Tempo em milhdes de anos.

J& o ancestral comum mais recente (most common recent ancestor MCRA) dos
demais membros de Steindachneridion apresenta coalescéncia datada em cerca de 14 Ma
a.p. (C.1. 95% [18,5 — 10 Ma a.p.]) enquanto o MCRA de S. doceanum e S. parahybae
apresenta coalescéncia estimada para o Mioceno tardio (7,5 Ma; C.I. 95% [3,5—-11,5 Ma
a.p.]). As demais especies do género com distribuicdo interiorana apresentam MCRA
estimado para a transi¢do Plio-Pleistoceno (2,34 Ma a.p. C.I. [1,62 — 2,5]). Por fim, o
ultimo ponto de diversificacdo entre as espécies do género, S. scriptum e
Steindachneridion sp. n. ocorreu ha cerca de 1,94 Ma a.p. (C1 95% [0,71 e 2,01 Ma a.p.]),

ja inteiramente no intervalo correspondente ao Pleistoceno.
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ESTIMATIVA DE DISTRIBUIGAO ANCESTRAL

As andlises de estimativa de distribuicdo ancestral apontam o modelo DIVALIKE
como aquele de melhor ajuste dentre os modelos avaliados, considerando os valores de
AICc e WAIC (Tab. 1). Embora o modelo seja baseado em dispersdo e vicariancia, 0s
resultados apontam para um valor estimado de dispersdo e extin¢do despreziveis
(parametros d e e; Tab. 2).

Tabela 2 Performance dos modelos biogeograficos de distribuicdo de area ancestral
estimados a partir da relacdo filogenética de Steindachneridion. (InL: log de Méaxima
Verossimilhanga; n-par: ndmero de pardmetros em cada modelo; d: estimativa de
dispersdo para cada modelo; e: extin¢do; j: presenca de especiacdo por evento fundador;
AlCc: critério de informacdo de Akaike corrigido para pequenas amostras; AICc_wt:
critério de Akaike pesado para entre modelos).

Modelos InL n-par d e i AlCc  wAlICc
DIVALIKE -10,27 2,00 0,00 0,00 0,00 28,553 0,750
DIVALIKE+] -7,12 3,00 0,00 0,00 0,38 32,24 0,120
DECH+J -7,68 3,00 0,00 0,01 1,33 33,37 0,067
BAYAREALIKE+] -7,82 3,00 0,00 0,01 1,00 33,64 0,059
DEC -15,78 2,00 0,01 0,01 0,00 39,56 0,003
BAYAREALIKE -20,18 2,00 0,03 0,15 0,00 48,35 0,000

A hipétese de estimativa de distribuicdo ancestral suportada pelo modelo
selecionado € ilustrada na Figura 3. Este modelo indica um evento vicariante precoce para
a linhagem de S. amblyurum, a qual tornou-se isolada dos demais taxons do grupo ha
cerca de 26 Ma a.p. na bacia do Jequitinhonha. Em seguida, houve a separacao entre as
formas das bacias costeiras remanescentes (rio Doce e rio Paraiba do Sul) e interioranas
(Alto Parand, Iguacu e Uruguai) hd 14 Ma a.p. O proximo evento de diversificacdo
aconteceu hé cerca de 7 Ma a.p. isolando S. doceanum e S. parahybae nas bacias do rio
Doce e Paraiba do Sul, respectivamente. Por fim, o modelo aponta o isolamento de S.
melanodermatum na bacia do Iguagu, seguida pela separagdo de S. scriptum e
Steindachneridion sp. n. nas bacias do alto rio Parand e Uruguai, durante a transicao
Pleistoceno (2.34 a 1.5 Ma a.p.; Fig. 3).
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=0

O Steindachneridion sp. n. &  Steindachneridion doceanum /\  Steindachneridion parahybae

B Steindachneridion amblyurum @  Steindachneridion melanodermatum \/  Steindachneridion scriptum

Figura 3. Estimativa de distribuicdo ancestral de Steindachneridion com modelo
DIVALIKE. Graficos de pizza representam a probabilidade da &rea de distribuicdo
ancestral estimada pelo modelo. (Areas biogeograficas: A = Alto Parang, | = Iguagu, U =
Uruguai, J = Jequitinhonha, D = rio Doce, P = Paraiba do Sul).
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DISCUSSAO

A filogenia multiloci aqui apresentada é o maior conjunto de dados moleculares
ja reunidos para Steindachneridion, onde pela primeira vez todas as espécies do género
foram incluidas em uma hipoOtese de reconstrucdo filogenética. Algumas relagdes
intergenéricas sdo congruentes com hipdteses anteriores, como por exemplo, a posicao
basal de Steindachneridion na familia (Lundberg et al., 1988, Pedro, Nass, 1991,
Hardman, Lundberg, 2006; Lundberg et al., 2011). Ambas as andlises, Bayesiana e de
méaxima verossimilhanca, apresentam topologias bem resolvidas com alto suporte
estatistico para as relagfes intragenéricas, corroborando sua monofilia. Pela primeira vez
é demonstrada a relacdo filogenética entre as espécies de Steindachneridion, e sdo
inferidas informacdes sobre o padrdo de distribuigdo ancestral do grupo.

A posicao basal de Stenidachneridion, Phractocephalus e Leiarius em relacao aos
demais pimelodideos tem sido evidenciada por dados morfolégicos (Lundberg et al.,
1988, Pedro, Nass, 1991, Lundberg, Akama, 2005) e confirmados por evidéncias
moleculares (Hardman, Lundberg, 2006, Lundberg et al., 2011, Sullivan et al., 2013).
Como observado, os resultados das analises Bayesiana e de méaxima verossimilhanca
colocam Phractocephalus como irméo de Steindachneridion na base de Pimelodidae,
seguido pela juncdo de Leiarius e demais pimelodideos. Hipoteses filogenéticas
anteriores corroboram parcialmente essa posicéo basal de Steindachneridion, com certa
variacdo em relacdo ao seu grupo irmao (Phractocephalus ou Leiarius) a depender do
conjunto de dados e analises empregadas (Sullivan et al., 2011, Sullivan et al., 2013). Em
resumo, essas hipoteses sugerem dois arranjos alternativos entre os géneros “basais” de
Pimelodidae. O primeiro, baseado em dados morfologicos, considera Steindachneridion
como grupo irmao de Phractocephalus (Lundberg et al., 1988, 1991). A segunda, com
dados moleculares, recupera Steindachneridion como linhagem irmé a todos os demais
pimelodideos (Hardman & Lundberg, 2006, Sullivan et al., 2013). Os dados aqui
apresentados suportam uma hipdtese hibrida, com Steindachneridion como grupo irméo
de Phractocephalus, e ambos irmédo dos demais, com um indice de suporte bootstrap de
0,77 e 0,41 de probabilidade posterior. Deste modo, considerando a variagéo do suporte
estatistico dos ramos e a incongruéncia das hipoteses propostas nos diferentes estudos,
recomenda-se a inclusdo de uma matriz de dados especificamente delineada para o estudo
das relacOes supragenéricas em Pimelodidae.

A monofilia de Steindachneridion foi corroborada pelas analises filogenéticas

realizadas no presente estudo baseadas nos genes mitocondriais e nuclear analisados. Este
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género também é caracterizado com base em diversas variaveis morfolégicas, com
destaque para: um sulco mediano separa as placas dentigeras no pré-maxilar e dentério
com dentes viliformes; uma ou duas placas dentigera vomeriana; oito raios
branquiostegais; nadadeira dorsal com sete raios ramificados; aculeos das nadadeiras
dorsal e peitoral ndo pungentes; margens anterior e posterior da nadadeira peitoral lisas;
primeiro arco branquial com 12 a 20 rastros (Garavello, 2005).

Uma subdivisdo em trés grupos é observada em Steindachneridion. O primeiro
grupo € composto por S. amblyurum enquanto o segundo € composto pelas demais formas
costeiras do Leste, S. doceanum e S. parahybae. Steindachneridion amblyurm apresenta
uma distancia entre espinho do parieto-supraocciptal com a placa nucal menor do que a
metade do tamanho do espinho parieto-supraocciptal. Por outro lado, em S. doceanum e
S. parahybae essas estruturas ndo apresentam distancia entre si, sendo entdo adjacentes,
possivelmente uma sinapomorfia dessas duas espécies (REF). Embora essas espécies
apresentem as diferencas mencionadas, morfologicamente, compartilnam a presenca de
duas placas dentigeras vomerianas, somado ao fato de as trés espécies estarem associadas
as bacias costeiras do Leste. O terceiro grupo, por sua vez, € composto pelas formas
presentes nas bacias interioranas, compreendendo S. melanodermatum, S. scriptum e
Steindachneridion sp. n. A relacdo filogenética deste grupo é suportada pela presenca de
placa dentigera vomeriana Unica, além de distancia entre espinho do parieto-supraocciptal
com a placa nucal sempre maior que trés quartos do tamanho do espinho parieto-
supraocciptal. Esses padrbes morfologicos foram independentemente derivados nas
formas costeiras do Leste em relacdo as formas interioranas, dividindo o género em trés
grupos de acordo com os caracteres supracitados (REF) .

A reconstrucdo da area ancestral revela uma histdria biogeografica complexa
relacionada as mudancas hidroldgicas e geograficas que ocorreram desde o Oligoceno
tardio. O modelo de reconstrucdo biogeografico aponta para um cenario de maltiplos
eventos vicariantes. Segundo este modelo, o ancestral de Stendachneridion com duas
placas dentigeras era distribuido nas bacias costeiras e interioranas, ficando isolado no
sistema Jequitinhonha ha cerca de 25 Ma a.p. dando origem a S. amblyurum.
Posteriormente, o ancestral tornou-se restrito as atuais areas das bacias dos rios Doce e
Paraiba do Sul, separando-se ha cerca de 15 Ma a.p do sistema Alto Parana. Apenas a
cercade 7 Maa.p. o ancestral de S. doceanum e S. parahybae sofreu um evento vicariante,
isolando as formas que dariam origem as espécies atuais nas respectivas bacias.

Concomitantemente, entre 15 e 2,3 Ma a.p. 0 ancestral das formas interioranas, a
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linhagem com fusdo das placas dentigeras do vémer, ocupava o sistema alto rio Parana.
Hé& cerca de 2 Ma a.p. esse ancestral foi isolado na bacia do Iguacu, dando origem a S.
melanodermatum. Ao longo do Pleistoceno superior e médio as formas do Alto Parana e
Uruguai foram isoladas, dando origem respectivamente a Steindachneridion sp. n. e S.
scriptum.

Diversos intercAmbios ictiofaunalnisticos associados a eventos neotectdnicos
envolvendo as bacias costeiras e de interiores tem sido proposto durante o Paledgeno e
Neogeno (Ribeiro, 2006). As trocas entre as bacias costeiras e interiores parecem ter
acontecido ao menos uma vez durante a radiacdo de Steindachneridion, envolvendo as
bacias do Alto Parana e as bacias costeiras do Leste. Para este periodo, a0 menos duas
introgressOes marinhas séo registradas, as quais poderiam afetar a conformacao das bacias
atuais e o isolamento das respectivas formas nessas bacias, principalmente entre 25 e 18
Ma a.p. e 13 e 9,5 Ma a.p. (Rossetti et al., 2013). Ambas as data¢fes coincidem com 0s
pontos de diversificacdo de Steindachneridion nas bacias costeiras, isolando S.
amblyurum e subsequentemente as formas que daria origem a S. doceanum e S.
parahybae. Hipéteses anteriores consideravam um cenario distinto deste suportado pelos
dados aqui apresentados, atribuindo a diversificacdo das espécies do grupo costeiro as
variacfes climaticas do Quaternario (Garavello, 2005). Contudo, tanto os dados
filogenéticos quanto a estimativa de area ancestral apontam para uma divergéncia precoce
dos clados costeiros em relacdo aos interioranos, atribuindo ao grupo costeiro do Leste
uma origem e diversificacdo Oligo-Miocénica (Lima et al., 1985, Lundberg, 1998).

Por outro lado, eventos geomorfolégicos do Pleistoceno parecem ter tido grande
importancia para a diversificagdo das formas contidas nas bacias interioranas. Tais
eventos resultaram em barreiras geogréficas que isolaram S. melanodermatum no Iguagu
e 0 ancestral de S. scriptum e Steindachneridion sp. n. no Alto Parana durante o
Pleistoceno. A formacdo das cachoeiras do Iguagu e Sete-Quedas, limites das atuais
bacias do Iguacu e do Alto Parand, parece estar ligada a esses processos. Tais barreiras
tém sido sugeridas como responsaveis pelo alto endemismo das duas bacias (Baumgartner
et al., 2012; Langeani et al., 2007). Embora o periodo exato de formac&o de Sete-Quedas
seja incerto, ha suporte para o entendimento de que seu desenvolvimento aconteceu
concomitantemente ao surgimento das cataratas do Iguacu (Stevaux, 1994; Orfeo,
Stevaux, 2002). As cataratas do rio lguagu, por sua vez, tém sua origem atribuida ao
Pleistoceno entre 1,5 e 2,0 Ma a.p. (Latrubesse et al., 2010). Essas datas geolégicas sdo

congruentes com as analises de ajuste de modelo propostas neste estudo e outros na
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literatura (Wendt et al., 2019; Mondin et al., 2018), suportando o isolamento de S.
melanodermatum, seguido de S. scriptum e Steindachneridion sp. n. A ocorréncia de
Steindachneridion sp. n. na bacia do rio Iguagu, a jusante das cataratas, pode ser recente.
Grande parte desse rio € isolado do rio Parana pelas cataratas e sua desembocadura ocorre
no baixo rio Parana. Uma dispersdo para o baixo rio Iguacu pode ter ocorrido apds a
construcdo da hidrelétrica de Itaipu, pois ndo ha registros anteriores dessa espécie para

aquela regido e nem para o baixo rio Parana.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

S1. Catélogo dos vouchers e tecidos utilizados.

Espécie 12 e 16S Col rag2
Brachyplatystoma capapretum JF898674.1 KT952403.1 JF898745.1
Brachyplatystoma filamentosum  JF898677.1  FJ418760.1  JF898748.1
Brachyplatystoma platynemum JF898669.1 KT952406.1 JF898740.1
Brachyplatystoma tigrinum JF898668.1 KT952408.1 JF898739.1
Hemisorubim platyrhynchos JF898664.1 GU570709.1 JF898735.1
Hypophthalmus edentatus JF898661.1 MK874088.1 DQ492362.1
Platysilurus mucosus JF898662.1 KT952424.1 JF898733.1
Pseudoplatystoma corruscans JF898657.1 KP294243.1 HM107838.1
Pseudoplatystoma tigrinum JF898658.1 HQ689351.1 JF898728.1
Sorubim elongatus JF898654.1  KT952430.1 JF898724.1
Sorubim lima JF898653.1 KM897649.1 JF898723.1
Zungaro zungaro JF898650.1 KP294234.1  JF898720.1
Brachyplatystoma vaillantii JF898667.1 HMA453213.1 JF898738.1
Pinirampus pirinampu JF898684.1 GU701900.1 JF898755.1
Pimelodus ornatus JF898679.1 KT952422.1 JF898749.1
Megalonema platycephalum JF898692.1 MK®861720.1 JF898762.1
Pimelodus blochii JF898717.1  KT952419.1 JF898786.1
Pimelodus maculatus JF898708.1 KU288803.1 MF595402.1
Pimelodus pictus JF898703.1  KT952417.1  JF898772.1
Leiarius marmoratus JF898647.1  KT952448.1 JX899761.1
Leiarius pictus JF898648.1 MKS861716.1 DQ486782.1
Phractocephalus hemioliopterus ~ JF898646.1 MF489361.1 DQ492364.1
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5 CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram a descricdo de uma nova
espécie de Steindachneridion da bacia do alto rio Parana. Steindachneridion sp. n. difere
de seus demais congéneres por uma combinacdo de caracteres morfologicos que
compreendem diferencas no padrdo de colorido, nadadeira caudal, nimero de rastros
branquiais, formato da placa dentigera vomeriana, distancia entre a extremidade distal
espinho do parieto-supraoccipital e a placa nucal. Adicionalmente espécie nova
diferencia-se também na sequéncia do gene COI de todos os demais congéneres na
posicdo 267 em relacdo ao genoma mitocondrial completo. A espécie nova teve avaliado
seu risco de ameaca, e consideramos que Steindachneridion sp. n. deva ser considerada
como Ameacada de Extingdo, na categoria Vulneravel, pelo critério A2c da IUCN.

Adicionalmente, propomos aqui S. punctatum como sindénimo junior de S.
scriptum, que agora fica restrita a bacia do rio Uruguai. Esses resultados a partir do uso
de ferramentas morfolGgicas e moleculares em uma abordagem integrativa, contribuiram
para uma real nocdo da diversidade do grupo, possibilitando por exemplo estudos
filogenéticos complementares apresentados a seguir.

Em diversos trabalhos filogenéticos Steindachneridion, geralmente incluindo
apenas amostras de S. scriptum, ficam impossibilitados de avaliar o monofiletismo do
género, atribuem o grupo como basal em Pimelodidade e desconhecem as relagdes
filogenéticas das entre as espéecies. Em resumo, os dados aqui apresentados adicionam
alguns aspectos interessantes sobre a historia evolutiva e biogeografia de
Steindachneridion. Utilizando um conjunto de dados multilocus, apresenta-se aqui a
primeira hipotese filogenética entre espécies de Steindachneridion, bem como tempos de
divergéncia entre linhagem e estimativas de distribuicdo ancestral. As informagdes
suportam Steindachneridion como grupo monofilético e basal em relagdo aos demais
pimelodideos. O modelo de estimativa de distribuicdo ancestral indica a separacao das
formas costeiras do Leste no Oligo-Mioceno, enquanto as espécies interioranas

apresentam diversificacdo datada para o Pleistoceno.



6 ANEXOS

Normas de formatacéo da revista Neotropical Ictiology (N)

https://www.sbi.bio.br/ni/lnstructions to authors May20.pdf

92


https://www.sbi.bio.br/ni/Instructions_to_authors_May20.pdf

