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PREFACIO

Este trabalho de tese teve seu inicio, oficialmente, ha quatro anos, entretanto seu
projeto foi idealizado desde o ano de 2005, a partir da dissertacdo de Horacio Mori, que
consta de analises morfologicas em Microglanis cottoides, em que diferengas sutis foram
observadas mas ndo o suficiente para separa-las em espécies. A partir deste fato e levando em
conta a ampla distribui¢do de M. cottoides, de Sdo Paulo ao Rio Grande dos Sul, em bacias
que estdo isoladas, surgiu a hipotese de que sob a designacao de M. cottoides poderiam estar
outras espécies do género Microglanis, mas que ndo era possivel afirmar com certeza, s6 com
base nas diferencas morfologicas. Para testar esta hipoOtese, resolvemos desenvolver este
trabalho empregando, além da morfologia, ferramentas moleculares que permitissem
identificar potenciais espécies novas, além de compreender quais foram os eventos e
processos responsaveis pela atual distribui¢do de M. cottoides.

Os resultados deste trabalho estdo apresentados em dois capitulos, além de um artigo
cientifico intitulado: “Development and characterization of microsatellite loci of Microglanis
cottoides (Siluriformes: Pseudopimelodidae) and cross-species amplification”, publicado na
revista Neotropical Ichthyology 11(3): 581-585, 2013, que descreve 13 marcadores
microssatélites desenvolvidos para Microglanis cottoides e testa a sua aplicabilidade para
outras quatro espécies de Pseudopimelodidae. Este artigo encontra-se como um apéndice
desta tese.

O capitulo 1, intitulado “Status taxonomico de Microglanis cottoides (Boulenger,
1891) (Siluriformes: Pseudopimelodidae) do sul do Brasil: casos de sinonimia e espécie
criptica”, teve como proposta testar as relagdes filogenéticas entre as diferentes populacdes de
M. cottoides, ao longo de sua distribuicao geografica, com o uso da genética molecular ¢ da
morfologia. E o capitulo 2, Intitulado “Filogeografia de Microglanis cottoides (Boulenger,
1891) (Pseudopimelodidae): eventos e processos relacionados a distribui¢ao da espécie”, teve

como objetivos analisar a estrutura genética, demografia histérica e padrdes temporais de



divergéncia em populacdes naturais de Microglanis cottoides, ao longo de sua area de

distribuicdo, além das relacdes filogenéticas entre seus congéneres.



SOUZA-SHIBATTA, L. Filogeografia de Microglanis cottoides (Boulenger, 1891)
(Siluriformes: Pseudopimelodidae). 2015. 127f. Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas).
Universidade Estadual de Londrina.

RESUMO

Microglanis cottoides ¢ amplamente distribuida em bacias hidrograficas ao longo da costa
Atlantica brasileira que estdo isoladas entre si, bem como das grandes drenagens do interior,
pelas montanhas escarpadas da margem oriental do escudo cristalino brasileiro, conferindo a
esta espécie qualidades apropriadas para estudos filogeograficos. Além disso, existe a
hipdtese de ocorréncia de espécies cripticas e sindnimos em M. cottoides, tornando o estudo
desta espécie de grande importancia para a sistemadtica e o entendimento da evolugdo deste
grupo de peixes. Identificacdo e descri¢do de espécies, tradicionalmente, sdo feitas com base
em caracteres morfologicos, mas na atualidade ferramentas moleculares tém sido utilizadas,
em conjunto com a morfologia, para o estudo da diversidade biolégica. A proposta deste
trabalho foi (1) testar as relagdes filogenéticas entre diferentes populacdes de M. cottoides e
(2) analisar a estrutura genética, demografia historica e padrdes temporais de divergéncia nas
populagdes de M. cottoides, ao longo de sua area de distribuicdo, além da relacdo filogenética
entre seus congéneres. As relagdes filogenéticas e filogeograficas, a estrutura genética e a
demografia histérica foram analisadas utilizando uma combinacdo de marcadores
morfoldgicos e moleculares (microssatélites ¢ DNAmt-COI). A alta divergéncia genética
encontrada entre os individuos da bacia do rio Uruguai e demais bacias costeiras sugere que a
espécie designada como M. cottoides para a bacia do rio Uruguai, seja uma espécie nova de
Microglanis que se enquadra no critério de espécie criptica. Por outro lado, as populacdes de
M. cibelae apresentaram baixas divergéncias genéticas entre M. cottoides das demais bacias
costeiras, o que ¢ compativel para individuos de uma mesma espécie. Assim, M. cottoides,
como atualmente diagnosticado, forma um grupo ndo monofilético, pois inclui uma espécie
morfologica e geneticamente distinta da bacia do rio Uruguai e exclui uma espécie
morfologica e geneticamente similar das bacias dos rios Tramandai e Mampituba (M.
cibelae). Para as andlises filogeogréficas, a distribui¢do de M. cottoides restringiu-se as
drenagens costeiras, considerando as populagdes das bacias dos rios Tramandai ¢ Mampituba,
previamente identificadas como M. cibelae, como pertencentes a esta espécie. Os niveis de
variagdo genética observados em M. cottoides estao dentro do esperado quando comparados
com outras espécies de Siluriformes e os loci investigados mostraram um alto nivel de
polimorfismo. De forma geral, a diversidade genética encontrada nas populagdes de M.
cottoides foi alta e semelhante ao que geralmente ¢ encontrada em populagdes de peixes
selvagens. No entanto, observou-se forte estruturagdo genética principalmente entre as
amostras de Paranagud, Guaratuba e Itapocu e menor estruturagdo entre Ararangui e
Mampituba, ¢ entre Tramandai e Patos, indicando maior possibilidade de fluxo génico entre
essas populagdes e, consequentemente, maior similaridade entre elas. Contudo, considerando
a distancia geografica e principalmente o isolamento das bacias costeiras que, provavelmente,
ocorreu entre 6.000 a 10.000 anos antes do presente, a similaridade entre as populacdes
sugere fluxos génicos historicos, refletindo um periodo em que as bacias estavam conectadas.
Paleocanais fluviais presentes na plataforma continental podem indicar que estas drenagens
tinham comunicacdo com outras drenagens de bacias proximas, permitindo a ampla
distribuicdo de M. cottoides em drenagens que hoje estdo isoladas. Entretanto, nota-se que as
divergéncias genéticas entre os individuos das bacias costeiras aumentam com a distancia, e
observa-se que entre o sul de Santa Catarina e o norte do Rio Grande do Sul ha uma quebra



filogeografica de cerca de 1,9 Ma, causando a divisao das populagdes de M. cottoides em dois
filogrupos. As analises filogeograficas e filogenéticas demonstraram que as espécies
litoraneas, M. parahybae e M. cottoides, sdo filogeneticamente mais relacionadas e
divergiram-se ha aproximadamente 5 Ma. J& M. garavelloi da bacia do Alto Parand e
Microglanis sp. da bacia do rio Uruguai divergiram dessas espécies do litoral ha pelo menos 8
Ma, coincidindo com a época de diversificacdo da maior parte da ictiofauna Neotropical, que
ocorreu entre 3 e 10 Ma. Portanto, tudo indica que a historia filogeografica de M. cottoides
envolveu eventos vicariantes de origem tectonica como a formagdo das drenagens costeiras a
partir de episddios orogenéticos e, mais recentemente, por eventos climaticos pleistocénicos
que isolaram varias populagdes. Porém, em periodos de glaciacdo, quando as drenagens
voltam a se encontrar, as populagdes de M. cottoides possivelmente trocam informagdes
genéticas e por isso mantém sua unidade especifica.

Palavras-chave: Bacias costeiras. Biogeografia. Diversificagdo bioldgica. Regido
Neotropical.



SOUZA-SHIBATTA, L. Phylogeography of Microglanis cottoides (Boulenger, 1891)
(Siluriformes: Pseudopimelodidae). 2015. 127p. Thesis (PhD in Biological Sciences).
Universidade Estadual de Londrina.

ABSTRACT

Microglanis cottoides is widely distributed in basins along the Brazilian Atlantic coast that
are isolated from each other and from major drainages of the interior, by rugged mountains of
the east bank of the Brazilian crystalline shield, giving to this species appropriate qualities for
phylogeographic studies. Furthermore, there is a chance of occurrence of cryptic species and
synonyms in M. cottoides, making this kind of study of great importance for the systematic
and for understanding of the evolution of this group of fish. Identification and description of
species are traditionally made based on morphological characteristics, but currently molecular
tools have been used in conjunction with morphology for the study of biological diversity.
The purpose of this study was (1) to test the phylogenetic relationships between different
populations of M. cottoides and (2) to analyze the genetic structure, historical demography
and temporal patterns of divergence among populations of M. cottoides, throughout its
distribution area in addition to the phylogenetic relationship among congeners. The
phylogenetic and phylogeographic relationships, genetic structure and the historical
demographics were analyzed using a combination of morphological and molecular markers
(microsatellites and mtDNA-COI). The high genetic divergence found among specimens of
the Uruguay River basin and other coastal basins suggests that the species identified as M.
cottoides from the Uruguay River basin, is a new species of Microglanis that fits in the
criterion of cryptic species. On the other hand, populations of M. cibelae showed low genetic
differences between M. cottoides from remaing coastal basins, which is compatible for
individuals of the same species. Thus, M. cottoides, as currently diagnosed, form a non-
monophyletic group because it includes a morphologically and genetically distinct species
from the Uruguay river basin and excludes a morphological species and genetically similar
species from the Tramandai and Mampituba rivers basins (M. cibelae). For phylogeographical
analysis, the distribution of M. cottoides was restricted to the coastal streams, considering the
populations of Tramandai and Mampituba basins, previously identified as M. cibelae, as
belonging to this species. The levels of genetic variation observed in M. cottoides are as
expected when compared to other species of Siluriformes and the investigated /oci showed a
high level of polymorphism. Overall, the genetic diversity found in populations of M.
cottoides was high and similar to what is usually found in wild fish populations. However,
there was a strong genetic structure mainly between samples of Paranagua, Guaratuba and
Itapocu and lower structure between Ararangua and Mampituba, and between Tramandai and
Patos, indicating a higher possibility of gene flow between these populations, and
consequently, greater similarity between them. However, given the geographical distance and
especially the isolation of coastal basins that probably occurred between 6,000 to 10,000
years before present, the similarity between the populations suggests historic gene flows,
reflecting a time when the basins were connected. River paleochannels present on the
continental platform may indicate that these drainages had communication with other
drainages of nearby basins, allowing widespread distribution of M. cottoides in drainage that
are isolated today. However, it notes that the genetic differences between individuals of
coastal watersheds increase with the distance, and it is observed that between the south of
Santa Catarina and northern Rio Grande do Sul there is a phylogeographic break of about 1.4
My, causing the division of populations of M. cottoides in two phylogroups. The



phylogeographic and phylogenetic analysis showed that the coastal species, M. parahybae
and M. cottoides are phylogenetically more related and diverged at about 3 My. Since M.
garavelloi from Alto Parana basin and Microglanis sp. from the rio Uruguay basin diverged
from these coastal species for at least 5 My, coinciding with the time of diversification of
most of the Neotropical fish fauna, which occurred between 3 and10 My. Therefore, it seems
that the phylogeographic history of M. cottoides involves vicariant events of tectonic origin
like the formation of coastal drainages from orogenic events and, more recently, by
Pleistocene climatic events that isolated various populations. However, in glaciation periods,
when the drainage meet again, populations of M. cottoides possibly exchange genetic
information and therefore maintain their specific unit.

Keywords: Coastal basins. Biogeography. Biological diversification. Neotropical Region.
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Aspectos Histdricos da Biogeografia

Ao longo da historia, diversos naturalistas se interessaram por compreender a
distribuicdo dos organismos vivos, como Georges-Louis Leclerc — Conde de Buffon (1707-
1788), que notou que as espécies, assim como o clima, sdo mutaveis, e que diferentes por¢oes
do globo apresentam fauna e flora caracteristicas do local, concluindo que areas distintas
possuem espécies distintas (Brown & Lomolino, 2006); como outro exemplo, cita-se
Alexander Von Humboldt (1769-1859), um dos primeiros autores a utilizar a palavra
Biogeografia em referéncia a “Geografia da vida” (Nelson & Platnick, 1981). Entretanto, os
maiores avancos em Biogeografia e Biologia Evolutiva do século XIX foram protagonizados,
principalmente, por quatro cientistas britanicos, Charles Darwin, Joseph Dalton Hooker,
Philip Lutley Sclater e Alfred Russel Wallace, embora muitos outros tenham produzidos
trabalhos importantes neste periodo (Brown & Lomolino, 2006).

Ao longo do tempo diversas mudancas ocorreram nessa area do conhecimento, novas
teorias foram propostas e avangos importantes foram realizados (Rosen, 1978; Wiley, 1988;
Nelson & Platnick, 1981; Avise et al., 1987; Ronquist & Sanmartin, 2011), como o
afloramento da Panbiogeografia proposta por Croizat em 1964, em resposta ao
dispersionismo difundido no século XIX, o qual pregava que as distribui¢es disjuntas dos
organismos poderiam ser explicadas por eventos de dispersdo, ou seja, as espéecies se
originavam em centros de origem, a partir dos quais se dispersavam aleatoriamente,
atravessando barreiras preexistentes, colonizando novas areas e dando origem as espécies
atuais (Platnick, 1976). Croizat, no entanto, apos comparar a distribuicdo de diferentes
taxons, tanto de plantas quanto de animais, concluiu que organismos de relacionamento
distante frequentemente exibiam disjuncGes similares, e que esses padrdes de distribuigdes
eram legados de eventos histéricos que influenciaram muitas linhagens diferentes. Ele

sugeriu entdo que, em muitos casos, a populacdo ancestral ocupava a somatoria das areas
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habitadas hoje por seus descendentes, tendo sido dividida pelo surgimento de barreiras que
provocaram o isolamento entre as subpopulacbes. Essas barreiras seriam as causas da
disjuncdo observada e afetariam grande parte da biota da area (Brown & Lomolino, 2006).
Porém, a teoria da deriva continental, proposta por Alfred Wegener em 1915, que poderia
explicar muitas das disjuncdes observadas por Croizat, foi completamente ignorada em
muitos dos seus trabalhos iniciais. Ele acreditava que ao contrario de continentes e oceanos
moveis, subidas e descidas dos fundos oceéanicos foram responsaveis pela mudanca na
distribuicdo das massas de terra no globo ao longo do tempo geoldgico (Brown & Lomolino,
2006; Briggs, 2007) e que pontes continentais e oceanicas efémeras explicariam a maior parte
das conexdes entre areas disjuntas (Morrone, 2002).

Além de Croizat inicialmente ndo considerar a deriva continental como um fator
preponderante para explicar as disjuncdes na Panbiogeografia, existia uma falha em sua
teoria pela falta de um fundamento filogenético, pois se as disjuncdes ndo representassem a
separacdo de taxons monofiléticos, ndo existiria nenhum sentido hipotetizar conexdes
pretéritas entre elas (Brown & Lomolino, 2006). Entretanto, a juncdo da sistematica
filogenética de Hennig com a Panbiogeografia de Croizat, resolveu este impasse e marcou o
nascimento do conceito de Biogeografia de Vicariancia (Croizat et al., 1974; Morrone, 2002;
Briggs, 2007), que explicaria o processo causal da diversidade, representando uma quebra do
paradigma dispersionista (Nihei, 2011) e constituindo a base da Biogeografia moderna
(Ebach & Humphries, 2002).

Os padroes de distribui¢do, na maior parte dos grupos biologicos, séo resultantes da
dispersdo ou da vicariancia (Nelson & Platnick, 1981; Santos & Amorim, 2007), entretanto,
hipdteses biogeograficas baseadas em disperséo séo dificeis de serem testadas porque ndo ha
como demonstrar sua universalidade. Por outro lado, quando se busca construir cenarios a

partir de uma perspectiva calcada na vicariancia, a diferenca € marcante, ja que estes podem
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ser testados por meio de analises com outros grupos que ocupam as mesmas areas e, também,
pela comparacdo com hipoteses geoldgicas para a regido.

A Biogeografia é considerada uma das areas mais amplas, abrangentes e
multidisciplinar das Ciéncias Biologicas, com o interesse em estudar a distribuicdo dos seres
Viv0os no espaco e no tempo, tentando reconhecer padrdes de distribuicao, fornecer hipoteses
acerca dos processos que 0S causaram e propor um sistema de regionalizacdo biotica do
planeta (Nelson & Platnick, 1981; Crisci, 2001; Morrone, 2004). Ela surgiu na tentativa de
se compreender os padrdes de distribuicdo espacial dos organismos e as causas desses
padrdes, tanto no que se refere as causas historicas quanto as ecologicas (Nelson & Platnick,
1981). A abordagem histdrica tenta explicar a origem da distribuicdo atual dos taxons através
dos processos histdricos, como especiacdo alopéatrica e simpatrica, extincdo, dispersdo
(Rosen, 1978) e vicariancia (Nelson & Platnick, 1981), ja a ecoldgica trata de examinar a
distribuicdo dos tdxons e 0os mecanismos que mantém ou alteram essa distribuicdo (Nelson
& Rosen, 1981). Trata-se de uma das disciplinas mais complexas e integrativa da Biologia
Comparada, pois na tentativa de entender o processo da distribuicdo geografica dos
organismos, tanto no passado como no presente, e relaciona-lo a biodiversidade que
observamos atualmente, tais estudos dependem enormemente de informacdes sistematicas e
sdo inter-relacionados a evidéncias fornecidas por outros campos da Ciéncia, tais como a
Geologia, a Geografia, a Paleontologia, a Biologia Molecular e a Ecologia (Brown &
Lomolino, 2006; Posadas et al., 2006; Santos & Amorim, 2007).

Estudos biogeograficos envolvendo niveis taxondmicos acima de espécie,
frequentemente, utilizam caracteres morfologicos nas inferéncias filogenéticas (Lucinda,
2005), por outro lado, em nivel intraespecifico os dados moleculares s&o os mais utilizados

(Avise, 2000; Froufe et al., 2005).
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O “nascimento” da Filogeografia

O desenvolvimento de marcadores moleculares e de novas tecnologias na década de
70, como a descoberta das enzimas de restri¢do e de algoritmos capazes de estimar distancia
genética a partir de mapas de restricdo, possibilitou o surgimento da Filogeografia. Esta é
uma subéarea da Biogeografia que, em sua esséncia, lida com a distribuicédo espacial de alelos
cujarelacéo filogeneética pode ser inferida. Ela permite compreender os principios e processos
que governam a distribuicdo geogréafica das linhagens genealdgicas, principalmente em nivel
intraespecifico (Avise, 2000, 2009).

Um dos primeiros estudos a apresentar os elementos béasicos da Filogeografia,
empregada até hoje, foi realizado por Avise e colaboradores em 1979; posteriormente as
publicacGes de varios outros trabalhos com este mesmo enfoque, o termo Filogeografia foi
cunhado efetivamente (Avise et al., 1987). De la para ca, muitos outros estudos com esta
tematica tém sido apresentados ao redor do mundo, impulsionados principalmente pelo
desenvolvimento de técnicas moleculares modernas e programas computacionais, cada vez
mais eficientes e de facil manuseio (Beheregaray, 2008; Avise, 2009; Turchetto-Zolet et al.,
2013). Observa-se nesses trabalhos um rapido avango, a partir dos primeiros estudos
utilizando métodos descritivos, para 0 uso de métodos estatisticos baseados em coalescéncia
(Filogeografia estatistica) (Kuhner, 2008), envolvendo testes de modelos a priori (Carstens
et al., 2005; Avise, 2009). Assim, as analises moleculares com base nas variacdes de
sequéncia de DNA nos organismos Vvivos, juntamente com avangos na estatistica tém
proporcionado um maior entendimento de como eventos geoldgicos e mudancas climaticas
moldaram a histéria demografica das populacées (Avise, 2009).

O DNA mitocondrial (DNAmt) foi o marcador molecular inicial escolhido para os
estudos filogeograficos por possuir algumas caracteristicas que o torna mais adequado para

0 estudo, tais como ser herdado maternalmente, ser haploide, ndo sofrer recombinacéo,
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evoluir rapidamente (apresenta taxas de mutacdo mais elevadas que marcadores nucleares),
ser de facil extracdo, além de ser encontrado em qualquer organismo eucarioto, possibilitando
comparag6es homologas entre espécies e, em funcdo do tempo de coalescéncia, serem mais
sensiveis a eventos demograficos (Avise et al., 1987). Deste modo, as caracteristicas deste
marcador permitem que as relacdes filogenéticas entre os haplotipos possam ser facilmente
reconstruidas, considerando eventos mutacionais como evidéncia de relacdo de
ancestralidade e descendéncia entre haplétipos (Martins & Domingues, 2011).

Entretanto, a Filogeografia ndo precisa basear-se exclusivamente neste marcador e
nem tdo somente em dados moleculares, podendo ser utilizadas outras fontes, de origem
morfoldgica, comportamental, entre outras, desde de que as relagdes filogenéticas entre os
taxons estudados estejam associadas a uma distribuicdo geografica. Porém, marcadores
baseados em fenotipos podem ser facilmente influenciados por fatores ndo genéticos e apenas
um pequeno numero de caracteres estd disponivel para cada organismo, enguanto que 0s
marcadores moleculares s&o pouco influenciados pelo ambiente e possuem um grande
namero de caracteres informativos disponiveis em cada organismo. Além disso, 0 DNA é
diretamente herdado e os modos de transmissdo podem ser especificados, diferenciando
homologias de analogias (Avise, 2000).

A Filogeografia é uma excelente ferramenta para esclarecer padrfes historicos e
evolutivos entre populacdes de uma espécie, a partir de estudos genéticos populacionais,
como processos demograficos histéricos (fluxo génico, tamanho efetivo populacional,
sequéncias de colonizacgéo, gargalos de garrafa) e também para determinar os limites entre
especies e identificar unidades de conservacdo (Avise et al., 1987; Avise, 2000, 2009;
Freeland, 2005; Vazquez-Dominguez, 2007).

A analise e interpretacdo da distribuicdo de linhagens requerem a conjugacao de uma

série de disciplinas, como a Sistematica Filogenética, Genética de populagdes, Geografia,
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Geologia, Demografia, Paleontologia, Ecologia e tantas outras, atribuindo a Filogeografia
um carater multidisciplinar que permite uma ponte entre 0S processos micro e
macroevolutivos (Avise, 2009; Martins & Domingues, 2011). Assim, o estudo da
distribuicdo geografica de linhagens tem sido amplamente usado para descrever eventos
historicos, como fragmentacdo de habitats ou expansdo da area de distribuicdo de espécies e
populacgdes, eventos de migracdo, vicariancia ou extincdo de linhagens génicas, bem como
outros processos que afetam a estrutura das populagbes ou que geram especiacdo em um

contexto espacial e temporal (Avise, 2000; Hardy et al., 2002).

Estrutura populacional e Filogeografia

A capacidade de adaptacdo de um organismo depende da sua variabilidade genética
e, a informacdo dessa variacdo, dentro e entre as populacdes, é importante para compreender
a historia evolutiva das populacdes (Hartl & Clark, 2008). A estrutura populacional é
observada em praticamente todos 0s grupos de organismos, e quando estes séo comparados,
em geral, é esperado algum tipo de diferenca genética e morfolégica em relacdo a sua
distribuicdo geografica. Essa estruturacdo é resultado de processos evolutivos que atuam
sobre a variabilidade genética presente nas populagdes, que surge através de mutagdes
aleatorias, gerando novos alelos ou recombinagdes cromossdmicas entre populagdes. Os
processos evolutivos podem ser causados por fatores geogréficos, ecoldgicos e
comportamentais, além dos aspectos genéticos de cada espécie e sua historia bioldgica
(Avise, 2000). Assim, o estudo da estrutura genética da populacdo é essencial para o
entendimento da dindmica das populacGes, bem como dos fatores responsaveis.

Na atualidade, a abordagem mais utilizada para descrever a estrutura populacional, a
luz da distribuicdo geografica, é a da Filogeografia, que gera informacdes importantes sobre

0s processos evolutivos envolvidos na determinagdo dos padrdes atuais de distribuicdo e
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diversificacdo entre populacdes e espécies atuais. Esses padrdes, tanto da distribui¢do quanto
da variacao genética populacional, s@o o resultado de eventos historicos, como vicariancia e
migracao, ou recorrentes, como o fluxo génico atual e variacbes ambientais recentes. A
definicdo de tais eventos fornece informacgdes para desvendar os processos evolutivos que
podem ter levado populacdes a se diferenciar em espécies ao longo do tempo, gerando uma
marca genética e um padrao filogeografico distinto (Avise, 2000; Templeton, 2001).

A grande diferenca da abordagem filogeografica para a abordagem puramente
populacional reside no fato de que a Filogeografia apresenta um enfoque na histéria da
espécie, principalmente no passado biogeografico (Knowles & Meddison, 2002). Com esse
enfoque € possivel realizar estudos de processos micro e macroevolutivos, além da descricéo
das distribuicGes geograficas das espécies, suas relacbes filogenéticas e distancias genéticas
entre linhagens evolutivas, possibilitando uma melhor compreenséo da Biogeografia regional
e areas de endemismo das espécies (Bermingham & Martin, 1998).

Estudos filogeograficos realizados hoje contam ndo s6 com as abordagens
filogenéticas e de genética de populacdes classicas, mas também com sofisticados métodos
de inferéncia em demografia histérica baseados em abordagens matematicas e estatisticas da
Teoria da Coalescéncia (Martins & Domingues, 2011), a qual se baseia na identificacdo do
processo genealdgico de uma amostra de genes em uma populacdo, capaz de identificar
eventos que ocorreram com 0s genes desde 0 ancestral comum mais recente, ou em inglés
Most Recent Common Ancestor (MRCA) (Kingman, 1982); ou seja, € um modelo
retrospectivo de genética populacional que emprega uma amostra dos individuos de uma
populacéo para rastrear todos os alelos de um gene compartilhados por todos os membros da
populacdo até uma Unica coOpia ancestral. Essa teoria € um topico alvo nos estudos de

populacdes, sendo reconhecida como premissa tedrica em varias analises estatisticas no
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campo da Filogeografia (Fu & Li, 1999) e é o instrumento interpretativo mais usado na
analise dos processos populacionais que estdo na base da variacao de sequéncias de DNA.
Assim, depois de quase 20 anos dos primeiros trabalhos com o enfoque
filogeogréafico, a Filogeografia Comparativa estad pronta para alcancar o que Avise e seus
colaboradores originalmente haviam previsto: resolver profundos enigmas sobre como as
interacdes climaticas, geograficas ecoldgicas podem determinar e interagir com a

composicao da comunidade e sua evolucdo (Hickerson et al., 2010).

Filogeografia e a regido Neotropical

A regido Neotropical apresenta um dos mais altos niveis de biodiversidade na Terra,
principalmente na América do Sul (Reis et al., 2003), e grande parte da diversificacao teve
inicio no Cretaceo, entre 120 a 100 milhdes de ano (Ma) (Albert & Reis, 2011), quando o
continente foi palco de um dos maiores episodios vulcanicos da historia geoldgica da Terra,
causado por uma sucessao de grandes eventos geoldgicos, como a separacdo dos continentes,
gue modificaram tanto os continentes quanto as bacias oceénicas. Acredita-se que todos esses
eventos mais a estabilidade climatica a longo prazo, teriam favorecido o acimulo gradual da
biodiversidade dessa regido e a prdpria evolucdo das espécies (Lavina & Fauth, 2011).
Evidéncias moleculares apontam que o0s eventos paleogeograficos do Mioceno tardio € que
promoveram essa grande diversificacdo (Moritz et al., 2000), no entanto outros estudos
demonstram que os ciclos climéaticos do Pleistoceno tiveram um papel ainda mais
significativo (Thoisy et al., 2010).

Apesar da grande biodiversidade na América do Sul, estudos filogeograficos nesta
regido sdo bastante incipientes, principalmente quando comparado ao hemisfério Norte
(Beheregaray, 2008; Sérsic et al., 2011), pois de todos os trabalhos publicados no mundo

sobre Filogeografia, apenas 6,3% sdo dedicados aos organismos sul-americanos
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(Beheregaray, 2008). Entretanto, nos ultimos anos, trabalhos com abordagem filogeogréafica
aumentaram significativamente e vém contribuindo para a compreensdo dos processos
evolutivos que culminaram na atual diversidade e distribuicdao de linhagens modernas nessa
regido (Turchetto-Zolet et al., 2013).

Boa parte da biodiversidade da regido Neotropical € atribuida a ictiofauna de agua
doce desta regido, que € considerada a mais rica do mundo, com aproximadamente 5.000
especies, das 13.000 estimadas para o planeta (Reis et al., 2003), com a maior parte desta
diversidade ocorrendo nas bacias hidrograficas do territorio brasileiro (Buckup et al., 2007;
Graca & Pavanelli, 2007).

Peixes de agua doce, em geral, exibem acentuada estrutura filogeogréfica ligada as
alteracdes histdricas e ecologicas ocorridas nesse ambiente (Bermingham & Avise 1986;
Waters et al., 2007). Como esses organismos dependem diretamente de conexdes entre rios
e bacias para sua distribuicdo, a histéria das bacias e sua ictiofauna associada esta
intimamente ligada a histéria da paisagem (Avise, 2000, 2009). Assim, a diferenciacdo das
espécies por isolamento geogréafico é o reflexo do passado geoldgico e as mudancas
ambientais ocorridas na regido. Embora a escala temporal desses eventos ou processos possa
ser bastante variavel, niveis de divergéncias podem ser reconstruidos a partir de graus de
divergéncia do DNAmt (Bermingham & Martin, 1998; Sivasudar et al., 2001; Montoya-
Burgo, 2003).

A despeito da grande diversidade de peixes de agua doce na regido Neotropical (Reis
et al., 2003), principalmente em territdrio brasileiro (Buckup et al., 2007; Graga & Pavanelli,
2007), trabalhos com foco filogeografico (ex. Sivasundar et al., 2001; Beheregaray et al.,
2001; Montoya-Burgos, 2003) sdo ainda escassos devido ao fato de muitos taxons estarem
indefinidos do ponto de vista taxondmico, filogenético e geografico (Vari & Malabarba,

1998).
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A utilizacdo do barcoding como uma ferramenta na identificacdo de espécie

A identificacdo e descricdo de espécies sdo realizadas, tradicionalmente, com base
em caracteres morfologicos. No entanto, geralmente essas abordagens apresentam limitacfes
quando os caracteres utilizados sdo mascarados pelo efeito da plasticidade fenotipica e/ou
pela variabilidade genética (Hebert et al., 2003a). Por essa razéo, nas Gltimas décadas, varias
ferramentas moleculares tém sido utilizadas em conjunto com a morfologia visando o estudo
da diversidade biologica. Dentre o conjunto de ferramentas moleculares disponiveis, um
curto segmento de 648 nucleotideos da extremidade 5’ do gene mitocondrial da Citocromo
Oxidase | (COIl), proposto por Hebert et al. (2003a), esta sendo empregado satisfatoriamente
para resolver ambiguidade taxonémica (Hebert et al., 2004), no estudo da biodiversidade de
organismos (Grant et al., 2011) e na identificacdo de espécies de peixes de agua doce (Lara
et al., 2010; Aquino et al., 2011; Bhattachajee et al., 2012; Ardura et al., 2012) e marinha
(Mabragana et al., 2011; Ribeiro et al., 2013; McCusker et al., 2013).

A utilizagdo do gene COI como “codigo de barra” genético, sugerido por Hebert et
al. (2003a), teve como base um estudo envolvendo espécies de Lepidoptera, o qual mostrou
que 98% das espécies morfologicamente validas apresentavam distancias genéticas maiores
que 3%. Estes autores observaram que o0s 2% restantes das amostras consistiam em
individuos do mesmo género com clara distingdo genética e morfoldgica, com a distancia
genética menor que 3% sendo indicativa de uma divergéncia mais recente. Avise (2000)
afirma que valores de divergéncia préximos e maiores que 2% podem refletir a ocorréncia
de populacbes com grande isolamento geogréafico, podendo haver casos de reconsideracéo
de status taxonémico.

A eficiéncia na discriminacao de espécies pelo gene COl, constatada por Hebert et al.
(2003a), se deve ao baixo nivel de variacdo nucleotidica, principalmente nas porcoes

cataliticas desse peptideo, 0 que permite relacionar individuos de uma mesma espécie. Por
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outro lado, as regides com maior nivel de variacdo, que estdo relacionadas a parte estrutural
deste gene, permitem a diferenciacdo de espécies proximamente relacionadas, ou que
apresente uma radiacdo recente (Blaxter, 2004; Ward et al., 2009).

Na regido Neotropical, em peixes de dgua doce, esta ferramenta foi usada com grande
sucesso em estudo de diversidade, identificacdo de espécies cripticas e conflitos
taxonémicos, com a maioria dos casos tendo 100% das espécies corretamente identificadas,
inclusive em espécies estreitamente relacionadas (Carvalho et al., 2011; Pereira et al.,
2011ab, 2013; Rosso et al., 2012) e em diferentes estagios do ciclo de vida (Frantine-Silva et
al., 2015), comprovando a efetividade dessa ferramenta. Entretanto, Albert & Reis (2011)
afirmam que a identificacdo taxonémica da ictiofauna Neotropical ainda € um grande desafio,
mesmo quando se utiliza abordagem molecular, pois a diversificacdo da maior parte dessa
ictiofauna ocorreu recentemente, entre 3 e 10 Ma.

Entretanto, ha algumas criticas em relacdo a utilizacdo desse Unico fragmento do
DNAmt para a identificacdo e descricdo de novas espécies, bem como para analises
filogenéticas (Lipscomb et al., 2003; Moritz & Cicero, 2004; Queiroz, 2005). Segundo Will
& Rubinoff (2004), esse marcador pode néo ser informativo o suficiente para descrever a
grande diversidade bioldgica, pois conforme Waugh (2007), em alguns grupos, como de
determinados cnidarios bentbnicos, dois grupos de anfibios e algumas espécies de
gastrépode, o uso dessa ferramenta ndo foi suficiente para distingdo em nivel de espécie.
Porém, acredita-se que esse fato seja devido a esses grupos serem formados por espécies com
tempo de divergéncia bastante recente. Contudo, observa-se que a metodologia DNA
barcoding tem grande potencial para solucionar problemas com relagédo ao status taxonémico
dos organismos, tornando-se uma ferramenta valiosa para a taxonomia e a sistematica

(Hebert, 2003a, 2003b; Waugh, 2007; Ward et al., 2009).

30



Introducdo Geral

Microssatélites empregados em estudos filogeogréaficos

Segundo Turchetto-Zolet et al. (2013), até 2011, quase 80% dos estudos com
abordagens filogeograficas na América do Sul utilizaram o DNAmt como marcador, destes,
20% foram em conjunto com outros marcadores como o polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado (AFLP, do inglés Amplified Fragment Length Polymorphism),
polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por corte da fita dupla de DNA (RFLP,
do inglés Restriction Length Fragment Polymorphism) e Microssatélites ou sequéncias
simples repetidas (SSRs, do inglés Simple Sequence Repeat, ou STRs, Single Tandem
Repeat).

A utilizacdo de microssatélites em estudos de populacbes pode ser empregado na
determinacdo do grau de relacdo entre individuos e/ou grupos de uma mesma espécie, na
analise de ascendéncia, como ferramenta para avaliar os niveis de endogamia de uma
populacdo, para analisar sua historia demografica, determinar o tamanho efetivo de uma
populagéo e avaliar a magnitude e direcionamento do fluxo de genes entre as populacfes
(Gaggiotti et al., 2002). Estes marcadores também fornecem dados apropriados para estudos
filogeograficos que procuram explicar a concordancia da historia biogeografica e genética da
flora e fauna de regiGes em larga escala (Koskinen et al., 2002) e em estudos filogenéticos
em escala fina com espécies proximamente relacionadas (Richard & Thorpe, 2001).

Os microssatélites sdo marcadores muito varidveis e abundantemente distribuidos no
genoma de eucariotos e procariotos. Em eucariotos, podem ser encontrados nos genomas
tanto nucleares como de organelas (Tautz, 1989, Weber & May, 1989). O alto polimorfismo
desse tipo de marcador leva a possibilidade de identificar perfis caracteristicos de cada
individuo de uma mesma espécie, de acordo com a variagao no nimero das repeticdes (Tautz,
1989). Microssatélites sdo classificados como perfeitos, imperfeitos ou compostos. Os

perfeitos sdo aqueles onde o motif (ou motivo) se repete sem interrup¢do de um outro motif
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ou sequéncia. J& 0os compostos apresentam mais de um tipo de motif. E nos imperfeitos, ha
outras sequéncias além daquelas repetidas em tandem. A heranca dos microssatélites € co-
dominante, o que permite a distin¢do entre homozigotos e heterozigotos (Weber & May,
1989).

Na maioria das vezes, 0s microssatélites sdo considerados marcadores neutros,
entretanto varios fendmenos bioldgicos tém sido atribuidos a eles, como por exemplo a
participacdo na organizacdo da cromatina (Epplen et al., 1996), na replicacdo do DNA, na
recombinacéo (Biet et al., 1999) e na expressdo génica (Liu et al., 2001).

A alta taxa de mutacio dos microssatélites, variando de 102 a 10°° eventos por loco
por geracdo, atualmente € atribuida aos erros de pareamento devido ao deslizamento das fitas
no momento da replicacdo. Esses erros sao responsaveis pela adicdo ou delecao de repeticdes
que conferem o carater altamente polimorfico desses locos (Schlotterer, 1998). Esses eventos
proporcionam grande diversificacdo no tipo deste marcador, que pode variar de
mononucleotideo a hexanucleotideos, e no nimero de repeti¢des encontradas em diferentes
espécies, conferindo a este marcador alto polimorfismo (Ellegren, 2000), tornando-os ideais
para estudos populacionais em diferentes niveis, contribuindo para responder a questdes
como o grau de mistura genética entre as populaces e diferentes niveis de parentesco e fluxo
génico. Adicionalmente, os microssatélites podem trazer informacGes sobre padrdes
filogeograficos (Turchetto-Zolet et al., 2013). Contudo, esses marcadores séo indicados para
estudos que visam responder a questdes recentes dentro de uma mesma espécie ou que
envolvem espécies relacionadas (Turchetto-Zolet et al., 2013), pois a medida que se trabalha
com niveis sistematicos mais altos, problemas como fendmenos de homoplasia tornam-se
mais provaveis devido a alta taxa de mutagéo (Selkoe & Toonen, 2006).

Embora os microssatélites sejam considerados um excelente marcador para estudos

populacionais (Selkoe & Toonen, 2006) e filogeograficos (Koskinen et al., 2002), a sua
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utilizacdo apresenta certa limitacdo devido ao baixo indice de transferabilidade dos primers
(ou iniciadores) entre espécies, especialmente entre familias e/ou ordens diferentes. Por este
motivo eles precisam ser isolados na maioria das espécies que estdo sendo analisadas pela

primeira vez (Zane et al., 2002).

Microglanis cottoides, uma espécie adequada para estudos filogeograficos

Microglanis Eigemmann, 1912, pertence a um grupo de peixes sul-americano com
caracteristicas apropriadas para estudos biogeograficos, pois as 24 espécies desse género,
descritas até o momento, tém sua distribuicdo bastante ampla, ocorrendo nas bacias do
Orinoco e Amaz6nia drenagens costeiras do Equador, drenagens Caribenhas da Venezuela,
drenagens da costa Atlantica das Guianas e Sudeste oriental do Brasil, no rio Sdo Francisco
até o estado do Rio Grande do Sul, bacia do rio Paraguai e bacia do Uruguai (Jardulli &
Shibatta, 2013; Shibatta, 2014). Dentre essas espécies, Microglanis cottoides (Boulanger,
1898) se mostra especialmente interessante para estudo filogeogréficos e populacionais, pois
esta espécie possui ampla distribuicdo geografica na Mata Atlantica, de Sdo Paulo ao Rio
Grande do Sul, ao longo da costa Leste do Brasil e na bacia do rio Uruguai (Malabarba &
Mahler, 1998, Shibatta, 2003, 2007; Mori & Shibatta, 2006; Oyakawa & Menezes, 2011),
regides consideradas areas de grande significado biogeogréfico e alto grau de endemismo em
sua ictiofauna (Bizerril, 1994, 1995). Além disso, alguns dos rios onde sdo encontrados, tais
como os rios Jacui, Itajai e Ribeira do Iguape, desdguam diretamente no oceano Atlantico e
estdo isolados entre si, provavelmente, desde o periodo da trangressdao marinha Flandriana,
que ocorreu entre 6.000 a 10.000 anos antes do presente (Menezes, 1988).

A costa Atlantica brasileira, onde Microglanis cottoides ocorre, foi formada por
varios processos geoldgicos que remontam a era MesozOica, desde do rompimento da

Gondwana (~180 milhdes de anos - Ma), incluindo elevacdo do Mega Domo e eventos de
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erosdo (Ribeiro, 2006). Interacbes entre eventos orogénicos do Mioceno/Plioceno e
oscilacdes climéticas do Pleistoceno, moldaram a distribuicdo da ictiofauna dessa regido de
uma forma bastante distinta, devido aos rios que formam uma série de bacias hidrograficas
ao longo da costa, que drenam diretamente para o Atlantico, e estdo isoladas entre si
(Weitzman et al., 1988; Lundberg et al., 1998; Ribeiro, 2006), bem como separadas das
grandes drenagens do interior, pelas montanhas escarpadas da margem oriental do escudo
cristalino brasileiro (Ribeiro, 2006). Este cenario propicia padrdes filogeograficos
particularmente complexos, como o endemismo de mais de 270 espécies de peixes apontado
por Bizerril (1994) para essa regido. Entretanto, informacdes historicas sobre as comunidades
de peixes dessa regido ainda sdo escassas e fragmentadas, dificultando o entendimento dos
processos historicos que determinaram a composicao e distribuicdo dessa ictiofauna (Bizerril
& Lima, 2000).

Possivelmente essas bacias costeiras estejam isoladas devido ao atual nivel do mar
desde o final do Ultimo Méximo Glacial (UMG) que, segundo Mangerud et al. (2004) durou
de 110.000 a 10.000 anos antes do presente (a.a.p.). Flutuagbes do nivel do mar ocorridas
durante o Quaternério deixaram evidéncias, como paleocanais e paleovales na plataforma
continental, que comprovam a ocorréncia de fases de exposi¢éo e submersdes sucessivas da
costa (Abreu & Calliari, 2005). Estudos atuais na plataforma continental brasileira
evidenciam a presenca de paleovales escavados por antigos leitos fluviais nos estados do Rio
Grande do Sul (Abreu & Calliari, 2005; Weschenfelder et al., 2008; Suguio, 2010) e S&o
Paulo (Conti & Furtado, 2009). A presenca e a geometria de paleodrenagens na plataforma
continental, e a posicdo das drenagens atuais podem apresentar uma relacdo direta, como
observado nas paleodrenagens correlacionadas ao rio Ribeira do Iguape e ao rio Juqueriqueré
(Conti & Furtado, 2009).

Com base em estudos da plataforma continental do Rio Grande do Sul, Suguio (2010)
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sugere que a evolucgédo do nivel do mar na costa brasileira teve inicio durante a Gltima fase
transgressiva, entre 17.000 e 6.500 a.a.p., e que o nivel relativo do mar chegou a ter cerca de
130 metros abaixo do nivel atual, evidenciando uma grande area da plataforma continental,
que hoje esta submersa, que pode ter chegado a mais de 120 km de extensdo, como no caso
da regido de Chui, no Rio Grande do Sul. Fei¢bes geomorfoldgicas associadas a presenca de
canais fluviais em plataformas continentais podem indicar que as drenagens costeiras, que
hoje desembocam diretamente nos oceanos, tinham comunica¢do com outras drenagens de
bacias proximas, permitindo o fluxo da ictiofauna.

Aliado a essas caracteristicas geomorfoldgicas e climaticas, consideradas importantes
para estudos filogeogréaficos, existe a hipotese de ocorréncia de espécies cripticas em
populacdes de M. cottoides, por apresentarem diferencas sutis na morfologia externa, tais
como proporgbes corporais e padrdo de colorido, mas que ndo foram suficientes para
confirmar novas espécies, sendo denominadas como “grupo cottoides” (Mori & Shibatta,
2006). Essas diferencas, segundo os mesmos autores, podem estar relacionadas a processos
ecoldgicos, geomorfoldgicos e vicariantes. Além disso, a ocorréncia de M. cottoides em
simpatria com seus congéneres, aparentemente endémicos, como M. cibelae Malabarba &
Mahler, 1998, das bacias do Tramandai e Mampituba, M. malabarbai Bertaco & Cardoso,
2005, da bacia do médio rio Uruguai (Bertaco & Cardoso, 2005) e M. eurystoma Malabarba
& Mahler, 1998, da bacia do Alto rio Uruguai (Malabarba & Mahler, 1998), torna a

Filogeografia dessa espécie ainda mais instigante.

Considerac6es taxondmicas sobre Microglanis cottoides
Microglanis cottoides é um Pseudopimelodidae cujo historico taxondémico apresenta
varios equivocos, que geraram numerosos problemas taxonémicos, alguns dos quais ainda

necessitam ser solucionados.
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Os equivocos iniciaram em uma época em que os limites entre as familias e géneros
de bagres neotropicais eram pouco conhecidos. Em 1876, Steindachner descreveu a espécie
Pimelodus (Rhamdia) parahybae, mas quatro anos depois reconheceu-a como
Pseudopimelodus parahybae. Possivelmente, baseado nessas decisdes de Steindachner, mas
ndo a aceitando completamente, Boulenger (1891) descreveu a espécie do rio Camaqua, RS,
como Pimelodus (Pseudopimelodus) cottoides considerando-a semelhante a
Pseudopimelodus parahybae Steindachner, 1880. Posteriormente, Gosline (1941) transferiu
P. (P.) cottoides para o género Microglanis e Gomes (1946) concluiu que Pseudopimelodus
cottoides era sindnimo sénior de Microglanis parahybae. Entretanto, Mees (1974), com base
no Caodigo de Nomenclatura Zooldgica, concluiu que essa sinonimia estava equivocada,
sendo M. parahybae o sinbnimo sénior. Em funcéo dessa sinonimizacéo, as populacées de
Microglanis que se distribuiam do sudeste ao sul do Brasil eram identificadas como M.
parahybae. Essa situacdo perdurou por muitos anos até que Malabarba & Mahler-Jr. (1998),
ao revisarem as espécies da bacia do rio Camaqua e do rio Uruguai, redescreveram M.
cottoides e a retiraram da sinonimia com M. parahybae. Entretanto, analises morfoldgicas
mais recentes, sugeriram que M. cottoides formava um complexos de espécies, que distribuia-
se pelas drenagens abaixo do rio Paraiba do Sul até o rio Grande do Sul (Mori, 2005),

lancando uma das hipdteses que serdo testadas nesta tese.
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STATUS TAXONOMICO DE Microglanis cottoides (Boulenger, 1891)
(SILURIFORMES, PSEUDOPIMELODIDAE) DO SUL DO BRASIL: CASOS DE
SINONIMIA E ESPECIE CRIPTICA

Microglanis € um Pseudopimelodidae, cuja historia taxondmica apresenta varios equivocos,
como descri¢Oes incompletas, sinonimizagdes incorretas, ndo designagdo da espécie tipo que
geraram numerosos problemas taxondmicos que estdo sendo solucionados a medida que se
intensificam os estudos sobre a familia. Microglanis cottoides foi originalmente descrito como
Pimelodus, depois alocado em Pseudopimelodus e ainda considerado sinbnimo junior de M.
parahybae, antes de ser reconhecida como espécie valida. Entretanto, existe a hipoGtese de
ocorréncia de espécies cripticas e sindnimos em populacdes de M. cottoides, tornando o estudo
desta espécie de grande importancia para a sistematica e o entendimento da evolucdo deste
grupo de peixes. Identificacdo e descricdo de espécies, tradicionalmente, sdo feitas com base
em caracteres morfologicos, entretanto ferramentas moleculares na atualidade, tém sido
utilizadas, em conjunto com a morfologia, para o estudo da diversidade bioldgica. A proposta
deste trabalho foi testar as relacdes filogenéticas entre as diferentes populacdes de M. cottoides,
ao longo de sua distribuicdo geogréfica, com o uso da genética molecular e da morfologia.
Foram realizadas analises filogenéticas (I1B), delimitacdo de espécies (GMYC) e, em termos da
morfometria, foram analisadas 20 medidas externas por meio de Variancia Canonica (CV).
Nossos dados sugerem que a espécie designada como M. cottoides para a bacia do rio Uruguai,
seja uma espécie nova de Microglanis que se enquadra no critério de espécie criptica. Por outro
lado, as populagdes de M. cibelae apresentaram grande similaridade com M. cottoides das
demais bacias costeiras, compativel para individuos de uma mesma espécie. Assim, podemos
sugerir que M. cottoides, como atualmente diagnosticado, forma um grupo ndo monofilético,
pois inclui uma espécie morfoldgica e geneticamente distinta, que ocorre na bacia do rio
Uruguai, e exclui uma espécie morfologica e geneticamente similar, denominada M. cibelae,

que ocorre nas bacias do rio Tramandai e Mampituba.

Palavras chave: Bagre; Evolucéo; Sistematica; Regido Neotropical.
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TAXONOMIC STATUS OF Microglanis cottoides (Boulenger, 1891) (SILURIFORMES,
PSEUDOPIMELODIDAE) FROM SOUTHERN BRAZIL: CASE OF SYNONYM AND
CRYPTIC SPECIES

Microglanis is a Pseudopimelodidae, whose taxonomic history have several misconceptions,
as incomplete descriptions, incorrect synonyms, no designation of type species, among others,
and such confusion generated numerous taxonomic problems being solved as studies on the
family are intensified. Microglanis cottoides was originally described as Pimelodus, then
allocated in Pseudopimelodus and still considered a junior synonym of M. parahybae before
being recognized as a valid species. However, there is a hypothesis of occurrence of cryptic
species and synonyms in populations of M. cottoides, making the study of this species of great
importance for the systematic and understanding of evolution of this group of fish.
Identification and description of species traditionally are made based on morphological
characters. However, currently molecular tools have been used in conjunction with morphology
for the study of biological diversity. The purpose of this study was to test the phylogenetic
relationships among different populations of M. cottoides over their geographical distribution,
through the use of molecular genetics and morphology. We performed Bayesian inference
analysis (Bl), species delimitation (GMYC) and about the morphometric data, were analyzed
20 external measures, which been analyzed by Canonical Variance (CV). Our data suggested
that the species identifyed as M. cottoides from the Uruguay River basin, is a new species of
Microglanis that fits in the criterion of cryptic species. On the other hand, populations of M.
cibelae showed very similarity between M. cottoides from remaing coastal basins, which is
compatible for individuals of the same species. Thus, our results suggest that M. cottoides, as
currently diagnosed, form a non-monophyletic group because it includes a morphologically and
genetically distinct species, which occurs in the Uruguay River basin, and excludes a
morphological species and genetically similar, called M. cibelae, occurring in Tramandai and

Mampituba Rivers basins.

Key words: Catfish; Evolution; Systematic; Neotropical region.
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INTRODUCAO

Microglanis Eigenmann, 1912 pertence a familia Pseudopimelodidae, cujo histérico
apresenta varios equivocos como a definicdo do género, descri¢cbes incompletas,
sinonimizacdes incorretas, ndo designacdo da espécie tipo, entre outros, e tais confusdes
geraram numerosos problemas taxondmicos que estdo sendo solucionados a medida que se
intensificam os estudos sobre a familia (Gomes, 1946; Malabarba & Mabhler, 1998; Shibatta,
2007).

Schultz (1944) questionava a validade do género Microglanis devido as variagdes que
encontrou no seu principal carater, a forma da placa dentigera do pré-maxilar, e Myers, em
correspondéncia a Gomes (1946), sugeriu a possibilidade dos espécimes referidos como
Microglanis serem apenas individuos jovens de Pseudopimelodus. Entretanto, a descoberta de
ovos desenvolvidos em ovarios de um espécime de Microglanis iheringi Gomes, 1946, com
apenas 52 mm de comprimento padrdo, confirmou a validade do género (Gomes, 1946).

Devido ao fato das primeiras espécies do género Microglanis ndo terem sido bem
diagnosticadas, ocorreram confusdes que persistiram durante um longo periodo. Por exemplo,
Steindachner descreveu duas espécies de bagres da bacia do rio Paraiba do Sul, as quais atribuiu
0 epiteto especifico parahybae. Em 1876, descreveu Pimelodus (Rhamdia) parahybae e quatro
anos mais tarde, em 1880, descreveu Pseudopimelodus parahybae. Destas espécies, a segunda
era a que apresentava as caracteristicas do género Microglanis, sendo posteriormente alocada
neste género.

Em 1891, Boulenger descreveu Pimelodus (Pseudopimelodus) cottoides do rio
Camaqud, drenagem da Lagoa dos Patos, estado do Rio Grande do Sul (RS), considerando-a
semelhante a Pseudopimelodus parahybae Steindachner, 1880. Entretanto, como considerou
que esta espécie pertencia ao género Pimelodus, e para evitar a sinonimizagdo com Pimelodus

parahybae, fez um novo arranjo designando a nova espécie como Pimelodus
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(Pseudopimelodus) cottoides. Posteriormente, Gosline (1941) determinou que P. (P.) cottoides
pertencia ao género Microglanis e Gomes (1946) concluiu que Pseudopimelodus parahybae
era sinbnimo janior de Microglanis cottoides. Mais tarde, Mess (1974) também deliberou P.
parahybae para Microglanis e, levando em consideracdo a regra de prioridade, qualificou esta
ultima espécie como sindénimo sénior de M. cottoides. Em funcdo dessa sinonimizacgéo, as
populacdes de Microglanis que se distribuiam pela regido costeira do sudeste ao sul do Brasil
eram identificadas como M. parahybae (Steindachner 1880). Essa situacdo perdurou por muitos
anos até que Malabarba e Mahler-Jr. (1998), ao revisarem as espécies do litoral Sul e do rio
Uruguai, redescreveram e revalidaram M. cottoides. Na ocasido, estes mesmos autores
descreveram M. cibelae para as bacias dos rios Tramandai e Mampituba e M. eurystoma
Malabarba & Mahler 1998, para a bacia do alto rio Uruguai. Liotta (2006) também confirmou
M. cottoides para a bacia do rio Uruguai e, mais recentemente, Oyakawa & Menezes (2011)
citam esta espécie para a bacia do Ribeira de Iguape.

Cabe ressaltar que as bacias supracitadas, tanto as costeiras quanto a do rio Uruguai,
conforme Ribeiro (2006), ndo possuem comunicacdo entre si, devido suas caracteristicas
geogréficas e geoldgicas atuais. E grande parte da ictiofauna, tanto das drenagens da costa
oriental brasileira (Bizerril, 1994), quanto da bacia do rio Uruguai, principalmente nas por¢des
média e alta do seu curso, é considerada endémica (Lucena & Kullander, 1992; Malabarba &
Mahler, 1998; Miquelarena & Lopez, 2004; Quevedo & Reis, 2002).

Aliado a isto, existe a hipdtese de ocorréncia de espécies cripticas em populagdes de
Microglanis cottoides, por apresentarem diferencas sutis na morfologia externa, tais como
proporcdes corporais e padrdo de colorido, mas que ndo foram suficientes para confirmar novas
espécies, sendo denominadas como “grupo cottoides” (Mori & Shibatta, 2006). Além disso, a
ocorréncia de M. cottoides em simpatria com seus congéneres, aparentemente endémicos, como

M. cibelae Malabarba & Mahler, 1998, das bacias do Tramandai e Mampituba, M. malabarbai
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Bertaco & Cardoso, 2005, da bacia do médio rio Uruguai e M. eurystoma Malabarba & Mahler,
1998, da bacia do Alto rio Uruguai, torna o seu estudo ainda mais instigante.

Identificacdo e descricdo de espécies, tradicionalmente, sdo feitas com base em
caracteres morfoldgicos (Hebert et al., 2003). No entanto, a utilizagéo de fontes Unicas de dados
ndo-independentes para delimitar espécies pode produzir resultados tendenciosos (Knowles &
Cartens, 2007), como por exemplo os dados morfolégicos, que podem ser fortemente
influenciados pelo ambiente e sdo frequentemente homoplésicos e os dados moleculares, que
podem representar a historia de um gene e ndo necessariamente a historia das espécies (Schlick-
Stener et al., 2010; Fujita et al., 2012). Por este motivo, nos ultimos tempos, para aumentar a
acuracia e a confiabilidade na delimitacéo de espécies, tem-se utilizado a taxonomia integrativa
que utiliza fontes independentes de dados, como marcadores moleculares, ecologicos, dentre
outros, juntamnte com caracteres morfoldgicos (Dayrat, 2005; Padial et al., 2010).

O DNA barcoding, tem se mostrado bastante efetivo na identificacdo e delimitacéo de
uma grande variedade de taxa, como anfibios (Crawford et al., 2012); aves (Johnsen et al.,
2010), morcegos (Clare et al., 2011), répteis (Nguyen et al., 2014; Ayala-Varela et al., 2014),
peixes (Ward et al., 2005; Ardura et al., 2010; Pereira et al., 2013; Paz et al., 2012) e outros.
Entretanto, delimitacdo de espécies/linhagens baseado apenas em distancias genéticas entre
grupos definidos a priori, ndo levando em consideracao as diferencas do tempo de divergéncia
entre elas, geraram questionamentos quanto a utilidade do DNA barcoding na delimitacédo e
identificacdo das espécies (\VVogler et al., 2006).

Com isso, varios métodos para delimitar as espécies, com dados de DNA barcoding,
foram propostos, como o General Mixed Yulecoalescent Method (GYMC) (Pons et al., 2006;
Monaghan et al., 2009) que é baseado em um modelo evolutivo a partir da topologia de uma
arvore, o que permite diferenciar entre 0os processos interespecifico (“"diversificacdo”) e

intraespecifico ("coalescentes™) dos processos de ramificacdo das linhagens (Pons et al., 2006;.
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Monaghan et al., 2009; Zhang et al. 2013). Este método requer, previamente, uma arvore
ultramétrica para a demilitacdo objetiva das linhagens (Zhang et al. 2013). Posteriormente,
tendo como base os resultados de delimitacdo de espécies primarios, € possivel incorporar
dados adicionais como: morfologia e distribuicdo geografica das espécies/linhagens para
descrever possiveis espécies novas (Puillandre et al., 2012).

Neste contexto, tendo em vista a ampla distribuicdo de M. cottoides em bacias
geograficamente isoladas, inclusive em areas consideradas endémicas, e também pelas espécies
e populacdes semelhantes a Microglanis cottoides nao estarem bem definidas, o objetivo deste

trabalho foi testar e definir limites de espécies/linhagens.

MATERIAL E METODOS

Conceito de espécie adotado

No presente trabalho foi utilizado o Conceito Geral de Linhagens proposto por De Queiroz
(2007), que permite detectar a diversidade da linhagem de uma maneira mais clara,
especialmente quando linhagens altamente divergentes sdo agrupadas dentro de complexos
pouco divergentes (De Queiroz & Gauthier, 1990; Kizirian & Donnelly, 2004). Pois, quando
interpreta-se que os eventos evolutivos ndo ocorrem simultaneamente e nem possuem uma
ordem distinta para acontecer, a utilizacdo de conceitos de espécie como o bioldgico e o
filogenético torna-se tendencioso, limitando algumas situacdes (Hudson & Coyne, 2002;

Knowles & Cartens, 2007).

Amostras

Microglanis cottoides (Fig. 1) foram coletados a partir de relatos de ocorréncia baseados em

Malabarba & Mabhler (1998); Shibatta (2003, 2007) e Oyakawa & Menezes (2011).
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Figura 1. Exemplar de Microglanis cottoides MZUEL 07946 (42,4 mm CP, coletado no rio
Sambaqui, Morretes, PR - 25° 31" 38"S 48° 44' 56,8"W) Foto Birindelli, JLO

Um total de 542 individuos foram coletados e 89 obtidos atraveés de empréstimos e doacdes,
totalizando 631 individuos, em 49 pontos ao longo de 10 bacias hidrograficas (Ribeira de
Iguape, Paranagua, Guaratuba, Itapocu, Madre, Ararangua, Mampituba, Tramandai, Lagoa dos
Patos e Uruguai) de Sdo Paulo ao Rio Grande do Sul (Fig. 2). Para as analises moleculares,
adicionamos sequéncias de quatro espécies de Microglanis (M. parahybae, M. cibelae, M.
garavelloi e M. leptostriatus) e cinco da familia Pseudopimelodide (Batrochoglanis raninus, B.
villosus, Pseudopimelodus aff. pulcher, Lophiosilurus alexandri e Cephalosilurus apurensis)
como material comparativo, totalizando 194 individuos analisados. Nas analises morfologicas
foram adicionadas quatro espécies de Microglanis (M. malabarbai, M. eurystoma, M. cibelae,
e M. garavelloi). Todas as espécies utilizadas, bem como as informacoes relativas a elas estdo
sumarizadas na Tabela 1.

Os peixes para o presente estudo foram coletados de acordo com as leis brasileiras sob a licenca
cientifica ICMBIio numero 12120. Ap0s a coleta, os animais foram anestesiados por imersdo
em eugenol 1%, preservados em alcool 95%, para estudos moleculares, e fixados em
formaldeido 10%, para estudos morfoldgicos. Todos os individuos coletados foram depositados
na colecdo do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), do

Departamento de Biologia Animal e Vegetal, Londrina, Parana / Brasil. Outras amostras foram

52



Capitulo 1

provenientes das seguintes colecGes: Laboratorio de Biologia de Peixes, UNESP, Botucatu
(LBP), Museu de Ciéncias Naturais, Fundacdo Zoobotanica, Porto Alegre (MCN), Museu de
Ciéncias da Pontificia Universidade Catolica, Porto Alegre (MCP), Museu de Histdria Natural
Capéo da Imbuia, Curitiba (MHNCI), e Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto

Alegre (UFGRS).

-25.0

LEGENDA

Rio Ribeira de Iguape

 Paranagua
Guaratuba
Rio Itapocu

J Rio da Madre

' Rio Ararangua
Rio Mampituba
Rio Tramandai
Lagoa dos Patos
Rio Uruguai

R -55.0 -50.0 -45.0

Figura 2. Mapa com os pontos de coleta nos estados do sudeste e sul do Brasil. Pontos brancos
representam as 28 localidades onde néo foi encontrado nenhum Microglanis. As siglas SP, PR,
SC e RS, referem-se aos estados de S&o Paulo, Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
repectivamente.

Molecular

Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi isolado a partir do tecido muscular de cinco a oito individuos de cada

localidade, quando possivel, usando o protocolo de Sambrook & Russel (2001), que utiliza

lavagens com fenol/cloroférmio.
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Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Um segmento de aproximadamente 624 pb da extremidade 5' do gene mitocondrial citocromo
¢ oxidase subunidade I (COI) foi amplificado, por reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando os primers FishF1-5"TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC-3’ e FishR1-
5’AGA CTT CTG GGT GGC CAA AGA ATC A-3’ (Ward et al. 2005). A PCR foi realizada
em volumes de 15 pl, com 7,5ul GoTaq Green Master Mix (Promega), 0,15 pul de cada iniciador
(20mM), 2,0 ul de molde de DNA (5 ng) e 5,2 ul de agua ultrapura. A amplificacao foi realizada
com um ciclo inicial de 95 °C durante 2', seqguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30" e 54 °C

durante 30" e 72 °C durante 1', e uma extensao final a 72 °C durante 10'.

Purificacdo e reacdo de sequenciamento

Apdbs a amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados com ExoSAP IT® (Prodimol
Biotecnologia SA) e sequenciados. As reacbes de sequenciamento foram feitas
independentemente para ambas as fitas utilizando o kit Big Dye Terminator v 3.1 (Applied
Biosystems), seguindo as instrugdes do fabricante, com a leitura subsequente em um

sequenciador automéatico ABI Prism 3500 XL (Applied Biosystems).

Anaélises filogenéticas

As sequéncias obtidas de ambas as fitas, forward e reverse, com tamanho superior a 600pb
foram combinadas para formacdo de um consenso pelo aplicativo online Electropherogram
Quality Analysis (Togawa & Brigido, 2003). Estas foram editadas através do programa Bioedit
(Hall, 1999), alinhadas, utilizando o aplicativo ClustalW (Thompson, 1994) e analisadas no
programa MEGA v6.06 (Tamura et al., 2013).

As anélisse de inferéncia Bayesiana (I1B). foram realizadas com o auxilio do programa BEAST

v.2.1.3 (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) (Drummond & Rambaut, 2015),
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empregando o metodo de coalescéncia (Heled & Drummond 2010), utilizando como calibrante
do relégio molecular a datagdo de um fossil da familia Pseudopimelodidae (Cephalosilurus
Haseman 1911), que é estimada entre 15,9 a 11,5 milhGes de anos (Ma) (Lundberg et al. 2010).
Nesta analise utilizou-se o relogio relaxado Lognormal ndo correlacionado, op¢ao que acomoda
a possibilidade de taxas independentes de evolugcdo molecular em diferentes ramos (Drummond
et al. 2007); e o prior Birth Death Model, uma extensdo do modelo Yule, que assume que em
qualquer ponto no tempo cada linhagem pode sofrer especiacdo ou extin¢do. Os dados foram
analisados como uma Unica particdo e o modelo evolutivo utilizado foi GTR + | + G,
especificado previamente pelo programa Mrmodeltest 2.3 (Nylander 2004). As analises foram
executadas por 100 milhdes de geracdes amostrando-se uma arvore a cada 10000 geracdes. O
pacote BEAST inclui um conjunto de programas que permitem especificar o projeto de analise,
processar arquivos de saida e sumarizar e visualizar os resultados. O programa TRACER v. 1.5
foi usado para assegurar que a amostragem da distribuicéo posterior tenha alcancado o tamanho
efetivo minimo suficiente (ESS> 200) e para garantir a estimativa significativa dos parametros
e as médias de idades dos nds foram calculadas através de um burn-in de 25 milhdes de
geragdes. As arvores foram sumarizadas, com 25% das arvores iniciais descartadas, e
visualizadas usando os programas TREEANNOTATOR 153 e FIGTREE 1.3.1,

respectivamente (Drummond & Rambaut 2007).

Distancia genética

Para inferir sobre a taxa de divergéncia entre os grupos resgatados nas analises filogenéticas, o
programa MEGA 6.0 (Tamura et al.,, 2011) foi utilizado para calcular a estimativa da
divergéncia evolucionéaria sobre pares de sequéncias entre grupos, conduzido pelo método p-
distance. As distancias genéticas intraespecifica e interespecifica foram determinadas pelo

modelo Kimura-2-Pardmetros (K2P) (Kimura, 1980). A definicdo de espécie foi inicialmente
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realizada utilizando 2% de divergéncia como um valor de corte, como empregado em trabalhos
utilizando a ferramenta de barcoding (Ward et al., 2009; Pereira et al., 2011b; Mabragafa et
al., 2011; Carvalho et al., 2011; Pereira, et al., 2013). As sequéncias do gene COI de
Microglanis cottoides (dois a cinco individuos de cada populacdo) e de M. pararahybae (cinco
individuos) foram submetidas ao banco de dados GenBank, com um total de 52 sequencias,
com o0s seguintes numeros de acesso KP063059 a KP063110 e KP063106 a KP063110,
respectivamente. As sequéncias de M. garavelloi (GU701443, GU701626, GU701627,
GU701629, JN989032) e M. leptostriatus (HM405152, HM405154-HM405157), disponiveis

no GenBank, foram usadas para comparacao.

Delimitacdo de espécie

A partir dos resultados da anélise filogenética, foi realizado o teste de delimitacdo de espécies
utilizando o modelo Generalized Mixed Yule- coalescent (GMYC) (Pons et al., 2006), mais
adequado para dados com um gene. Utilizou-se o pacote “Species Limits by Threshold
Statistics” (Splits) (Fujisawa & Barraclough, 2013; Pons et al., 2006), implementado no
programa R v3.0.1 (R Core Team 2013) a partir da arvore ultramétrica previamente gerada no
BEAST. Por meio desse pacote é possivel calcular o namero de clusters, classificando as taxas
de bifurcacdo de um filograma como resultantes de processos de ramificacdes interespecificas

ou intra-especificas das linhagens (Pons et al., 2006).

Rede de hapldtipos
Para analisar graficamente a distribuicdo dos haplétipos foi utilizado o algoritmo median-
joining (MJ) conforme implementado no programa Network v. 4.5.1.6 (Fluxus Technology

Ltda, 2009).
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Morfologia

Anélises Morfométricas

Um total de 621 individuos de Microglanis foram utilizados nas analises morfométricas, sendo
que destes, 510 eram M. cottoides (496 das drenagens costeiras e 14 do rio Uruguai), 55 M.
cibelae (sete da bacia Mampituba e 48 da Tramandai), 35 M. garavelloi, 17 M. eurystoma e
dois M. malabarbai (Tabela 1). As medidas foram feitas seguindo o protocolo de Shibatta
(2003), com paquimetro digital com precisdo de 0,01mm, com o auxilio de um microscopio
estereoscopico e tomadas ponto a ponto, do lado esquerdo do peixe. As 20 medidas tomadas
foram as seguintes: Comprimento Padrdo (CP): distancia da extremidade do focinho, na regido
da sinfise pré-maxilar, ao final da placa hipural; Comprimento da Cabeca (CC): da extremidade
do focinho até a margem superior do 0sso opercular; Distancia Interorbital (DI1O): distancia
entre as margens superiores dos olhos; Diametro do Olho (DO): distancia horizontal entre a
margem orbital anterior e a posterior; comprimento do focinho (CF): da extremidade do focinho
até a margem orbital anterior; Largura da Boca (LB): distancia entre os angulos esquerdo e
direito da boca; Comprimento do Barbilhdo Maxilar (CBM): da base até a extremidade do
barbilhndo maxilar retesado; Comprimento da Nadadeira Ventral (CNV): da base até a
extremidade maxima da nadadeira ventral; Comprimento do Espinho Dorsal (CED): da base
até a extremidade 6ssea do aculeo da nadadeira dorsal; Comprimento do Espinho Peitoral
(CEP): da base, na articulacdo, a extremidade do espinho pungente da nadadeira peitoral;
Comprimento do Processo Umeral (CPU): da base da nadadeira peitoral até a extremidade
posterior do processo umeral; Distancia Pré-Dorsal (DPD): da extremidade do focinho até a
base anterior do espinho da nadadeira dorsal; Distancia Pré-Ventral (DPV): da extremidade do
focinho até a base Ada nadadeira ventral; Distancia Pré-Anal (DPA): da extremidade do focinho
até a base da nadadeira anal; altura do pedunculo caudal (APC): menor altura do pedunculo

caudal; Distancia do Pedunculo Caudal (DPC): da base posterior da nadadeira anal até o final
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da placa hipural; Largura do Corpo (LCo): distancia entre as bases das nadadeiras peitorais;
Comprimento a Base da Dorsal (CBD): distancia entre a base anterior do espinho da nadadeira
dorsal até a base do ultimo raio da mesma nadadeira; Comprimento da Base da Adiposa
(CBAd): do vértice anterior da nadadeira adiposa até o angulo posterior formado com o
pedunculo caudal; e Comprimento da Base da Anal (CBAN): distancia entre a base do primeiro
e do ultimo raio da nadadeira anal. Para as analises morfométricas foram utilizadas as analises
das variaveis canonicas (MANOVA/CVA), com o emprego do programa PAST (Hammer et
al., 2001). As analises dos cluster, gerados pelo método de UPGMA, foi realizado a partir das
distancias euclidianas dos centroides sobre os eixos CV1 e CV2. Todas as analises foram feitas

usando o pacote estatistico PAST (Hammer et al., 2001).
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Tabela 1. Amostras das popula¢des de Microglanis cottoides, utilizadas nas analises moleculares e morfométricas, conforme suas bacias hidrograficas
de origem e outras espécies de Microglanis e de Pseudopimelodidae utilizadas como material comparativo.

ESPECIES BACIAS DRENAGENS NUMERO DE TOMBO REGISTRO NO AMOSTRAS
GENBANK COl morfometria
Rio Juquia MZUEL 8014
Rio Ipiranga MZUEL 8015
Rio Fau MZUEL 8016 KP 063067 a 063071 39 210
Ribeira de Iguape - RIB Rio Preto | MZUEL 8017
Rio Preto Il MZUEL 8018
Afluente Rio Jaguary | MZUEL 8019
Afluente Rio Jaguary Il MZUEL 8020
Rio Iporanga MZUEL 8021
Rio Pindauba LBP 7426
Rio Tagagaba MZUEL 7941
Rio Utinga MZUEL 7942
Rio Passa Sete MZUEL 7943; LBP 762 PK 063072 a 063075 27 93
Rio Mergulhéo MZUEL 7945
Paranagua - PAR Rio Sambaqui MZUEL 7946
Rio Bananal MZUEL 7947
Rio Ipiranga MZUEL 7949
Microglanis cottoides Rio Séo Jodo/Capivari MZUEL 7950
Rio das Antas MZUEL 7953
Rio Nhundiaquara LBP 2081
Rio Iporanga LBP 3616
Guaratuba - GUA Rio Rasgado MZUEL 7944, 7952
Rio Canavieira MZUEL 7951 KP063073-063079 12 22
Itapocu - ITA Rio Itapocu MZUEL 7441
Ribeiréo do Cavalo MZUEL 7452 e 7944 KP 063080 a 063083) 08 49
Madre — MAD Rio da Madre MZUEL 10184 KP 063084 a 063088 05 10
Rio Manin MZUEL 7442 KP063089-063093
Ararangua - ARA Rio Serrinha MZUEL 7444
Rio Amola Faca MZUEL 7446 11 26
Rio Serra Velha MZUEL 7447
Rio Forquetinha MZUEL 6033
Arroio Contagem MZUEL 7448
Arroio Teixeira MZUEL 7450
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Rio Camaqud MZUEL 7453 KP063101 a 063105 35 86
Lagoa dos Patos - PAT Chui — Riacho sem nome LBP 14517
Arroio Velhaco UFRGS 13819
Arroio Santa Isabel UFRGS 12499
Arroio Carmelita UFRGS 13605
Agudo — Riacho sem nome LBP 14547
Carad — Riacho sem nome LBP 14459
Rio Negro UFRGS 14654 KP 063066 09 14
Uruguai - URU Margem BR 290, Km 10 UFRGS 11931 KP 063063 a 063065
Arroio Putia LBP 13151 KP 063059 a 063062
Rio Inhandava LBP 13088
Mampituba - MAM Rio Sanga da Paca MZUEL 7443 KP 063094 e 063095 02 07
Praia Grande UFRGS 12720
Rio Quebrada dos Sinos MZUEL 7445
Microglanis cibelae Tramandai — TRA Riacho Trés Forquilhas MZUEL 7449
Rio Maquiné MZUEL 7452 KP063096 a 063100 21 48
Conexdo entre duas lagoas MZUEL 8964)
Microglanis. parahybae Paraiba do Sul Rio Macabu LBP 10741 KP 0603106 a 063110 05 -
Alto Rio Parana LBP 10562, 10561, 1193, JN 989032 e GU
Microglanis garavelloi Alto Rio Parana 22539 e 22540 701443, 701629, 05 35
701627 e 701626
Microglanis eurystoma Uruguai Rio Uruguai MCP 13405 17
Rio Ubirapuita MCP 11353 -
Arroio Passo do Alto MCP 12698
Microglanis malabarbai Uruguai Arroio Alexandrina MCP 37252 - 02
Arroio Pedras MCP 37187
Microglanis leptostriatus S8o Francisco Rio S&o Francisco DCC 00611 a 00615 HM 405152, 405154 a 05 -
405157
Microglanis poecilus Rio Tapajds Igarapé montanha LBP 14085 - 02
Igarapé Urubutu LBP14226 -
Pseudopimelodus aff. pulcher Alto Rio Parand - LBP 37226 GU 701444 01 -
Pseudopimelodus aff. pulcher Rio Araguaia - LBP 1567 EU 179812 01 -
Pseudopimelodus charus - - DCC 13715 HM 405014 01 -
Batrochoglanis villosus - - UFAM_CTGA 14497 KP 772594 01 -
Batrochoglanis raninus - - LBP 1777 EU 179809 01 -
Cephalosilurus apurensis - - LBP 3034 EU 179818 01 -
Lophiosilurus alexandri - - DCC 00373 HM 405152 01 -
TOTAL 193 621
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RESULTADOS

Molecular
Analises filogenéticas

Um total de 193 sequéncias com 624 pares de bases (pb) do gene COI foram obtidas.
Nestas sequéncias ndo foram encontradas insercdes, delecdes ou stop-codons, suportando que
todas as regiGes amplificadas correspondem a sequéncias funcionais do gene COI.

A topologia da arvore gerada para o COI, por meio das analises de Inferéncia Bayesiana
(IB), demonstrou que o principal clado que agrupa a maioria dos espécimes de Microglanis
cottoides, com suporte de probabilidade posterior (pp) de 1, contém dois grandes subclados
(Fig. 3), indicando a presenca de dois filogrupos e possiveis estruturacdes geograficas.
Entretanto, observa-se associacdo de M. cibelae ao subclado 1, diferentemente de M. cottoides
da bacia do rio Uruguai, que demostrou uma clara divergéncia entre os M.cottoides das demais
bacias costeiras, ficando mais proximos de M. garavelloi, uma espécie que também néo
pertence as drenagens costeiras. Nesta analise, observa-se que M. parahybae € grupo-irméo de

M. cottoides.

Matriz de distancia

As andlises de distancia genética, considerando apenas as espécies de Microglanis,
revelou que dentro dos individuos considerados M. cottoides, a distancia K2P, variou de 0% a
0,4% e entre as bacias a variacao foi de 0% a 7% (Tab. 2). A populacdo da bacia do rio Uruguai
foi que apresentou a maior distancia genética, quando comparada com as bacias costeiras,
variando de 5,7% a 7%. Inclusive, estas distancias sdo maiores do que as encontradas entre M.
parahybae, espécie de ocorréncia na bacia do rio Paraiba do Sul, e os individuos das demais
bacias costeiras. Por outro lado, as distancisa genéticas entre as populacées de M. cibelae, das

bacias dos rios Mampituba e Tramandai, e M. cottoides variaram de 0,5% a 1,8% (Tab. 2).
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Figura 3. Arvore Bayesiana obtida por meio das anélises do gene COl. Em destaque (em vermelho), os clados que apresentaram resultados ndo

esperados. Os valores acima dos ramos séo referentes a probabilidade posterior (pp).
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Tabela 2. Divergéncia genética dentro e entre Microglanis. Valores abaixo da diagonal representam a distancia média entre espécimes de M. cottoides
e entre Microglanis. Acima da diagonal estimativa do erro padréo, obtidos por um procedimento de bootstrap com 1000 repeti¢cdes. Na diagonal, em
negrito e sublinhado, representa a média das distancias dentro de cada bacia. As analises foram realizadas utilizando o modelo K2P (Kimura-2-
parametros) e envolveram 184 amostras.

Espécies / Bacias M. cottoides M. cottoides M. cottoides M. cottoides M. cottoides M. cottoides M.cibelae M. cibelae M. cottoides M. cottoides M. garavelloi M. leptostriatus M. paraybae M. poecilus
RIB PAR GUA ITA MAD ARA MAM TRAM PAT URU Alto Parana Séo Francisco Paraiba do Sul Rio Tapajos

M. cottoides 0.000 0.003 0.003 0.003 0.004 0.005 0.005 0.005 0.005 0.011 0.012 0.012 0.008 0.015

RIB

M. cottoides 0.008 0.001 0.001 0.000 0.003 0.004 0.005 0.005 0.004 0.010 0.011 0.012 0.008 0.015

PAR

M. cottoides 0.006 0.001 0.000 0.001 0.003 0.004 0.005 0.005 0.004 0.010 0.011 0.012 0.008 0.015

GUA

M. cottoides 0.006 0.001 0.000 0.000 0.003 0.004 0.005 0.005 0.004 0.010 0.011 0.012 0.008 0.015

ITA

M. cottoides 0.010 0.007 0.006 0.007 0.000 0.003 0.003 0.003 0.003 0.010 0.011 0.013 0.008 0.016

MAD

M. cottoides 0.016 0.014 0.013 0.013 0.008 0.004 0.003 0.004 0.003 0.010 0.010 0.013 0.008 0.016

ARA

M. cibelae 0.016 0.014 0.013 0.013 0.006 0.007 0.000 0.003 0.002 0.010 0.011 0.013 0.008 0.016

MAM

M. cibelae 0.018 0.015 0.015 0.015 0.008 0.012 0.005 0.000 0.002 0.010 0.011 0.012 0.008 0.016

TRA

M. cottoides 0.016 0.012 0.012 0.012 0.005 0.009 0.005 0.005 0.002 0.010 0.011 0.012 0.008 0.016

PAT

M. cottoides 0.067 0.060 0.060 0.070 0.060 0.057 0.058 0.056 0.061 0.001 0.009 0.012 0.010 0.018

URU

M. garavelloi 0.074 0.071 0.070 0.060 0.066 0.063 0.064 0.066 0.065 0.042 0.000 0.013 0.011 0.019

Alto Parana

M. leptostriatus 0.078 0.076 0.076 0.076 0.084 0.086 0.087 0.085 0.082 0.083 0.091 0.001 0.013 0.017

Séo Francisco

M. paraybae 0.040 0.040 0.040 0.040 0.036 0.038 0.040 0.040 0.036 0.064 0.066 0.093 0.000 0.017

Paraiba do Sul

M. poecilus 0.130 0.128 0.128 0.128 0.132 0.134 0.132 0.132 0.132 0.145 0.159 0.136 0.144 0.000

Rio Tapajos
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A partir das analises de GMYC foram resgatados seis clusters, sendo quatro formados
pelos grupos externos. Os dois clusters referentes as amostras de Microglanis cottoides foram
separados em: cluster A (amostras da bacia do rio Uruguai), cluster B (amostras das bacias
costeiras + clado Microglanis cibelae). Observa-se dois grandes subclados no claster B (Fig. 4),
também demonstrado nas analises filogenéticas (Fig. 3).

A rede de haplotipos construida com auxilio do programa Network, s6 para as
populacdes consideradas de M. cottoides, formaram duas redes conectadas com 12 haplétipos
(Fig. 5a), coincidindo com os clados das analises filogenéticas (M. cottoides da bacia do rio
Uruguai e M. cottoides das drenagens costeiras + M. cibelae), confirmando a presenca de dois
grupos (Bacia do rio Uruguai X Bacias costeiras), que estdo separados por 31 passos
mutacionais. A maioria dos haplotipos foram Gnicos para cada bacia, com excecdo do haplétipo
H2, presente nas bacias de Paranagud, Guaratuba e Itapocu, e 0 hapl6tipo 9, presente na bacia
do Tramandai (mais comum) e Lagoa dos Patos. A bacia de Paranagué apresentou 0 maior
namero de haplétipos diferentes (H2, H3 e H4), sendo dois exclusivos para esta bacia. Nas
bacias do Ararangua e do Uruguai dois Gnicos haplétipos foram encontrados, para cada bacia
(H6 e H7, H11 e H12, respectivamente). A quantidade de passos mutacionais que separam 0S
individuos da bacia do rio Uruguai dos individuos das bacias costeiras € maior do que o
encontrado em M. parahybae (21 passos mutacionais), da bacia do Paraiba do Sul e um pouco
abaixo do encontrado em M. leptostriatus (37 passos mutacionais), da bacia do Sdo Francisco

(Fig. 5b).
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Microglanis poecilus
Microglanis leptostriatus

fﬁ Microglanis garavelloi

l-|_l!./1i¢:rog!anis cottoides (Médio e Alto rio Uruguai)
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|—[Microg!anis cottoides (Baixo e Médio rio Uruguai)

|{ Microglanis parahybae

i

Microglanis cottoides (Ribeira)

Microglanis cottoides (Paranagua)
Microglanis cottoides (Itapocu)
Microglanis cottoides (Paranagua)
Microglanis cottoides (Guaratuba)
Microglanis cottoides (Madre)

|| Microglanis cottoides (Ararangua) Cluster B

-Microglanis cibelae (Tramandai) |
Microglanis cottoides [Patos)
LMicroglanis cibelae (Tramandai)
_Microglanis cibelae (Mampituba)
Microglanis cottoides (Patos)

Figura 4. Filograma resultante de processos de ramificacBes interespecificas e intra-especificas das linhagens de Microglanis, a partir dos
resultados das analises filogenéticas, utilizando o0 modelo GMYC. Em destaque, M. cibelae associado a M. cottoides das drenagens costeiras
(cluster B).
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Microglanis leptostriatus

Microglanis parahybae

__|Ribeira de Iguape %
I Paranagua \'\\

B Guaratuba \\
- Iitapocu
" |madre

j-Ararangué

-II'.'Iampitu ba
B Tramandai

B Lagoa dos Patos

T Juruguai

A

Figura 5. Rede de hapl6tipos demonstrando em A, a ocorréncia de dois grupos principais dentro de Microglanis cottoides (Bacia do rio Uruguai
X Bacias costeiras + M. cibelae). O diametro dos circulos é proporcional ao nimero de individuos em cada hapl6tipo e as cores representam as
localidades onde estes hapl6tipos foram encontrados; E em B, um esquema demonstrando os nimeros de passos mutacionais que separam M.
cottoides, das drenagens costeiras, e outras espécies de Microglanis.
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Morfologia
Anélises Morfométricas

Da analise de variaveis canonicas verifica-se sobreposicdo dos agrupamentos relativos
as populacdes de M. cottoides e de outras espécies. Mesmo assim, nota-se que existe uma
tendéncia a separacdo das amostras de M. cottoides (representadas pelos escores individuais
distribuidos no lado esquerdo do primeiro eixo da variavel canénica), de outras espécies
(representadas no lado direito do primeiro eixo) (Fig. 6). No segundo eixo ainda se verifica a
separacdo de outras amostras. O primeiro eixo candnico reteve 38.2% da variancia total, e o
segundo eixo, 20%. O Wilk’s lambda de 0,01515, com F de 9,329 e p< 0,001 indicam que a

separacdo dos grupos foi significativa.

Axis 2

Axis 1

Figura 6. Dispersdo dos escores individuais das amostras combinadas de Microglanis, nos dois
primeiros eixos candnicos. Microglanis garavelloi (cruzes vermelhas), M. eurystoma
(quadrados azuis), M. malabarbai (quadrados rosas cheios), M. cibelae (cruzes verdes), M.
cottoides-PAR (circulos roxos), M. cottoides-GUA (diamantes verdes claro), M. cottoides-
MAD (estrelas azuis escuro), M. cottoides-ITA (triangulos azuis claro), M. cottoides-ARA
(barras verticais verdes oliva), M. cottoides-MAM (barras verticais vermelhas escuro), M.
cottoides-TRA (azul turquesa oval), M. cottoides-PAT (triangulos amarelos cheios), M.
cottoides-RIB (triangulos invertidos cinzas), M. cottoides-URU (triangulos invertidos azuis
claro).
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A analise de similaridade com os centroides dos escores individuais nos dois primeiros
eixos canonicos possibilitou notar dois agrupamentos principais, um formado pelas populagdes
de M. cottoides (exceto a do rio Uruguai) e M. cibelae, e o outro grupo formado pelas demais

espeécies de Microglanis e M. cottoides da bacia do rio Uruguai (Fig. 7).
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Figure 7. Dendrograma de similaridade das distancias euclidianas entre os centroides das
amostras de Microglanis das regides sul e sudeste do Brasil. NUmeros nos nés representam os
valores percentuais de Bootstrap.

O grupo formado pelas espécies M. garavelloi, M. eurystoma, M. malabarbai e M.

cottoides da bacia do rio Uruguai apresentam comprimento da cabega, comprimento predorsal,
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processo pos-cleitral e didmetro do olho ligeiramente maiores que os do grupo M. cottoides.
Dentro do grupo M. cottoides, M. cibelae e M. cottoides da bacia do rio Mampituba diferiram
das demais populaces pelos maiores comprimentos dos espinhos das nadadeiras dorsal e

peitoral, e da altura do peddnculo caudal (Tab. 3).

Tabela 3. Peso das variaveis nos dois primeiros eixos candnicos, da analise das amostras
combinadas de Microglanis das regides sul e sudeste do Brasil. *Representa as variaveis com
0S maiores pesos para 0 grupo da bacia do rio Uruguai e outras espécies de Microglanis.
**Representa 0s maiores pesos para o grupo das bacias costeiras.

VARIAVEIS CV1 CV2
Comprimento padréo 0,0003195 0,0028167
Comprimento da cabeca 0,011108* 0,00033948
Comprimento da nadadeira pélvica 0,0042656 0,0095006
Comprimento do espinho da nadadeira dorsal -0,0076241 0,01969**
Comprimento do espinho da nadadeira peitoral -0,0034811 0,024746**
Comprimento do processo pés-cleitral 0,0079515* 0,019387
predorsal 0,0079522* -0,0028729
Comprimento prepelvica 0,00050021 -0,00097081
Comprimento preanal -0,0016046 -0,00099443
Comprimento do pedunculo caudal 0,0030855 0,0064602
Altura do pedinculo caudal -0,0085169 0,0052186**
Largura do corpo 0,0044473 0,0064256
Comprimento da base da nadadeira dorsal 0,0032102 0,005506
Comprimento da base da nadadeira adiposa -0,0043072 0,00062868
Comprimento da base da nadadeira anal 0,0033466 0,011733
Disténcia interorbital -0,00064988 0,0031693
Diametro da drbita 0,0075002* 0,001079
Comprimento do focinho 0,0037633 0,0015915
Largura da boca 0,0048497 -0,0037231
Comprimento do barbilhdo maxilar -0,00013731 0,020853
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DISCUSSAO

As analises filogenéticas e de delimitacédo de espécies (GMYC) sugerem que M. cibelae
pertence ao clado de M. cottoides e que os individuos da bacia do rio Uruguai sejam outra
espécie, que ndo M. cottoides. Pois, 0 GMYC indicou dois clusters para M. cottoides, contendo
0s mesmos clados recuperados nas analises filogenéticas. Vale a pena resaltar que o GMYC tem
uma tendéncia a sobre-estimar o numero de linhagens (Pons et al., 2006), ou seja, identificar
linhagens intraespecificas como linhagens distintas, o que reforca que a espécie denominada
como M. cibelae seja um sim6nimo Janior de M. cottoides. Por outro lado, a grande divergéncia
genética entre as populacbes de M. cottoides das bacias do rio Uruguai e das bacias costeiras,
de 5,6% a 7,0%, corrobora a hipdtese de que a espécie apontada como M. cottoides para a bacia
do Rio Uruguai, pode ndo estar sendo identificada corretamente, pois divergéncias dessa
magnitude sdo frequentemente encontradas entre espécies de um mesmo género em peixes
Neotropicais (Carvalho et al., 2011; Pereira et al., 2011, 2013). Adicionalmente, em muitos
trabalhos, divergéncias genéticas acima de 2% foram usadas como um valor de corte para
separagdes interespecificas (Hebert et. al., 2003; Mabragana et al., 2004; Hubert et al., 2010;
Carvalho et al., 2011; Pereira et al., 2011, 2013).

A utilizagdo do gene COI como “codigo de barra” genético, sugerido por Hebert et al.
(2003), tem como base um estudo com 13.320 tdxons, em que os resultados mostraram que 98%
das espécies morfologicamente validas apresentavam distancias genéticas maiores que 3%,
sendo que 0s 2% restantes consistiam em individuos do mesmo género com clara distingdo
morfologica, apesar da distancia genética menor que 3%, 0 que sugere uma divergéncia recente.

Para a discriminacdo segura de espécies, utilizando a metodologia do barcoding, deve
existir um “Barcoding gap” entre as variagdes genéticas intra e interespecifica (Herbert et al.,
2003; Meyer & Paulay, 2005; Meier et al., 2008). Nossos resultados indicam sete vezes mais

variagdo genética entre os individuos da bacia do rio Uruguai e as demais bacias costeiras, do
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que dentro delas, bem como com as outras espécies de Microglanis adicionadas a analise, exceto
de M. cibelae.

Nossos resultados permitem supor que a espécie da bacia do rio Uruguai, designada
como M. cottoides, se enquadra no critério de espécie criptica, uma vez que alguns autores
(Bertaco & Cardoso, 2005; Malabarba & Mahler, 1998) apenas com a morfologia, nédo
conseguiram distinguir M. cottoides, das bacias costeiras, da espécie do Uruguai. Segundo
Pereira et al (2011) e Bellafonte et al. (2013), a grande divergéncia genética entre linhagens, que
sdo morfologicamente indistintos, € evidéncia de espécies cripticas, e este parece ser 0 caso
encontrado na morfoespécie de Microglanis do rio Uruguai.

Por outro lado, individuos coletados nas bacias do rio Mampituba e Tramandai, sendo
esta Ultima a localidade-tipo de M. cibelae (Malabarba & Mahler, 1998), apresentaram baixas
divergéncias genéticas, de 0,5 a 1,8%, com média de 1,3%, entre M. cottoides das demais bacias
costeiras. Apesar deste valor estar um pouco acima da média intrapopulacional observada em
outros trabalhos, que é de cerca de 1,2% (Ratnasingham & Hebert, 2007; Lakra et al., 2011),
ainda assim essa divergéncia é compativel para individuos de uma mesma espécie, ainda mais
que estas populacgdes estdo isoladas e estudos genéticos comparativos sugerem que 0s peixes de
agua doce geralmente possuem altos niveis de diversidade genética intrapopulacional, como
observado em Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803, do Alto rio Parand, que apresentou
divergéncias variando de 0% a 2,2% (Frantine-Silva et al., 2015). Além disso, a distancia
genética entre os individuos destas bacias e a bacia da Lagoa dos Patos, que abriga o Rio
Camaqud, localidade-tipo de M. cottoides, € de apenas 0,5%, sugerindo tratar-se da mesma
especie.

Sobreposicdo na distribuicdo das distancias genéticas entre espécies de um mesmo
género, como a observada em M. cottoides, podem ser originarios de profundas divergéncias

intraespecificas ou baixas divergéncias entre espécies irmés (Hubert et al., 2008) e a taxa de
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evolucdo de genes mitocondriais pode variar dentro e entre grupos de espécies relacionadas
(Frezal & Leblois, 2008). Entretanto, Pereira et al. (2013) demonstraram que aproximadamente
60%, das espécies analisadas do alto rio Parana, apresentaram menos de 5% de divergéncia entre
seus congeéneres. Este baixo valor de divergéncia K2P pode refletir radiacdo recente dos peixes
de 4gua doce Neotropicais de cerca de 2 a 12 milhdes de anos (Montoya-Burgos, 2003; Hubert
et al., 2007). Entretanto, até o0 momento, o menor valor de distancia genética K2P encontrado
entre congéneres, em peixes de agua doce neotropical, foi de 1,68%, reportado por Rosso et al.
(2012) em espécies que, segundo 0s mesmo autores, apresentam problemas taxonémicos. Por
outro lado, Pereira et al. (2013) observaram altos indices de distancia intraespecifica para
Hoplias intermedius (Glnther 1864) (>2%), levantando a hipotese de haver mais de uma
unidade taxonémica dentro desta espécie. Porém, vale ressaltar que, sequdo Vicari et al. (2006)
e Ferreiraetal. (2007), o género Hoplias é considerado um complexo de espécies e que 0 mesmo
deve ser investigado com cautela para averiguar o real status taxondmico das espécies deste
grupo na bacia do alto rio Parana.

Outro fato bastante importante, que talvez explique a nominacdo dos peixes das bacias
dos rios Mampituba e Tramandai como uma espécie diferente de M. cottoides, seja a utilizacéo,
como material comparativo, de individuos provenientes do rio Uruguai identificados como M.
cottoides (Malabarba & Mahler, 1998), uma vez que, conforme nossos resultados tanto
molecular quanto morfoldgico, os individuos da bacia do rio Uruguai ndo sdo M. cottoides.

A rede de hapl6tipos também confirma a formacéo de dois haplogrupos bem distintos.
A quantidade de passos mutacionais que separam os individuos da bacia do rio Uruguai dos
individuos das bacias costeiras € maior do que o encontrado em M. parahybae (21 passos
mutacionais), da bacia do Paraiba do Sul e um pouco abaixo do encontrado em M. leptostriatus
(37 passos mutacionais), da bacia do Sao Francisco. Desta forma, o DNA barcoding demonstrou

ser atil no diagndstico das espécies, porque as divergéncias de sequéncia foram menores entre
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os individuos da mesma espécie do que entre espécies estreitamente relacionadas, com excecéao
de M. cibelae.

A andlise das variaveis canbnicas também demonstra que existem dois grupos bem
definidos, um formado pelos individuos da bacia do rio Uruguai com as demais espécies de
Microglanis, com excecdo de M. cibelae, e 0 outro formado por essa espécie e pelos individuos
das bacias costeiras. Nota-se que o0s individuos da bacia do rio Uruguai ficaram
morfometricamente mais proximos a M. malabarbai, uma espécie descrita do rio Uruguai
(Bertaco & Cardoso, 2005). Mesmo assim, as analises morfométricas apresentadas por Bertaco
& Cardoso (2005) sdo estatisticamente consistentes para diferenciar M. malabarbai de M.
cottoides, tanto da bacia do rio Uruguai, quanto das drenagens costeiras. Portanto, esses
resultados reforcam a hipotese de que os individuos identificados como M. cottoides, da bacia
do rio Uruguai, seja uma espécie nova.

Considerando que houve eficiente discriminacdo das outras espécies de Microglanis
adicionadas as analises moleculares e morfométricas, ao fato de os individuos das bacias do
Tramandai e Mampituba apresentarem baixa divergéncia genética entre outras bacias,
principalmente Madre, Ararangua e Lagoa dos Patos, e pelo compartilhamento de hapl6tipos
com a bacia da Lagoa dos Patos, localidade-tipo de M. cottoides, é possivel indicar que essas
amostras das drenagens costeiras, do rio Ribeira de Iguape a Lagoa dos Patos, pertencam a
espécie M. cottoides. Além disso, pelo fato dessas analises agruparem a espécie M. cibelae com
M. cottoides das bacias costeiras, é factivel sugerir que M. cibelae seja um forte candidato a
sinbnimo junior de M. cottoides.

Desta forma, nossos resultados sugerem que M. cottoides, como atualmente
diagnosticado, forma um grupo ndo monofilético, pois inclui uma espécie morfoldgica e
geneticamente distinta, que ocorre na bacia do rio Uruguai, e exclui uma espécie morfoldgica

e geneticamente similar, denominada M. cibelae.
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;= "
Préximos passos.... '—‘ﬁ—

+ Descrever a nova espécie de Microglanis para a bacia do Rio Uruguai e para tanto:
v’ coletar mais exemplares da espécie nova;
v’ testar a monofilia reciproca entre a espécie nova e Microglanis eurystoma e
Microglanis malabarbai, ambas da bacia do rio Uruguai e

v' refinar as analises morfoldgicas na busca de caracteres diagnosticos.
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Este manuscrito sera submetido a Zoologica Scripta na forma de artigo regular
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FILOGEOGRAFIA DE Microglanis cottoides (Boulenger, 1891)
(PSEUDOPIM~ELODIDAI§): EVENTOS E PROCESSOS RELACIONADOS A
DISTRIBUICAO DA ESPECIE

Microglanis cottoides € amplamente distribuido em bacias ao longo da costa Atlantica brasileira
que estdo isoladas entre si, bem como separadas das grandes drenagens do interior, pelas
montanhas escarpadas da margem oriental do escudo cristalino brasileiro, conferindo a esta
espécie qualidades apropriadas para estudos filogeograficos. O objetivo deste trabalho foi
analisar a estrutura genética, demografia histérica e padrGes temporais de divergéncia em
populacdes naturais de Microglanis cottoides, ao longo de sua area de distribuicdo, além da
relacdo filogenética entre seus congéneres. A estrutura genética e a demografia histérica foram
analisadas utilizando uma combinacdo de marcadores nuclear (microssatélites) e mitocondrial
(COl), em 542 e 167 individuos, respectivamente. Os niveis de variacdo genética observados
em M. cottoides (He =0,472-0,768), estdo dentro do esperado quando comparado com outras
espécies de Siluriformes (He = 0,055-0,861 e 0,310-0,942), e os loci investigados mostraram um
alto nivel de polimorfismo (14,2 alelos / loco). De forma geral, a diversidade genética
encontrada nas populac@es de M. cottoides foi alta e semelhante ao que geralmente é encontrada
em populacGes de peixes selvagens. No entanto, observou-se forte estruturacdo genética
principalmente entre as amostras de Paranaguda, Guaratuba e Itajai e menor estruturacdo entre
Ararangua e Mampituba e Tramandai e Patos, indicando maior possibilidade de fluxo génico
entre essas populagOes, e consequentemente, maior similaridade entre estas. Contudo,
considerando a distancia geografica e principalmente o isolamento das bacias costeiras que,
provavelmente, ocorreu entre 6.000 a 10.000 anos antes do presente, a similaridade entre as
populacdes sugere fluxos génicos histéricos, refletindo um periodo em que as bacias estavam
conectadas. Paleocanais fluviais presentes na plataforma continental pode indicar que estas
drenagens tinham comunicag¢do com outras drenagens de bacias préximas, permitindo a ampla
distribuicdo de Microglanis cottoides em drenagens gque hoje estdo isoladas. Entretanto, nota-se
que as divergéncias genéticas entre os individuos das bacias costeiras aumentam a medida que
estas se distanciam, e observa-se que entre o sul de Santa Catarina e o norte do Rio Grande do
Sul ha uma quebra filogeogréfica de cerca de 1,8 Ma, causando a divisdo das populagdes de M.
cottoides em dois filogrupos. As analises filogeograficas e filogenéticas demonstraram que as
espécies litoraneas, M. parahybae e M. cottoides, sdo filogeneticamente mais relacionadas e
divergiram-se ha cerca de 5 Ma. Ja M. garavelloi do Alto Parana e Microglanis sp. do Rio
Uruguai divergiram dessas espécies do litoral ha pelo menos 8 Ma, coincidindo com a época de
diversificacdo da maior parte da ictiofauna Neotropical, que ocorreu entre 3 e 10 Ma. Portanto,
tudo indica que a historia filogeografica de M. cottoides envolve eventos vicariantes de origem
tectdnica como a formacdo das drenagens costeiras a partir de eventos orogenéticos e, mais
recentemente, por eventos climaticos pleistocénicos que isolaram varias populagdes. Entretanto,
em periodos de glaciagdo, quando as drenagens voltam a se encontrar, as populagdes de M.
cottoides possivelmente trocam informacOGes geneticas e por isso mantém sua unidade
especifica.
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Introducéo

O género Microglanis foi proposto por Eigenmann (1912), para abrigar a espécie M.
poecilus da Guiana, e compreende os peixes da familia Pseudopimelodidae de pequeno
tamanho, menor que 11 cm de comprimento padrédo (CP), linha lateral incompleta e com a placa
dentigera com a lateral arredondada (Shibatta 2003). Esses peixes podem ser classificados,
fisioecologicamente, como pertencentes a divisdao primaria (sensu Myers 1938), por néo
tolerarem a 4gua salgada, o que impossibilita sua disperséo utilizando o ambiente marinho. Até
0 momento, foram descritas 24 espécies de Microglanis, todas com distribuicdo restrita a
Ameérica do Sul (Shibatta 2014). Entre estas, M. cottoides (Boulanger, 1891) é considerada uma
das mais amplamente distribuidas, ocorrendo do estado de S&o Paulo ao Rio Grande do Sul, ao
longo da costa Atlantica brasileira (Malabarba & Mahler 1998, Shibatta 2003, 2007; Mori &
Shibatta 2006; Oyakawa & Menezes 2011).

Conforme critérios apontados por Avise (2000), Microglanis cottoides apresenta
qualidades adequadas para estudos filogeograficos, pois além de sua ampla distribuicdo, a
espécie ocorre em uma regido onde os rios formam uma série de bacias hidrograficas ao longo
da costa, que drenam diretamente para o Atlantico e estdo isoladas entre si, bem como separadas
das grandes drenagens do interior, pelas montanhas escarpadas da margem oriental do escudo
cristalino brasileiro (Ribeiro 2006). Esse cenario foi moldado por interacdes entre eventos
orogénicos do Mioceno/Plioceno e oscilagdes climaticas do Pleistoceno ocorridos na regido
(Weitzman et al. 1988; Lundberg et al. 1998; Villwock et al. 2005; Ribeiro 2006), que
proporcionaram padrdes filogeograficos bastante complexos, como um elevado numero de
taxons endémicos (Géry 1969; Menezes et al. 1978; Bizerril 1994; Buckup 2011). Entretanto,
informacdes historicas sobre as comunidades de peixes dessa regido ainda sdo escassas e
fragmentadas, dificultando o entendimento dos processos historicos que determinaram a sua

composicao e distribuicdo (Bizerril & Lima 2000).
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Peixes de agua doce, em geral, exibem acentuada estrutura filogeografica ligada as
alteracdes histdricas e ecoldgicas ocorridas no ambiente (Bermingham & Avise 1986; Waters
et al. 2007; Ribeiro et al. 2013). Como esses organismos dependem diretamente de conexdes
entre rios e bacias para sua dispersdo, a histdria das bacias e sua ictiofauna esta intimamente
ligada a historia da paisagem. Assim, a diferenciacdo das espécies por isolamento geogréafico é
o reflexo do passado geoldgico e das mudancas ambientais ocorridas na regido (Avise 2000,
2009; Ribeiro 2006; Ribeiro et al. 2013). Embora a escala temporal desses eventos ou processos
possa ser bastante variavel, niveis de divergéncias podem ser reconstruidos a partir de graus de
divergéncia do DNA mitocondrial (mt) (Bermingham & Martin 1998; Sivasudar et al. 2001;
Montoya-Burgo 2003; Ribeiro et al. 2013).

Estudos  biogeograficos envolvendo niveis taxonémicos  supraespecificos
frequentemente utilizam caracteres morfoldgicos nas inferéncias filogenéticas (Lucinda et al.
2005). Por outro lado, dados moleculares com enfoque filogeografico sdo os mais utilizados em
nivel intraespecifico (Avise 2000; Froufe et al. 2005), pois possibilitam esclarecer padroes
histéricos e evolutivos entre populacbes de uma espécie, permitindo revelar eventos
relacionados a processos demogréaficos, bem como os limites entre espécies (Avise et al. 1987,
Avise 2000, 2009; Freeland 2005; Vazquez-Dominguez 2007), criando uma ponte entre 0s
processos micro e macroevolutivos (Avise 2009; Martins & Domingues 2011).

Na atualidade, além das relacdes filogenéticas e da genética de populacGes cléssicas,
estudos filogeograficos contam com sofisticados métodos de inferéncia em demografia histérica
baseados em abordagens matematicas e estatisticas da teoria da Coalescéncia (Martins &
Domingues 2011), a qual se baseia na identificacdo do processo genealogico de uma amostra de
genes em uma populacdo, capaz de identificar eventos que ocorreram com 0s genes desde 0
ancestral comum mais recente (Kingman 1982). Ou seja, € um modelo retrospectivo de genética

populacional que emprega uma amostra dos individuos de uma populacéo para rastrear todos 0s
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alelos de um gene compartilhados por todos os membros da populacdo até uma Unica copia
ancestral (Fu & Li 1999).

Até 2011, quase 80% dos estudos com abordagens filogeograficas na América do Sul
utilizaram o DNAmt como marcador; destes, 20% foram em conjunto com outros marcadores,
principalmente os Microssatélites, conhecidos também como SSRs (Simple Sequence Repeat) e
STRs (Single Tandem Repeat) (Turchetto-Zolet et al. 2013). Marcadores microssatélites
constituem uma ferramenta valiosa em estudos genéticos de populacdes (Selkoe & Toonen
2006), por permitir a determinacdo do grau de relacdo entre individuos e/ou grupos de uma
mesma espécie, da analise de ascendéncia, de niveis de endogamia de uma populacéo, de sua
histéria demografica, além de definir o tamanho efetivo, a magnitude e direcionamento do fluxo
de genes entre as populacbes (Gaggiotti et al. 2002). Assim, esse marcador pode trazer
informacdes valiosas sobre padrdes filogeograficos, como niveis de parentesco e fluxo génico
entre as populacdes (Turchetto-Zolet et al. 2013).

Em peixes, os microssatélites tém sido aplicados, principalmente, em estudos
relacionados a conservacdo e manejo de espécies, pois permitem inferéncias sobre a
variabilidade e estrutura genética das populagdes e os efeitos de fragmentacdo de ambientes,
além de possibilitar a construcdo das relacfes filogenéticas entre tdxons relacionados, pois
revelam diferencgas significativas mesmo entre populagdes separadas por pequenas distancias
geogréficas (Carvalho-Costa et al. 2008; Abreu et al. 2009; Calcagnotto & DeSalle 2009;
Matsumoto & Hilsdorf 2009; Pereira et al. 2009; Sanches et al. 2012).

Apesar da grande biodiversidade na América do Sul, estudos filogeograficos nesta
regido sao bastante incipientes (Beheregaray 2008; Seérsic et al. 2011), representando apenas
6,3% de todos os trabalhos publicados no mundo sobre Filogeografia (Beheregaray 2008).
Entretanto, nos altimos anos, trabalhos com esta abordagem aumentaram significativamente

(Sivasundar et al. 2001; Beheregaray et al. 2001; Montoya-Burgos 2003) e vém contribuindo
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para a compreensdo dos processos evolutivos que levaram a atual diversidade e distribuicdo de
linhagens modernas nessa regido (Turchetto-Zolet et al. 2013).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar, utilizando marcadores
microssatélites e mitocondriais, a estrutura genética, demografia historica e padrbes temporais
de divergéncia em populacbes naturais de Microglanis cottoides, ao longo de sua area de
distribuicdo, além da relacdo filogenética entre seus congéneres geograficamente mais

préximos.

Material e Métodos

Amostragem de exemplares e extracdo do DNA

No total, 73 pontos de coletas em rios e riachos ao longo da costa brasileira, do estado de Séo
Paulo ao Rio Grande do Sul, foram amostrados utilizando peneiras, redes de arrasto e tarrafas.
Os exemplares de M. cottoides foram capturados em 45 localidades, ao longo de nove bacias
hidrogréaficas (Ribeira de Iguape-RIB, Paranagua-PAR, Guaratuba-GUA, Itapocu-ITA, Madre-
MAD, Ararangud-ARA, Mampituba-MAM, Tramandai-TRA e Lagoa dos Patos-PAT) de S&o
Paulo ao Rio Grande do Sul (Figura 1). Os peixes foram coletados em conformidade com as leis
brasileiras com autorizacdo de coletas para fins cientificos: licenca ICMBIio nimero 12120-10.
Apos a coleta, os animais foram anestesiados por imersao em Eugenol a 1% e preservados em
etanol a 95%. Todos os individuos coletados foram depositados na colecdo do Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), do Departamento de Biologia

Animal e Vegetal, Londrina, Parana, Brasil.

86



Capitulo 2

-25.0

-30.0

LEGENDA
() Bacia do rio Ribeira de lguape
() Bacia do rio Paranagua
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Figura 1. Mapa com o0s pontos de coleta nos estados do sudeste e sul do Brasil. Pontos brancos
representam as 28 localidades onde nao foi encontrado Microglanis. As siglas SP, PR, SC e RS,
referem-se aos estados de S&o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
repectivamente.

Para a andlise da estrutura genética e a demografia histérica de M. cottoides foram
utilizasdo uma combinacdo de marcadores nuclear (10 loci microssatélites) e mitocondrial
(sequéncias da citocromo oxidase | - COI, regido barcoding com 620 pb), utilizando-se amostras
de 542 e 167 individuos, respectivamente.

Cinco espécies de Microglanis (M. parahybae (Steindachner, 1880), da bacia do rio
Paraiba do Sul, Microglanis sp., da bacia do rio Uruguai, M. garavelloi Shibatta & Benine,
2005, da bacia do Alto rio Parana, M. leptostriatus Mori & Shibatta, 2006, da bacia do rio Sdo

Francisco e M. poecilus Eigenmann, 1912, da bacia do rio Tapajos) e sete outras espécies de

Pseudopimelodidade (Pseudopimelodus pulcher (Boulenger, 1887), P. aff. pulcher,
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Pseudopimelodus charus (Valenciennes, 1840), Lophiosilurus alexandri Steindachner, 1876,
Cephalosilurus apurensis (Mees, 1978), Batrochoglanis raninus (Valenciennes, 1840) e
Batrochoglanis villosus (Eigenmann, 1912)), foram adicionadas as analises filogenéticas, como
material comparativo. Algumas amostras foram doadas e as informacdes a respeito destas estdo
sumarizadas na Tabela 1.

O DNA gendmico dos animais foi isolado a partir do tecido muscular usando o protocolo
de extracao fenol/cloroférmio segundo Almeida et al. (2001). A concentracdo das amostras foi
determinada a partir do espectofotdmetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE,

USA). Posteriormente, as amostras foram diluidas em agua para a concentracdo de 5 ng/pL.
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Tabela 1. Amostras das populacdes de Microglanis cottoides, utilizadas nas analises moleculares, conforme suas bacias hidrograficas de origem e de
outras espécies de Microglanis e de Pseudopimelodidae utilizadas como material comparativo.

ESPECIES BACIAS

Microglanis cottoides

Ribeira de Iguape - RIB

Paranagué - PAR

Guaratuba - GUA

Itapocu - ITA

Madre — MAD

Ararangua - ARA

DRENAGENS

Rio Juquia
Rio Ipiranga
Rio Fau
Rio Preto |
Rio Preto Il

Afluente Rio Jaguary |
Afluente Rio Jaguary Il

Rio Iporanga
Rio Pindauba

Rio Tagacaba
Rio Utinga
Rio Passa Sete
Rio Mergulhdo
Rio Sambaqui
Rio Bananal
Rio Ipiranga
Rio Séo Jodo/Capivari
Rio das Antas
Rio Nhundiaquara
Rio Iporanga
Rio Rasgado
Rio Canavieira

Rio Itapocu
Ribeirdo do Cavalo

Rio da Madre
Rio Manin

Rio Serrinha
Rio Amola Faca

NUMERO DE
TOMBO

MZUEL 8014
MZUEL 8015
MZUEL 8016
MZUEL 8017
MZUEL 8018
MZUEL 8019
MZUEL 8020
MZUEL 8021

LBP 7426
MZUEL 7941
MZUEL 7942

MZUEL 7943; LBP 762

MZUEL 7945
MZUEL 7946
MZUEL 7947
MZUEL 7949
MZUEL 7950
MZUEL 7953
LBP 2081
LBP 3616
MZUEL 7944, 7952
MZUEL 7951

MZUEL 7441
MZUEL 7452 e 7944

MZUEL 10184
MZUEL 7442

MZUEL 7444
MZUEL 7446

REGISTRO

KP 063067 a

063071

PK 063072 a
063075

KP063073-
063079

KP 063080 a
063083)
KP 063084 a
063088
KP063089-
063093

AMOSTRAS

NO GENBANK COl

39

27

12

08
05

11

Microssatélite

182

62

23

55
10

28
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Microglanis sp.

M. parahybae

M. garavelloi

M. leptostriatus

M. poecilus

Pseudopimelodus aff. pulcher
Pseudopimelodus aff. pulcher
Pseudopimelodus charus
Batrochoglanis villosus
Batrochoglanis raninus

Mampituba — MAM

Tramandai — TRA

Lagoa dos Patos - PAT

Uruguai

Paraiba do Sul

Alto Rio Parana

Sao Francisco

Rio Tapajos

Alto Rio Parana
Araguaia

Rio Serra Velha
Rio Sanga da Paca
Praia Grande
Rio Quebrada dos Sinos
Riacho Trés Forquilhas
Rio Maquiné
Conexao entre duas lagoas
Rio Forquetinha
Arroio Contagem
Arroio Teixeira
Rio Camaquéd
Chui — Riacho sem nome
Arroio Velhaco
Arroio Santa Isabel
Arroio Carmelita
Agudo — Riacho sem nome
Caraé — Riacho sem nome
Rio Negro
Margem BR 290, Km 10
Arroio Putia
Rio Inhandava

Rio Macabu

Alto Rio Parana

Rio Séo Francisco

Igarapé montanha
Igarapé Urubutu

MZUEL 7447
MZUEL 7443
UFRGS 12720
MZUEL 7445
MZUEL 7449
MZUEL 7452
MZUEL 8964
MZUEL 6033
MZUEL 7448
MZUEL 7450
MZUEL 7453
LBP 14517
UFRGS 13819
UFRGS 12499
UFRGS 13605
LBP 14547
LBP 14459
UFRGS 14654
UFRGS 11931
LBP 13151
LBP 13088

LBP 10741

LBP 10562, 10561,
1193, 22539 e 22540

DCC 00611 a 00615

LBP 14085
LBP14226
LBP 37226
LBP 1567
DCC 13715

UFAM_CTGA 14497

LBP 1777

KP 063094 e
063095

KP063096 a
063100

KP063101 a
063105

KP 063066
KP 063063 a
063065
KP 063059 a
063062
KP 0603106 a
063110
JN 989032 e GU
701443, 701629,
701627 e
701626
HM 405152,
405154 a
405157

GU 701444
EU 179812
HM 405014
KP 772594
EU 179809

02

21

35

09

05

05

05

02

01
01
01
01
01

07

93

82
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Cephalosilurus apurensis - - LBP 3034 EU 179818 01 -
Lophiosilurus alexandri - - DCC 00373 HM 405152 01 -
TOTAL 193 542
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Microssatélites

Amplificacdo e genotipagem

Foi realizada a amplificacdo utilizando-se os marcadores microssatélites desenvolvidos por
Souza-Shibatta et al. (2013) em 542 individuos de Microglanis cottoides. Foram amplificados
10 loci, os quais apresentaram polimorfismos. A Tabela 2 sumariza as principais caracteristicas

dos loci utilizados.

Tabela 2. Caracteristicas dos 10 loci microssatélites desenvolvidos por Souza-Shibatta et al.
(2013), utilizados no presente estudo.

Loci Repeticdes Sequéncias dos Primers (5'-3") Ta(°C) Tamanho
motif (pb)

Mcot2 (AC)o F: AACTGCCTGCAAAACAACC 54 110- 126
R: TTACCCTGACAACCAGCTCAC

Mcot3 (TG)1s F: AGCCCAATCTGTCTGAGAGC 54 183 -221
R: ATCATCACCACGTGGAACAC

Mcot4 (TG)1s F: AGCGGCTGTAATAGGCTGTG 48 159 - 211
R: CGGCTGTTCTTCCTTTACAG

Mcot5 (GTAAAA); F:CGTTGAAGAGTAACACAGACGTG 54 126 - 132
R: AAGCGGAGGTTCAATTTCG

Mcot6 (G F: TTCACTCAAGAGGCAGCTGTAG 48 245 - 245
R: ACCGTGTTCGTCGCTAATG

Mcot7 (GT), F: TCATGATGGCGACTGAACTC 54 127 - 183
R: TTATTGCGTGTGCTTTCTGG

Mcot8 (AC)19 F: CGCAGCACACCAGACTTATG 54 156 — 204
R: TCATGGGTAACGACACCAAG

Mcot10 (ATGA)s F: GTGGGATCCGGATTAACCTC 48 118 - 138
R: AAATAACAGGAAAGTTTTTATCCACTC

Mcotl1l (GT)s F: TCATTTGGAACCAGGACTCTG 54 165 - 188
R: GGAATCGAACCCATGAACTC

Mcot12 (ATGA)s F: GTGGGATCCGGATTAACCTC 60 166 - 182
R: CCGTCAGTATGTCAGTCAGTCAG

Para esta técnica, os primers forward foram modificados recebendo na extremidade 5’
uma sequéncia adicional, denominada cauda M13 (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3"). Esta
sequéncia também foi sintetizada de forma independente com trés fluoréforos (FAM, HEX e
NED), funcionando como um terceiro primer, de acordo com metodologia descrita por Schuelke

(2000). Essa metodologia elimina a necessidade da marcacéo dos primers forward em todos 0s
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loci. As reagdes de PCR foram realizadas em 10 pL de volume final contendo 1X GoTaq Green
Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 10 ng de DNA, 1% glycerol, 0,125 uM do
marcador fluorescente (FAM, HEX or NED, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0,125
uM do primer reverse ¢ 0,0125 uM do primer forward. As amplificacbes foram submetidas a
94°C por 4 minutos, seguida por 35 ciclos de 94°C por 40 segundos, 48 °C (Mcot4, Mcot6 e
Mcot10) ou 54 °C (Mcot2, Mcot3, Mcot5, Mcot7, Mcot8 e Mcot11) or 60 °C (Mcot12) por 1
minuto e 72 °C por 1 minuto) e uma extensdo final de 72 °C por 30 minutos. Para a genotipagem,
os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese automatica no sequenciador ABI PRISM
3500-XL (Applied Biosystems) e 0 marcador GeneScan 600 Liz (Applied Biosystems) foi usado

como padrédo de peso molecular.

Anélise dos dados

Para a identificacdo de possiveis erros de genotipagem devido a presenca de stutters (pequenas
alteracdes no tamanho dos alelos durante o PCR), allele drop-out (quando alelos maiores néo
amplificam t&o eficientemente quanto alelos menores) e alelos nulos (quando um ou mais alelos
falnam ao amplificar), foi utilizado o programa GENEMARKER V.1.85 (demo version)

(SoftGenetics, State College, PA).

Diversidade e identidade genética

A diversidade genética nuclear foi calculada para cada populacdo considerando o nimero de
alelos por locus (A), média de alelos por locus (N a), nimero de alelos privados (Np),
heterozigosidase observada (Ho) heterozigosidase esperada (He) e taxas de endogamia (Fis)
através do programa POPGEN v. 1.31 (Yeh et al., 2000). O equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) e o desequilibrio de ligagdo foram testados no program GENEPOP v.1.2 (Raymond &

Rousset 1995). O valor de p foi ajustado pela correcdo sequencial de Bonferroni (Rice 1989).
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The software GenAlEx v.6.41 (Peakall and Smouse, 2006) foi usado para calcualr a identidade

genética e 0 numero de alelos compartilhados pelas populaces.

Estrutura populacional

Para verificar se as populagdes estavam realmente estruturadas em populacgdes distintas ou se
todos os individuos faziam parte de uma Unica metapopulacdo foi utilizado o software
STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) que define o nimero de populacfes geneticamente
diferenciadas em uma amostra total, e simultaneamente associa os individuos as suas populacdes
fonte. Nesta analise foi testada a possibilidade de existéncia de até 10 populac6es diferenciadas
(K= 1-10), estimado pelo modelo log-likelihood (log (P(X/K)) (Falush et al. 2003) e pelo
método proposto por Evanno et al. (2005). Para cada K foram realizadas 20 corridas
independentes, a fim de averiguar a consisténcia dos dados, de acordo com Evanno et al. (2005),
com 500.000 interagcdes no burn-in e 1.000.000 interacdes na Cadeia de Markov Monte Carlo
(MCMC). Foi utilizado o modelo de mistura que assume que os individuos podem ter
ascendéncia mista, com contribuicdes genotipicas de diferentes populacfes (Pritchard et al.
2000), sem a utilizagdo de informacdes prévias de origem geografica.

A AMOVA (Excoffier et al. 1992), realizada com auxilio do programa ARLEQUIN 2.0
(Schneider et al. 2000), foi utilizada para testar a significancia da variabilidade encontrada
dentro e entre as populacdes amostradas. Essa andlise utiliza as informacgdes de uma matriz de
distancia entre as sequéncias para medir dois componentes da variancia total que sdo: (1) o
nimero de mutacOes entre as diferentes populacbes e (2) o nimero de mutagdes entre 0s
diferentes haplotipos de cada populacéo. Esses componentes séo entéo utilizados para o célculo
dos indices de fixacdo (®st), parametro semelhante ao Fst de Wright, que incorpora alem das
analises de variancia das frequéncias génicas, a informacdo do nimero de mutacgdes entre 0s

haplotipos (Weir & Cockerham 1984). Por se tratar de uma anélise hierarquica, é possivel
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agrupar os individuos dentro de populagdes e as populacGes dentro de grupos, determinando,
dessa maneira, a estrutura a ser testada (Schneider et al. 2000). Para testar se todas as populagdes
apresentam-se isoladas, mantivemos as nove populacdes como distintas. Assim, primeiramente
foram testadas as diferencas dentro e entre as nove populacdes e, em seguida, essas populagdes
foram divididas em dois grupos (grupo 1: RIB+PAR+GUA+ITA e grupo 2:
MAD+ARA+MAM+TRA+PAT), para testar a diferenca encontrada entre esses dois grupos.
As estimativas dos indices de ®st par a par, que é equivalente ao Fst mas que considera
tamanhos desiguais de amostras (Weir & Cockerham 1984), com intervalo de confianca de 95%
entre as diferentes populacdes, foram calculadas também pelo software ARLEQUIN 3.11
(Excoffier et al. 2005). Alternativamente, o programa SMOGD 1.2.5 (Crawford 2010), o qual
emprega o estimador de diferenciagdo genética Dest de Jost (Jost 2008) foi usado para acessar a
estrutura populacional, uma vez que o Fst tradicional pode ter atributos indesejaveis em
algumas situacdes, quando estimada a partir de marcadores altamente polimorficos, como
microssatélites (Jost 2008; Heller & Siegismund 2009). De acordo com Jost (2008), as
estatisticas Fst tendem a subestimar os verdadeiros niveis de diferencia¢do da populacdo em
relacdo ao D de Jost porque eles detectam niveis menores de diferenciacdo genética em relacao
a0 Dest. Nosso conjunto de dados fornece uma oportunidade para comparar essas duas

estatisticas. As estimativas de significancia foram realizadas com base em 10.000 permutagdes.

Fluxo génico

O fluxo génico pode ser quantificado por meio de medidas diretas, que se refere ao fluxo génico
contemporaneo, e indiretas que sdo baseadas na estrutura de populacgdes (Fst) e referem-se ao
fluxo génico historico, ou passado. Estas abordagens, segundo Wilson & Rannala (2003) sé&o

complementares e fornecem informacdes sobre a migracéo em diferentes escalas de tempo.
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A taxa de migracdo recente entre as populacdes foi determinada com o uso do software
BAYESASS (Wilson & Rannala 2003), por um método Bayesiano que utiliza gendtipos
multilocus individuais para estimar as taxas de imigracéo recente (nas Ultimas geracdes) entre
as populacdes. Esse método estima as distribuicdes de probabilidade posterior de imigrantes e
se baseia em cadeia de Markov de Monte Carlo para a estimativa das probabilidades posteriores.
Para estimar a taxa de migracdo historica entre os pares de populacdes e o parametro ® foi
utilizado o método de coalescéncia do programa MIGRATE-n 3.2.6 (Beerli & Felsenstein 1999,
2001; Beerli 2004). O numero de migrantes por geracao (Nm) foi obtido a partir da multiplicacdo
dos valores gerados pelo programa, da taxa de migragdo “M”, a partir dos valores obtidos de ®
para a populacdo recipiente em cada par de comparagdes. A analise foi realizada utilizando-se
0 modelo Browniano, com uma distribui¢do uniforme e uma taxa de mutagdo constante entre 0s
loci. As estimativas foram geradas usando cadeia de Markov de Monte Carlo (MCMC) com 0s
seguinte parametros: método Bayesiano consistindo de 10 cadeias curtas, com 1.000
genealogias, seguido por trés cadeias longas com 10.000 genealogias e um burn-in de 10.000.
O tamanho efetivo das populagdes, de acordo com os dados de microssatélite, foram estimados
a partir da formula Ne= ®/4Myp, com uma taxa de substituicdo de 10 (Whitaker et al. 2003;

Hedrick, 2005)

Citocromo Oxidase | (COl)

Amplificagdo e sequenciamento

Um segmento de aproximadamente 620 pb da extremidade 5' do gene mitocondrial da citocromo
oxidase | (COI), denominado regido barcoding, foi amplificado por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando os primers FishF1 STCAACCAACCACAAAGACA
TTGGCAC-3’eFishRI-SSTAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3

(Ward et al. 2005). A PCR foi realizada em volumes de 15 puL, com 7,5uL com 1X de GoTaq
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Green Master Mix (Promega), 0,15 pL dos primers FishF1 e FishR1 (20 mM), 2,0 uLL de molde
de DNA (5 ng) e 5,2 uL de agua ultrapura. A amplificagao foi realizada com um ciclo inicial de
95 °C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 segundos e 54 °C durante 30
segundos e 72 °C durante 1 minuto, e uma extenséo final a 72 °C durante 10 minutos. Apos a
amplificacdo, os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% (2uL de
amostra/2uL ficol+azul de bromofenol) e corados com SYBR® Safe DNA gel stain (Life
Tecnologies). Apo6s visualizagdo do produto amplificado, o restante foi purificado com a adigéo
de 0,5 pL. de ExoSAP IT® (Prodimol Biotecnologia SA) e sequenciado. As duas fitas foram
sequenciadas em reacdes independentes, de acordo com as recomendacdes de Hajibabaei et al.
(2005), utilizando o Big Dye Terminator v 3.1 kit (Applied Biosystems), seguindo as instrucoes
do fabricante, com a leitura subsequente em um sequenciador automatico ABI Prism 3500-XL

(Applied Biosystems).

Analise dos dados

A andlise da qualidade das sequéncias de ambas as fitas, forward e reverse, e geracdo da
sequéncia consenso foi realizada utilizando o aplicativo on-line Electropherogram Quality
Analysis (Togawa & Brigido 2003) acessado em: http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/.
A avaliacdo dos consensos foi realizada manualmente usando o programa DNA Baser v.
3.5.,5.216 (Heracle Biosoft SRL, Roménia, http://www.DnaBaser.com). Em seguida, as
sequéncias foram editadas com auxilio do programa Bioedit (Hall 1999) e alinhadas utilizando
o aplicativo ClustalW (Thompson 1994) do programa MEGA 6.06 (Tamura et al. 2013). As
sequéncias do COI de Microglanis cottoides (dois a cinco individuos de cada populacéo,
totalizando 38 individuos), de M. parahybae (cinco individuos) e Microglanis sp. (nove

individuos) foram submetidas ao GenBank, com um total de 52 sequéncias.
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Distancia Genética

As distancias genéticas intra e interpopulacionais de Microglanis cottoides foram determinadas
pelo modelo de Kimura 2 Parametro (K2P) (Kimura 1980), no programa MEGA 6.06 (Tamura
et al. 2013). A definicdo de espécie foi inicialmente realizada utilizando 2% de divergéncia
como um valor de corte, como empregado em trabalhos utilizando a ferramenta de barcoding
(Ward 2009; Ward et al. 2009; Pereira et al. 2011, 2013; Mabragaria et al. 2011; Carvalho et al.

2011). Para essa analise foram utilizados 167 espécimes de M. cottoides.

Analises Filogenéticas e tempo de divergéncia

Hipdteses filogeograficas e tempo de diversificacdo para as populagdes dos espécimes estudados
foram estimadas com base nas sequéncias do gene COlI, regido de barcoding, utilizando dois
critérios distintos: Maxima Verossimilhanca (ML) e Métodos Bayesianos (IB). A reconstrucdo
do método ML foi realizado no programa MEGA 6.06 (Tamura et al. 2013), usando o modelo
de substituicdo GTR+G. O suporte para os nés foi estimado através de 1000 réplicas nao
paramétricas de bootstrap nas buscas feitas com ML. As estimativas do tempo de divergéncia
foram realizadas com o auxilio do BEAST v.2.1.3 (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling
Trees) (Drummond & Rambaut, 2015), empregando o método de coalescéncia (Heled &
Drummond 2010), utilizando como calibrante do relégio molecular a datacdo de um fossil da
familia Pseudopimelodidae (Cephalosilurus Haseman 1911), que é estimada entre 15,9 a 11,5
milhdes de anos (Ma) (Lundberg et al. 2010). Nesta analise utilizou-se o reldgio relaxado
Lognormal néo correlacionado, op¢do que acomoda a possibilidade de taxas independentes de
evolucdo molecular em diferentes ramos (Drummond et al. 2007); e o prior Birth Death Model,
uma extensdo do modelo Yule, que assume que em qualquer ponto no tempo cada linhagem
pode sofrer especiacdo ou extingdo. Os dados foram analisados como uma Unica particdo e o

modelo evolutivo utilizado foi GTR + | + G, especificado previamente pelo programa
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Mrmodeltest 2.3 (Nylander 2004). As analises foram executadas por 100 milhdes de geracdes
amostrando-se uma arvore a cada 10000 geracgdes. Para essas analises, adicionamos sequéncias
de M. parahybae, Microglanis sp., M. garavelloi, M. leptostriatus, Batrochoglanis raninus, B.
villosus, Pseudopimelodus aff. pulcher, Lophiosilurus alexandri e Cephalosilurus apurensis
(Mees, 1978) como material comparativo, totalizando 200 individuos analisados. O pacote
BEAST inclui um conjunto de programas que permitem especificar o projeto de andlise,
processar arquivos de saida e sumarizar e visualizar os resultados. Em conjunto, esses programas
permitem uma inferéncia bayesiana de dados moleculares, incluindo modelos filodinamicos e
estimativa de tempo de divergéncia (Drummond et al. 2012). O programa TRACER v. 1.5 foi
usado para assegurar que a amostragem da distribui¢do posterior tenha alcangado o tamanho
efetivo minimo suficiente (ESS> 200) e para garantir a estimativa significativa dos parametros
e as medias de idades dos nos foram calculadas através de um burn-in de 25 milhdes de geracoes.
As arvores foram sumarizadas, com 25% das arvores iniciais descartadas, e visualizadas usando
os programas TREEANNOTATOR 1.5.3 e FIGTREE 1.3.1, respectivamente (Drummond &

Rambaut 2007).
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Resultados

Diversidade Genética (Microssatélites)

Foram analisadas 542 amostras de Microglanis cottoides, provenientes de nove populacdes,
sendo cada populacdo correspondente a uma bacia hidrografica (Tabela 1). Com excecao do
locus Mcot 03, que foi monomorfico apenas na amostra da populacdo MAD, os demais primers
foram polimérficos em todas as populac6es, apresentando 116 alelos diferentes, com média de
8,6 alelos por locus por populacdo. O numero de alelos por locus variou de um (Mcot 03) até 32
(Mcot 04), enquanto o numero de alelos por populacao variou de 31 (MAD) a 142 (PAT). A
amostra de MAD (n=10 ind.) apresentou os menores valores de diversidade genética, como
nimero médio de alelos (Na= 3,1), heterozigosidade observada (Ho,= 0,450) e heterozigosidade
esperada (He= 0,472). De modo diverso, PAT (n=82 ind.) apresentou os maiores indices de
diversidade, com os maiores valores de nimero médio de alelos (Na= 14,2). As amostras das
populacbes RIB (n=182 ind.) e PAR (n=62) apresentaram o maior nimero de alelos privados
(Np= 12), enquanto que as amostras de ARA (n=28) e MAM (n=7) ndo apresentaram alelos
privados. O coeficiente de endogamia (Fis), ap6s a correcdo de Bonferroni, apresentou valores
significativos apenas em alguns loci para algumas amostras de ITA (n=55) e MAM. Entretanto,
para o conjunto de loci analisados por amostra ndo foi evidenciado valores significativos de Fis

(Tabela 3).

100



Capitulo 2

Tabela 3. Diversidade genética de Microglanis cottoides a partir de marcadores microssatélites.
N= numero de individuos analisados, A= total de alelos, Na= média de alelo, Ne= nimero de
alelos privados, Ho = heterozigosidade observada, He= heterozigosidade esperada, Fis —
coeficiente de endogamia. *valor de p <0,05. RIB = Ribeira de Iguape, PAR = Paranagua, GUA=
Guaratuba, ITA = Itapocu, MAD = Madre, ARA = Ararangua, MAM = Mampituba, TRA =
Tramandai, PAT = Lagoa dos Patos.

Populacoes N A Na Np Ho He Fis
RIB 182 123 12,3 12 0,582 0,673 0,093
PAR 62 99 9,9 9 0,582 0,673 0,098
GUA 23 52 52 6 0,538 0,571 -0,037
ITA 55 83 8,3 7 0,513 0,558 0,040
MAD 10 31 3,1 1 0,450 0,472 -0,026
ARA 28 92 9,2 _ 0,680 0,768 0,119

MAM 7 51 51 _ 0,671 0,736 0,067
TRA 93 106 10,6 5 0,570 0,670 0,151
PAT 82 142 14,2 12 0,673 0,716 0,057
Geral 542 116 8,6 52 0,584 0,648 0,062

Em uma anélise mais detalhada da distribuicdo dos alelos (Tabela 4), observou-se que
dos 116 alelos presentes nas populacdes, 18 foram encontrados somente nas populacdes RIB,
PAR, GUA e ITA (grupamento 1) e nove nas populagdes MAD, ARA, MAM, TRA e PAT
(grupamento 2). Os demais alelos sdo compartilhados por quase todas as populagdes, mas
apenas um esta presente nos dois grupamentos, sendo esse mais frequente no grupamento 1
(3%). Entre os pares de populaces, ARA - MAM e RIB - PAR, sé&o 0s que apresentam maior
namero de alelos em comum, 19 e 18, respectivamente, entretanto observa-se maior identidade

entre as populacdes PAR - GUA e TRA - PAT.
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Tabela 4. Identidade genética de Nei (diagonal superior) e nimero de alelos compartilhados
(diagonal inferior) entre as nove populac6es de Microglanis cottoides.

RIB PAR GUA ITA MAD ARA MAM TRA PAT

RIB 0553 0453 0617 0332 0564 0603 0429 0,514
PAR 18 0694 0532 0,295 0452 0417 0,294 0,378
GUA 12 13 0332 0247 0419 0451 0,202 0,299
ITA 12 10 9 0,257 0502 0,469 0521 0,460
MAD 11 9 9 7 0,467 0,476 0,501 0,457
ARA 14 12 11 11 14 0,781 0,702 0,796
MAM 17 13 14 11 14 19 0,610 0,683
TRA 10 10 9 9 11 11 16 0,879
PAT 13 11 10 8 10 13 17 14

Alguns loci mostraram desvios significativos no Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW),
RIB (Mcot10 x Mcot8, Mcot10 x Mcot12 e Mcot10 x Mcot7), PAR (Mcotl11 x Mcot3, Mcotl1
x Mcot5), ARA (Mcot8 x Mcot11 e Mcot6 x Mcot12) TRA (Mcot10 x Mcot12) e PAT (Mcot10
X Mcot12). Entretanto, apds a correcdo sequencial de Bonferroni, observou-se que apenas alguns
loci das populacGes de PAR (Mcotll x Mcot2 e Mcot5 x Mcot7) e PAT (Mcot10 x Mcotl12)
estavam efetivamente em desequilibrio de ligacdo, pois os demais que apresentaram valores
significativos, para o teste de desequilibrio, foram causados pela presenca de alelos nulos.

Segundo a andlise de variancia molecular (AMOVA) (Tabela 5), foi identificado que a
maior fonte de variacédo esta dentro das populacdes (80,37%), do que entre elas (19,63%). Ainda
nesta andlise, foi observado que a estimativa do indice de fixagdo interpopulacional ®st
(baseado no modelo evolutivo IAM) para todos os grupos foi de 0,1967, valor este
suficientemente alto para indicar uma estruturacdo genética entre as populag¢fes. Quando as
nove populacdes sdo consideradas em dois grupamentos, grupamento 1
(RIB+PAR+GUA+ITA) e agrupamento 2 (MAD+ARA+MAM+TRA+PAT), a variagdo é
menor (12,86%), demonstrando maior similaridade. Entretanto, o ®st continua significativo

para estruturacdo populacional.
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Tabela 5. Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) para as nove populacdes de Microglanis
cottoides (RIB + PAR + GUA + ITA + MAD + ARA + MAM + TRA + PAT) apresentando a
porcentagem de variagéo intra e interpopulacional. #Analise das nove populac¢des divididas em
dois grupos: 1 (RIB + PAR + GUA + ITA) e 2 (MAD + ARA + MAM + TRA + PAT). (®s1):
indice de fixago interpopulacional. *p< 0,01 (teste de significAncia usando 1000 permutacdes).
RIB = Ribeira de Iguape, PAR = Paranagua, GUA= Guaratuba, ITA = Itapocu, MAD = Madre,
ARA = Ararangua, MAM = Mampituba, TRA = Tramandai, PAT = Lagoa dos Patos.

Fonte de variacao Porcentagem de variacao Dst
Entre nove populacdes 19,63 0,1967*
Dentro das nove populacdes 80,37
#Entre os dois grupos 12,86 0,1286*
#Dentro dos dois grupos 87,14

Nas andlises par a par (Tabela 6), foi possivel identificar, aplicando-se os estimadores
®st e Dest, que 0s maiores valores de diferenciagdo genética foram observados na comparagao
entre as amostras de GUA e MAD (®st = 0,4290/ Dest= 0,744) e de ITA e MAD (®st =0,4142/
Dest = 0,736), e 0s menores valores entre ARA e MAM (®st = 0,0408/ Dest =0,106) e TRA €
PAT (st = 0,0514/ Dest = 0,111). Nota-se, em todos 0s casos, que o equivalente estimador de
diferenciacdo Dest indicou um nivel superior de diferenciacdo entre a populacoes, em relacdo ao

ODsr.
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Tabela 6. Diferenciacao genética par a par entre populac6es de Microglanis cottoides, utilizando
10 primers de microssatélites, envolvendo 542 individuos. Diagonal inferior, valores de ®st
(parametro baseado nas estatisticas F de Wright), e diagonal superior, Dest (parametro de Jost).
Apos a corregdo sequencial de Bonferroni, os resultados de p < 0,05 foram significativos para
estruturacdo genética para as duas analises. RIB = Ribeira de Iguape, PAR = Paranagua, GUA=
Guaratuba, ITA = Itapocu, MAD = Madre, ARA = Ararangua, MAM = Mampituba, TRA =
Tramandai, PAT = Lagoa dos Patos.

RIB PAR GUA ITA MAD ARA MAM TRA PAT
Populactes (N)

RIB (182) 0440 0544 0387 0669 0421 0334 0567 0,480
PAR (62) 0,1732 0294 0466 0701 0536 0538 0701 0,616
GUA (23) 02332 0,1608 0661 0744 0580 0513 0,795 (700
ITA (55) 0,1748 0,2372  0,3540 0,736 0505 0501 0477 o544
MAD (10) 02995 0,3448 04290 04142 0542 049 0495 (547
ARA (28) 01343 01923 10,2345 02169 0,2493 0106 0282 (0176
MAM (7) 01054 02081 0,2437 02351 02849 0,0408 0328 0,242
TRA (93) 02069 02724 03308 02194 02623 0,089  0,1330 0,111
PAT (82) 0,1663 02267 02774 02267 02600 00623 00884  0,0514

A representacdo grafica da analise dos grupamentos bayesianos (STRUCTURE), entre
as nove populacdes, demonstrou a formacdo de dois clusters ou grupamentos (K= 2)
evidenciando que as populacdes RIB, PAR, GUA e ITA (em verde) sdo mais semelhantes
geneticamente entre si, assim como as populacGes de MAD, ARA, MAM, TRA e PAT (em
vermelho) (Figura 2A). Entretanto, quando estes dois grupamentos sdo analisados
separadamente, a analise detecta a formacdo de trés clusters (K= 3) dentro de cada um destes
dois grupos maiores (Figura 2B e C). Estes resultados evidenciam uma clara disjungédo

filogeogréafica entre estes dois grupamentos, ao sul de Santa Catarina (Figura 2D).
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A GRUPAMENTO 1 GRUPAMENTO 2

RIB PAR GUA ITA MAD ARA MAM  TRA PAT

B Grupamento 1
Grupamento 2

Figura 2. Representacdo grafica da analise de agrupamentos bayesianos (STRUCTURE). Em
A, a partir da analise entre as nove populagdes (K = 2) de Microganis cottoides; em B, entre as
populacdes do grupamento 1 (RIB = Ribeira de Iguape, PAR = Paranagua, GUA = Guaratuba e
ITA = Itapocu); em C, entre as populacdes do grupamento 2 (MAD = Madre, ARA = Ararangud,
MAM = Mampituba, TRA = Tramandai e PAT = Lagoa dos Patos); e em D, mapa com
representacdo gréafica, evidenciando a quebra filogeografica ao sul de Santa Catarina.
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As maiores estimativas de fluxo génico histérico, apresentado pelo programa
MIGRATE-n, foram observadas entre as amostras PAT x TRA (Nm = 25) e RIB x PAR (Nm=
22). Observa-se, ainda, um alto nimero de migrantes bidirecional, principalmente entre as
populagdes PAT, TRA, MAM e ARA, variando de Nm=13,8 a 25 migrantes por geracao
(Tabela 7).

Tabela 7. Fluxo génico entre as amostras de Microglanis cottoides, estimados a partir do
programa MIGRATE-n. Estimativa de Maxima Verossimilhanca da taxa de migragdo M (M =

m/u). RIB = Ribeira de Iguape, PAR = Paranagua, GUA= Guaratuba, ITA = Itapocu, MAD =
Madre, ARA = Ararangud, MAM = Mampituba, TRA = Tramandai, PAT = Lagoa dos Patos.

Pop 0 M [m/u] [populagdo de onde os migrantes sdo provenientes]
XN mp RIB PAR GUA ITA MAD ARA MAM TRA PAT
RIB 0,7090 - 21,959 1,682 3,979 3,019 4,138 1,896 2,830 2,965
PAR 0,8900 22,419 - 5,029 4,918 2,93 2,294 1,907 2,265 1,077
GUA 0,6274 1,293 3,176 - 1,152 1,995 1,658 2,475 0,449 1,546
ITA 0,7593 1,944 3,408 1,757 - 2,608 0,346 1,996 1,943 1,437
MAD 0,3664 2,461 2,864 3,759 4,208 - 2,058 5,817 2,998 2,909
ARA 1,3265 1,923 1,802 1,559 1,519 1,964 - 5,526 2,227 2,895
MAM 0,3363 1,857 1,816 3,496 0,531 5,618 9,510 - 14,908 19,331
TRA 0,2186 3,488 4,021 1,453 2,519 1,163 3,391 15,743 - 25,090

PAT 1,0320 3,772 0,936 1,445 1,658 1,845 7,595 13,826 18,266 -

Um fluxo génico recente (Tabela 8), apresentado pelo programa BYESASS, foi
identificado nas populacdes de ITA, MAD, MAM, TRA e PAT, sendo a populacdo de ARA a
que contribuiu com maior porcentagem de migrantes, principalmente para as populac6es de
MAD (= 22%) e MAM (= 18%). Entretanto, observa-se que a populagéo de ARA tem auséncia

de migrantes, bem como RIB, PAR e GUA.
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Tabela 8. Média da distribuicdo dos individuos ndo migrantes e migrantes para as nove
populacbes de Microglanis cottoides, com nivel de confianca de 95%. RIB = Ribeira de Iguape,
PAR = Paranagua, GUA= Guaratuba, ITA = Itapocu, MAD = Madre, ARA = Ararangud, MAM
= Mampituba, TRA = Tramandai, PAT = Lagoa dos Patos.

Populagdes N&o-migrantes Migrantes

RIB 99,4% -

PAR 99,4% -

GUA 98,7% -

ITA 92,7% — 5,5% (ARA)
MAD 69,5% -— 22,4% (ARA)
ARA 98,9% -

MAM 70,4% — 18,4% (ARA)

TRA 93,4% — 5,7% (PAT)
PAT 97,1% -— 2,0% (TRA)

Distancia genética (COI- regido barcoding)

A distancia K2P, dentro das populagdes das nove bacias (Tabela 9), variou de 0,000 a
0,004, enquanto que entre estas a variacdo foi de 0,000 a 0,018. As menores variacdes
observadas foram entre PAR, GUA e ITA, que ndo ultrapassam a 0,1%, e entre PAT, TRA e
MAM, ficando em 0,5%. Observa-se que, a medida em que as bacias vao se distanciando, de
norte para o sul, hd um aumento gradativo nas distancias genéticas. Entretanto, nota-se que a
partir de ARA, hd um aumento consideravel nas divergéncias genéticas em comparagdo ao
grupamento 1 (definido pelo programa Structure, com base nos marcadores microssatélites),

sendo TRA a populagdo que possui as maiores distancias, variando de 1,5 a 1,8%.
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Tabela 9. Divergéncia genética (K2P) entre populacfes de Microglanis cottoides, a partir de
sequéncias do gene mtDNA COl, regido barcoding. Envolvendo 167 individuos. RIB = Ribeira
de Iguape, PAR = Paranagua, GUA= Guaratuba, ITA = Itapocu, MAD = Madre, ARA =
Ararangua, MAM = Mampituba, TRA = Tramandai, PAT = Laguna dos Patos. N (nimero de
individuos analisados).

Populaghes (n) RIB. PAR GUA ITA MAD ARA MAM TRA PAT

RIB (n= 182)

PAR (n= 62) 0,007

GUA(n=23) 0,006 0,001

ITA (n= 55) 0,007 0,001 0,000

MAD (n=10) 0,010 0,007 0,006 0,007

ARA (n= 28) 0,016 0014 0013 0,013 0,008

MAM (n=07) 0,016 0,014 0,013 0,013 0,006 0,007

TRA (n= 93) 0,018 0015 0,015 0,015 0,008 0,012 0,005

PAT (n=82) 0015 0012 0012 0012 0,005 0,009 0,005 0,005

As arvore de Méxima Verossimilhanca (ML) (Fig. 3) e Bayesiana (IB) (fig. 4),
demonstraram que as populacdes de Microglanis cottoides formam um grupo monofilético,
tendo como grupo-irmdo M. parahybae, igualmente de drenagens costeiras. Observou-se
também que, entre as espécies do escudo brasileiro, M. garavelloi — do Alto rio Parana e
Microglanis sp. - do rio Uruguai séo filogeneticamente mais proximas das especies litoraneas.
Foram observados altos valores de bootstrap para a maioria dos nos, evidenciando um forte
suporte dos clados. Entretanto, as populacGes de M. cottoides apresentam baixo suporte de
bootstrap (Figura 3).

Os resultados das estimativas do tempo de divergéncia entre os dois filogrupos de
Microglanis cottoides, com base na datacdo do fossil, indicaram que o(s) evento(s) que
envolveu(ram) a separagdo em dois clados, ocorreu ha 1,8 milhdo de anos, em média, antes do
presente. Probabilidades posteriores indicaram alto apoio na maioria dos nds dentro de

Pseudopimelodidae (Figura 4).
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Figura 3. Arvore de Méaxima Verossimilhanca (ML), obtida a partir de um segmento de 620 pb
do gene mitocondrial COl, regido barcoding. Os valores de bootstrap sdo mostrados nos nés.
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Microglanis cottoides

Figura 4. Arvore Bayesiana inferida pelo gene mitocondrial COI, a partir de 620 pares de bases da regifo barcoding, utilizando o programa
BEAST. Calibracdo do reldégio molecular com a taxa de mutacdo do fossil Cephalosilurus (15,9 a 11,5 Ma), segundo Lundberg et al. (2009).
Os numeros entre parénteses indicam os valores das probabilidades posteriores e 0os demais valores referem-se as idades dos nos. A barra azul

corresponde ao intervalo de confianga de 95%. Analise com 100 milhdes de geragdes.
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Discussao

Os niveis de variacdo genética observados em M. cottoides (He =0,472-0,768), estdo dentro do
esperado quando comparado com outras espécies de Siluriformes (He = 0,055-0,861 (Abreu et
al. 2009) e 0,310-0,942 (Pereira et al. 2009). De forma geral, a diversidade genética encontrada
nas populacdes de M. cottoides foi alta e semelhante ao que geralmente é encontrada em
populacdes de peixes selvagens (Martins et al. 2003; Pereira et al. 2009; Garcez et al. 2011),
apesar das populaces de MAD e MAM apresentarem N a abaixo do esperado. Porém, este fato
pode ser atribuido ao pequeno nimero amostral dessas populacdes avaliadas na analise, pois
segundo Hale et al. (2012) para detectar mais de 95% da variacdo € preciso que o tamanho
amostral seja de 25 a 30 individuos.

A diversidade genética mantida dentro e entre populacfes ocorre em fungéo de eventos
historicos e processos evolutivos recentes e 0s nossos resultados demonstram que apesar da
maior fonte de variacdo estar dentro das populacdes (80,37%), que pode indicar falta de
estruturacdo geografica (Excoffier et al. 1992), o valor global do indice de fixacédo
interpopulacional (®st = 0,1967) é considerado alto segundo Wright (1965). Nas analises par
a par, alguns valores ainda mais elevados foram detectados para diversos pares de populacdes,
indicando forte estruturacdo genética entre estes, principalmente entre PAR, GUA e ITA.
Entretanto, menor estruturacdo (moderada) foi encontrada entre ARA e MAM, e entre TRA e
PAT, indicando maior possibilidade de fluxo génico entre essas populacdes, e
consequentemente, maior similaridade entre estas. As estimativas de diferenciacdo genética
reveladas pelo estimador ®st se mostraram fortemente corroboradas pelas analises de Dest,
estimador de Jost (2008). Os maiores valores encontrados eram de fato esperados para esse
estimador, uma vez que o mesmo tem sido proposto para estudos populacionais com
marcadores microssatélites, por se revelar mais adequado para estimativas de diferenciacdo

genética com marcadores altamente variaveis, como € o caso dos microssatélites (Jost, 2008).

111



Capitulo 2

Em diversos estudos com peixes, que fizeram uso de ambos os estimadores, 0s valores de Dest
foram usualmente mais acentuados (Ribolli et al. 2012; Henriques et al. 2014; Ferreira et al.
2015).

A estruturacdo genética de populacBes naturais de peixes de agua doce é um fato
frequentemente evidenciado, muitas vezes influenciado por fatores geologicos e
comportamentais (Allan & Flecker 2003). De modo distinto, altas taxas de diversidade genética
podem sugerir heterogeneidade ambiental e grande tamanho populacional (Nei 1987). Assim,
as investigacOes sobre os mecanismos envolvidos no processo de estruturacdo genética nas
populacdes de Microglanis cottoides sdo importantes porque a variacao genética pode refletir
como esta espécie reagiu e se adaptou a um ambiente em transformacéo.

A taxa de migracdo depende de vérios fatores como, por exemplo, do nimero de
populacdes que se encontram dentro da regido, da distribuicdo geogréafica, da distancia entre
elas e da habilidade de dispersao da espécie (Frankham et al. 2002). Contudo, considerando a
distancia geogréafica e principalmente o isolamento das bacias costeiras, provavelmente desde
o0 periodo da trangressd@o marinha Flandriana, que ocorreu entre 6.500 a 17.000 anos antes do
presente (Suguio, 2010), a similaridade entre populac6es de M. cottoides sugere fluxos génicos
historicos, refletindo um periodo em que as bacias estavam conectadas. Esta hipotese pode ser
testada e confirmada pela migracéo historica observada entre todas as populagfes, com valores
mais altos entre RIB e PAR e entre PAT, TRA, MAM e ARA. Entretanto, além do isolamento
historico também foi detectada migracdo contemporanea, mais expressivamente da populagéo
de ARA para MAD e MAM, sugerindo um possivel restabelecimento do fluxo génico entre
estas populaces mais recentemente. Estas analises sdo complementares e, segundo Wilson &
Rannala (2003), fornecem informagdes sobre a migracdo em diferentes escalas de tempo,
possibilitando uma interpretagdo mais robusta sobre a histéria de vida da espécie e sua

capacidade de ajuste ao meio.
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O compartilhamento de uma mesma espécie entre bacias isoladas pode refletir eventos
vicariantes recentes como mudancas no curso das drenagens ou captura de rios de uma bacia
pela outra, gerados por modificacbes geomorfologicas (Ribeiro 2006). Ou entdo, no caso de
Microglanis cottoides, dispersao longitudinal entre rios costeiros, devido as flutuacdes do nivel
do mar no Pleistoceno tardio, principalmente na regressdao marinha nos periodos glaciais, que
permitiram a comunicacao entre drenagens, ao longo da plataforma continental (Weitzman et
al. 1988; Menezes & Weitzman 1990).

Distribuicdo entre bacias ndo conectadas também foi observada em algumas espécies
de Mimagoniates Regan, 1907, como em M. microleps (Steindachner, 1876), espécie que
apresenta uma ampla distribuicdo nas drenagens costeiras da Bahia (sudeste) ao Rio Grande do
Sul (sul do Brasil), bem como no alto rio Iguacu e na bacia do rio Tibagi (Santana et al. 2006),
e em M. inequalis (Eigenmann, 1911), que ocorre nas drenagens costeiras do Rio Grande do
Sul e na bacia do rio Uruguai (Menezes et al. 2008). Entretanto, apesar de algumas espécies de
peixes ocorrerem tanto nas bacias costeiras quanto nas bacias do planalto adjacente (Ingenito
et al. 2004; Silva 2004; Lucinda 2005; Oyakawa et al. 2005), grande parte da ictiofauna
presente nas drenagens da costa oriental brasileira sdo consideradas exclusivas dessas bacias,
com mais de 95% de sua ictiofauna considerada endémica (Bezerril 1994).

Possivelmente, as bacias costeiras estejam isoladas devido ao atual nivel do mar, desde
o final do Ultimo Méaximo de Glacial (UMG) que, segundo Mangerud et al. (2004) durou de
110.000 a 10.000 anos antes do presente. Flutuacdes do nivel do mar ocorridas durante o
Quaternario deixaram evidéncias, como paleocanais e paleovales, na plataforma continental
que comprovam a ocorréncia de fases de exposicdo e submersdes sucessivas da costa (Abreu
& Calliari 2005). Estudos atuais na plataforma continental brasileira evidenciaram presenca de
paleovales, escavados por antigos leitos fluviais nos estados do Rio Grande do Sul (Abreu &

Calliari 2005; Weschenfelder et al. 2008; Suguio 2010) e S&o Paulo (Conti & Furtado 2009).
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A presenca e a geometria de paleodrenagens na plataforma continental e a posicdo das
drenagens atuais podem representar uma conexao historica entre elas, como observado nas
paleodrenagens correlacionadas aos rios Ribeira de Iguape e Jugueriqueré, ambos no estado de
Séo Paulo (Conti & Furtado 2009).

Com base em estudos da plataforma continental do Rio Grande do Sul, Suguio (2010)
sugere que a evolucdo do nivel do mar na costa brasileira teve inicio durante a Gltima fase
transgressiva, entre 17.000 e 6.500 anos antes do presente, e que o nivel relativo do mar chegou
a ter cerca de 130 metros abaixo do nivel atual, com a emersdo de uma grande area da
plataforma continental, que pode ter chegado a mais de 120 km de extensdo e que hoje esta
submersa, como evidenciado na regido de Chui, no Rio Grande do Sul. Desta forma, feices
geomorfoldgicas associadas a presenca de canais fluviais em plataformas continentais podem
indicar que as drenagens costeiras, que hoje desembocam diretamente nos oceanos, tinham
comunicacdo com outras drenagens de bacias proximas, permitindo o fluxo da ictiofauna. Esta,
talvez, seja uma das explicacBes bastante plausiveis para a ampla distribuicdo de Microglanis
cottoides em drenagens costeiras que hoje estéo isoladas.

Entretanto, nota-se que as divergéncias genéticas, entre os individuos das bacias
costeiras, vdo aumentando a medida que estas véo se distanciando; e observa-se que a partir de
MAD, nas bacias ARA e MAM (sul de Santa Catarina) e TRA (norte do Rio Grande do Sul)
ha um expressivo aumento nestas divergéncias, motivada por uma quebra filogeogréfica de
cerca de 1,8 Ma, com intervalo de confianca entre 1,0 — 2,8 Ma, causando a divisdo das
populacbes de M. cottoides em dois filogrupos (RIB+PAR+GUA+ITA e
MAD+ARA+MAM+TRA+PAT), também evidenciado pela anélise bayesiana (realizada pelo
Structure). Interessantemente, Hirschmann et al. (2015) estudando populag¢des de Cyanocharax
itaimbe Malabarba & Weitzman 2003, presentes nas bacias ARA, MAM e TRA, observaram

que a populacdo de ARA divergiu das demais no Pleistoceno, na mesma época de divergéncia

114



Capitulo 2

entre os dois filogrupos de M. cottoides (1,6 Ma), evidenciando um evento histérico comum
nesta regido, que afetou os dois tdxons. A comparacdo dos padrfes inter e intraespecificos a
partir de espécies co-distribuidas permite, segundo Avise et al. (1987) e Moritz & Faith (1998),
avaliar como linhagens independentes responderam aos mesmos processos historicos em uma
determinada regido. Além disso, como esses organismos dependem diretamente de conexdes
entre rios e bacias para sua dispersao, a histéria das bacias e sua ictiofauna associada esta
intimamente ligada a historia da paisagem. Assim, a diferenciacdo das espécies por isolamento
geografico € o reflexo do passado geologico e as mudangas ambientais ocorridas na regido
(Avise 2000, 2009; Ribeiro 2006; Ribeiro et al. 2013) e o grau de divergéncia genética entre as
populacdes esta fortemente correlacionada com a idade de isolamento fisico (Craw & Waters
2007).

Outro fato que chama a atencdo é que varias espécies de lambaris (Cyanocharax
itaimbe, Deuterodon stigmaturus (Gomes, 1947), Hollandichthys taramandahy Bertaco &
Malabarba, 2013, Odontostoechus lethostigmus Gomes, 1947 e Mimagoniates rheocharis
Menezes & Weitzman, 1990) e de cascudos (Pareiorhaphis hypselurus (Pereira & Reis, 2002)
e Pareiorhaphis nudulus (Reis & Pereira, 1999) sdo encontradas, exclusivamente, nessas trés
bacias (ARA, MAM e TRA), evidenciando uma origem histérica comum dessa ictiofauna
(Malabarba & Isaia 1992; Reis & Schaefer 1999; Lucena & Lucena 2002; Pereira & Reis 1999,
2002; Bertaco & Malabarba 2013; Hirschmann et al. 2015).

Apesar de algumas drenagens como Maquiné e Trés Forquilhas, pertencentes a bacia
TRA, se conectarem nas planicies, proximos de suas fozes, em lagoas como Quadros e Itapeva,
tais conexdes ndo representam corredores de dispersdo para certas espécies (Malabarba et al.
2013). Pelo contrario, atuam como barreiras ao fluxo génico, como observado em populagdes
de Cyanocharax itaimbe, que apresenta uma forte estruturacdo filogeografica, causada pelo

isolamento de 450 mil anos entre as duas populagdes (Hirschmann et al. 2015). Malabarba et
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al. (2013) reconhecem diferencas na composicao da ictiofauna entre rios e lagoas dessa regiao
e identificam 16 espécies encontradas em rios que nunca foram capturadas nas lagoas,
demonstrando que essas espécies estdo isoladas dentro dessas drenagens, apesar de fazerem
parte de uma mesma bacia.

Diferentemente de Malabarba et al. (2013) e Hirschmann et al. (2015), nossos
resultados demonstram que os riachos de planicie e lagoas ndo representam barreiras para M.
cottoides, pois esta espécie foi coletada nos dois ambientes, e os individuos oriundos dos rios
Maquiné e Trés Forquilhas ndo apresentam divergéncias genéticas. Além disso, os resultados
apontam fluxo génico constante entre as populac@es dessas duas drenagens, e sugerem que as
lagoas assumem papel de corredores de dispersdo para M. cottoides, ha pelo menos 5 mil anos,
quando da formacdo de varias lagoas ao longo da costa, como as Lagoas dos Quadros e Itapeva,
devido ao recuo do mar (Schwarzbold & Schafer 1984; Villwock & Tomazelli 1995).

Assim, é provavel que a presenca de varias lagoas ao longo da costa sul, que se conectam
por pequenos canais fluviais presentes na planicie, estejam permitindo fluxo génico recente
entre as populacdes do filogrupo 2, pois observa-se menor estruturacao e divergéncias genéticas
entre suas populacbes, se comparadas ao filogrupo 1. Vale destacar que, apesar de MAD
apresentar alta estruturacdo genética entre as populaces do filogrupo 2, ainda assim esta
alocada neste grupamento devido, provavelmente, a alta porcentagem de migrantes de ARA
(22%) nesta bacia, bem como pelo expressivo compartilhamento de alelos com MAM, TRA e
PAT.

Com base na divergéncia de sequéncias de mtDNA, Avise (2000) caracterizou a
estruturacdo filogeografica em cinco categorias e dentre essas, as populacdes de M. cottoides,
dentro de cada filogrupo, se enquadram principalmente na categoria Ill, que se refere a
linhagens que ocorrem em alopatria, com divergéncias genéticas menores que 1%. Por outro

lado, quando a comparacédo € entre as populacdes dos dois filogrupos, a categoria | é mais
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evidenciada, que se refere a linhagens que também ocupam areas geograficas distintas, mas
com divergéncias superiores a 1-2%). Segundo Avise (2000), as categorias | e 11l sdo as mais
comuns entre as espécies de peixes de adgua doce ja analisadas, representando 56% e 14%,
respectivamente.

Em complementacéo ao estudo das populacoes, as inferéncias filogenéticas entre taxons
proximamente relacionados a M. cottoides, podem fornecer informacgdes acerca dos eventos
biogeogréaficos responsaveis pelos processos de diversificacdo das espécies, de forma que a
formulacdo e o teste de hipOteses gerais sobre a diversidade e diversificacdo dos peixes
neotropicais requerem conhecimento sobre sua filogenia e distribuicdo no tempo e no espaco
(Lundberg et al. 1998). Embora seja desejavel que mais genes sejam incluidos nas analises
filogenéticas, pois a hipdtese da histdoria pode refletir somente a histéria do determinado
marcador, e ndo a histdria dos organismos (Edwards & Beerli 2000), nossos resultados com a
familia Pseudopimelodidae corroboram com aqueles obtidos por Sullivan et al. (2013), que
analisaram Vvéarios genes mitocondriais e nucleares. Dessa forma, as relagbes obtidas neste
estudo com o gene COIl (regido barcoding) parecem ser consistentes e adequadas para
interpretacdes biogeogréaficas.

As analises filogeogréficas e filogenéticas demonstraram que as espécies litoraneas, M.
parahybae e M. cottoides, sdo filogeneticamente mais relacionadas e divergiram a cerca de 5,0
Ma. J& M. garavelloi, do Alto Parang, e Microglanis sp., do Rio Uruguai, divergiram dessas
espécies do litoral ha pelo menos 8,0 Ma. Nossos resultados concordam com Weitzman &
Weitzman (1982) e Lundberg (1997), os quais sugerem que a diversificacdo de peixes até o
nivel de espécies modernas antecedem o Pleistoceno, bem como com Albert & Reis (2011) que
declaram que a maior parte da ictiofauna Neotropical divergiu entre 3,0 e 10 Ma.

O padréo filogeografico observado das nossas analises sugere uma relacdo proxima

entre 0s rios que correm para o Atlantico e as terras altas adjacentes do escudo cristalino
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brasileiro, como ja observado por Ribeiro (2006). Segundo o mesmo autor, padrdes
biogeogréaficos exibidos pela ictiofauna de agua doce entre as drenagens costeiras do Atlantico
e rios de terras altas adjacentes sdo potencialmente informativos, podendo revelar linhagens
filogenéticas, bem como grupos de espécies estreitamente relacionadas. Com base nesses
padrdes, Microglanis se enquadra no padrdo biogeografico em que espécies endémicas de
drenagens costeiras (M. cottoides e M. parahybae) tém como grupo-irmao espécies do planalto
adjacente (Microglanis sp. e M. garavelloi).

E oportuno destacar que na época da separacdo entre as espécies litoraneas e as do
planalto adjacente, o Rio Uruguai mantinha comunicacao com o Alto rio Parand, que segundo
Kullander apud Beurlen (1970), s6 vieram a se separar no Mioceno, quando o Alto rio Parana
tornou-se parte do rio Parana, por ocasido de erosdo em sua cobertura basaltica. Este fato
corrobora 0s nossos resultados, que demonstram a relacdo filogenética proxima entre M.
garavelloi do Alto rio Parana e Microglanis sp. do rio Uruguai, assim como justifica que estas
duas espécies sejam grupo-irmao das espécies litoraneas. Desse modo, a diferenciacdo das
espécies por isolamento geogréfico é o reflexo do passado geoldgico e das mudangas ambientais
ocorridas na regido (Avise 2000, 2009; Ribeiro 2006; Ribeiro et al. 2013).

A origem de muitas drenagens que hoje correm diretamente para o oceano Atlantico foi
por ocasido de atividades tectdnicas, no inicio do Terciario, gerando um complexo sistema de
‘falhamentos’ no escudo cristalino, que culminou em erosdes e, subsequentes eventos de
captura de cabeceiras, como ocorrido entre os rios Tieté, do Alto rio Paran4, e Paraiba do Sul
(Kullander 1983; Castro et al. 2003; Ribeiro 2006). Esses eventos foram responsaveis pela
distribuicdo de algumas de suas espécies também em drenagens vizinhas, como Ribeira de
Iguape, bem como em drenagens litoraneas menores (Malabarba 1998; Langeani 2007; Serra
et al. 2007; Maceniuk et al. 2011). Provavelmente, esses mesmos eventos permitiram que as

especies de Microglanis, que hoje ocorrem no litoral Sudeste-Sul, primeiro divergissem das
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espeécies do planalto adjacente, do sistema do Alto rio Parana, e depois, em um episédio mais
recente, que provavelmente envolveu a serra do Mar, a diversificacdo das espécies litoraneas
em M. cottoides, ocorrendo de Sao Paulo ao Rio Grande do Sul, e M. parahybae, ocorrendo no
Rio de Janeiro (Shibatta 2007).

Outras espécies costeiras de planicie (lowland) com distribuicao limitada ao sul do Rio
de Janeiro, como M. cottoides, sdo Cyphocharax santacatarinae (Fernandez-Yépez 1948) (Vari
1992) e Oligosarcus hepsetus (Cuvier 1829) (Ribeiro & Menezes 2015). Cyphocharax
santacatarinae tem sua distribuicdo ao norte muito proxima aos limites de M. cottoides,
ocorrendo desde Santa Catarina até Sao Paulo, no rio Ribeira de Iguape. A partir do rio Paraiba
do Sul, no estado de Sao Paulo, até o rio de Contas, na Bahia, a espécie costeira é Cyphocharax
gilbert (Quoy & Gaimard 1824) que, segundo Vari (1992), foi confundida com C.
santacatarinae por muito tempo devido a similaridade morfoldgica. Entretanto, as relagdes
filogenéticas das espécies de Cyphocharax (Fowler, 1906) permanecem desconhecidas, ndo
permitindo extrair qualquer informacdo com relacdo as suas histérias biogeograficas.
Oligosarcus hepsetus apresenta distribuigdo similar a C. santacatarinae, ocorrendo em rios
costeiros de Santa Catarina ao Rio de Janeiro e, ao norte dessa distribui¢do, do Espirito Santo
a Bahia, ocorre O. acutirostris Menezes, 1987 (Ribeiro & Menezes 2015). Segundo a analise
filogenética apresentada por esses autores, O. hepsetus (+ O. longirostris Menezes & Géry,
1983 do rio Iguacu) é grupo irmao de O. acutirostris (+ O. menezesi Miquelarena & Protogino,
1996 do rio Uruguai).

Embora essas relagdes filogenéticas, ndo sejam congruentes com aquela observada entre
M. cottoides e M. parahybae, é notoria a zona de separacdo dessas espécies no estado do Rio
de Janeiro, justamente no extremo norte da Serra do Mar, onde esta se aproxima da linha de
costa. Desta forma, essa regido da Serra do Mar possivelmente serviu como um importante

divisor de ictiofauna dos rios localizados ao norte e ao sul, sendo que para M. cottoides e M.

119



Capitulo 2

parahybae o tempo estimado da divergéncia é de aproximadamente 5 Ma. O limite de
distribuicédo sul de C. santacatarinae e O. hepsetus, em Santa Catarina, parece ser similar ao do
filogrupo 1 de M. cottoides. Nessa regido encontra-se uma parte da Serra Geral que se aproxima
da linha de costa 0 que, como acontece com a Serra do Mar, pode ter restringido a distribuicéo
dessas espécies ou populacdes em um passado ndo muito distante na escala geoldgica.
Portanto, tudo indica que a historia filogeografica de Microglanis cottoides envolve
eventos vicariantes de origem tectdnica como a formacgéo das drenagens costeiras a partir de
eventos orogenéticos e, mais recentemente, por eventos climaticos pleistocénicos que isolaram
varias populacbes. Entretanto, ao contrario do que parece ocorrer com espécies mais
especializadas em ambientes de cabeceiras como Cyanocharax itaimbe, espécies como M.
cottoides se distribuem amplamente e possivelmente mantém fluxo génico em periodos de
glaciacdo, quando as drenagens se encontram, mantendo sua unidade especifica, mesmo que

sejam separadas nos periodos de interglaciacéo.
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Development and characterization of microsatellite loci of

Microglanis cottoides (Siluriformes: Pseudopimelodidae) and

cross-species amplification

Lenice Souza-Shibatta', Dhiego Gomes Ferreira®, Claudio Oliveira®,
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Thirteen microsatellite foci were isolated and characterized in Microglanis cotteides. OF these, two were monomorphic and 11
were polymorphic. These polvmorphic foci tested on 24 individuals from a wild population produced a total of 108 different
alleles, with levels of variability high, ranging from 2 1o 20, with an average of 8.3 alleles per locus. The observed and expected
heterozygosity ranged from 0.125 1o 0.958 and from 0.119 to 0.931, respectively. A high combined probability of paternity
exclusion value and a low probability combined genetic identity value obtained show that the set of loci described herein
displays good suitability for paternity studies and differentiation of M. contotdes. Additionally, all thirteen microsatellite
primers developed for M. contoides were tested in four other Pseudopimelodidae species and successful cross-species
amplification was achieved for the majority of faci.

Treze foct microssatélites foram isolados e caractenzados em Microglanis coftofdes. Destes, dois foram monomorficose 11
foram polimérficos, Estes loci polimérficos foram testados em 24 individuos de uma populagio selvagem e produziram um
total de 108 alelos diferentes, com niveis de variabilidade alta, variando de 2 a 20, com uma média de 8,3 alelos por locus. A
heterozigosidade observada e esperada variou de 0,125a 0,958 e 0,119 a 0,931, respectivamente. Um elevado valor de exclusio
de paternidade e um baxo valor de identidade genética foram obtidos, demostrando que o conjunto de feci descritos no
presente trabalho exibe boa aplicabilidade no estudo de parentesco e diferenciacio populacional em M. cotfoides.
Adicionalmente, os treze primers de microssatélites desenvolvidos para M. codteides foram testados em outras quatro espécies
de Pseudopimelodidae e a transferabilidade foi obtida para a maioria dos jocr.

Key words: Brazilian Eastern basin, Catfish, Enriched genomic library, Genetic marker, S5R.

Introduction

Microglanis Eigenmann 1912, also known as bumblebee
catfishes (Shibatta, 2003a), is a genus of small South American
catfishes that do not exceed over 110 mm in standard length
(Shibatta, 2003a; Shibatta & Benine, 2005). Initially regarded
as a member of the pimelodids (Eigenmann, 1912), this genus
was subsequently included in the small Pseudopimelodidae
family ( Shibatta, 2003h), which is considered a monophyletic
group (Lundberg ef @l 1991 ).

With 21 valid species described to date (Ruz & Shibatta,
2001}, the genus Microglanis is also characterized by its wide

mouth (gape width same as head width), short maxillary barbel
{occasionally reaching pectoral-fin origin) and small eye
without free orbital margin, among other particular characters
{Shibatta, 2003a, 2003b). These small catfishes are widely
distributed across South America, occurring from Guyana to
the Rio de La Plata basin in Argentina (Shibatta & Benine,
2005, Sarmento-Soares er al., 2006},

Although our knowledge of the number of Afcroglanis
species has increased in the last decade (Shibatta, 2003a,
2003b; Bertaco & Cardoso, 2005, Shibatta & Bemne, 2005,
Sarmento-Soares ef al., 2006, Alcaraz er ai_, 2008, Ottoni ef
al., 2010; Shibatta & Ruiz, 2010; Shibatta & Ruiz, 201 1), the
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biology of Microglanis still remains poorly known (Shibatta,
2003a). Recently, it has been shown that some species can
occur in small populations patchily distributed along the river
basins where they are found (Esguicero & Arcifa, 2010).
According to these authors, such conditions which may be
associated with the progressive environmental degradation
of freshwater habitats could represent threats to populations
of some Microglanis species. Despite this fact, up to this
moment population genetic studies involving Microgfans
species are still lacking,

Among the known species, Microglanis cotfoides
(Boulenger 1891) is especially interesung for phylogeographic
and genetic population studies, owing to its geographical
distribution in the Brazilian Atlantic Forest, being present in
the Uruguay River basin and along the eastern coast of Brazil,
with records of their occurrence in drainages across the
southern and southeastern regions (Malabarba & Mahler,
1998, Shibatta, 2003b, 2007, Mori & Shibatta, 2006). These
regions can be considered of great biogeographical
significance, not only for the high degree of endemism of its
fish fauna (Bizerril, 1994, 1995), but also for being a very
populated area with high environmental degradation due 1o
human activities.

Studies on geographic distribution of genealogical lineages
have been widely used io describe historical events, such as
habitat fragmentation or expansion of the range of species
and populations. These studies also serve o undersiand
migration events, vicariance and extinction of gene lineapes,
and other processes that affect the population structure or
generate speciation in a spatial and temporal context (Avise,
2001, 2009, Hardy er af., 2002},

A good way to study the genetic structure of natural fish
populations 15 through the use of molecular markers such as
microzatellite ( S5R-5imple Sequence Repeats) (O " Connell &
Wright, 1997). In fact, S5R are considered a class of molecular
markers highly polymorphic and useful for population studies
(Lane et al , 2002). Therefore, the current work describes 13
55K markers developed for Microglanis coftoides and tests
their applicability for four other Pseudopimelodidae species.

Maierial and Methods

Microsatellites were isolated and characterized following
the protocol of Billotte er af. (1999), with some minor
mandifications. Total genomic DINA was extracted from muscle
tissue preserved in 95% ethanol. The DNA was 1solated
according to Almeida eraf (2001). Genomic DNA (5 pg)was
digested with Rsal and the blunt-ended fragments were
ligated to the adaptors Rsa 21 and Rsa 25 (Edwards er al.,
1996). Fragments were selected with (AGA),, (CT) and (GT),
probes, and then cloned into the pGem®-T { Promega) vector.
Such recombinant plasmids were used to transform the E.
cofi DH3- o lineage. The recombinant clones were selected
and sequenced using the BigDyve Terminator™ kit (v. 3.1 -
Applied Biosystems). Sequencing was performed on an ABI
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3500 XL automated sequencer. Sequences were analy zed using
BioEdit v.7.0 sofiware (Hall, 1999) and primers were designed
using Primer 3 software (Rozen & Skaletsky, 2000). The
selected forward primers were labelled with the M13 sequence
(5-TOTAAAACGACGGCCAGT-37) at the 3° end (Schuelke,
20007, The AumoDimer software { Vallone & Butler, 2004 ) was
used to test the potential presence of hairpin structures and
primer-dimer problems. The individual genotyping was
performed onan ABI 3500 XL automated sequencer.

PCR amplifications were carried out on 24 individuals of M.
coftoides (MZUEL 7453), collected in the arroio Dhvisa
(30°3475 678 527057 18.0"W), municipality of Cristal, Rio Grande
do Sul State, southern Brazil. Cross-species amplification tesis
were performed using four other pseudopimelodid species, as
follows: Microglanis cibelae Malabarba & Mahler, 1998
(MZUEL 7452}, from the rio Maquiné (Rio Grande do Sul State,
297372178 0P 1575 LE™W), M. pareveflos Shibatia & Benine,
2005 (MZUEL 7878), from the Couro de Boi Stream (Parand
State, 2305741478 30°P39°49 57W ), M. parafnvbae Steindachner,
1280(LBP 10741, from the rio Paraiba do Sul {Rio de Janeiro
State, 22704°07.875 41°54°36.27W) and Pseudopimelodus
pulcher Boulenger, 1887 (MZUEL 6039), from rio Laranjinha
(Parand State, 23%24752 9878 50°27°8.55™W), using five
ndividuals of each species.

Reactions were performed in 5 pL reaction volume
containing | = GoTag Master Mix (Promega), 10 ng of template
DMNA, 1% glycerol, 0.125 pM forward labeled primer { FAM,
HEX or NED, Applied Biosystems, CA), 0,123 ph reverse
primer, 0.0125 pM forward primer. Amplifications were
performed with an initial denaturation step at 94°C for 4 min,
followed by 35 cyeles at 94°C for 40 5, 48°C, 547C or 60°C
(according to Table 1) for 1 min, 72°C for | min, and a final
extension at 72°C for 30 min, The PCR products were submitted
to electrophoresis on an automated sequencer {Applied
Biosystems 3500 CGenetic Analvzer) and the GeneScan 600 Liz
(Applied Biosysiems) was used as the molecular weight
standard.

The individuals were genoty ped with the GeneMarker 1.85
software [ SoftGenetics, State College, PA) followed by manual
checking. Tesis for Hardy-Weinberg Equilibrium { HWE) and
the presence of linkage disequilibrium among the pairs of
loct were calculated using GENEPOP 4.0.10 (Raymond &
Rousset, 1995; Rousset, 2008); P values were subsequently
adjusted applying the sequential Bonferroni correction (Rice,
1989). The software GenAlEx v.6.41 (Peakall & Smouse, 2006)
was used to estimate the observed (H ) and expected ()
heterozygosities and the average number of alleles per locus.
The paternity exclusion probability (O (Weir, 1996), and the
genetic identity probabilities (1) (Paetkau er al., 1995) were
estimated using Identity 1.0 {Wagner & Sefe, 1999). Estimates
of the polymorphic information content (PIC) and potential
null alleles were obtained through Cervus v.3.0 (Marshall et
al., 1998) and Micro-Checker v.2.2.3 { Van Oosterhout ef af.,
2004 ) sofiware, respectively. Default settings were used for
all tests.
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Results

Of 96 clones sequenced, 25 contained microsatellite
repeats but only 18 were suitable for primer design and PCR
reactions, After testing the different amplification conditions,
13 foci were successfully amplified. From these, two were
monomorphic and 11 were polvmorphic (Table 1).

The eleven polymorphic loct produced a total of 108
different alleles, with high levels of variability, ranging from
2 to 20, with an average of 8.3 alleles per locus. The
observed and expected heterozy gosity ranged from 0.125
to 0.958 and from 0.119 to 0.931, respectively. After
Bonferroni correction for multiple comparisons, no evidence
of linkage disequilibrium between any pair of foci examined
was observed. Only the locus Mcot09 showed significant
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (7 < 0.05). This
locus showed the presence of null alleles, inferred from
excess homozygous genotypes which could explain the
observed deviation from HWE. Additionally, the focus
McotO8 revealed an excess of homozygotes and the
possible presence of null alleles, but did not show any
significant deviation from the HWE. It was also observed
that the foci MootD8 and Meotl2 were the only ones
showing significant values of endogamic coefficient (F ;)
(Table 1).

583
Discussion

A high combined probability of paternity exclusion value
(0.999) and a low combined probability of genetic identity
value (2,16 % 10%) were obtained, showing that the set of loci
described herein, exhibits good applicability for studies of
parentage and population differentiation of M. cottaides,

The average PIC was 0.528, ranging from 0.115 to 0.927.
According to Botstemn ef al. (1980), PIC valuesabove 0.5 indicate
highly informative markers; from 0.25 to 0.50, moderately
informative; and below 0235, slightly informative. Ofthe 13 Joci
obtaned, eight proved to be highly informative (Meot02, Mooi(3,
Mcot0d, MeotD7, MeotD8, Meot09, Mcot10 and Mcott12) with
PIC values equal to or higher than 0,589, twio were moderately
informative (Meot05 and Meot] 1) presenting PIC values equal
to of higher than 0.337. Only one focus (Mcot]3) was slightly
informative, exhibiting a PIC value equal to 0.1 15,

All 13 mucrosatellite primers developed for M. cottoides
were successfully cross-amplified in two from four
Pseudopimelodidae species (Table 2). Only two loci (Mcoot(4
and Mcot09) failed o amplity in P pudcher and M. garavellor,
respectively. From the set of foci tested, Microglanis
garavellos and M pavafivbae exhibited 10 polymorphic loci,
whitle M. cibelae and P pulcher showed, respectively, 11 and
12 polvmorphic loct each.

Table 1. Description of 13 microsatellite foci {11 polymorphic and two monomorphic) isolated from the Neotropical fish Microglanis
cottoides. Flanking primers, T, = optimal annealing temperatures, k = number of alleles, allele size range (bp), H, = observed
heterozigosity, /= expected heterozygosity estimated from 30 individuals, O = paternity exclusion probability, I'= probability of
genetic identity, F_ =endogamy coefficient, PIC = polymorphic information content, GenBank accession numbers. * Significant
deviations from Hardy-Weinberg equilibrium (P-<0.05). ** Significant value for the endogamy coefficient (F).

Locws  Sequence Primers (5~ 3) T.0C) & ;"m'{;‘__fﬁ Ho He (0) () PIC Fy GenBank
Mooll  (GT) e e 48 1 244 0000 0.000 0000 LODO 0000 - KFI34914
Mool (ACk o g i A S48 110-126 0792 078 0593 007 0758 0.014 KF134915
Mcoth3 (TG, ;:%fé:gmmfﬁ% sS4 17 183.230 0917 0915 0838 0013 0.909 0019 KFi34916
Mcotd (TG ;gﬁgﬁﬁgﬁ;{ﬁﬁ? 4 20 159-211 0917 0.931 0861 0008 0937 0.037 KFI34917
McotS (GTAAAAR ;fﬂ%ﬁ%ﬁﬁfﬂm S4 2 126-132 0458 0.430 0.168 0417 0.337 -0.045 KF134918
Moot (GTh (e aAC THAACIC 4 1 25 0000 0.000 0000 LODD 0000 - KFI34919
Mol (GThe o, o ron i e ITAG 5415 127-183 0917 0.875 0750 0015 0.865 40.026 KF134920
Mool (ACh g (et e b S0 17 156-204 %0792 0908 0815 0015 0901 "0 M8KF134921
Mcotdd  (TGAAL Egﬂﬂfcﬂm:?ﬁmwc ac ST 97125 095 0681 0428 015 0627 D388 KF134922
Meotll  (ATGAR ;iﬁf&%ﬁﬂmm acre 48T 118138 0667 0666 0409 0170 0.607 0019 KFI34923
Mcotll  (GT)s ;%ﬁﬂgﬁggﬂm S4 4 1654188 0417 0.38 0215 0400 0.363 -0.057 KF134924
Mootl2  (ATGAR g g A e e CAG B0 5 166-182 0375 0641 0393 0080 0589 "0432KF134925
Meotld  (TGTh g Crm G IGTRGATTIAGAGCAG 60 3 125130 0125 0119 0.0598 0780 0.115 0029 KF134926
All loci 08 83 0.580 0.579 0.099 216x10% 0.538 0.021

134



584

Development and characterization of microsatellite laci of Micraglanis cottoides

Table 2. Cross-amplification of 13 foci in four species of Pseudopimelodidae, Amplifications and polymorphisms were tested
in five individuals of each species. - indicates no amplification. & = the number of alleles per locus.

Primers
Mooell Meoil2 Meoi3 Meothd  MeotdS Mook Mooed7? MeoDE Moot MeotlD Meotll Meoil2 Meotl3
Species Allede size range (bp) and the number of alleles per Tocus observed (£)
Microglamis cibelae 244-2d6 114-122 104-218 180-196 114-132 [48-168 244-346 168-214 113-125 122-132 165 166-1T4 128
=2 =4 =2 =3 =3 =3 =2 =3 =3 =4 =1 =3 =1
Microglanis geravellod 232 104-124 195197 181-191 112-132 155-181 232248 152172 - 1A-130 184 168-172 126-129
=1 =3 =1 =3 =3 =1 =21 =3 - =3 =1 =3 =1
Microglanis paratybae 251 116-126 202-208 207-221 114-132 1435155 244-252 162-176 114-124 122-126 184 170-178 122
=1 =35 =3 =4 =12 =i =1 =5 =4 =3 =1 =3 =1
Prendopimelodng puleher  T38-238 100-134 182-214 - 1156 143-153 245247 158170 115-197 122-128 186-192 170-174 100-12%
=4 =3 =& - =2 =i =21 =35 =35 =1 =2 =2 =3

The successtul cross-species amplification of microsatellite
foct described herein can be antributed to the high conservatism
of the flanking microsatellite regions, which is expected among
close related species, as reported elsewhere (Barbard ef af,
2007). Thus, the set of primers presented in the current study
appear as promising tools for future population genetic studies
involving these five species of Neotropical fish.
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