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Resumo

A tribo Glandulocaudini inclui os géneros Lophiobrycon, Glandulocauda e Mimagoniates e dez
espécies, distribuidas em ambientes de dgua doce do leste e sul do Brasil, no Paraguai e
nordeste do Uruguai. Sdo peixes neotropicais de pequeno porte, cujo grau de especializacdo
morfoldgica e comportamental, bem como os padroes de distribuicdo das espécies, constituem
interessante modelo para estudos evolutivos e para o entendimento de padrdes biogeograficos
de peixes de agua doce na América do Sul. Embora os trabalhos sobre sistematica e
biogeografia realizados recentemente representem avanco consideravel no conhecimento de
Glandulocaudini, nenhum foi embasado fundamentalmente em evidéncias moleculares. Além
disso, amostragens recentes revelaram aspectos inéditos relativos a distribuicdo de populacoes
alopatricas das espécies Glandulocauda melanopleura e Mimagoniates microlepis e estes novos
dados indicaram a necessidade de estudos mais aprofundados em nivel populacional,
envolvendo a analise combinada de dados moleculares e morfologicos. A presente tese aborda
estas questOes, e para isto esta dividida em trés capitulos. No primeiro capitulo foi realizada
uma analise filogenética com base em sequéncias génicas do mtDNA e nuDNA para a tribo
Glandulocaudini, que representa a primeira hipotese de relagdes proposta com base em dados
moleculares para o grupo. No segundo e o terceiro capitulos foram realizadas analises
filogenéticas, filogeograficas, de demografia historica, e analises morfologicas das populacgoes

alopatricas de Mimagoniates microlepis e Glandulocauda melanopleura, respectivamente.
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Abstract

Speciation and biogeography in the genera Glandulocauda Eigenmann and
Mimagoniates Regan (Characidae: Stevardiinae: Glandulocaudini). The tribe
Glandulocaudini comprises three genera, Lophiobrycon, Glandulocauda and Mimagoniates,
and ten species, distributed in freshwater environments of eastern and southern Brazil,
Paraguay, and northeastern Uruguay. Its members include small Neotropical fishes, whose
degree of morphological and behavioral specialization, as well as the distributional patterns of
the species are of great value for evolutionary studies and understanding of biogeographical
patterns of South American freshwater fishes. Although studies on systematics and
biogeography carried out recently represent considerable progress on the knowledge of
Glandulocaudini, none was grounded in molecular evidence. Furthermore, recent samples
revealed unknown aspects concerning the allopatric distributions of populations of
Glandulocauda melanopleura and Mimagoniates microlepis, and this new data indicates the
need of more deep studies at population levels, combining both molecular and morphological
analysis. This thesis addresses such issues and for this purpose it is divided in three chapters. In
the first chapter, a phylogenetic analysis of the tribe Glandulocaudini, based on mtDNA and
nuDNA data was performed, representing the first hypothesis of relationship for the group
based on molecular data. In the second and third chapters, analysis of phylogeny,
phylogeography and historical demography were performed, as well as morphological studies
on allopatric population of Mimagoniates microlepis and Glandulocauda melanopleura,

respectively.
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Figura 18. Glandulocauda caerulea, exemplar fixado, MZUSP 97663, macho, 40,8 mm CP, bacia do rio

Iguacu, Parand. Foto: F. P. DaOSta.......cocccuriciiiieiniciriieiicieirecteeseieiseeie e sessesessesssessssesessesssaessssesessescsesseaes 217
Anexos - Figura 1. Cenario da captura fluvial do rio Guaratuba, no Estado de Sao Paulo. Imagem
modificada de Oliveira (2003) e Oliveira (2010)................... pr3eeesesereretetttet et et et et et s s et et e bt et et s an s ees s ananae e st ens 227
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CAPITULO 1

Relacées filogenéticas e historia biogeografica da tribo Glandulocaudini

(Characiformes: Characidae: Stevardiinae) baseada em dados moleculares



Resumo

A tribo Glandulocaudini inclui trés géneros, Lophiobrycon, Glandulocauda e
Mimagoniates e dez espécies distribuidas principalmente, em ambientes de agua doce do leste e
sul do Brasil, mas também no Paraguai e nordeste do Uruguai. Embora os trabalhos sobre
sistematica e biogeografia realizados recentemente representem avanco consideravel no
conhecimento dos Glandulocaudini, nenhum foi embasado em evidéncias moleculares. Assim,
no presente estudo, é apresentada a primeira hipotese filogenética proposta com base em dados
de sequéncias génicas para a tribo Glandulocaudini especificamente. Tal hipdtese foi obtida
através das analises de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanca de uma matriz de
dados concatenados (1829 pb, mitocondrial, 16S rRNA e COI, e nuclear RAG2), contendo
sequéncias de oito das dez espécies de Glandulocaudini, além do grupo externo. Sequéncias
génicas das espécies Glandulocauda caerulea e Mimagoniates sylvicola foram analisadas pela
primeira vez. Os resultados obtidos indicaram que a tribo Glandulocaudini constitui um grupo
monofilético, incluindo sua atual composicdo, conforme ja proposto por analises prévias,
realizadas com base em dados morfoldgicos e moleculares. Por outro lado, as relagdes entre as
espécies da tribo ndo foram completamente concordantes com aquelas propostas através das
analises morfologicas. O género Glandulocauda néao é corroborado como monofilético, ja que
G. melanopleura é considerada grupo irmao de L. weifzmani, enquanto sua Unica congénere,
G. caerulea, estad mais relacionadas as espécies de Mimagoniates analisadas. Estas, por sua vez
formaram um clado, mas o monofiletismo de Mimagoniates ndo pode ser testado, ja que nao
foram analisadas sequéncias de M. barberi, espécie tipo do género. Em virtude de algumas
incongruéncias entre as hipoteses morfologica e molecular, sugere-se aqui a realizacdo de uma
analise de evidéncia total, para uma melhor e mais completa compreensao da historia evolutiva
do grupo. No presente estudo, também foi realizada uma analise de relégio molecular e
datagdes foram propostas pela primeira vez para os eventos cladogenéticos que influenciaram a
configuracao filogenética da tribo. Os resultados destas datacoes, aliados as informacoes
geomorfoldgicas disponiveis, indicaram que a origem e diversificacdo de Glandulocaudini
tiveram inicio em &reas altas do escudo cristalino brasileiro, provavelmente em uma
paleodrenagem associada a atual bacia do rio Parana, durante o Neodgeno. A maioria das
cladogéneses ocorreu neste periodo. A ocupacdo das areas de planicie teria se dado
posteriormente, provavelmente como consequéncia dos eventos de capturas de cabeceiras

ocorridos na regido ap6s processos sucessivos de reativagdes tectonicas do Terciario. Flutuacdes



do nivel do mar, ocorridas no Pleistoceno, também tiveram papel no estabelecimento do atual

padrao de distribuicdo das espécies do grupo, principalmente em nivel populacional.

1. Introdugﬁo

O nome Glandulocaudinae foi proposto originalmente por Eigenmann (1914: 34) como
uma subfamilia dentro de Characidae para incluir onze géneros com dimorfismo sexual bem
acentuado. O histérico da composicdo e classificacdo hierarquica do grupo é extremamente
complexo e confuso e, além de subfamilia, Glandulocaudinae ja foi considerada como familia
(Glandulocaudidae, e.g., Fernandez-Yepez & Anton, 1966) e também como tribo
(Glandulocaudini, e.g., Myers & Bohlke, 1956). Menezes & Weitzman (2009) revisaram a
sistematica de Glandulocaudinae e reconheceram o grupo como uma subfamilia de Characidae
relacionada a Stevardiinae. Neste trabalho, os autores apresentaram e discutiram de maneira
pormenorizada o histérico taxonémico e as questdes nomenclaturais envolvendo o grupo até
aquele momento (ver Menezes & Weitzman, 2009: 302-304). Mais recentemente, Thomaz et al.
(2015) fizeram uma analise de filogenia molecular de Stevardiinae e propuseram
Glandulocaudinae sensu Menezes & Weitzman (2009) como uma tribo desta subfamilia e,
assim, o nome Gladulocaudini é o mais atual. Aqui é valido mencionar que, apesar de
representarem categorias hierarquicas distintas, Glandulocaudinae sensu Menezes & Weitzman
(2009) e Glandulocaudini sensu Thomaz et al. (2015) sdo equivalentes e correspondem a um
grupo de pequenos peixes de agua doce neotropicais que inclui os géneros Glandulocauda
Eigenmann, Lophiobrycon Castro, Ribeiro, Benine e Melo e Mimagoniates Regan, distribuidos
em ambientes de dgua doce do leste e sul do Brasil, no Paraguai e nordeste do Uruguai
(Menezes & Weitzman, 2009). Representa uma caracteristica marcante dos
glandulocaudineos, a presenca do que é considerada uma gldndula produtora de feromoénio na
base da nadadeira caudal dos machos; a hipdtese é que este feromonio seja liberado durante a
época da reproducio para estimular a fémea a se tornar receptiva a atividade de cortejamento
do macho (Weitzman & Fink, 1985; Weitzman et al., 1988; Menezes & Weitzman, 2009). Além
disto, os representantes desta tribo sdo relativamente pequenos (tamanho entre 25-60 mm de
comprimento padrdo quando adultos), atrativamente coloridos (Fig. 1), aparentemente
adaptados a habitats restritos e tém sua distribuicdo limitada em funcdo da sua ecologia

(Weitzman et al., 1988; Menezes & Weitzman, 2009).



Figura 1. Colorido em vida de alguns representantes de Glandulocaudini. (A) Lophiobrycon
weitzmani, LIRP 4338, paratipo, macho, 31,1 mm CP. Fonte: Castro et al (2003); (B)
Glandulocauda melanopleura, MZUSP 115244, macho, 40 mm CP. Foto: F. P. Dagosta; (C)
Mimagoniates microlepis, MZUSP 112829, macho, 27,3 mm CP. Foto: O. T. Oyakawa; e (D)
Mimagoniates sylvicola, MZUSP 112691, macho, 34 mm CP. Foto: O. T. Oyakawa.



O género Lophiobrycon, que compreende uma uUnica espécie, L. weitzmani Castro,
Ribeiro, Benine e Melo, foi descrito de riachos de cabeceira da bacia do rio Grande, sistema do
alto rio Parana, e esta restrito a porcdo sudeste do escudo cristalino brasileiro. No género
Glandulocauda, sao incluidas duas espécies validas: G. caerulea Menezes & Weitzman e G.
melanopleura (Ellis). Glandulocauda caerulea foi descrita do alto rio Iguacu (principal afluente
da bacia do rio Parand) e, até entdo, também ¢é considerada endémica da parte sudeste do
escudo cristalino brasileiro, com distribuicdo restrita as regides de elevadas altitudes do rio
Iguacu, nos Estados do Parana e Santa Catarina (Ribeiro, 2006; Menezes et al., 2008; Menezes &
Weitzman, 2009). Glandulocauda melanopleura foi descrita com base em material coletado nas
cabeceiras do rio Tieté (bacia do Parana), em Sao Paulo, e tem distribuicdo registrada para
areas adjacentes a localidade tipo, em tributarios do alto Tieté, e nas porc¢des altas dos rios
costeiros Guaratuba, Itatinga e Ribeira do Iguape (Ribeiro et al., 2006; Menezes et al., 2007;
Serra et al., 2007; Menezes et al., 2008; Menezes & Weitzman, 2009). Mimagoniates é o género
de Glandulocaudinae que tem o maior nimero de representantes: M. barberi Regan, M.
inequalis (Eigenmann), M. lateralis (Nichols), M. microlepis (Steindachner), M. pulcher
Menezes & Weitzman, M. rheocharis Menezes & Weitzman e M. sylvicola Menezes &
Weitzman. Com excecdo de M. barberi e M. pulcher, as demais espécies do género ocorrem em
pequenos riachos que drenam, principalmente, a planicie litoranea do leste do Brasil, desde a
Bahia até o Rio Grande do Sul (Menezes & Weitzman, 2009). Mimagoniates barberi, espécie
tipo do género, é conhecida de pequenos tributarios do rio Paraguai e Parana, proximo a Foz
do Iguacu, no Paraguai. Mimagoniates pulcher foi a espécie do género descrita mais
recentemente (Menezes & Weitzman, 2009) e, até o momento, s6 é conhecida da localidade
tipo, no alto rio Paraguai, Estado do Mato Grosso. Assim como Glandulocauda e Lophiobrycon,
a grande maioria das espécies de Mimagoniates tem distribuicdo relativamente restrita, com
alto grau de endemismo reconhecido. O padrdo de distribuicdo das espécies da tribo é
apresentado na Fig. 2, abaixo, tendo como base as informacoes disponiveis até a realizacdo do

presente estudo.
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Figura 2. Distribuicdo das espécies de Glandulocaudini no Sudeste da América do Sul; dreas mais baixas, em
regido de planicie, sdo representadas em verde e a area representada em marrom corresponde ao escudo
cristalino brasileiro, de altitude mais elevada. Figura modificada de Menezes et al. (2008: Fig. 3, pagina 39).

Conforme ja mencionado anteriormente, a sistematica de Glandulocaudini era
historicamente confusa e, apenas ap6s a restricdo do grupo as espécies de Glandulocauda,
Lophiobrycon e Mimagoniates, foi possivel discutir de forma mais clara as relacdes de
parentesco entre as espécies (Menezes & Weitzman, 2009). O trabalho destes autores, que
representa a hipotese filogenética mais recente proposta de Glandulocaudini, tal como
reconhecida atualmente, incluiu todas as espécies do grupo e teve como base, principalmente, a
analise de caracteres sexuais primarios e secundarios de machos adultos. De acordo com a
hipétese de Menezes & Weitzman (2009), Lophiobrycon é grupo irmdo de um clado mais
derivado, formado por Glandulocauda e Mimagoniates, mas as relacoes entre as espécies deste

ultimo género nao foram satisfatoriamente esclarecidas (Fig. 3).
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Figura 3. Hipotese de relacdes entre os géneros e espécies de Glandulocaudini (na época,
Glandulocaudinae), em destaque, proposta com base em dados morfoldgicos por Menezes
& Weitzman (2009: Fig. 2, pagina 299).

Representantes de Glandulocaudini ja foram incluidos em inGmeras analises
filogenéticas baseadas em dados moleculares (e.g., Calcagnotto et al, 2005; Javonillo et al.,
2010; Oliveira et al., 2011; Thomaz et al., 2015), mas nenhuma delas teve como foco a tribo em
si. Apenas nos trabalhos de Oliveira et al. (2011), relativo a familia Characidae, e de Thomaz et
al. (2015), abordando a subfamilia Stevardiinae, foram incluidas sequéncias génicas dos trés
géneros da tribo (Fig. 4a e Fig. 4b, respectivamente), mas, em ambos, ndo mais do que 50% das
espécies foi analisado. As hipoteses propostas por estes autores corroboram o monofiletismo de
Glandulocaudini, proposto por Menezes & Weitzman (2009), mas discordam da hipotese deles
em relagao ao clado (Glandulocauda, Mimagoniates), visto que, em ambas as analises, o género

Glandulocauda é proposto como grupo irmao de Lophiobrycon.
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Figura 4. Hipoteses entre os géneros e espécies de Glandulocaudini propostas com base em
dados moleculares nos trabalhos de (A) Oliveira et al. (2011) relativo a familia Characidae e
(B) Thomaz et al. (2015), abordando a subfamilia Stevardiinae. Modificado de Oliveira et al.
(2011: Fig. 12, pagina 16) e Thomaz et al. (2015: Fig. 5, pagina 10).

De acordo com Ribeiro et al. (2016), Glandulocaudini talvez seja o grupo de peixes de
agua doce melhor estudado do ponto de vista biogeografico. O tultimo trabalho versando
diretamente sobre a biogeografia do grupo foi o de Menezes et al. (2008). Neste artigo,
entretanto, os autores salientaram a necessidade de estudos mais aprofundados, especialmente,
com o uso de ferramentas moleculares, para uma melhor compreensio da origem e
diversificacdo das espécies de Glandulocaudini, cujo padrao biogeografico parece mais
complexo do que se tinha conhecimento até aquele momento. Apesar de passados quase dez
anos da publicacdo deste artigo e do padrédo de distribuicdo do grupo ou de alguma das suas
espécies ter sido discutido ou utilizado como exemplo em inumeros estudos biogeograficos
posteriores (e.g., Buckup, 2011; Lima & Ribeiro, 2011; Camelier & Zanata, 2014; Ribeiro et al.,
2016), uma analise utilizando a abordagem sugerida por Menezes et al. (2008) ainda nao foi
realizada. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo principal realizar uma analise
filogenética de Glandulocaudini, tendo como base dados moleculares e com a inclusao de todos

os géneros e maioria das espécies da tribo. Além disso, foi realizada uma analise de reldgio
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molecular para estimar tempos de divergéncias dentro do grupo que, aliados as informacoes
sobre a distribuicdo das espécies e dados geomorfoldgicos disponiveis, possibilitaram uma
discussdo mais refinada sobre a biogeografia e histéria evolutiva da maioria das espécies de

Glandulocaudini.

2. Material & Métodos

2.1. Amostragem taxonoémica

O grupo interno inclui os trés géneros e oito das dez espécies de Glandulocaudini:
Lophiobrycon weitzmani, Glandulocauda caerulea, G. melanopleura, Mimagoniates inequalis,
M. lateralis, M. microlepis, M. rheocharis e M. sylvicola. A auséncia de amostras de tecido em
colecdes e de sequéncias disponiveis no GenBank de Mimagoniates barberi e M. pulcher
impossibilitaram a inclusdo destas espécies na analise. Como apresentado na ‘Introdugio’,
Glandulocaudini é membro da subfamilia Stevardiinae sensu Thomaz et al. (2015). Assim, o
grupo externo é composto de representantes de todas as outras tribos definidas por estes
autores (i.e., Creagrutini, Diapomini, Eretmobryconini, Hemibryconini, Stevardiini e
Xenurobryconini), além da espécie Argopleura chocoensis (Eigenmann), considerada incertae
sedis em Stevardiinae. Também foram incluidas no grupo externo, trés espécies de Characidae
nao pertencentes a esta subfamilia, Charax stenopterus (Cope), Cheirodon ibicuhiensis
Eigenmann e Spintherobolus leptoura Weitzman & Malabarba, além de Bryconops
caudomaculatus (Gunther). Bryconops Kner pertence a Characiformes, mas sua inclusdo em
Characidae € controversa pois, apesar de hipoteses filogenéticas baseadas em dados
morfologicos (e.g., Mirande, 2010) indicarem que o género representa um dos caracideos basais,
segundo hipoteses baseadas em dados moleculares (e.g., Oliveira et al., 2011; Thomaz et al.,
2015), o género nao pertence a Characidae, e sim a Iguanodectidae, familia proposta
recentemente que inclui, além deste género, Iguanodectes Cope e Piabucus Oken (Oliveria et
al., 2011). Independente da familia a que pertence, sequéncias de B. caudomaculatus foram
utilizadas para o enraizamento das topologias, ja que este é o taxon do presente conjunto de
dados mais distante de Glandulocaudini. As sequéncias génicas das espécies utilizadas como
grupo externo foram obtidas no GenBank e correspondem aquelas disponibilizadas por
Thomaz et al. (2015), com excecdo das de Spintherobolus leptoura, depositadas por Oliveira et
al. (2011). No caso do grupo interno, todas as sequéncias foram obtidas no presente estudo, com

excecdo das de L. weitzmani, que foram retiradas do GenBank, onde também foram



depositadas por Oliveira et al. (2011) e Thomaz et al. (2015). Aqui, no entanto, é importante
ressaltar que todos os vouchers referentes as sequéncias do grupo interno, incluindo L.
weitzmani, foram examinados e identificados em nivel de espécie, tendo como base os
caracteres morfologicos diagnosticos apresentados na literatura (e.g., Eigenmann, 1911;
Menezes & Weitzman, 1990, 2009; Castro et al, 2003). Para a maioria das espécies, foram
incluidas sequéncias de pelo menos dois individuos. No caso de Mirnagoniates microlepis,
espécie mais amplamente distribuida de Glandulocaudini, um niimero maior de amostras foi
incluido para que representantes das diferentes populacoes alopatricas fossem analisados. Parte
do material analisado foi coletada durante o presente estudo, no periodo entre 2012 e 2015. Os
vouchers das amostras das espécies de Glandulocaudini estdo depositados nas cole¢des das
seguintes institui¢does brasileiras: Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu, Museu Nacional, Universidade
Federal do Rio de Janeiro (MNR]), Rio de Janeiro, Museu de Zoologia da Universidade de Sao
Paulo (MZUSP), Sao Paulo e Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto
Alegre.

2.2. Consideracdes sobre os genes utilizados

O DNA mitocondrial (mtDNA), além de ser de grande utilidade em estudos de
microevolucdo, como um marcador de analises em nivel intraespecifico (ver Capitulo 2 desta
tese), tem se mostrado extremamente informativo em analises filogenéticas de categorias mais
inclusivas do reino animal (Avise, 2004). Do ponto de vista filogenético, entretanto, o mtDNA
como um todo constituiu um unico locus, uma vez que os estados de carater estdo ligados
genealogicamente em virtude do modo assexuado de transmissdo da molécula (Avise, 2000).
Assim, a inclusdo de genes nucleares em trabalhos de filogenia tem se mostrado uma
abordagem interessante, ja que estes marcadores fazem parte de outro conjunto de informacdes
no genoma, possibilitando uma analise multilocus (i.e., aquela que acessa informacgao de
multiplos locus a0 mesmo tempo) (Avise, 2004). Além disso, os genes nucleares apresentam
taxas evolutivas mais lentas em relacdo aos mitocondriais e, consequentemente, podem ser
mais eficientes na recuperacdo das relacdes de grupos mais inclusivos (e.g., familias, tribos,
ordens) (Slowinski & Page, 1999). De acordo com estes autores, portanto, uma analise
filogenética ideal (baseada em dados moleculares) é aquela que reune informagdes obtidas a
partir do mtDNA e do DNA nuclear (nuDNA).

No presente estudo, foram utilizados dois genes mitocondriais, 16S rRNA e Citocromo

Oxidase I (COI), e um nuclear, o Gene Ativador de Recombinacdo 2 (RAG2). No mtDNA, ha
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dois grupos de genes costumeiramente utilizados em estudos micro e macroevolutivos, genes
codificadores de rRNA e de proteinas. O 16S rRNA faz parte da grande subunidade ribossomal
do mtDNA, apresenta sequéncias razoavelmente conservadas e, apesar de evoluir mais devagar
do que o genoma mitocondrial como um todo, apresenta variacdo consideravel em alguns
taxons, sendo bastante utilizado em reconstrucdes filogenéticas (Palumbi, 1996). O gene COI
codifica uma proteina relacionada a cadeia transportadora de elétrons, sua sequéncia de
aminoacido é muito conservada entre alguns grupos, o que torna o alinhamento facil, além de
permitir a construgao de primers universais (Palumbi, 1996). Segundo alguns autores, o COI é o
gene mitocondrial que melhor recupera sinais filogenéticos (Hebert et al., 2003), sendo utilizado
com frequéncia neste tipo de analise e nos mais variados niveis taxonémicos. Os genes
Ativadores de Recombinacdo 1 e 2 (RAG1 e RAG2) sdo genes nucleares que estdo adjacentes no
genoma, presentes em todos os vertebrados com maxilas (Sullivan et al, 2006). O RAG2 nao
apresenta introns (Willet et al, 1997) e possui caracteristicas tuteis para analise filogenética
molecular, tais como pequena taxa de evolucdo, composicdo de bases quase constante entre os
taxons, pouca quantidade de indels (insercoes/delecoes), além de baixa taxa de saturacdo
(Groth & Barrowclough, 1999). Tanto o RAG2, quanto o 16S e o COI tém sido costumeiramente
utilizados em estudos de filogenia de peixes da ordem Characiformes, principalmente dentro

da familia Characidae (e.g., Calcagnotto et al., 2005; Javonillo et al., 2010; Oliveira et al, 2011).

2.3. Extracdo de DNA gendmico, amplificacio e sequenciamento

Amostras de tecido muscular (na maioria dos casos), branquias e nadadeiras,
preservadas em etanol 96%, foram utilizadas como fonte de material genético. Para cada
espécime, a extracdo do DNA total foi feita a partir de 20-30 mg de tecido utilizando os kits
comerciais DNeasy Tissue Kit (Qiagen) e Purelink” Genomic DNA Kit (Invitrogen), seguindo
as instrucoes dos fabricantes. Sequéncias parciais dos trés genes, 16S rRNA, COI e RAG?2,
foram amplificadas utilizando o método de reacdo em cadeia da polimerase (em inglés,

Polymerase Chain Reaction, PCR), com os primers descritos na Tabela 1, abaixo.

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados no presente estudo.

Gene Primer Sequéncia (5’-3’) Referéncia

16S rRNA 165a-L ACGCCTGTTTATCAAAAACAT

Palumbi (1996)
16Sb-H CCGGTCTGAACTCAGATCACGT

FishF1 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC
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cor FishR1 | TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA | Ward et al (2005)
1°PCR
164F AGCTCAAGCTGCGYGCCAT O“"(ezig . tal,
RAG2 RAG2-R6 TGRTCCARGCAGAAGTACTTG LO"‘?J'O(Y2 (fé Soﬂette
2°PCR
176F GYGCCATCTCATTCTCCAACA Oh"(ezig ?S tal
Rag2Ri | AGAACAAAAGATCATTGCTGGTCGGG Oh"(ezig ?1? tal

As amplificacdes dos genes mitocondriais foram feitas em um volume total de 12,5 pl
para cada gene, contendo 1,25 pl de tampao 10X (10 mM Tris-HCl+15 mM MgCl,), 0,375 de
MgCl; (50 mM), 0,25 pl de ANTPs (200 nM de cada), 0,25 pl de cada primer (5 mM), 0,05 pl de
Taq Platinum” Polymerase (Invitrogen), 9,075 pl de ddH;O e 1 pl de DNA total (12 ng). As
reacdes de PCR foram realizadas no termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems),
de acordo com os seguintes passos: (1) desnaturacéo inicial a 95°C por 5 min; (2) 35 ciclos de
amplificacdo, divididos nas etapas (a) desnaturacdo a 95°C por 45 s, (b) anelamento a 52°C para
0 16S e 54°C para o COI por 30 s e (c) extensao a 72°C por 60 s; e (3) extensao final a 72°C por 7
min.

Para amplificar o gene nuclear, RAG?2, foi utilizada a técnica de Nested-PCR. As duas
amplificacoes foram feitas em um volume total de 1,25 pl de tampao 10X (10 mM Tris-HCl+15
mM MgCl,), 0,375 de MgCl, (50 mM), 0,5 pul de dNTPs (200 nM de cada), 0,25 pl de cada primer
(5 mM), 0,08 pl de Taq Platinum® Polymerase (Invitrogen), 8,795 pul de ddH,O e 1 pl de DNA
total (12 ng) para o 1°PCR e 1 pl do produto do 1°PCR processado (i.e., diluido e purificado)
para o 2°PCR. As condigdes de termociclagem para o RAG2 consistiram de uma etapa inicial
de desnaturacdo a 95°C por 3 min para os dois PCRs; seguida de 30 ciclos de amplificagao,
sendo os 15 primeiros divididos nas seguintes etapas: (1) desnaturacdo a 94°C por 45 s, (2)
anelamento a 56°C para o 1°PCR e 58°C para o 2°PCR por 45 s e (3) extensdo a 72°C por 2 min;
e o 15 ciclos finais divididos nas etapas: (1) desnaturagao a 94°C por 45 s, (2) anelamento a 54°C
para o 1°PCR e 56°C para o 2°PCR por 45 s e (3) extensdo a 72°C por 2 min; ambos PCRs foram
finalizados com a etapa de extensao final a 72°C por 7 min.

Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose 1%. Em cada
um dos pocos da placa de agarose, foram colocados 2 pl de DNA amplificado + 2 pul de DNA
loading dye (i.e., tampao de corrida ou carregamento). Para identificar o tamanho aproximado

das moléculas, os produtos amplificados foram comparados com o Ladder 1 kb plus. Os
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resultados das amplificacdes considerados positivos foram purificados utilizando a ExoSap-1T®
(USB Corporation), seguindo as recomendacdes do fabricante. Os produtos de PCR purificados
foram sequenciados utilizando o kit Big DyeTM Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystems) em duas reacdes (para cada primer, forward e reverse) de
volume total de 7 pl cada: 3,55 pl de ddH,0, 1,05 pl de tampao do Big DyeTM Terminator, 0,7 pl
de Big DyeTM Terminator, 0,7 pl de primer F ou R (5 mM) e 1 pul do produto de PCR. A reacdo
de PCR de sequenciamento foi conduzida no termociclador Veriti Thermal Cycler de acordo
com os seguintes passos para todos os genes: (1) desnaturacdo inicial a 96°C por 2 min; (2) 30
ciclos, divididos nas etapas (a) desnaturagio a 94°C por 30 s, (b) anelamento a 56°C por 60 s e
(c) extensao a 72°C por 2 min; e (3) extensao final a 68°C por 4 min. Os produtos da reagdo de
PCR de sequenciamento foram purificados utilizando EDTA (125 mM), acetato de sédio (3 M) e
etanol 100%, de acordo com o protocolo apresentado no manual do kit de sequenciamento da
Big DyeTM Terminator. As sequéncias da maioria das amostras foram obtidas através de
sequenciamento por capilaridade no sequenciador de DNA automatico ABI3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes da UNESP de
Botucatu. Uma parte das amostras foi sequenciada no Laboratorio de Parasitologia Celular e

Molecular do Centro de Pesquisa René Rachou da FIOCRUZ de Belo Horizonte, Minas Gerais.

2.4. Obtencao das sequéncias consenso, alinhamentos e matriz de dados

As sequéncias consenso de cada gene (i.e., contigs) foram montadas no programa
Genious v. 4.8.5 (Biomatters Ltd.), a partir da visualizacdo e checagem simultanea do
eletroferograma originario do processo de sequenciamento automatico. Apos esta etapa, os
contigs de cada individuo foram copiados em um editor de texto juntamente com as sequéncias
obtidas no GenBank, nomeados separadamente e salvos em um arquivo Unico (por gene). As
sequéncias consenso de cada gene foram alinhadas independentemente utilizando o Muscle
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) (Edgar, 2004), sob os parametros do default. Todos
os alinhamentos foram, entdo, analisados e checados através do programa BioEdit v. 7.0.9.0
(Hall, 1999) para correcdo manual quando necessario. A corre¢ao manual incluiu basicamente a
verificacdo de sequéncias invertidas e corte das extremidades. O alinhamento foi realizado nos
trés genes de forma independente e, posteriormente, os blocos de dados de cada gene, ja
alinhados, foram utilizados para a confeccdo da matriz de dados concatenados. Antes da
concatenagdo, entretanto, foi realizada uma etapa de “controle de qualidade”, para detectar
potenciais erros de sequenciamento devido, principalmente, a contaminacdo. Nesta etapa, foi

feita uma reconstrucdo filogenética preliminar, com base no alinhamento de cada gene
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individualmente e utilizando o método de Maxima Verossimilhan¢a, implementado no
programa MEGA v. 5.0 (Tamura et al., 2011). Sequéncias consideradas “fora do esperado” (e.g.,
individuos de uma espécie agrupados em espécies/géneros distintas/os, espécies congéneres
nao relacionadas) foram checadas novamente e, quando necessario, os processos de extragao,
amplificacdo e/ou sequenciamento foram repetidos. Uma vez que os alinhamentos individuais
foram checados, estes foram somados para elaboracdo da matriz de dados concatenados no
programa Genious. Nesta matriz, s6 foram incluidos individuos que tiveram todos os
fragmentos dos marcadores de interesse amplificados e sequenciados. Todas as analises foram

feitas com base na matriz de dados concatenados.

2.5. Analise de dados

A acuracia de uma reconstrucao filogenética baseada em dados moleculares depende de
fatores que incluem, ndo apenas a qualidade das sequéncias e do alinhamento, mas também o
nivel de saturacdo de substituicdo que, quando muito alto, reduz a informacao filogenética
contida nas sequéncias (Xia & Lemey, 2009). Para avaliar a ocorréncia de saturacdo e
consequentemente a qualidade dos dados, estimou-se, para cada gene separadamente, o Indice
de Saturacdo de Substitui¢do (Iss), como descrito por Xia et al. (2003) e Xia & Lemey (2009) no
programa DAMBE v. 5.3.48 (Xia, 2013). A estimativa do Iss foi realizada sem levar em
consideracdo os gaps, uma vez que sitios nao resolvidos reduzem a capacidade do método de
testar o sinal filogenético dos dados (Xia, 2013; Roxo et al., 2014). As matrizes de dados geradas
(16S rRNA, COI, RAG2 e concatenada) também foram analisadas no MEGA v. 5.0 para
obten¢do do numero de sitios conservados (C), variaveis (V) e informativos (Pi). O melhor
modelo de evolucdo nucleotidica para cada gene foi estimado no programa PartitionFinder

(Lanfear et al, 2012), sob o critério de informacao de Akaike (AIC).

2.5.1. Analise filogenética

Para a reconstrucdo filogenética em Glandulocaudini, foram utilizados os métodos
probabilisticos de Maxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB). A analise de MV
foi feita através do programa RAXxML-HPC2 v.8.2.4 (Stamatakis, 2014). O RAXML (Randomized
Axelerated Maximum Likelihood) foi desenvolvido para inferir, de forma eficiente,
topologias (baseadas em MYV) de conjuntos extremamente grandes de dados, seja em relacao
ao numero de taxons e/ou tamanho das sequéncias e tem, como maiores vantagens, o método

de busca eficiente e rapido, bem como pequeno consumo de memoria computacional.
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Arvores randémicas de partida foram geradas em cada busca independente e todos os outros
parametros foram estabelecidos em valores padrao. Todas as analises de MV foram conduzidas
sob o modelo GTRCAT e a robustez topologica foi investigada através do teste estatistico de
Bootstrap com 1.000 pseudoréplicas. A IB foi realizada no programa MrBayes v. 3.2.6 (Ronquist
et al., 2012), sob o modelo GTR+G para cada particdo (genes) conforme estimado através do
PartitionFinder, partindo de uma arvore randémica das buscas da Monte Carlo Markov chain
(MCMQCQ). A analise em si consistiu em duas corridas simultaneas, com 20 milhdes de geracoes
cada, sendo cada uma com quatro MCMC e uma arvore foi salva a cada 500 geracoes. Foram
excluidas as 4 mil arvores iniciais (i.e., burn-in de 10%) e os valores de probabilidade posterior
foram estimados com as arvores restantes. Na versdao do MrBayes utilizada no presente estudo,
é possivel checar, no proprio programa, o desempenho da MCMC e a convergéncia entre as
corridas, através do Effective Sample Size (ESS) e Potencial Scale Reduction Factor (PSRF,
Gelman & Rubin, 1992). Valores maiores que 200 e proximos a um no primeiro e segundo caso,
respectivamente, indicam bom desempenho da analise. As andlises filogenéticas foram
implementadas no portal CIPRES Science Gateway (Miller et al, 2010). As topologias
Bayesiana e de MV foram visualizadas e editadas através dos programas FigTree v. 1.3.1

(Rambaut, 2009) e MEGA.

2.5.2. Tempos de divergéncia

As estimativas de tempo de divergéncia entre os taxons de interesse foram obtidas a
partir de datacdo molecular utilizando a analise de relégio molecular, implementada nos
programas do pacote BEAST v. 1.8.0 (Drummond et al., 2012). Para esta analise, o nimero de
taxons do grupo externo foi reduzido. Neste caso, foram incluidas duas espécies de cada tribo
de Stevardiinae, além de Spintherobolus leptoura e os taxons foram agrupados de acordo com
os resultados obtidos na analise filogenética. No BEAUti v. 1.8.0, foi gerado o arquivo de
entrada da anélise, sob os seguintes parametros: modelo de substituicido GTR+G, conforme
encontrado por meio do PartitionFider, modelo de relégio Relaxed Clock Uncorrelated
Lognormal, arvore randomica de partida e prior Speciation: Birth-Death Process. Para a
calibracao, foi levado em consideracdo o registro fossil de TMegacheirodon unicus (Travassos
& Santos), espécie de Characidae datada de 30-25 milhdes de anos atras (m.a.) (Oligoceno—
Mioceno inferior) (Malabarba, 1998; Bithrnheim et al., 2008). De acordo com estes autores, TM.
unicus é relacionado a Spintherobolus Eigenmann; assim, como ndo haviam dados das

sequéncias de TM. unicus para inclusdo na matriz, foram utilizadas as de uma espécie de
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Spintherobolus, S. leptoura, onde a arvore foi enraizada. A calibracdo foi feita, portanto, em
27,5 m.a, datacio média minima estimada para a cladogénese (TMegacheirodon,
Spintherobolus), e S. leptoura foi indicado no BEAUTi como stem group, conforme sugerido
por Forest (2009). A analise em si consistiu de duas corridas simultaneas de 100 milhoes de
geracdes cada, com uma arvore salva a cada 10 mil geracdes e burn-in de 20%. O desempenho e
a convergéncia dos parametros entre as corridas foram analisados no programa Tracer v. 1.5.1
(Rambaut & Drummond, 2009), onde também foi checado o desempenho da anélise (ESS>200).
Depois da remocao do burn-in, as corridas independentes foram combinadas no LogCombiner
v. 1.8.0 e a topologia consenso, com o tempo de divergéncia entre os clados, foi gerada no

TreeAnnotator v. 1.8.0 e, posteriormente, visualizada e editada através do FigTree.

3. Resultados

3.1. Caracteristicas das sequéncias e das matrizes de dados

No presente estudo, foram obtidas sequéncias parciais de trés genes, sendo dois
mitocondriais, 16S rRNA e COI, e um nuclear, RAG2. A matriz do 16S é composta por
sequéncias de 672 individuos, sendo 341 pertencentes a Glandulocaudini, o que equivale a
pouco mais de 50% do conjunto de dados. Na matriz do COI, foram incluidas sequéncias de 617
individuos, sendo 371 referentes ao grupo interno e 246 ao grupo externo. A matriz do RAG2 é
composta por sequéncias de 269 espécimes, sendo 23 pertencentes a Glandulocaudini e 243 ao
grupo externo. Ja a matriz de dados concatenados (16S, COI e RAG2) é composta por 205
individuos, sendo 182 pertencentes ao grupo externo e 23 a Glandulocaudini. Para o grupo
interno, os espécimes da matriz de dados concatenados foram os mesmos da matriz nuclear,
sendo dois exemplares de Lophiobrycon weitzmani, dois de Glandulocauda melanopleura, um
de G. caerulea, dois de Mimagoniates inequalis, dois de M. lateralis, 11 de M. microlepis, um
de M. rheocharis e dois de M. sylvicola (Apéndice A, Tabela 1). A lista das espécies utilizadas
como grupo externo e a matriz de dados concatenados estdo disponiveis no CD-ROM que
acompanha esta tese.

Em nenhuma das matrizes, os dados foram considerados saturados, ja que os valores
dos Indices de Saturacio de Substitui¢do (Iss) obtidos foram menores que os indices de
saturacdo criticos calculados (Iss<Issc) em todos os genes. Em cada matriz final gerada, o
numero de sequéncias obtidas, seu tamanho (pb) apds o alinhamento, nimero de sitios
conservados (C) numero de sitios variaveis (V) e o numero de caracteres informativos (Pi) sdo

apresentado na Tabela 2, abaixo.
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Tabela 2. Informacdes sobre as matrizes de dados geradas no presente estudo.

B Matrizes
Informacoes
16S COI RAG2 Concatenada

Numero de sequéncias 672 617 269 205
Tamanho (pb) apds alinhamento 537 522 770 1829
Sitios conservados (C) 280 284 418 1063
Sitios variaveis (V) 245 238 351 745

Sitios informativos (Pi) 202 214 274 608

3.2. Analises filogenéticas: hipoteses baseadas na matriz de dados concatenados

A conformacao geral das arvores e as relagdes obtidas através das analises de Inferéncia
Bayesiana (IB) e Maxima Verossimilhanca (MV) da matriz de dados concatenados (16S, COI e
RAG?2, 1829 pb) sdo idénticas para o grupo interno. De acordo com os resultados obtidos no
presente estudo, a tribo Glandulocaudini constitui um grupo monofilético muito bem
suportado estatisticamente (valores de probabilidade posterior e bootstrap = 1 e 100%,
respectivamente) alocado dentro da subfamilia Stevardiinae sensu Thomaz et al. (2015). Em
relacdo ao grupo interno, a Unica diferenca entre as topologias (IB e MV) refere-se a hipotese
do grupo irmao de Glandulocaudini. Segundo a arvore baseada na analise de IB (Fig. 5), esta
tribo é grupo irmao de Stevardiini. Ja a hipdtese, obtida através da analise de MV, aponta
relacdo mais estreita entre Glandulocaudini e o clado (Hemibryconini (Creagrutini,
Diapomini)) (Fig. 6). Como as relagdes propostas dentro de Glandulocaudini foram idénticas
nas topologias obtidas em ambas as analises, para esta tribo, sera apresentada apenas a arvore
de IB, onde serdo indicados nos respectivos clados formados, além dos valores de probabilidade
posterior, os valores de bootstrap da analise de MV (Fig. 7). Em nenhuma das analises baseadas
na matriz de dados concatenados, o género Glandulocauda aparece com uma unidade
monofilética, uma vez que G. melanopleura é mais relacionada a L. weitzmani, enquanto sua
Unica congénere, G. caerulea, forma um clado com as espécies de Mimagoniates analisadas. O
suporte estatistico da relacdo (G. melanopleura, L. weitzmani) nao foi considerado muito alto
na anélise de IB (=0,84), mas foi na analise de MV (90%). A relacéo (G. caerulea, Mimagoniates
spp.), por sua vez, teve suporte estatistico elevado em ambas as analises, 0,99 de probabilidade
posterior e 83% de bootstrap. As espécies de Mimagoniates analisadas formaram um grupo
monofilético muito bem suportado estatisticamente (valores de probabilidade posterior e
bootstrap = 1 e 100%, respectivamente). Entre as espécies deste género, os resultados de ambas

17



as analises (IB e MV) indicaram que M. inequalis é irma de M. rheocharis e este clado esta mais
proximamente relacionado a M. lateralis, enquanto M. sylvicola formou um grupo
monofilético com M. microlepis: (M. inequalis, M. rheocharis) M. lateralis) (M. microlepis, M.
sylvicola)). Os valores de suporte estatistico de todos os clados principais foram elevados (i.e., 1
de probabilidade posterior =85% de bootstrap). Em relagdo a M. microlepis, os espécimes das
diferentes populagdes alopatricas analisadas formaram um clado, recuperado em ambas as
analises realizadas com base na matriz de dados concatenados (IB e MV). Além disto, como
sera visto e detalhado no Capitulo 2 desta tese, as topologias obtidas também apontaram para

uma forte estruturagio dentro desta espécie.
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Figura 5. Topologia sumarizada, obtida através da analise de Inferéncia Bayesiana da matriz de dados
concatenados (16S + COI + RAG2, 1829 pb) mostrando as hipoteses de relacdo entre Glandulocaudini
(em destaque) e grupo externo. Os nimeros nos nds indicam os valores de probabilidade posterior.
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Figura 6. Topologia sumarizada, obtida através da analise de Maxima Verossimilhanca da
matriz de dados concatenados (16S + COI + RAG2, 1829 pb) mostrando as hipoteses de relacao
entre Glandulocaudini (em destaque) e grupo externo. Os nimeros nos nés indicam os valores
de bootstrap (%). “Clado B” refere-se ao agrupamento (Charax (Cheirodon, Spintherobolus)).
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Figura 7. Parte da topologia obtida no presente estudo através da analise de Inferéncia Bayesiana da
matriz de dados concatenados (16S + COI + RAG2, 1829 pb), destacando as relacdes internas em
Glandulocaudini. Os numeros nos nds indicam os valores de probabilidade posterior e bootstrap (%)
respectivamente.

3.3. Tempos de divergéncia

De acordo com as datacdes obtidas a partir da analise de relogio molecular baseada na
matriz de dados concatenados (Fig. 8), a linhagem ancestral que deu origem aos
Glandulocaudini surgiu, provavelmente, durante o Mioceno (Nedgeno), por volta de 11,9 m.a.
[95%_HPD= 18,5-7,2 m.a.]. A primeira grande cladogénese dentro da tribo também ocorreu
durante o Mioceno, por volta de 9,1 m.a. [95%_HPD= 13,9-5,1 m.a.] e culminou na separacao
entre os clados (Lophiobrycon weitzmani, Glandulocauda melanopleura) e (G. caerulea,
Mimagoniates spp.). A segunda divergéncia ocorreu, segundo a anélise realizada, ha
aproximadamente 7,9 m.a. [95%_HPD= 12,4-4,6 m.a.] e culminou na separacdo de G. caerulea
da linhagem ancestral que deu origem as diferentes espécies de Mimagoniates analisadas. Ja o
clado composto por L. weitzmani e G. melanopleura teve sua origem datada para o intervalo
entre 10,3-2,6 m.a. [95%_HPD] (média= 6,0 m.a.). Os eventos cladogenéticos em Mimagoniates
tiveram inicio entre o final do Mioceno e o Plioceno (Nedgeno) [média=5,7 m.a.;

95%_HPD=8,9-3,2 m.a.]. A data de divergéncia entre M. microlepis e M. sylvicola indicou uma
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separacdo no comego do Plioceno, h4 aproximadamente 4,9 m.a. [95%_HPD= 7,6-2,6 m.a.]. Ja a
separacdo entre M. lateralis e a linhagem que deu origem ao clado (M. inequalis, M.
rheocharis) se deu por volta de 3 m.a. atras [95%_HPD= 54-1,4 m.a.], também no Plioceno.
Mimagoniates inequalis e M. rheocharis, por sua vez, divergiram bem recentemente,

provavelmente, no Pleistoceno (Quaternario), ha 1,2 m.a. [95%_HPD= 2,4-0,3 m.a.].
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Figura 8. Topologia calibrada a partir da analise de relégio molecular, indicando as estimativas de datas dos

eventos cladogenéticos ocorridos em Glandulocaudini (em destaque). As barras nos nos representam 95% de
HPD (High Posterior Density) dos tempos de divergéncia. O eixo X representa milhdes de anos (m.a.).

4-. Discusséo

4.1. Filogenia molecular
4.1.1. Hipéteses filogenéticas baseadas em dados concatenados

No presente estudo, foi realizada uma analise filogenética da tribo Glandulocaudini
sensu Menezes & Weitzman (2009) e Thomaz et al. (2015) baseada em dados moleculares. Para
esta analise, foram utilizadas sequéncias parciais de trés genes, sendo dois mitocondriais (16S e
COI) e um nuclear (RAG2), que foram concatenadas em uma matriz Unica de dados. A
concatenagdo consiste, justamente, em anexar uma sequéncia de caracteres ao final de outra

para a producdo de uma matriz Unica, sendo feita, geralmente, entre diferentes genes
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mitocondriais, para a criacdo de uma matriz mitocondrial nica, ou entre genes mitocondriais
e nucleares. A primeira pratica, que tem embasamento tedrico na natureza ligada do genoma
mitocondrial, é extremamente comum e tem sido muito utilizada tanto em estudos
filogeograficos quanto em estudos filogenéticos de diversos grupos animais (e.g., Cabanne et
al., 2008; Thomé et al., 2010; Batalha-Filho et al, 2013; Hirschmann et al., 2015; Batalha-Filho &
Miyaki, 2016). A pratica de concatenacdo de sequéncias de loci geneticamente separados (e.g.,
mtDNA e nuDNA) em uma “supermatriz”, por sua vez, tem suas origens na década de 1990 e
estd embasada na ideia da “evidéncia total”, uma vez que a concatenacdo multiloci (aliada a
inclusdo de muitos taxons) foi pensada para maximizar o poder da analise em permitir
inferéncias sobre a historia das espécies (Edwards et al., 2007). Uma das criticas mais comuns a
reconstrucdo filogenética com base em dados moleculares diz respeito ao fato destas analises
resultarem em arvore de genes, que ndo necessariamente representam uma arvore de espécies.
Assim, apesar de existirem criticas ao método de concatenacdo de genes mitocondriais e
nucleares, reconstrucdes filogenéticas baseadas nestas “supermatrizes” tém representado a
forma mais utilizada para propor arvores de espécies com base em dados moleculares (e.g.,
Rokas et al., 2003; Gadagkar et al, 2005 Degnan & Rosenberg, 2006; Kubatko & Degnan, 2007;
Edwards et al, 2007; Thompson et al., 2014; Tonini et al, 2015). Muitos autores tém utilizado
estas “supermatrizes”, obtidas a partir da concatenagéo de sequéncias de genes mitocondriais e
nucleares, para estudos de sisteméatica molecular de diversos grupos de animais (e.g., Brunes et
al., 2010, 2014; Pavan et al., 2013; Batalha-Filho et al, 2014; Lavinia et al., 2015; Menezes et al.,
2015; Che et al, 2016) e esta abordagem tem sido a mais utilizada para a proposicao de
hipéteses filogenéticas em taxons da ictiofauna de agua doce Neotropical (e.g., Calcagnotto et
al., 2005; Javonillo et al, 2010; Oliveira et al, 2011; Roxo et al, 2012, 2014; Thompson et al.,
2014; Thomaz et al., 2015; Silva et al.,2016).

4.1.2. Glandulocaudini Eigenmann sensu Menezes & Weitzman (2009) e Thomaz et al.
(2015) como um grupo monofilético: analises diferentes, resultados semelhantes

Apesar de classificacdo hierarquica distinta, a subfamilia Glandulocaudinae sensu
Menezes & Weitzman (2009) e a tribo Glandulocaudini sensu Thomaz et al. (2015) sdo
equivalentes e incluem os géneros Glandulocauda, Lophiobrycon e Mimagoniates. No presente
estudo, conforme ja mencionado, foi adotada a classificacdo de tribo, pois, além de ser a
proposta mais atual (Thomaz et al., 2015), foi também a recuperada nas analises realizadas.

Assim, as topologias (IB e MV) obtidas a partir da matriz de dados concatenados (16S, COI e

22



RAG?2) indicaram que as espécies de Glandulocauda, Lophiobrycon e Mimagoniates analisadas
constituem um clado muito bem suportado estatisticamente dentro de Stevardiinae sensu
Thomaz et al. (2015). Aqui, é importante ressaltar que, apesar dos resultados nao terem sido
apresentados, as mesmas analises foram realizadas para cada um dos genes independentemente
(16S, 537 pb; COI, 522 pb; RAG2, 770 pb) e, em todas elas, a tribo Glandulocaudini é recuperada
como um grupo monofilético, com elevado valor de suporte estatistico.

Representantes de Glandulocaudini ja foram incluidos em inGmeras analises
filogenéticas, tanto baseadas em dados morfologicos (e.g., Menezes & Weitzman, 1990, 2009;
Castro et al, 2003; Weitzman et al, 2005; Menezes et al, 2008; Mirande, 2010) quanto
moleculares (e.g., Calcagnotto et al., 2005; Javonillo et al., 2010; Oliveira et al., 2011; Thomaz et
al., 2015). A grande maioria das analises baseadas em dados morfoldgicos incluiu todos os
géneros de Glandulocaudini, mas o mesmo nao aconteceu com as analises moleculares e, em
quase todos os estudos realizados, foram analisadas apenas espécies (ou uma espécie) de
Mimagoniates. As excec¢des sdo os trabalhos de Oliveira et al. (2011) e Thomaz et al. (2015),
que, ao estudarem as relacdes de parentesco dentro da familia Characidae e subfamilia
Stevardiinae respectivamente, incluiram amostras de Lophiobrycon, Glandulocauda e
Mimagoniates. Assim como os resultados aqui obtidos, todos os estudos mencionados, que
incluiram representantes dos trés géneros de Glandulocaudini, sejam eles baseados em dados
morfologicos ou moleculares, recuperaram a tribo como sendo um grupo monofilético. Aqui, é
valido ressaltar que, mesmo nas hipdteses baseadas em dados morfologicos, realizadas antes da
descrigao de Lophiobrycon por Castro et al. (2003) (e.g., Menezes & Weitzman, 1990; Weitzman
& Menezes, 1998), o género Glandulocauda é considerado grupo irmédo de Mimagoniates,
formando o clado Glandulocaudini. De acordo com a hipdtese morfolégica mais atual
(Menezes & Weitzman, 2009), baseada principalmente na analise de caracteres sexuais
primarios e secundarios, o clado Glandulocaudini (na época, Glandulocaudinae) é sustentado
por duas sinapomorfias: (1) presenca de escamas modificadas, hipertrofiadas na porcao
terminal do peduinculo caudal, que se estendem a nadadeira caudal a partir da regido ventral
do seu lobo dorsal e (2) presenca de células glandulares na nadadeira caudal, histologicamente
indistinguiveis das “células club” (i.e., células de substdncia de alarme modificadas) e,
provavelmente, associadas a producdo de feromonio durante a corte. Estas sinapomorfias
correspondem aos caracteres 3 e 4 de Menezes & Weitzman (2009: 300), sexualmente
dimorficos, observados em machos maduros e sexualmente ativos. Segundo estes autores, o

primeiro carater (n° 3), apesar de presente, é pouco diferenciado em Lophiobrycon, ja que a
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hipertrofia das escamas nas espécies deste género é mais discreta, sendo considerada pelos
autores como um possivel estado plesiomorfico.

Assim, os resultados obtidos no presente estudo aliados as informacoes disponiveis na
literatura mencionadas anteriormente indicam que, em todas as analises filogenéticas
realizadas até o momento, seja com base em dados morfolégicos ou moleculares, Lophiobrycon
weitzmani e as espécies de Glandulocauda e Mimagoniates analisadas caem como
proximamente relacionadas, formando um clado bem suportado, independente da sua

categoria taxonOmica.

4.1.3. Posicio de Glandulocaudini em Stevardiinae sensu Thomaz et al. (2015)

Em relacdo ao grupo interno, a unica diferenca entre as topologias geradas com base
nas analises de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanca diz respeito ao clado proposto
como grupo irmédo de Glandulocaudini. De acordo com a hipdtese baseada na analise de IB,
esta tribo estd mais relacionada a Stevardiini e o clado (Glandulocaudini, Stevardiini) é grupo
irméo de (Hemibryconini (Diapomini, Creagrutini)) e este agrupamento maior esta relacionado
a Argopleura chocoensis, espécie considerada insertae sedis em Stevardiinae por Thomaz et al.
(2015: 18). Ja segundo a arvore proposta com base na analise de MV, a relacdo ¢é
(Glandulocaudini (Hemibryconini (Diapomini, Creagrutini))), que é grupo irmao de A.
chocoensis e este clado maior esta relacionado a Stevardiini. Os dados da topologia bayesiana
sdo os que mais se assemelham aos apresentados por Thomaz et al. (2015: Fig. 3, pagina 8)
(obtidos por MYV), apesar de ndo ser exatamente idéntica. Segundo estes autores,
(Glandulocaudini, Stevardiini) esta relacionado a Argopleura e este clado é grupo irméo de
(Hemibryconini (Diapomini, Creagrutini)). Aqui, no entanto, é valido ressaltar que, exceto com
relacdo a (Hemibryconini (Diapomini, Creagrutini)), os valores de suporte de nenhum destes
agrupamentos foi considerado alto, nem no presente estudo, nem no de Thomaz et al. (2015)
(i.e., probabilidade posterior <0,95 e bootstrap <50%), indicando que o posicionamento de
Glandulocaudini dentro de Stevardiinae é, de fato, controverso e precisa ser investigado mais a
fundo. No presente estudo, optou-se por nao discutir em detalhes esta questdo (i.e., posicdo da
tribo na subfamilia), primeiro porque o objetivo do trabalho sdo as relacdes internas em
Glandulocaudini, segundo porque, como mencionado no ‘Material & Métodos’, as sequéncias
do grupo interno foram adicionadas a matriz de Thomaz et al. (2015) sem a checagem dos
respectivos vouchers do grupo externo, que inclui as demais tribos de Stevardiinae. Aqui, no
entanto, é valido ressaltar que, apesar da amostragem reduzida de taxons, estudos filogenéticos

anteriores, tanto baseados em dados morfoldgicos (e.g., Mirande, 2010) quanto baseados em
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dados moleculares (e.g., Calcagnotto et al, 2005; Javonillo et al, 2010; Oliveira et al., 2011)
apontam para relacdo mais estreita entre a(s) espécie(s) analisada(s) de Glandulocaudini e

Stevardiini sensu Thomaz et al. (2015).

4.1.4. Relacoes entre os géneros de Glandulocaudini: incongruéncias entre as hipoteses
morfolégicas e moleculares

Como mencionando anteriormente, as analises filogenéticas baseadas em dados
morfoldgicos e moleculares sdo congruentes em relacdo ao monofiletismo de Glandulocaudini.
Estas analises, no entanto, sdo discordantes no que diz respeito as relacdes entre os géneros
desta tribo. Segundo as topologias geradas com base em dados morfolégicos (Castro et al,
2003; Menezes & Weitzman, 2009), Lophiobrycon é grupo irmado do clado (Glandulocauda,
Mimagoniates). Por outro lado, os estudos de filogenia molecular (Oliveira et al., 2011; Thomaz
et al., 2015) apontam para relacdo mais estreita entre Lophiobrycon e Glandulocauda, sendo
este clado grupo irmao de Mimagoniates. Corroborar ou refutar estas hipoteses com base nos
resultados obtidos no presente estudo ndo é uma tarefa simples, visto que, na presente analise o
género Glandulocauda nédo foi recuperado como uma unidade monofilética. Como sera
discutido com maiores detalhes adiante, estudos adicionais, incluindo analises morfologicas e
moleculares, fazem-se necessarios para corroborar ou refutar o parafiletismo deste género,
proposto aqui pela primeira vez. No entanto, levando em consideracdo inica e exclusivamente
as topologias obtidas no presente estudo, os resultados aqui apresentados também rejeitam as
hipéteses baseadas em dados morfoldgicos, uma vez que G. melanopleura, espécie-tipo do
género, é considerada grupo-irmdo de L. weitzmani e nao das espécies de Mimagoniates
analisadas.

De acordo com Menezes & Weitzman (2009), duas sinapomorfias sustentam o clado
(Glandulocauda, Mimagoniates). A primeira (i.e., carater 7) diz respeito aos raios principais 11
e 12 da nadadeira caudal que nos machos sexualmente maduros destes géneros, sdo curvados
ventralmente (ver detalhes na descricdo do carater em Menezes & Weitzman, 2009: 300), ao
passo que os de Lophiobrycon sao retos. Aqui, é valido ressaltar que, apesar de Castro et al.
(2003: 16) terem descrito os raios principais 11 e 12 da nadadeira caudal de L. weitzmani como
“muito ligeiramente curvados na metade distal”, Menezes & Weitzman (2009) néo observaram
esta condicdo na espécie, mesmo analisando machos completamente maduros diafanizados e
corados. Além desta sinapomorfia, no grupo externo e em L. weitzmani, o raio mais externo da

nadadeira pélvica é indiviso, enquanto nas espécies de Glandulocauda e Mimagoniates, em
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especial nos machos sexualmente maduros, este raio é ramificado na sua porcio distal. E
importante destacar que, apesar deste carater (n° 8) ter sido proposto como sinapomorfia nestes
géneros na analise de Menezes & Weitzman (2009), ele tem se mostrado ser uma condi¢ao
variavel entre as diferentes espécies, conforme discutido pelos proprios autores (ver detalhes na
descri¢do do carater, pagina 301). Nao fez parte do escopo deste trabalho reanalisar os
caracteres morfologicos da matriz de Menezes & Weitzman (2009), mas os resultados obtidos a
partir das analises moleculares, associados a variabilidade existente com relacdo as duas
sinapomorfias propostas para (Glandulocauda, Mimagoniates) indicam que estudos
morfoldgicos e moleculares adicionais podem ser interessantes para um entendimento mais
completo da historia evolutiva do grupo, bem como das relacdes entre os géneros que o
compdem. Em relacdo a segunda sinapomorfia de (Glandulocauda, Mimagoniates), por
exemplo, a analise morfoldégica de um nimero maior de espécimes e de diferentes populacoes
alopatricas de Mimagoniates microlepis e Glandulocauda melanopleura, realizadas nos
Capitulos 2 e 3 desta tese, respectivamente, indicaram que a quantidade de raios
indivisos/ramificados na nadadeira pélvica de machos maduros destas espécies ¢ muito mais

variavel do que inicialmente proposto por Menezes & Weitzman (2009).

4.1.5. O caso do género Glandulocauda: duas espécies nao relacionadas

O género Glandulocauda foi criado por Eigenmann (1911) para incluir G. inequalis, G.
melanogenys (espécie tipo) e G. melanopleura. Atualmente, apds uma série de mudancas
taxondmicas, apresentadas em detalhe no Capitulo 3, fazem parte do género apenas as espécies
G. melanopleura (= G. melanogenys de Eigenmann) e G. caerulea. (= G. melanopleura de
Eigenmann). Em nenhuma hipétese filogenética proposta até o momento com base em
caracteres morfologicos (e.g., Weitzman et al., 1988; Menezes & Weitzman, 1990, 2009; Castro
et al, 2003; Menezes et al, 2008), a relacio mais estreita entre estas duas espécies foi
questionada e o género Glandulocauda sempre foi recuperado como uma unidade
monofilética. Em relacdo as hipoteses baseadas em dados moleculares, o monofiletismo de
Glandulocauda nao pode ser discutido, uma vez que, em todos os estudos que incluiram o
género (i.e., Oliveira et al, 2011; Thomaz et al., 2015), apenas sequéncias de G. melanopleura
foram analisadas. Assim, no presente trabalho foi realizada a primeira analise filogenética com
base em dados moleculares na qual foi incluida, além de G. melanopleura, a espécie G.

caerulea.
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Os resultados obtidos no presente estudo a partir de ambas as analises (IB e MV)
indicaram que, diferentemente do que foi obtido através da analise dos caracteres
morfologicos, o género Glandulocauda nao representa uma unidade monofilética, uma vez que
G. melanopleura é mais relacionada a L. weitzmani, enquanto G. caerulea forma um clado com
as espécies de Mimagoniates analisadas. Aqui é importante ressaltar que, apesar dos resultados
nao terem sido apresentados, as mesmas analises foram realizadas para cada um dos genes
independentemente (116S, 537 pb; COI, 522 pb; RAG2, 770 pb) e, em todas elas, o género
Glandulocauda aparece como parafilético. Sobre estas analises, é valido também mencionar
que apesar de na matriz concatenada, s6 ter sido incluido um espécime de G. caerulea (ja que
em apenas um, os trés genes foram sequenciados, como indicado em ‘Material & Métodos’),
nas matrizes mitocondriais, sequéncias de mais individuos desta espécie foram inseridas, com o
mesmo resultado. Ainda sobre as amostras utilizadas no presente estudo, é valido ressaltar que,
tanto em G. caerulea quanto como em G. melanopleura, estas foram obtidas a partir de
material coletado na localidade tipo ou adjacéncias, nas bacias dos rios Iguacu e Alto Tieté,
respectivamente.

De acordo com a hipotese morfologica mais atual (Menezes & Weitzman, 2009), duas
sinapomorfias, observadas nos machos sexualmente maduros, sustentam o clado (G.
melanopleura, G. caerulea). A primeira é representada pelo estado 2 do carater 7 mencionado
anteriormente: raios principais 11 e 12 da nadadeira caudal ligeiramente curvados
ventralmente, estagio inicial que caracteriza a formacdo de uma glandula em taxons mais
derivados relacionados (Menezes & Weitzman, 2009: 301; Figs. 15 e 25, paginas 313 e 321,
respectivamente). Ja a segunda sinapomorfia do género (carater 12, estado 2) é descrita por
Menezes & Weitzman (2009: 301-302; Figs. 14 e 23, paginas 312 e 320, respectivamente) como
rajos principais 11 e 12 da nadadeira caudal ligeiramente curvados ventralmente; tecido
glandular disperso ao longo dos raios principais 10-15 da nadadeira caudal. Conforme ja
mencionado, ndo faz parte dos objetivos do presente estudo realizar uma analise aprofundada
dos caracteres morfologicos levantados e discutidos por Menezes & Weitzman (2009) para
caracterizar Glandulocaudini como um todo. No entanto, individuos de G. caerulea e
especialmente de toda a area de distribuicdo de G. melanopleura foram analisados no Capitulo
3 desta tese e, de fato, estas caracteristicas, propostas como sinapomorfias do género na analise
de Menezes & Weitzman (2009), foram observadas nos machos sexualmente maduros de ambas
as espécies.

Das incongruéncias observadas entre a hipdtese filogenética baseada em dados

moleculares aqui proposta e aquela apresentada por Menezes & Weitzman (2009) obtida a
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partir de evidéncias morfologicas, certamente o parafiletismo de Glandulocauda é a que mais
se destaca. Em estudo recente com uma familia de morcegos (Phyllostomidae), Davalos et al.
(2012) fizeram uma revisdo extensa sobre incongruéncias filogenéticas, sejam elas entre
topologias obtidas a partir de evidéncias morfologicas e moleculares, ou entre arvores
propostas com base em conjunto distintos de dados moleculares (e.g., mtDNA vs. nuDNA).
Neste trabalho, os autores pontuam algumas das possiveis causas de incongruéncias entre
topologias obtidas com base em dados morfologicos e moleculares e destacam, por exemplo,
questdes metodologicas, que incluem amostragem taxonomica e métodos analiticos. Em
relacdo a amostragem taxondmica, os autores destacam nao apenas a escolha dos taxons
propriamente dita, como também a identificacdo correta dos vouchers. No presente estudo, em
relacdo ao grupo interno, s6 foram utilizadas sequéncias génicas de vouchers examinados e
identificados com base nos caracteres diagnosticos de cada espécie, de maneira que
‘identificacdo errénea’ nao parece ser o problema. Por outro lado, o grupo externo e o taxon
utilizado para enraizamento das topologias moleculares aqui obtidas ndo foram os mesmos de
Menezes & Weitzman (2009) e talvez esta seja uma questdo relacionada a amostragem
taxonOmica que precisa ser revista. Os métodos analiticos, de fato, foram diferentes, ao passo
que, no presente estudo, as topologias apresentadas foram obtidas através dos métodos
probabilisticos de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana, enquanto Menezes &
Weitzman (2009) utilizaram o método de Maxima Parciménia (MP). Aqui, no entanto, é valido
ressaltar que, justamente em funcdo do posicionamento de G. caerulea, a matriz de dados
concatenados (16S, COI e RAG2, 1829 pb) no presente estudo foi também analisada através do
método de MP e as relagdes propostas para Glandulocaudini foram idénticas aquelas das
analises de IB e MV. Pode ser que as incongruéncias encontradas entre as topologias sejam
apenas reflexo da natureza distinta das matrizes de dados e que, caracteres moleculares e
morfologicos, de fato, contem historias diferentes em relacdo ao género, conforme ja relatado
em grupos de animais e plantas (e.g., Sotiaux et al, 2009; Tornow & Skelton, 2012). Por outro
lado, a incongruéncia destes resultados é uma indicacdo de que talvez a histéria evolutiva dos
glandulocaudineos, mais especificamente do género Glandulocauda, seja mais complexa do
que se imaginava. Assim, para um melhor entendimento desta histéria, bem como das relacdes
de parentesco dentro de Glandulocaudini, sugere-se que dados morfologicos e moleculares
sejam combinados para uma anélise de evidéncia total, como tem sido feito em diversos grupos
de peixes de dgua doce neotropicais nos ultimos anos (e.g., Farias et al., 2000; Lovejoy et al.,
2010; Tagliacollo et al, 2012; 2016). Segundo Hillis (1987), a combinagdo de estudos

morfologicos e moleculares deve fornecer uma visdo verdadeiramente abrangente e completa
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da evolucdo da biota. Assim, tendo em vista a necessidade de estudos adicionais, tanto
morfoloégicos quanto moleculares, nenhuma modificagdo taxonomica sera feita dentro de

Glandulocauda e os nomes G. melanopleura e G. caerulea serdo mantidos por enquanto.

4.1.6. O género Mimagoniates e as relacoes de parentesco entre suas espécies

No presente estudo, foram analisadas sequéncias génicas de cinco das sete espécies de
Mimagoniates, M. lateralis, M. inequalis, M. microlepis, M. rheocharis e M. sylvicola, que
formaram um grupo monofilético com elevado suporte estatistico em ambas as analises (IB e
MYV, 1 de probabilidade posterior e 100% de bootstrap). De acordo com Menezes & Weitzman
(2009), trés sinapomorfias sustentam o monofiletismo de Mimagoniates: (1) presenca de
escamas alongadas na base do lobo dorsal da nadadeira caudal, que se estendem
posteriormente como uma espécie de membrana, cobrindo (mas sem aderéncia) a regido do
tecido glandular (carater 9, pagina 301); (2) nenhum ou apenas um gancho por raio da
nadadeira anal de machos adultos (carater 10, pagina 301); e (3) dentes do osso pré-maxilar
dispostos em uma série irregular (carater 11, pagina 301). Apesar de terem sido incluidas quase
todas as espécies de Mimagoniates, os resultados aqui obtidos ndo permitem corroborar ou
refutar a hipdtese do seu monofiletismo, uma vez que nao foram analisadas sequéncias de M.
barberi, espécie tipo do género. A outra espécie ndo amostrada foi M. pulcher, descrita
recentemente por Menezes & Weitzman (2009), com base em material coletado em 1934 em
uma localidade incerta no Estado do Mato Grosso; até o momento, sé é conhecido o material
tipo desta espécie (holotipo, MNR]J 17814 e 28 paratipos, MNRJ 4233). A auséncia de tecido e de
sequéncias génicas disponiveis no GenBank de M. barberi e M. pulcher inviabilizaram a
inclusdo delas nas analises realizadas no presente estudo. Ainda assim, é valido ressaltar que,
entre os trabalhos de filogenia molecular em que foram incluidos representantes de
Glandulocaudini (e.g., Calcagnotto et al, 2005; Javonillo et al, 2010; Oliveira et al, 2011;
Thomaz et al, 2015), o presente estudo é o mais representativo do género Mimagoniates, com
destaque para M. sylvicola, cujas sequéncias génicas foram analisadas pela primeira vez.

De acordo com a hipdtese morfologica mais atual (Menezes & Weitzman, 2009), as
espécies de Mimagoniates estao divididas em dois clados, cujas relacdes internas nao foram
satisfatoriamente esclarecidas, sendo uma tricotomia, que inclui (M. barberi, M. pulcher, M.
inequalis), e uma politomia formada por (M. sylvicola, M. lateralis, M. microlepis, M.
rheocharis). As sinapomorfias que sustentam cada um destes clados sdo observadas nos
machos sexualmente maduros e estdo relacionadas aos raios principais 11 e 12 da nadadeira

caudal (carater 7) e ao orgado caudal bombeador de feroménio, presente também nesta
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nadadeira (carater 12). Nas espécies do clado (M. barberi, M. pulcher, M. inequalis), os raios 11
e 12 da caudal sdo fortemente curvados ventralmente e alargados, com a formacao de um sulco
entre eles (Menezes & Weitzman, 2009: 300-301, carater 7, estado 2). Estes autores
consideraram esta condicdo como intermediaria entre aquelas observadas nos géneros
Lophiobrycon e Glandulocauda (estados 0 e 1, respectivamente) e aquela presente em (M.
sylvicola, M. lateralis, M. microlepis, M. rheocharis) (estado 3). Nas espécies desta politomia,
estes raios, além de curvados ventralmente, sdo modificados em uma espécie de suporte para o
6rgao caudal, em uma complexa associacdo com os raios 9, 10 e 13, que também sao
modificados. O 6rgao caudal de (M. barberi, M. pulcher, M. inequalis) apresenta uma condicao
rudimentar e o tecido glandular estd principalmente concentrado sobre e ao redor dele
(Menezes & Weitzman, 2009: 301, carater 12, estado 3). J4 nos machos sexualmente maduros de
(M. sylvicola, M. lateralis, M. microlepis, M. rheocharis), os raios 11 e 12 da nadadeira caudal
sdo curvados ventralmente, modificados e formam um complexo e bem desenvolvido 6rgao
bombeador de feromonio (glandula); o tecido glandular é hipertrofiado e esta restrito a area
localizada imediatamente ao redor e sobre a regido da “bomba caudal” (Menezes & Weitzman,
2009: 301-302, carater 12, estado 4).

No presente estudo, nenhuma politomia foi encontrada entre as cinco espécies de
Mimagoniates analisadas. Os resultados obtidos apontam para uma relacdo mais estreita entre
M. inequalis e M. rheocharis, que formam um clado relacionado a M. lateralis, enquanto M.
sylvicola e M. microlepis sdo consideradas espécies irmas. A auséncia de resolucdo da topologia
apresentada por Menezes & Weitzman (2009) e a ndo inclusao de M. barberi e M. pulcher no
presente estudo dificultam a comparacdo entre os dois resultados. Das reconstrugoes
filogenéticas baseadas em evidéncias moleculares (e.g., Calcagnotto et al., 2005; Javonillo et al.,
2010; Oliveira et al.,, 2011; Thomaz et al., 2015), apenas as de Javonillo et al. (2010), relativa a
familia Characidae, e Thomaz et al. (2015), abordando a subfamilia Stevardiinae, incluiram
mais de duas espécies de Mimagoniates. As topologias apresentadas em ambos os trabalhos
foram baseadas na matriz de dados concatenados, incluindo tanto genes mitocondriais quanto
nucleares. Os resultados obtidos no presente estudo e no trabalho de Javonillo et al. (2010) sao
concordantes em relacao ao clado (M. inequalis, M. rheocharis), mas discordantes a respeito da
relacdo (M. microlepis, M. lateralis) proposta por estes autores. Entretanto, é valido ressaltar
que Javonillo et al. (2010) ndo analisaram sequéncias de M. sylvicola, espécie aqui proposta
como sendo grupo irmdo de M. microlepis. Ja Thomaz et al. (2015) incluiram apenas trés

espécies de Mimagoniates e propuseram a seguinte hipdtese de relacdo (M. microlepis (M.
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inequalis, M. rheocharis)), de maneira que nenhuma incongruéncia foi evidenciada em relacao
a topologia aqui apresentada.

Em relacdo a hipotese morfologica de Menezes & Weitzman (2009), é importante
mencionar que, conforme destacado pelos proprios autores, esta se baseou, principalmente, na
analise de caracteres sexuais primarios e secundarios de machos adultos. No total, Menezes &
Weitzman (2009) levantaram 14 caracteres, mas estes nao foram suficientemente esclarecedores
com relacdo as espécies de Mimagoniates, em virtude das politomias observadas. Assim, para
um melhor entendimento das relagdes internas em Mimagoniates, sugere-se a realizacdo de
uma analise de evidéncia total ampla, que inclua, além dos dados moleculares, um nimero

maior de caracteres morfologicos do que aqueles ja utilizados em hipoteses prévias.

4.2. Biogeografia de Glandulocaudini: padrao de distribuicio e tempos de divergéncia

Embora tenham sido realizados diversos trabalhos sobre sistematica e biogeografia de
Glandulocaudini (e.g., Menezes & Weitzman, 1990, 2009; Menezes et al., 2008), que
representam avanco consideravel no conhecimento do grupo, amostragens recentes revelaram
aspectos inéditos relativos, principalmente, ao padrao de distribuicdo de algumas das suas
espécies. Estas informacdes serdo apresentadas a seguir e discutidas, sempre que possivel, com
base em informacdes geomorfologicas disponiveis e nas datagoes estimadas no presente estudo
através da analise de relogio molecular.

Conforme ja mencionado, os géneros Glandulocauda e Lophiobrycon tém distribuicao
aparentemente restrita a riachos que drenam terras altas do escudo cristalino brasileiro,
enquanto as espécies de Mimagoniates ocorrem, no geral, em terras baixas, principalmente na
planicie litoranea (Castro et al, 2003; Menezes et al., 2008; Menezes & Weitzman, 2009). O
género Lophiobrycon, que compreende uma unica espécie, L. weitzmani, era considerado
endémico de riachos de cabeceiras da bacia do rio Grande, afluente do alto rio Parana (Castro
et al., 2003; Menezes et al., 2008, Menezes & Weitzman, 2009). Recentemente (2011), no entanto,
foram coletados exemplares de L. weitzmani (LBP 11820) em um pequeno tributario do alto
curso da bacia do rio Sao Francisco, em Sao Roque de Minas, no Estado de Minas Gerais. Parte
deste material foi examinada no presente estudo e, de fato, trata-se da espécie, de maneira que
este é o primeiro registro da L. weitzmani fora da bacia do alto Parana. No entanto, ainda
assim, Lophiobrycon continua tendo distribuicdo restrita a riachos de planalto, em terras altas
da porc¢ao sudeste do escudo cristalino brasileiro (Fig. 9). No presente estudo, nao foi possivel
extrair material genético do material coletado na bacia do rio Sdo Francisco, de maneira que

sequéncias desta populacdo ndo puderam ser incluidas nas analises filogenéticas e de relogio
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molecular. De qualquer forma, o compartilhamento de L. weitzmani entre cabeceiras destas
duas bacias é mais um indicio das relacdes historicas entre o alto rio Parana e o alto Sao
Francisco, ja mencionadas por diversos autores (e.g., Ribeiro, 2006; Buckup, 2011). Justamente
por estarem restritos aos corpos d’agua em que ocorrem, os peixes estritamente de agua doce,
como aqueles da tribo Glandulocaudini, dependem de conexdes diretas entre as bacias
hidrograficas para aumentar sua dispersao, de maneira que é esperada uma forte relacdo entre
a historia das bacias e sua ictiofauna (Weitzman & Weitzman, 1982; Hischmann et al., 2015).
Aqui, destacam-se os eventos de capturas fluviais, que atuam, reconhecidamente, como um
importante processo biogeografico e cladogenético em taxons de dgua doce (Mayden, 1988;
Ribeiro, 2006; Waters et al., 2006). De acordo com Ribeiro (2006), a origem e movimentacao
tectonica do graben (ou fossa tectonica) de Taubaté pode ter resultado em diversas capturas de
cabeceiras entre drenagens adjacentes no escudo cristalino brasileiro, tais como os rios Tieté,
Grande (localidade tipo de L. weitzmani) e Sao Francisco. Buckup (2011) também sugere uma
conexao geologicamente recente entre as bacias dos rios Parana e Sao Francisco, especialmente
através da drenagem do rio Grande, que teria possibilitado o intercimbio de fauna entre estas
drenagens. Segundo este autor, mais de 80% das espécies de peixes compartilhadas entre a
bacia do rio Sdo Francisco e Parana ocorrem no rio Grande, o que corresponde a mais de da
metade das espécies da ictiofauna desta bacia.

No presente estudo, o género Glandulocauda nao foi corroborado como monofilético,
mas, conforme ja discutido, analises adicionais (morfolégicas e moleculares) se fazem
necessarias para testar esta hipdtese e entao, se for o caso, propor mudancgas taxonémicas para
as espécies do género. Independentemente destas questdes ou do nome que elas recebam, tanto
G. caerulea quanto G. melanopleura, sdo, aparentemente, endémicas de riachos que drenam
terras altas do escudo cristalino brasileiro. Glandulocauda caerulea foi descrita do alto rio
Iguacu, um dos principais afluentes da bacia do Parana, e tem ocorréncia registrada para a
parte sudeste do escudo cristalino brasileiro, nos Estados do Parana e Santa Catarina (Ribeiro,
2006; Menezes et al, 2008; Menezes & Weitzman, 2009). Como serd visto em detalhes no
Capitulo 3, a distribuicao de G. melanopleura é bem mais ampla do que se tinha conhecimento
até entdo e a espécie, que foi descrita do Alto Tieté, também tem distribuicdo registrada em
areas adjacentes a localidade tipo, nas porcoes altas dos rios costeiros Guaratuba, Itanhaém,
Itatinga e Ribeira do Iguape (Ribeiro et al, 2006; Menezes et al., 2007; Serra et al, 2007,
Menezes et al., 2008; Menezes & Weitzman, 2009). Aqui, é importante ressaltar que, mesmo
com relacdo as populacoes de G. melanopleura que ocorrem em bacias costeiras, a distribuicao

da espécie esta restrita as porcoes altas destas bacias, localizadas no escudo cristalino brasileiro.
32



Assim, até o momento, ndo foram encontradas populacdes de Glandulocauda na planicie
litoranea.

Assim como no caso de Glandulocauda e Lophiobrycon, as espécies de Mimagoniates
tém, predominantemente, distribuigao restrita, com um alto grau de endemismo reconhecido.
No entanto, diferente dos demais, tipicos de regides de elevadas altitudes do escudo cristalino
brasileiro, o género Mimagoniates ocorre, no geral, em areas baixas de planicie litoranea, em
drenagens costeiras desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul (Weitzman et al., 1988;
Menezes et al., 2008; Menezes & Weitzman, 2009). Como sera visto em detalhes no Capitulo 2,
a Unica espécie que apresenta padrao de distribuigao diferenciado é M. microlepis, que, além de
ser amplamente distribuida em rios e riachos costeiros desde a Bahia até o Rio Grande do Sul,
também distribui-se em regides mais altas, no escudo cristalino brasileiro, em tributarios dos
rios Iguacu e Tieté, afluentes do alto rio Parana. Ainda sobre a distribuicdo das espécies de
Mimagoniates, é vélido ressaltar o caso de M. sylvicola. De acordo com Menezes et al. (2007) e
Menezes & Weitzman (2009), a espécie, que foi descrita de um pequeno riacho na cidade de
Prado, extremo sul da Bahia, tem distribui¢do conhecida apenas em pequenas drenagens entre
esta cidade e Porto Seguro (BA). Expedicoes recentes em outras bacias do estado, entretanto,
indicaram que a distribuicdo de M. sylvicola ¢ bem mais ampla do que se tinha conhecimento e
a espécie também ocorre em riachos ao norte de Porto Seguro, sempre muito préximo ao
litoral. No sentido sul-norte, foram coletados exemplares de M. sylvicola na bacia do rio Pardo
(MZUSP 112657 e 112679), em pequenas drenagens da regido do Reconcavo Sul, entre as
cidades de Valenca e Salvador (MZUSP 112691; UFBA 5780, 6295, 7004) e também na bacia do
rio Real, ja na divisa com o Estado de Sergipe (MZUSP 115092), que passa a ser o limite norte
de distribuicdo da tribo Glandulocaudini, cujo padrao de distribuicao atualizado é apresentado
na Fig. 9. A distribuicao disjunta de M. sylvicola aliado aos processos de degradacdo ambiental
que reconhecidamente ocorreram nao apenas na area de ocorréncia da espécie, mas em toda a
planicie litordnea do leste do Brasil (Menezes et al, 2007), sugerem que M. sylvicola,
provavelmente, ocorria de maneira continua ao longo de riachos costeiros da Bahia, mas que
extincoes locais foram responsaveis pelo atual padrao disjunto de distribuicdo da espécie. Aqui,
¢ importante destacar que, apesar da falha de amostragem ser uma possibilidade, os inimeros
esforcos de coleta e analise de material de drenagens deste estado (e.g., Camelier, 2010; Burger

et al, 2011; Camelier & Zanata, 2014) indicam que talvez este nao seja o caso.
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Figura 9. Mapa de distribuicdo dos géneros e espécies de Glandulocaudini analisados no
presente estudo. O X representa Lophiobrycon weitzmani; os triangulos o género
Glandulocauda, G. melanopleura em preto e G. caerulea em azul; os circulos indicam as
espécies de Mimagoniates, no sentido norte-sul: M. sylvicola (branco), M. microlepis
(amarelo), M. lateralis (vermelho), M. rheocharis (roxo) e M. inequalis (marrom). Este mapa
esta atualizado em relacdo ao apresentado por Menezes et al. (2008), com base em
informacoes disponibilizadas por Menezes & Weitzman (2009) e obtidas no presente estudo.

De acordo com Ribeiro et al. (2016), Glandulocaudini provavelmente é o grupo de
peixes de dgua doce melhor estudado do ponto de vista biogeografico. A biogeografia de
Glandulocaudini propriamente dita foi discutida por Weitzman et al. (1988), Menezes &
Weitzman (1990) e, mais recentemente, foi revisada por Menezes et al. (2008), tendo como base
os estudos das relacoes filogenéticas conhecidas na época e informacdes geomorfologicas. A
topologia resultante das analises de IB e MV com base na matriz de dados concatenadas,
necessaria para analise de relogio molecular realizada no presente estudo, corroborou o
monofiletismo de Glandulocaudini, conforme ja indicado por estes autores e também por
Menezes & Weitzman (2009). No entanto, as relacdes entre os géneros/espécies nao foram
exatamente as mesmas, de maneira que a discussdo apresentada a seguir sobre tempo de
divergéncia entre os taxons sera feita com base na topologia ((Glandulocauda melanopleura,

Lophiobrycon) (Glandulocauda caerulea, Mimagoniates)).
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De acordo com a calibracdo do relégio molecular aqui proposto, a primeira grande
cladogénese dentro de Glandulocaudini ocorreu no Mioceno, por volta de 9 m.a., que culminou
com a separacdo entre os clados (Lophiobrycon weitzmani, Glandulocauda melanopleura) e (G.
caerulea, Mimagoniates spp.). O primeiro deles inclui espécies restritas a riachos que drenam o
escudo cristalino brasileiro e o segundo é formado tanto por uma espécie de escudo (G.
caerulea) como por espécies de Mimagoniates, distribuidas, primordialmente, ao longo da
planicie costeira do leste do Brasil. A segunda divergéncia ocorreu, segundo a analise realizada,
ha quase 8 m.a. e culminou na separacao de G. caerulea da linhagem ancestral que deu origem
as diferentes espécies de Mimagoniates analisadas. Os eventos cladogenéticos neste género
tiveram inicio no final do Terciario e perduraram até recentemente, no Pleistoceno. Diversos
autores ja discutiram o padrdo de distribui¢io de Glandulocaudini como um todo ou de
algumas das suas espécies (e.g., Weitzman et al., 1988; Menezes & Weitzman, 1990; Ribeiro,
2006; Ribeiro et al, 2006; Menezes et al., 2008) e a maioria dos trabalhos sugere que a
diversificacdo inicial do grupo se deu no antigo escudo cristalino brasileiro, em terras altas,
drenadas pela paleodrenagem do alto rio Parana, sendo a ocupacdo das terras baixas, incluindo
e as drenagens costeiras do leste do Brasil, mais recente. Os resultados obtidos no presente
estudo ajudam a corroborar tal hipodtese, ja que os eventos cladogenéticos mais antigos
ocorreram entre linhagens desta tribo que ficaram restritas ao escudo cristalino. Segundo
Menezes et al. (2008), a ocorréncia restrita e distribuicdo alopatrica de Glandulocauda e
Lophiobrycon sugerem um padrao de distribuicdo relictual associado a uma linhagem ancestral,
que estava amplamente distribuida no alto Parana. A hipdtese de que a parte superior da atual
bacia do Parana seja uma area biogeografica antiga é fortemente apoiada por evidéncias
geologicas (Menezes et al., 2008). Segundo Ribeiro (2006), processos erosivos continuos ao
longo da margem leste da escarpa da Serra do Mar teriam sido responsaveis pela transferéncia
de estoques ancestrais das terras altas, como, por exemplo, da bacia do alto Parana para os rios
de planicie, onde os grupos seriam submetidos a um processo de diversificagdo subsequente.
Apesar de Weitzman et al. (1988) reconhecerem a importancia dos eventos de capturas de
cabeceira na distribuicdo das espécies de Glandulocaudini, estes autores sugerem que a atual
diversificacdo do grupo tenha sido moldada, principalmente, pelas flutuacdes do nivel do mar
ocorridas no Pleistoceno. Assim, de acordo com a hipotese destes autores, o recuo do mar teria
permitido a dispersdo de um ancestral comum entre as drenagens costeiras, que estariam
potencialmente conectadas ao longo da plataforma continental; a ascensdo do nivel do mar
teria promovido a separagdo destas drenagens e o consequente isolamento das suas populacdes,

que se tornaram isoladas, possibilitando assim, eventos de especiacdo. De acordo com Menezes
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et al. (2008) e Ribeiro et al. (2016), no entanto, o conhecimento mais recente do grupo e,
principalmente, de aspectos da evolucdo tecténica da parte cisandina da América do Sul,
possibilita uma explicacdo diferente. Segundo estes autores, o cenario seria é exatamente o
oposto do proposto por Weitzman et al. (1988), apesar de ter sido reconhecida a importancia
das flutuacdes do nivel do mar na distribuicdo geografica do grupo, a diversificacdo atual de
Glandulocaudini seria resultante, principalmente, de reativacdes tecténicas ao longo da
margem oriental do escudo cristalino brasileiro, uma &rea sujeita a levantamento tectonico
recente, que pode ter proporcionado contato entre os rios costeiros e afluentes da parte alta
adjacente a leste do alto rio Parana. A datacdo estimada no presente estudo para a primeira
cladogénese em Mimagoniates corrobora a hipdtese mais recente de Menezes et al. (2008), uma
vez que a primeira grande separacdo dentro do grupo data do Mioceno-Plioceno (Terciario),
sendo mais antiga do que as flutuacdes do nivel do mar, ocorridas no Pleistoceno
(Quaternario). Como sera discutido em detalhes no Capitulo 2, o papel das flutuacoes
pleistocénicas do nivel do mar na distribuicdo das espécies de Glandulocaudini, mais
especificamente do género Mimagoniates, que ocorre préoximo ao litoral, parece ter maior
destaque em nivel populacional, sendo as principais responsaveis pela distribuicdo atual
estruturacdo encontrada hoje em algumas espécies do género, como M. microlepis, por
exemplo.

A topologia e a datacdo proposta para as primeiras cladogéneses em Glandulocaudini
também corroboram a hipotese de que este grupo seja um exemplo do “padrdo biogeografico
B” proposto por Ribeiro (2006), como ja indicado por este autor. De acordo com ele, neste
padrao, podem ser incluidos géneros de peixes de 4gua doce ocorrentes em drenagens costeiras
do leste do Brasil, onde sdo mais diversos em numero de espécies (no caso, Mimagoniates),
cujo(s) grupo(s) rmao(s) apresenta(m) um nimero menor de espécies, distribuido de maneira
restrita em rios de planalto do escudo cristalino brasileiro (no caso, Glandulocauda e
Lophiobrycon). De acordo este autor, os taxons incluidos neste padriao apresentam uma histdria
biogeografica intermediaria, resultante do continuo intercambio faunistico entre rios de

planalto do escudo cristalino brasileiro e rios costeiros do leste do Brasil ao longo do Terciario.

5 . Conclusées

No presente estudo foi realizada uma analise de filogenia molecular de
Glandulocaudini, uma tribo de peixes de dgua doce da subfamilia Stevardiinae (Characidae),

que esta distribuida, principalmente, em partes do leste e sul do Brasil, mas também no
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Paraguai e nordeste do Uruguai. As topologias resultantes das analises de Inferéncia Bayesiana
e Maxima Verossimilhanca, obtidas através de uma matriz de dados concatenados (genes
mitocondriais, 16S rRNA e COI, e gene nuclear RAG2), foram concordantes a respeito do
monofiletismo da tribo, indicando que os géneros Glandulocauda, Lophiobrycon e
Mimagoniates estao proximamente relacionados e formam um clado muito bem suportado.
Este resultado é congruente com hipéteses filogenéticas propostas previamente para o grupo,
tanto com base em dados morfolégicos quanto com base em evidéncias moleculares. Aqui, é
importante mencionar que, nestas ultimas, o foco dos estudos nio era Glandulocaudini, de
maneira que o presente trabalho representa a primeira analise de filogenia molecular que tem
como foco as relacdes internas da tribo. Os glandulocaudineos incluem dez espécies e, no
presente estudo, foram analisadas sequéncias génicas de oito delas, sendo este o estudo baseado
em dados moleculares que incluiu o maior numero de representantes do grupo até o momento.
Ainda sobre amostragem, é valido também mencionar que sequéncias das espécies
Glandulocauda caerulea e Mimagoniates sylvicola foram analisadas pela primeira vez.
Diferentemente do proposto por meio da analise baseada em dados morfolégicos, os resultados
do presente estudo indicaram que o género Glandulocauda nao é monofilético, visto que G.
melanopleura foi considerada grupo irmao de L. weitzmani enquanto a sua unica congénere, G.
caerulea, formou um clado com as espécies de Mimagoniates analisadas. Em virtude das
incongruéncias entre os resultados obtidos a partir das evidéncias morfologicas e moleculares,
nao foi proposta nenhuma modificagdo nomenclatural ou taxonémica em Glandulocauda, até
que analises adicionais sejam realizadas. Aqui, é proposta uma analise de evidéncia total, na
tentativa de esclarecer as incongruéncias de resultados a respeito de Glandulocauda e também
para que se tenha um entendimento mais completo da histéria evolutiva e das relacdes de
parentesco da tribo como um todo. Foram obtidas sequéncias de cinco das sete espécies de
Mimagoniates, que formaram um grupo monofilético, conforme ja indicado através das
analises baseadas em dados morfologicos. Os resultados obtidos no presente estudo, entretanto,
nao sdo suficientes para corroborar a hipdtese de monofiletismo do género, visto que amostras
de M. barberi, espécie tipo do género, ndo foram incluidas nas analises. A hipdtese morfologica
filogenética atual de Glandulocaudini ndo esclareceu de maneira satisfatoria as relacdes entre
as espécies de Mimagoniates. No presente estudo, nao foi encontrada nenhuma politomia e a
relacdo proposta para as espécies do género é ((M. microlepis, M. sylvicola) (M. lateralis (M.
inequalis, M. rheocharis))). Mais uma vez, sugere-se uma analise combinada de dados
morfoldgicos e moleculares para melhor compreensiao das relagdes dentro do género. Neste

caso, mesmo que ndo seja possivel obter sequéncias génicas das espécies de Mimagoniates
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faltantes, em especial M. pulcher (pelas razdes mencionadas na discussdo), estas espécies
poderao ser analisadas do ponto de vista morfologico. As datagdes propostas através da analise
de relégio molecular indicaram que a diversificacdo de Glandulocaudini teve inicio no
Nebégeno e que os primeiros eventos cladogenéticos na tribo resultaram nas espécies que,
atualmente, tém distribuicdo restrita a riachos que drenam as partes altas do escudo cristalino
brasileiro. Estes riachos ou sdo tributarios do alto curso da bacia do rio Parania ou das
cabeceiras de drenagens costeiras proximas, indicando que, muito provavelmente, a origem e
diversificacdo do grupo tiveram inicio nesta regido, com ocupacdo das areas de planicie
posteriormente, conforme ja proposto por alguns autores. Eventos de capturas de cabeceiras
teriam sido responsaveis pela ocorréncia das espécies de Glandulocaudini nas drenagens
costeiras do leste do Brasil. As flutuacoes do nivel do mar, ocorridas mais recentemente
também influenciaram o atual padrdo de distribuicdo das espécies do grupo, mas,

aparentemente, tiveram maior significancia em nivel populacional.
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7. Apéndice A

Tabela 1. Lista das espécies de Glandulocaudini utilizadas no presente estudo, com seus
respectivos numeros de vouchers e tecido, além da localidade. Em relacdo aos vouchers/tecido, o
mesmo tombo indica que o espécime foi depositado inteiro na colegdo de tecido.

Espécie Vouchers Tecido Localidade
Lophiobrycon weitzmani MNRJ 31626 Dados GenBank Rio Grande, MG
Lophiobrycon weitzmani MNRJ 31664 Dados GenBank Rio Grande, MG

Glandulocauda caerulea

MZUSP 117479-2

Rio Iguagu, PR

Glandulocauda melanopleura LBP 4507 LBP 24538 Alto Tieté, SP
Glandulocauda melanopleura LBP 4507 LBP 24542 Alto Tieté, SP
Mimagoniates inequalis LBP 3383 LBP 21275 Arroio dos Corrientes, RS
Mimagoniates inequalis LBP 3383 LBP 21277 Arroio dos Corrientes, RS
Mimagoniates lateralis LBP 70082 Itanhaém, SP
Mimagoniates lateralis LBP 11450 LBP 52283 Itapoéa, SC
Mimagoniates microlepis LBP 70049 Rio Pardo, BA
Mimagoniates microlepis LBP 70048 Rio Itatnas, ES
Mimagoniates microlepis LBP 10756 LBP 49795 Rio Paraiba do Sul, RJ

Mimagoniates microlepis

MZUSP 118711 (topétipo 7)

Rio Macacu, RJ

Mimagoniates microlepis LBP 6817 LBP 33039 Itanhaém, SP
Mimagoniates microlepis LBP 7545 LBP 36092 Ribeira de Iguape, SP
Mimagoniates microlepis MZUSP 115093 LBP 70071 Alto Tieté, SP
Mimagoniates microlepis LBP 7170 LBP 34359 Morretes, PR
Mimagoniates microlepis LBP 7150 LBP34288 Matinhos, PR
Mimagoniates microlepis LBP 3639 LBP 21685 Jaragué do Sul, SC
Mimagoniates microlepis LBP 13208 LBP 55228 Iguacu, PR
Mimagoniates rheocharis UFRGS 12896 UFRGS 911C Rio Ararangud, SC
Mimagoniates sylvicola LBP 70017 Prado, BA
Mimagoniates sylvicola MZUSP 112691 LBP 70019 Rio Patipe, BA
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CAPITULO 2

Filogeografia e historia demografica de Mimagoniates microlepis (Steindachner)
(Characidae: Stevardiinae: Glandulocaudini), peixe de agua doce endémico e
amplamente distribuido em rios e riachos da Mata Atlantica, com comentarios

sobre a taxonomia e conservacao da espécie
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Resumo

Mimagoniates é o género mais representativo de Glandulocaudini e, assim como
Lophiobrycon e Glandulocauda, tem, predominantemente, distribuicdo restrita, com elevado
grau de endemismo reconhecido. No entanto, difere destes, tipicos de regides altas do escudo
cristalino brasileiro, por ocorrer em areas em areas de planicie, especialmente na regido
costeira do leste do Brasil. A grande excegdo é M. microlepis que, ao contrario de todos os
Glandulocaudini, esta amplamente distribuida em rios e riachos da vertente leste da Serra do
Mar, desde a Bahia até o Rio Grande do Sul, e, diferente das congéneres, também ocorre em
bacias que drenam terras altas do escudo brasileiro. A distribuicio ampla e disjunta de M.
microlepis, aliada a reconhecida variacdo clinal de caracteres morfologicos para algumas das
suas populacdes, impulsionaram este trabalho, que teve como objetivo realizar estudos mais
aprofundados em nivel populacional para melhor compreensdo da histéria evolutiva da
espécie. No presente estudo, foram, portanto, utilizadas fontes de dados e abordagens
metodologicas distintas, incluindo analises filogenéticas, filogeograficas e de histéria
demografica baseadas em dados moleculares, além de um estudo morfolégico comparativo de
M. microlepis. Para tanto, foram obtidas e analisadas sequéncias de dois genes mitocondriais
(16S rRNA e COI) de espécimes de M. microlepis de toda a distribuicdo conhecida da espécie,
incluindo localidade tipo, além do grupo externo. Também foram obtidas sequéncias do gene
nuclear RAG2, que, apesar de um nimero menor de amostras, incluiu material dos principais
pontos de distribuicdo da espécie. Analises moleculares baseadas no mtDNA (filogenéticas e
filogeograficas) indicam uma forte estruturacdo ao longo da distribuicdo de M. microlepis, com
distincdo clara de quatro haplogrupos, que também foram recuperados como linhagens
independentes pelas analises realizadas. Estes haplogrupos foram definidos no sentido norte-
sul como (1) Haplogrupo 1, ocorrente em drenagens costeiras da Bahia e Espirito Santo; (2)
Haplogrupo 2, em bacias costeiras do Rio de Janeiro, incluindo localidade tipo, e Sao Paulo; (3)
Haplogrupo 3, nas bacias dos rios Tieté (afluente do rio Parana) e Ribeira de Iguape, além de
drenagens costeiras do Parana; e (4) Haplogrupo 4, ocorrente em bacias costeiras de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, além das bacias dos rios Iguagu e Tibagi (afluentes do Parana).
As analises de demografia histérica fornecem indicios de que as populagdes mais antigas de M.
microlepis tenham se estabelecido em drenagens mais ao sul, indicando que a origem da
diversificacdo da espécie tenha se dado nestas drenagens, com posterior expansao populacional
no sentido norte. O nao compartilhamento de haplétipos entre os haplogrupos de M. microlepis
apontam para trés quebras filogeograficas na Mata Atlantica, que concordam, em parte, com
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algumas ja propostas para a biota terrestre. As analises baseadas no mtDNA (1059 pb) também
indicaram que a espécie M. microlepis ndo é monofilética, em virtude da relagdo mais estreita
do HAP4 com M. lateralis. Por outro lado, as analises baseadas no gene nuclear RAG2 (770 pb)
e na arvore de espécies indicaram o contrario e recuperam M. microlepis como um clado, de
maneira que o parafiletismo do mtDNA sugere a ocorréncia de introgressao mitocondrial entre
esta populacdo especifica e M. lateralis. Com os resultados obtidos a partir das analises
morfolégicas também ndo foi possivel separar os haplogrupos propostos pelo mtDNA em
espécies distintas e o nome M. microlepis foi mantido para as diferentes populagdes alopatricas.
No entanto, apesar de nao de nao ter sido proposta nenhuma alteracdo na taxonomia de M.
microlepis, em funcdo das divergéncias genéticas acentuadas, sugere-se que, para fins de

conservacao, as linhagens evolutivas distintas sejam levadas em consideracao.

1. Introdugéo

A filogeografia é uma ciéncia relativamente recente que tem suas raizes nos campos da
biogeografia historica e genética de populacdes (Berminghan & Moritz, 1998), tendo como foco
o estudo dos principios e processos, histéricos e contemporineos, que influenciaram a
distribuicdo geografica das linhagens genealdgicas, em especial dentro e/ou entre espécies
proximamente relacionadas (Avise et al., 1987; Avise, 2000, 2009). O aprimoramento e ampla
utilizacdo das técnicas de genética molecular modificaram a forma como algumas questoes
eram abordadas nos estudos de biogeografia, de maneira que a filogeografia passou a ser vista
como uma ferramenta capaz de lidar, de maneira eficiente, com questdes anteriormente
intrataveis (Riddle et al, 2008). As forcas evolutivas (e.g., mutacdo, deriva genética, fluxo
génico) e os eventos demograficos (e.g., expansio ou declinio populacional, extingao, migragao)
deixam marcas na histéria genealdgica das populacoes e a filogeografia possibilita decifrar
estas marcas e entender como estes fatores moldaram a distribuicdo atual da variabilidade
genética em uma espécie (Cunha & Solé-Cava, 2012). Assim, este tipo de abordagem tem sido
amplamente utilizado para descrever eventos historicos, tais como a fragmentacdo de habitats
ou expansao da area de distribuicdo de espécies e populacoes, eventos de migracao, vicaridncia
ou extingdo de linhagens génicas, assim como outros processos que afetam a estrutura das
populacdes ao longo do tempo (Hardy et al, 2002; Martins & Domingues, 2011). Aqui, é
importante ressaltar que, apesar da filogeografia ser comumente utilizada como ferramenta
para esclarecer padrdes historicos e evolutivos entre populacoes, estudos filogeograficos tém

sido cada vez mais utilizados para auxiliar o reconhecimento e estabelecimento de limites de
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espécies e também a definicdo de unidades de conservacdo e manejo (Vazquez-Dominguez,
2007; Dominguez-Dominguez & Vazquez-Dominguez, 2009), de maneira que sua influéncia nas
areas da taxonomia e biologia da conservacido tem ganhado muito destaque nos ultimos anos
(e.g., Thomé et al., 2010; Brunes et al., 2014; Lima et al., 2016).

A grande maioria das espécies de peixes de agua doce, especialmente aquelas da divisao
primaria, é incapaz de transpor porcdes de terra ou tolerar niveis de salinidade como da agua
do mar. Sendo assim, o oceano e as barreiras terrestres sdo capazes de isolar populacdes de
peixes dentro de uma determinada bacia hidrografica apés sua formacgdo (Vari, 1988).
Justamente por estarem restritos a corpos d’agua limitados por estas barreiras, os peixes de
agua doce constituem um grupo interessante para a investigacdo de eventos biogeograficos
(Weitzman & Weitzman, 1982; Vari, 1988). Em virtude desta desconexdo atual entre as bacias
hidrograficas, é esperado também que populacdes de espécies de peixes de corpos d’aguas
distintos e independentes sejam geneticamente estruturadas (Avise, 2000; Waters et al., 2007).
Ja que ha dependéncia direta de conexdes entre as bacias hidrograficas para que os peixes de
agua doce aumentem sua dispersdo, é esperada uma forte relacdo entre a historia das bacias e
sua ictiofauna (Hischmann et al., 2015). Assim, para os peixes de agua doce, a filogeografia é
integralmente relacionada a paisagem e a histéria da paisagem (Avise, 2009), o que torna o
grupo um excelente modelo para este tipo de estudo. No entanto, apesar de os peixes de agua
doce oferecerem uma excelente oportunidade para a proposicao de hipéteses biogeograficas e,
mais especificamente, de estudos filogeograficos, a biogeografia e, em especial, a filogeografia
da ictiofauna de agua doce Neotropical é ainda pouco conhecida. Em relacdo as analises
filogeograficas propriamente ditas, a grande maioria dos estudos é realizada em regides
temperadas, no Hemisfério Norte, principalmente nos Estados Unidos e Europa (Beheregary,
2008; Hickerson et al, 2010). Este cenario, entretanto, vem mudando paulatinamente e a
publicacdo de trabalhos de filogeografia que utilizam peixes de dgua doce neotropicais como
modelo de estudo tem se tornado cada vez mais comum (e.g., Sivasundar et al., 2001; Turner et
al., 2004; Renno et al., 2006; Hubert et al., 2007; Vergara et al., 2008; Santos et al., 2009; Piggot et
al., 2011; Borba et al., 2013; Ribeiro et al., 2013). No que diz respeito a ictiofauna de agua doce
da Mata Atlantica (MA), segunda maior formacao florestal da Regido Neotropical, no entanto,
o cenario nao tem mudado muito nos ultimos anos e pouquissimos estudos filogeograficos
foram realizados.

A MA estendia-se, originalmente, ao longo da regido costeira do Brasil, desde o Estado
do Rio Grande do Norte até o Rio Grande do Sul, na fronteira com a Argentina e o Paraguai

(Oliveira-Filho & Fontes, 2000). Atualmente, este dominio detém menos de 10% da sua
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cobertura florestal priméaria e estima-se que apenas 2 a 5% das terras originalmente localizadas
na MA permanecem inalteradas (Menezes et al, 2007; Ribeiro et al, 2009; Lima et al, 2015). No
entanto, mesmo apods perder mais de 90% da sua area original, a MA ainda esta entre os cinco
principais hotspots de biodiversidade do mundo, sendo reconhecida pela sua megadiversidade e
pelos altos indices de endemismo (Myers et al., 2000; Lima et al, 2015). Apesar de intrigar, ha
tempos, os bidlogos interessados em evolucdo, os processos relacionados a formacdo da
megadiversidade da MA ainda sdo controversos e pouco estudados, principalmente quando
comparados com outras areas, como a regido Amazonica, por exemplo (Turchetto-Zolet et al.,
2013). Segundo Batalha-Filho & Miyaki (2011), o entendimento da histéria evolutiva da MA
ndo é uma tarefa simples e, talvez, apenas com a realizacio e compilacdo de estudos
filogeograficos de taxons distintos, sera possivel entender a dinamica de diversificagdo que
gerou a megadiversidade neste dominio.

A ictiofauna dos rios e riachos que drenam a MA é reconhecida pelo alto grau de
endemismo e o padrdo de distribuicdo das espécies é o resultado de milhdes de anos de
evolucdo da paisagem (Menezes et al., 2007). As bacias que drenam este dominio ocupam a
parte leste do escudo cristalino brasileiro, uma area de topografia complexa, que foi moldada
pela atividade tectonica ocorrida no Terciario e mudangas no nivel do mar no Quaternario
(Ribeiro, 2006). Assim, os eventos que provavelmente sdo responsaveis pelos atuais padroes de
distribuicao de peixes na MA, devem ser atribuidos tanto a um passado remoto, talvez de idade
cretacea, quanto a eventos mais recentes, datados do Terciario e Quaternério, com destaque
para atividades neotecténicas nas areas de planalto e expansdes/retracdes das planicies
costeiras, decorrentes das flutuacdes do nivel do mar (Ribeiro, 2006; Menezes et al., 2007). A
respeito dos estudos filogeograficos ja realizados com taxons da MA, é importante salientar
que a esmagadora maioria destes teve como foco plantas (e.g., Pinheiro et al, 2011) ou animais
terrestres, tais como insetos (e.g., Cardoso et al, 2015), anfibios adultos (e.g., Tonini et al.,
2013), répteis (e.g., Grazziotin et al., 2006), aves (e.g., Cabanne et al, 2013) e mamiferos (e.g.,
Martins et al, 2011), de maneira que, como ja mencionado, os trabalhos envolvendo a biota
aquatica, ocorrente nos rios que drenam a MA, sdo escassos ou ausentes com relacdo a alguns
taxons. Turchetto-Zolet et al. (2013), por exemplo, fizeram uma revisdo dos trabalhos de
filogeografia realizados com taxons ocorrentes na América do Sul até aquele momento e todos
os estudos que incluiram peixes de dgua doce (citados pelos autores) envolveram apenas a
fauna amazonica. No que diz respeito aos taxons endémicos de rios (ou de trechos deles) que

drenam a MA, o numero de trabalhos desenvolvidos é ainda menor e a maioria destes estudos
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foi feita com grupos de distribuicdo restrita, especialmente as drenagens da regido Sul e
Sudeste do Brasil (e.g., Hirschmann et al., 2015; Thomaz et al., 2015a; Lima et al., 2016).

Mimagoniates Regan é um género que inclui espécies de peixes de dgua doce da familia
Characidae, tribo Glandulocaudini sensu Thomaz et al (2015b), com sete espécies
reconhecidas: M. barberi Regan, M. inequalis (Eigenmann), M. lateralis (Nichols), M.
microlepis (Steindachner), M. pulcher Menezes & Weitzman, M. rheocharis Menezes &
Weitzman e M. sylvicola Menezes & Weitzman. Assim como no caso de Lophiobrycon Castro,
Ribeiro, Benine & Melo e Glandulocauda Eigenmann, outros dois géneros de Glandulocaudini,
as espécies de Mimagoniates tém distribuicao predominantemente restrita, com um alto grau
de endemismo reconhecido (Menezes & Weitzman, 2009). No entanto, contrariamente aos
demais, tipicos de regides de elevadas altitudes do escudo cristalino brasileiro, o género
Mimagoniates ocorre, no geral, em areas baixas de planicie litoranea, em drenagens costeiras
desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul (Weitzman et al., 1988), no dominio MA. Neste
contexto, M. microlepis pode ser considerada “uma grande excecdo”, por peculiaridades que a
difere tanto dos demais glandulocaudineos quanto das suas congéneres. A espécie, que foi
descrita da bacia do rio Macacu, drenagem costeira do Rio de Janeiro, representa uma excecao
em Glandulocaudini, visto que, diferentemente de todos os outros membros desta tribo, nao
apresenta distribuicao restrita, ocorrendo ao longo de quase toda extensdo da MA, em rios e
riachos desde o Estado da Bahia até o Rio Grande do Sul; e representa também uma excecao
dentro do género, pois ndo tem distribuicdo restrita as areas de planicie litoranea, ocorrendo
também em regides mais altas, em areas adjacentes de planalto, no escudo cristalino brasileiro,
drenadas pela bacia do alto Parana (Menezes et al., 2008; Menezes & Weitzman, 2009).

Ao compararem amostras de M. microlepis de algumas localidades ao longo de sua
distribui¢do em bacias costeiras e também de tributarios do rio Iguacu (bacia do alto Parana),
Menezes & Weitzman (2009) detectaram variacdo clinal de alguns caracteres morfologicos na
espécie (e.g., numero de raios ramificados na anal, numero de escamas perfuradas na linha
lateral). Naquela ocasido, os autores concluiram que todas as amostras pertenceriam a M.
microlepis, uma espécie que seria, portanto, amplamente distribuida e representada por
populacdes alopatricas, mas salientaram a necessidade de estudos mais detalhados,
principalmente em nivel populacional e com a utilizacdo de ferramentas moleculares, para
refutar ou corroborar tal hipétese, bem como para melhor entender a histéria evolutiva da
espécie. Esta abordagem ja havia sido utilizada anteriormente por Menezes et al. (2008) para
discutir, neste caso, o padrao de distribuicdo da espécie em drenagens costeiras dos estados de

Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e também no Iguacu. No entanto, como salientado pelos
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proprios autores na ocasido, apenas uma parte da distribuicio de M. microlepis foi
contemplada e analises adicionais ainda se faziam necessarias. Posteriormente, Torres &
Ribeiro (2009) também utilizaram ferramentas moleculares para discutir a distribuicao
alopatrica de M. microlepis, mas com as mesmas amostras utilizadas por Menezes et al. (2008).
Assim, o problema de amostragem nao foi resolvido e questdes envolvendo a histdria evolutiva
da espécie se mantiveram em aberto, especialmente porque o estudo dos dois ultimos autores
ndo incluiu amostras da localidade tipo, de localidades ao norte de Sao Paulo ou ao sul de
Santa Catarina, nem do rio Tibagi, outro afluente da bacia do rio Parana, no escudo cristalino
brasileiro, de onde a espécie também foi registrada anos antes por Sant’Anna et al. (2006).
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo principal realizar uma analise
filogeografica ampla de Mimagoniates microlepis a partir de amostras de toda a sua
distribui¢ao, incluindo a localidade tipo, para verificar se existe divergéncia nas linhagens
génicas das populacdes, bem como inferir sobre os fatores histéricos/contemporaneos que
puderam ou podem influenciar a distribuicdo destas linhagens. Buscou-se também associar
dados moleculares e morfologicos para testar a hipotese de Menezes & Weitzman (2009) de
que, apesar variacao clinal detectada com relacdo a alguns caracteres, M. microlepis representa
uma Unica espécie. Além disso, por se tratar de uma espécie endémica da Mata Atlantica, onde
esta amplamente distribuida, os resultados obtidos no presente estudo poderio também
auxiliar o entendimento mais completo da historia deste dominio, cuja paisagem inclui tanto a

floresta quanto as bacias hidrograficas.

2. Material & Métodos

2.1. Analises moleculares
2.1.1 Amostragem taxondmica

Amostras de tecido (musculo, branquias e/ou nadadeiras) de Mimagoniates microlepis
foram obtidas por meio de coletas, realizadas no periodo entre 2012 e 2015, e doagdes das
seguintes institui¢des: Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu, Museu de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul (MCP), Museu Nacional, Universidade Federal do
Rio de Janeiro (MNRJ), Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL),
Museu de Zoologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), Nucleo de Pesquisa Aplicada em

Aquicultura e Pesca do Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia Catarinense de

53



Araquari (NUPA), Universidade Estadual de Maringa/Nucleo de Pesquisas em Limnologia,
Ictiologia e Aqiicultura (Nupélia) e Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). A
maior parte do material coletado ou doado (tanto vouchers, quanto tecido) foi tombada nas
colecdes ictiologicas do LBP e do Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP).
Além do material de M. microlepis, também foram coletadas/obtidas amostras/sequéncias de
sete espécies de Glandulocaudini; Glandulocauda caerulea Menezes & Weitzman, G.
melanopleura (Ellis), Lophiobrycon weitzmani Castro, Ribeiro, Benine & Melo, Mimagoniates
inequalis, M. lateralis, M. rheocharis e M. sylvicola (Apéndice A, Tabela 1). Antes das analises
moleculares propriamente ditas, os vouchers de todas as amostras foram analisados e
identificados em nivel especifico, com base nos caracteres diagnosticos de morfologia externa
apresentados na literatura (e.g., Menezes & Weitzman, 1990, 2009) e, no caso de M. microlepis,
revisados neste trabalho.

Ainda em relacdo a amostragem taxonomica, é importante ressaltar que, em algumas
analises, foram também incluidas sequéncias génicas de espécies de Characidae nao
pertencentes a Glandulocaudini. As justificativas para estas inclusdes e a maneira como estas

sequéncias foram obtidas serdo devidamente esclarecidas quando necessario.

2.1.2. Consideracdes sobre os genes utilizados

Caracteristicas peculiares, tais como heranga uniparental, geralmente materna,
auséncia de recombinacao significante e evolucdo rapida (cerca de 5 a 10 vezes mais rapido que
o genoma nuclear), fizeram do DNA mitocondrial (mtDNA) uma ferramenta interessante
para o estudo das relagdes evolutivas entre individuos, espécies e populagdes (Calcagnotto,
2012). Estas idiossincrasias também sdo responsaveis pela escolha do mtDNA como marcador
particularmente apropriado para estudos filogeograficos de animais, pois elas os tornam
sensiveis a diferenciacdo populacional e capazes de recuperar histérias recentes (Avise et al.,
1987; Avise, 2000, 2004). No presente estudo, foram utilizados dois genes mitocondriais: 16S
rRNA e Citocromo Oxidase I (COI). Apesar do 16S rRNA ser um gene relativamente
conservado, apresenta variacao suficiente em alguns taxons, o que o torna util para estudos em
nivel populacional (Palumbi, 1996), como € o caso das analises filogeograficas. Além do COI ser
um dos genes mitocondriais mais utilizados em analises filogenéticas envolvendo variados
niveis taxonomicos de grupos animais (Hebert ef al., 2003), apresenta evolucdo suficientemente
rapida, que permite ndo apenas a identificacdo de espécies relacionadas, como também de
grupos filogeograficos dentro de uma tinica espécie (Cox & Hebert 2001; Wares & Cunningham

2001; Hebert et al, 2003). Outra justificativa para a inclusdo do COI no presente estudo é que
54



este é o gene utilizado através do método de DNA barcoding para identificacdo molecular de
espécies de animais (Hebert et al.,, 2003). Apesar das ressalvas associadas a este método (que
serdo discutidas adiante), ele tem se mostrado uma ferramenta muito util para detectar
espécies cripticas/complexos de espécies (Marques et al, 2013; Melo et al, 2016), fornecer
evidéncias de unidades evolutivas independentes ou unidades taxondmicas operacionais
(Costa-Silva et al., 2015) e, muitas vezes, tem sido um excelente ponto de partida para trabalhos
de taxonomia tradicional (Kekkone & Hebert, 2014). No presente estudo, também foram
utilizadas sequéncias de um marcador nuclear, o gene Ativador de Recombinacido 2 (RAG?2).
Como sera visto adiante, no entanto, por uma questdo de amostragem, este marcador foi
utilizado em um numero menor de analises. As informacdes de quantos e quais marcadores
foram utilizados para cada uma das analises sera devidamente fornecida quando necessario.

Caracteristicas gerais sobre os genes utilizados sdo também fornecidas no Capitulo 1 desta tese.

2.1.3. Extracido de DNA gendémico, amplificacio e sequenciamento

Os procedimentos laboratoriais para extracao, amplificacdo e sequenciamento foram os

mesmos daqueles apresentados no Capitulo 1, onde poderao ser consultados.

2.1.4. Obtencao das sequéncias consenso, alinhamentos e matrizes de dados

As sequéncias consenso para cada gene foram obtidas e alinhadas seguindo os mesmos
procedimentos apresentados no Capitulo 1 desta tese, onde poderdo ser consultados. Neste
capitulo, foram geradas quatro matrizes de dados, uma para cada um dos genes
individualmente (16S, COI e RAG2) e uma apenas para os genes mitocondriais, que, por
estarem ligados, foram concatenados e analisados como um dnico locus. Para a concatenagio,
s6 foram incluidos individuos que tiveram ambos os genes amplificados e sequenciados. A

matriz utilizada em cada uma das analises feita é indicada quando necessario.

2.1.5. Anélises filogenéticas

Para testar o monofiletismo de Mimagoniates microlepis, inferir o grau de estruturacao
genética e avaliar suas relacdoes de parentesco, foram feitas duas analises de reconstrucdo
filogenética utilizando os métodos probabilisticos de Inferéncia Bayesiana (IB) e Maxima
Verossimilhanca (MV). Cada método foi aplicado individualmente nas matrizes geradas

(mitocondrial concatenada e nuclear).
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O grupo interno inclui diferentes populacdes de M. microlepis ao longo da sua
distribuicao geografica (cujas sequéncias foram obtidas no presente estudo) e o grupo externo é
formado por outras sete espécies de Glandulocaudini (Lophiobrycon weitzmani, Glandulocauda
caerulea, G. melanopleura, Mimagoniates inequalis, M. lateralis, M. rheocharis e M. sylvicola),
além de trés espécies de Characiformes nao pertencentes a esta tribo (Bryconops
caudomaculatus (Ginther), Cheirodon ibicuhiensis Eigenmann e Spintherobolus leptoura
Weitzman & Malabarba). Tanto C. ibicuhiensis quanto S. leptoura pertencem a Characidae. A
inclusdo de Bryconops Kner nesta familia, entretanto, é controversa, pois, apesar de filogenias
baseadas em dados morfologicos sugerirem que este se trata de género basal em Characidae
(e.g., Mirande, 2010), hipdteses baseadas em dados moleculares alocam Bryconops na familia
Iguanodectidae (e.g., Oliveira et al., 2011; Thomaz et al., 2015b). Independente da familia a qual
pertence, sequéncias de B. caudomaculatus foram utilizadas para o enraizamento das
topologias, ja que este é o taxon do presente conjunto de dados mais distante de M. microlepis.
No caso do grupo externo, a maioria das sequéncias também foi obtida no presente estudo,
com excecdo das de B. caudomaculatus, C. ibicuhiensis, L. weitzmani e S. leptoura, que foram
retiradas do GenBank, e correspondem aquelas depositadas por Oliveira et al. (2011) e/ou
Thomaz et al. (2015b), que realizaram anélises filogenéticas (com base em dados moleculares)
da familia Characidae e subfamilia Stevardiinae (Characidae), respectivamente.

Antes da anélise filogenética, estimou-se para cada gene separadamente o Indice de
Saturacdo de Substituicdo (Iss), como descrito por Xia et al (2003) e Xia & Lemey (2009) e
detalhado no Capitulo 1 desta tese. O melhor modelo de evolugdo nucleotidica também foi
estimado de cada gene individualmente no programa MrModeltest v. 2.2 (Nylander, 2004), sob
o critério de informacdo de Akaike (AIC). As matrizes de dados geradas (16S, COI,
mitocondrial concatenada e RAG2) também foram analisadas no MEGA v. 5.0 (Tamura et al.,
2011) para obtencao do niimero de sitios conservados (C), variaveis (V) e informativos (Pi).

A analise de MV foi feita através do programa RAXxML-HPC2 v.8.2.4 (Stamatakis, 2014).
Arvores randomicas de partida foram geradas para cada busca independente e todos os outros
parametros foram estabelecidos em valores padrao. Todas as analises de MV foram conduzidas
sob o modelo GTRCAT e a robustez topoldgica foi investigada através do teste estatistico de
bootstrap com 1.000 pseudoréplicas. A analise de IB foi realizada no MrBayes v. 3.2.6 (Ronquist
et al, 2012), sob o modelo GTR+I+G para a matriz mitocondrial e SYM+G para a matriz
nuclear, conforme estimado pelo MrModeltest, partindo de uma arvore randomica para as
buscas da Monte Carlo Markov chain (MCMC). A analise em si consistiu de duas corridas

simultaneas com 20 milhdes de geracdes cada, sendo cada uma com quatro MCMC e uma
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arvore foi salva a cada 500 geracdes. Foram excluidas as 4 mil arvores iniciais (i.e., burn-in de
10%) e os valores de probabilidade posterior foram estimados com as arvores restantes. Na
versao do MrBayes utilizada no presente estudo, é possivel checar, no proprio programa, o
desempenho da MCMC e a convergéncia entre as corridas, através dos valores de Effective
Sample Size (ESS) e Potencial Scale Reduction Factor (PSRF). Valores acima de 200 e préximos
a 1 no primeiro e segundo caso, respectivamente, indicam bom desempenho da analise. As
analises filogenéticas foram implementadas no portal CIPRES Science Gateway (Miller et al.,
2010) e as topologias geradas foram visualizadas e editadas nos programas FigTree v. 1.3.1

(Rambaut, 2009) e MEGA.

2.1.6. Arvore de espécies (Species Tree)

Com o intuito de combinar os genes analisados em uma Unica arvore e acomodar as
inconsisténcias entre arvores de genes e arvores de espécies (Degnan & Rosenberg, 2006;
Kubakto & Degnan, 2007), foi utilizado o método Bayesiano coalescente Bayesian Inference of
Species Trees from Multilocus Data (*BEAST; Heled & Drummond, 2010) no programa BEAST
v. 1.8.0 (Drummond et al, 2012). A abordagem implementada no *BEAST assume que arvores
de genes estdo “incorporadas” dentro da arvore de espécies segundo o processo estocastico
assumido pela teoria coalescente (Degnan & Rosenberg, 2009). O banco de dados utilizado para
a inferéncia da arvore de espécies contou com os trés genes, sendo que o 16S e o COI foram
concatenados em uma matriz mitocondrial. Nesta analise, s6 foram incluidas nas matrizes
(mitocondrial concatenada e nuclear) sequéncias de Mimagoniates microlepis e M. lateralis.
Esta opcao metodologica baseou-se nas incongruéncias obtidas entre os resultados das analises
filogenéticas mitocondrial e nuclear. Assim, M. lateralis e cada haplogrupo de M. microlepis foi
atribuido como uma “espécie” a ser validada na estimativa. Antes de aplicar a anélise
coalescente de arvores de espécie, a matriz do RAG?2 foi analisada através do programa DnaSP
v.5.10 (Librado & Rozas, 2009) sob o algoritmo PHASE (Stephens et al, 2001), mas nenhum
sitio heterozigoto foi encontrado. O arquivo de entrada do programa *BEAST foi gerado no
BEAUTi v. 1.8.0., considerando-se duas particoes, mitocondrial e RAG2, e os seguintes
parametros: modelos de substituicado HKY+I+G (mitocondrial) e HKI (RAG?2), estimados no
MrModeltest com o AIC, priors Yule Proccess (modelo de especiagdo) e Piecewise linear &
constant root e uma arvore UPGMA de partida. Foram realizadas duas corridas independentes,
cada uma com 100 milhdes de geracoes de MCMC, com parametros sendo amostrados a cada
500 geracdoes e resultando em 20.001 arvores salvas. Em funcdo do elevado tempo

computacional, a analise no BEAST foi implementada no portal CIPRES. O desempenho das
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corridas e seus respectivos parametros foram analisados no Tracer v. 1.5.1 (Rambaut &
Drummond, 2009), onde foram checados os valores de ESS e o burn-in. Foram excluidas, entao,
as 2 mil arvores iniciais (i.e., burn-in de 10%) e os valores de probabilidade posterior foram
estimados com as arvores restantes. O processo de burn-in e a combinacdo das corridas
independentes foram realizados no LogCombiner v. 1.8.0. A arvore de espécies final foi gerada
no TreeAnnotator v. 1.8.0 e, posteriormente, visualizada no FigTree para obtencao dos valores
de probabilidade posterior. O programa DensiTree v. 2.2.1 (Bouckaert & Heled, 2014) foi
utilizado para visualizacdo de todas as arvores geradas apos o burn-in e para detectar possiveis
incongruéncias entre elas. O arquivo final gerado pelo DensiTree corresponde a um diagrama,
onde todas as arvores geradas estdo sobrepostas. Neste diagrama, que tem sido chamado na
literatura de cloudogram (e.g., McCormack et al., 2010, 2012; Chaves & Smith, 2011; Pabijan et
al, 2012; Lavinia et al, 2015), ramos coincidentes se mostram mais fortemente coloridos,

representando visualmente os clados bem suportados.

2.1.7. Analise de Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC)

Proposto inicialmente por Pons et al. (2006) e Fontaneto et al. (2007), o Generalized
Mixed Yule Coalescent (GMYC) tem se tornado um dos métodos mais populares para
delimitacdo de espécies, Unidades Taxonomicas Operacionais (UTOs) e/ou Unidades
Evolutivas Independentes (UEIs) (Reid & Carstens, 2012; Fujisawa & Barraclough, 2013; Costa-
Silva et al., 2015). Este método, que foi especificamente desenvolvido e tem sido aplicado em
dados moleculares de um tnico locus, ndo requer qualquer informacao prévia sobre as espécies
analisadas, tornando-se particularmente promissor para analises exploratorias em grupos com
incertezas taxonomicas (Talavera et al., 2013) e para estudos de avaliacdo da biodiversidade
(Roxo et al., 2015). O GMYC combina modelos de diversificacdo entre espécies (modelos Yule)
com a teoria da coalescéncia para determinar o ponto de transicdo entre processos evolutivos
em nivel de espécie (especiacio e extin¢do) e populacio (coalescéncia) (Pons et al., 2006). O
método se baseia em uma arvore ultramétrica, estimada a partir de dados de sequéncias de
DNA, e considera que os pontos de ramificacdo desta arvore correspondam ou a um evento de
divergéncia entre espécies ou a um evento de coalescéncia entre linhagens de uma mesma
espécie (Reid & Carstens, 2012; Fujisawa & Barraclough, 2013; Roxo et al, 2015). Assim, nos
resultados desta analise, é possivel identificar graficamente, na topologia gerada a partir dos
dados de interesse, a fronteira entre divergéncias intra e interespecificas.

No presente estudo, o GMYC foi implementado para avaliar se as diferentes populacoes

alopatricas de Mimagoniates microlepis representam ou nao a mesma espécie do ponto de vista
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molecular e também para definir UTOs ao longo da distribuicdo destas espécies. A definicao
destas unidades foi crucial para nortear as analises morfolégicas realizadas posteriormente.
Uma das premissas do GMYC, que esta associada diretamente a qualidade e robustez da
analise, é a utilizacdo de sequéncias de multiplas espécies e do maior nimero de populacoes
possivel (Fujisawa & Barraclough, 2013; Costa-Silva et al., 2015). Entre as matrizes de dados
geradas no presente estudo, aquela que melhor atende a segunda premissa ¢ a do COIL que foi
a utilizada. Com o objetivo de aumentar o nimero de espécies amostradas e atender, assim, a
primeira premissa do método, as sequéncias do COI obtidas no presente estudo foram inseridas
na matriz de Thomaz et al. (2015b) deste gene, cujos dados foram extraidos do GenBank. Aqui,
¢ importante ressaltar que, para ndo comprometer a segunda premissa do método, s6 foram
utilizados os taxons desta matriz com ocorréncia em mais de uma localidade (equivalente a
populacoes distintas). Uma vez montada e alinhada a matriz final, a arvore ultramétrica foi
estimada através do método Bayesiano no programa BEAST v. 1.7.2. (Drummond & Rambaut,
2007), utilizando os seguintes parametros: modelos GTR+I+G de evolucdo nucleotidica
(estimado no programa MrModeltest), Lognormal Relaxed Molecular Clock e o Birth-Death
Processes como prior. Uma arvore randomica de partida foi utilizada nas buscas da MCMC.
Foram realizadas duas corridas simultaneas com 150 milhdes de geracdes cada e as arvores
foram salvas a cada 25 mil geracdes. Em funcdo do elevado tempo computacional, a analise do
BEAST foi implementada no portal CIPRES. O desempenho das corridas e seus respectivos
parametros foram analisados no Tracer. Todas as topologias abaixo da assintota (15 mil
geracoes) foram descartadas como parte do processo de burn-in e as arvores remanescentes
foram usadas para constuir a topologia final (Maximum Clade Credibility Topology) no
TreeAnnotator v. 1.7.2. Uma vez gerada a arvore de entrada (ultramétrica), a analise GMYC
propriamente dita foi realizada por meio do programa R v. 3.0.0 (R Development Core Team,
2013) com o pacote Species Limits by Threshold Statistics (SPLIT) (http://r-forge.r-

project.org/projects/splits), sob a opcao Single Thresold, utilizando os parametros do default.

2.1.8. Analise de DNA barcoding

Hebert et al. (2003) propuseram o DNA barcoding como método para identificacdo
molecular de espécies. Este método utiliza um pequeno fragmento (~ 650 pb) padronizado de
DNA do gene mitocondrial COI (no caso de animais) para identificar espécies, tendo
como base a comparacdo entre as suas sequéncias. Geralmente, os pesquisadores que
utilizam a ferramenta de DNA barcoding estabelecem uma divergéncia genética de 2% como

valor limite para delimitacdo de espécies (e.g., Hubert et al, 2008; Ward et al., 2009; Carvalho et
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al., 2011; Pereira et al., 2011). Este limite é baseado na distribuicdo de valores de distancia
genética Kimura-2 parametros (K2P) intra e interespecifica de, aproximadamente, 172.000
espécies sequenciadas, incluindo 9.502 peixes (Pereira et al, 2013).

No presente estudo, os valores de divergéncia entre as sequéncias génicas dos grupos
reconhecidos pelo GMYC foram calculados sob o modelo K2P no programa MEGA para avaliar
a congruéncia entre os resultados obtidos por esta analise e o método de DNA barcoding no

reconhecimento molecular de espécies. Neste caso, também foi utilizada apenas a matriz de

dados do COL

2.1.9. Analises filogeograficas

As analises filogeograficas propriamente ditas foram realizadas, levando em
consideragdo apenas o gene mitocondrial COI pelo fato deste ter sido sequenciado no maior
numero de individuos, de bacias hidrograficas e de localidades (i.e., pontos de coleta) distintas.
Assim, nestas analises, foram utilizadas amostras de Mimagoniates microlepis de todos os
haplogrupos propostos através da analise filogenética mitocondrial e de toda a distribuicdo da

espécie, incluindo sua localidade tipo.

2.1.9.1. Estimativas de estrutura filogeografica

As redes de haplotipos foram construidas através do método de Median-joing network
(Bandelt et al, 1999) implementado no programa NETWORK v. 5.0.0.0 (http://www.fluxus-
engineering.com). O arquivo de entrada deste programa foi gerado no DnaSP v. 5.10 (Librado
& Rozas, 2009) a partir da matriz do COI ja alinhada e contendo sequéncias de Mimagoniates
microlepis e M. lateralis. Para verificar o nivel de estruturacdo genética e de variacdo
populacional entre os haplogrupos e localidades analisadas, foi implementada a analise de
variancia molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992) com trés niveis hierarquicos no programa
Arlequin v. 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Os niveis hierarquicos de diferenciacdo
populacional calculados na AMOVA foram: (1) entre grupos (Fcr); (2) entre populagdes dentro
de grupos (Fst); e (3) dentro das populacoes (Fsc). Neste caso, os grupos sdo representados por
cada um dos haplogrupos e as populacdes amostradas nos locais de coleta. Com o intuito de
avalizar o grau de diferenciacdo e estruturacao das populagdes, a AMOV A também foi aplicada
nos haplogrupos individualmente, nos quais foram obtidos valores especificos de Fsr. A
significancia dos testes foi obtida com mil permutacdes. Nestas analises, foram utilizadas

somente localidades que possuiam no minimo dois individuos amostrados.
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2.1.9.2. Estatisticas sumarias e analises de demografia historica

A diversidade nucleotidica por sitio (1), o nimero de haplétipos (h) e a diversidade
haplotipica (Hd) foram calculados no DnaSP, tanto para as popula¢des amostradas (localidades)
quanto para os haplogrupos. Valores de m>0,5% e Hd>0,5 foram considerados elevados, como
sugerido por Grant & Bowen (1988). Para detectar possiveis sinais de expansido demografica,
foram aplicados os testes de neutralidade de Tajimas’D (Tajima, 1989) e Fu'Fs (Fu, 1997), além
do teste de mudanca no tamanho da populacdo R, (Ramos-Onsins & Rozas, 2002), também no
DnaSP. A significancia desses testes foi determinada com base em mil simulacdes coalescentes.

Ainda com o objetivo de entender a dinadmica de flutua¢cdes do tamanho populacional
ao longo do tempo, foi aplicado o método Bayesiano coalescente Bayesian Skyline Plot (BSP,
Drummond et al, 2005) para cada haplogrupo separadamente. Neste método, utiliza-se uma
abordagem ndo-paramétrica de coalescéncia das diferentes arvores de genes para estimar a
variacdo do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo e ele tem como vantagem reduzir
o efeito da estocasticidade do processo coalescente (Ho & Shapiro, 2011). Na analise de BSP, é
necessario incluir as taxas de mutagao para cada linhagem (i.e., cada haplogrupo). Para estimar
estas taxas, foi construida uma arvore datada através da analise de relégio molecular, com
calibracao fossil e usando somente a matriz do COI. Nesta matriz, foram incluidas sequéncias
de todos os haplogrupos de M. microlepis, de todos os outros Glandulocaudini e de outras cinco
espécies de Characidae, Asytanax paranae Eigenmann, Inpaichthys kerri Géry & Junk,
Lepidocharax burnsi Ferreira, Menezes & Quagio-Grassiotto, L. diamantina Ferreira, Menezes
& Quagio-Grassiotto e Spintherobolus leptoura. Sequéncias destas espécies também foram
obtidas no presente estudo, com exce¢do das de L. burnsi e S. leptoura, retiradas do GenBank,
onde foram depositadas por Oliveira et al. (2011) e Thomaz et al. (2015b), respectivamente. A
analise em si foi implementada nos programas do pacote BEAST v. 1.8.0. No BEAUi, foi
gerado o arquivo de entrada, sob os seguintes pardmetros: modelo de substituicaio HKY+I+G,
conforme encontrado por meio do MrModeltest; modelo de relégio Relaxed Clock Uncorrelated
Lognormal; arvore randdmica de partida; e prior Speciation: Birth-Death Process. Conforme
detalhado no Capitulo 1 desta tese, a calibracdo foi feita em 27,5 milhdes de anos (m.a.),
datacdo média minima estimada para a cladogénese (1Megacheirodon, Spintherobolus), e S.
leptoura foi indicado no BEAUTi como stem group, conforme sugerido por Forest (2009). A
analise em si consistiu de duas corridas simultaneas de 100 milhdes de geragdes cada, com uma
arvore salva a cada 10 mil geracdes e burn-in de 20%. O desempenho e a convergéncia dos

parametros entre as corridas foram analisados no programa Tracer, onde também foi checado
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o desempenho da analise (ESS>200). Depois da remoc¢ao do burn-in, as corridas independentes
foram combinadas no LogCombiner v. 1.8.0, a topologia consenso, com o tempo de divergéncia
entre os clados, foi gerada no TreeAnnotator v. 1.8.0. As taxas de mutacao de cada haplogrupo
foram obtidas a partir desta arvore final, visualizada no FigTree (0,0134/m.a., 0,0147/m.a.,
0,015/m.a. e 0,0188/m.a. para os haplogrupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente). O arquivo de
entrada da analise de BSP propriamente dita foi, entdo, gerado no BEAUTI, sob os seguintes
parametros: modelo de substituicio HKI+I para os haplogrupos 1, 3 e 4 ¢ HKI+I+G para o
haplogrupo 2, conforme indicado por meio do MrModeltest 2.2 com o AIC; modelo de
relégio Strict clock; e uma arvore de partida de UPGMA. Na analise de BSP, foram feitas duas
corridas simultaneas de 100 milhdes de geracdes de MCMC cada, com uma arvore salva a cada
cinco mil geracdes e burn-in de 10%. O desempenho e a convergéncia dos parametros entre as
corridas foram analisados através do programa Tracer, onde também foi checado o
desempenho da analise (ESS>200). A combinacido das corridas e remocéo do burn-in foi feita

no LogCombiner v. 1.8.0 e a analise de BSP foi finalizada também no Tracer.

2.2. Analises morfologicas

Nas analises morfoldgicas, foram realizadas contagens e medidas, de acordo com Fink
& Weitzman (1974) e Menezes & Weitzman (1990). Os dados morfométricos sdo apresentados
em tabelas como porcentagens do comprimento padrdo (CP), exceto com relacdo as
subunidades da cabeca, apresentadas como porcentagens do comprimento da mesma.
Contagens de supraneurais, raios branquiostegais e vértebras foram obtidas a partir de
exemplares diafanizados e corados (d&c), preparados de acordo com Taylor & Van Dyke
(1985). As vértebras do Aparelho de Weber foram contadas como quatro elementos e o centro
caudal composto (PU1+U1) como um elemento Gnico. Quando necessario, o sexo dos espécimes
foi confirmado por disseccdo. Dados referentes ao lectdtipo, paralectétipos e parte dos
topotipos de M. microlepis foram extraidos de Menezes & Weitzman (2009). Graficos do tipo
BoxPlot foram gerados por meio do programa R v. 2.10.0 (R Development Core Team, 2009)
com base em alguns caracteres meristicos, para melhor compreensdao da variacdo destes
caracteres entre as diferentes populacdes estudadas. A lista do material examinado na analise
morfoldgica é apresentada no ‘Apéndice B’. Abreviaturas institucionais sdo aquelas que

constam em Fricke & Eschemeyer (2016).
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3. Resultados

Os resultados das analises moleculares (sistematica e filogeografia) sdo apresentados em
duas partes. Na primeira, serdo disponibilizados resultados mais generalizados, obtidos a partir
de analises feitas levando-se em consideracdo todas as populacdes (= haplogrupos) de
Mimagoniates microlepis em conjunto. Ja na segunda parte, serdo apresentados resultados mais
especificos, direcionados para cada um dos agrupamentos propostos nas analises generalizadas.
Os resultados das analises morfologicas, por sua vez, serdo apresentados em conjunto e de

forma comparativa posteriormente.

3.1. Analises moleculares
3.1.1. Caracteristicas das sequéncias e das matrizes de dados

No presente estudo, foram obtidas sequéncias parciais de trés genes, sendo dois
mitocondriais, 16S rRNA e COI, e um nuclear, RAG2. A matriz do 16S é composta por
sequéncias de 302 individuos, sendo 209 pertencentes a Mimagoniates microlepis e 97 as
demais espécies, que compdem o grupo externo (trés exemplares de Lophiobrycon weitzmani,
20 de Glandulocauda melanopleura, quatro de G. caerulea, trés de Mimagoniates inequalis, 13
de M. lateralis, 12 de M. rheocharis, 34 de M. sylvicola, além de sequéncias de um exemplar de
Bryconops caudomaculatus, dois de Cheirodon ibicuhiensis e um de Spintherobolus leptoura).
Na matriz do COI, foram incluidas sequéncias de 362 individuos, sendo 255 pertencentes a M.
microlepis e 107 as espécies do grupo externo (trés exemplares de L. weitzmani, 20 de G.
melanopleura, quatro de G. caerulea, trés de M. inequalis, 17 de M. lateralis, 21 de M.
rheocharis, 35 de M. sylvicola, além de sequéncias de um exemplar de B. caudomaculatus, dois
de C. ibicuhiensis e um de S. leptoura). Todos os espécimes para os quais foram obtidas
sequéncias do 16S também foram obtidas do COI, assim, a matriz mitocondrial concatenada
tem a mesma composicdo da matriz do 16S, ja que s6 foram utilizados, para concatenacio,
individuos nos quais os dois genes foram amplificados e sequenciados (Apéndice A, Tabela 1).

A matriz do RAG2 inclui um nimero consideravelmente menor de amostras quando
comparada as matrizes de genes mitocondriais, em funcdo das dificuldades encontradas na
amplificacdo deste (e de outros) genes nucleares no presente estudo. Esta matriz, entretanto,
contém sequéncias de, pelo menos, dois individuos de cada agrupamento de Mimagoniates
microlepis proposto a partir da analise filogenética com base na matriz mitocondrial, incluindo

topotipos. Assim, a matriz nuclear é composta por amostras de 27 individuos, sendo 11 delas
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pertencentes a M. microlepis e 16 as espécies do grupo externo (duas a L. weitzmani, duas a G.
melanopleura, uma a G. caerulea, duas a M. inequalis, duas a M. lateralis, uma a M.
rheocharis, duas a M. sylvicola além de sequéncias de um exemplar de B. caudomaculatus, dois
de C. ibicuhiensis e um de S. leptoura) (Apéndice A, Tabela 1).

Em nenhuma das matrizes, os dados foram considerados saturados, ja que os valores
dos Indices de Saturacdo de Substituicio (Iss) obtidos foram menores que os indices de
saturacdo criticos calculados (Iss<Issc) em todos os genes. Em cada matriz final gerada, o
numero de sequéncias obtidas, seu tamanho (pb) apds o alinhamento, nimero de sitios
conservados (C) numero de sitios variaveis (V) e o numero de caracteres informativos (Pi) sdo

apresentado na Tabela 1, abaixo.

Tabela 1. Informagoes sobre as matrizes de dados geradas no presente estudo.

5 Matrizes
Informacoes
16S COI Mitocondrial (concatenada) RAG2

Numero de sequéncias 302 362 302 27
Tamanho (pb) apos alinhamento 537 522 1059 770
Sitios conservados (C) 380 323 702 586
Sitios variaveis (V) 132 199 331 183

Sitios informativos (Pi) 81 42 245 103

Todas as matrizes de dados utilizadas no presente estudo estdo disponiveis no CD-ROM

que acompanha esta tese, onde poderdo ser consultadas.

3.1.2. Analise filogenética: hipoteses baseadas nos genes mitocondriais

A conformacao geral das arvores e as relagdes obtidas através das analises de Inferéncia
Bayesiana (IB) e Maxima Verossimilhanca (MV) da matriz de dados mitocondriais concatenada
(1059 pb) sao idénticas. Assim, sera apresentada apenas a topologia de IB, onde serdo indicados,
nos respectivos clados formados, além dos valores de probabilidade posterior, os valores de
bootstrap da analise de MV. Esta arvore é apresentada de forma sumarizada na Fig. 1.

As topologias obtidas a partir de dados mitocondriais indicam uma forte estruturacéo
genética em M. microlepis, sendo possivel distinguir, nesta espécie, quatro grandes grupos
haplotipicos monofiléticos e bem suportados estatisticamente (valores de probabilidade
posterior e bootstrap = 0,99 e 99%, respectivamente). Estes clados, que serdo apresentados e

discutidos de forma individual e detalhada posteriormente, foram nomeados de 1 a 4, no
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sentido norte-sul de distribuicdo (Fig. 2): Haplogrupo 1 (HAP1): bacias costeiras dos estados da
Bahia (BA) e Espirito Santo (ES); Haplogrupo 2 (HAP2): bacias costeiras dos estados do Rio de
Janeiro (RJ), incluindo localidade tipo, e Sdo Paulo (SP); Haplogrupo 3 (HAP3): bacias dos rios
Alto Tieté (drenagem do rio Parana) e Ribeira de Iguape (Sao Paulo), além de bacias costeiras
do Estado do Parana (PR); e Haplogrupo 4 (HAP4): bacias dos rios Iguacu e Tibagi (drenagem
do rio Parand), além de bacias costeiras dos estados do Parana, Santa Catarina (SC) e Rio

Grande do Sul (RS).

Bryconops caudomaculatus

Cheirodon ibicuhiensis
0.99/95 I Spintherobolus leptoura

Lophiobrycon weitzmani 3 exs.

—————
0.63/87 1/100

1/- T Glandulocauda melanopleura 20 exs.

—Uwowlandulocauda caeruleaq 4 exs.
I 1/100

0.97/98
Glandulocaudini

Mimagoniates sylvicola 34 exs.

Mimagoniates microlepis HAP 1 Fig. 8

1/97 1/99 bacias costeiras da Bahia e Espirito Santo 21 exs.

0.99/
1/100
1/99 / 93

Mimagoniates microlepis HAP 2 Fig. 10
bacias costeiras do Rio de Janeiro e Sdo Paulo 87 exs. g'
inclui topotipos

0.94/43

Mimagoniates microlepis HAP 3 e
bacias dos rios Alto Tieté e Ribeira de Iguape e 43 exs.
bacias costeiras do Parana

- 1/100
0.91/88

Mimagoniates microlepis HAP 4 Fig. 16
1/100 bacias costeiras do Parand, Santa Catarina e lg'
1/04 Rio Grande do Sul, rios lguagu e Tibagi

58 exs.

1/94 - . =
/—‘ Mimagoniates lateralis 13 exs.

0.99/70
1/100

Mimagoniates inequalis 3 exs.

b Mimagoniates rheocharis 12 exs.

0.01
Figura 1. Topologia sumarizada, obtida através da analise de Inferéncia Bayesiana da matriz de dados
mitocondriais concatenada (16S + COI, 1059 pb), mostrando as hipdteses de relagdo entre Mimagoniates
microlepis e grupo externo, com destaque para os quatro haplogrupos propostos no presente estudo. Os niimeros
nos noés indicam os valores de probabilidade posterior e bootstrap (%) respectivamente e o (-) indica que o clado
nao foi recuperado por meio da analise de Maxima Verossimilhanca.
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Figura 2. Mapa de distribuicdo dos quatro haplogrupos de Mimagoniates microlepis propostos no presente
estudo. As siglas BA, ES, R], SP, PR, SC e RS se referem, respectivamente, aos seguintes estados brasileiros:
Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. A estrela (HAP2)
representa a localidade tipo da espécie.

Em nenhuma das analises baseadas na matriz de dados mitocondriais, M. microlepis
aparece com uma unidade monofilética, uma vez que o HAP4, de distribui¢do mais ao sul, é
mais relacionado a M. lateralis do que aos demais haplogrupos de M. microlepis, formando um
clado muito bem suportado com esta outra espécie (1 de probabilidade posterior e 94% de
bootstrap, Fig. 1). Aqui, é interessante destacar que foram incluidas na analise amostras de toda
a distribuicdo conhecida de M. lateralis (i.e., drenagens costeiras dos estados de Sdo Paulo,
Parana e Santa Catarina, Menezes & Weitzman, 2009), cujo monofiletismo néo foi contestado
no presente estudo. A relagdo entre os individuos de M. lateralis nao foi apresentada, mas estes
formaram uma politomia basal dentro da espécie.

Desconsiderando o HAP4, M. microlepis é recuperada como um grupo monofilético
bem suportado, mas, ainda, com forte estruturacido genética ao longo da sua distribuigéo,
representada pelos demais haplogrupos formados. Mimagoniates microlepis sensu stricto é
representado pelo HAP2, pois, neste grupo, estdo incluidos topétipos da espécie. Apesar do
suporte ndo muito alto, os dados mitocondriais apontam para uma relacdo mais estreita entre

os HAP2 e HAP3, representados por populacdes ocorrentes em uma parte intermediaria da
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distribui¢ao de M. microlepis (Fig. 2). O HAP1, que representa a distribuicdo mais ao norte da
espécie, estaria, entdo, relacionado ao clado (HAP2, HAP3). As relacdes dentro de cada um dos
haplogrupos serdo apresentadas e discutidas em detalhe posteriormente.

As topologias obtidas (IB e MV) a partir de dados mitocondriais também indicam que
M. microlepis, considerando aqui os quatro haplogrupos, é mais relacionado as espécies M.
lateralis, M. inequalis e M. rheocharis do que a M. sylvicola, com suporte moderado para este
agrupamento (0,91 de probabilidade posterior e 88% de bootstrap). Aqui, é importante destacar
que, destas espécies, M. microlepis tem distribuicdo sobreposta a M. lateralis, M. rheocharis e
M. sylvicola. A ocorréncia em simpatria com M. rheocharis e, mais raramente, com M. lateralis
foi registrada por Menezes et al. (2007), mas a distribuicdo simpatrica entre M. microlepis e M.
sylvicola é registrada aqui, pela primeira vez, na bacia do rio Pardo, Bahia (M. microlepis,
MZUSP 112657 e M. sylvicola, MZUSP 112663), e também em uma pequena bacia costeira do
extremo sul deste estado (MZUSP 112651 e 112652, respectivamente). Ainda, de acordo com as
arvores obtidas, as espécies de Mimagoniates analisadas no presente estudo formam um grupo
monofilético, proximamente relacionado a Glandulocauda caerulea e este clado é grupo irmao
de (Lophiobrycon weitzmani, Glandulocauda melanopleura) (Fig. 1).

Como sera visto adiante, além das inferéncias filogenéticas, outras analises moleculares
realizadas no presente estudo com base em dados mitocondriais também apontam para uma
forte estruturacdo genética em M. microlepis e indicam que este pode ser um nome utilizado

para abrigar, pelo menos, duas espécies.

3.1.3. Analise filogenética: hipoteses baseadas no gene nuclear

Com mencionado na se¢io ‘Material & Métodos’, apesar do numero de sequéncias
consideravelmente menor, estdo representados na matriz do RAG2, todos os haplogrupos de
Mimagoniates microlepis propostos pela analise com base nos genes mitocondriais. Com
excecdo dos rios costeiros do Rio Grande do Sul (onde também ocorre o HAP4), de uma forma
geral, a amostragem do RAG2 cobre toda a distribuicdo da espécie, incluindo, pelo menos, um
individuo de drenagens costeiras da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro (inclusive topétipo),
Sao Paulo, Parana e Santa Catarina, além de espécimes dos rios Alto Tieté, Iguacu e Ribeira de
Iguape.

As topologias obtidas através das analises de IB e MV baseadas na matriz do gene
nuclear RAG2 (770 pb) sdo idénticas com relacdo ao grupo interno. Assim, sera apresentada
apenas a arvore de IB, onde serdo indicados além dos valores de probabilidade posterior, os

valores de bootstrap da analise de MV (Fig. 3). Os resultados das arvores geradas com base no
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gene nuclear sdo bem diferentes daqueles gerados com base nos genes mitocondriais. Aqui, M.
microlepis aparece como um grupo monofilético de suporte moderado (0,8 de probabilidade
posterior e 75% de bootstrap), onde estdo incluidos todos os quatro haplogrupos mencionados
anteriormente. Além disto, o gene nuclear nao recupera a mesma estruturacdo proposta pelos
genes mitocondriais dentro da espécie. Nas analises baseadas no RAG2, apenas o HAP4 esta
estruturado, formando um clado. Exceto pela relacio entre um individuo do HAP2 (da bacia do
rio Itanhaém) e um do HAP3 (bacia do rio Ribeira de Iguape), as relacoes entre os diferentes
haplogrupos ndo foram satisfatoriamente esclarecidas, umas vez que estes estdao arranjados em

uma politomia basal dentro de M. microlepis (Fig. 3).
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Cheirodon ibicuhiensis 2 exs.
1/-

Lophiobrycon weitzmani 1 ex.
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Figura 3. Topologia obtida através da analise de Inferéncia da matriz do gene nuclear RAG2 (770 pb),
mostrando as hipoteses de relacdo entre Mimagoniates microlepis e grupo externo, com destaque para os quatro
haplogrupos propostos no presente estudo com base no mtDNA. Os numeros nos nés indicam os valores de
probabilidade posterior e bootstrap (%) respectivamente e o (-) indica que o clado nio foi recuperado por meio
da analise de Maxima Verossimilhanca.
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A unica semelhanca entre as topologias baseadas em dados mitocondriais e as baseadas
no RAG2, esta no fato das espécies de Mimagoniates analisadas no presente estudo formarem
um grupo monofilético. Todas as outras relacoes de parentesco propostas sdo diferentes.
Segundo as arvores de gene nuclear, M. microlepis é mais relacionado a M. sylvicola, formando
um clado bem suportado, que é grupo irmao de (M. rheocharis (M. inequalis, M. lateralis)).
Ainda, segundo o marcador nuclear utilizado, as hipoteses de relacdes entre Mimagoniates,
Lophiobrycon e Glandulocauda sao controversas. De acordo com a analise de IB, a proposta de
relacdo é (L. weitzmani (G. caerulea (G. melanopleura, Mimagoniates spp.))), mas o suporte
dos noés é muito baixo (Fig. 3). Ja a analise de MV (néo apresentada aqui) sugere como hipdtese
a relacdo (G. melanopleura ((L. weitzmani, G. caerulea) Mimagoniates spp.)), com suporte
também baixo (bootstrap entre 50-52%). A discussdo destas discordancias, no entanto, ndo esta

no escopo deste trabalho, que tem como foco M. microlepis.

3.1.4. Arvore de espécies (Species Tree)

A arvore de espécies (Fig. 4a) gerada através do *BEAST foi parcialmente congruente
com as reconstrucdes filogenéticas baseadas no RAG2 e nos genes mitocondriais. Apesar do
suporte ndo muito alto, de acordo com esta analise, Mimagoniates microlepis é recuperada
como monofilética, como também proposto nas topologias do RAG2 (Fig. 3). Diferente destas,
mas de maneira similar as topologias baseadas nos genes mitocondriais (Fig. 1), a arvore de
espécie indica relacdo mais estreita entre os HAP1, HAP2 e HAP3, com a seguinte conformacao
(HAP1 (HAP3, HAP2)). Ainda segundo a arvore de espécies, este clado seria relacionado ao
HAP4. Os valores de probabilidade posterior destas relagdes, no entanto, também sao baixos.

Através da analise, foram geradas 18 mil arvores que originaram algumas topologias
distintas. As topologias encontradas podem ser visualizadas no cloudogram gerado no
DensiTree (Fig. 4b), que fornece uma abordagem qualitativa das diferencas entre elas. As
inconsisténcias entre as arvores de genes mitocondrial e nuclear, bem como as incertezas
existentes entre as relacdes internas de M. microlepis e entre M. lateralis e o HAP4 ficam
evidenciadas no padrdo de colorido e intensidade das linhas apresentadas no cloudogram. As
linhas exibidas representam consensos das arvores encontradas com cada uma das topologias,
sendo o colorido e intensidade dos tracos, portanto, correspondentes as frequéncias destas
topologias nas analises das 18 mil arvores. A linha azul mais escura indica a arvore de espécies
com maior probabilidade posterior, as demais linhas em azul indicam as topologias mais
comuns, seguidas das linhas em vermelho (segunda mais comum) e em verde (terceira). As

demais arvores sdo representadas por linhas em verde escuro. As relacdes internas em cada
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haplogrupo de M. microlepis e em M. lateralis foram recuperadas em 100% das arvores,
indicando que todos os individuos inseridos em cada um destes agrupamentos, de fato,

pertencem a eles.

Mimagoniates lateralis

L.

Mimagoniates microlepis
HAPLOGRUPO 4

Mimageniates microlepis
HAPLOGRUPO 1

Mimagoniates microlepis

HAPLOGRUPO 2

0.002

Mimagoniates lateralis

# Mimagoniates microlepis
HAPLOGRUPO 4

Mimageoniates microlepis
HAPLOGRUPO 1

Mimagoniates microlepis
B HAPLOGRUPO 2

Figura 4. (A) Arvore de espécies reconstruida por meio da analise combinada das matrizes mitocondrial
(concatenada, 16S + COI) e nuclear (RAG2) (238 individuos), indicando as relacdes entre os quatro haplogrupos de
Mimagoniates microlepis propostos no presente estudo e entre estes e Mimagoniates lateralis; os numeros
indicam o valor de probabilidade posterior de cada né. (B) Cloudgram gerado a partir da sobreposicao de todas as
18 mil arvores retidas apds o burn-in; as linhas em azul representam as topologias mais comuns, seguidas das em
vermelho e verde, e a linha azul mais escura representa a arvore de espécies com maior probabilidade posterior.
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3.1.5. Analise de Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC)

Na anélise de GMYC, o tempo limite (T, i.e., tempo passado desde o presente até a raiz)
obtido foi de -0,007639826, indicando que todos os nos antes deste tempo refletem eventos de
diversificacdo e todos aqueles localizados depois refletem eventos coalescentes, a probabilidade
do modelo nulo foi 4602,009 e a probabilidade maxima do modelo GMYC foi 4631,357. A
fronteira entre divergéncia inter e intraespecifica é representada, na arvore ultramétrica
gerada, pela linha vermelha (Fig. 5), assim, todos os nos antes desta linha (sentido raiz-taxons
terminais) indicam eventos de diversificacdo (espécies) e os nds apds a linha indicam eventos
coalescentes (populacdes). Aqui, é importante salientar que a analise de GMYC néo visa propor
relacoes de parentesco, e sim estabelecer limites de espécies, de maneira que o resultado obtido
deve ser interpretado apenas neste sentido.

Em linhas gerais, os resultados da analise de GMYC, baseada no gene COI, também
indicam que Mimagoniates microlepis pode ser um nome utilizado para abrigar mais de uma
espécie e recuperam os quatro grandes haplogrupos mencionados anteriormente como
unidades evolutivas independentes (Fig. 5a). De acordo com esta analise, no entanto, os HAP2 e
HAP4 nao representam uma entidade unica. Assim, através do GMYC, foram reconhecidas,
sob o0 nome M. microlepis, seis unidades distintas e bem delimitadas, distribuidas de norte a sul
da seguinte maneira: (1) HAP1, com distribuicdo em drenagens costeiras da Bahia e Espirito
Santo; (2) HAP2_norte, com distribuicdo em drenagens costeiras do Rio de Janeiro (incluindo a
localidade tipo) e Sdo Paulo até Caraguatatuba, que seria M. microlepis sensu stricto por incluir
topotipos; (3) HAP2_sul, distribuido em drenagens costeiras de Sdo Paulo, entre Sao Sebastido e
Peruibe; (4) HAP3, com distribui¢do nas bacias dos rios Alto Tieté, Ribeira de Iguape e em rios
costeiros do Parana; (5) HAP4_norte, distribuido em bacias costeiras do Parana e Santa
Catarina, além dos rios Iguagu e Tibagi; e (6) HAP4_sul, com distribuicdo em rios costeiros do

extremo sul de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul (Fig. 5b).
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Figura 5. (A) Arvore ultramétrica, obtida através do método bayesiano da matriz de dados do gene COI
(presente estudo + Thomaz et al, 2015) e utilizada para analise de GMYC, com destaque para os
haplogrupos de Mimagoniates microlepis propostos. (B) Arvore ultramétrica apresentada em detalhe para

M. microlepis; o asterisco indica probabilidade posterior >0,95. A linha vermelha representa a fronteira
entre divergéncia inter e intraespecifica; a largura da base dos triangulos é diretamente proporcional ao 72
numero de amostras de cada espécie/haplogrupo.



3.1.6. DNA Barcoding

Levando em consideragdo a premissa de variacdo genética de até 2% para o
reconhecimento de complexos de espécies ou espécies distintas pelo método de DNA
Barcoding, os valores de divergéncia entre os seis haplogrupos de Mimagoniates microlepis
(propostos pelo GMYC) também indicam que este pode se tratar de um nome utilizado pra
abrigar mais de uma espécie. O nimero de entidades reconhecidas através do DNA Barcoding,
no entanto, é menor do que aquelas propostas pelo GMYC, uma vez que, de acordo com os
valores encontrados, ndo ha divergéncia suficiente (i.e., >2%) dentro dos HAP2 e HAP4
(HAP2_norte e sul e HAP4_norte e sul, respectivamente), para justificar o reconhecimento de

mais de uma espécie nestes grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de divergéncia genética (%) entre as seis unidades de Mimagoniates microlepis (255
exs.) estabelecidas através da analise de GMYC, M. inequalis (3 exs.), M. lateralis (17 exs.), M.
rheocharis (21 exs.), M. sylvicola (35 exs.), Glandulocauda caerulea (4 exs.), G. melanopleura (20 exs.)
e Lophiobrycon weitzmani (3 exs.). Resultados obtidos através do modelo Kimura-2 parimetros e com
base na matriz de dados do COI (524 pb).

Divergéncia genética (%)

Espécies/Haplogrupo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Haplogrupo 1

Haplogrupo 2_norte 4

Haplogrupo 2_sul 5 1

Haplogrupo 3 6 5 5

Haplogrupo 4_norte 8 7 8 9

Haplogrupo 4_sul 9 8 8 8 2
Mimagoniates inequalis 7 7 7 7 8 8
Mimagoniates lateralis 8 9 8 9 5 5 6

oo
oo
oo
o)
oo
co
w
[o))

Mimagoniates rheocharis

Mimagoniates sylvicola 8 8 9 8 8 8 6 7 6
Glandulocauda caerulea 10 11 11 | 10 12 12 9 11 9 8
Glandulocauda melanopleura | 12 12 12 13 13 13 | 10 11 10 10 11
Lophiobrycon weitzmani 3 12 13 14 14 13 10 11 11 11 11 8

Assim, de acordo com o método de DNA Barcoding, M. microlepis representa um
complexo de espécies, no qual seriam reconhecidas quatro unidades bem definidas (= os
quatro haplogrupos indicados através da analise filogenética com base na matriz de genes

mitocondriais), com valores de divergéncia genética entre elas variando de 5 a 9% (Tabela
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3). Os HAP3 e HAP4 sdo os mais divergentes entre si (9%) e as menores divergéncias estao

entre os HAP1 e HAP2 e entre o HAP2 e HAP3, ambas com 5%.

Tabela 3. Valores de divergéncia genética (%) entre os quatro haplogrupos de
Mimagoniates microlepis, baseados no modelo Kimura-2 pardmetros e na
matriz de dados do COI (524 pb).

Mimagoniates microlepis Divergéncia genética ()
Haplogrupo (exemplares) L ) A
Haplogrupo 1 (22)
Haplogrupo 2 (108) 5
Haplogrupo 3 (53) 6 5
Haplogrupo 4 (72) 8 8 9

3.1.7. Analises filogeograficas

Nas analises filogeograficas, foram utilizadas sequéncias de 255 exemplares de
Mimagoniates microlepis de 60 localidades (= pontos distintos de coleta) ao longo de toda a
distribuicdo da espécie, que inclui drenagens costeiras desde o Estado da Bahia (limite norte)
até o Rio Grande do Sul (limite sul), incluindo a localidade tipo (no Rio de Janeiro), além do rio
Ribeira de Iguape e das bacias dos rios Alto Tieté, Iguacu e Tibagi, sendo estes trés ultimos
importantes afluentes da bacia do rio Parana (Fig. 2). Como indicado no ‘Material & Métodos’,
estas analises foram baseadas apenas no gene mitocondrial COI, cuja matriz, para esta espécie,
possui um total de 524 pb apds alinhamento, 436 sitios conservados, 88 variaveis e 80

informativos.

3.1.7.1. Estrutura filogeografica

A rede de haplétipos do COI, considerando todas as amostras de M. microlepis juntas,
recuperou a mesma estruturacdo observada nas filogenias baseadas nos genes mitocondriais
(Fig. 1) com disting¢ao clara de quatro haplogrupos, que ndo compartilham haplétipos entre si
(Fig. 6). O HAP2, representado pelas populacoes de bacias costeiras do Rio de Janeiro
(incluindo localidade tipo) e Sdo Paulo, aparece como haplogrupo central. Em ordem crescente,
este haplogrupo difere dos HAP1, HAP3 e HAP4 por 11, 12 e 17 passos mutacionais,
respectivamente. Mimagoniates lateralis difere do HAP4 por nove passos mutacionais (Fig. 6).
As redes individuais e peculiaridades dentro de cada um destes haplogrupos serdo apresentadas

e detalhadas posteriormente. As estimativas da AMOVA também corroboraram as evidéncias
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de forte estruturacao genética em M. microlepis, especialmente entre os diferentes haplogrupos
e entre populacdes (= locais de coleta) dentro destes grupos (Tabela 4). Os valores de todos os
indices de fixacdo da AMOVA foram considerados altamente significativos

(p=0,00000+0,00000).

Tabela 4. Analise de variancia molecular (AMOVA) de Mimagoniates microlepis, com base no gene
mitocondrial COI (524 pb). GL: grau de liberdade; p=0,00000.

Niveis hierarquicos GL Percentual de variacido Indices de fixacio
Entre grupos 3 82,93 Fer=0,83
Entre popula¢des dentro dos grupos 44 12,12 Fsr = 0,95
Dentro de populagdes 207 4,95 Fsc = 0,71

(¢

12 passos

17 passos
11 passos

. . . . 12 passos
Mimagoniates microlepis

. Haplogrupo 1 O Haplogrupo 3

. Haplogrupo 2 . Haplogrupo 4

. Mimagoeniates lateralis

Figura 6. Rede de haplétipos inferida a partir de 524 pb do gene mitocondrial COI de 255 individuos de
Mimagoniates microlepis e 13 de M. lateralis. Cada haplotipo é representado por um circulo e seu tamanho
¢ proporcional a sua frequéncia. As linhas representam as relacdes entre os haplétipos/haplogrupos e nelas
estdo indicados os passos mutacionais que o diferem. As cores representam os haplogrupos de M. microlepis
e a espécie M. lateralis, conforme indicado na legenda. Os circulos em verde representam os vetores

medianos (i.e., mutacdes adicionais).
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3.1.7.2. Histéria demografica

Assim como as analises filogeograficas, as analises de demografia histérica também
foram realizadas com base na matriz do gene mitocondrial COI (524 pb). As estatisticas sumarias
de cada um dos haplogrupos de Mimagoniates microlepis sdo apresentadas na Tabela 5. Todos
os haplogrupos apresentaram valores elevados de diversidade haplotipica (Hd>0,5), sendo que o
maior valor foi para o HAP3 (Hd=0,932) e o menor para o HAP1 (Hd=0,662). Os HAP1 foi o
unico que apresentou baixo valor de diversidade nucleotidica (7=0,4%), enquanto os HAP2,
HAP3 e HAP4 apresentaram valores elevados para esta medida de variacéo (= 0,9%, 0,7%, 1,1%,
respectivamente). O menor e maior valor de 7 foi encontrado, portanto, para o HAP1 e HAP4,
respectivamente. Os testes de neutralidade (D e Fs) ndo evidenciaram nenhum sinal de expanséo
demografica significativo para nenhum dos haplogrupos. Ja o teste R, indicou expansdo

demografica em todos os haplogrupos, especialmente para os HAP2 e HAP4.

Tabela 5. Estatisticas sumarias e valores dos testes de neutralidade de D e Fs e do teste de mudanca no
tamanho populacional R, do gene mitocondrial COI (524pb) de Mimagoniates microlepis. N: tamanho
amostral; h: nimero de haplotipos; Hd: diversidade haplotipica; dp: desvio padrao; m: diversidade
nucleotidica por sitio; ns: ndo significativo; *p=0,000000.

Haplogrupo N h Hd (dp) 7t (dp) D Fs R,
HAP1 22 5 0,662 (0,089)  0,00403 (0,00073)  0,32048™ 1,001™ 0,13603*
HAP2 108 16  0,885(0,018)  0,00916 (0,00030)  0,67064  -1,551"  0,09061*
HAP3 53 16 0932(0,013)  0,00685 (0,00033)  -0,32130"°  -4,032"°  0,16108"
HAP4 72 15 0,886 (0,023)  0,01145 (0,00066)  0,13989™  -0,942™  0,09801*

Apesar dos elevados limites de valores de confianca, as estimativas de demografia
histérica com base no gene mitocondrial COI realizadas através do BSP evidenciaram expansao
demografica no HAP2 iniciada por volta de 0,01 milhdes de anos atras (m.a.) (Fig. 7a). Com
relacio ao HAP3, a anélise de BSP indicou um leve declinio no tamanho efetivo populacional
(Ne) também iniciado por volta de 0,01 m.a. (Fig. 7b). Ja com relacdo aos HAP1 e HAP4, o BSP
nao evidenciou mudancas aparentes no Ne ao longo do tempo, sugerindo estabilidade nestes

haplogrupos (Figs. 7c e 7d, respectivamente).
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Figura 7. Estimativas da analise de Bayesian Skyline Plot (BSP) para os haplogrupos de Mimagoniates
microlepis. A) Haplogrupo 2; B) Haplogrupo 3; C) Haplogrupo 1; D) Haplogrupo 4. A linha do meio representa a
mediana da estimativa e as linhas superior e inferior de 95% de HPD (Highest Posterior Density),
respectivamente. O eixo Y esti em escala logaritmica. O eixo X representa milhdes de anos (m.a.).

Os resultados especificos de cada um dos haplogrupos individualmente sao

apresentados abaixo.

HAPLOGRUPO 1 - LITORAL BA + ES

De acordo com as analises baseadas nos genes mitocondriais (IB e MV), este grupo
haplotipico (HAP1) forma um clado muito bem suportado (Fig. 1), composto por individuos
pertencentes a populacoes de bacias costeiras dos estados da Bahia e do Espirito Santo (Fig. 2),
tendo como limite norte de distribui¢do a bacia do rio Pardo, em Canavieiras (BA), e limite sul
um riacho costeiro em Sao Mateus (ES).

Ainda de acordo com as topologias baseadas nos genes mitocondriais, ndo ha formacéo
clara de nenhum agrupamento dentro do HAP1, principalmente por causa de individuos da
bacia do rio Itatnas (ES) (Fig. 8). A analise de GMYC também indica que o HAP1 representa
uma entidade unica (Fig. 5). O valor de divergéncia genética interna, baseado apenas na matriz

do COI (22 individuos), é de 0,4%. Na analise filogenética baseada no gene nuclear, foram
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incluidos dois individuos do HAP1, um da bacia do rio Pardo e outro da bacia do rio Itaunas.
Como mencionado anteriormente, nesta analise, entretanto, nio foi recuperada a estruturacio
encontrada através dos genes mitocondriais e estes individuos nao formaram um agrupamento

distinto (Fig. 3).
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Figura 8. Parte da topologia obtida através da analise de Inferéncia Bayesiana da matriz de dados
mitocondriais concatenada (16S + COI, 1059 pb) de Mimagoniates microlepis e grupo externo,
destacando o Haplogrupo 1. Os nimeros nos nés indicam os valores de probabilidade posterior e
bootstrap (%) respectivamente. Os haplétipos (H) correspondentes do gene COI (524 pb) também séo
indicados para cada individuo/grupo.

O HAP1 é composto por cinco haplotipos ocorrentes em quatro bacias hidrograficas. A
rede de haplotipos do HAP1 é apresentada na Fig. 9. O haplétipo central da rede (H2) é o mais
frequente e também o Gnico compartilhado, ocorrendo nas bacias dos rios Pardo (BA) e Itaunas
(ES). O haplétipo H1, separado do H2 por quatro passos mutacionais, é exclusivo de um riacho
costeiro na cidade de Sao Mateus (ES). Ja na bacia do rio Peruipe (BA), ha trés haplotipos
distintos e exclusivos (H3, H4 e H5), sendo o H4 central e separado dos demais por apenas um
passo mutacional. A conexao entre os haplétipos da bacia do Peruipe e o haplétipo central do
HAP1 (H2) se da através do hapldotipo H3, que se separa do H2 por apenas um passo

mutacional.
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Figura 9. Distribuicdo do Haplogrupo 1 de Mimagoniates microlepis em bacias costeiras da Bahia e
Espirito Santo e rede de haplétipos deste haplogrupo, inferida a partir de 524 pb do gene mitocondrial
COL Na rede, cada haplétipo é representado por um circulo, cujo tamanho é proporcional a sua
frequéncia. As linhas representam as relacdes entre os haplétipos e o valor indicado nestas linhas
corresponde ao numero de mutacdes entre eles. As cores dos simbolos do mapa e dos circulos das redes
sdo correspondentes.

Na analise de variancia molecular (AMOVA), foram consideradas populacdes de todas as
bacias, pois cada uma delas tinha mais de dois individuos coletados (ver ‘Material & Métodos’).
As estatisticas sumarias de cada uma destas localidades (neste caso, bacias) sdo apresentadas na
Tabela 6. A bacia do rio Peruipe (Gnica com mais de um haplétipo) apresentou elevada
diversidade haplotipica (Hd=0,8) e baixa diversidade nucleotidica (1=0,2%). Os resultados da

AMOVA indicaram elevado percentual de variacdo entre as bacias, recuperando uma

estruturagio genética nao evidenciada nas analises filogenéticas (Tabela 7).

Tabela 6. Estatisticas sumarias de cada localidade do HAP1, com base no gene
mitocondrial COI (524 pb). N: tamanho da amostra; h: nimero de haplétipos; Hd:
diversidade haplotipica; : diversidade nucleotidica por sitio; dp: desvio padréo.

Localidades N h Hd/dp mt/dp
Pardo 3 1 0,000 0,00000
Peruipe 5 3 0,800/0,164 0,00191/0,00053
Itatinas 10 1 0,000 0,00000

Sao Mateus 5 1 0,000 0,00000

79



Tabela 7. Anélise de varidncia molecular (AMOVA) do HAP1, com base no gene mitocondrial
COI (524 pb). GL: grau de liberdade; p=0,00000.

Niveis hierarquicos GL Percentual de variacio Indice de fixacio (Fsr)
Entre populacées 3 92,25
0,92254
Dentro de populacgdes 18 7,75

Como mencionado anteriormente, o teste de mudanc¢a no tamanho da populagao (Ry)
indicou uma expansao demografica significativa dentro do HAP1 (Tabela 5). Esta expansao, no
entanto, ndo foi corroborada através dos testes de neutralidade (D e Fs) e da analise de BSP,
cujos resultados nio detectaram indicios de expansdo ou declinio populacional significativos

dentro deste haplogrupo (Tabela 5 e Fig. 7c, respectivamente).
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HAPLOGRUPO 2 - LITORAL R] + SP

De acordo com as analises baseadas nos genes mitocondriais (IB e MV), este haplogrupo
(HAP2) é um clado muito bem suportado (Fig. 1), formado por individuos pertencentes a
populacdes de bacias costeiras dos estados do Rio de Janeiro (R]) e Sdo Paulo (SP) (Fig. 2), tendo
como limite norte de distribui¢io a bacia do rio Paraiba do Sul, em Bom Jardim (R]), e limite
sul um riacho costeiro em Peruibe (SP). Este haplogrupo, que possui o maior numero de
localidades amostradas (21), é definido como sendo Mimagoniates microlepis sensu stricto,
uma vez que é nele que estdo incluidas sequéncias de topotipos da espécie.

Ainda de acordo com as topologias baseadas nos genes mitocondriais, os individuos das
bacias costeiras entre Sdo Sebastido (limite norte) e Peruibe (limite sul), ambas no Estado de
Sao Paulo, formam um grupo monofilético bem suportado (Fig. 10). Através da analise de
GMYC, este clado também foi recuperado como uma linhagem tnica, o HAP2_sul, separada do
HAP2_norte, formado por representantes de bacias costeiras do Rio de Janeiro (limite norte) e
Sao Paulo, até Caraguatatuba (limite sul) (Fig. 5). O HAP2_norte, no entanto, ndo foi
considerado um grupo monofilético mediante as analises filogenéticas. De acordo com as
topologias, os topotipos de M. microlepis e parte dos individuos da bacia do rio Paraiba do Sul
(coletados em Teresopolis — R]) estariam mais relacionados ao HAP2_sul da analise de GMYC
(Fig. 10). As relagoes filogenéticas entre os espécimes do rio Paraiba do Sul (de Bom Jardim, RJ)
e de drenagens costeiras de Ubatuba e Caraguatatuba (SP) ndo foram satisfatoriamente
esclarecidas, uma vez que estes estdo arranjados em uma politomia basal dentro do HAP2 (Fig.
10). Como ja mencionado, a analise de DNA Barcoding indicou valores de divergéncia genética
de 1% entre os HAP2_norte e HAP2_sul do GMYC. Quando considerado o HAP2 como um
todo (108 exemplares), o valor de divergéncia genética interna é de 0,8%. Na analise
filogenética baseada no RAG2, foram incluidos trés espécimes do HAP2, um topétipo, um
individuo da bacia do rio Paraiba do Sul (de Bom Jardim) e um da bacia do rio Itanhaém (SP).
Como visto anteriormente, através da topologia nuclear, no entanto, a estruturacio encontrada
através dos genes mitocondriais ndo foi recuperada e estes individuos nao formaram um grupo
monofilético, sendo que o espécime do rio Itanhaém esta mais relacionado a um do rio Ribeira

de Iguape (HAP3) (Fig. 3).
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Figura 10. Parte da topologia obtida através da analise de Inferéncia Bayesiana da matriz de dados
mitocondriais concatenada (16S + COI, 1059 pb) de Mimagoniates microlepis e grupo externo,
destacando o Haplogrupo 2. Os nimeros nos nds indicam os valores de probabilidade posterior e
bootstrap (%) respectivamente. Os haplétipos (H) correspondentes do gene COI (524 pb) também séo
indicados para cada individuo/grupo.
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O HAP2 é composto por 16 haplotipos ocorrentes em 21 localidades (= pontos de coleta)
(Fig. 11). A rede de haploétipos, baseada no gene mitocondrial COI, evidenciou uma
estruturacdo marcante dentro deste haplogrupo, com a formacao de dois filogrupos (norte e
sul), separados por trés passos mutacionais. Estes agrupamentos sdo os mesmos obtidos
mediante a analise de GMYC: o filogrupo norte (i.e., HAP2_norte), formado por nove
haplétipos ocorrentes nas bacias dos rios Paraiba do Sul, Macacu (no R]) e em drenagens
costeiras de Ubatuba e Caraguatatuba (SP), e o filogrupo sul (i.e., HAP2_sul), composto por sete
haplotipos de bacias costeiras localizadas em Sao Sebastido, Bertioga, Sdo Vicente, Mongagua,
Itanhaém e Peruibe (SP). A rede de haploétipos neste ultimo filogrupo indicou uma estruturacao
geografica ndo evidenciada através das analises filogenéticas baseadas nos genes mitocondriais.
No sentido norte-sul, localidades de Sao Sebastido e a localidade mais ao norte de Bertioga
(Bertioga_1) compartilham o haplotipo H4; ja os pontos mais ao sul de Bertioga (localidades
Bertioga_2, Bertioga_3 e Bertioga_4) compartilham o H2 entre si; haplétipos sdo também
compartilhados entre riachos que drenam Sao Vicente, Mongagua e Itanhaém, e a localidade de
Peruibe (limite sul deste filogrupo) apresenta um haplétipo unico e exclusivo (H7), que é o
ponto de ligacdo entre este filogrupo e o filogrupo de distribui¢do mais ao norte. Dentro deste
ultimo, por sua vez, a estruturacdo é menos evidente, assim como indicado por meio das
analises filogenéticas baseadas nos genes mitocondriais. Neste filogrupo, ha um haplétipo
central (H13), compartilhado por riachos de Caraguatatuba e pelo rio Escuro, localidade mais
ao sul em Ubatuba; a maioria dos demais haplotipos esta separada do H13 por apenas um passo
mutacional; os riachos mais ao norte de Ubatuba (localidades Ubatuba_1 e Ubatuba_2)
compartilham o haplétipo H9 entre si; a localidade Ubatuba_3 tem um haplétipo tnico e
exclusivo (H15). Cada uma das localidades amostradas na bacia do Paraiba do Sul apresenta
um haplétipo tnico e exclusivo (H10 em um afluente do Paraiba na cidade de Bom Jardim e
H14 em Teresopolis, ambas no RJ), que ndo possuem conexdo direta (como também sugerido
mediante as analises filogenéticas). Na localidade tipo, em Cachoeiras de Macacu, também s6
existe um haplétipo Unico e ndo compartilhado (H16), que é o ponto de conexdo entre o
filogrupo de distribuicdo mais ao norte e o de distribuicdo mais ao sul. O H16 nao esta ligado
diretamente ao haplétipo central H13, e sim através do haplotipo H15 (da localidade
Ubatuba_3), de quem estd separado por apenas um passo mutacional. O haplétipo da
localidade de tipo também esta ligado ao H14 (Paraiba do Sul_2), de quem esta separado por

apenas um passo mutacional.
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Figura 11. Distribuicdo do Haplogrupo 2 de Mimagoniates microlepis em bacias costeiras do Rio de
Janeiro (inclui localidade tipo) e Sdo Paulo e rede de hapldtipos deste haplogrupo, inferida a partir de
524 pb do gene mitocondrial COL Na rede, cada haplétipo é representado por um circulo, cujo tamanho
é proporcional a sua frequéncia. As linhas representam as relagdes entre os hapldtipos e o valor
indicado nestas linhas corresponde ao numero de mutagdes entre eles. No mapa, a estrela representa a
localidade tipo de M. microlepis, na bacia do rio Macacu, em Cachoeiras de Macacu, R]J.

Com rela¢do ao HAP2, foram realizadas duas analises de varidncia molecular (AMOVA).
Na primeira, foram considerados como populacoes, os filogrupos norte e sul, obtidos a partir da
rede de haplotipos. Ja na segunda analise, cada localidade amostrada foi considerada como
uma populacdo distinta. Neste caso, como apresentado em ‘Material & Métodos’, s6 foram
incluidas localidades com, no minimo, dois individuos amostrados (no caso do HAP2, foram 19
localidades). Os resultados das duas analises de AMOVA sdo apresentados na Tabela 8 e
indicam que o percentual de variacdo molecular é maior entre as localidades (populacdes)
quando estas sao consideradas individualmente e néo por filogrupo. As estatisticas sumarias de
cada uma destas localidades sdo apresentadas na Tabela 9. Das 19, apenas quatro apresentaram
elevada diversidade haplotipica (i.e., Hd>0,5): Ubatuba_Caragua, Sdo Sebastido_1, Bertioga_1 e
Sao Vicente. A diversidade nucleotidica foi considerada baixa em todas as localidades (11<0,5%).
Os resultados obtidos a partir da AMOVA indicaram elevado percentual de variacdo entre as

localidades, evidenciando uma forte estruturagao genética (Tabela 8).
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Tabela 8. Andlise de varidncia molecular (AMOVA) do HAP2, com base no gene
mitocondrial COI (524 pb). Para a AMOVA 1, foram consideradas como populagdes o
‘filogrupo norte’ e ‘filogrupo sul’, obtidos a partir da rede de haplétipos; ja na AMOVA 2,
foram consideradas as 19 localidades distintas. GL: grau de liberdade; p=0,00000.

AMOVA Niveis hierarquicos ~GL % de variacio Indice de fixacio (Fsy)

Entre populagtes 1 55,25
~ 0,55254
1 Dentro de populagdes 106 44,75
Entre populagtes 18 85,88
0,85876
2 Dentro de populacdes 89 14,12

Tabela 9. Estatisticas sumarias de cada localidade do HAP2, com base no gene
mitocondrial COI (524 pb). N: tamanho da amostra; h: nimero de haplétipos; Hd:
diversidade haplotipica; 7: diversidade nucleotidica por sitio; dp: desvio padréo.

Localidades N h Hd/dp nt/dp
Paraiba do Sul 1 5 1 0,000 0,00000
Localidade tipo 5 1 0,000 0,00000
Paraiba do Sul_2 9 2 0,222/0,166 0,00042/0,00032
Ubatuba_1 4 1 0,000 0,00000
Ubatuba_2 5 2 0,400/0,237 0,00076/0,00045
Ubatuba_3 10 1 0,000 0,00000
Ubatuba_Caragua 5 3 0,700/0,218 0,00153/0,00058
Caraguatatuba_l 2 1 0,000 0,00000
Caraguatatuba_2 5 1 0,000 0,00000
Sao Sebastido_1 5 2 0,600/0,175 0,00458/0,00134
Sao Sebastiio_2 5 2 0,400/0,237  0,00305/0,00181
Bertioga_1 4 3 0,833/0,222 0,00477/0,00199
Bertioga_2 5 2 0,400/0,237  0,00305/0,00181
Bertioga_3 19 3 0,368/0,125 0,00074/0,00027
Bertioga_4 4 1 0,000 0,00000
Sao Vicente 3 3 1,000/0,272 0,00382/0,00134
Mongagua 4 2 0,500/0,265 0,00191/0,00101
Itanhaém 4 1 0,000 0,00000
Peruibe 5 1 0,000 0,00000
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Como mencionado anteriormente, o teste de neutralidade D ndo evidenciou nenhum
sinal de expansao demografica relacionada ao HAP2 (Tabela 5). Ja o outro teste desta natureza,
o Fs, indicou uma possivel expansdo (Fs = -1,551), mas sem suporte estatistico significativo
(p=0,33). O teste de mudanca no tamanho populacional (R;) também indicou expansao (Tabela
5), que foi corroborada mediante a analise de BSP. Segundo esta analise, a expansado
demografica dentro HAP2 teve inicio por volta de 0,01 m.a. (Fig. 7a). Na Fig. 12 a seguir, é
apresentado um grafico indicando os valores de diversidade nucleotidica (1) por localidade de

coleta. A localidade com maior valor de rt foi ‘Bertioga_1’.
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Figura 12. Grafico indicando os valores de diversidade nucleotidica (r) por localidade
amostrada para o Haplogrupo 2 de Mimagoniates microlepis.
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HAPLOGRUPO 3 - ALTO TIETE + RIBEIRA DE IGUAPE + LITORAL PR

As analises filogenéticas (IB e MV) baseadas nos genes mitocondriais indicam que o
haplogrupo 3 (HAP3) é um grupo monofilético, bem suportado (Fig. 1), formado por individuos
pertencentes a populacdes das bacias do Alto Tieté (SP), Ribeira de Iguape (SP e PR) e
drenagens costeiras do Estado do Parana (PR) (Fig. 2). O limite norte de distribuicdo do HAP3 é
o rio Alto Tieté, bacia do rio Paran4, na cidade de Itapecerica da Serra (SP), e o limite sul é um
riacho costeiro, afluente da Baia de Paranagua, em Morretes (PR).

Ainda de acordo com as topologias baseadas nos genes mitocondriais, ha um
agrupamento bem suportado (probabilidade posterior de 1 e 93% de bootstrap) dentro do HAP3
composto pelos individuos do Alto Tieté e espécimes de algumas localidades da bacia do
Ribeira de Iguape (Fig. 13). Se ndo fosse pela inclusao de um individuo (LBP 34327) de um
riacho costeiro afluente da Baia de Paranagua, em Morretes, as populacdes do Alto Tieté e de
trechos mais baixos da bacia do Ribeira (que drenam o Estado de Sdo Paulo) formariam um
grupo monofilético, apesar do suporte nao muito alto. Fora estas, ndo ha indicativo de
nenhuma outra estruturacdo interna para o HAP3: as diferentes populagdes de bacias costeiras
do Parana ndo formam um clado e individuos do Ribeira de Iguape, coletados no curso um
pouco mais alto do rio, no Estado do Parana, aparecem como mais proximamente relacionado
aos espécimes destas bacias costeiras do que aos demais coletados no Ribeira (Fig. 13). A
analise de GMYC também indica que o HAP3, como um todo, representa uma entidade tinica
(Fig. 5). O valor de divergéncia genética interna, baseada na matriz do COI (53 individuos), é
de 0,7%. Na analise filogenética baseada no gene nuclear, foram incluidos trés espécimes do
HAP3, um do Alto Tieté, um do Ribeira de Iguape e um de um riacho costeiro do Parana.
Como ja mencionado, na topologia nuclear, no entanto, a estruturacdo encontrada através dos
genes mitocondriais ndo foi recuperada e estes individuos ndo formaram um grupo
monofilético; o espécime do rio Ribeira de Iguape esta mais relacionado a um do rio Itanhaém

(HAP?2) (Fig. 3).
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Figura 13. Parte da topologia obtida através da andlise de Inferéncia Bayesiana da matriz de dados
mitocondriais concatenada (16S + COI, 1059 pb) de Mimagoniates microlepis e grupo externo, destacando o
Haplogrupo 3. Os numeros nos nds indicam os valores de probabilidade posterior e bootstrap (%)
respectivamente. Os haplétipos (H) correspondentes do gene COI (524 pb) também sdo indicados para cada
individuo/grupo.

HAP3 é composto por 16 haplotipos ocorrentes em 12 localidades (= pontos de coleta) (Fig.
14). A rede de haplétipos, baseada no gene mitocondrial COI, evidenciou a presenca de dois
filogrupos dentro do HAP3: (1) filogrupo norte, que inclui haplétipos de distribuicdo mais ao
norte, na bacia do Alto Tieté e em trechos do Ribeira de Iguape que drenam o Estado de Sao
Paulo; (2) e o filogrupo sul, que é restrito ao limite sul de distribui¢do do HAP3, incluindo os
haplotipos ocorrentes nas bacias costeiras do Parand e no trecho do Ribeira de Iguape que
drena este estado. Para a ligacdo entre estes grupos, foi necessaria a adicdo de um vetor
mediano (median vector, mv). Como sera visto adiante, no entanto, mediante a analise de

variancia molecular (AMOVA) uma maior variacdo genética entre localidades foi recuperada,
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quando estas foram consideradas de forma independente (por ponto de coleta) e ndo agrupadas
por filogrupos (Tabela 10). No Alto Tieté, ha dois haplotipos distintos e exclusivos desta
localidade (H1 e H3). Na bacia do Ribeira de Iguape como um todo, ha oito hapldtipos, sendo
que quatro deles (H2, H4, H6 e H7) ocorrem apenas em trechos mais baixos desta bacia, no
Estado de Sao Paulo, e os outros quatro (H9, H10, H12 e H16) ocorrem na localidade Ribeira_4,
no Parana. Os pontos amostrados em Sao Paulo (localidades Ribeira_1, Ribeira_2 e Ribeira_3)
compartilham haplétipos entre si, sendo que apenas a Ribeira_2 possui um haplétipo exclusivo
(H6). Dos quatro haplétipos que ocorrem na localidade Ribeira_4, no Parand, apenas um (H16)
é exclusivo, sendo os demais compartilhados com duas ou mais localidades nas bacias costeiras
localizadas ao entorno da Baia de Paranagua. Todas estas localidades, por sua vez,

compartilham hapldtipos entre si, com excecdo de Morretes_2, que tem dois hapldtipos (H11 e

H14) exclusivos.

H9/H10/H12/H16

H5/H10
H12/H15
H8/H9

Baia de Paranagua
H13 Hi11/H14

Oceano Atlantico

ey "~ @HAP3_norte HAP3_sul

Figura 14. Distribuicdo do Haplogrupo 3 de Mimagoniates microlepis nas bacias do rio Alto Tieté (SP),
Ribeira de Iguape (SP e PR) e em bacias costeiras do Parana e rede de haplétipos deste haplogrupo,
inferida a partir de 524 pb do gene mitocondrial COI Na rede, cada haplétipo é representado por um
circulo, cujo tamanho é proporcional a sua frequéncia. As linhas representam as relacdes entre os
haplétipos e o valor indicado nestas linhas corresponde ao nimero de mutagdes entre eles. O
HAP3_norte e HAP3_sul estdo ligados por um vetor mediano (median vector, mv).
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Com relacdo ao HAP3, foram realizadas trés analises de varidncia molecular (AMOVA).
Na primeira, foram considerados como populacodes, os filogrupos norte e sul, originados a
partir da rede de haplétipos. Como o HAP3 é composto por individuos ocorrentes em bacias
costeiras (como acontece tipicamente em M. microlepis) e também no Alto Tieté, que é afluente
da bacia do rio Parana, na segunda AMOVA, foram consideradas como populacoes, as
localidades ‘Alto Tieté’ e ‘Costa’. Esta analise foi feita com o intuito de avaliar a existéncia de
alguma estruturacdo/separacdo entre o Alto Tieté e as bacias costeiras nao evidenciada na
analise filogenética. Ja na terceira analise, cada localidade amostrada foi considerada como
uma populagdo distinta. Neste caso, como apresentado no ‘Material & Métodos’, s foram
incluidas localidades com, no minimo, dois individuos amostrados (no caso do HAP3, foram 11
localidades). Os resultados das trés AMOVAs sdo apresentados na Tabela 10 e indicam que o
percentual de variacdo molecular é maior entre as localidades quando estas sdo consideradas
separadamente, o que nao justificaria a separagdo em ‘Filogrupo_norte’ e ‘Filogrupo_sul’, nem

entre ‘Alto Tieté’ e ‘Costa’.

Tabela 10. Analises de varidncia molecular (AMOVA) do HAP3, com base no gene
mitocondrial COI (524 pb). Na AMOVA 1, foram consideradas como populagdes o ‘filogrupo
norte’ e ‘filogrupo sul’, obtidos a partir da rede de haplétipos; na AMOVA 2, foram
consideradas as localidades ‘Alto Tieté’ e ‘Costa;” e jA na AMOVA 3, foram consideradas 11
localidades distintas. GL: grau de liberdade; p=0,00000.

AMOVA Niveis hierarquicos ~GL % de variacio Indice de fixacio (Fsy)
1 Entre populacoes 1 52,87 0.52868
Dentro de populagbes 51 47,13
) Entre populagdes 1 43,09 0.43093
Dentro de populagbes 51 56,91
3 Entre populagtes 10 58,42
Dentro de populagoes 42 41,58 0,58423

As estatisticas sumarias de cada uma das 11 localidades sdo apresentadas na Tabela 11.
Todas as localidades apresentaram elevado valor de diversidade haplotipica (i.e., Hd>0,5), com
excecdo das localidades Ribeira de Iguape_1 e Morretes_2 (Hd=0,3 e Hd=0,4, respectivamente).
A diversidade nucleotidica foi considerada baixa em quase todas as localidades (7<0,5%), com

excecdo de Lageado e Nhundiaquara_2 (m=0,6% aproximadamente, em ambas). Os resultados
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da terceira AMOVA indicaram percentual de variacao relativamente alto entre as localidades,

indicando estruturacao dentro do HAP3 (Tabela 10).

Tabela 11. Estatisticas sumarias de cada localidade do HAP3, com base no gene mitocondrial
COI (524 pb). N: tamanho da amostra; h: nimero de haplétipos; Hd: diversidade haplotipica;
mt: diversidade nucleotidica por sitio; dp: desvio padréo.

Localidades N h Hd/dp mt/dp
Alto Tieté 13 2 0,538/0,060 0,00206/0,00023
Ribeira de Iguape_1 6 2 0,333/0,215 0,00064/0,00041
Ribeira de Iguape_2 4 3 0,833/0,222 0,00477/0,00199
Ribeira de Iguape_3 5 2 0,600/0,175 0,00458/0,00134
Ribeira de Iguape_4 4 4 1,000/0,177 0,00413/0,00093
Lageado 2 2 1,000/0,500 0,00573/0,00286
Paranagua 3 2 0,667/0,314 0,00136/0,00064
Nhundiaquara_l 5 3 0,700/0,218 0,00344/0,00116
Nhundiaquara_2 3 3 1,000/0,272 0,00636/0,00180
Morretes_1 3 2 0,667/0,314 0,00254/0,00120
Morretes_2 5 2 0,400/0,237 0,00229/0,00136

Os testes de neutralidade indicaram uma possivel expansao demografica em HAP3 (D=
-0,32130 e Fs=-4,032), mas sem suporte estatistico significativo (p>0,10 e p=0,46,
respectivamente). O teste de mudanca no tamanho populacional (Ry) também indicou expansao
(Tabela 5), desta vez com suporte (p=0,0000). A analise de BSP, por outro lado, indicou um leve
declinio no tamanho efetivo populacional, iniciado por volta de 0,01 m.a. (Fig. 7b). Um gréafico
indicando os valores de diversidade nucleotidica () por localidade de coleta é apresentado na
Fig. 15. O maior valor de m foi encontrado na localidade ‘Nhundiaquara_2’ e o menor no

‘Ribeira_1’.
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Figura 15. Grafico indicando os valores de diversidade nucleotidica (1) por localidade
amostrada para o Haplogrupo 3 de Mimagoniates microlepis.

HAPLOGRUPO 4 - LITORAL (PR + SC + RS) + IGUACU + TIBAGI

De acordo com as analises baseadas nos genes mitocondriais (IB e MV), este grupo
haplotipico (HAP4) forma um clado com elevado suporte (Fig. 1), composto por individuos
pertencentes a populagdes de bacias costeiras dos estados do Parana (PR), Santa Catarina (SC) e
Rio Grande do Sul (RS) (Fig. 2), além de populagdes das bacias dos rios Iguacu (PR e SC) e
Tibagi (PR), afluentes da bacia do rio Parana. O limite norte de distribui¢do do grupo é a bacia
do rio Iguacu, em Curitiba (PR) e o limite sul, a drenagem costeira do rio Maquiné (bacia do
Tramandai), em Maquiné (RS). Como mencionado anteriormente, as topologias baseadas nos
genes mitocondriais indicam que o HAP4 esta mais relacionado a Mimagoniates lateralis do
que aos demais haplogrupos de M. microlepis, formando com esta espécie um grupo
monofilético bem suportado (Fig. 16).

Ainda de acordo com as topologias baseadas nos genes mitocondriais, dentro do HAP4,
¢ possivel distinguir dois agrupamentos, um deles, com elevado valor de suporte (1 de
probabilidade posterior e 92% de bootstrap), é formado pelas populagcdes das bacias dos rios
Iguacu e Tibagi e de drenagens costeiras do PR e SC; ji o outro, que inclui populagoes
ocorrentes nas bacias dos rios Mampituba (SC e RS) e Tramandai (rios Maquiné e Trés

Forquilhas, ambos no RS), nao foi muito bem suportado (0,54 de probabilidade posterior e 61%
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de bootstrap). Em relacdo ao primeiro clado, as analises filogenéticas apontam para uma
relacdo mais estreita entre os individuos coletados nas bacias dos rios Iguacu e Tibagi, mas as
relacOes entre as bacias costeiras do PR e SC e destas com o clado (Iguacu, Tibagi) ndo foram
satisfatoriamente esclarecidas. Ainda dentro deste agrupamento, alguns individuos aparecem
como proximamente relacionados, mas sem a formacao de clados distintos por localidade, uma
vez que nem todos os espécimes do mesmo ponto de coleta estdo incluidos nestes subgrupos
(Fig. 16). Dentro do segundo agrupamento formado, ha dois clados distintos, um é composto
por individuos coletados apenas na drenagem do rio Maquiné (bacia do Tramandai) e o outro
pelos espécimes da bacia do rio Mampituba. Estes dois clados e o individuo coletado no rio
Trés Forquilhas (também bacia do rio Tramandai, em Itati) estdo arranjados em uma
tricotomia basal.

Os dois grandes clados recuperados mediante as analises filogenéticas baseadas nos
genes mitocondriais foram também reconhecidos através da analise de GMYC como entidades
evolutivas distintas (HAP4_norte e HAP4_sul; Fig. 5). Os agrupamentos dentro de cada um
destes clados mais abrangentes nao foram reconhecidos como independentes por meio da
analise de GMYC. Como ja mencionado, a analise de DNA Barcoding, entretanto, indicou
valores de divergéncia genética de apenas 2% entre os HAP4_norte e HAP4_sul do GMYC.
Quando considerado o HAP4 como um todo (72 exemplares), o valor de divergéncia genética
interna é de 1,1%. Na analise filogenética baseada no RAG2, foram incluidos trés individuos do
HAP4, um da bacia do rio Iguacu (PR) e dois de bacias costeiras distintas, uma no PR e outra
em SC. Como ja mencionado, este haplogrupo foi o tnico recuperado como monofilético
através da analise com o gene nuclear e estes trés individuos formaram um clado com elevado

valor de suporte (Fig. 3).
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Figura 16. Parte da topologia obtida através da andlise de Inferéncia Bayesiana da matriz de dados
mitocondriais concatenada (16S + COI, 1059 pb) de Mimagoniates microlepis e grupo externo, destacando o
Haplogrupo 4 e M. lateralis. Os numeros nos nés indicam os valores de probabilidade posterior e bootstrap
(%) respectivamente. Os haplétipos (H) correspondentes do gene COI (524 pb) também sio indicados para
cada individuo/grupo; haplétipos nao indicados representam espécimes que ndo tiveram o gene 16S
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O HAP4 é composto por 15 haplotipos ocorrentes em 18 localidades (= pontos de coleta)
(Fig. 17). Através da rede de haplotipos, baseada no gene mitocondrial COI, foi recuperada a
mesma estrutura observada na arvore de IB (Fig. 16), com distin¢do de dois grandes filogrupos
dentro do HAP4: um de distribui¢do mais ao norte, incluindo as bacias dos rios Iguacu, Tibagi e
pequenas bacias costeiras dos estados de PR e SC e outro, de distribuicdo mais ao sul, nas
bacias dos rios Mampituba (SC e RS), Trés Forquilhas e Maquiné (ambos no RS) (Fig 17). Cada
bacia deste dltimo filogrupo tem apenas um haplétipo e exclusivo (H13, H15 e Hi4,
respectivamente); o haplotipo do rio Trés Forquilhas é central, separando-se dos haploétipos dos
rios Mampituba e Maquiné por dois e um passos mutacionais, respectivamente. Em relacdo ao
filogrupo de distribuicdo mais ao norte, algumas das relacdes internas, observadas na topologia
apresentada na Fig. 16, foram também indicadas a partir da rede de haplétipos do COI (e.g., H2
e H3; H4 e H5; H7; H8; H9). Dentro deste filogrupo, o haplétipo H12, ocorrente nas localidades
‘Guaratuba_2’ e ‘Matinhos’, aparece como haplétipo central; a maioria dos demais haplétipos
se separa deste por apenas um passo mutacional; todas as localidades das bacias dos rios Iguacu
e Tibagi apresentam e compartilham o mesmo haplétipo (H8); na localidade ‘Matinhos’, foi
encontrado o maior nimero de hapldtipos (5), sendo apenas dois deles exclusivos (H4 e H10); a
maioria dos haplétipos é compartilhada entre duas ou mais localidades e, além de ‘Matinhos’,
as Unicas localidades que apresentam haplétipos exclusivos sdo ‘Sdo Francisco do Sul’ (H1),

‘Garuva’ (H3), ‘Jaragua’ (H6) e ‘Paranagua_HAP4 (H11).
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Figura 17. Distribuicdo do Haplogrupo 4 de Mimagoniates microlepis nas bacias do rio Tibagi, Iguacu e
em bacias costeiras de Santa Catarina e Rio Grande do Sul e rede de haplétipos deste haplogrupo,
inferida a partir de 524 pb do gene mitocondrial COIL Na rede, cada haplétipo é representado por um
circulo, cujo tamanho é proporcional a sua frequéncia. As linhas representam as relacdes entre os
haplétipos e o valor indicado nestas linhas corresponde ao nimero de mutacdes entre eles. O
HAP4_norte e HAP4_sul estao ligados por um vetor mediano (median vector, mv).

Com relacdo ao HAP4, também foram realizadas trés analises de varidncia molecular
(AMOVA). Na primeira, foram considerados como populacdes, os filogrupos norte e sul,
reconhecidos a partir da rede de hapldtipos. Assim como o HAP3, o HAP4 também inclui
individuos ocorrentes em drenagens costeiras (como acontece tipicamente em M. microlepis) e
também em afluentes da bacia do rio Parana (Iguacu e Tibagi). Assim, na segunda AMOVA,
foram consideradas como populacdes, as localidades, ‘Iguacu_Tibagi’ e ‘Costa’. Esta anélise foi
feita com o intuito de avaliar a existéncia de alguma estruturacdo/separacdo entre os rios
Iguacu e Tibagi e as bacias costeiras, ndo evidenciada na analise filogenética. Ja na terceira
analise, cada localidade amostrada foi considerada como uma populagio distinta. Neste caso,
como apresentado em ‘Material & Métodos’, s6 foram incluidas localidades com, no minimo,
dois individuos amostrados (no caso do HAP4, foram 14 localidades). Os resultados das duas
analises de AMOVA sao apresentados na Tabela 12 e indicam que o percentual de variacdao
molecular é ligeiramente maior entre as localidades quando estas sdo consideradas

separadamente do que quando separadas por filogrupos. O percentual de variacdo entre as
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populacoes quando separadas em ‘Tguacu_Tibagi’ vs. ‘Costa’ foi consideravelmente menor, o

que nio justifica esta separacao.

Tabela 12. Analises de varidncia molecular (AMOVA) do HAP4, com base no gene
mitocondrial COI (524 pb). Na AMOVA 1, foram consideradas populagdes o ‘filogrupo norte’
e ‘filogrupo sul’, delineados a partir da rede de haplétipos; na AMOVA 2, foram consideradas
apenas as localidades ‘Tguacu_Tibagi e ‘Costa’, e na AMOVA 3, foram consideradas
considerou 14 localidades distintas. GL: grau de liberdade; p=0,00000.

AMOVA Niveis hierarquicos ~GL % de variacio Indice de fixacio (Fsy)

Entre populagtes 1 58,01

1 N 0,58006
Dentro de populagbes 70 41,99
Entre populacdes 1 23,20

0,23197
2 Dentro de populagbes 70 76,80
Entre populacdes 13 58,09

0,58086
3 Dentro de populagdes 58 41,91

As estatisticas sumarias de cada uma das 14 localidades sdo apresentadas na Tabela 13.
Metade das localidades s6 apresentou um hapldtipo, portanto, nenhum polimorfismo foi
detectado. Das sete localidades restantes, apenas uma, Iguacu_2, apresentou baixo valor de
diversidade haplotipica (Hd<0,5). A diversidade nucleotidica foi considerada baixa em quase
todas as localidades (7<0,5%), com excecdo de Guaratuba_1 (71=0,9%) e Jaragua (1=0,6%) (Fig.
18). A diversidade nucleotidica nesta localidade foi a maior deste e de todos os demais
haplogrupos. Os resultados da terceira AMOVA indicaram percentual de variagdo

relativamente alto entre as localidades, indicando estruturagiao dentro do HAP4 (Tabela 12).

Tabela 13. Estatisticas sumarias de cada localidade do HAP4, com base no gene
mitocondrial COI (524 pb). N: tamanho da amostra; h: nimero de haplétipos; Hd:
diversidade haplotipica; 7: diversidade nucleotidica por sitio; dp: desvio padrao.

Localidades N h Hd/dp mt/dp
Sao Francisco do Sul 2 1 0,000/0,00000 0,00000/0,00000
Garuva 6 3 0,733/0,155 0,00369/0,00099
Guaratuba_1 2 2 1,000/0,500 0,00954/0,00477
Guaratuba_2 5 1 0,000/0,00000 0,00000/0,00000
Matinhos 6 5 0,933/0,122 0,00433/0,00090
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Paranagua_HAP4
Jaragua
Iguacu_1
Iguacu_2
Iguacu_3
Tibagi_1
Tibagi_2
Maquiné

Mampituba

10

12

3 0,600/0,215
2 1,000/0,500
1 0,000/0,00000
2 0,400/0,237
1 0,000/0,00000
1 0,000/0,00000
1 0,000/0,00000
1 0,000/0,00000
2 0,530/0,076

0,00331/0,00113
0,00573/0,00286
0,00000/0,00000
0,000084/0,00050
0,00000/0,00000
0,00000/0,00000
0,00000/0,00000
0,00000/0,00000

0,00202/0,00029

Como mencionado anteriormente, o teste de neutralidade D nao indicou nenhum sinal
de expansao demografica com relacdo ao HAP4 (Tabela 5). Ja o outro teste desta natureza, o Fs,
indicou uma possivel expansao (Fs = -0,942), mas sem suporte estatistico significativo (p=0,42).
O teste de mudanca no tamanho da populacéo (R;) indicou expansdo demografica significativa
dentro do HAP4 (Tabela 5). Esta expansao, entretanto, nao foi corroborada pela analise de BSP,
que nao evidenciou mudancas aparentes no tamanho efetivo populacional ao longo do tempo

(Fig. 7d).
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Figura 18. Gréafico indicando os valores de diversidade nucleotidica (1t) por localidade
amostrada para o Haplogrupo 4 de Mimagoniates microlepis.
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4. Analises morfologicas

Analises morfologicas foram realizadas para avaliar se este conjunto de dados também
sustenta a separacao dos haplogrupos de Mimagoniates microlepis em espécies distintas, como
sugerido por algumas analises moleculares baseadas no mtDNA (e.g., GMYC, DNA barcoding).
Os resultados das analises morfolégicas também foram comparados aos apresentados por
Menezes & Weitzman (2009) na tentativa de melhor compreender a variagao clinal de alguns
caracteres proposta por estes autores, desta vez com a inclusao de populacdes de M. microlepis
nao contempladas naquele trabalho (e.g., espécimes dos rios Alto Tieté, Tibagi, Pardo). Para
efeito de comparacao, portanto, as analises foram feitas por haplogrupo e buscou-se, sempre
que possivel, incluir os vouchers utilizados nas analises moleculares. Sobre a amostragem,
também ¢é importante ressaltar que o HAP4 foi o que teve o maior nimero de individuos
analisados em virtude da relacio (HAP4, M. lateralis). Os dados morfométricos sdo
apresentadas na Tabela 14 e indicam sobreposicdo de valores tanto dos haplogrupos entre si
quanto entre estes e Mimagoniates microlepis sensu stricto (i.e., lectétipo, paralectdtipos e
topotipos; ver Menezes & Weitzman, 2009: Tabela 12, pagina 357).

Os dados meristicos sdo apresentados qualitativa e comparativamente na Tabela 15, que
inclui a amplitude de valores referentes a cada haplogrupo obtida no presente estudo, aquela
apresentada por Menezes & Weitzman (2009), incluindo contagens do lectétipo da espécie,
além da variacdo total de dados meristicos observada em M. microlepis (i.e., presente estudo e
Menezes & Weitzman, 2009). Na Fig. 19, sdo apresentados os graficos BoxPlot, gerados com
base em alguns caracteres meristicos, onde é possivel observar a simetria dos dados, sua
dispersdo e a existéncia de outliers (dados discrepantes). Estes graficos também indicaram que,
apesar de algumas tendéncias, ndo ha variacdo clinal evidente com relacdo a maioria dos
caracteres meristicos analisados. O padrao de colorido em &lcool de cada um dos haplogrupos
pode ser observado na Fig. 20 e também indica nenhuma diferenca significativa. Um exemplar
de Mimagoniates lateralis é apresentado na Fig. 21 para comparagdo com o HAP4. O padrao de
colorido em vida da espécie é apresentado na Fig. 22, tendo como base um topoétipo (Fig. 22a) e
um exemplar do HAP1 (Fig. 22b). Detalhes adicionais em relagdo a caracteres morfologicos de

M. microlepis sdo fornecidos na ‘Discussdo’.
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Tabela 14. Dados morfométricos dos quatro haplogrupos de Mimagoniates microlepis propostos no presente estudo com base no mtDNA. N= ntimero de

espécimes examinados; DP = desvio padro.

Machos Haplogropo 1 Haplogrupo 2 Haplogrupo 3 Haplogrupo 4

N Minimo Maximo  Média DF N Minimo Maximo Média DF M Minimo Maximo  Média DF N Minimo Maximo Média DF
Comprimento padrao (mm]) 13 199 35,4 279 - 4 39.5 44,7 42,2 - U] 30,4 44,1 36,2 43 272 525 39.6 -
% do comprimento padrio
Altura do corpo 13 24,1 3,2 26,8 13 4 .5 0 31,2 0,6 1k 28,1 33,3 30,3 1,7 3 27,8 35,6 31,1 20
Focinho-origem dorsal 13 59,9 4,2 62,0 15 4 56,8 61,5 39,6 2,0 1 61,2 63,8 62,4 09 41 39,7 674 62,8 1.6
Focinho-origem peitoral 13 246 28,1 26.1 o9 4 24,1 26,1 vl 1.0 10 25,5 272 26,6 05 43 23,2 285 26,2 1,1
rncinhn-nrigtm pé]l.fil:a 13 427 A, 4 451 1,1 4 40,6 45,1 428 25 1l 44,7 48,3 460 1,1 43 422 491 45.0 14
Facinha-origem anal 13 561 60,3 580 1,1 3 565 507 57.9 17 10 56,3 632 588 23 43 540 61,2 576 18
Altura do pendiculo caudal 13 11,2 15,0 13.4 1,0 3 13,2 14,1 13,5 0,5 10 125 15,6 14,2 0,9 43 10,5 16,7 14,0 14
Comprimento do pedinculo candal 13 7.5 1.4 9,2 1,1 4 83 10,2 9,2 0,8 10 7.6 11,6 45 1,1 43 6.7 04 9,1 0,8
E‘unlpri mento da p-rilunl] 13 18,5 24,8 223 1.7 & 23,0 239 23,6 0,4 10 220 24,0 23,4 6 43 21,0 26,7 24,0 1.3
Cu:mpri mento da pé]‘ri.ta. 13 13,5 15,8 14.5 07 4 11,6 15,4 137 1.6 10 13,6 16,0 149 0,7 43 10,8 15,3 137 1,0
Base da dorsal 13 120 16,7 140 1,2 4 14,2 16,5 15,4 1,0 1l 152 16,0 14,2 L] 43 12,0 16,2 159 1,1
Comprimento da dorsal 13 26,1 6,7 1.6 37 2 3,8 326 32,2 0,6 ] LI w0 36,1 7 ] 50,1 R 33,3 26
Base da anal 13 34,5 7.6 36,2 1,0 : .7 41,3 39,6 1,3 11k B0 ¥e A6, 1,5 43 34,3 4,5 378 15
Comprimento da anal 13 16,0 19,9 18.5 1,2 4 17,5 20,0 19,0 0.9 1 17,5 19,7 18,7 0,7 43 16,1 2B 19,4 1.3
Olho-origem dorsal 13 48,3 52,2 49,8 1,2 4 47 4 50,6 49,1 1,7 10 44,9 51,5 50,1 1,9 43 47 6 56,4 51.4 1,7
Cl:r.igi:n'l dorsal-base caudal 13 79 42,2 406 1,0 4 428 LN 43.6 08 10 36,5 41,6 40,2 15 43 36,0 48,8 410 20
Comprimento da cabeca 13 238 26,4 253 08 4 28 24,6 255 08 1l 223 25,9 244 1,0 43 225 e 24,1 1,0
% do comprimento da cabeca
Didmetre de olho 13 29,3 414 335 31 2 2.1 34,0 3L7 ] 1 28,10 33,9 32,7 &3 43 28,6 .8 32,7 &7
Comprimento do focinho 13 213 27,7 25.5 18 | 26.4 280 270 09 10 228 27T 26,6 14 43 22,4 36,1 26,7 2.3
Espago interorbital 13 320 4,0 35.4 2.2 4 336 9.2 359 26 1 330 368 34,7 1.3 43 31,5 7 350 1.7
Comprimento da maxila superior 13 423 50,0 459 23 3 43,6 49,0 46,1 2.7 U] 41,0 47,1 ET 1.8 43 38,9 494 4.5 2,1

Fémeas ou lmaturos Haplogropo 1 Haplogrupo 2 Haplogrupo 3 Haplogrupo 4

N Minimo Maximo  Média Dp N Minimo Maximo Média DP N Minimo  Maximo  Meédia DP N Minimo Maximo  Média DP
Cnmprimcnto ]:ladril:l {mm) 9 20,1 28 4 229 - 5| 389 8.0 375 - 7 26,9 8.6 31,2 - 38 24,1 L] 352 -
% do comprimento padrio
Altura do coTpn 9 24,5 6 26,2 1,5 3 30,5 331 318 1,3 7 26,8 3,3 28,7 1,3 38 26,0 35 286 16
Focinho-origem dorsal 8 38,8 G, & 62,0 1.5 3 60,3 63 6l,2 1.2 7 38,48 63,8 6l,7 L6 w 50,0 64,2 61,6 2.4
Focinho-origem peitoral 9 24,1 26,7 23.5 09 3 2B 25,0 24,2 1.2 7 23,3 270 25,8 1,3 .3 22,3 276 25.4 1,1
Fl:lt'i.nhu-u:rigtm pé]‘.fil:u 9 43,5 47,3 456 1.4 3 474 479 476 0,2 7 45,4 47,7 46,0 1,8 34 423 50,7 45.4 18
Focinho origem anal 9 53,1 61,7 58.3 | 3 589 596 593 03 7 57,1 00,7 58.8 L 38 55,1 629 58.2 14
Altura do pendiculo caudal a 9.7 12,4 11.1 0,9 3 1L4 126 12,1 0,6 7 10,7 1.9 113 05 38 96 13,5 11.5 04
Compriments do pedinculo caudal 9 T.4 9.7 L] 08 3 9.6 10 9.8 02 7 7.9 10,4 9.2 07 kL T.2 5 Ll 09
Comprimento da peitoral 9 20,8 24 218 1.2 3 22,6 236 251 0.3 7 21,0 23,7 23,5 1.3 3 213 26,1 25,4 1.1
Comprimento da pélvica 9 118 15,8 130 1.3 | 12,6 14,4 154 0.9 7 12,2 139 129 LN .3 10,1 15,3 129 1.0
Base da dorsal 9 10,5 13,4 120 1,1 5| 13,0 13.% 134 0,5 7 114 15,5 13.5 1,6 34 10,6 15,1 126 1,1
Comprimento da dorsal 0 193 25,0 216 21 3 253 26,8 26,00 0.8 & 197 25 6 221 23 T 16,8 o717 228 26
Base da anal 9 32,5 35,8 34,1 1,2 3 355 36,0 35,7 03 7 232 4,1 36,7 v ] 38 34,9 393 37.5 1,1
Comprimento da anal 9 17.0 219 19.6 1.4 | 17.6 13,7 18,4 1.2 7 1849 24,2 20,3 L& B 17.3 236 20,1 1.4
Olho-origem dorsal 9 46,5 51 49,4 13 | 49,3 3l1 a0,1 0.8 7 47 4 515 50,2 L5 38 46,8 Sk a0,5 1.2
Origem dorsal-base caudal 9 36,7 41,3 38.9 1.7 3 40,9 415 412 0,3 7 302 42,9 41.0 1.5 B 375 436 40,2 1.5
Comprimento da cabeca 9 236 26,4 252 10 | 1.7 24,7 24,2 0.5 7 23,1 246 239 [ 38 21,1 25,5 234 1,0
% do comprimento da cabeca
Didmetro do olho 9 314 37.3 5.4 1.9 3 Jaz2 33,7 32,7 08 7 326 40,9 36,1 29 M 30,7 41,0 359 23
Comprimento do focinha 9 21,2 26,7 243 2,0 3 25,8 270 26,5 0,6 7 228 30,3 23,7 2,5 38 20,7 29,3 26,0 2,1
Espago interorbital 9 333 38,7 36.3 4 | 33,7 378 353 2,2 7 34,2 8.4 36,6 1.5 38 Y 40,5 36.5 1.6
Cclmprimr_-ntu da maxila suprrim ] 0% 471 436 1.9 3 427 46,7 448 20 7 443 476 6.1 1.2 38 41,0 50,0 456 24
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Tabela 15. Dados meristicos de Mimagoniates microlepis, incluindo a amplitude de valores referentes a cada haplogrupo obtida no presente estudo, aquela apresentada por
Menezes & Weitzman (2009) para o lectdtipo, paralectdtipos e topdtipos™™ da espécie, além da variacdo total de dados. Contagens obtidas a partir de exemplares diafanizados e
corados (d&c) sdo indicadas por *: HAP1, 3 exs.; HAP2, 3 exs.; HAP3, 2 exs.; e HAP4, 7 exs..

Presente estudo Menezes & Weitzman (2009)
Haplogrupo 1 Haplogrupo 2 Haplogrupo 3 Haplogrupo 4 |Rio Macacu™” Variacao total
Carcteristicas 33 exs. 54 exs. 65 exs. 96 exs. 42 exs. LECTOTIPO 290 exs.

Escamas perfuradas LL 5a8 6all 5al0 4a9 6a9 6 4all
Escamas linha longitudinal 36 a 44 38 a 48 40 a52 40 a 49 40 a 46 43 36 a 52
Escamas série transversal 12a 14 13a18 14 a 17 12a 16 13a 16 14 12a 18
Escamas pré-dorsais 18 a 22 19a25 21a 25 20 a 26 21a24 23 18 a 26
Escamas circumpedunculares 15a 17 15a 19 15a19 15a 18 15a17 16 15a 19
Raios ramificados anal 24a29 25a32 26 a 31 26 a 32 26 a 31 27 24 a 32
Raios dorsal ii,8 ou ii.,9 ii,8 ou ii,9 ii,8/1ii,8/1,9 i, 7/ii,8/1ii,8/ii,9 ii,8 ii,8 ii,7/ii,8/iii,8/i,9/ii,9
Raios peitoral i,9 ou i,10 i,8/1,9/i,10/i,11  i,8/i,9/i,10/i,11 = 1,8/1,9/i,10/i,11 | i,8/i,9/i,10/i,11 i,9 i,8/i,9/1,10/i,11
Raios pélvica i.5/1,6/6/7 i,6/6/7/1,7 1,6/6/7 i,6/6/7/i,7 7 7 i,5/1,6/6/7/i,7
Dentes pré-maxilar 8al0 gall 7all 6a12 7all 9 7a12
Dentes maxilar l1aé6 3al0 3a8 2ag 3a7 5 1a10
Vértebras® 38 ou 39 38 ou 39 39 38 a 40 37a39 38 37 a 40
Raios branquiostegais” 4 4 4 4 4 sem dado 4
Supraneurais” 8ou9 8ou9 8 gou9 sem dado sem dado 8ou9
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escamas perfuradas da linha lateral escamas circumpedunculares
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Figura 19. Graficos BoxPlot, indicando a variacdo de alguns caracteres meristicos entre os 102
quatro haplogrupos de Mimagoniates microlepis propostos no presente estudo.



Figura 20. Colorido em alcool de cada um dos haplogrupos de Mimagoniates microlepis, machos: (A) HAP1,
MZUSP 93866, 35,4 mm CP (BA) e MZUSP 112829, 28,4 mm CP (ES). (B) HAP2, MZUSP 55290, 47,2 mm CP
(Caraguatatuba) e MZUSP 114801, 41,6 mm CP (Peruibe). (C) HAP3, MZUSP 115093, 28,6 mm CP (Alto Tieté) e
MZUSP 62635, 48,3 mm CP (Ribeira de Iguape). (D) HAP4, MZUSP 40122, 44,2 mm CP (Iguacu) e MZUSP 72853, 36
mm CP (Maquiné). Fotos: F. P. Dagosta & P. Camelier.

Figura 21. Mimagoniates lateralis, exemplar fixado, MZUSP 103970, macho, 25,6
mm CP, bacia do rio Itanhaém, Sao Paulo. Foto: P. Camelier.
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Figura 22. Colorido em vida de Mimagoniates microlepis, machos: (A) MZUSP 118711, 32 mm
CP, topétipo (HAP2). (B) MZUSP 112829, 27,3 mm CP, HAP1 (ES). Fotos: J. C. Nolasco e O. T.
Oyakawa.

5 . Discusséo

5.1. Analises filogenéticas
5.1.1. Arvores de genes: divergéncias entre marcadores mitocondrial e nuclear

Comparacoes entre as topologias obtidas através das analises de Inferéncia Bayesiana e
Maxima Verossimilhanca com base nos genes mitocondriais (16S e COI concatenados, 1059 pb)
e nuclear (RAG2, 770 pb) de Mimagoniates microlepis e grupo externo revelaram
incongruéncias em multiplas escalas. A principal delas é que estas hipoteses diferiram em
relacdo a proposta de monofiletismo de M. microlepis. Segundo as analises baseadas nos genes
mitocondriais, M. microlepis ndo representa um grupo monofilético, visto que seu haplogrupo
de distribuicdo mais ao sul (HAP4) esta mais relacionado a Mimagoniates lateralis do que as
demais populacoes de M. microlepis (i.e., haplogrupos 1, 2 e 3). Aqui, é importante ressaltar
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que, apesar dos resultados nao terem sido apresentados, as mesmas analises foram realizadas
para cada um dos genes mitocondriais independentemente (16S, 537 pb e COI, 522 pb) e, em
todas elas, a espécie M. microlepis aparece como nao monofilética, em fun¢do do agrupamento
(HAP4, M. lateralis). Os dados obtidos da analise do gene nuclear RAG2, por outro lado,
possibilitaram recuperar o monofiletismo de M. microlepis em todas as analises filogenéticas.
Como sera discutido adiante, a arvore de espécies (Species Tree) e as analises morfologicas
realizadas no presente estudo, também corroboram os resultados obtidos da anélise do RAG2 e
todos os haplogrupos propostos foram considerados como M. microlepis. A hipdtese
filogenética proposta para Glandulocaudini, baseada em dados mitocondriais e nuclear
concatenados, apresentada no Capitulo 1 (Figs. 5-7), inclui representantes de todos estes
haplogrupos. Segundo esta hipdtese, M. microlepis também representa um grupo monofilético,
como indicado pela analise do RAG2, mas com a forte estruturacdo sugerida pela analise dos
genes mitocondriais.

Incongruéncias entre arvores de genes obtidas a partir de dados mitocondriais e
nucleares sdo comuns em estudos filogenéticos e tém sido cada vez mais documentadas na
literatura (e.g., Moore, 1995; Avise, 2000; Shaw, 2002; Egger et al, 2007; Ting et al, 2008;
Degnan & Rosenberg, 2009; Brunes et al., 2010; Koblmiiller et al, 2010; Toews & Brelsford,
2012; Naidoo et al., 2015; Akihito et al., 2016), ao passo que, em virtude da natureza ligada do
mtDNA, é esperado que diferentes genes mitocondriais apresentem hipoteses filogenéticas
similares (Campos-Soto et al., 2015), como ocorrido no presente estudo. Funk & Omland (2003)
analisaram a ocorréncia de parafiletismo em nivel de espécie em diversos grupos animais e
verificaram que este é um fenomeno relativamente comum, principalmente quando analisadas
arvores de genes mitocondriais com um numero grande de amostras. De acordo com os dados
da literatura levantada por estes autores, o maior nimero de ocorréncias de parafiletismo
intra-especifico foi obtido em invertebrados nao-artropodos e, entre os vertebrados, a maioria
dos casos foi verificada em estudos com espécies de peixes, indicando que 24% das 370 espécies
analisadas exibiram padrdo de relacdo parafilética ou polifilética entre os seus haplétipos.
Incongruéncias topoldgicas entre dois marcadores moleculares e parafiletismo em nivel de
espécie pode estar associados tanto a processos metodologicos (e.g., identificacdo errénea de
vouchers, contaminacdo de DNA) quanto processos evolutivos. Dentre estes ultimos, destacam-
se os fendomenos de introgressao mitocondrial e separacao incompleta de linhagens (incomplete
lineage sorting) por retencdo de polimorfismo ancestral, que sdo considerados como um dos
principais responsaveis tanto pelas incongruéncias entre topologias nucleares e mitocondriais

(Sota & Vogler, 2001; Ballard & Whitlock, 2004; Egger et al., 2007; Ting et al., 2008; Campos-
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Soto et al., 2015; Akihito et al., 2016), quanto pelo parafiletismo do DNA mitocondrial de uma
determinada espécie (Avise, 2000; Funk & Omland, 2003; Peters et al., 2007).

O termo introgressao se refere a0 movimento de genes entre espécies distintas ou entre
populacdes geneticamente estruturadas de uma mesma espécie (Avise, 2004). O mtDNA é mais
suscetivel aos processos de introgressao do que o DNA nuclear (nDNA), sendo que, em muitos
casos, 0 mtDNA de um taxon substitui completamente o do outro sem qualquer evidéncia de
introgressao nuclear ou de modificacdo morfologica (Ballard & Whitlock, 2004; Bachtrog et al.,
2006; Nyingi & Agneése, 2007). Uma vez ocorrida a introgressdo, haplétipos da espécie em
questdo se assemelham mais aos de espécies distintas (no geral, simpatricas) do que aos de
populacdes co-especificas (Morando et al., 2004), e esta relacdo é evidenciada em genealogias
baseadas no mtDNA. O fenomeno de separacdo incompleta de linhagens ocorre quando
espécies ou populagdes ainda compartilham haplotipos génicos oriundos da populacao
ancestral (Avise, 2000; Funk & Omland, 2003). A ocorréncia deste fenémeno é inversamente
proporcional ao tempo de divergéncia entre as linhagens e diretamente proporcional ao
tamanho efetivo populacional (Ne), de maneira que, quanto menor for o tempo de divergéncia
e quanto maior for o Ne, mais polimorfismos ancestrais permanecerdo segregando em
populacdes descendentes apds a separagdo (Funk & Omland, 2003). Assim, em casos de
separagao incompleta de linhagens, haplétipos (ou alelos) encontrados em uma espécie podem
ser genealogicamente mais aparentados as linhagens haplotipicas de uma segunda espécie
(McKay & Zink, 2010). Idiossincrasias do mtDNA (e.g., haploidia, heranca uniparental,
geralmente materna) sdo responsaveis pelo menor Ne do locus mitocondrial em relacdo ao
locus nuclear (cerca de um quarto), fazendo com que a separagao completa entre as linhagens
(e consequente perda de polimorfismos ancestrais) progrida de forma bem mais rapida no
mtDNA (Avise et al., 1987; Moore, 1995; Ting et al., 2008) .Assim, a separacdo incompleta de
linhagens por retencdo de polimorfismo ancestral é um fendmeno mais comum entre genes
nucleares do que mitocondriais, apesar de ser possivel ocorrer nestes (Funk & Omland, 2003;
Toews & Brelsford, 2012).

Associar o parafiletismo de M. microlepis e a relacao (HAP4, M. lateralis) a ocorréncia
de qualquer um dos fendmenos supracitados ndo é simples, visto que é esperado que a
topologia resultante da introgressdo mitocondrial seja bastante semelhante aquela esperada em
situacdes de retencdo de polimorfismo ancestral (Funk & Omland, 2003; Ballard & Whitlock,
2004; Morando et al, 2004; Peters et al, 2007). Além disto, os dois fendmenos ja foram
documentados em diferentes espécies de peixes (e.g., Moran & Kornfield, 1993; Takahashi et

al., 2001; Nyingi & Agnese, 2007; Egger et al., 2007; Nevado et al., 2009; Akihito et al., 2016). No
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entanto, apesar das dificuldades associadas, algumas abordagens permitem fazer inferéncias
sobre a ocorréncia destes fendmenos, e a comparacio entre as topologias obtidas a partir do
mtDNA e nDNA ¢é uma das principais delas (Peters et al, 2007; Toewls & Brelsford, 2012).
Assim, apesar de ndo ser possivel identificar de maneira precisa qual destes fendmenos seria
responsavel pela relacdo mais estreita entre o HAP4 de M. microlepis e M. lateralis, os
resultados das analises filogenéticas baseadas no gene nuclear, nas quais M. microlepis aparece
como monofilética, indicam que este pode ser um caso de introgressdo mitocondrial. Além
disso, alguns autores (e.g., Naidoo et al, 2015) sugerem que a combinacido de “uma forte
estruturacdo genética em genes mitocondriais e auséncia de estruturacao em genes nucleares”,
como ocorrido no presente estudo, seja indicativo da ocorréncia de introgressao mitocondrial.
Para um melhor entendimento da questdo, no entanto, o ideal seria obter sequéncias adicionais
de marcadores nucleares de multiplos loci (Peters et al., 2007 e Koblmiiller et al, 2010), que
sejam, preferencialmente, menos conservados que o RAG2, permitindo, assim, uma maior
compreensdo da historia recente do grupo. Aqui, é importante ressaltar que, ainda assim,
talvez ndo seja possivel obter uma resposta conclusiva sobre qual dos dois fenémenos é
responsavel pela parafiletismo do mtDNA de M. microlepis, visto que, em muitos casos (a
maioria deles em alguns grupos animais) é, de fato, impossivel a distin¢do entre eles (Funk &
Omland, 2003; Peters et al., 2007; McKay & Zink, 2010).

Assumindo o fenomeno de introgressio como a melhor hipétese para explicar o
parafiletismo de M. microlepis e a relacao (HAP4, M. lateralis), alguns pontos sdo interessantes
destacar. Em primeiro lugar, a reconstrucdo filogenética baseada nos genes mitocondriais
sugere que a introgressao, caso tenha ocorrido, foi de maneira unidirecional, partindo de M.
lateralis para o HAP4 de M. microlepis, pois, se tivesse ocorrido o inverso, o clado (HAP4, M.
lateralis) estaria mais relacionado aos demais haplogrupos de M. microlepis e nao a (M.
inequalis, M. rheocharis), como proposto. Para que haja transferéncia interespecifica do
mtDNA, é necessario que as espécies em questao mantenham (ou tenham mantido) contato
direto, que possibilite o intercruzamento de fémeas da espécie doadora com machos da espécie
receptora. Assim, este é um fenomeno que acontece tipicamente entre espécies que ocorrem em
simpatria ou espécies alopatricas que tém capacidade de dispersdo e consequente manutencio
de fluxo génico (Peters et al., 2007). Como M. lateralis e M. microlepis sdo peixes de agua doce
da divisdo primaria que habitam, preferencialmente, bacias costeiras completamente
independentes, atualmente separadas por porcoes de terra ou pelo Oceano Atlantico, é
improvavel que o contato entre elas tenha se dado por dispersdo. Durante o presente estudo,

nao foi analisado nenhum lote de M. microlepis que tenha sido coletado no mesmo ponto que
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M. lateralis, mas a simpatria entre estas duas espécies foi registrada por Menezes et al. (2007).
Segundo estes autores, apesar de M. microlepis ser mais comum em aguas claras, a espécie
pode ocorrer, mesmo que raramente, em aguas pretas e em simpatria com M. lateralis (tipica
deste tipo de ambiente). Ainda sobre o local onde ocorreu a possivel introgressdo, é muito
provavel que tenha sido em riachos que drenam os estados do Parana e/ou Santa Catarina,
visto que, apesar de ambas ocorrerem no litoral de Sao Paulo, o haplogrupo de M. microlepis
que se distribui neste ultimo estado é o HAP2 e ndo o HAP4. Além disso, segundo Menezes &
Weitzman (2009), foi em Santa Catarina que M. microlepis foi coletada em riachos de agua
escura, tipo de ambiente onde M. lateralis ocorre. Outra observagao interessante é que, apesar
de M. lateralis e o HAP4 de M. microlepis estarem relacionados filogeneticamente, ndo ha
compartilhamento de nenhum haplétipo entre eles, sugerindo que, caso tenha de fato ocorrido,
a introgressao mitocondrial se deu ha tempo suficiente para que o mtDNA destes grupos
tenham atingindo o monofiletismo reciproco.

Além do contato direto entre as espécies, para que haja introgressdo, é necessario que
as fémeas da espécie doadora sejam capazes de intercruzar com machos da espécie receptora.
Assim, pensando em um cenario atual, toda a complexidade associada a reproducio e
estratégias reprodutivas de Glandulocaudini, em especial de Mimagoniates (e.g., acentuado
dimorfismo sexual, presenca de escamas modificadas e tecido glandular na nadadeira caudal
dos machos, provavelmente associados a producao e liberacdo de feromonio, reproducdo com
inseminacdo, ocorréncia de elaborados comportamentos de corte e acasalamento, Nelson,
1964a, 1964b; Menezes & Weitzman, 2009; Azevedo et al., 2016), pode representar um obstaculo
ao cruzamento entre espécies distintas. No entanto, apesar de ainda serem necessarios mais
estudos, é provavel que a fusdo gamética entre os Glandulocaudini aconteca na agua ou
durante a desova (Burns ef al., 1995; Braga et al., 2007; Azevedo et al., 2016), o que cria um
cenario favoravel a ocorréncia de introgressdo, ja que este fendmeno é mais comum em
espécies de fertilizacdo externa (Nevado et al., 2009). A introgressdo mitocondrial em peixes de
agua doce é bem documentada na familia Cichlidae, ordem Perciformes (e.g., Nyingi &
Agnese, 2007; D’Amato et al., 2007; Egger et al., 2007; Nevado et al., 2009), e, apesar de menos
comum, também ha indicios/relatos na familia Characidae (e.g., Strecker et al, 2003, 2004;
Hausdorf et al, 2011; Mazeti et al, 2012). Em relacdo ao género Mimagoniates, é valido
ressaltar que Menezes & Weitzman (1990) propuseram, com base em caracteristicas
anatomicas, a possivel origem hibrida de M. rheocharis, que teria surgido por introgressao
entre M. inequalis e M. microlepis, mas salientaram, entre outras coisas, a necessidade de

estudos genéticos para corroborar ou refutar tal hipétese. Os resultados aqui obtidos, tanto
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relacionados a0 mtDNA quanto ao nDNA, nado fornecem nenhum indicio de que tenha
ocorrido tal introgressdo, de maneira que a hipdtese de Menezes & Weitzman (1990) nao
parece geneticamente viavel. Menezes & Weitzman (2009: 303) ja haviam questionado a
ocorréncia de tal fenomeno, em virtude das diferencas morfologicas acentuadas dos caracteres
sexuais secundarios de M. inequalis e M. microlepis, que inviabilizariam o intercruzamento
destas espécies. Ainda, segundo estes autores, diferencas relacionadas ao comportamento de
corte destas duas espécies, pontuadas por Nelson (1964b), também dificultariam a ocorréncia de
introgressao.

As topologias mitocondrial e nuclear também foram incongruentes em relagdo a
estruturacdo genética e formacao de haplogrupos em M. microlepis, evidenciados somente pelo
mtDNA. Nas anélises filogenéticas baseadas no RAG2, apenas os individuos do HAP4
formaram um agrupamento. Segundo alguns autores, é relativamente comum espécies que
apresentam alto grau de diferenciacdo populacional no mtDNA se mostrarem formadas por
uma unica populacdo quando marcadores nucleares sdo analisados (e.g., Castella et al, 2001;
Godinho et al., 2006; Martins et al., 2009; Rato et al., 2015). Especificamente para o RAG2, sua
eficiéncia como marcador capaz de detectar estruturacdo populacional é controversa; em
estudos com morcegos, por exemplo, este gene indicou niveis relativamente altos de
divergéncia e estruturacdo instraespecifica para a familia Moormopidae (e.g., Lewis-Oritt et al.,
2001), mas foi considerado inapropriado em estudos em nivel de espécie em Phyllostomidae
(e.g., Martins et al., 2009). Os resultados do presente estudo, quando comparado as informacoes
da literatura também apontam para esta controvérsia. Apesar do ndmero relativamente
pequeno de amostras utilizadas, os resultados do presente estudo também indicam que o RAG2
nao é um marcador muito eficiente para possibilitar a recuperacdo da estrutura populacional.
Por outro lado, Pereira et al. (2012), ao analisarem populacoes de Hoplias malabaricus (Bloch)
(12 individuos), espécie de peixe de dgua doce da familia Erythrinidae, com base no gene
mitocondrial ATPase-6 e no RAG2, encontraram estruturacdo populacional para o gene
nuclear, apesar de em menor escala (trés haplogrupos formados vs. quatro). Em peixes de agua
doce, de fato, a maioria dos estudos filogenéticos onde foi utilizado este gene, teve como foco a
analise de relacoes entre ou dentro de taxons mais inclusivos (e.g., Sullivan et al., 2006; Oliveira
et al., 2011; Thomaz et al., 2015b; Tagliacollo et al., 2016).

Como mencionado anteriormente, peculiaridades do mtDNA fazem com que ele atinja
o monofiletismo reciproco em menos tempo que o nDNA, especialmente entre populacdes com
pouco ou nenhum fluxo génico (Moore, 1995; Martins & Domingues, 2011), como aquelas

analisadas no presente estudo. Além disso, em virtude do seu elevado Ne e das taxas de
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mutacdo mais lentas, o nDNA estd mais suscetivel a separacao incompleta de linhagens por
retencdo de polimorfismos ancestrais (Avise, 2000; Edwards & Beerli, 2000). Assim, o fato do
RAG2 ndo ter recuperado os mesmos haplogrupos e estruturacdo propostos pelos genes
mitocondriais em M. microlepis esta dentro do esperado em analises que utilizam marcadores
nucleares, como ja descrito em diversos grupos animais (e.g., Cabanne et al, 2008; Pinho et al.,
2008; Brunes et al., 2010, 2015; Thomé et al., 2010; Batalha-Filho & Miyaki, 2016). A auséncia de
monofiletismo reciproco em nDNA encontrada no presente estudo pode estar relacionada a
retencdo de polimorfismo ancestral por separacao incompleta das linhagens ou ao longo tempo
de coalescéncia deste DNA em relacdo ao mitocondrial. Aqui, vale a pena ressaltar que, apesar
do RAG2 néo ter sido muito informativo para avaliar a estruturacdo genética em M. microlepis,
o uso deste gene foi imprescindivel para discutir o parafiletismo do mtDNA da espécie. Estes
resultados ratificam que a combinacdo de diferentes marcadores, de multiplas regides do
genoma, possibilita uma melhor e mais completa compreensdo da histéria evolutiva dos
taxons, conforme ja salientado por diversos autores (e.g., Funk & Omland, 2003; Ballard &
Whitlock, 2004; Zink & Barrowclough, 2008; Degnan & Rosenberg, 2009; Toews & Brelsford,
2012; Davidson et al., 2015).

Outra discordancia entre as topologias baseadas nos genes mitocondriais e nuclear diz
respeito a que espécie/clado Mimagoniates microlepis esta mais relacionada. Desconsiderando
aqui o HAP4, segundo os dados do mtDNA, M. microlepis esta mais relacionada ao clado (M.
lateralis (M. inequalis, M. rheocharis)), sendo este grupo irmao de M. sylvicola. Na hipdtese
obtida através da analise do gene nuclear RAG2, por sua vez, M. microlepis e M. sylvicola
formam um grupo monofilético relacionado ao clado ((M. lateralis, M. inequalis) M.
rheocharis). Representantes de Glandulocaudini ja foram incluidos em inumeras anélises
filogenéticas, tanto baseadas em dados morfologicos (e.g., Menezes & Weitzman, 1990, 2009;
Menezes et al., 2008; Mirande, 2010) quanto moleculares (e.g., Calcagnotto et al., 2005; Javonillo
et al., 2010; Oliveira et al, 2011; Thomaz et al, 2015b). Apesar de todas estas incluirem M.
microlepis, em poucas foram analisadas mais de duas outras espécies do género, o que dificulta
a comparacao dos resultados obtidos no presente estudo com aqueles disponiveis na literatura.
Nas primeiras hipoteses baseadas em dados morfologicos, que tiveram como foco os
glandulocaudineos e incluiram quase todas ou todas as espécies de Mimagoniates (i.e., Menezes
& Weitzman, 1990 e Menezes et al., 2008, respectivamente), M. microlepis aparece como grupo
irmédo de M. rheocharis. Na hipotese morfologica mais atual (i.e., Menezes & Weitzman, 2009),
entretanto, nao fica esclarecido satisfatoriamente que espécie ou clado estaria mais relacionado

a M. microlepis, visto que esta espécie esta posicionada em uma politomia junto com M.
110



lateralis, M. rheocharis e M. sylvicola. Das reconstrucoes filogenéticas baseadas em dados
moleculares, apenas as de Javonillo et al. (2010), relativa a familia Characidae, e Thomaz et al.
(2015b), abordando a subfamilia Stevardiinae, incluiram mais de duas espécies de
Mimagoniates, apesar do nimero reduzido de amostras. As topologias apresentadas em ambos
os trabalhos foram baseadas na matriz de dados concatenados, incluindo tanto genes
mitocondriais quanto nucleares, mas, em nenhum deles, foram analisadas amostras de M.
sylvicola. Segundo Javonillo et al. (2010), a espécie irma de M. microlepis é M. lateralis e este
clado é grupo irmao de (M. inequalis, M. rheocharis). Aqui, vale a pena ressaltar que, na
topologia apresentada por estes autores (Javonillo et al., 2010: Fig. 5, pagina 506), M. microlepis
aparece relacionada a Mimagoniates sp., mas o voucher desta ultima espécie foi analisado e
trata-se de um outro individuo de M. microlepis. Ja Thomaz et al. (2015b) incluiram apenas trés
espécies de Mimagoniates e obteve a seguinte hipotese de relacdo (M. microlepis (M. inequalis,
M. rheocharis)). Segundo a topologia baseada em dados mitocondriais e nuclear concatenados e
apresentada no Capitulo 1 desta tese (Figs. 5-7), M. microlepis é grupo irmédo de M. sylvicola,
conforme sugerido aqui pela analise nuclear. Em virtude das incongruéncias obtidas no
presente estudo e em analises prévias, para um melhor entendimento da relacdo entre M.
microlepis e suas congéneres, sugere-se a realizacdo de uma analise de evidéncia total ampla,
que inclua um nimero maior de caracteres morfoldgicos do que aqueles utilizados em estudos
anteriores, bem como um maior nimero de genes do que os utilizados tanto no presente

trabalho, quanto em anteriores.

5.1.2. Arvore de espécies (Species Tree): combinacao entre marcadores mitocondrial e
nuclear

A arvore de espécies gerada por meio do "BEAST também sugere que M. microlepis
seja monofilética, mas o baixo valor de suporte (0,77 de probabilidade posterior) e as
inconsisténcias entre as diferentes topologias, evidenciadas no cloudogram gerado no
DensiTree, apontam para a necessidade de incluir mais marcadores nucleares, que possuam,
preferencialmente, evolucdo mais rapida que o RAG2. Ainda, apesar do resultado obtido,
algumas ressalvas sobre a utilizacdo da analise feita através do *BEAST para recuperar o
monofiletismo de M. microlepis se fazem necessarias. A estimativa de arvore de espécie foi
realizada sob uma abordagem bayesiana, denominada coalescéncia de multiplas espécies
(Heled & Drummond, 2010), que ndo leva em consideracdo a existéncia de transferéncia

horizontal, introgressao ou hibridizacdo entre os individuos das espécies investigadas. Assim,
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caso tenha havido introgressao mitocondrial entre o HAP4 de M. microlepis e M. lateralis, este
método pode nao ser o mais indicado para discutir o monofiletismo da espécie. Outra forma de
propor hipéteses de arvores de espécies, que também é a mais comum apesar de ndo ser,
necessariamente, a mais indicada, é gera-las a partir de uma matriz Unica, obtida pela
concatenagdo de dados mitocondriais e nucleares (Rokas et al, 2003; Gadagkar et al., 2005
Degnan & Rosenberg, 2006; Kubatko & Degnan, 2007; Edwards et al, 2007). No Capitulo 1
desta tese, esta abordagem foi utilizada, mesmo que com outros objetivos, e corroborou tanto a
hipétese de monofilestismo de M. microlepis (0,94 de probabilidade posterior), quanto a de
estruturacdo dentro da espécie (Capitulo 1, Fig. 7). Os resultados obtidos através do *“BEAST
também apontaram para a forte estruturacdo em M. microlepis, com a formacao de quatro
filogrupos distintos. Assim, a arvore de espécies, gerada no presente trabalho por meio de uma
abordagem bayesiana de coalescéncia de multiplas espécies, mostrou-se congruente aquela
gerada pelo método tradicional de concatenacdo apresentado no Capitulo 1. Resultados
similares foram obtidos para outros grupos de vertebrados, tais como anfibios (e.g., Brunes et

al., 2010) e aves (e.g., Lavinia et al., 2015).

5.2. Analises de GMYC e DNA barcoding: implicacdes na taxonomia e conservacio de
Mimagoniates microlepis

Espécies sdo consideradas como unidades fundamentais da biologia, de maneira que o
melhor entendimento dos processos e mecanismos que levaram ao surgimento delas (i.e.,
especiacdo) bem como o estabelecimento de métodos para sua delimitacdo de forma clara e
objetiva sdo de suma importancia e dependem da conexao entre disciplinas que permeiam as
areas da micro e macroevolugdo, tais como sistematica, genética, morfologia, biologia
reprodutiva, comportamento, paleontologia e fisiologia (Cracaft, 1983; de Queiroz, 1998, 2007;
Avise, 2000, 2004; Sites & Marshall, 2003; Rato et al, 2015). Justamente por ter um papel
fundamental em quase todas as areas das ciéncias bioldgicas, a defini¢do de espécies nao é
trivial e, certamente, seu conceito é um dos mais controversos e também um dos temas mais
discutidos na biologia ha anos. Mayden (1997), por exemplo, revisou o assunto e apresentou
uma lista de 24 conceitos diferentes, que eram utilizados naquela época para definir espécie. O
tema foi vastamente discutido por autores diversos antes e depois dele (e.g., Mayr, 1957;
Cracraft, 1983, 2002; Bock, 1986; Coyne et al., 1988; de Queiroz, 1998, 2007; Avise, 2000, 2004;
Sites & Marshall, 2003; Hallet, 2007). Segundo Cracraft (2002), “O que é espécie?” é uma das

sete grandes questdes em sistematica bioldgica e, apesar de passados mais de 10 anos, esta
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afirmacdo ainda é valida atualmente. Dada a complexidade do que seria uma espécie,
independente do conceito utilizado, bem como de todo o processo de especiacdo, é esperado
toda a discussdo e divergéncias sobre o tema. De acordo com de Queiroz (2007), as divergéncias
sobre o conceito tedrico de espécies estdo intimamente ligadas ao problema de delimita-las, ou
seja, a forma como se determina os limites e os numeros de espécies a partir de dados
empiricos.

Tradicionalmente, espécies sdo descritas e identificadas utilizando caracteristicas
morfologicas, sejam elas tipoldgicas ou quantitativas, e estas caracteristicas sdo consideradas
por diversos autores como linhas de evidéncias essenciais e suficientes para o reconhecimento
de uma espécie (Bauer, 2011; Ahmadzadeh et al., 2013). Para outros autores, entretanto, uma
série de fatores (e.g., pressdo seletiva, condi¢oes ambientais similares) pode fazer com que
caracteres morfologicos de espécies distintas sejam convergentes, de maneira que apenas o uso
da morfologia pode subestimar, em alguns casos, o numero de espécies e, em especial, pode
falhar no reconhecimento de espécies cripticas (Nevo, 2001; Bickford et al, 2007 Rato et al,
2015). Com a aquisicdo e aprimoramento das técnicas moleculares, cada vez mais dados
genéticos tém sido utilizados na investigacdo da histdria evolutiva dos taxons e eles tém gerado
uma grande quantidade de informacgdes interessantes, que tém sido utilizadas para
complementar os estudos morfolégicos e auxiliar na elucidacdo de questdes taxonomicas (e.g.,
Melo et al., 2011; Kekkonen & Hebert, 2014; Costa-Silva et al., 2015; Rato et al., 2015; Roxo et
al., 2015). Assim, o uso de dados morfologicos e moleculares em conjunto tem sido cada vez
mais recomendado em estudos de sistematica, incluindo aqueles de taxonomia alfa (Bickford et
al., 2007; Ahmadzadeh et al., 2013).

Com o objetivo de melhor compreender a historia evolutiva de M. microlepis, bem
como a estruturacao sugerida por meio da filogenia mitocondrial, foram aplicados, no presente
estudo, dois métodos de identificacdo molecular de espécie, o classico e mais tradicional DNA
barcoding e 0 GMYC, e ambos indicaram que M. microlepis pode ser um nome utilizado para
abrigar mais de uma espécie. Desde que foi proposto por Hebert et al. (2003), a eficiéncia do
DNA barcoding tem sido testada tanto na identificacdo de espécies de peixes marinhos (e.g.,
Ward et al, 2005) quanto de agua doce (Hubert et al, 2008; Valdez-Moreno et al, 2009;
Carvalho et al, 2011; Pereira et al, 2011), com taxas de sucesso em torno de 90%. Como
mencionado na secdo ‘Material e Métodos’, geralmente, os pesquisadores que utilizam a
ferramenta de DNA barcoding estabelecem uma divergéncia genética de 2% como valor limite
para delimitacdo de espécies (e.g., Hubert et al., 2008; Ward, 2009; Carvalho et al., 2011; Pereira

et al, 2011). As divergéncias genéticas dos diferentes haplogrupos de M. microlepis variaram
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entre 5% e 9% e estes sdo valores consideravelmente altos quando comparados com aqueles
registrados na literatura. Em estudos com diversas ordens, familias e géneros de peixes, muitos
autores sugerem que valores de divergéncia genética intraespecifica acima de 2% sejam, de
fato, elevados e poderiam sinalizar espécies cripticas e/ou possiveis novas espécies dentro do
grupo analisado (e.g., Ward et al., 2009; Valdez-Moreno et al, 2009, April et al., 2011; Pereira et
al., 2013). Em alguns trabalhos recentes sobre a ictiofauna de agua doce Neotropical nos quais
foi utilizada a ferramenta do DNA barcoding (e.g., Carvalho et al.,, 2011; Pereira et al, 2011;
Pereira et al, 2013), os autores encontraram valores de divergéncia genética interespecifica
menores que 2%. Estas variag¢des indicam quanto o estabelecimento do valor de 2% pode ser
arbitrario e, aqui, é importante ressaltar que estes numeros representam valores médios
encontrados em alguns estudos realizados, e que devem ser levados em consideracao
cautelosamente antes da tomada de decisdes taxondémicas, uma vez que os organismos
evoluem de maneira distinta. Além disso, especialmente em taxons amplamente distribuidos,
com pouca capacidade de dispersdo e pouco ou nenhum fluxo génico, como é o caso de M.
microlepis, a extincdo de haplotipos intermediarios também pode contribuir para o
aparecimento de divergéncias genéticas pronunciadas entre as diferentes populacdes (Avise,
2000). Assim, os valores encontrados através do método de DNA barcoding podem também ser
reflexo da estruturacdo populacional encontrada em M. microlepis (com base nos genes
mitocondriais) e nao, necessariamente, um indicativo de que ha mais de uma espécie sob este
nome.

Recentemente, métodos estatisticos mais aprimorados vém sendo empregados as
analises classicas de DNA barcoding na tentativa de estabelecer limites de espécies ou de
evidenciar Unidades Evolutivas Independentes (UEIs). Dentre estes, destaca-se o método de
GMYC (Pons et al, 2006; Fontaneto et al, 2007), que busca identificar a fronteira entre
divergéncia inter/intraespecificas através de uma quebra na taxa de cladogénese de uma
arvore filogenética que contenha multiplas populacdes e multiplas espécies (Reid &
Carstens, 2012; Fujisawa & Barraclough, 2013; Roxo et al, 2015). Como ja mencionado, na
analise de GMYC foram recuperados os quatro haplogrupos de M. microlepis como linhagens
distintas, inclusive com maior estruturacao e subdivisao do que aquelas indicadas por meio de
analises filogenéticas e do DNA barcoding. Este resultado estd dentro do esperado, pois,
segundo alguns autores (e.g., Talavera et al, 2013; Kekkonen et al, 2014), apesar do GMYC ter
uma base tedrica forte, este método, geralmente, reconhece mais Unidades Taxonomicas
Operacionais (UTOs) do que outros. Apesar dos resultados do GMYC indicarem a existéncia

de, pelo menos, quatro linhagens distintas em M. microlepis (i.e., os quatro haplogrupos) e
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estas possuirem elevada divergéncia genética entre si (indicada pelo DNA barcoding), pode ser
que isto seja resultado da acumulacdo de mutagdes ao longo do tempo e estes haplogrupos
podem nao se tratar, necessariamente, de espécies distintas. Este cenario é comum em taxons
cujas diferentes populacdes estdo isoladas geograficamente (Bickford et al., 2007), como no caso
de M. microlepis, e é um resultado que ja foi encontrado na literatura para outros grupos de
peixes (e.g., Costa-Silva et al., 2015).

Como sera discutido em detalhes adiante e como ja apresentado por Menezes &
Weitzman (2009), apesar de terem sido encontradas algumas diferencas morfologicas entre os
quatro haplogrupos de M. microlepis, estas ndo foram consideradas suficientes para reconhecé-
los como espécies distintas, em virtude da sobreposicdo de caracteres. Apesar de nao ser a
unica explicagdo possivel e das ressalvas supracitadas, os valores de divergéncia genética,
estimados para os diferentes haplogrupos de M. microlepis (entre 5% e 9%), aliados aos
resultados do GMYC e aos resultados dos estudos morfologicos fornecem indicios de que esta
seja uma espécie seja representada por um conjunto de populacdes (= haplogrupos), que
poderiam ser caracterizadas como espécies cripticas. Isto significa que, segundo estas analises,
o nome M. microlepis pode abrigar duas ou mais espécies, que sdao morfologicamente
indistinguiveis (Bickford et al, 2007). Os resultados encontrados em M. microlepis (i.e.,
discrepancias entre dados morfologicos e moleculares) é relativamente comum e ha muitos
casos relatados na literatura, inclusive em peixes de agua doce (e.g., Costa-Silva et al, 2015;
Roxo et al., 2015). A decisdo de muitos autores, que foi a mesma tomada no presente estudo, é
deixar estas linhagens evolutivamente distintas (ou seja, os “candidatos a espécie”, Fouquet et
al., 2007) sob o mesmo nome até que dados adicionais permitam descricoes adequadas (e.g.,
Oliver et al.,, 2009; Rato et al.,, 2015). Esta decisdo, que pode parecer um tanto conservadora,
teve como objetivo evitar a criacdo de nomes de espécies que ndo sdo distinguiveis
morfologicamente e também confusdes taxonémicas futuras. Baseados nos resultados de DNA
barcoding de espécies de raias de agua doce do género Potamotrygon Garman, Toffoni et al.
(2008) concluiram que, por mais que sistemas de identificacio de amostras com base em
sequéncias de DNA, em conjunto com caracteres morfologicos/ecologicos, tenham papel
importante nos estudos taxonomicos, a delimitacdo de espécies novas com base em valores de
divergéncia genética é “excessivamente simplista e até enganador”. Como nenhum dos
caracteres morfologicos utilizados no presente estudo foram considerados diagnosticos para
separar os diferentes haplogrupos, caso eles fossem considerados espécies distintas, a
identificacdo destas teria de ser baseada em dados moleculares ou em dados de distribuicao

geografica, o que nao pareceu uma decisdo acertada.
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Por outro lado, ainda que os dados morfologicos nao corroborem os resultados da
analise de GMYC e de DNA barcoding e nenhuma alteracdo seja feita na taxonomia de M.
microlepis, é importante levar em consideracdo as Unidades Evolutivas Independentes
indicadas. Estas unidades podem ser analisadas como Unidades Evolutivas Significativas (UES),
que representam espécies ou segmentos populacionais de espécies, cuja conservacdo maximiza
o potencial do sucesso evolutivo futuro destas unidades (Avise, 2000; Hey et al., 2003). As UES,
que coincidem ou ndo com os limites inter-especificos reconhecidos, possuem caracteristicas
tdo peculiares, que mereceriam ser consideradas como unidades independentes para fins
de conservacdo (Ryder, 1986; Eizirik, 1996; Aleixo, 2009). Para muitos autores (e.g.,
Crandall et al, 2000; Hey et al, 2003; Mace, 2004; Aleixo, 2009), as UES deveriam ser os
verdadeiros alvos de agdes conservacionistas, independentemente do conceito de espécie
utilizado. A ideia de criar um conceito associado ao conceito de espécie, mas independente da
discussdo académica sobre o tema, veio da necessidade de discutir conservacio de forma
objetiva e pragmatica especialmente com e entre as agéncias governamentais de protecao
ambiental (Aleixo, 2009).

Recentemente, a lista brasileira de espécies de peixes de agua doce ameacados de
extingdo foi atualizada pelo Instituo Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio), 6rgao do governo responsavel, entre outras coisas, pela avaliacio do estado de
conservacio das espécies da fauna brasileira. Para elaboracdo desta lista, publicada em 2014
(http://www.icmbio.gov.br/portal/biodiversidade/fauna-brasileira/lista-de-especies.html),
foram analisadas mais de 3.100 espécies de peixes de agua doce, incluindo seis das sete espécies
nominais de Mimagoniates. Destas, M. lateralis e M. sylvicola foram enquadrados em
categorias de ameaca, M. rheocharis foi considerada como quase ameacada, para M. pulcher,
nao ha dados suficientes para avaliacdo e as espécies M. inequalis e M. microlepis foram
consideradas como menos preocupante (LC, do inglés, least concern) em termos de
conservacdo. De acordo com os critérios propostos pela IUCN (2001) e adotados pelo ICMBio,
um taxon é considerado como LC quando, a partir de um conjunto de dados (e.g., distribuigéo,
abundancia, biologia, taxonomia, ecologia) considerados suficientes, é possivel avaliar seu
status de conservacdo e ele ndo se enquadra em nenhuma categoria de ameaca. Taxons de
distribuicao ampla e abundantes sdo incluidos nesta categoria, assim com taxons raros e
distribuicdo restrita para os quais ndo ha ameacas significativas. Na ocasido da atualizacdo da
lista de espécies ameacadas de extin¢do, M. microlepis foi considerada LC por representar uma
espécie amplamente distribuida, frequente e abundante, para a qual ndo foram detectadas

ameacas significativas que a coloquem em risco. Ainda durante a atualizacdo desta lista, foi
116



colocado que “no Espirito Santo e sul da Bahia, a espécie sofreu reducéo (ndo quantificada) em
sua area de ocorréncia em funcdo de pressdes antropicas (agricultura e urbanizacdo no litoral).
Entretanto, nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Parana a espécie ainda é abundante em
riachos de areas preservadas”. Com os resultados obtidos no presente estudo, entretanto, fica
claro que talvez seja o caso de reavaliar esta decisdo, visto que, dada as diferencas genéticas ao
longo da distribuicdo de M. microlepis, para uma conservacao eficaz da espécie, esta deve ser
feita em escala regional, buscando, ao final, a manutencdo de toda a variabilidade genética
conhecida. Isto significa, por exemplo, que o fato da espécie ocorrer em areas preservadas em
Sao Paulo e no Rio de Janeiro (HAP2) nao garante a manutencdo da diversidade genética de M.
microlepis nas bacias que drenam os estados da Bahia e Espirito Santo (HAP1), de maneira que,
se ocorrer uma extingao local nestas drenagens, esta linhagem sera completamente perdida. No
momento, ndo é possivel, do ponto de vista morfologico, considerar estes haplogrupos como
taxons distintos para que sejam feitas avaliacdes individuais pelo ICMBio, mas também nao
seria correto ignorar e negligenciar as informacdes baseadas na analises moleculares, de
maneira que, casos como o de M. microlepis, merecem uma atencdo diferenciada. Em estudo
com duas espécies de anfibios da Mata Atlantica, Tonini ef al. (2013) encontraram uma
situacdo semelhante e salientarem que espécies amplamente distribuidas neste dominio, que
sao categorizada como LC do ponto de vista da conservacdo podem abrigar uma diversidade
criptica, que merece uma atencao diferenciada neste sentido.

Um caso interessante, que corrobora a importancia da associacdo de dados
morfologicos e moleculares para analisar de forma mais abrangente a taxonomia e conservagao
de um taxon, foi aquele apresentado por Costa et al. (2012). Estes autores estudaram o
complexo de espécies Hypsolebias flavicaudatus (Costa & Brasil), um clado de peixes anuais da
familia Rivulidae, muito parecidos morfologicamente, endémicos da bacia do rio Sao Francisco,
no dominio Caatinga. Inicialmente, Costa (2002) considerou este complexo de espécies como
uma entidade s6, amplamente distribuida na bacia do Sdo Francisco e “sem preocupagdo” em
relacdo a conservagdo. Entretanto, dez anos depois, apds combinar dados morfolégicos (e.g.,
padrao de colorido, dados meristicos e morfométricos) e moleculares (mtDNA), e levando em
consideragao os critérios estabelecidos pela TUCN, Costa et al. (2012) verificaram que este
complexo se trata, na verdade, de nove espécies distintas, sendo que quatro delas foram
enquadradas em alguma categoria de ameaga: duas estdo “criticamente em perigo” (CN), uma
“em perigo” (EN) e outra “vulneravel” (VU). Recentemente, Lima et al. (2016), baseados em
dados moleculares e analises filogeograficas, também propuseram modificacdes do status de

conservacdo de Trichogenes longipinnis Britski & Ortega, peixe de dgua doce da familia
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Trichomycteridae endémica da Mata Atlantica. Segundo estes autores, a espécie foi
enquadrada em categoria de ameaca em 2004, retirada da lista de espécies ameacadas de
extingdo em 2014, mas deve, novamente, entrar nesta lista, tendo com base o grande
particionamento da diversidade genética e a aparente susceptibilidade a fatores ambientais
estocasticos, que permitem que T. longipinnis seja enquadrada na categoria de ameaca

vulneravel.

5.3. Estrutura filogeografica e demografia histérica de Mimagoniates microlepis

Os resultados da rede de haplotipos e da AMOVA, baseados no gene mitocondrial COI,
corroboraram as evidéncias de forte estruturacio genética e fragmentacdo alopatrica em M.
microlepis, com a distin¢ao clara de quatro haplogrupos, geograficamente distintos e que nao
compartilham haplétipos entre si. Aqui, é importante ressaltar que, apesar dos resultados nao
terem sido apresentados, também foram construidas redes de haplotipos com base no 16S e nos
genes mitocondriais concatenados (16S e COI) e ambas foram congruentes com esta
estruturacdo. Apesar do reduzido nimero de amostras, o mesmo foi feito com relacdo ao gene
RAG?2 e os resultados foram equivalentes aos da hipotese filogenética nuclear, o que significa
auséncia de estruturacao clara, exceto para o HAP4. Como mencionado anteriormente, este é
um resultado esperado no estudo de marcadores nucleares, visto que o tempo requerido para
que as populacdes isoladas atinjam o monofiletismo reciproco é maior (em média 4Ne
geracoes) (Neigel & Avise, 1986). Assim, nestes casos, é comum as populacdes nio serem
monofiléticas devido ao compartilhamento de polimorfismos ancestrais e, por isto, os métodos
filogenéticos e filogeograficos ndo sdo capazes de detectar padroes nem estruturacdo genética
(Cunha & Solé-Cava, 2012), como pode ter acontecido no presente estudo. Ja em relacdo ao
mtDNA, tanto a hipétese filogenética quanto a rede de haplétipos indicaram que o tempo de
isolamento foi suficientemente longo para que os haplogrupos tenham se tornado
monofiléticos entre si. Isto significa que, muito provavelmente, houve uma subdivisao
populacional no passado e, apds continuos eventos de extingdo das linhagens ancestrais, os
individuos das “populagdes filhas” (i.e., os haplogrupos propostos) passaram a compartilhar
entre si um ancestral mais recente do que o ancestral que compartilham/compartilhavam com
o das outras populacoes (Tajima, 1983).

De acordo com o grau de separagdo genética e geografica das linhagens, Avise et al.
(1987) definiram cinco padrdes ou categorias filogeograficas, que integram um continuo desde
uma separacdo mais antiga, em que o monofiletismo reciproco «claramente demonstra

fragmentacao alopatrica, até um sinal fraco de estruturacdo causado pela separacio recente ou
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existéncia de fluxo génico atual entre as populagdes. Os resultados do presente estudo indicam
que M. microlepis (levando em consideracdo o mtDNA) enquadra-se na categoria
filogeografica do tipo I, que significa a existéncia de alta divergéncia genética e linhagens
alopatricas (Avise et al, 1987, Avise, 2000). Esta categoria é caracterizada por clados
geograficamente circunscritos, separados por grande niumero de mutagdes e o cenario histérico
responsavel por este padrdo seria, provavelmente, a presenca de uma conspicua barreira ao
fluxo génico separando as populacdes por longos periodos (Avise, 2000; Martins & Domingues,
2011). Este resultado esta de acordo com o esperado em espécies de peixes de agua doce
ocorrentes em bacias costeiras isoladas (como é o caso de M. microlepis), para as quais as
porcoes de terra e o oceano funcionam como barreiras geograficas, limitando estas espécies as
bacias em que ocorrem apods sua formagao. De acordo com Avise (2000), de fato, em virtude da
desconexao atual entre as bacias hidrograficas, é comum que populacdes de espécies de peixes
de corpos d’aguas distintos e independentes sejam geneticamente estruturadas.

Do ponto de vista geografico, a forte estruturacdo supracitada que ocorre em M.
microlepis (baseada no gene COI) indicou a existéncia de uma descontinuidade filogeografica
latitudinal dos rios e riachos da Mata Atlantica, evidenciada em trés “quebras filogeograficas”
pelos limites de distribuicdo dos haplogrupos (Fig. 23). A quantidade restrita de informacdes
disponiveis na literatura dificulta, no entanto, afirmar se os resultados aqui obtidos
representam uma idiossincrasia de M. microlepis ou se é possivel estabelecer um padrao
filogeografico mais generalizado para as bacias hidrograficas da MA e sua biota. Apesar do
consideravel aumento dos estudos de filogeografia de peixes de agua doce neotropicais nos
ultimos anos (e.g., Hubert et al., 2007; Piggot et al., 2011; Borba et al., 2013; Ribeiro et al., 2013),
no que diz respeito a ictiofauna da MA o cenario nao tem mudado muito e pouquissimos
trabalhos foram publicados. Turchetto-Zolet et al. (2013), por exemplo, fizeram uma revisao
dos estudos de filogeografia realizados com taxons ocorrentes na América do Sul até aquele
momento e todos que incluiram peixes de a4gua doce (citados pelos autores) envolveram apenas
a fauna amazoénica. Com relacdo aos taxons endémicos de rios (ou de trechos deles) que
drenam a MA, como o caso de M. microlepis, o nimero de trabalhos desenvolvidos é ainda
menor e a maioria destes estudos foi feita com grupos de distribuicido mais restrita,
especialmente as drenagens da regido Sudeste e, principalmente, Sul do Brasil (e.g.,
Hirschmann et al., 2015; Thomaz et al., 2015a). Uma excecdo, foi o trabalho de Pereira et al.
(2012), que fizeram uma analise filogeografica de Hoplias malabaricus, espécie com numerosos
problemas taxonomicos e amplamente distribuida em toda a Regido Neotropical (Oyakawa &

Mattox, 2009). Neste trabalho, os autores incluiram amostras da bacia do rio Sdo Francisco e de
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algumas bacias costeiras do leste do Brasil que drenam a MA, entre os estados da Bahia e
Parana. Assim, os resultados do presente estudo serdo também comparados com aqueles
disponiveis para fauna terrestre. Apesar desta comparacio talvez nao contribuir diretamente
para um melhor entendimento da histéria das drenagens envolvidas (uma vez que para estes
taxons, muitas vezes os rios representam barreiras de distribuicdo e nio local de ocorréncia),
ela é interessante para fornecer uma visdo mais generalizada, que pode contribuir futuramente
para um entendimento mais completo da histéria da MA, uma paisagem que inclui floresta e
bacias hidrograficas.

A primeira descontinuidade observada no presente estudo (“I”, Fig. 23), representada
pelo limite sul do HAP1, a altura de um pequeno riacho na cidade de Sao Mateus (ES), separa
os haplétipos ocorrentes mais ao norte, em bacias que drenam a BA e o norte do ES, dos
demais. Esta quebra, que se deu ao norte da bacia do rio Doce, também foi encontrada em H.
malabaricus (Pereira et al., 2012: Fig. 1, pagina 4), com a separacdo das populacdes desta
espécie que ocorrem entre os rios Paraguacu (drenagem costeira da BA) e o rio Doce (ES) das
que ocorrem em bacias costeiras do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana. De acordo com alguns
autores (e.g., Pellegrino et al., 2005; Brunes et al., 2015), com relacdo a biota terrestre, quebras
filogeograficas ao longo da MA podem ser coincidentes com a ocorréncia de grandes rios, tais
como o Doce. Descontinuidades filogeograficas congruentes com a existéncia desta bacia sao
recorrentes em diversas espécies de aves, anfibios, répteis (e.g., Pellegrino et al., 2005; Cabanne
et al., 2008; Carnaval et al., 2009; Thomé et al, 2010; d’'Horta et al., 2011; Maldonado-Coelho,
2012) e até plantas (e.g., Ribeiro et al, 2011), com a formacdo de haplogrupos de distribui¢ao
alopatrica ao norte e sul do seu curso. Aqui, é importante ressaltar, que apesar desta ser uma
quebra recorrente em diversos taxons, para outros, o rio Doce ndo representa uma barreira
efetiva para as diferentes populacoes (e.g., Colombi et al, 2010; Thomé et al., 2014). Estes
resultados indicam que, apesar de ser possivel estabelecer um padrao um pouco mais geral, a
historia filogeografica da MA e da sua biota é extremamente complexa e a interpretacdo desta
histéria pode variar dependendo do taxon utilizado. Como pode ser observado na Fig. 2, ha um
gap na distribuicdo de M. microlepis entre rios do Espirito Santo, ao sul de Sao Mateus, e o Rio
de Janeiro, ao norte da bacia do Paraiba do Sul. Este gap pode ser associado a falha de
amostragem do presente estudo, visto que ha registros da espécie em algumas bacias que
drenam este trecho (e.g., Menezes & Weitzman, 2009; Sarmento-Soares & Martins-Pinheiro,
2010, 2014). Espécimes desta regido foram, inclusive, analisados na parte morfolégica do
presente estudo (e.g., MZUSP 26893, 26894, 26898). Assim, apesar dos resultados obtidos no

presente estudo concordarem com a quebra filogeografica na altura do rio Doce, para uma
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resposta conclusiva, seria necessario incluir amostras das bacias localizadas ao sul desta
drenagem na analise. Pereira et al. (2012) incluiram amostras de H. malabaricus da bacia do rio
Itabapoana (drenagem costeira ao sul do rio Doce, que drena os estados do RJ e ES) e
verificaram que os haplotipos ocorrentes nesta bacia sdo mais relacionados aos de drenagens
mais ao sul, ratificando a existéncia da quebra mencionada, com separacdo entre haplogrupos
ao norte e sul do Doce.

A segunda grande quebra observada ao longo da distribuicdo de M. microlepis esta
localizada em Sao Paulo (“II”, Fig. 23), a altura da cidade de Peruibe, litoral sul do estado, e é
responsavel pela separacdo dos haplétipos distribuidos em riachos costeiros desde a bacia do
rio Paraiba do Sul (RJ) até Peruibe (SP) dos demais. Esta quebra também indica separacio
destes do haplétipo ocorrente na bacia do Alto Tieté, sendo, portanto, uma ruptura
filogeografica interessante tanto no sentido norte-sul, quanto no sentido oeste-leste. A segunda
quebra observada em M. microlepis nao foi congruente com aquela encontrada em H.
malabaricus. Segundo Pereira et al. (2012), a quebra filogeografica nesta espécie se deu mais ao
norte, no RJ, a altura do “alinhamento magmatico de Cabo Frio” (Riccomini et al, 2005), que
teria tido efeito vicariante significativo para esta espécie, com o isolamento de bacias costeiras
leste e sudeste durante periodos glaciais. Os resultados obtidos em relagdo a M. microlepis
também foram incongruentes com os encontrados em Hollandichthys multifasciatus
(Eigenmann & Norris), espécie da familia Characidae, distribuida em pequenos riachos desde o
Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul (Thomaz et al, 2015a). De acordo com estes autores,
existem duas quebras nesta regido, uma a altura de Bertioga (SP) e outra a altura de
Guaraquecaba (PR), ou seja, mais ao norte e mais ao sul, respectivamente, da encontrada em
relacdo a M. microlepis. Aparentemente, a historia filogeografica deste trecho e de sua biota é
bem complexa. Em relacdo a fauna terrestre, por exemplo, Cabanne et al. (2013) apontaram
para a existéncia de duas barreiras filogeograficas principais na regido centro-sul de Sao Paulo,
tendo como base a congruéncia entre resultados de estudos com anfibios, aves e mamiferos
(i.e., “barreiras II e III”, para maiores detalhes, ver Fig. 1, pagina 373, em Cabanne et al., 2013).
Apesar de nao serem perfeitamente coincidentes, estas barreiras também estao localizadas ao
sul de Ilha Bela (SP) e ao norte do Paran, assim como encontrado em M. microlepis. Este é um
resultado interessante, que indica que, neste trecho, a descontinuidade encontrada nesta
espécie é mais congruente com aquela da biota terrestre do que a de outras espécies de peixes.

A terceira e ultima quebra filogeografica identificada no presente estudo (“III”, Fig.23)
esta localizada ao sul da Baia de Paranagua (PR) e separa os haplétipos do HAP3 daqueles

ocorrentes ainda mais ao sul, o HAP4. O limite sul de distribuicdo das populacdes de H.
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malabaricus analisadas por Pereira et al. (2012) é exatamente a altura desta quebra (rio
Perequé, na cidade de Paranagua, PR). Como esta espécie ¢ amplamente distribuida e ocorre ao
sul deste ponto (e.g., Malabarba et al, 2013), s6 sera possivel afirmar se esta é uma
descontinuidade recorrente entre M. microlepis e H. malabaricus ap6s a analise de material
adicional desta ultima espécie. J4 em relacdo a Hollandichthys multifasciatus, houve
congruéncia entre os resultados obtidos, com quebra observada em um riacho afluente da baia
de Paranagua, a altura do municipio de Quatro Barras, no PR (Thomaz et al, 2015a, detalhes
no material suplementar - “Apéndice S1”). Em relag¢do a ocorréncia desta espécie em riachos
que desdguam no estuario de Paranagua, os autores salientam que, apesar da proximidade
geografica e atribuicdo a mesma paleodrenagem proposta por eles (ver discussdo adiante), as
populacdes de H. multifasciatus de Guaraquegaba (ao norte da Baia) estdo mais relacionadas
filogeneticamente aquelas do Ribeira de Iguape (SP) do que as de Paranagua (ao sul da Baia).
Resultados semelhantes foram encontrados em Mimagoniates microlepis, uma vez que 0s
haplétipos de Guaraquecaba fazem parte, junto com os do Ribeira de Iguape e Alto Tieté, do
HAP3, enquanto que aqueles ocorrentes em Paranagua estdo incluidos no HAP4, junto com os
haplotipos das bacias que drenam Santa Catarina e o Rio Grande do Sul (como acontece em H.
multifasciatus). Para a fauna terrestre, esta quebra também foi identificada em espécies de
insetos, répteis e planarias terrestres (Grazziotin et al., 2006; Batalha-Filho et al., 2010; Alvarez-
Presas et al, 2014). Ainda para a biota terrestre, foram registradas quebras um pouco mais ao
norte e um pouco mais ao sul desta encontrada para M. microlepis (e.g., Thomé et al., 2010 e

Brunes et al., 2015, respectivamente).
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Figura 23. Descontinuidades filogeograficas propostas no presente estudo, com
base na distribuicdo dos haplogrupos de Mimagoniates microlepis. Mapa
modificado de Weitzman et al. (1988).



Os diferentes haplogrupos de M. microlepis estiao distribuidos, principalmente, ao longo
de um conjunto maior de bacias, conhecido como bacia do Leste ou drenagens costeiras da
porcao oriental do Brasil, que drena a faixa litoranea brasileira e se estende, aproximadamente,
da Bahia ao Estado do Rio Grande do Sul (Menezes, 1972; Ribeiro, 2006). Apesar de esta ser
uma area reconhecidamente diferenciada em termos de sua ictiofauna das demais unidades
faunisticas neotropicais em virtude das elevadas taxas de endemismo (Bizerril, 1994; Ribeiro,
2006; Buckup, 2011), ndo compreende uma area biogeografica uniforme (Camelier & Zanata,
2014). Assim, diversos autores propuseram ou discorreram sobre quebras latitudinais em
menor ou maior escala nestas drenagens, tendo como base, principalmente, o
compartilhamento da ictiofauna de agua doce (e.g., Menezes, 1982; Bizerril, 1994; Ribeiro, 2006;
Carvalho, 2007; Buckup, 2011; Camelier & Zanata, 2014) e as quebras observadas ao longo da
distribuicdo de M. microlepis corroboram esta hipotese. Além disso, como sera detalhado
adiante, algumas quebras filogeograficas encontradas correspondem aquelas associadas a
padroes de distribuicdo de espécies de peixes de agua doce na regido, sugerindo associacdo
entre 0s processos responsaveis pela estruturacdo da variacdo genética de M. microlepis e
aqueles que culminaram estruturacdo da diversidade da ictiofauna nestas bacias, conforme
proposto por Thomaz et al. (2015a) para H. multifasciatus.

Segundo Avise (2000), uma abordagem util para inferir a historia demografica de uma
populacdo a partir de genealogias inclui a analise de duas medidas distintas da variacdo de
haplotipos, ambas realizadas no presente estudo: (1) a diversidade haplotipica (Hd), que
condensa informacgbes sobre os nimeros e frequéncias de alelos diferentes em um locus,
independente da relacdo entre as sequéncias; e (2) a diversidade nucleotidica (m), que
representa a divergéncia ponderada das sequéncias entre individuos de uma populagio,
independente da quantidade de haplotipos diferentes. A interpretacdo em conjunto dos valores
de Hd e 7 pode fornecer informacdes valiosas a respeito da histéria das populagdes (Grant &
Bowen, 1998; Avise, 2000). Segundo estes autores, valores elevados de diversidade haplotipica
(i.e., Hd>0,5) combinados com diversidade nucleotidica baixa (i.e., 1<0,5%) sdo um indicativo
de que houve rapido crescimento da populagdo a partir de uma populacido ancestral de Ne
(tamanho efetivo) pequeno, havendo pouco tempo para acumular diferencas nas sequéncias,
mas com tempo suficiente para apresentar variacdo haplotipica. Este é o caso do HAP1 de M.
microlepis, de distribuicdo mais ao norte, e os valores de Hd=0,7 (alto) e n=0,4% (baixo)
indicam expansao territorial recente neste haplogrupo. Por outro lado, os demais haplogrupos
apresentaram valores altos com relacdo as duas estimativas (Hd>0,5 e 1>0,5% ) e a combinacao

destes resultados é esperada, principalmente, em populacdes estaveis, com longa historia
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evolutiva (Grant & Bowen, 1998; Avise, 2000). Os valores de Hd e m serdo discutidos mais a
fundo posteriormente, para as diferentes localidades dentro de cada haplogrupo. Pensando nos
haplogrupos como um todo, o que ¢ interessante observar, é que, baseando-se na ideia de que,
quanto mais altos forem os valores de 7, mais antiga e estavel tende ser a populagao (Spellman
& Klicka, 2006), as drenagens localizadas mais ao sul parecem representar o ponto de partida
da origem, diversificacdo e expansdo populacional de M. microlepis, com ocupacdo posterior
das drenagens mais ao norte. Nao é possivel comparar os resultados com os dados disponiveis
na literatura para as outras espécies de peixes mencionadas, pois Pereira et al. (2012) nao
utilizaram esta abordagem em Hoplias malabaricus e Thomaz et al. (2015a) nao detectaram
evidéncias de uma clina latitudinal na diversidade genética entre as diferentes populacoes de
Hollandichthys multifasciatus. Os resultados encontrados no presente estudo, no entanto,
foram comparados com aqueles obtidos por Menezes et al (2008), que estudaram a
biogeografia de Glandulocaudini (Glandulocaudinae na época) e esta comparacgao indicou um
ponto concordante e outro ndo. A concordancia estd em relacdo a origem e diversificacdo
proposta da tribo como um todo, ja que a hipdtese de Menezes et al. (2008) é que o grupo teria
se originado na bacia do alto rio Parana, no escudo cristalino brasileiro (ao sul), com posterior
ocupacao das bacias costeiras adjacentes (no estados de Santa Catarina, Parana e Sdo Paulo) e,
entdo, expansdo no sentido norte. Em relacdo a M. microlepis, no entanto, os resultados
discordam, visto que Menezes et al. (2008) propdem que, em termos de colonizagio, a expansao
da espécie na area estudada por eles (que inclui rio Iguacu e drenagens costeiras de Sao Paulo,
Parana e Santa Catarina) parece ter sido no sentido norte-sul, leste-oeste. A discrepancia entre
estes resultados sera discutida com mais detalhes no item 5.4, a seguir.

Ao comparar os resultados de estruturagao e quebras filogeograficas, além daqueles de
diversidade genética, obtidos com relacdo a M. microlepis com aqueles disponiveis para a fauna
terrestre da MA, consideracoes interessantes se fazem pertinentes. Segundo alguns autores
(e.g., Carnaval & Moritz, 2008; Carnaval et al, 2009; Amaral et al, 2013), organismos
amplamente distribuidos na MA tendem a apresentar maior diversidade genética, maior
estrutura populacional e historia demografica cada vez mais estavel em locais ao norte do rio
Doce, ao passo que populacdoes ao sul tendem a apresentar menor diversidade, menor
estruturacdo, além de tracos de eventos de recolonizagio recente a partir das populacdes mais
ao norte. A explicacdo para este cenario estd embasada no modelo de “estabilidade-extin¢ao”
(Amaral et al., 2013), que, baseado na classica hipotese de refugios pleistocénicos (Haffer, 1969;
Vanzolini & Williams, 1981), sugere que padrdes atuais de variacdo genética intraespecifica sao

resultados de periodos de isolamento em areas estaveis da floresta (i.e., refigios) e extingao em
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4reas fora do refigios (instaveis) durante os periodos glaciais, em especial no Ultimo Maximo
Glacial (UMG), por volta de 21 mil anos atras (Carnaval & Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009;
Amaral et al, 2013). Segundo Carnaval & Moritz (2008) e Carnaval et al (2009), um dos
principais refigios na MA esta em sua porc¢ao central, entre os rios Sdo Francisco e Doce (i.e.,
“Reftigio Bahia”), de maneira que ao norte deste ultimo rio estariam as areas estaveis e ao sul
areas instaveis. Assim, para a fauna terrestre da MA, a estabilidade do habitat (associada a
existéncia dos refugios) parece ser o principal fator estruturante na diversidade genética
(Carnaval et al,, 2009), o que justificaria o padrao (supracitado) encontrado acima do rio Doce.
Os resultados do presente estudo, no entanto, discordam desta hipotese, uma vez que maior
diversidade genética e estruturacdo filogeografica foram encontradas nos haplogrupos
ocorrentes ao sul do rio Doce, em areas consideradas instaveis.

Recentemente, Thomaz et al. (2015a) propuseram a existéncia de 12 paleodrenagens
entre Parati (R]) e a bacia do rio Maquine (RS) durante o UMG, tendo como base informacoes
topograficas e batimétricas (ver secio ‘Material & Métodos’ destes autores para maiores
detalhes: paginas 3 e 4), associadas a informacoes do mtDNA de Hollandichthys multifasciatus,
e testaram o efeito destas versus a estabilidade do habitat sobre a divergéncia genética desta
espécie. Assim, a partir de uma abordagem explicita de teste de hipdteses, Thomaz et al
(2015a) verificaram que a existéncia de refugios florestais estaveis ndo deixou marcas
significativas sobre o padrao de estruturacdo desta espécie que, assim como em M. microlepis, é
dependente de areas florestadas. Os autores corroboraram, entdo, o papel das paleodrenagens
na variacao da estruturacdo genética ao longo de toda a distribuicdo de Hollandichthys na MA
e propuseram a existéncia de paleoconexdes durante periodos de retracdo do nivel do mar no
Pleistoceno como o principal fator na estruturacao da divergéncia recente de peixes de agua
doce de drenagens costeiras brasileiras. Como ja mencionado e como sera visto em detalhes
adiante, os resultados encontrados em relacdo a M. microlepis no presente estudo certamente
auxiliam a corroborar tal hipdtese. Aparentemente, no entanto, a histéria evolutiva de M.
microlepis é mais antiga do que aquela proposta para H. multifasciatus, cujas divergéncias
tiveram inicio no Pleistoceno (Thomaz et al, 2015a). De acordo com as datacdes obtidas a
partir da analise de relégio molecular baseada no gene COI (dados ndo apresentados),
divergéncias entre os quatro grandes haplogrupos de M. microlepis tiveram inicio no Nebgeno
(parte do antigo Terciario) [média=3,6 m.a.; 95%_HPD=6,6-1,8 m.a.]. Apesar de esta datacdo ser
um pouco controversa em virtude da relacdo (HAP4, M. lateralis) para o mtDNA, os resultados
apresentados no Capitulo 1, baseados em trés genes analisados (16S, COI e RAG2), também

apontam para o Nedgeno como periodo de inicio da divergéncia na espécie [média=4,0 m.a.;
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95%_HPD=6,3-2,2 m.a.] (Capitulo 1: Fig. 8). As divergéncias entre os HAP1, HAP2 e HAP3
tiveram inicio entre o Plioceno-Pleistoceno nas duas analises [média=2,3 m.a.; 95%_HPD=5,0-
1,4 m.a. para o COIl; média=2,7 m.a.; 95%_HPD=4,4-1,5 m.a. para os genes concatenados]. As
divergéncias entre as diferentes populagdes dentro de cada haplogrupo s@o bem mais recentes e
datam, em todas as analises, do Pleistoceno, sempre mais recente que 1,7 m.a.. Assim, hipdteses
adicionais a da existéncia de paleodrenagens sao necessarias para tentar explicar o padrao e
estrutura filogeografica encontrada em M. microlepis, conforme ja previsto por Thomaz et al.
(2015a), em grupos de divergéncia mais antiga. A seguir, serdo discutidos resultados especificos
para cada haplogrupo e essas hipoteses serdo mencionadas, mas, de uma maneira geral, os
resultados obtidos no presente estudo indicam que a histéria de M. microlepis ¢ bem complexa
e foi influenciada tanto por eventos mais antigos, datados do Terciario, quanto eventos mais
recentes, datados do Quaternario e associados diretamente ao UMG. Esta complexidade ja
havia sido prevista por Menezes et al. (2008). Os eventos antigos teriam sido responsaveis pela
separacdo e posterior estruturacdo dos grandes agrupamentos haplotipicos de M. microlepis e
os eventos mais recentes estariam associados a casos especificos, semdo responsaveis pela

distribuicao das diferentes popula¢des dentro de cada haplogrupo.

5.3.1. Haplogrupo 1: consideracdes sobre distribuiciao, estrutura filogeografica e historia
demografica

O HAP1 de Mimagoniates microlepis tem como limite norte de distribui¢do a bacia do
rio Pardo, uma das principais drenagens costeiras do leste do Brasil (Buckup, 2011), que tem
suas nascentes em regides de planalto do escudo cristalino brasileiro, no Estado de Minas
Gerais. Assim, é valido ressaltar que M. microlepis, espécie tipicamente costeira, foi coletada
apenas proximo a foz do rio Pardo, na cidade de Canavieiras (BA), ja em regido de planicie
litoranea, de maneira que a ocorréncia da espécie em bacias que drenam areas de planalto
continua restrita aquelas mais ao sul (e.g., Alto Tieté, Tibagi, Iguacu). Ainda em relacdo a
ocorréncia de M. microlepis na bacia rio Pardo, é interessante mencionar que, com o material
coletado no presente estudo (2012), esta drenagem passou a ser o limite norte de distribuicdo de
M. microlepis (Camelier & Zanata, 2014), antes apenas conhecida das bacias do extremo sul da
Bahia, quase na divisa com o Espirito Santo (Menezes et al., 2007; Menezes & Weitzman, 2009).
Sobre a ocorréncia de M. microlepis em bacias costeiras da BA e ES de uma forma geral, vale
ressaltar que, apesar dos inimeros esforcos de coleta e da analise de material destas drenagens

tanto no presente quanto no passado recente (e.g., Sarmento-Soares & Martins-Pinheiro, 2010,
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2014; Camelier & Zanata, 2014), é possivel afirmar que néo se trata de uma espécie comum ou
abundante nestes locais. Esta informacdo, associada a reconhecida degradacdo ambiental
ocorrente nestes estados (tanto da floresta, como das bacias hidrograficas), sugere que
extincoes locais de M. microlepis podem ter ocorrido recentemente, em especial nos pequenos
riachos, corpos d’agua mais vulneraveis as alteracoes ambientais (Buckup, 1996). Entre Vitéria
(ES) e a foz do rio Doce, por exemplo, a espécie aparece em pequenas drenagens e ja foi bem
comum no passado. Atualmente, no entanto, com as modificacoes das diversas bacias que
desaguam direto no mar, a espécie tem se tornado cada vez mais rara (F. Vieira, comunicacao
pessoal). De fato, segundo Menezes & Weitzman (2009), é possivel que todas as espécies de
Glandulocaudini (= Glandulocaudinae na época) estejam sujeitas a extin¢des locais causadas
por poluicdo doméstica, industrial, agricola.

As andlises filogenéticas e de GMYC, baseadas em mtDNA, ndo indicaram nenhuma
estruturacdo clara ao longo da distribuicao deste haplogrupo, que s6 foi recuperada através da
analise de AMOVA. Ao analisar amostras de Hoplias malabaricus de distribuicdo semelhante,
Pereira et al. (2012) verificaram a formacao de dois haplogrupos, indicando maior estruturacdo
da espécie nesta area. Outra diferenca interessante entre os resultados obtidos nos dois tipos de
estudo é que, segundo Pereira et al. (2012), os haplétipos ocorrentes nesta regido (i.e., acima do
rio Doce, onde esta distribuido o HAP1) ndo formam um grupo monofilético. Os individuos
coletados em Sao Mateus (ES), por exemplo, fazem parte de um agrupamento mais relacionado
aquele formado por haplétipos do rio Paraiba do Sul e de outras pequenas drenagens do litoral
do Rio de Janeiro (equivalente ao HAP2 de M. microlepis).

A rede do HAP1 indicou que a maioria dos haplétipos pertencentes a este haplogrupo é
exclusiva da bacia onde ocorre e na maioria das bacias analisadas foi detectado apenas um
haplotipo. As excegdes sdo a bacia do rio Peruipe, onde foram detectados haploétipos distintos e
as bacias dos rios Pardo (BA) e Itatnas (ES), onde foi encontrado um haplétipo tnico e
compartilhado. Este compartilhamento chama atencdo, visto que estas sdo bacias
completamente isoladas hoje e relativamente distantes entre si. Por exemplo, ndo houve
compartilhamento de haplotipos entre a bacia do rio Itaunas e Sdo Mateus, que apesar de
isoladas estao bem préoximas. Pereira et al. (2012) associam o compartilhamento de haplétipos
de H. malabaricus entre bacias do extremo sul da Bahia e norte do Espirito Santo as possiveis
conexdes pretéritas entre as porcoes baixas destas bacias no Pleistoceno, através de lagoas
formadas sobre o banco de Abrolhos, hoje submerso e fazendo parte da plataforma continental
brasileira (maiores detalhes em Pereira et al, 2012: pagina 6). A conexao entre a plataforma

continental brasileira e a Mata Atlantica tem sido foco de estudos atuais (e.g., Leite et al., 2016)
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e os resultados obtidos até entdo corroboram a ideia de que, durante o UMG, a Mata Atlantica
teria se expandido em direcdo a plataforma continental. A possivel expansdo da floresta nesta
época é sugerida por Leite et al. (2016: Fig.3a, pagina 4) e, pela analise do mapa, é possivel
perceber a ocupacdo da plataforma continental pela MA a altura da bacia do rio Pardo durante
o UMG. Assim, o compartilhamento de haplétipos entre os rios Pardo e Itainas pode estar
associado a hipétese de paleodrenagens e de conexdes pretéritas das porcoes baixas dos rios da
MA durante o Pleistoceno, como ja indicado por alguns autores em outras drenagens do leste
do Brasil (e.g., Pereira et al., 2012; Thomaz et al., 2015a). Aqui, € interessante destacar que entre
as bacias dos rios Pardo e Itatnas, ha uma série de drenagens e M. microlepis tem ocorréncia
conhecida na maioria delas (e.g., rios Mucuri, Peruipe, Jucurucu).

Apesar do teste de mudanca do tamanho populacional (R;) ter indicado expansio
demografica significativa do HAP1, a mesma ndo foi corroborada através da analise de
Bayesian Skyline Plot, que indicou estabilidade do tamanho efetivo desta populacdo ao longo
dos ultimos 35 mil anos. Este resultado, no entanto, deve ser interpretado com cautela, visto
que apenas o gene COI foi utilizado nesta ultima analise. Segundo Batalha-Filho (comunicacao
pessoal), em analises com espécies de aves ocorrentes na Mata Atlantica, este tipo de analise s6
recuperou mudancas no tamanho efetivo da populacdo quando realizada com mais de um
marcador. Assim, a inclusdo de mais marcadores na anilise BSP se faz necessaria para

corroborar ou refutar a hipotese encontrada no presente estudo.

5.3.2. Haplogrupo 2: consideracdes sobre distribuicao, estrutura filogeografica e historia
demografica

O HAP2 é representado pelo maior nimero de amostras, oriundas de mais pontos
distintos de coleta, que incluem drenagens costeiras dos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo.
No RJ, foram amostradas as bacias do rio Paraiba do Sul e Macacu, sendo a primeira o limite
norte de distribuicdo do HAP2 e a segunda, localidade tipo de Mimagoniates microlepis. Em
SP, foi amostrada uma série de pequenas drenagens costeiras independentes, localizadas entre
Ubatuba e Peruibe. Segundo a rede de haplétipos e analise de GMYC, ha, dentro do HAP2, dois
agrupamentos distintos: (1) HAP2_norte, que inclui as bacias dos rios Paraiba do Sul e Macacu,
RJ, e bacias costeiras de Ubatuba e Caraguatatuba, SP e o (2) HAP2_sul, que inclui bacias
costeiras entre Sdo Sebastiao e Peruibe, SP. As analises filogenéticas baseadas no mtDNA, no
entanto, s6 recuperaram o HAP2_sul como monofilético e a AMOVA indicou maior variancia

dentro das populagdes quando estes filogrupos foram considerados como populagdes na
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analise. No trabalho com as trairas, Pereira et al. (2012) incluiram amostras das bacias dos rios
Paraiba do Sul e Macacu e encontraram resultados incongruentes em relagao aos obtidos no
presente estudo. Segundo estes autores, individuos do Paraiba do Sul estdo relacionados
aqueles coletados em bacias mais ao norte (e.g., rios Doce e Sao Mateus; aqui, equivalentes ao
HAP1), enquanto os do rio Macacu tém relacdo mais estreita com aqueles coletados em bacias
mais ao sul, incluindo o Ribeira de Iguape (SP) e o rio Perequé (afluente da Baia de Paranagua,
PR) (ambos incluidos no HAP3 no presente estudo). Alguns dos resultados de relacdo de
parentesco, obtidos no presente estudo em relacido a M. microlepis, também foram
incongruentes em relacdo aqueles apresentados por Thomaz et al (2015a) relativos a
Hollandichthys multifasciatus (ver topologia completa no material suplementar — “Apéndice
S2”). Em primeiro lugar, segundo estes autores, individuos coletados em drenagens entre Parati
(RJ) e Sao Sebastidao (SP) formam um clado, que inclui amostras de Ubatuba. No presente
estudo, a relacdo entre individuos de Sao Sebastido e de bacias entre o Rio de Janeiro, Ubatuba
e Caraguatatuba nado foi recuperada em nenhuma das analises. Os autores também sugerem
relacdo mais estreita entre os espécimes coletados no Alto Tieté e bacias costeiras em Bertioga,
Santos e Peruibe, que formam um clado relacionado ao de espécimes da bacia do Ribeira de
Iguape (SP) e Guaraquecaba (PR). Ao comparar este resultado com aqueles obtidos no presente
estudo, duas consideracdes se fazem pertinentes: (1) espécimes de M. microlepis das bacias dos
rios Alto Tieté, Ribeira de Iguape e de Guaraquegaba estao mais relacionados entre si e formam
o HAP3 (ver detalhes adiante) e (2) apesar de nio terem sido coletadas amostras de M.
microlepis em Santos exatamente, foram coletadas imediatamente ao norte (Bertioga) e ao sul
(Sao Vicente) e estes individuos, em todas as analises, parecem estar mais relacionados aqueles
coletados em S&o Sebastido e ndo aos espécimes do Alto Tieté, como encontrado por Thomaz et
al. (2015a) em relacdo a H. multifasciatus.

Como mencionado anteriormente, a principal quebra filogeografica associada ao HAP2
se deu na regido de Peruibe e separa este haplogrupo do HAP3. As analises feitas dentro do
HAP2, no entanto, indicam que os filogrupos HAP2_norte e HAP2_sul ndo compartilham
haploétipos, indicando uma quebra filogeografica latitudinal mais especifica. Sobre esta quebra,
é interessante notar que esta se deu a altura da Ilha Bela, entre Caraguatatuba e Sdo Sebastido,
onde esta localizado o Planalto de Juqueriqueré, um conjunto de morros com altitudes entre
600-750 metros, com distintos nivelamentos, que podem ser interpretados como resultado de
movimentacdo tectonica de blocos num padrio de horst e graben (Campanha, 1994). Segundo
este autor, o Planalto do Juqueriqueré, originado, provavelmente, no Mioceno Superior,

representa uma notavel saliéncia costeira que funciona como um importante divisor de aguas,
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separando as bacias hidrograficas que drena em direcdo a planicie de Caraguatatuba daquelas
que desidguam mais ao sul. A altura desta quebra, Thomaz et al. (2015a) propuseram a
existéncia de duas paleodrenagens (a 3 e a 4, no sentido norte-sul), mas é possivel perceber no
mapa apresentado por estes autores (Fig. 3, pagina 7) e também através da plotagem dos pontos
utilizados por eles no Google Earth (disponiveis no material suplementar — “Apéndice S17), que
estas, apesar de vizinhas, eram independentes, o que pode indicar que bacias entre
Caraguatatuba e Sao Sebastido ndo apresentam conexdo ha bastante tempo. Conti (2009), ao
analisar a evolugdo de paleodrenagens na plataforma continental da regido de Sao Sebastido,
corrobora, a partir de dados geomorfoldgicos, a existéncia de paleodrenagens independentes
nesta area. A auséncia de paleoconexdes pode, portanto, justificar o ndo compartilhamento de
haplotipos e consequente quebra filogeografica encontrada nesta regido em relacdo ao HAP2.
Apesar de Thomaz et al. (2015a) ndo terem incluido amostras de Caraguatatuba, também ¢
possivel verificar no mapa apresentado que as pequenas bacias costeiras e isoladas que hoje
drenam Ubatuba e Caraguatatuba fizeram parte da mesma paleodrenagem no UMG, o que
pode justificar o compartilhamento de haplotipos de M. microlepis entre bacias nesta regido. A
hipotese da existéncia de paleodrenagens nesta regido também poderia explicar o
compartilhamento de haplétipos entre bacias que drenam Bertioga e Sao Sebastido, atualmente
isoladas, mas que teriam sido conectadas em algum momento no passado recente (UMG). Na
bacia do rio Peruibe, limite sul de distribui¢ao do HAP2, ha um haplétipo unico e exclusivo de
M. microlepis e o mesmo resultado foi encontrado em H. multifasciatus por Thomaz et al.
(2015a), que propuseram, nesta regido, a existéncia de uma paleodrenagem (nimero 7). Aqui, é
importante ressaltar que amostras de ambas as espécies foram coletadas no mesmo local, i.e.,
riacho Cachoeira da Anta, na localidade de Guarau, Peruibe (M. microlepis, UFRGS 916 e H.
multifasciatus, UFRGS 11783), de maneira que seria interessante analisar espécimes de
diferentes localidades nesta bacia para comparar os resultados. Entre as paleodrenagens de
Santos (discutida adiante) e Peruibe, Thomaz et al. (2015a) sugerem a existéncia de outras (=
areas marcadas em cinza na Fig. 3, pagina 7), mas como os autores nio tinham amostras de H.
multifasciatus de bacias atuais correspondentes a estas, as mesmas ndo foram propostas
oficialmente como paleodrenagens. No presente estudo, no entanto, foram analisadas amostras
de M. microlepis desta regiao, que corresponde hoje a Sdo Vicente, Mongagua e Itanhaem, e os
resultados obtidos indicaram compartilhamento de haplétipos entre as bacias ai localizadas, o
que ajuda a corroborar a existéncia de uma possivel paleodrenagem correspondente, como
proposto por Thomaz et al. (2015a). Especialmente no litoral de Sao Paulo, ha fortes indicios

geomorfologicos que sustentam a hipdtese de Thomaz et al. (2015a). Conti & Furtado (2006),
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por exemplo, identificaram uma série de paleo-vales conectados as desembocaduras atuais dos
principais rios da costa do estado e associaram estes vales a paleodrenagens. Aqui, é
importante ressaltar que um dos plaeo-vales indicados por estes autores é o de Itanhaém, o que
representa mais um forte indicio da existéncia de uma drenagem antiga nesta regido.

No Estado do Rio de Janeiro, foram analisadas amostras de M. microlepis de trés pontos
de coleta, dois na bacia do rio Paraiba do Sul, nas cidades de Bom Jardim (riacho sem nome) e
Teresopolis (rio Paquequer), e outro na bacia do rio Macacu, na cidade de Cachoeiras de
Macacu, localidade tipo da espécie. Em cada uma destas localidades foi encontrado um
haplétipo Unico e exclusivo. Apesar da proximidade dos trés pontos de coleta (baseada na
distancia em km em linha reta), o ndo compartilhamento de haplétipos entre eles pode ser
associado as caracteristicas geomorfologicas do local. Segundo Aires et al. (2012), os rios
Macacu e Paquequer, por exemplo, estio em dominios geomorfologicos distintos (ver Fig. 7,
pagina 112). O primeiro drena, em seu alto curso, o dominio conhecido como “Serra do Mar
(SMS, Serra do Mar Scarp)”, corre no sentido sul, passando pelo dominio “Baixada Fluminense
(RJL, Rio de Janeiro Lowland)” (planicie com altitude proxima ao do nivel do mar) até desaguar
no mar, na Baia de Guanabara. Ja o rio Paquequer est4 no dominio “Platé de Teresdpolis (TRH,
Teresopolis Highland)” que esta localizado ao norte do SMS e representa um platé com
superficie ligeiramente inclinada a norte-noroeste. A cidade de Bom Jardim também esta
localizada no TRH. Assim, o rio Macacu esta localizado em uma area de escarpa, mais baixa,
enquanto que os afluentes do Paraiba do Sul amostrados estdo acima desta escarpa, em area de
platd e esta separacdo pode justificar o ndo compartilhamento de haplétipos entre estes rios. A
geomorfologia local também pode ser responsavel pela presenca de hapldtipos distintos no rio
Paquequer e no riacho de Bom Jardim, apesar de ambos desembocarem no Paraiba do Sul.
Estes representam afluentes independentes deste rio, que estdo separados por trés
alinhamentos de cadeias montanhosas, de até 900-100 m, sobre o Platd de Teresopolis (Itaipava,
Serra dos Orgdos e Lumiar) (Aires et al, 2012), e esta separacio pode explicar o nio
compartilhamento de haplétipos entre estes pontos.

Tanto a andlise R, quanto a abordagem Bayesiana de coalescéncia (BSP) indicaram
expansao demografica deste haplogrupo, que, segundo esta tltima analise, teria se iniciado por
volta de 10 mil anos atras (lembrando que estes resultados sdo referentes ao gene COI), que
pode estar associada ao UMG. A relagdo entre os valores de m e latitude indicam uma
tendéncia a esta expansdo demografica ter ocorrido a partir do sul em direcao ao norte, visto

que os maiores valores de m foram registrados nas bacias do HAP2_sul.
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5.3.3. Haplogrupo 3: consideracdes sobre distribuicao, estrutura filogeografica e historia
demografica

O HAP3 ¢é formado pelos haplotipos ocorrentes nas bacias dos rios Alto Tieté e Ribeira
de Iguape, Sao Paulo, e em pequenas bacias costeiras do Estado do Paranad. Como ja
mencionado, apesar de Mimagoniates microlepis ser uma espécie tipica de riachos da planicie
litoranea, ja foi registrada também nas bacias dos rios Iguacu e Tibagi (e.g., Sant’Anna et al,
2006; Menezes et al., 2008; Menezes & Weitzman, 2009), afluentes do alto curso do rio Parana
que drenam é&reas de planalto do escudo cristalino brasileiro. A ocorréncia da espécie na bacia
do Alto Tieté, também afluente do rio Parana, é, portanto, registrada pela primeira vez no
presente estudo, no ribeirdo Itaquaxiara, afluente do rio Embu-Mirim, na cidade de Itapecerica
da Serra. A quantidade de informagdes a respeito da ictiofauna do rio Tieté disponivel na
literatura (e.g., Barrella & Petrere, 2003; Langeani et al, 2007; Marceniuk et al, 2011) aliada as
inimeras coletas ja realizadas na bacia indicam que este foi o primeiro registro de M.
microlepis nesta bacia (O. T. Oyakawa, comunicacdo pessoal). Recentemente (2012), em
expedi¢do visando coleta de material para o presente estudo, também foi coletado um
individuo de M. microlepis na bacia do rio Embu-Guacu, outro afluente do rio Tieté, na APA
Capivari-Monos, Sdo Paulo. Como ndo houve sucesso na amplificacdo dos genes deste
exemplar Gnico (em virtude de uma provavel contaminagdo com formol), suas sequéncias nao
puderem ser analisadas no presente estudo. Ainda sobre a distribuicao do HAP3, é interessante
salientar que a tunica bacia costeira do Estado de Sao Paulo onde haplétipos deste grupo
ocorrem ¢ a bacia do Ribeira de Iguape e todos os haploétipos ocorrentes no Estado do Parana
sdo de pequenos riachos costeiros localizados em torno da Baia de Paranagua, onde desaguam.

De acordo com as analises filogenéticas baseadas no mtDNA, individuos coletados no
Alto Tieté estdo mais relacionados aos de alguns afluentes do Ribeira de Iguape, que drenam o
Estado de Sdo Paulo. Este resultado difere do encontrado por Thomaz et al. (2015a) com relacao
a Hollandichthys multifasciatus, que sugere uma relacdo mais estreita entre os espécimes do
Alto Tieté e os de uma drenagem costeira em Santos. Aqui, é valido ressaltar que estes autores
incluiram na analise amostras de H. multifasciatus da bacia do Ribeira (coletados em Sao
Paulo), mas estas resultaram como grupo irmao daqueles coletados em Guaraquegaba, no
Parana. No presente estudo, inclusive, foram incluidas amostras de M. microlepis de
Guaraquecaba coletadas no mesmo ponto em que Thomaz et al. (2015a) coletaram (i.e., “arroio
afluente do rio Tagacaba”, M. microlepis, UFRGS 14698 e H. multifasciatus, UFRGS 11778 ) e a

relacdo destes com individuos coletados no Ribeira de Iguape nao ficou evidenciada. Sobre as
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amostras desta bacia utilizadas na analise filogenética, é interessante notar que aquelas
coletadas no seu alto curso, no Parana, nao formaram um grupo monofilético com aquelas do
médio e baixo curso, amostradas no Estado de Sao Paulo. Este é um resultado relativamente
esperado, visto que divergéncias em varios niveis tém sido encontradas entre a fauna de peixes
das cabeceiras e a da foz de uma mesma bacia hidrografica em estudos recentes (e.g.,
Sant’Anna et al., 2006; Langeani ef al., 2007; Marceniuk et al, 2011).

Assim como encontrado em relacdo ao HAP2, é possivel distinguir uma quebra
filogeografica latitudinal mais especifica dentro do HAP3, tendo como base os resultados da
rede de haplotipos e a distribuicdo destes. Esta quebra, localizada a altura da cidade de
Cananéia (SP), separa haplotipos de distribuicdo mais ao norte, ocorrentes na bacia do Alto
Tieté e nos afluentes do Ribeira de Iguape no Estado de Sao Paulo, daqueles do sul, ocorrentes
no Parand, tanto na bacia do Ribeira quanto nas drenagens costeiras da Baia de Paranagua. No
ribeirdo Itaquaxiara, unico afluente do Alto Tieté onde foi coletado M. microlepis, ocorrem dois
haplotipos distintos e exclusivos desta localidade. Thomaz et al. (2015a) também coletaram
amostras de H. multifasciatus em apenas uma localidade no Alto Tieté (unica populacdo da
espécie de drenagem ndo-costeira) e também encontraram apenas um haplétipo. Este,
diferentemente dos de Mimagoniates, foi compartilhado com uma populagio costeira proxima,
em Santos, de maneira que Thomaz et al. (2015a) atribuiram a populacdo do Tieté a uma
paleodrenagem costeira nesta area. Aparentemente, esta paleodrenagem nao influenciou a
distribuicao de M. microlepis neste trecho, visto que, apesar de nao ter sido analisada nenhuma
amostra da espécie coletada em Santos exatamente, foram analisados espécimes de areas
adjacentes e nenhum deles apontou para uma relacdo mais estreita com a bacia do Alto Tieté.
No caso de M. microlepis, portanto, o isolamento desta populacdo, ocorrente em Itapecerica da
Serra, pode ter sido responsavel pelo ndo compartilhamento de haplétipos com nenhuma
drenagem adjacente, incluindo aqui as bacias costeiras menores (em Itanhaém, Sdo Vicente,
Mongagua, HAP?2) e a bacia do Ribeira de Iguape (HAP3).

A ocorréncia e distribuicdo de haploétipos ao longo da bacia do Ribeira de Iguape sdo
muito interessantes, uma vez que, nesta drenagem, foram registrados oito haplétipos distintos,
claramente separados: (1) quatro deles no curso mais alto, restritos ao trecho amostrado da
bacia no Estado do Parana e (2) quatro deles em afluentes que desembocam no Ribeira ja no
Estado de Sao Paulo, nas cidades de Jacupiranga, Miracatu e Iguape (rios Pindatba, Fau e
Mumuna, respectivamente). Este segundo conjunto haplétipos é exclusivo da bacia do Ribeira
de Iguape e sdo compartilhados entre suas diferentes localidades, com excecdo de um deles, que

é exclusivo do rio Mumuna. O compartilhamento de haplétipos neste trecho da bacia pode ser
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associado a histéria geomorfoldgica da regido, que indica que houve um cenario propicio para
ligacdo entre estes afluentes. Na faixa costeira da bacia do Ribeira de Iguape esta localizada a
“Planicie Costeira Cananéia-Iguape”, uma das unidades geomorfologicas da bacia que se
desenvolveu a partir das variagdes no nivel do mar nos ultimos 120 mil anos, através das
transgressoes e regressdes marinhas (Ross, 2002), sendo estas ultimas as principais responsaveis
pelas paleoconexdes entre afluentes do baixo curso do Ribeira, hoje isolados entre si. Ja dos
quatro haplétipos da bacia do Ribeira ocorrentes em seu trecho amostrado no Parana, apenas
um ¢é exclusivo desta bacia, sendo trés deles compartilhados com drenagens costeiras
adjacentes, que desembocam na Baia de Paranagua. Estes haplotipos foram amostrados no rio
Capivari, na cidade de Bocaiuva do Sul (PR), em uma regido conhecida como “Primeiro
Planalto Paranaense”. Entre este ponto e a Baia de Paranagua esta localizada parte de uma
importante falha geoldgica, conhecida como “Zona de Cisalhamento de Cubatdo” (ver Saadi et
al., 2002: falha BR-44). Segundo as informacoes apresentadas por estes autores, esta é uma falha
que tem importante papel no controle fluvial e que passou por uma série de eventos de
movimentacdo, sendo o ultimo deles bem recente, datado do Quaternario (<1,6 m.a.). A
movimentacdo desta falha pode ter sido responsavel pela conexao, em algum momento, de
afluentes do alto curso do Ribeira e daqueles rios costeiros que drenam para a Baia de
Paranagua, o que justificaria o compartilhamento de hapldtipos entre estas drenagens. Ja o
compartilhamento de haplétipos entre os riachos isolados e independentes, que desaguam na
Baia de Paranagud, é um resultado esperado levando em consideracdo o paleocenario proposto
por Thomaz et al. (2015a). Segundo estes autores, todas as bacias em torno do estuério do
Paranagua fizeram parte da mesma paleodrenagem durante o UMG.

As relagoes filogenéticas e compartilhamentos de haplétipos envolvendo os individuos
da bacia do Ribeira de Iguape e drenagens adjacentes sdo exemplos claros de que as bacias
hidrograficas ndo devem ser consideradas, a priori, como uma unidade. De modo geral, a
formacdo de sistemas de drenagens é dinamica, assim o esperado para a ictiofauna de uma
bacia é que esta seja composta, como resultado do acimulo de diversos intercambios entre
sistemas hidrograficos distintos e vizinhos ao longo do tempo geolégico (Lima & Ribeiro, 2011).
Estes intercambios podem, por exemplo, acontecer nas cabeceiras e nas proximidades da foz de
maneira independente e com drenagens (ou trechos delas) distintas, o que pode resultar na
composicao diferencial da ictiofauna ao longo da mesma bacia hidrografica. Esta ideia pode se
aplicar também a diversidade genética, em especial no caso de espécies de peixes como M.
microlepis, que nio sdo migradoras, conforme foi indicado no presente estudo, tendo como

base 0 ndo compartilhamento de haplétipos entre localidades do Ribeira de Iguape.
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Apesar do teste de mudanca no tamanho populacional (R;) ter indicado expansado
demografica significativa em relacdo ao HAP3, a mesma néo foi corroborada pela analise de
Bayesian Skyline Plot, que indicou declinio no tamanho efetivo desta populagao iniciado por
volta de 10 mil anos atras. Segundo Avise (2000), a maioria das populagdes varia seu tamanho
efetivo ao longo do tempo, que vai desde década a milénios, e as principais causas para que
esta variacdo resulte no declinio do Ne estdo associadas a eventos peridédicos naturais, tais
como surtos de doencas ou catastrofes ambientais pontuais. Aqui, no entanto, é importante
destacar dois pontos: o primeiro, ja mencionado, diz respeito a utilizacdo de apenas um
marcador para realizacdo da analise de BSP e o segundo, discutido por Heller et al. (2013), esta
associado ao problema desta analise em mostrar, em alguns casos, falsos sinais de declinio
populacional quando utilizadas em populacdes estruturadas. Assim, a inclusdo de mais
marcadores na analise BSP se faz necessaria para corroborar ou refutar a hipétese de declinio

populacional, bem como discuti-la com propriedade caso seja corroborada.

5.3.4. Haplogrupo 4: consideracdes sobre distribuicao, estrutura filogeografica e historia
demografica

De uma forma geral, os resultados obtidos em relacido ao HAP4 de Mimagoniates
microlepis foram os mais diferenciados em relacdo aos outros haplogrupos. Em primeiro lugar,
foi neste agrupamento que foi detectado parafiletismo do mtDNA, conforme ja discutido. Além
disso, este haplogrupo, que representa o limite sul da distribuicdo de M. microlepis, foi o Gnico
proposto como monofilético também através de analises baseadas no gene nuclear RAG2.
Ainda, foi apenas neste haplogrupo que as analises filogenéticas, de GMYC e rede de
haplétipos foram congruentes na proposicdo de dois filogrupos: HAP4_norte, que inclui as
bacias dos rios Iguacu e Tibagi (afluentes do rio Parana), além de drenagens costeiras do
Parana e Santa Catarina e o HAP4_sul, que inclui as bacias dos rios Mampituba e Tramandai.
Como pode ser observado no mapa (Fig. 2), ha um gap na distribuicao de M. microlepis entre
estes dois filogrupos, no Estado de Santa Catarina, que representa uma falha de amostragem do
presente estudo, visto que ha registro da espécie em riachos desta regido (e.g., Menezes &
Weitzman, 2009; Abrahao et al., 2015).

O primeiro registro de M. microlepis em uma drenagem néo costeira foi no alto curso
da bacia do rio Iguacu, um afluente direto do rio Parana, préoximo a Curitiba (PR) (Weitzman et
al., 1988). Estes autores, e posteriormente Menezes & Weitzman (1990), atribuiram a ocorréncia

da espécie no Iguacu a duas possiveis causas, uma nao natural, associada a introduc¢do humana
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ou uma natural, devido ao contato desta bacia com drenagens costeiras adjacentes onde a
espécie ocorre (no caso, o Ribeira de Iguape) em um evento de captura de cabeceiras. A
hipétese de introducdo, apesar de nao estar completamente descartada, ndo tem sido muito
discutida na literatura, especialmente depois que a espécie foi também coletada no rio Tibagi
(Sant’Anna et al, 2006), um tributario do rio Paranapanema, outro importante afluente da
bacia do rio Parand. A margem leste da América do Sul apresenta uma série de zonas
propensas a atividades e deformacdes tectonicas, que resultam em uma série de alteracdes
hidroloégicas, sendo a captura de cabeceiras uma das principais destas alteracoes (Ribeiro, 2006).
Diz-se que houve captura de drenagens quando parte (no geral, as cabeceiras) ou a totalidade
de um determinado rio é desviada para um sistema de drenagem vizinho (Bishop, 1995;
Wilkinson et al., 2006). Estas capturas, que podem ser resultado do efeito direto da pressao
tectonica ou de uma erosdo diferencial, representam um importante evento vicariante e, ao
mesmo tempo, de dispersdo da fauna aquatica (Lima & Ribeiro, 2011; Dagosta et al, 2014).
Assim, continuos processos de capturas de rios/riachos ao longo da histéria da América do Sul
tém sido sugeridos como uma das principais fontes de eventos vicariantes e,
consequentemente, uma das principais causas de diversificacdo no continente sul-americano
(Ribeiro, 2006; Buckup, 2011; Lima & Ribeiro, 2011; Dagosta et al, 2014), além de ser uma das
principais justificativas para compartilhamento de fauna entre drenagens adjacentes, mas
independentes (e.g., Ribeiro, 2006; Dagosta et al., 2014). Assim, Menezes et al. (2008) atribuem a
ocorréncia de M. microlepis no alto curso dos rios Iguacu e Tibagi a eventos independentes de
intercambio de fauna entre rios costeiros e bacias do escudo cristalino brasileiro através de
capturas de drenagens.

Segundo Ribeiro (2006) e Menezes et al. (2008), o intercambio de fauna entre afluentes
da bacia do rio Parana (especificamente o Iguacu) e drenagens costeiras seria decorrente das
atividades tectonicas na regido do Arco de Ponta Grossa, formacdo geoldgica cujas falhas
reconhecidamente influenciam o padrao de drenagens e relevo da regido (Melo, 2002; Franco-
Magalhaes, 2010). Weitzman et al. (1988), Menezes & Weitzman (1990) e, mais recentemente,
Menezes et al. (2008) sugerem que a captura de drenagens entre a bacia do rio Parana e rios
costeiros tenha se dado a partir da bacia do Ribeira de Iguape, o que justificaria o
compartilhamento de uma séries de espécies de peixes entre estas bacias, além de M.
microlepis. A hipdtese destes autores se baseia, principalmente, no fato do Arco de Ponta
Grossa esta localizado na regido drenada pelas cabeceiras dos rios Paranapanema, Iguacu e
Ribeira de Iguape. Ja Ingenito et al. (2004) sugerem que, apesar de haver indicios

geomorfologicos fortes de um possivel contato entre o Ribeira de Iguape e o Iguacu, a
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proximidade desta ultima com aquelas de rios costeiros do Parana, aliada ao compartilhamento
de espécies de peixes entre estas bacias, indica que pode ter havido uma relagio historica entre
estes sistemas. Os resultados obtidos em todas as analises realizadas no presente estudo
concordam com a hipétese de Ingenito et al. (2004), visto que os individuos coletados nos rios
Iguacu e Tibagi sdo mais proximamente relacionados aqueles de pequenas drenagens costeiras
do Parana (HAP4) do que aqueles coletados no Ribeira de Iguape, mesmo em sua cabeceira
(HAP3). Ainda sobre a ocorréncia de M. microlepis no Iguacu e Tibagi, é interessante destacar
que estas duas bacias apresentaram e compartilharam o mesmo haplétipo, que também é
exclusivo. Este compartilhamento corrobora a hipotese de Menezes et al. (2008) de que eventos
de capturas de cabeceiras entre rios costeiros e rios que drenam o escudo cristalino brasileiro
também deve ter ocorrido com o rio Tibagi, assim como sugerido para o Iguacu. Na ocasido da
publicacdo deste trabalho, os autores ndo tinham analisado material do Tibagi especificamente
e deixaram a questdo em aberto para ser respondida futuramente. O compartilhamento de M.
microlepis entre os rios Tibagi/Iguacu e as bacias costeiras do Parana e Santa Catarina sdo um
indicativo de que houve intercambio de fauna entre estas bacias, provavelmente devido a
capturas de drenagens, mas o ndo compartilhamento de haplétipos entre os rios Iguagu/Tibagi
e estas mesmas bacias indicam que este intercambio ocorreu ha tempo suficiente para as
populacdes se estruturarem.

A maioria dos haplotipos ocorrentes nas bacias costeiras do Parana (ao sul da Baia de
Parangua) e Santa Catarina é compartilhada entre estas bacias e este compartilhamento pode
ser justificado pela hipdtese de paleodrenagens de Thomaz et al. (2015a). Segundo estes
autores, todas as bacias costeiras, atualmente independentes, situadas ao sul do estuario de
Paranagua, no Parana, até mais ou menos a bacia do rio Itajai (incluindo esta) em Santa
Catarina, fizeram parte da mesma paleodrenagem no UMG. Ainda de acordo com estes
autores, bacias deste ultimo estado, situadas a altura de Floriandpolis fizeram parte de uma
paleodrenagem diferente, mas, como nao foi analisado material de M. microlepis desta regido,
nao foi possivel corroborar ou refutar esta segunda hipotese.

No Rio Grande do Sul, foram coletados espécimes de M. microlepis nas bacias dos rios
Mampituba (também em SC), Trés Forquilhas e Maquiné, sendo que cada uma destas
localidades apresentou um haplétipo tGnico e exclusivo. Os rios Maquiné e Trés Forquilhas
correm de maneira independente em diferentes vales da Serra Geral, mas se conectam proximo
as suas respectivas foz através de lagoas de agua doce (Lagoa dos Quadros e Lagoa Itapeva) e
pequenos canais, formando a bacia do rio Tramandai (Hirschmann et al, 2015). O rio

Mampituba, que tem suas nascentes na cidade de Praia Grande, em SC (onde foram coletadas
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amostras de M. microlepis), é uma drenagem independente, que desdgua diretamente no
Oceano Atlantico. Malabarba & Isaia (1992) e, mais recentemente, Malabarba et al. (2013),
sugerem uma origem histérica comum da ictiofauna dos rios Maquiné, Trés Forquilhas,
Mampituba e Ararangua (rio costeiro que drena o extremo sul de SC), tendo como base a
composicdo e distribuicdo da fauna de peixes de dgua doce destas drenagens. Uma historia
compartilhada destas bacias foi também proposta por Thomaz et al. (2015a), que sugeriram que
elas fizeram parte da mesma paleodrenagem no UMG. Os resultados obtidos no presente
estudo com relacdo a M. microlepis, no entanto, apontam para algumas peculiaridades entre
estas bacias, interessantes de serem discutidas. Em primeiro lugar, apesar de fazerem parte da
mesma bacia, ndo houve compartilhamento de haplétipos entre os rios Trés Forquilhas e
Maquiné, que também ndo formaram um grupo monofilético tendo como base o mtDNA.
Recentemente, Hirschmann et al. (2015) analisaram o padrao filogeografico de Diapoma
itaimbe (Malabarba & Weitzman), espécie da familia Characidae endémica dos rios Ararangua,
Mampituba e Tramandai, para testar se lagoas costeiras de agua doce podem afetar a
distribuicao de espécies de peixes da planicie costeira. De acordo com estes autores, as bacias
dos rios Trés Forquilhas e Maquiné nao compartilham haploétipos de D. itaimbe entre si, assim
como encontrado para M. microlepis no presente estudo. Hirschmann et al. (2015) sugerem,
portanto, que lagoas costeiras podem sim representar barreiras ao fluxo génico entre as bacias
e sugerem que as paleoconexdes ocorridas em virtude do recuo do nivel do mar nos periodos
glaciais podem ter sido seletivas, podendo nao representar um corredor de dispersao para toda
a fauna de peixes de todas as bacias. Os resultados obtidos no presente estudo em relacido a M.
microlepis corroboram esta hipotese e indicam que apesar das paleoconexdes entre as bacias
dos rios Maquiné e Trés Forquilhas bem como a conexdo atual via lagoas de agua doce, as
populacdes destes dois rios permanecem isoladas, como sugerido por Hirschmann et al. (2015)
em relacdo a D. itaimbe. Estes autores atribuem a auséncia da espécie nas lagoas costeiras que
conecta as duas bacias a caracteristicas ambientais destas: tanto a Lagoa dos Quadros quanto a
Itapeva apresentam elevada turbidez e temperatura e D. itaimbe é uma espécie tipica de aguas
claras e frias. Apesar de M. microlepis apresentar menos restricbes ambientais, a espécie
também nao foi registrada em lagoas e, na regido, também ocorre em locais de 4gua limpida e
fria (Malabarba et al., 2013), de maneira que estas lagoas também podem estar funcionando
como barreira para as populacdes dos rio Maquiné e Trés Forquilhas.

Por outro lado, as bacias dos rios Mampituba e Trés Forquilhas compartilharam
haplétipos de D. itaimbe entre si e Hirschmann et al. (2015) atribuiram este compartilhamento

a duas possiveis causas: ou é resultado de uma relacdo ancestral entre estas populacdes ou do
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fluxo génico recente devido eventos de captura de cabeceiras. Com relacdo a M. microlepis, no
entanto, o resultado encontrado foi diferente e cada uma destas drenagens apresentou um
haplétipo exclusivo. Este resultado favorece a primeira hipétese de Hirschmann et al. (2015),
mas nao exclui por completo a segunda por diversas razdes, a captura pode ter sido de um
pequeno riacho onde nado ocorria M. microlepis, ou esta espécie pode ter simplesmente
respondido de maneira diferente & “mistura” destas populacdes, o que seria um resultado
esperado visto que espécies diferentes evoluem de forma diferente.

Apesar do teste de mudanca no tamanho populacional (R;) ter indicado expansdo
demografica significativa em relacdo ao HAP4, a mesma néo foi corroborada pela analise de
BSP que indicou estabilidade no tamanho efetivo desta populacdo ao longo dos ultimos 100 mil
anos. Este resultado, como ja mencionado, deve ser interpretado com cautela, visto que apenas
o gene COI foi utilizado nesta ultima analise. Assim, a inclusdo de mais marcadores na analise

BSP se faz necessaria para corroborar ou refutar a hipdtese encontrada no presente estudo.

5.4. Comparacio entre os resultados do presente estudo e analise filogeografica prévia
realizada com Mimagoniates microlepis

Por ocasido da realizacdo de sua dissertacdo de mestrado, Ribeiro (2006) realizou uma
analise filogeografica de Mimagoniates microlepis através do protocolo RAPD (do inglés,
Random Amplified Polymorphic DNA) e tendo como base amostras de 100 individuos de
drenagens costeiras de Sao Paulo, Parana e Santa Catarina, além de exemplares do rio Iguacu
(total = 10 localidades). Os resultados obtidos nesta dissertacdo foram, posteriormente,
publicados por Torres & Ribeiro (2009), mas, em 2008, parte deles foram apresentados e
discutidos no trabalho de Menezes et al. (2008) sobre a biogeografia de Glandulocaudini (na
época, Glandulocaudinae), do qual R. A. Torres é co-autor. Aqui, é importante ressaltar que,
como a fonte de dados dos dois é a mesma e os resultados sio idénticos, sera mencionado, na
maioria das vezes, apenas o trabalho de Torres & Ribeiro (2009), que teve como foco M.
microlepis.

A primeira diferenca entre estes estudos diz respeito a técnica utilizada para obtencao
dos dados. No presente estudo, foi utilizada a técnica de sequenciamento de DNA enquanto
Torres & Ribeiro (2009) utilizaram a técnica do “DNA  Polimérfico Amplificado
Aleatoriamente” (RAPD, do inglés Randon Amplified Polymorphic DNA). Apesar de uma série
de vantagens do RAPD (que incluem baixo custo, rapidez, necessidade de pouco DNA, por

exemplo) e da sua ampla utilizacdo em estudos envolvendo peixes (Lupchinski-Jr., 2006), esta
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técnica tem sido criticada principalmente pela dificuldade de repeticdo dos mesmos resultados
(Avise, 2004) e, segundo alguns autores (e.g., Barman et al, 2003), estes devem ser
interpretados com cautela, especialmente no que diz respeito as conclusdes a respeito da
sistematica do grupo analisado. Em nenhuma das topologias obtidas, baseada em Inferéncia
Bayesiana por Menezes et al. (2008) e obtidas por Neighbor-Joining e Maxima Parcimoénia por
Torres & Ribeiro (2009), M. microlepis aparece como parafilética, mesmo as sequéncias de M.
lateralis terem sido usadas como grupo externo. Nao é possivel comparar com propriedade este
resultado com aquele obtido no presente estudo, em funcdo da técnica utilizada por aqueles
autores para obtencdo destes resultados, uma vez que com o RAPD néo é possivel determinar
se a amplificacdo foi de parte do genoma mitocondrial ou nuclear. Diferentemente do obtido
no presente estudo, Torres & Ribeiro (2009) encontraram maiores valores de diversidade
genética nas populacdes do litoral de Sao Paulo, que foram atribuidas por estes autores como
sendo as mais antigas, indicando que a ampliacdo da distribuicao da espécie se deu no sentido
norte-sul.

A principal concordancia entre os dois estudos diz respeito aos resultados gerais: ambos
encontraram uma elevada taxa de diversidade genética e forte estruturacdo filogeografica em
M. microlepis e indicam que este pode se tratar de um nome para abrigar mais de uma espécie.
Os autores supracitados associam o padrao de distribuicdo de M. microlepis tanto a eventos de
captura de cabeceiras quanto as flutuacoes no nivel do mar, como também feito no presente
estudo. Como Torres & Ribeiro (2009) ndo apresentam rede de haplétipos, ndo foi possivel
comparar os resultados obtidos a partir desta abordagem. Em Sao Paulo, Torres & Ribeiro
(2009) analisaram espécimes de Mongagua e Itariri, que resultaram como mais relacionados.
Apesar de nao ter sido incluido material de Itariri no presente estudo, a proximidade desta
cidade com Peruibe (de onde foi analisado material) indica uma possivel concordancia entre os
dois estudos em relacdo a formacao do HAP2. Os individuos equivalentes ao HAP3 do presente
estudo analisados por Torres & Ribeiro (2009) também formaram um grupo monofilético. E
estes autores também encontraram relacido mais estreita entre os individuos do HAP3 e HAP4
do presente estudo. Dentro do HAP4, Torres & Ribeiro (2009) também encontraram relacao
mais estreita entre os individuos coletados em bacias costeiras do Parana e Santa Catarina e
aqueles das cabeceiras do rio Iguacu. Apesar de Menezes et al. (2008) terem chamado atencao
para a necessidade de inclusao de material do rio Tibagi para uma compreensao mais completa
da histoéria filogeografica de M. microlepis, Torres & Ribeiro (2009) ndo o fizeram. Assim,

material desta bacia é analisado pela primeira vez no presente estudo.
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5.5. Analises morfologicas

De uma forma geral, os dados meristicos, morfométricos e de colorido indicam
sobreposicdo de valores e padrédo entre os haplogrupos e entre estes e Mimagoniates microlepis
sensu stricto, o que nao justifica o reconhecimento de mais de uma espécie para as diferentes
populacdes analisadas. Apesar de ter sido observada variacao clinal de alguns caracteres por
Menezes & Weitzman (2009: Figs. 89 e 90, paginas 362 e 363) (e.g., nimero de raios ramificados
na nadadeira anal, nimero de escamas perfuradas na linha lateral), esta variacdo foi detectada
em menor escala no presente estudo. Este resultado pode ser consequéncia da inclusdo de
espécimes de distribuicdo intermediaria a analise, uma vez que a varia¢@io clinal, i.e., mudanca
gradual de fenétipo ao longo da distribuicdo de uma espécie/populacdo, esta normalmente
relacionada a transicdo geografica (Huxley, 1938). Aqui, é importante ressaltar que Menezes &
Weitzman (2009) agruparam as amostras analisadas de acordo com as sub-regides
biogeograficas propostas por Menezes (1988) em relacdo a algumas bacias costeiras do leste do
Brasil e, apesar dos limites ndo serem idénticos, estas correspondem também a area ocupada
pelos diferentes haplogrupos aqui propostos. Apesar de nem sempre ser observada um clina
evidente, é possivel perceber, nos graficos de BoxPlot, que o HAP1 tende a ter menores valores
em relacdo aos caracteres meristicos avaliados. Os maiores valores, geralmente, ficam entre os
HAP2 e HAP4. A sobreposicdo de valores, no entanto, é alta o suficiente para nao ser possivel
separar os haplogrupos tendo como base os caracteres meristicos utilizados.

Sobre o colorido em alcool, Menezes & Weitzman (2009: pagina 360) afirmam que
“ocorre alguma variagdo entre amostras de areas isoladas ao longo da distribuicdo da espécie”.
Esta variagao, entretanto, ndo foi evidenciada no presente estudo (Fig. 20). A mancha umeral e
a faixa lateral sdo mais evidentes em alguns individuos do que em outros, mas esta variacao
nao foi relacionada a nenhum haplogrupo, podendo ser observada, inclusive, entre espécimes
do mesmo lote. Aqui, sdo apresentadas fotografias em vida de um topodtipo (HAP2) e um
individuo do HAP1 (Fig. 22) e estas ndo indicam variacdo significativa. Menezes & Weitzman
(2009: pagina 361) descreveram o colorido em vida da espécie com base em um exemplar da
Baia de Guaratuba, no Parana, que seria equivalente ao HAP4, e o padrao é o mesmo. Em
relacdo ao HAP3, apesar de ndo ter registro fotografico, o colorido em vida do espécime
coletado no Embu-Mirim (Alto Tieté) durante o presente estudo foi registrado em caderno de
campo e é o mesmo observado para os demais haplogrupos. Assim, o cruzamento destas
informacdes indica que o colorido em vida de M. microlepis também ndo varia
significativamente entre os diferentes haplogrupos. Em relacdo ao dimorfismo sexual, é

importante destacar que todos os caracteres levantados por Menezes & Weitzman (2009) nas
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se¢cdes ‘Descricdo’ e ‘Dimorfismo sexual’ foram encontrados nos diferentes haplogrupos, sem
diferenca significativa entre eles.

Assim, os resultados obtidos no presente estudo indicam que a variacdo morfologica
observada nos caracteres utilizados nao corresponde a variacdo molecular proposta pelas
analises baseadas no mtDNA. Como ji mencionando anteriormente, a grande divergéncia
genética entre linhagens que sdo morfologicamente indistinguiveis ¢ uma forte evidéncia de
que o taxon em questdo é uma espécie criptica (Costa-Silva et al.,, 2015). Apesar da utilizacao
combinada de dados morfoldégicos e moleculares ter fornecido fortes evidéncias que
embasaram a descricio de novas espécies de peixes de agua doce neotropicais,
tradicionalmente consideradas como cripticas (e.g., Benine et al, 2009;. Melo et al., 2011;.
Amaral et al., 2013;.. Silva et al., 2013), nem sempre é possivel separar morfologicamente estas
espécies e os autores optam por manté-las sob o mesmo nome até que esta separacdo seja
possivel (e.g., Costa-Silva et al., 2015; Melo et al., 2016). Esta também foi a decisdo tomada no
presente estudo que, como ja mencionado, pode parecer conservadora, mas foi considerada a

mais acertada do ponto de vista taxondmico, pelas razdes ja discutidas.

6. Conclusées

No presente estudo, foram utilizadas fontes de dados e abordagens metodoldgicas
variadas para a melhor compreensdo da histéria evolutiva de Mimagoniates microlepis, uma
espécie de peixe de adgua doce endémica de rios e riachos da Mata Atlantica. Analises de
identificacdo molecular de espécies (GMYC e DNA barcoding), baseadas no gene mitocondrial
COl, indicaram a existéncia de, no minimo, quatro linhagens dentro de M. microlepis, com
divergéncia suficiente para separacdo em espécies distintas. As analises morfologicas
realizadas, no entanto, ndo corroboraram estes resultados e o0 nome M. microlepis foi mantido
para as diferentes populacgoes alopatricas, distribuidas no leste do Brasil, desde a bacia do rio
Pardo, na Bahia, até a bacia do rio Tramandai, no Rio Grande do Sul. Baseado na
incongruéncia entre dados morfologicos e moleculares, M. microlepis, tal como conceituada
atualmente, é representada por um conjunto de populagdes (= haplogrupos), que poderiam ser
caracterizadas como espécies cripticas. Em funcdo das divergéncias genéticas acentuadas,
sugere-se, no entanto, que, para fins de conservacdo, as linhagens evolutivas distintas sejam
levadas em consideracio.

As analises filogenéticas baseadas no mtDNA (COI e 16S) indicaram que a espécie M.

microlepis ndo é monofilética, em virtude da relacdo mais estreita de um dos seus haplogrupos
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com M. lateralis. Como as analises baseadas no gene nuclear RAG2 e a arvore de espécies
indicam o contrario e recuperam M. microlepis como um clado, o parafiletismo do mtDNA
sugere a ocorréncia de introgressdo mitocondrial entre esta populacio especifica e M. lateralis.
Analises moleculares baseadas no mtDNA (filogenéticas e filogeograficas) também indicam
uma forte estruturacgio ao longo da distribuicdo de M. microlepis, com distin¢do clara de quatro
haplogrupos. Esta estruturaciao nao foi recuperada através dos resultados obtidos com a analise
do nDNA, sugerindo a necessidade de um marcador nuclear de evolu¢do mais rapida que o
RAG2 para analise intraespecifica/populacional.

Os quatro haplogrupos supracitados foram definidos no sentido norte-sul como (1)
Haplogrupo 1, ocorrente em drenagens costeiras da Bahia e Espirito Santo; (2) Haplogrupo 2,
em bacias costeiras do Rio de Janeiro, incluindo localidade tipo, e Sao Paulo; (3) Haplogrupo 3,
nas bacias dos rios Tieté (afluente do rio Parana) e Ribeira de Iguape, além de drenagens
costeiras do Parana; e (4) Haplogrupo 4, ocorrente em bacias costeiras de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, além das bacias dos rios Iguacu e Tibagi (afluentes do Parana). O néao
compartilhamento de haplétipos entre estes agrupamentos apontam para trés quebras
filogeograficas na Mata Atlantica, associadas a algumas bacias hidrograficas que drenam este
dominio: (1) ao norte do rio Doce, no Espirito Santo; (2) a altura da bacia do rio Peruibe, litoral
sul de Sao Paulo; (3) ao sul da Baia de Paranagud, no Parana. Parte destas quebras é congruente
com aquelas verificadas em outras espécies de peixes de agua doce e também em grupos da
biota terrestre. Para o estabelecimento de um padrado geral, no entanto, estudos adicionais se
fazem necessarios, especialmente evolvendo a fauna aquatica.

Mesmo havendo uma estruturacdo e padrdo geral, as analises internas de cada
haplogrupo indicam nuances e quebras filogeograficas ainda mais especificas, que sao
indicativas da complexidade da histéria evolutiva de M. microlepis. As divergéncias entre os
quatro grandes haplogrupos datam do Nedgeno (antigo Terciario), enquanto as divergéncias
internas, entre populacdes distintas de cada um deles, sdo mais recentes, datando do
Pleistoceno (Quaternario). Estas datacgOes, aliadas as informagoes geomorfologicas disponiveis
as areas onde a espécie ocorre, bem como a hipdtese da existéncia de paleodrenagens
associadas ao Ultimo Maximo Glacial proposta para a regido, indicam que o atual padrio de
distribuicdo de M. microlepis foi, provavelmente, moldado tanto por eventos mais antigos de
capturas de cabeceiras, por exemplo, quanto por eventos mais recentes diretamente associados
as flutuacdes do nivel do mar, ocorridas no Pleistoceno. As analises de demografia histérica
fornecem indicios de que as populagdes mais antigas de M. microlepis tenham se estabelecido

em drenagens mais ao sul, indicando que a origem da diversificacdo da espécie tenha se dado
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nestas drenagens, com posterior expansdo populacional no sentido norte. Este resultado é
congruente com hipéteses prévias de origem e diversificacio de Glandulocaudini como um
todo, mas discordante do que foi proposto especificamente em relacdo a M. microlepis, tendo
como base um estudo filogeografico ja desenvolvido anteriormente com a mesma espécie,
porém realizado com um numero consideravelmente menor de amostras e localidades,
utilizando um protocolo de amplificacdo e abordagens analiticas diferentes daqueles utilizados
no presente trabalho, o que pode ter gerado a incongruéncia observada.

Assim, em funcdo de tudo o que foi apresentado, discutido e mencionado
anteriormente, os resultados do presente estudo corroboram a ideia de que, dada a
complexidade associada ao surgimento e delimitacdo de espécies, quanto mais informacdes e
fontes de dados distintas forem utilizadas, melhor e mais completo sera o conhecimento da sua
historia evolutiva. Este conhecimento, por sua vez, é crucial para a elaboragao de politicas de
conservacdo responsaveis e eficientes, extremamente importantes para a manutencdo da

biodiversidade, objetivo maior de quaisquer estudos na area de ciéncias biologicas.
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8. Apéndice A

Tabela 1. Lista das espécies e espécimes de Glandulocaudini utilizadas nas analises moleculares e seus respectivos nimeros de vouchers e tecido,
localidades e marcadores sequenciados. Espécimes em negrito também tiveram o gene nuclear RAG2 sequenciado. Em relacdo a Mimagoniates

microlepis, os individuos estdo separados por haplogrupo, sendo apresentados no sentido norte-sul de distribui¢do. Para as abrevia¢des institucionais, ver

o item ‘Material & Métodos’.

Sequéncias
Espécie Voucher Tecido Bacia Localidade COI | 16S TRNA
HAPLOGRUPO 1

Mimagoniates microlepis LBP 70049 Costeira Riacho afluente do rio Pardo — Canavieiras (BA) v v
Mimagoniates microlepis MZUSP 112663 LBP 70050 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70032 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70033 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70034 - v
Mimagoniates microlepis LBP 70035 Costeira Riacho afluente da bacia do rio Peruipe — Alcobaca v v
Mimagoniates microlepis LBP 70036 (BA) v -
Mimagoniates microlepis LBP 70037 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70038 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70039 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70040 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70041 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70042 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70043 Costeira Riacho afluente da bacia do rio Itainas — Itaunas v v
Mimagoniates microlepis LBP 70044 (ES) v v
Mimagoniates microlepis LBP 70045 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70046 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70047 v v

Mimagoniates microlepis LBP 70048 v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 931F v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 931G v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 11102 UFRGS 931H Costeira Riacho sem nome - Sdo Mateus (ES) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 9311 v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 931] v v
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HAPLOGRUPO 2

Mimagoniates microlepis LBP 49795 4 4
Mimagoniates microlepis LBP 49796 4 4
Mimagoniates microlepis LBP 10756 LBP 49797 Paraiba do Sul Riacho sem nome — Bom Jardim (R]) v v
Mimagoniates microlepis LBP 49798 v v
Mimagoniates microlepis LBP 49799 v v

Mimagoniates microlepis Topétipo 7 v v
Mimagoniates microlepis MZUSP 118711 Topétipo 8 v v
Mimagoniates microlepis Topétipo 11 Costeira Rio Macacu - Cachoeiras de Macacu (R]) v v
Mimagoniates microlepis Topétipo 13 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70083 4 -
Mimagoniates microlepis LBP 70084 v v
Mimagoniates microlepis MZUSP 115095 LBP 70085 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70086 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70087 - v
Mimagoniates microlepis LBP 70088 Paraiba do Sul Rio Paquequer — Teresépolis (R]) v Vv
Mimagoniates microlepis LBP 70089 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70090 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70091 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70092 v v
Mimagoniates microlepis LBP 22431 4 v
Mimagoniates microlepis LBP 22432 Riacho afluente do rio da Fazenda — Ubatuba (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 3867 LBP 22433 Costeira v v
Mimagoniates microlepis LBP 22434 v v
Mimagoniates microlepis LBP 60535 v v
Mimagoniates microlepis LBP 60536 v -
Mimagoniates microlepis LBP 14407 LBP 60537 Costeira Riacho sem nome — Ubatuba (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 60538 v -
Mimagoniates microlepis LBP 60539 v v
Mimagoniates microlepis LBP 37043 v v
Mimagoniates microlepis LBP 37044 v -
Mimagoniates microlepis LBP 7887 LBP 37045 Costeira Rio Indaid — Ubatuba (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 37046 v -
Mimagoniates microlepis LBP 37047 v v
Mimagoniates microlepis LBP 21167 v v
Mimagoniates microlepis LBP 21168 v v
Mimagoniates microlepis LBP 3550 LBP 21169 Costeira Riacho sem nome — Ubatuba (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 21170 v v
Mimagoniates microlepis LBP 21171 v v
Mimagoniates microlepis LBP 14386 LBP 54842 Costeira Rio Escuro — Ubatuba (SP) v v
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Mimagoniates microlepis LBP 54815 v v
Mimagoniates microlepis LBP 54816 v -

Mimagoniates microlepis LBP 14380 LBP 54817 Costeira Riacho sem nome — Caraguatatuba (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 54818 - v
Mimagoniates microlepis LBP 54819 v v
Mimagoniates microlepis LBP 14373 LBP 54401 Costeira Riacho sem nome — Caraguatatuba (SP) v -

Mimagoniates microlepis LBP 54405 v -

Mimagoniates microlepis LBP 54764 v v
Mimagoniates microlepis LBP 54765 v v
Mimagoniates microlepis LBP 14362 LBP 54766 Costeira Riacho sem nome - Caraguatatuba (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 54767 v v
Mimagoniates microlepis LBP 54768 v v
Mimagoniates microlepis LBP 53353 v v
Mimagoniates microlepis LBP 53354 v v
Mimagoniates microlepis LBP 1433 LBP 53355 Costeira Barra do Una — Sdo Sebastido (SP) v -

Mimagoniates microlepis LBP 53356 v -

Mimagoniates microlepis LBP 53357 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70093 - -

Mimagoniates microlepis LBP 70094 - v
Mimagoniates microlepis LBP 70095 v -

Mimagoniates microlepis MZUSP 115096 LBP 70096 Riacho sem nome — S&o Sebastido (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 70097 Costeira v v
Mimagoniates microlepis LBP 70098 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70099 v v
Mimagoniates microlepis LBP 53331 v v
Mimagoniates microlepis LBP 14325 LBP 53332 Riacho condominio Morada da Praia — Bertioga (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 53333 Costeira v v
Mimagoniates microlepis LBP 53334 v v
Mimagoniates microlepis LBP 53297 v v
Mimagoniates microlepis LBP 53298 v v
Mimagoniates microlepis LBP 14315 LBP 53299 Costeira Afluente do rio Itaguaré — Bertioga (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 53300 v v
Mimagoniates microlepis LBP 53301 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70100 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70101 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70102 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70103 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70104 v v
Mimagoniates microlepis MZUSP 115098 LBP 70105 Costeira Riacho sem nome — Bertioga (SP) _ v
Mimagoniates microlepis LBP 70106 - v
Mimagoniates microlepis LBP 70107 - v

168



Mimagoniates microlepis LBP 70108 - -
Mimagoniates microlepis LBP 70109 - v
Mimagoniates microlepis LBP 53268 v -
Mimagoniates microlepis LBP 53269 v -
Mimagoniates microlepis LBP 14306 LBP 53270 Costeira Riacho sem nome - Bertioga (SP) - v
Mimagoniates microlepis LBP 53271 v v
Mimagoniates microlepis LBP 53272 v v
Mimagoniates microlepis LBP 1145 Riacho afluente do rio Preto — Sao Vicente (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 1240 LBP 1146 Costeira v v
Mimagoniates microlepis LBP 1148 v v
Mimagoniates microlepis LBP 38124 v v
Mimagoniates microlepis LBP 38125 v v
Mimagoniates microlepis LBP 8171 LBP 38126 Costeira Rio Mongagua — Mongagua (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 38127 v v
Mimagoniates microlepis LBP 33039 v v
Mimagoniates microlepis LBP 33040 v v
Mimagoniates microlepis LBP 6817 LBP 33041 Costeira Riacho afluente do rio Preto — Itanhaém (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 33042 v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 816A v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 816B ) ) ) ) v v
UFRGS 12431 Costeira Riacho Cachoeira da Anta — Peruibe (SP)
Mimagoniates microlepis UFRGS 816C v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 816D v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 816E v v
HAPOGRUPO 3
Mimagoniates microlepis LBP 40276 v v
Mimagoniates microlepis LBP 8732 LBP 40277 Alto Rio Itaquaxiara, afluente do Embu-Mirim — v -
Mimagoniates microlepis LBP 40278 Tieté/Parana Itapecerica da Serra (SP) v -
Mimagoniates microlepis LBP 40279 v -
Mimagoniates microlepis LBP 70068 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70069 v v
Mimagoniates microlepis MZUSP 115093 LBP 70070 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70071 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70072 Alto Rio Itaquaxiara, afluente do Embu-Mirim — v v
Mimagoniates microlepis LBP 70073 Tieté/Parana Itapecerica da Serra (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 70074 v 4
Mimagoniates microlepis LBP 70075 v v
Mimagoniates microlepis LBP 70076 v 4
Mimagoniates microlepis LBP 70077 v v
Mimagoniates microlepis LBP 11201 v v
Mimagoniates microlepis LBP 1260 LBP 11202 - v
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Mimagoniates microlepis LBP 18586 4 v
Mimagoniates microlepis LBP 18587 Ribeira de Rio Fau - Miracatu (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 2872 LBP 18588 Iguape v v
Mimagoniates microlepis LBP 18589 v v
Mimagoniates microlepis LBP 18590 v v
Mimagoniates microlepis LBP 36024 v v
Mimagoniates microlepis LBP 36025 v v
Mimagoniates microlepis LBP 7545 LBP 36092 Ribeira de Riacho afluente do rio Mumuna — Iguape (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 36093 Iguape v v
Mimagoniates microlepis LBP 35687 v v
Mimagoniates microlepis LBP 35688 v v
Mimagoniates microlepis LBP 7419 LBP 35689 Ribeira de Rio Pindauba - Jacupiranga (SP) v v
Mimagoniates microlepis LBP 35690 Iguape v v
Mimagoniates microlepis LBP 35691 v v
Mimagoniates microlepis MZUEL 8450-2 Costeira Rio Utinga — Guaraquecaba (PR) v -
Mimagoniates microlepis UFRGS 757B v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 757C - v
Mimagoniates microlepis UFRGS 757D Rio Tagacaba — Tagacaba (PR) - v
Mimagoniates microlepis UFRGS 14698 UFRGS 757E Costeira v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 720A - v
Mimagoniates microlepis UFRGS 720B - v
Mimagoniates microlepis UFRGS 14678 UFRGS 720C Costeira Rio Lageado — Antonina (PR) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 720D v v
Mimagoniates microlepis LBP 8488 4 v
Mimagoniates microlepis LBP 769 LBP 8489 Ribeira Rio Capivari, afluente do Ribeira de Iguape, em v v
Mimagoniates microlepis LBP 8490 Bocaiuva do Sul PR v v
Mimagoniates microlepis LBP 8491 v v
Mimagoniates microlepis LBP 34355 v v
Mimagoniates microlepis LBP 34356 v v
Mimagoniates microlepis LBP 34357 Rio Marumbi, afluente do Nhundiaquara — Morretes v v
Mimagoniates microlepis LBP 7170 LBP 34358 Costeira (PR) v v
Mimagoniates microlepis LBP 34359 v -
Mimagoniates microlepis LBP 14414 v v
Mimagoniates microlepis LBP 2076 LBP 14415 Costeira Rio Nhundiaquara — Morretes (PR) v v
Mimagoniates microlepis LBP 14416 v v
Mimagoniates microlepis LBP 3661 LBP 21735 Costeira Rio Passa Sete — Morretes (PR) v v
Mimagoniates microlepis LBP 34327 v v
Mimagoniates microlepis LBP 34328 4 v
Mimagoniates microlepis LBP 7161 LBP 34503 Costeira Riacho sem nome da Baia de Paranagua — Morretes v -
Mimagoniates microlepis LBP 34504 (PR) v -
Mimagoniates microlepis LBP 34505 4 v
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Mimagoniates microlepis LBP 8466 Riacho costeiro da Baia de Paranagua — Morretes v v
Mimagoniates microlepis LBP 759 LBP 8467 Costeira (PR) v v
HAPLOGRUPO 4

Mimagoniates microlepis LBP 55225 - v
Mimagoniates microlepis LBP 13208 LBP 55226 Iguacu/Parana Rio Piraquara — Curitiba (PR) - v

Mimagoniates microlepis LBP 55227 v -
Mimagoniates microlepis LBP 55228 v v
Mimagoniates microlepis LBP 55229 v v
Mimagoniates microlepis LBP 1046 LBP 9106 Iguacu/Parana Rio dos Patos — Lapa (PR) v v
Mimagoniates microlepis LBP 10582 v v
Mimagoniates microlepis LBP 1204 LBP 10621 Iguacu/Parana Rio dos Patos — Lapa (PR) v v
LBP 751 LBP 8423 Costeira Riacho sem nome - Pontal do Paran4 (PR) v v

Mimagoniates microlepis LBP 8425

Mimagoniates microlepis LBP 14391 v v
Mimagoniates microlepis LBP 14392 v v
Mimagoniates microlepis LBP 2069 LBP 14393 Costeira Rio Colénia Preta — Paranagua (PR) v v
Mimagoniates microlepis LBP 14394 v v
Mimagoniates microlepis LBP 34284 v v
Mimagoniates microlepis LBP 34285 v v
Mimagoniates microlepis LBP 7150 LBP 34286 Costeira Riacho Km 25 Matinhos/Paranagua — Matinhos (PR) v v
Mimagoniates microlepis LBP 34287 v v
Mimagoniates microlepis LBP 34288 v v
Mimagoniates microlepis LBP 34289 v v
Mimagoniates microlepis LBP 14346 v v
Mimagoniates microlepis LBP 14347 v v
Mimagoniates microlepis LBP 2058 LBP 14348 Costeira Riacho Descoberto — Guaratuba (PR) v v
Mimagoniates microlepis LBP 14349 v v
Mimagoniates microlepis LBP 14350 v v
Mimagoniates microlepis LBP 8414 v v
Mimagoniates microlepis LBP 744 LBP 8416 Costeira Rio Sdo Jodo — Guaratuba (PR) v v
Mimagoniates microlepis LBP 13878 v v
Mimagoniates microlepis LBP 13879 v v
Mimagoniates microlepis LBP 2024 LBP 13880 Costeira Rio Garuva — Garuva (SC) v v
Mimagoniates microlepis LBP 13881 v v
Mimagoniates microlepis LBP 13882 v v
Mimagoniates microlepis LBP 3654 LBP 21717 Costeira Rio Garuva — Garuva (SC) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 1572A v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 1572B v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 12862 UFRGS 1572C Tibagi/Parana Rio Tibagi — Ponta Grossa (PR) v v
v v

Mimagoniates microlepis

UFRGS 1572D
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Mimagoniates microlepis UFRGS 1572E v v
Mimagoniates microlepis ex 1 v -
Mimagoniates microlepis MZUSP 115638 ex 2 Tibagi/Parana Rio Guarauninha — Palmeira (PR) v -
Mimagoniates microlepis ex 3 v -
Mimagoniates microlepis UFRGS 12868 UFRGS 1578 Iguacu/Parana Rio Passo Grande — Balsa Nova (PR) v v
Mimagoniates microlepis ex 1 v -
Mimagoniates microlepis MZUSP 115039 ex. 3 Costeira Rio Acarai — Sao Francisco do Sul (SC) v -
Mimagoniates microlepis UFRGS 1584A v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 1584B v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 1584C v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 12874 UFRGS 1584D Iguacu/Parand Rio Negro - Itai6polis (SC) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 1584E v v
Mimagoniates microlepis LBP 740 LBP 8293 Costeira Ribeirdo Cavalo — Jaragua do Sul (SC) v v
Mimagoniates microlepis LBP 3639 LBP 21685 Costeira Ribeirdo Cavalo - Jaragua do Sul (SC) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 2758A v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 16315 UFRGS 2758B Costeira Rio Mampituba — Praia Grande (SC) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 2756B v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 2756C v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 16313 UFRGS 2756D Costeira Rio Mampituba — Morro Azul (RS) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 2756E v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 2756F v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 1296A v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 1296B v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 12596 UFRGS 1296C Costeira Rio Mampituba — Trés Cachoeiras (RS) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 1296D v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 1296E v -
Mimagoniates microlepis UFRGS 16520 UFRGS 2848 Costeira Rio Trés Forquilhas — Itati (RS) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 3667A v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 3667B v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 17994 UFRGS 3667C Costeira Rio Tramandai - Maquiné (RS) v -
Mimagoniates microlepis UFRGS 3667D v -
Mimagoniates microlepis UFRGS 3667E v -
Mimagoniates microlepis UFRGS 3867A v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 3867B v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 18474 UFRGS 3867C Costeira Rio Maquiné - Maquiné (RS) v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 3867D v v
Mimagoniates microlepis UFRGS 3867E v -
Mimagoniates inequalis LBP 21275 v v
Mimagoniates inequalis LBP 21276 - v
Mimagoniates inequalis LBP 3383 LBP 21277 Costeira Arroio dos Corrientes — Pelotas (RS) v v
Mimagoniates inequalis LBP 21278 v v
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Mimagoniates lateralis LBP 8212 LBP 38201 Costeira Riacho sem nome - Mongagua (SP) v v
Mimagoniates lateralis LBP 38431 v v
Mimagoniates lateralis LBP 70078 v v
Mimagoniates lateralis LBP 70079 v v
Mimagoniates lateralis LBP 70080 Costeira Riacho sem nome — Itanhaém (SP) v v
Mimagoniates lateralis LBP 70081 v -
Mimagoniates lateralis LBP 70082 v v
Mimagoniates lateralis LBP 34274 v v
Mimagoniates lateralis LBP 34275 v v
Mimagoniates lateralis LBP 7147 LBP 34276 Costeira Riacho sem nome — Guaratuba (PR) v v
Mimagoniates lateralis LBP 34277 v 4
Mimagoniates lateralis LBP 34278 v v
Mimagoniates lateralis LBP 52281 v -
Mimagoniates lateralis LBP 52282 v -
Mimagoniates lateralis LBP 11450 LBP 52283 Costeira Riacho sem nome - Itapoa (SC) v v
Mimagoniates lateralis LBP 52284 v v
Mimagoniates lateralis LBP 52285 v v
e
Mimagoniates sylvicola MZUSP 115092 LBP 70119 Costeira Rio Marcanai, bacia do rio Real - Jandaira (BA) - v
Mimagoniates sylvicola LBP 70018 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70019 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70020 v v
Mimagoniates sylvicola MZUSP 112691 LBP 70021 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70022 Rio Patipe - Valenca (BA) v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70023 Costeira v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70024 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70025 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70026 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70027 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70051 Cérrego afluente do rio Pardo — Canavieiras (BA) v v
Mimagoniates sylvicola MZUSP 112657 LBP 70052 Costeira v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70053 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70054 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70055 - v
Mimagoniates sylvicola LBP 70056 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70057 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70028 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70029 Corrego Grande, afluente do rio Pardo - v v
Mimagoniates sylvicola MZUSP 112679 LBP 70030 Costeira Canavieiras (BA) - v
Mimagoniates sylvicola LBP 70031 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70003 v v
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Mimagoniates sylvicola LBP 70004 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70005 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70006 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70007 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70008 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70009 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70010 ) ) v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70011 Costeira Riacho entre Barra do Cahy e Ponta do Corumbau - "z "
Mimagoniates sylvicola LBP 70012 Prado (BA) v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70013 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70014 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70015 v v
Mimagoniates sylvicola LBP 70016 v v
Mimagoniates szlvicola LBP 70017 v v
Mimagoniates rheocharis MCP 28770 Costeira Lagoa Garopaba — Garopaba (SC) v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 1375A v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 1375B v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 12640 UFRGS 1375C Costeira Rio Ararangua — Nova Veneza (SC) v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 1375D v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 1375E v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 911A v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 911B v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 12896 UFRGS 911C Costeira Rio Ararangué — Timbé do Sul (SC) v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 911D v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 911E v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 2893A v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 2893B v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 2893C v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 16561 UFRGS 2893D Costeira Rio Mampituba - Praia Grande (SC) v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 2893E v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 1264A v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 12588 UFRGS 1264B Costeira Rio Tramandai — Itati (RS) v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 1264C v v
Mimagoniates rheocharis UFRGS 1264D v -
Mimagoniates rheocharis UFRGS 17968 UFRGS 3641 Costeira Rio Tramandai — Maﬂuiné (RS) v v
Glandulocauda melanopleura MZUSP 115244-2 v v
Glandulocauda melanopleura MZUSP 115244-4 Costeira Rio Guaratuba —Salesdpolis/Bertioga (SP) v v
Glandulocauda melanopleura MZUSP 115244-5 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 24537 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 4507 LBP 24538 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 24539 v v
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Glandulocauda melanopleura LBP 24540 Alto Tieté/Parana Rio Paranapiacaba — Santo André (SP) v v
Glandulocauda melanopleura LBP 24541 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 24542 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 24553 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 70058 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 70059 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 70060 v v
Glandulocauda melanopleura MZUSP 111017 LBP 70061 Rio Capivari, afluente do rio Branco, bacia do rio v v
Glandulocauda melanopleura LBP 70062 Costeira Itanhaém - Itanhaém (SP) v v
Glandulocauda melanopleura LBP 70063 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 70064 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 70065 v v
Glandulocauda melanopleura LBP 70066 v v
Glandulocauda melanoeleura LBP 70067 v v
Glandulocauda caerulea MZUSP 117479-2 v v
Glandulocauda caerulea MZUSP 117479-3 Iguacu/Parana Ribeirdo Amola Faca — Balsa Nova (PR) v v
Glandulocauda caerulea MZUSP 117479-4 v v
Glandulocauda caerulea MZUSP 117479-5 v v
Lophiobrycon weitzmani LBP 8166 LBP 38090 Rio Claro — Delfinépolis (MG) v v
Lophiobrycon weitzmani MNR] 31626 Grande/Parana Ribeirdo da Cachoeira — Capitdlio (MG) v v
Lophiobrycon weitzmani MNR] 31664 Ribeirdo da Capivara — Capit6lio (MG) v v
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0. Apéndice B

Lista do material examinado durante o presente estudo, organizada por Haplogrupo definido
pelas analises moleculares e na sequéncia: Estado e/ou bacia principal, abreviatura institucional com
numero de tombo de cada lote, numero total de espécimes presente no lote, indicacdo de material
diafanizado/corado (d&c) ou com tecido disponivel (mol) quando houver seguido pela amplitude de

variagdo do comprimento padrdo dos exemplares (CP).

Haplogrupo 1

Bahia: MNR]J 32213, 21, 15,4-35,5 mm CP; MZUSP 28812, 11, 17,1-26,8 mm CP; MZUSP 28814, 3, 15,4-22,2 mm CP; MZUSP
73399, 26, 1 d&c, 16,2-28,8 mm CP; MZUSP 73400, 5, 16,1-22,3 mm CP; MZUSP 93866, 26, 12,4-35,4 mm CP; MZUSP 93868, 1,
18,2 mm CP; MZUSP 93869, 1, 20,2 mm CP; MZUSP 112651, 2, 1 mol, 22,2-25,7 mm CP; MZUSP 112823, 37, 1 d&c, 15,8-28,2 mm
CP; MZUSP 112663, 2 mol, 20,4-20,7 mm CP. Espirito Santo: MZUSP 26893, 3, 28,2-31,3 mm CP; MZUSP 26894, 13, 25,3-42,2
mm CP; MZUSP 26898, 17, 20,5-33,0 mm CP; MZUSP 28810, 6, 13,1-18,5 mm CP; MZUSP 51783, 41, 11,1-23,2 mm CP; MZUSP
51785, 2, 28,1-31,0 mm CP; MZUSP 90760, 20, 22,1-30,6 mm CP; MZUSP 112829, 48, 1d&c, 14,1-27,4 mm CP, 62 mol, 11,6-26,6
mm CP; MZUSP 112396, 2, 19,1-20,6 mm CP; MZUSP 117058, 9, 15,3-33,9 mm CP, Espirito Santo; UFRGS 11102, 4, 19,2-22,1
mm CP.

Haplogrupo 2

Rio de Janeiro: LBP 10756, 5, 5 mol, 34,3-51,0 mm CP; MNRJ 29968, 1, 48,1 mm CP; MNR]J 27801, 1, 39,4 mm CP; MNRJ 29973,
8, 14,8-47,7 mm CP; MNR] 32686, 94, 19,7-48,2 mm CP; MNR]J 38897, 14, 19,9-33,3 mm CP. Sdo Paulo: LBP 8171, 1, 30,6 mm CP;
LIRP 519, 1, 42,3 mm CP; LIRP 533, 1, ndo mensurado; LIRP 546, 1, 47,5 mm CP; LIRP 955, 2, 35,5-39,0 mm CP; LIRP 4931, 6,
20,0-32,1 mm CP; LIRP 1076, 15, 29,9-47,7 mm CP; MZUSP 19591, 1, 45,0 mm CP; MZUSP 19820, 2, 38,1-48,9 mm CP; MZUSP
26899, 10, 42,0-61,0 mm CP; MZUSP 26901, 14, 23,9-33,5 mm SL; MZUSP 26906, 8, 29,9 mm-44,1 mm SL; MZUSP 26909, 2, 20,8-
29,4 mm CP; MZUSP 27524, 3, 35,7-39,5 mm CP; MZUSP 27532, 12, 23,7-36,8 mm CP; MZUSP 37372, 17, 23,8-47,3 mm CP;
MZUSP 39991, 1, 45,7 mm CP; MZUSP 51353, 3, 33,9-38,0 mm CP; MZUSP 51356, 2, 21,3 25,8 mm CP; MZUSP 53401, 1, 33,6
mm CP; MZUSP 53495, 9, 15,7-38,5 mm CP; MZUSP 53352, 6, 21,4-45,3 mm CP; MZUSP 53671, 32, 21,4-33,5 mm CP; MZUSP
53684, 74, 16,4-48,4 mm CP; MZUSP 55290, 112, 21,4-45,7 mm CP; MZUSO 58731, 15, 25,2-39,9 mm CP; MZUSP 72835, 43, 19,6-
36,8 mm CP; MZUSP 72838, 9, 30,8-42,7 mm CP; MZUSP 72840, 3, 32,7-40,0 mm CP; MZUSP 78935, 8, 14,3-38,9 mm CP;
MZUSP 78942, 89, 18,4-44,7 mm CP; MZUSP 79914, 24, 19,0-38,8 mm CP; MZUSP 79935, 13, 21,3-38,5 mm CP; MZUSP 80328, 6,
28,0-41,0 mm CP; MZUSP 83449, 1, 44,8 mm CP; MZUSP 83450, 1, 42,3 mm CP; MZUSP 84907, 1, 43.4 mm CP; MZUSP 84917,
1, 43,6 mm CP; MZUSP 84941, 3, 17,8-27,6 mm CP; MZUSP 85390, 4, 16,3-29,6 mm CP; MZUSP 87243, 7, 18,2-25,4 mm CP;
MZUSP 87603, 20, 19,4-40,5 mm CP; MZUSP 88062, 6, 19,5-29,3 mm CP; MZUSP 97919, 3, 26,1-42,1 mm CP; MZUSP 103969, 21,
18,8-34,5 mm CP; MZUSP 103975, 16, 18,1-28,7 mm CP; MZUSP 103988, 1, 37,6 mm CP; MZUSP 103980, 2, 30,1-30,2 mm CP;
MZUSP 113736, 33, 13 mol 24,5-41,8 mm CP; MZUSP 113757, 2, 23,7-25,5 mm CP; MZUSP 114801, 104, 16,2-41,5 mm CP;
MZUSP 114813, 26, 17,0-40,4 mm CP; MZUSP 114833, 47, 24,2-46,5 mm CP; MZUSP 114853, 2, 25,3-52,5 mm CP; MZUSP
114893, 3, 18,3-28,4 mm CP; MZUSP 115095, 11, 22,1-33,8 mm CP; MZUSP 115096, 10, 28,4-43,6 mm CP; MZUSP 115097, 69,
11,9-38,4 mm CP; MZUSP 115098, 164,15,4-44,9 mm CP; MZUSP 115118, 494, 18,0-40,7 mm CP; MZUSP 115478, 9, 23,7-44,8 mm
CP; UFRGS 12431, 5, 21,6-31,8 mm CP.

Haplogrupo 3

Sao Paulo/Parana - Ribeira de Iguape: LBP 769, 48, 5 mol, 28,7-52,4 mm CP; LBP 2872, 10, 18,1-37,3 mm CP; LBP 7419, 5, 25,8-
34,8 mm CP; LBP 7545, 32, 17,1-43,6 mm CP; LBP 7456, 3, 25,6-31,1 mm CP; LBP 8732, 7, 20,0-32,1 mm CP; MNR]J 24351, 12,
23,9-54,4 mm CP; MZUSP 408, 1, 40,6 mm CP; MZUSP 20218, 6, 20,6-46,3 mm CP; MZUSP 35284, 5, 25,2-35,0 mm CP; MZUSP
35294, 5, 16,6-46,9 mm CP; MZUSP 36534, 4, 14,7-27,0 mm CP; MZUSP 36556, 13, 18,2-36,8 mm CP, Sdao Paulo; MZUSP 38602,
11, 16,7-35,9 mm CP; MZUSP 38623, 7, 25,2-36,4 mm CP; MZUSP 38641, 3, 26,9-37,5 mm CP; MZUSP 40019, 4, 25,1-37,8 mm CP;
MZUSP 40208, 3, 41,5-46,6 mm CP; MZUSP 41851, 3, 14,3-22,0 mm CP; MZUSP 41872, 9, 25,1-32,1 mm CP; MZUSP 42232, 1,
24,9 mm CP; MZUSP 42262, 3, 22,2-29,2 mm CP; MZUSP 42273, 9, 17,1-30,8 mm CP; MZUSP 45195, 8, 18,3-38,4 mm CP;
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MZUSP 54905, 1, 44,0 mm CP; MZUSP 55150, 1, 33,5 mm CP; MZUSP 58539, 1, 30,3 mm CP; MZUSP 60135, 1, 35,2 mm CP;
MZUSP 62365, 10, 26,7-43,2 mm CP; MZUSP 62400, 1, 17,6 mm CP; MZUSP 66107, 18, 17,0-23,6 mm CP; MZUSP 68270, 1, 26,1
mm CP; MZUSP 68271, 3, 25,0-31,2 mm CP; MZUSP 68272, 3, 20,9-22,7 mm CP; MZUSP 69385, 15,7-27,6 mm CP; MZUSP
69714, 3, 18,2-27,7 mm CP; MZUSP 69722, 2, 13,2-16,7 mm CP; MZUSP 70020, 10, 25,0-44,3 mm CP; MZUSP 70641, 1, 39,5 mm
CP; MZUSP 70642, 2, 31,8-40,3 mm CP; MZUSP 78571, 1, 34,4 mm CP; MZUSP 78573, 21, 20,2-43,9 mm CP; MZUSP 78574, 1,
25,9 mm CP; MZUSP 78575, 12, 30,2-41,7 mm CP; MZUSP 79999, 4, 38,2-39,0 mm CP; MZUSP 80000, 18, 24,6-44,1 mm CP;
MZUSP 81120, 25, 17,0-27,1 mm CP; MZUSP 82592, 4, 34,3-45,0 mm CP; MZUSP 83009, 9, 19,8-26,8 mm CP; MZUSP 83016, 45,
15,3-34,9 mm CP; MZUSP 84321, 165, 12,1-36,8 mm CP; MZUSP 84325, 1, 16,7 mm CP; MZUSP 84376, 26, 20,5-33,6 mm CP;
MZUSP 84617, 4, 21,5-30,5 mm CP; MZUSP 93115, 13, 24,1-43,2 mm CP; MZUSP 100201, 5, 21,1-32,5 mm CP; MZUSP 100213,
23, 25,9-35,3 mm CP. Sao Paulo - Alto Tieté: LBP 8732, 7, 20,0-32,1 mm CP; MZUSP 64314, 1, 30,9 mm CP; MZUSP 88191, 1,
25,7 mm CP; MZUSP 90296, 6, 14,9-35,4 mm CP; MZUSP 108901, 41, 17,2-37,9 mm CP; MZUSP 108902, 4, 21,7-28,3 mm CP;
MZUSP 108903, 17, 15,1-29,8 mm CP; MZUSP 108904, 18, 17,4-29,3 mm CP; MZUSP 115093, 26, 2 d&c, 23,4-36,1 mm CP, 15
mol, 23,0-31,2 mm CP. Parana: LBP 759, 4, 3 mol, 29,8-36,7 mm CP; LBP 2076, 3, 3 mol, 27,5-37,5 mm CP; LBP 3661, 1, 1 mol,
35,8 mm CP; LBP 7161, 32, 5 mol, 25,2-36,5 mm CP; LBP 7170, 7, 5 mol, 29,0-37,1 mm CP; LIRP 413, 1, 42,4 mm CP; LIRP 4930,
4, 27,2-34,7 mm CP; MNR]J 32871, 99, 20,1-38,1 mm CP; MNR]J 32921, 52, 19,0-47,2 mm CP; MNR]J 33000, 2, 13,2-42,3 mm CP;
MZUEL 8450, 20, 13,9-36,7 mm CP, 1 mol; MZUSP 19870, 6, 33,2-38,6 mm CP; MZUSP 20478, 13, 14,5-35,7 mm CP; MZUSP
20479, 10, 15,5-37,9 mm CP; MZUSP 20487, 8, 21,5-39,4 mm CP; MZUSP 20488, 4, 24,0-29,7 mm CP; MZUSP 20490, 172, 14,6-
42,6 mm CP; MZUSP 72839, 17, 22,3-41,9 mm CP; MZUSP 93574, 2, 27,4-34,7 mm CP; MZUSP 117477, 8, 21,4-30,9 mm CP;
UFRGS 14678, 4, 4 mol, 26,9-32,2 mm CP; UFRGS 14698, 5, 4 mol, 23,7-28,9 mm CP.

Haplogrupo 4

Parana/Santa Catarina — Iguacu ou Tibagi: LBP 1040, 17, 30,2-59,6 mm CP; LBP 1204, 25, 23,2-38,6 mm CP; LBP 13026, 10, 5
mol, 24,9-31,4 mm CP; LBP 13208, 10, 5 mol, 25,1-33,6; LIRP 4932, 5, 14,3-28,7 mm CP; MZUSP 17838, 16, 15,3-24,5 mm CP;
MZUSP 40122, 151, 2 d&c, 20-42,4 mm CP; NUP 11685, 4, 36,2-46,1 mm CP; UFRGS 12868, 1, 43,5 mm CP; UFRGS 12878, 2,
28,0-40,0 mm CP; UFRGS 18298, 5, 30,0-35,0 mm CP. Parana — Litoral: LBP 744, 5, 3 mol, 39,2-49,5 mm CP; LBP 3661, 1, 35,8
mm CP; LBP 7150, 150, 15,2-33,5 mm CP; MNR]J 32871, 99, 20.1-38,1 mm CP; MNR] 32887, 2, 28,3-44,4 mm CP; MNR]J 32921, 52,
19,0-47,2 mm CP; MNR]J 33000, 2, 13,2-42,3 mm CP; MZUSP 20492, 3, 15,4-26,7 mm CP; MZUSP 40288, 62, 13,9-38,4 mm CP;
UFRGS 14707, 1, 29,5 m CP; UFRGS 18304, 5, 32,3-36,8 mm CP. Santa Catarina — Litoral: LBP 3639, 1, 26,4 mm CP; LBP 3654,
1, 29,8 mm CP; MZUSP 19871, 9, 18,3-22,4 mm CP; MZUSP 27119, 82, 1d&c, 11,5-44,4 mm CP; MZUSP 28996, 5, 25,7-44,6 mm
CP; MZUSP 35512, 3, 38,1-43,1 mm CP; MZUSP 35514, 2, 40,5-48,1 mm CP; MZUSP 35515, 8, 26,6-40,4 mm CP; MZUSP 41789,
15, 1d&ec, 27,6-47,5 mm CP; MZUSP 42305, 2, 21,4-28,3 mm CP; MZUSP 61451, 2, 39,7-43,1 mm CP MZUSP 61451, 2, 39,7-43,1
mm CP MZUSP 61451, 2, 39,7-43,1 mm CP MZUSP 61451, 2, 39,7-43,1 mm CP; MZUSP 72836, 1, 32,2 mm CP; MZUSP 72845, 3,
30,3-45,4 mm CP; MZUSP 72850, 42, 1d&c, 22,2-40,9 mm CP; MZUSP 72854, 4, 1 d&c, 26,8-48,1 mm CP; MZUSP 72857, 3, 29,5-
36,1 mm CP; MZUSP 72858, 10, 29,6-38 mm CP; MZUSP 93571, 27, 19,8-52,5 mm CP; MZUSP 115039, 12, 2d&c, 24,9-47,9 mm
CP; UFRGS 12874, 5, 31,1-36,3 mm CP; UFRGS 16315, 1, 28,2 mm CP. Rio Grande do Sul: MZUSP 72853, 4, 36 mm CP; UFRGS
12596, 5, 23,2-28,4 mm CP; UFRGS 12607, 3, 24,2-31,7 mm CP; UFRGS 12657, 1, 33,7 mm CP; UFRGS 16313, 4, 19,6-33,5 mm CP;
UFRGS 17994, 5, 26,5-29,1 mm CP; UFRGS 18474, 5, 28,7-43,8 mm CP.
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CAPITULO 3

Filogeografia, histéria demografica e variacdo morfolégica de Glandulocauda
melanopleura (Ellis) (Characidae: Stevardiinae: Glandulocaudini), espécie

endémica de riachos que drenam a vertente atlantica da Serra do Mar, Sao Paulo



Resumo

O género Glandulocauda inclui as espécies G. caerulea e G. melanopleura, diagnosticadas,
principalmente, por apresentar os raios principais 11 e 12 da nadadeira caudal ligeiramente
curvado ventralmente, que representa o estagio inicial de formacdo de uma glandula produtora
de feromonio. As espécies do género tém distribuicdo restrita e sdo tipicas de riachos que
drenam areas de elevada altitude da regido de planalto do escudo cristalino brasileiro, em
importantes afluentes da bacia do rio Parana. Glandulocauda caerulea é considerada endémica
do alto curso da bacia do rio Iguagu, nos estados do Parana e Santa Catarina, enquanto G.
melanopleura era considerada endémica das cabeceiras do rio Alto Tieté, no Estado de Sao
Paulo. Recentemente, entretanto, exemplares desta espécie foram coletados no alto curso de
bacias costeiras (e.g., rios Itanhaém, Guaratuba), que drenam a vertente atlantica da Serra do
Mar. A analise deste material indicou variacdo morfoldgica diferente daquela encontrada nos
espécimes da localidade tipo, inclusive com sobreposicdo de alguns caracteres entre estes
individuos e G. caerulea. Entender a variacdo morfologica detectada nas diferentes populacdes
de G. melanopleura e a sua distribuicdo alopatrica é o principal objetivo do presente trabalho,
no qual foi realizado um estudo populacional amplo da espécie, incluindo analises moleculares
e morfologicas. Para tanto, foram obtidas e analisadas sequéncias de dois genes mitocondriais,
16S rRNA e COI, de amostras de G. melanopleura de quase toda a distribuicdo da espécie,
incluindo localidade tipo, além de amostras de G. caerulea e de outras espécies de Characidae
(glandulocaudineos e nao glandulocaudineos), utilizados como grupo externo. Para as analises
morfoldgicas, foi analisado material de toda a distribuicdo conhecida de G. melanopleura. As
analises filogenéticas de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanca da matriz
mitocondrial concatenada (1059 pb) corroboraram o monofiletismo de G. melanopleura e
indicaram forte estruturacdo dentro da espécie, com separacdo entre as populacdoes do rio
Guaratuba daquelas do rio Alto Tieté e Itanhaém, cujos individuos foram considerados
proximamente relacionados. As analises de identificacdo molecular de espécies (GMYC e DNA
barcoding), baseadas no gene mitocondrial COI (522 pb), indicaram a existéncia de duas
linhagens distintas, uma incluindo individuos do (Alto Tieté, ltanhaém) e outra representada
pela populacdo de Guaratuba. No entanto, as analises morfologicas realizadas nao
corroboraram estes resultados, com sobreposicdo de valores que nao justificaria a separacio
das linhagens em espécies distintas. Por outro lado, estas analises indicaram aumento
consideravel da amplitude de variacdo de alguns caracteres meristicos de G. melanopleura, que

¢ apresentado e discutido. Os dados de distribuicao da espécie, aliados ao tempo de divergéncia
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estimado através da analise relogio molecular entre as diferentes populacoes analisadas e as
informacoes geomorfologicas disponiveis, indicam que o atual padrdo de distribuicdo da
espécie é reflexo de eventos de capturas fluviais relativamente recentes. A ocorréncia destes
fendmenos entre a bacia do rio Tieté e as bacias costeiras de Guaratuba e Itanhaém é também
discutida com base em informacoes disponiveis na literatura e nos dados obtidos no presente

estudo.

1. Introdugﬁo

O género Glandulocauda Eigenmann foi criado por Eigenmann (1911) para incluir G.
inequalis Eigenmann, G. melanogenys Eigenmann e G. melanopleura Eigenmann, definidas
por uma combinagdo de caracteres morfologicos: dentes do pré-maxilar distribuidos em duas
séries distintas, com quatro, raramente cinco, na série interna; nadadeira caudal sem escamas,
mas com algumas cobrindo a base dos raios do lobo superior; origem da nadadeira dorsal mais
proxima da transversal que passa pela base da nadadeira caudal (extremidade posterior da
placa hipural) do que do focinho; segundo “preorbital” (i.e., infraorbital) cobrindo quase toda a
regido infraorbital (Eigenmann, 1911: 168-170). Anos mais tarde, G. inequalis foi alocada no
género Mimagoniates Regan (Géry, 1964; Weitzman & Fink, 1985) e, mais recentemente,
Menezes & Weitzman (2009) concluiram que G. melanogenys € sinénimo jinior de
Hyphessobrycon melanopleurus Ellis (1911: 157-158) e propuseram a substituicdo do nome
melanogenys Eigenmann por melanopleura Ellis. No entanto, esta mudanca taxondmica fez da
espécie G. melanopleura proposta por Eigenmann (1911) homoénimo janior secundario de G.
melanopleura de Ellis (1911), jA que ambas as espécies foram mantidas no mesmo género,
Glandulocauda (Menezes & Weitzman, 2009). Assim, para resolver este impasse, os autores
propuseram um novo nome em substituicdo, G. caerulea Menezes & Weitzman para G.
melanopleura Eigenmann. Assim, atualmente, estdo incluidas em Glandulocauda duas
espécies, G. caerulea Menezes & Weitzman e G. melanopleura (Ellis) (Menezes & Weitzman,
2009). Ainda segundo estes autores, o género é diagnosticado principalmente por apresentar os
rajos principais 11 e 12 da nadadeira caudal ligeiramente curvado ventralmente, o que foi
proposto por eles como sendo o estagio inicial de formacdo de uma glandula em taxons mais
derivados relacionados.

Glandulocauda melanopleura foi descrita com base em material coletado nas cabeceiras
do rio Tieté (bacia do Parana), em Sao Paulo, e foi, durante muito tempo, considerada

endémica desta bacia, ocorrendo na localidade tipo e em areas adjacentes (e.g., Weitzman,
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2003). Anos mais tarde, entretanto, material adicional da espécie foi coletado nas cabeceiras
dos rios costeiros de Guaratuba, Itatinga e Ribeira do Iguape (Ribeiro et al, 2006; Menezes et
al., 2007, 2008; Serra et al., 2007; Menezes & Weitzman, 2009). Em relacdo a ocorréncia de G.
melanopleura nestas bacias, Menezes & Weitzman (2009) salientam que: (1) os trés exemplares
coletados em um afluente do rio Ribeira representam o primeiro registro da espécie fora do
trecho superior da drenagem do Tieté; (2) os espécimes da bacia do rio Guaratuba apresentam
alguns caracteres meristicos com valores um pouco diferenciados daqueles encontrados nos
exemplares da localidade tipo e adjacéncias, mas como ha sobreposicdo e os caracteres
morfométricos sdo muito similares, os autores optaram por considerar as amostras como
coespecificas até que novos exemplares do rio Guaratuba fossem coletados e analisados; e (3)
os dois exemplares da bacia do rio Itatinga foram registrados por Serra et al. (2007), mas nao
analisados pelos autores no trabalho em questdo. Recentemente, outras populacoes de G.
melanopleura, com variacdes no numero de raios da nadadeira anal e em outros caracteres
meristicos, foram também encontradas em drenagens ndo pertencentes a bacia do rio Parana,
onde, até entdo, nao se tinha registro da espécie.

Assim, ao analisarem material de G. melanopleura destas “novas localidades”, Menezes
& Weitzman (2009) detectaram variacdo morfologica diferente da encontrada nos espécimes do
Alto Tieté e pontuaram, inclusive, a sobreposicio de alguns caracteres meristicos entre
individuos destas populacdes e G. caerulea. Naquela ocasido, no entanto, como os autores nao
tinham muito material destas localidades em maos e havia certa sobreposi¢do de caracteres
com G. melanopleura sensu stricto (holotipo e topdtipos), eles optaram por deixar todas as
populacdes sob o nome G. melanopleura até que material adicional fosse analisado. Menezes &
Weitzman (2009) salientam, portanto, a necessidade de estudos mais detalhados,
principalmente em nivel populacional para melhor entender a espécie e também a sua histéria
evolutiva, conforme ja pontuado por Menezes et al. (2008). Assim, a variacdo morfologica
detectada nas diferentes populacdes de G. melanopleura, aliada a distribuicdo alopatrica da
espécie motivaram a realizacdo do presente estudo, que teve como objetivo principal uma
analise populacional ampla da espécie, incluindo analises moleculares e morfologicas. O padrao
de distribuicdo de G. melanopleura e os possiveis eventos responsaveis pelo estabelecimento

deste padrao também sdo apresentados e discutidos.
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2. Material & Métodos

2.1. Analises moleculares
2.1.1 Amostragem taxondmica

Amostras de tecido (musculo, branquias e/ou nadadeiras) de Glandulocauda
melanopleura foram obtidas através de coletas, realizadas nos anos de 2012 e 2015, e de doacéo
do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Botucatu. O material coletado durante o presente estudo (tanto vouchers,
quanto tecido) foi tombado nas colecdes ictiolégicas do LBP e do Museu de Zoologia da
Universidade de Sdo Paulo (MZUSP). Além do material de G. melanopleura, também foram
obtidas amostras/sequéncias de sete espécies de Glandulocaudini, Glandulocauda caerulea,
Lophiobrycon weitzmani Castro, Ribeiro, Benine & Melo, Mimagoniates inequalis
(Eigenmann), M. lateralis (Nichols), M. microlepis (Steindachner), M. rheocharis Menezes &
Weitzman e M. sylvicola Menezes & Weitzman. Esta lista pode ser consultada no ‘Apéndice A’
do Capitulo 2 desta tese. Parte deste material foi coletada durante o presente estudo e outra
parte foi obtida através de doagdes das seguintes institui¢des, além do LBP: Museu de Ciéncias
e Tecnologia da Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul (MCP), Museu Nacional,
Universidade Federal do Rio de Janeiro (MNR]), Museu de Zoologia da Universidade Estadual
de Londrina (MZUEL), Museu de Zoologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), Nucleo
de Pesquisa Aplicada em Aquicultura e Pesca do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia Catarinense de Araquari (NUPA), Universidade Estadual de Maringd/Nucleo de
Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aqiicultura (Nupélia) e Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Antes das analises moleculares propriamente ditas, os vouchers de
todas as amostras foram analisados e identificados em nivel especifico, com base nos caracteres
diagnosticos de morfologia externa apresentados na literatura (e.g., Menezes & Weitzman,
2009) e, no caso de G. melanopleura, revisados neste trabalho.

Ainda em relacdo a amostragem taxonomica, é importante ressaltar que, em algumas
analises, foram também incluidas sequéncias génicas de espécies de Characidae nao
pertencentes a Glandulocaudini. As justificativas para estas inclusdes e a maneira como estas

sequéncias foram obtidas serdo devidamente esclarecidas quando necessario.

2.1.2. Extracao de DNA gendémico, amplificacdo e sequenciamento
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Os procedimentos laboratoriais para extracao, amplificacdo e sequenciamento foram os
mesmos daqueles apresentados no Capitulo 1 desta tese, onde poderdo ser consultados. No
presente estudo, foram utilizados dois genes mitocondriais, 16S rRNA e Citocromo Oxidase I
(COI). Caracteristicas gerais sobre estes genes e consideracdes sobre a utilizacdo deles em
estudos filogeograficos sao fornecidas nos Capitulos 1 e 2 desta tese, onde poderdo ser

consultadas.

2.1.3. Obtencao das sequéncias consenso, alinhamentos e matrizes de dados

As sequéncias consenso para cada gene foram obtidas e alinhadas seguindo os mesmos
procedimentos apresentados no Capitulo 1, onde poderao ser consultados. No presente estudo,
foram geradas trés matrizes de dados, uma para cada um dos genes individualmente e uma
concatenada, onde estes genes foram analisados como um unico locus. Para a concatenacao, s6
foram incluidos individuos que tiveram ambos os genes amplificados e sequenciados. A matriz

utilizada para cada uma das analises feita é indicada quando necessario.

2.1.4. Analises filogenéticas

Para testar a monofilia de Glandulocauda melanopleura, inferir o grau de estruturacao
genética e avaliar suas relacdes de parentesco, foram feitas duas analises de reconstrucao
filogenética utilizando os métodos probabilisticos de Inferéncia Bayesiana (IB) e Maxima
Verossimilhanca (MV). Cada método foi aplicado individualmente nas trés matrizes geradas e
procedimentos de analise foram os mesmos detalhados no Capitulo 2 desta tese, onde poderao
ser consultados.

O grupo interno inclui diferentes populacdes de G. melanopleura ao longo da sua
distribuigao geografica (cujas sequéncias foram obtidas no presente estudo) e o grupo externo é
formado por outras sete espécies de Glandulocaudini (Lophiobrycon weitzmani, Glandulocauda
caerulea, Mimagoniates inequalis, M. lateralis, M. microlepis, M. rheocharis e M. sylvicola),
além de trés espécies de Characiformes nao pertencentes a esta tribo (Bryconops
caudomaculatus (Giinther), Cheirodon ibicuhiensis Eigenmann e Spintherobolus leptoura
Weitzman & Malabarba). Sequéncias de B. caudomaculatus foram utilizadas para o
enraizamento das topologias, ja que este é o taxon do presente conjunto de dados mais distante
de G. melanopleura. No caso do grupo externo, a maioria das sequéncias também foi obtida no

presente estudo, com excecdo das de B. caudomaculatus, C. ibicuhiensis, L. weitzmani e S.
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leptoura, que foram retiradas do GenBank, e correspondem aquelas depositadas por Oliveira et
al. (2011) e/ou Thomaz et al. (2015a).

Antes da analise filogenética, estimou-se para cada gene separadamente o Indice de
Saturacdo de Substituicdo (Iss), como descrito por Xia et al. (2003) e Xia & Lemey (2009) e
detalhado no Capitulo 1. O melhor modelo de evolucdo nucleotidica também foi estimado para
cada gene individualmente no programa MrModeltest v. 2.2 (Nylander, 2004), sob o critério de
informacdo de Akaike (AIC). As matrizes de dados geradas (16S, COI e concatenada) também
foram analisadas no MEGA v. 5.0 (Tamura et al, 2011) para obtencao do nimero de sitios

conservados (C), variaveis (V) e informativos (Pi).

2.1.5. Analise de Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) e DNA Barcoding

No presente estudo, a analise de GMYC (Pons et al, 2006, Fontaneto et al., 2007) foi
implementada para avaliar se as diferentes populacdes alopatricas de Glandulocauda
melanopleura representam ou nao uma tnica linhagem. Os procedimentos metodologicos para
realizar esta analise foram os mesmos daqueles apresentados no Capitulo 2, onde deverdo ser
consultados. O método de DNA Barcoding (Hebert et al, 2003) também foi utilizado para
testar a existéncia de mais de uma linhagem sob o nome G. melanopleura. Os valores de
divergéncia genética entre as diferentes populacdes da espécie foram calculados através do
programa MEGA sob o modelo Kimura-2 parametros (K2P). Para ambas as analises, foi

utilizada apenas a matriz de dados do COL

2.1.6. Tempo de divergéncia

Para estimar o tempo de divergéncia entre as populacdes de Glandulocauda
melanopleura, foi construida uma arvore datada através da analise de relogio molecular, com
calibracao fossil e usando somente a matriz do COI. Nesta matriz, foram incluidas sequéncias
de todas as populacdes da espécie, além de todos os outros Glandulocaudini e de outras cinco
espécies de Characidae, Asytanax paranae Eigenmann, Inpaichthys kerri Géry & Junk,
Lepidocharax burnsi Ferreira, Menezes & Quagio-Grassiotto, L. diamantina Ferreira, Menezes
& Quagio-Grassiotto e Spintherobolus leptoura. Sequéncias destas espécies também foram
obtidas no presente estudo, com exce¢do das de L. burnsi e S. leptoura, retiradas do GenBank,
onde foram depositadas por Oliveira et al. (2011) e Thomaz et al. (2015a), respectivamente. A
andlise em si foi implementada nos programas do pacote BEAST v. 1.8.0. No BEAULi, foi

gerado o arquivo de entrada da analise, sob os seguintes parametros: modelo de substituicao
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HKY+I+G, conforme encontrado por meio do MrModeltest; modelo de relégio Relaxed Clock
Uncorrelated Lognormal; arvore randomica de partida; e prior Speciation: Birth-Death Process.
Conforme detalhado no Capitulo 1, a calibracao foi feita em 27,5 milhdes de anos, datacio
média minima estimada para a cladogénese (TMegacheirodon, Spintherobolus), e S. leptoura foi
indicado no BEAUTi como stem group, conforme sugerido por Forest (2009). A analise em si
consistiu de duas corridas simultaneas de 100 milhdes de geracdes cada, com uma arvore salva
a cada 10 mil geragdes e burn-in de 20%. O desempenho e a convergéncia dos pardmetros entre
as corridas foram analisados no programa Tracer v. 1.5.1 (Rambaut & Drummond, 2009), onde
também foi checado o desempenho da anélise (ESS>200). Depois da remocdo do burn-in, as
corridas independentes foram combinadas no LogCombiner v. 1.8.0, a topologia consenso, com
o tempo de divergéncia entre os clados, foi gerada no TreeAnnotator v. 1.8.0. e, posteriormente,

visualizada e editada no FigTree v. 1.3.1 (Rambaut, 2009).

2.1.7. Anélises filogeograficas

As analises filogeograficas propriamente ditas foram realizadas com base na matriz
concatenada (16S e COI). Todas as matrizes de dados utilizadas no presente estudo estdo

disponiveis no CD-ROM que acompanha esta tese, onde poderao ser consultadas.

2.1.7.1. Estimativas de estrutura filogeografica

As redes de haplotipos foram construidas pelo método de Median-joing network
(Bandelt et al, 1999) implementado no programa NETWORK v. 5.0.0.0 (http://www.fluxus-
engineering.com). O arquivo de entrada deste programa foi gerado no DnaSP v. 5.10 (Librado
& Rozas, 2009) a partir da matriz de dados concatenados (16S e COI) ja alinhada e contendo
apenas sequéncias de Glandulocauda melanopleura. Para verificar o nivel de estruturacéo
genética e de variacdo populacional entre as localidades analisadas, foi implementada a analise
de varidncia molecular (AMOVA, Excoffier et al, 1992). Neste caso, foram realizadas trés
analises: (1) considerando populagdo cada uma das localidades independentemente (i.e., rios
Alto Tieté, Guaratuba e Itanhaém); (2) considerando como localidades ‘Planalto’ e ‘Costa’ (i.e.,
Alto Tieté vs. Guaratuba e Itanhaém agrupados); e (3) localidades consideradas de acordo com
os resultados das anélises filogenéticas (i.e., ‘Alto Tieté e Itanhaém’ vs. ‘Guaratuba’). A

significancia dos testes foi obtida com mil permutacoes.

2.1.7.2. Estatisticas sumarias e analises de demografia historica
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A diversidade nucleotidica por sitio (1), o nimero de haplétipos (h) e a diversidade
haplotipica (Hd) foram calculados no DnaSP, tanto para as populacdes amostradas (localidades)
quanto para os haplogrupos. Valores de 7>0,5% e Hd>0,5 foram considerados elevados, como
sugerido por Grant & Bowen (1988). Para detectar possiveis sinais de expansido demografica,
foram aplicados os testes de neutralidade de Tajimas'D (Tajima, 1989) e Fu'Fs (Fu, 1997), além
do teste de mudanca no tamanho da populacdo R, (Ramos-Onsins & Rozas, 2002), também no

DnaSP. A significancia desses testes foi determinada com base em mil simulac¢des coalescentes.

2.2. Analises morfologicas

Nas analises morfoldgicas, foram realizadas contagens e medidas, de acordo com Fink
& Weitzman (1974) e Menezes & Weitzman (1990). Os dados morfométricos sdo apresentados
em tabelas como porcentagens do comprimento padrdo (CP), exceto com relacdo as
subunidades da cabeca, apresentadas como porcentagens do comprimento da mesma.
Contagens de supraneurais, raios branquiostegais e vértebras foram obtidas a partir de
exemplares diafanizados e corados (d&c), preparados de acordo com Taylor & Van Dyke
(1975). As vértebras do Aparelho de Weber foram contadas como quatro elementos e o centro
caudal composto (PU1+U1) como um elemento Gnico. Quando necessario, o sexo dos espécimes
foi confirmado por disseccdo. Dados referentes ao material tipo foram extraidos das descrigoes
originais (i.e., Eigenmann, 1911; Ellis, 1911) e de Menezes & Weitzman (2009). ). Graficos do
tipo BoxPlot foram gerados por meio do programa R v. 2.10.0 (R Development Core Team,
2009) com base em alguns caracteres meristicos, para melhor compreensao da variacdo destes
caracteres entre as diferentes populacdes estudadas. A lista do material examinado na analise
morfoldgica é apresentada no ‘Apéndice’. Abreviaturas institucionais sio aquelas que constam

em Fricke & Eschemeyer (2016).

3. Resultados

3.1. Analises moleculares
3.1.1. Caracteristicas das sequéncias e das matrizes de dados

No presente estudo, foram obtidas sequéncias parciais de dois genes mitocondriais, 16S
rRNA e COIL. A matriz do 16S é composta por sequéncias de 302 individuos, sendo 20
pertencentes a Glandulocauda melanopleura e 283 as demais espécies, que compdem o grupo

externo (trés exemplares de Lophiobrycon weitzmani, quatro de Glandulocauda caerulea, trés
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de Mimagoniates inequalis, 13 de M. lateralis, 209 de M. microlepis, 12 de M. rheocharis, 34 de
M. sylvicola, além de sequéncias de um exemplar de Bryconops caudomaculatus, dois de
Cheirodon ibicuhiensis e um de Spintherobolus leptoura). Na matriz do COI, foram incluidas
sequéncias de 362 individuos, sendo 20 pertencentes a G. melanopleura e 342 as espécies do
grupo externo (trés exemplares de L. weitzmani, quatro de G. caerulea, trés de M. inequalis, 17
de M. lateralis, 255 de M. microlepis, 21 de M. rheocharis, 35 de M. sylvicola, além de
sequéncias de um exemplar de B. caudomaculatus, dois de C. ibicuhiensis e um de S. leptoura).
Em todos os espécimes de G. melanopleura ambos os genes foram amplificados e sequenciados,
mas 0 mesmo Nao ocorreu no grupo externo, que teve o maior numero de sequéncias do COI.
Por outro lado, todos os espécimes do grupo externo, para os quais foram obtidas sequéncias do
16S, também foram do COI. Assim, ja que, para a concatenacdo, s6 foram incluidos individuos
que apresentaram ambos os genes amplificados e sequenciados, a matriz concatenada tem a
mesma composicdo da matriz do 16S (ver Capitulo 2, ‘Apéndice A, Tabela 1’).

Em nenhuma das matrizes os dados foram considerados saturados, ja que os valores
dos Indices de Saturacio de Substituicio (Iss) obtidos foram menores que os indices de
saturacdo criticos calculados (Iss<Issc) de todos os genes. Para cada matriz final gerada, o
numero de sequéncias obtidas, seu tamanho (pb) apds o alinhamento, nimero de sitios
conservados (C) namero de sitios variaveis (V) e numero de caracteres informativos (Pi) sdo

apresentado na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Informacoes sobre as matrizes de dados geradas no
presente estudo.

Matrizes
Informacoes
16S COI Concatenada

Nuamero de sequéncias 302 362 302
Tamanho (pb) ap6s alinhamento 537 522 1059
Sitios conservados (C) 380 323 702
Sitios variaveis (V) 132 199 331

Sitios informativos (Pi) 81 42 245

3.1.2. Analise filogenética e tempo de divergéncia

A conformacdo geral das arvores e as relagdes propostas através das analises de
Inferéncia Bayesiana (IB) e Maxima Verossimilhan¢a (MV) da matriz concatenada (1059 pb)

sdo idénticas. Assim, sera apresentada apenas a topologia de IB, onde serdo indicados, nos
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respectivos clados formados, além dos valores de probabilidade posterior, os valores de
bootstrap da analise de MV. Esta arvore é apresentada na Fig. 1, na integra em Glandulocauda
melanopleura, mas de forma sumarizada no grupo externo.

As topologias obtidas (IB e MV) indicam relativa estruturacdo genética em G.
melanopleura, sendo possivel distinguir dois clados bem suportados estatisticamente (valores
de probabilidade posterior e bootstrap = 0,99 e 88%, respectivamente). Um deles é formado
pelas populacoes dos rios Alto Tieté (bacia do rio Parand) e Itanhaém (drenagem costeira) e o
outro pelos individuos coletados no rio Guaratuba (também drenagem costeira), todos no
Estado de Sdo Paulo. Entre os espécimes do Alto Tieté e Itanhaém, néo ficou evidenciada, com
base nestas analises, nenhuma estruturacéao clara.

Em todas as anéalises realizadas, G. melanopleura foi recuperada como monofilética. O
mesmo, no entanto, ndo aconteceu em relacdo ao género, uma vez que G. melanopleura e G.
caerulea, sua Unica congénere, ndo formaram um clado. Segundo os resultados do presente
estudo, G. melanopleura esta mais relacionada a Lophiobrycon weitzmani, enquanto G.
caerulea as espécies de Mimagoniates analisadas. Este resultado foi apresentado e discutido
com maior profundidade no Capitulo 1 desta tese e esta questao nao sera abordada novamente
aqui, uma vez que o foco do presente estudo é G. melanopleura.

De acordo com as datagdes obtidas a partir da analise de relégio molecular baseada na
matriz do gene COI (522 pb) (Fig. 2), a primeira divergéncia em G. melanopleura, que culminou
na separacgao entre o clado (Alto Tieté, Itanhaém) e a populacido de Guaratuba, ocorreu, muito
provavelmente, no comeco do Pleistoceno (Quaternario) [média=1,4 m.a.; 95%_HPD=2,7-0,5
m.a.], podendo ter tido inicio no final do Plioceno (Nedgeno). A divergéncia entre as
populacdes do Alto Tieté e Itanhaém é mais recente e data do final do Pleistoceno, quase

Holoceno [média=0,15 m.a.; 95% HPD=0,35-0,04 m.a.].
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Figura 1. Topologia obtida através da analise de Inferéncia Bayesiana da matriz de dados
mitocondriais concatenada (16S + COI, 1059 pb), mostrando as hipoteses de relacio entre as
diferentes populagdes de Glandulocauda melanopleura e grupo externo. Os nimeros nos nos
indicam os valores de probabilidade posterior e bootstrap (%) respectivamente e o (-) indica
que o clado nao foi recuperado por meio da analise de Maxima Verossimilhanca.
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Figura 2. Topologia calibrada a partir da analise de relégio molecular baseada na matriz do gene
COI (522 pb), indicando as estimativas de datas dos eventos cladogenéticos ocorridos em
Glandulocauda melanopleura (em destaque). A letra “A” representa o clado (Alto Tieté, Itanhaém) e
a letra “B” o clado (Guaratuba). As barras nos nos representam 95% de HPD (High Posterior Density)
dos tempos de divergéncia. O eixo X representa milhoes de anos (m.a.).
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3.1.2. Anailise de Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) e DNA Barcoding

Na anélise de GMYC, o tempo limite (T, i.e., tempo passado desde o presente até a raiz)
obtido foi de -0,007639826, indicando que todos os nos antes deste tempo refletem eventos de
diversificacdo e todos aqueles localizados depois refletem eventos coalescentes, a probabilidade
do modelo nulo foi 4602,009 e a probabilidade maxima do modelo GMYC foi 4631,357. A
fronteira entre divergéncia inter e intraespecifica é representada, na arvore ultramétrica
gerada, pela linha vermelha (Fig. 3), assim, todos os nos antes desta linha (sentido raiz-taxons
terminais) indicam eventos de diversificacdo (espécies) e os nds apds a linha indicam eventos
coalescentes (populagdes). Aqui, é importante salientar que a analise de GMYC néo tem como
objetivo propor relacdes de parentesco, e sim estabelecer limites de espécies, de maneira que o
resultado obtido deve ser interpretado apenas neste sentido. Na analise de GMYC, baseada no
gene COI (522 pb), os resultados das analises filogenéticas foram corroborados e os dois clados
de G. melanopleura foram recuperados como linhagens distintas. Ainda segundo esta analise,
os individuos do Alto Tieté e Itanhaém representam uma mesma linhagem (Fig. 3). Este
resultado foi corroborado pela analise de DNA Barcoding, que indicou divergéncia genética
quase nula (0,0003) entre estes individuos; a divergéncia entre as populacdes do Alto

Tieté/Itanhaém e Guaratuba foi de 3% (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de divergéncia genética (%) entre as trés populacdes de
Glandulocauda melanopleura (20 exs.) em destaque, Lophiobrycon
weitzmani (3 exs.), Glandulocauda caerulea (4 exs.), M. microlepis (255
exs.), M. sylvicola (35 exs.), M. rheocharis (21 exs.), M. inequalis (3 exs.) e
M. lateralis (17 exs.). Resultados baseados no modelo Kimura-2 parametros
e na matriz de dados do COI (522 pb).

Divergéncia genética (%)

Espécie/Populacio 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Guaratuba
Alto Tieté 3
Itanhaém 3 0
Lophiobrycon weitzmani 8 7 8

Glandulocauda caerulea 9 11 11 11

Mimagoniates microlepis 13 12 12 13 11

Mimagoniates sylvicola 10 10 10 11 8 8

Mimagoniates inequalis 11 9 10 10 9 7 6
Mimagoniates rheocharis | 11 10 10 11 9 8 6 3
Mimagoniates lateralis 12 11 11 11 1 7 7 6 6
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Figura 3. (A) Arvore ultramétrica, obtida através do método bayesiano da matriz de dados do gene COI
(presente estudo + Thomaz et al, 2015a) e utilizada para analise de GMYC, com destaque para
Glandulocauda melanopleura. (B) Arvore ultramétrica apresentada em detalhe para as populacdes de G.
melanopleura; o asterisco indica probabilidade posterior >0,95. A linha vermelha representa a fronteira
entre divergéncia inter e intraespecifica.
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3.1.3. Analises filogeograficas

Com relacdo as analises filogeograficas, foram utilizadas sequéncias de 20 exemplares
de Glandulocauda melanopleura de trés localidades (= bacias) ao longo de quase toda a
distribuigao da espécie. Estes pontos incluem a localidade tipo, na bacia do Alto Tieté (bacia do
rio Parand), em Santo André (SP), a bacia costeira de Itanhaém, em Itanhaém (SP) e a bacia
costeira do rio Guaratuba, em Bertioga (SP). A auséncia de amostras de tecido das bacias dos
rios Ribeira de Iguape e Itatinga impediram a inclusdo destas populacdes nas anélises
moleculares. Como indicado no ‘Material & Métodos’, estas analises foram baseadas na matriz
de dados concatenados (16S e COI), que, nesta espécie, possui um total de 1059 pb apods

alinhamento, 1009 sitios conservados, 22 variaveis e 22 informativos.

3.1.3.1. Estrutura filogeografica e historia demografica

Na rede de haploétipos dos genes 16S e COI concatenados, a mesma estruturacdo
observada nas analises filogenéticas foi recuperada (Fig. 4), com a separacdo clara entre a
populacido de Glandulocauda melanopleura da bacia do rio Guaratuba daquelas das bacias dos
rios Alto Tieté e Itanhaém. Na verdade, a rede indicou estruturacdo ainda maior, visto que
nenhuma das localidades compartilha haplotipos entre si. De acordo com esta anéalise, nas
populacdes analisadas de G. melanopleura, existem cinco haplétipos: H1, que é exclusivo da
bacia do rio Guaratuba; H2 e H3, exclusivos de Itanhaém; e H4 e H5, exclusivos do Alto Tieté.
O haplétipo central é H5, que difere do H1 por 19 passos mutacionais e do H4 e H3 por apenas
um passo mutacional. O H2 se conecta ao haplétipo central (H5) através de H3, de quem se

diferencia também por apenas um passo mutacional.

193



Oceano Atlantico

Figura 4. Mapa de distribuicdo e rede de haplotipos de Glandulocauda melanopleura, inferida a partir de
1059 pb da matriz concatenada dos genes mitocondriais 16S e COL Na rede, cada haplétipo é representado
por um circulo, cujo tamanho é proporcional a sua frequéncia. As linhas representam as relagdes entre os
haplétipos e o valor indicado nelas corresponde ao nimero de passos mutacionais entre eles.

As estimativas geradas mediante o uso da AMOVA (Tabela 3) também corroboraram as
evidéncias de forte estruturacdo genética em G. melanopleura, em especial quando as
localidades foram consideradas separadamente (AMOVA 1). Na AMOVA 2, onde foram
considerados os individuos de Itanhaém e Guaratuba como pertencentes a mesma populagio
(localidade ‘Costa’), uma elevada variacdo molecular, consideravelmente maior dentro da
populagdo do que entre populagdes (i.e., entre ‘Costa’ e ‘Alto Tieté’), foi indicada. J4 com
relacio a AMOVA 3, os espécimes do Alto Tieté e de Itanhaém foram considerados como uma
populacdo tnica e uma elevada variacdo molecular entre populacdes (i.e., entre estas bacias e
Guaratuba) foi indicada. Estes resultados corroboram os resultados das analises filogenéticas e
redes de haplotipo, que indicam maior similaridade genética entre as populacoes de Itanhaém e
Alto Tieté, o que ndo justifica uma separagdo entre bacias costeiras e bacia do rio Parana. Os
valores de todos os indices de fixacdo da AMOVA foram considerados altamente significativos

(p<0,04).
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Tabela 3. Anélises de varidncia molecular (AMOVA) de Glandulocauda
melanopleura, com base no gene mitocondrial COI (522 pb). Na AMOVA 1, as
localidades Alto Tieté, [tanhaém e Guaratuba foram consideradas como populagdes
distintas; na AMOVA 2 foram consideradas distintas as populac¢des das localidades
‘Alto Tieté’ e ‘Costa’; e na AMOVA 3 as populagdes das localidades ‘Alto
Tieté_Itanhaém’ e ‘Guaratuba’. GL: grau de liberdade; p<0,04.

AMOVA Niveis hierarquicos ~GL % de variacio Indice de fixacio (Fsy)

1 Entre populagoeé 2 99,11 0.99107
Dentro de populagdes 27 0,89

9 Entre populagoe§ 1 13,67 0.13669
Dentro de populagdes 18 86,33

3 Entre populagdes 1 98,39
Dentro de populacdes 18 1,61 0,98389

Assim como as anélises filogeograficas, as analises de demografia historica também
foram realizadas com base na matriz mitocondrial concatenada (1059 pb). As estatisticas
sumarias de cada uma das populacoes de G. melanopleura sao apresentadas na Tabela 4. Apenas
a populacdo do Alto Tieté apresentou elevada diversidade haplotipica (Hd>0,5) e todas as
populacdes apresentaram valores baixos de diversidade nucleotidica (11<0,5%). Os testes de
neutralidade (D e Fs) e o teste de mudanca no tamanho populacional R, ndo evidenciaram

nenhum sinal de expansdo demografica significativa das populacoes analisadas.

Tabela 4. Estatisticas sumarias e valores dos testes de neutralidade de D e Fs e do teste
de mudanca no tamanho populacional R; relativas aos genes mitocondriais, 16S e COI,
concatenados (1059 pb) de Glandulocauda melanopleura. N: tamanho amostral; h:
numero de haploétipos; Hd: diversidade haplotipica; dp: desvio padrao; m: diversidade
nucleotidica por sitio; ns: ndo significativo. TOTAL significa todas as popula¢des juntas.
Populacio N h Hd (dp) nt (dp) D Fs R,

Alto Tiet¢é 7 2 0571(0,119)  0,00055 (0,00012)  1,34164" 0,856"°  0,2857"

Itanhaém 10 2 0,200 (0,154)  0,00019 (0,00015)  -1,11173™  -0,339™  0,3000"
Guaratuba 3 1 0,000 0,00000 - - -
TOTAL 20 5 0,747 (0,072)  0,00666 (0,00218)  0,17490™ 5336  0,1474"
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4. Analises morfologicas

Nas analises morfologicas, foram examinados espécimes de toda a distribuicdo
conhecida de Glandulocauda melanopleura, que inclui as bacias dos rios Alto Tieté (localidade
tipo e adjacéncias), Itanhaém, Itatinga, Guaratuba e Ribeira de Iguape, no Estado de Sao Paulo.
Para efeito de comparagdo, portanto, as analises foram feitas por localidade e incluiram
também os vouchers utilizados nas analises moleculares. Os resultados das analises
morfologicas foram comparados entre si e também com os apresentados por Menezes &
Weitzman (2009), especialmente visando melhor compreender a varia¢aio mencionada por estes
autores referente aos espécimes do rio Guaratuba, desta vez com a inclusdo de um ndmero
maior de individuos. Menezes & Weitzman (2009) também apontam para a necessidade de
analisar material do rio Itatinga, ja que eles ndo tiveram acesso a exemplares desta populacao
na ocasido. Esta analise também foi realizada no presente estudo.

Os dados morfométricos sdo apresentadas na Tabela 5 e indicam sobreposicdo de
valores dos dados das populacoes de G. melanopleura analisadas. A mesma sobreposicio é
observada entre estes e os valores encontrados por Menezes & Weitzman (2009: Tabela 3,
pagina 311) relativos ao holétipo e topotipos da espécie. Dados meristicos sdo apresentados
qualitativa e comparativamente na Tabela 6, que inclui a amplitude de valores de cada
populacio obtida no presente estudo, aquela apresentada por Menezes & Weitzman (2009) para
o holétipo de Glandulocauda melanogenys e de Hyphessobrycon melanopleurus e top6tipos de
G. melanopleura, além da variacdo total de dados meristicos observada nesta espécie (i.e.,
presente estudo e Menezes & Weitzman, 2009). Na Fig. 5, sdo apresentados os graficos BoxPlot,
gerados com base em alguns caracteres meristicos, onde é possivel observar a simetria dos
dados, sua dispersao e a existéncia de outliers (dados discrepantes). Estes graficos também
indicaram que, apesar de algumas tendéncias, ndo ha separacdo evidente com relacdo a
maioria dos caracteres meristicos analisados. O padrao de colorido em alcool de cada um das
populacdes pode ser observado na Fig. 6 e também nao indica nenhuma diferenca significativa.
O padrao de colorido em vida da espécie é apresentado na Fig. 7, tendo como base individuos
coletados na bacia do rio Guaratuba, na Estacdo Ecoldgica de Boraceia, Sao Paulo. Detalhes
adicionais em relacdo a caracteres morfologicos de G. melanopleura sao fornecidos na

‘Discussio’.
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Tabela 5. Dados morfométricos das populagoes de Glandulocauda melanopleura analisadas no presente estudo. O comprimento padrao estd em mm e as demais
medidas em %. N = nimero de espécimes examinados; DP = desvio padrao.

Machos Alto Tieté Itanhaém Guaratuba Ribeira de Ipuape Itatinga

M Minkmoe  Maximo  Média norP N Minime Mixime  Média P N Minimo  Maxime  Média nr N Minime  Maximo  Média nr M Minlmoe  AMaximo  Média nor
Comprimento padrio (CF) & 340 58.3 413 10 54,7 55,4 0 29 274 3 153 2 445 48,7 46,6 - = - - -
Altura do corpo ® 320 38,6 44 22 10 31,1 35,7 33,1 3 29 30,0 36,7 1.1 1.5 2 34,1 4,4 34,2 0.2 - - - - -
Focinho-origem dorsal & 53,2 57.6 55.1 15 10 53,6 56,4 55,1 ik} 29 49,2 56,2 52.4 14 2 54 546 54.5 0.1 -
Focinho-origem peitoral & 246 .4 259 10,6 10 25,3 28,1 26,7 059 28 24,3 8.7 26,6 1.1 2 Za,0 5.7 24,9 1.1 - - - - -
Focinho-origem pélvica ] 450 47,3 44,1 1.7 9 43,7 455 46,2 L7 29 415 47,2 Wi 1.7 2 AlE 4,1 42,9 1.4 - - - - -
Focinho-origem anal ) 51.5 B1.1 50,4 1.0 10 576 634 a0 20 29 54,7 [SHR 58.7 2.3 2 5.4 589 57.7 1.4 = = = - =
Altura do pendieulo caudal ] 14,3 18,2 16,0 14 10 156 17,5 16,5 0,5 20 15,1 18,1 16,8 0.E 2 16,2 16,6 16,4 0,3 - - - - -
Comprimento do pedinculo caudal & 10,3 154 12,0 L6 10 12,2 14,8 13,7 09 29 113 15,6 13,7 L0 2 1,1 10,6 103 0.4 - - -
Comprimento da peitoral 8 21.6 3.0 22,3 05 10 19,4 24,0 21,7 1.7 29 24,4 280 6.4 1.0 2 211 4.3 22,7 2,2 - - - - -
Comprimento da pélvica E] 15,1 18,0 16,4 10 ] 14,7 17,1 15,6 08 29 16,8 %% 14,3 [ 2 1d,6 16,0 15,3 140 - - - - -
Base da dorsal ] 115 154 139 13 10 133 16,4 14,4 0.9 9 14,7 18,3 16.0 0.9 2 15,0 15.7 154 0,5 - - - - -
Compriments da dorsal & 21,3 4.9 2340 10 9 20,1 24,6 258 L8 28 24,7 2T.8 26,6 [ 2 2, 24,5 24,3 0.3 - - - - -
Base da anal ] 30,7 178 354 22 10 30,0 177 324 26 29 30,2 36,1 325 14 2 36,2 3.6 36,4 0.3 - - -
Comprimento da anal E 19.4 2.3 21,1 1,0 o 1764 25,3 20,7 25 28 226 26,4 246 1.1 1 ZE0 2.0 22,0 - - - - - -
Olho-origem dorsal ] 42,2 47,0 44,2 1.7 10 424 46,1 44,3 1,3 29 39,7 did, 420 1.3 2 i1 44,5 443 0,2 - - - - -
Crrigem dorsal-base caudal ] 474 514 49,7 1.2 10 46,1 54,3 511 2.2 29 49,3 55.3 518 1.5 2 5,7 50.8 50.8 00 - - -
Comprimento da cabega & 4.4 .4 25,4 0,6 (] 24,2 275 23,3 L0 29 237 28,5 5.7 1.1 2 218 246 24,2 0.4 - - - - -
Diimetro do olho ] 26,0 2.0 304 20 10 4.5 32,7 7,2 3,0 29 57 33,3 7 1.6 2 i 3] 3,2 w7 0.7 - - -
Comprimento do focinho -} 220 6.6 24,3 1.4 10 216 26,9 24,3 1.7 29 18,6 3.7 24,0 2.2 2 216 24.2 239 0.4 - - - - -
Espago interorhital E] 32,0 37,7 35,1 19 10 35,3 38,3 36,7 Lo 29 30,8 41,2 15,1 25 2 35,8 354 15,8 0,4 - - - - -
Comprimento da maxila superior E 422 489 449 2.0 10 44,0 A0 46,5 1.7 0 458 51,7 470 .1 2 45,8 40,1 47 4 23 - - -

Fémeas ou Imaturos Alto Tiete Itanhaém Guaratuba Ribeira de lguape [tatinga

M Minimo Maximo  Média op M Minime Miximo Média DE N Minimo Mixime Média DF N Minimo  Maximo  Média OF M Minimo  Maximo  Média OF
Compriments padrio (CF) 14 2459 43,6 30,0 i 25,1 42,1 35,5 i 179 437 .7 - - - - - 2 26,2 26,6 20,4
Altura do corpo 14 6.6 332 M 21 6 269 353 s X1 22 36 87 ETR] 3,1 15 - - - - 2 0.1 40,9 30,5 0,6
Focinho-origem dorsal 14 53.0 6.8 S4.4 1,0 i 535 7.0 55,0 1.1 13 50,5 S 536 1.3 - = = = 2 4.9 h6,1 55,5 s
Focinho-origem peltoral 14 23.8 26,9 25,8 09 6 24,7 an,z 26,9 2,0 36 24,9 28,7 26.8 L - - - - 2 7.1 5.2 w7 08
Focinho-origem pélvica 14 40,2 45.5 436 1.4 [ 43,9 46,8 45,6 1.1 36 43,1 40 45.0 1.2 . - - - 2 46,6 47.0 46,8 03
Focinho-origem anal 14 7.3 51,8 59,7 12 i 373 64,9 [ LG 3 37,9 6,8 4 1.7 - - - - 2 61,1 42,0 61,3 07
Altura do pendicule caudal 14 11,1 15,1 12,5 14 [ 13,3 15,2 a4 0,7 36 12,3 16,2 La# [13] - - - - 2 15,0 15,6 15,3 04
Comprimento do pedineuls caudal 14 a5 12.4 10,4 1,1 i 11,1 14,9 128 1.3 36 9.5 15,7 129 1.5 - - - - 2 12.6 12,8 12,7 i1
Comprimento da peitoral 14 19,0 23,3 21,3 1.4 [ 182 226 20,1 Ld 36 219 26,2 24,0 1.0 - - - - 2 LA 22,1 22,0 0,2
Comprimente da pélvica 14 12,9 16,7 14,4 10 [ 14,1 16,1 15,0 0,8 36 144 17,1 15,7 0.7 - - 2 16,2 17,2 16,7 0,7
Base da dorsal 14 10,2 14,1 12,5 1.0 4 1206 158 130 05 i 128 16,5 14.5 0.8 - - - - - 2 16,2 16,4 16,3 0,2
Comprimento da dorsal 13 19,5 253 25 14 i 20,6 24,9 2y 20 36 226 280 253 1.6 - - - - 2 948 2 280 02
Base du anal 14 321 73 34,2 1,5 i 26,6 31,3 28,7 20 k1 28,4 316 3.6 1.2 = = = = 2 na 29,3 28,6 1,0
Comprimento da anal 14 18,4 22,5 21,1 1,1 [ 16,7 22,1 19,6 20 35 20,5 25,1 23,0 1.2 - - - - 2 21,4 22,1 218 05
Olho-origem dorsal 14 40.3 446 426 13 6 420 45,0 434 L1 36 405 56,3 431 23 2 421 431 426 0,7
Crrigem dorsal-base caudal 14 44,7 51,1 47,3 1,7 i 47,1 319 48,5 1.7 3 48,0 3E3 30,0 1.3 - - - - 2 48,5 48,9 48,7 03
Comprimento da cabega 14 23,2 03 255 12 [ 35 275 25,9 Ld 36 24,1 206 6,4 1,2 - - - - 2 28,2 5.6 &4 03
Diametre do olhe 14 b 1Y 374 EXR] 19 i 276 Glh 25,5 L6 k4 28,0 35,2 3.2 1.5 - - - - 2 .3 30,7 30,0 09
Comprimento do focinho 14 19,1 27,3 23,6 2,1 [ 20,3 239 221 1,3 36 18,4 278 1.6 2.2 - - - - 2 7 24,0 23,3 0,9
Espaco interorhital 14 34 391 355 22 [ 33,7 376 35,2 L4 36 30,8 41,0 35,1 24 . - 2 0.7 333 32,0 149
Comprimento da maxila superior 14 41,7 7 439 1.2 i 4.0 a00 47,7 1.8 3 42,5 510 47,2 &3 - - - - F] 45,3 46,7 46,0 0
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Tabela 6. Dados meristicos de Glandulocauda melanopleura, incluindo a amplitude de valores referentes a cada populacdo analisada no presente estudo,
aquela apresentada por Menezes & Weitzman (2009) para o holdtipo de Hyphessobrycon melanopleurus, Glandulocauda melanogenys e topétipos™™ da
espécie, além da variagao total de dados. Contagens obtidas a partir de exemplares diafanizados e corados (d&c) sdo indicadas por *: Alto Tieté, 2 exs;
Itanhaém, 2 exs.; Guaratuba, 2 exs..

Presente estudo

Menezes & Weitzman (2009)

Alto Tieté  Itanhaém Guaratuba Ribeira de Iguape  Itatinga | Alto Tieté*" H. melanopleurus G. melanogenys | Variacao total

Carcteristicas 36 exs. 16 exs. 65 exs. 3 exs. 2 exs. 63 exs. HOLOTIPO HOLOTIPO 184 exs.
Escamas perfuradas LL 9az27 18 a 37 7a16 13a16 15 7a27 7 12 7a37
Escamas linha longitudinal 32a43 37 a52 37 a 48 37 ou 38 34 ou 37 37 a 42 39 40 32 a52
Escamas série transversal 12a16 12a18 12a16 15 ou 16 12 ou 13 13a 16 14 15 12a18
Escamas pré-dorsais 15a20 16 a 21 15a19 sem dado 14 15a 18 15 16 14a21
Escamas circumpedunculares 17 a 22 16 a 22 16 a 23 17a 19 16 17a 19 18 18 16 a 23
Raios ramificados anal 18 a 24 16 a 22 16 a 20 22 17 ou 18 20a25 22 22 16 a 25
Raios dorsal ii ou iii,8 ii,8 ii,7a9 ii,8 ii,8 ii,8 ou 9 ii,8 ii,8 ii ou iii,7a 9
Raios peitoral i,10 a 12 i9a12 i,10a 12 i,11 1,10 i9a13 i11 i,11 i,9a13
Raios pélvica 1,6/7/1,7 1,6 /7/1,7 6/1,6/7/1,7/8 7 7 ,6/7/1,8 i,6 7 6/1,6/7/1,7/8/1,8
Dentes pré-maxilar externo 2as 3ou4 2as 3ou4 3o0u4 2as 3 5 2as
Dentes pré-maxilar interno 4ous 3a6 4a6 5 5 4ous 4 3 2a6
Dentes maxilar 3a9 3a6 3a7 4a7 5 3a9 6 4 3a9
Vértebras™ 37 37 37 sem dado sem dado 36 a 38 36 37 36 a 38
Raios branquiostegais” sem dado sem dado 4 sem dado sem dado 4
Supraneurais® sem dado sem dado sem dado sem dado sem dado 8
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Figura 5. Graficos BoxPlot, indicando a variacdo de alguns caracteres meristicos
entre as populacoes de Glandulocauda melanopleura analisadas no presente estudo:
ALT, Alto Tieté; GUA, Guaratuba; ITA, Itanhaém; NEB, Itatinga; e RIB, Ribeira de

Iguape.
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Figura 6. Colorido em alcool de cada uma das populacdoes de Glandulocauda melanopleura
analisadas no presente estudo: (A) Alto Tieté, MZUSP 86967, macho, 58,4 mm CP; (B) Itanhaém,
MZUSP 111017, macho, 50 mm CP; (C) Guaratuba, MZUSP 115244, macho, 39,4 mm CP; (D) Ribeira
de Tguape, MZUSP 79429, macho, 48,9 mm CP; e (E) Itatinga, DZSJRP 6613, juvenil, 26,2 mm CP.
Fotos: F. P. Dagosta.

Figura 7. Colorido em vida de Glandulocauda melanopleura, MZUSP
115244 Guaratuba: (A) macho, 39,4 mm CP e (B) fémea, 35 mm CP. Fotos:
F. P. Dagosta. 200



5 . Discusséo

Apesar de imprecisoes sobre a localidade tipo, discutidas em profundidade por Menezes
& Weitzman (2009: pagina 316), ndo ha duvidas de que Glandulocauda melanopleura foi
descrita com base em material coletado nas cabeceiras do rio Tieté, no atual municipio de
Santo André, Sao Paulo. O Tieté ¢ um dos principais afluentes da margem esquerda do rio
Parana e drena a parte sudeste do escudo cristalino brasileiro, em areas de planalto (Langeani
et al., 2007). O primeiro registro oficial de G. melanopleura em uma drenagem que nao fosse
afluente do rio Parana, foi o de Ribeiro et al. (2006), que registraram a espécie na Estacado
Biologica de Boracéia (EBB), no rio Guaratuba, uma drenagem costeira que desagua
diretamente no Oceano Atlantico, em Bertioga (SP). O alto e baixo cursos do rio Guaratuba
estdo separados por uma escarpa de cerca de 800 m, representada pela frente abrupta da
extensdo costeira da Serra do Mar (Ribeiro et al., 2006). Assim, apesar do Guaratuba ser um rio
costeiro, apenas seu curso inferior drena areas mais baixas da planicie litoranea, e suas
cabeceiras, onde G. melanopleura foi coletada (entre 800-830 m), estdo localizadas em areas
mais altas do escudo cristalino brasileiro. No ano seguinte, Serra et al. (2007) registraram a
ocorréncia da espécie na RPPN Parque das Neblinas, em outro rio costeiro, o rio Itatinga,
afluente do Itapanhat, que também desemboca diretamente no oceano em Bertioga. Mais uma
vez, entretanto, G. melanopleura foi registrada apenas na parte mais alta da bacia, em um
unico ponto de coleta a 940 m de altitude. Um terceiro registro da espécie em uma drenagem
que nao é afluente do rio Parana, foi apresentado por Menezes et al. (2007), que chamaram a
atencdo para a ocorréncia de G. melanopleura na bacia do rio Ribeira de Iguape, na cidade de
Juquitiba, também em Sao Paulo. Mais uma vez, apesar do Ribeira ser uma bacia independente,
que desagua diretamente no oceano em regido de planicie litoranea, G. melanopleura foi
coletada em um tributario do rio Juquia, um dos seus afluentes, a aproximadamente 730 m de
altitude (MZUSP 79429). Finalmente, durante o presente estudo, a espécie também foi coletada
no rio Capivari, afluente do rio Branco, bacia do rio Itanhaém, na APA Capivari-Monos, entre
os municipios de Sdo Paulo e Itanhaém (SP). Este é o quarto registro da espécie em uma bacia
costeira e, mais uma vez, o quarto que indica que G. melanopleura foi registrada apenas em
partes mais altas das drenagens (neste caso, entre 750-810 m). Todas estas informacoes,
incluindo as mais recentes, corroboram a hipotese de Menezes & Weitzman (2009) de que,
apesar de G. melanopleura nao ser uma espécie endémica da bacia do Alto Tieté, como era
considerada até pouco tempo atras (e.g., Weitzman, 2003; Menezes, 2007), aparentemente, sua

distribuicao esta restrita as regides de elevadas altitudes da parte sudeste do escudo cristalino
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brasileiro, incluindo aqui as bacias costeiras, onde a espécie s6 ocorre nas cabeceiras (em torno
de 800 m). Aqui, é importante ressaltar que inimeras expedicoes de campo foram realizadas
em trechos de menor altitude destas bacias (inclusive durante o presente estudo) e, em
nenhuma delas, foram coletados espécimes de G. melanopleura. Na ocasido do seu mestrado,
por exemplo, Ferreira (2007) fez um levantamento da ictiofauna de riachos da planicie costeira
da bacia do rio Itanhaém e adjacéncias e, das 37 espécies amostradas, apenas dois
glandulocaudineos foram coletados: Mimagoniates lateralis e M. microlepis.

As analises filogenéticas (IB e MV) realizadas no presente estudo, baseadas em
sequéncias de dois genes mitocondriais (16S e COI concatenados, 1059 pb) de topétipos e
espécimes de G. melanopleura das bacias dos rios Itanhaém e Guaratuba, indicaram presenca
de estruturacdo genética dentro da espécie, com a distin¢do clara de dois clados: (1) (Alto Tieté,
Itanhaém) e (2) Guaratuba. Aqui, é importante ressaltar que, apesar dos resultados nao terem
sido apresentados, as mesmas analises foram realizadas levando-se em consideracdo cada um
dos genes separadamente e os resultados do grupo interno foram os idénticos aos obtidos a
partir da matriz concatenada. Apesar desta estruturacdo, todas as analises filogenéticas
realizadas recuperaram G. melanopleura como uma unidade monofilética. O mesmo, no
entanto, ndo aconteceu com relacdo ao género Glandulocauda, que é proposto como
parafilético, uma vez que G. melanopleura e G. caerulea, sua Unica congénere, ndo formaram
um clado. A hipdtese aqui apresentada sugere que a primeira espécie estd mais relacionada a
Lophiobrycon weitzmani enquanto a segunda formou um clado com as espécies de
Mimagoniates analisadas. O monofiletismo de G. melanopleura nunca foi questionado na
literatura, mas em todos os estudos filogenéticos realizados, tanto com base em dados
morfologicos (e.g., Menezes & Weitzman, 2009) quanto com base em dados moleculares (e.g.,
Oliveira et al, 2011), s6 foram incluidos espécimes da localidade tipo ou adjacéncias. Assim,
este se trata do primeiro estudo que inclui material de outras bacias além daquele do Alto
Tieté. A relacdo (G. melanopleura, L. weitzmani) é recuperada em todos os estudos moleculares
que incluiram estas espécies (e.g., Oliveira et al, 2011; Thomaz et al., 2015a), enquanto os
estudos morfologicos apontam para relagdo mais estreita entre (G. melanopleura, G. caerulea)
e Mimagoniates spp. (e.g., Menezes & Weitzman, 1990, 2009; Menezes et al., 2008) e este clado
seria grupo irmado de L. weitzmani (Menezes & Weitzman, 2009). Aqui, é importante
mencionar que nenhuma analise molecular realizada até o presente estudo incluiu espécimes
de G. caerulea, de maneira que ndo ha outras propostas filogenéticas disponiveis para
comparacdo com os resultados aqui obtidos. A discussao a respeito da hipdtese de parafiletismo

do género Glandulocuada foi feita no Capitulo 1 desta tese e ndo sera aqui repetida.
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Com o objetivo de melhor compreender a histdria evolutiva de G. melanopleura, foram
aplicados, no presente estudo, dois métodos de identificacdo molecular de espécies, o classico e
mais tradicional DNA barcoding e o GMYC e ambos foram congruentes com a estruturacao
sugerida mediante as hipoteses filogenéticas baseadas no mtDNA. De acordo com os resultados
do GMYC, método estatistico que combina modelos de diversificacdo entre espécies com a
teoria da coalescéncia (Reid & Carstens, 2012; Fujisawa & Barraclough, 2013; Roxo et al., 2015),
os clados propostos em relacdo a G. melanopleura representam linhagens independentes.
Assim, levando em consideracdo os resultados desta analise, as populacoes do (Alto Tieté,
Itanhaém) e Guaratuba deveriam ser consideradas espécies distintas. Aqui, no entanto, é
importante ressaltar que, apesar das bases tedricas fortes do GMYC, este método tende a
reconhecer mais unidades evolutivas distintas do que outros (e.g., Talavera et al, 2013;
Kekkonen et al., 2014) e este tipo de resultado ja foi registrado na literatura para outras
espécies de peixes neotropicais (e.g., Costa-Silva et al., 2015; Roxo et al, 2015). A divergéncia
genética entre as linhagens distintas propostas pelo GMYC (equivalente aos clados das analises
filogenéticas) foi de 3%, que é um valor um pouco acima do que é considerado limiar para
separacdo de espécies pelo método do DNA Barcoding (2%, e.g., Ward et al., 2009; Valdez-
Moreno et al, 2009, April et al., 2011; Pereira et al, 2013). Apesar da eficiéncia do DNA
Barcoding ter sido testada tanto na identificacdo de espécies de peixes marinhos (e.g., Ward et
al., 2005; Mabragafia et al., 2011) quanto de agua doce (e.g., Hubert et al., 2008; Valdez-Moreno
et al., 2009; Carvalho et al, 2011; Pereira et al., 2011) com taxas de sucesso em torno de 90%,
este ainda é um método considerado um tanto quanto arbitrario na delimitacdo de espécies, ja
que os organismos evoluem de forma distinta (e.g., Barraclough et al., 2009). Além disso, em
taxons com pouca capacidade de dispersao e pouco ou nenhum fluxo génico, como é o caso de
G. melanopleura, a extingdo de haplétipos intermediarios também pode contribuir para o
aparecimento de divergéncias genéticas pronunciadas entre as diferentes populacdes (Avise,
2000). Assim, os resultados encontrados por meio do GMYC e do método de DNA Barcoding
podem ser reflexo da acumulagido de mutagdes ao longo do tempo e estes clados podem nao se
tratar, necessariamente, de espécies distintas, um cenario relativamente comum em taxons
cujas diferentes populagdes estdo isoladas geograficamente (Bickford et al., 2007), como no caso
de G. melanopleura. Por outro lado, estes métodos tém se mostrado uma ferramenta muito util
para fornecer evidéncias de unidades evolutivas independentes ou unidades taxondmicas
operacionais (Costa-Silva et al., 2015) e, muitas vezes, tém sido um excelente ponto de partida
para trabalhos de taxonomia tradicional (Kekkone & Hebert, 2014). Aqui, é importante

ressaltar que, apesar de terem sido encontradas algumas diferencas morfologicas entre as
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populacdes de G. melanopleura, estas nao foram consideradas suficientes para reconhecé-las
como espécies distintas, em virtude da sobreposi¢do de caracteres. Entretanto, os resultados
propostos através de GMYC, DNA Barcoding e também das anélises filogenéticas, foram
cruciais para nortear as analises morfoldgicas realizadas, que culminaram no entendimento
mais completo da espécie.

Por outro lado, ainda que os dados morfologicos nao corroborem os resultados da
analise de GMYC e de DNA barcoding e nenhuma alteracdo seja feita na taxonomia de G.
melanopleura, é necessario chamar a atencdo para a necessidade de conservacdo das diferentes
populacdes analisadas, ja que elas representam linhagens distintas. Segundo Menezes et al.
(2007) e Menezes & Lima (2008), G. melanopleura é uma espécie que s é coletada em riachos
de éareas florestadas, com boa qualidade de &agua, sendo, certamente, muito sensivel as
alteracdes ambientais. Estas caracteristicas aliadas ao fato da sua distribuicdo original no Alto
Tieté ter sido reduzida, muito provavelmente por desmatamento e poluicdo, foram
responsaveis pelo enquadramento na espécie na categoria de ameaga “Em Perigo” em 2008 (ver
Rosa & Lima, 2008). Segundo os critérios da IUCN (2001) e adotados pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio, 6rgao do governo responsavel, entre
outras coisas, pela avaliacdo do estado de conservacio das espécies da fauna brasileira), esta
categoria deve ser utilizada quando “a melhor evidéncia disponivel indica que a espécie em
questao podera ser extinta em um futuro proximo”. Recentemente, a lista de espécies de peixes
de agua doce ocorrentes no Brasil e ameacadas de extingao foi atualizada pelo ICMBio. No
entanto, nesta nova lista, publicada em 2014 e disponivel em
http://www.icmbio.gov.br/portal/biodiversidade/fauna-brasileira/lista-de-especies.html, apenas
G. caerulea foi enquadrada em categoria de ameaca. A néo inclusdo de G. melanopleura pode
ter sido em funcdo das novas informacdes de distribuicdo da espécie (apresentadas
anteriormente), bem como pelo fato da mesma ocorrer em quatro areas de conservacdo: REBIO
do Alto da Serra de Paranapiacaba, Estacdo Biologica de Boracéia, Parque das Neblinas e APA
Capivari-Monos. Os resultados obtidos no presente estudo, no entanto, indicam que talvez seja
o caso de reavaliar esta decisio. Em primeiro lugar, dadas as divergéncias genéticas
encontradas entre as populacoes do (Alto Tieté, Itanhaém) e Guaratuba, para uma conservacao
eficaz da espécie, esta deve ser feita em escala regional, buscando, ao final, a manutencédo de
ambas as linhagens. Além disso, como sera discutido adiante, apesar das analises de GMYC e
DNA Barcoding indicarem que as populacoes do Alto Tieté e Itanhaém pertencem a mesma
linhagem, estas bacias tém haplotipos exclusivos, e a perda destes hapldtipos pode representar

uma reducado significativa da diversidade genética da espécie, cuja manutencdo depende da
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preservacao destas areas independentemente. Neste contexto, é importante destacar que, assim
como cada espécie requer estratégias de manejo particulares, populacdes de uma espécie
podem apresentar diferencas adaptativas ou genéticas significativas (Frankham et al, 2002) que
significam necessidades de planos de manejo proprios. Outro ponto interessante de se levantar
neste aspecto, diz respeito a ocorréncia da espécie nas bacias dos rios Ribeira de Iguape e
Itatinga. Apesar de estes registros indicarem que a distribuicdo de G. melanopleura é mais
ampla do que se tinha conhecimento, é importante destacar que foram coletados pouquissimos
exemplares da espécie e ha mais de 10 anos: Ribeira, MZUSP 79429, trés exemplares em 1999 e
Itatinga, DZSJRP 6613, dois exemplares em 2004. Apesar dos esfor¢os atuais e, muitas vezes,
direcionados a captura da espécie nestas bacias (e.g., coletas do LBP a bacia do Ribeira, C.
Oliveira, comunicacdo pessoal; presente estudo), nenhum espécime adicional foi coletado, o
que pode indicar que estas populacdes estejam em declinio. Aqui, é importante destacar que,
na bacia do Ribeira, os exemplares foram coletados a jusante de uma represa, em uma fazenda
e que, apesar do trecho amostrado do rio Itatinga drenar uma area protegida hoje, o Parque das
Neblinas ja foi, por muitos anos, area de exploracdo de palmito e outras espécies nativas da
Mata Atlantica (Correa, 2006), o que pode ter afetado a sobrevivéncia destas populacdes.
Segundo Menezes et al. (2007), G. melanopleura depende muito da vegetacio, seja ela marginal
ou aquatica, visto que esta espécie é encontrada costumeiramente nadando entre as raizes de
plantas aquaticas proximo a superficie, em areas protegidas pela mata. Assim, a alteragdo ou
destruicdo deste tipo especifico de habitat poderia causar extin¢des pontuais ao longo da
distribuigao da espécie (Menezes & Weitzman, 2009).

Em relacdo a histéria demografica das populacdes de G. melanopleura analisadas, os
testes de neutralidade (D e Fs) ndo foram significativos (p>0,05) e, assim, nao foi possivel
rejeitar a hipotese nula de equilibrio populacional. O mesmo resultado foi encontrado em
relacdo ao teste de mudanca no tamanho populacional (R;), que, apesar de ser considerado um
bom teste para detectar expansdo em amostras pequenas (Ramos-Onsis & Rozas, 2002), ndo
revelou resultados estatisticos significantes. Outra abordagem util para inferir a histéria
demografica de uma populacdo a partir de genealogias, inclui a analise dos indices de
diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (r), que, quando interpretados de forma
combinada, podem fornecer informacoes valiosas a respeito da histéria das populacoes (Avise,
2000). Grant & Bowen (1998) fizeram comparagdes empiricas entre os valores de Hd e m para
fazer inferéncias sobre a historia demografica de varias espécies de peixes marinhos e
apresentaram um resumo interessante sobre as possiveis explicacoes para os resultados

encontrados. A combinagio de valores elevados de diversidade haplotipica (i.e., Hd>0,5) com
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diversidade nucleotidica baixa (i.e., 1<0,5%), como encontrado na populagdo do Alto Tieté
(Hd=0,6 e m=0,05%), pode ser atribuida a expansdo ap6s um periodo de pequeno tamanho
efetivo da populacdo; neste caso, com o rapido crescimento populacional, ha pouco tempo para
que diferencas nas sequéncias sejam acumuladas, mas ha tempo suficiente para que haja
variacdo haplotipica (Grant & Bowen, 1998; Avise, 2000). Na populacio de Itanhaém,
apareceram valores baixos para ambos os indices (Hd=0,2 e ©=0,02%) e a combinagio destes
resultados pode ser reflexo de um gargalo populacional recente ou efeito fundador (por uma ou
poucas linhagens do mtDNA) (Grant & Bowen, 1998; Avise, 2000). Na bacia do rio Guaratuba,
foram analisadas sequéncias de trés espécimes e um tnico haplétipo foi identificado. Partindo
da premissa que quanto mais altos forem os valores de m, mais antiga e estavel tende ser a
populacio (Spellman & Klicka, 2006), a drenagem do Alto Tieté parece representar o ponto de
origem e diversificacdo de G. melanopleura, com ocupagao posterior das cabeceiras das bacias
litoraneas analisadas. Este resultado esta de acordo com a hipétese de Weitzman et al. (1988) e
Menezes et al. (2008) em Glandulocaudini, ja que, segundo estes autores, o grupo teria se
originado na bacia do alto rio Parana, com posterior ocupacdo das cabeceiras de bacias
costeiras adjacentes, no escudo cristalino brasileiro. Em relacdo ao género Glandulocauda
propriamente dito, este resultado também esta de acordo com o proposto na literatura por
Ribeiro et al. (2006) e Menezes et al. (2008). Segundo estes autores, é provavel que o ancestral
do género fosse endémico da bacia do rio Parana e a ocupacao das cabeceiras de rios costeiros,
como o Guaratuba, por exemplo, tenha sido consequéncia de um evento vicariante secundario.

Os resultados da rede de haplotipos e da AMOVA, baseados na matriz mitocondrial
concatenada, corroboraram evidéncias de forte estruturacao genética e fragmentacao alopatrica
em G. melanopleura, com a separacdo clara entre a populacdo da bacia do rio Guaratuba
daquelas das bacias dos rios Alto Tieté e Itanhaém. Apesar das similaridades genéticas
apontadas nos individuos destas ultimas bacias, a rede evidenciou que nao ha
compartilhamento de haplotipos entre elas, apontando para uma estruturacdo ainda mais
especifica. Aqui, é importante ressaltar que, apesar dos resultados nao terem sido apresentados,
as mesmas analises foram realizadas para cada um dos genes separadamente e a separacao
(Alto Tieté, Itanhaém)/Guaratuba foi encontrada em todas as analises. A rede baseada apenas
no gene COI é idéntica a concatenada (inclusive com haplétipos exclusivos nas bacias dos rios
Alto Tieté e Itanhaém), exceto pelo nimero de passos mutacionais que separam o haplotipo de
Guaratuba do haplétipo central do Alto Tieté, que é menor (14 vs. 19 passos da concatenada).
Ja o 16S indicou a existéncia de apenas dois haplotipos, um exclusivo na bacia do rio

Guaratuba e outro compartilhado entre o Alto Tieté e Itanhaém. Além da estruturagdo, os
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resultados das AMOVAs e das redes de hapldtipos indicam também que a separacdo entre
bacias costeiras e bacia do rio Parana nio se justifica, corroborando a ideia de que a formacao
de sistemas de drenagens se da de forma dinadmica e o intercimbio de fauna entre trechos de
bacias vizinhas é um fenomeno relativamente comum, especialmente no leste do escudo
cristalino brasileiro, cenario de uma série de reativacoes tectonicas recentes (Ribeiro, 2006;
Lima & Ribeiro, 2011). Tudo indica, portanto, que a maior similaridade genética entre
individuos do Alto Tieté e Itanhaém do que entre aqueles das duas bacias costeiras (Itanhaém e
Guaratuba) esta dentro do esperado tendo em vista a historia de formacao das bacias.

Os resultados do presente estudo indicam também que, para as populacdes analisadas
de G. melanopleura, é possivel identificar duas das cinco categorias filogeograficas propostas
por Avise et al (1987). De acordo com estes autores, existe um continuo de padrdes
filogeograficos possiveis, que vai desde uma separacdo mais antiga, em que o monofiletismo
reciproco claramente demonstra fragmentacao alopatrica, até um sinal fraco de estruturacao
causado pela separacdo recente ou existéncia de fluxo génico atual entre as populacdes. A
separacao entre o filogrupo (Alto Tieté, Itanhaém) e Guaratuba enquadra-se na categoria
filogeografica do tipo I, que significa a existéncia de alta divergéncia genética (i.e., separacao
através de grande numero de mutacdes) e linhagens alopatricas (Avise et al., 1987; Avise, 2000),
associadas, provavelmente, a presenca de uma barreira conspicua ao fluxo génico durante
longos periodos de tempo (Martins & Domingues, 2011). Este é um resultado relativamente
comum em espécies de peixes de agua doce, que, via de regra, ocorrem em bacias isoladas e
nao apresentam fluxo génico (Avise, 2000), como é o caso de G. melanopleura. Ja o padrao
filogeografico entre os haplétipos do Alto Tieté e Itanhaém pode ser identificado como o do
tipo III, caracterizado pela pequena divergéncia genética e linhagens alopatricas. Nesta
categoria, os alelos sdo filogeneticamente préximos, mas separados espacialmente, o que pode
ser fruto de uma histéria compartilhada entre as populacdes, mas com diminuicdo ou
interrupgao recente do fluxo génico (Avise, 2000; Martins & Domingues, 2011). As estimativas
de tempo de divergéncia, obtidas com base na matriz do gene COI, ajudam a corroborar esta
hipétese, uma vez que apontam para uma separacdo bem recente, datada do final do
Pleistoceno, para as populacdes do Alto Tieté e Itanhaém.

Segundo Menezes et al. (2008), as exigéncias ambientais de G. melanopleura,
encontrada apenas em riachos de aguas claras de primeira e segunda ordens em areas de
elevadas altitudes, pode explicar a atual distribuicdo disjunta e relictual da espécie, cujo
ancestral, provavelmente, era amplamente distribuido no alto curso da bacia do rio Parana. Os

resultados obtidos no presente estudo através do mtDNA concordam com esta hipotese.
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Glandulocauda melanopleura ocorre em trechos restritos e atualmente isolados de bacias
hidrograficas, costeiras ou nao, que drenam parte da Serra do Mar no Estado de Sao Paulo.
Como mencionado anteriormente, ndo ha compartilhamento de haploétipos entre as localidades
analisadas, o que indica que estas populacdes tiverem fluxo génico interrompido ha tempo
suficiente para que elas tenham atingido monofiletismo reciproco. Isto significa que, muito
provavelmente, apds a subdivisdo populacional no passado e apds continuos eventos de
extingdo das linhagens ancestrais, os individuos das “populagdes filhas” (i.e., das localidades
analisadas) passaram a compartilhar entre si um ancestral mais recente do que o ancestral que
compartilhavam com o da outra populacio (Tajima, 1983). Este resultado esta de acordo com o
esperado em relacdo ao mtDNA, que tende a atingir o monofiletismo reciproco em pouco
tempo, especialmente entre populagdes com pouco ou nenhum fluxo génico (Moore, 1995;
Martins & Domingues, 2011), como aquelas em questdo. Assim, as quebras filogeograficas
observadas ao longo da distribuicdo de G. melanopleura podem ser associadas a geomorfologia
da area em que a espécie ocorre, visto que as trés populacdes analisadas estdo isoladas por
parte das cadeias montanhosas que formam a Serra do Mar, e também as peculiaridades
ambientais da espécie, que tende a ocorrer em pequenos trechos restritos de riachos de
primeira e segunda ordens. Aqui, é valido ressaltar que estas peculiaridades ficaram bem
evidentes ao longo do presente estudo: G. melanopleura de fato nao é uma espécie amplamente
distribuida, mesmo nas bacias em que ocorre, e seus individuos, via de regra, estdo restritos a
partes especificas destas drenagens, no geral caracterizadas por trechos encaixados e pocos de
maior profundidade.

Thomaz et al. (2015b) sugerem que padrdes atuais de estruturacdo genética de
populacdes de peixes de agua doce ao longo de drenagens do Sudeste do Brasil podem ser
associados a dois eventos principais: (1) paleodrenagens e (2) capturas fluviais. O primeiro
deles, que também foi o foco principal do trabalho destes autores, esta associado as flutuacoes
do nivel do mar, que teriam moldado principalmente a estruturacido genética de populacdes ao
longo de bacias costeiras que drenam a planicie litoranea. Estas bacias, que, hoje, sdo
completamente isoladas entre si, teriam sido conectadas através de paleodrenagens existentes
principalmente durante o Ultimo Maximo Glacial (Pleistoceno) e estas paleoconexdes seriam
responsaveis, em maior ou menor escala, pela estruturacdo genética observada. Thomaz et al.
(2015b) utilizaram como modelo de estudo uma espécie da familia Characidae, Hollandichthys
multifasciatus (Eigenmann & Norris), mas a maioria dos resultados encontrados no Capitulo 2
desta tese em relacdo a Mimagoniates microlepis concorda com a hipdtese de paleodrenagens

proposta por eles. Ja em relacdo as capturas fluviais, Thomaz et al. (2015b) sugerem que estes
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eventos tenham tido papel mais significativo como mecanismo responsavel pela variagdo da
estruturacdo genética populacional em espécies de peixes que ocorrem em “bacias do interior”,
como € o caso de G. melanopleura. O evento de captura fluvial corresponde ao desvio natural
das aguas de uma bacia hidrografica para outra, promovendo a expansao de uma drenagem em
detrimento da vizinha (Small, 1977). Este fendmeno representa um importante processo no
desenvolvimento das bacias hidrograficas e também da ictiofauna que as compdem, uma vez
que, por estarem restritos aos corpos d’agua apos sua formacdo, os peixes de agua doce
dependem da conexdo direta entre as bacias para aumentar sua dispersao (Vari, 1988;
Hischmann et al., 2015).

A ocorréncia de diversas capturas fluviais ja foi documentada/proposta nas bacias que
drenam a parte leste do Brasil, especificamente na regido do escudo cristalino brasileiro (e.g.,
Ab’Saber, 1957; Malabarba, 1998; Saadi, 1998; Costa, 2001; Ribeiro, 2006; Menezes et al., 2008;
Buckup, 2011; Lima & Ribeiro, 2011), sendo a captura do rio Guaratuba uma das mais
discutidas (e.g., Oliveira, 2003, 2010; Riccomini et al., 2004; Ribeiro et al., 2006; Oliveira & Neto,
2007; Souza, 2015). As cabeceiras do Guaratuba drenam a Estacdo Biologica de Boracéia (EBB),
cuja area atua como um divisor de aguas entre esta bacia e a bacia do rio Claro, localizada
mais ao norte e que drena para o lado diametralmente oposto, até desembocar no Alto Tieté
(Oliveira & Neto, 2007). Ribeiro et al. (2006) analisaram a ictiofauna da EBB e discutiram
extensivamente o compartilhamento de espécies de peixes entre as bacias do Alto Tieté e
Guaratuba, sendo que uma das espécies utilizadas como exemplo nesta discussio foi G.
melanopleura (na época, G. melanogenys). Segundo estes autores, evidéncias bioldgicas (i.e.,
compartilhamento de fauna) e geomorfologicas indicam que o rio Guaratuba, apesar de
representar hoje uma bacia costeira independente, ¢ um antigo afluente da bacia do Alto Tieté,
que teve seu curso desviado em direcdo ao litoral como resultado de um fenémeno de captura
fluvial. Diversos autores (e.g., Oliveira & Neto, 2007; Oliveira, 2010) estudaram a evolucao do
relevo na Serra do Mar nesta regido e apresentaram, com riqueza de detalhes, evidéncias
geomorfologicas que corroboram a hipotese de paleoconexdo entre o rio Guaratuba e a bacia
do Parana. Segundo Oliveira & Neto (2007) e Oliveira (2010), o rio Guaratuba, cujo curso
pretérito dirigia-se para o rio Claro, afluente do Tieté, representa uma tipica captura fluvial por
recuo de cabeceiras como consequéncia da erosdo regressiva da escarpa Serra do Mar (ver Fig.
1, em ‘Anexos’). Diz-se que ocorreu “captura fluvial por recuo de cabeceiras” quando dois rios
adjacentes estdo localizados em altitudes distintas e os tributarios do curso mais baixo
provocam a erosdo regressiva de suas cabeceiras, atravessando o interflivio e capturando o

curso de agua localizado em nivel mais alto (Oliveira, 2010). Evidéncias desta captura podem
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ser facilmente observadas hoje (Ribeiro et al., 2006), tais como: (1) a mudanga brusca na direcio
do fluxo de drenagem, que passa, repentinamente, de Nordeste-Sudoeste para Norte—Sul,
cortando os alinhamentos NE-SW das rochas, no cotovelo de captura (i.e., uma mudanca
abrupta no curso de um rio em uma curva de 90° no local da captura), proximo a escarpa; (2)
um vale seco proximo ao cotovelo de captura (windgap), correspondendo a um terraco com
seixos do antigo leito do rio Guaratuba, anterior a captura; e (3) o nivel de base local do rio
Guaratuba mais baixo do que o do rio Claro no Planalto (Oliveira & Neto, 2007; Oliveira, 2010).
Sobre o windgap, é interessante mencionar que apenas a presenca de um vale atualmente seco
nao é evidéncia de captura, mas a presenca de cascalhos no seu vale, e estes foram encontrados
no antigo leito do Guaratuba (Oliveira & Neto, 2007). Ainda de acordo com Ribeiro et al
(2006), a captura do Guaratuba pode ser interpretada como uma resposta as ultimas fases de
reativacdo tectonica do Rift Continental do Sudeste do Brasil (RCSB). O RCSB, de idade
paledgena, é uma depressdo alongada e deprimida com pouco mais de 900 km de extensao,
desenvolvida entre os estados do Parana e Rio de Janeiro (Riccomini ef al., 2004). Segundo estes
autores, o0 RCSB sofreu quatro eventos principais de deformacao estrutural, responsaveis pelas
reativacoes tectonicas ao longo das falhas pré-existentes, e com as seguintes datacoes
estimadas: o primeiro teria ocorrido no Mioceno, o segundo entre o Nedgeno-Quaternario, o
terceiro no Pleistoceno tardio-Holoceno e o quarto e ultimo no Holoceno. Ribeiro et al. (2006)
propdem que a captura do Guaratuba tenha ocorrido no Pleistoceno-Holoceno, em decorréncia
da terceira fase de deformacao estrutural do RSCB. A hipoétese destes autores é embasada em
dois fatos, que sugerem datacdo recente para este evento: (1) os efeitos da captura ainda sao
reconheciveis na paisagem e (2) todas as espécies de peixes que ocorrem no alto rio Guaratuba
também ocorrem no Alto Tieté, mas quase nenhuma delas ocorre no baixo curso do
Guaratuba. Anos mais tarde, Souza (2015), tendo como base o estudo do relevo, também sugere
idade quaternaria para esta captura. A estimativa de tempo de divergéncia médio (i.e., 1,4 m.a.)
entre as populacdes de G. melanopleura do (Alto Tieté, Itanhaém) e Guaratuba, obtida no
presente estudo com base na matriz do gene COI, concordam com a datacdo proposta por estes
autores.

O caso de captura do rio Guaratuba é apenas um exemplo de um fenémeno que,
provavelmente, ocorreu repetidas vezes durante a historia geoldgica da margem continental
passiva da América do Sul, especialmente na parte leste do escudo cristalino brasileiro, uma
area de topografia complexa, sujeita a uma série de reativacdes tecténicas ao longo do tempo
geoldgico (Ribeiro, 2006; Ribeiro et al, 2006). Apds uma analise combinada de informacoes

biolégicas e geologicas, similar a realizada por Ribeiro et al. (2006) na bacia do rio Guaratuba, é
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possivel perceber que um outro exemplo de captura fluvial ocorrida na regiao que diz respeito
a bacia do rio Capivari, conforme ja proposto por Ab’Saber (2007). A drenagem do rio Capivari
esta localizada na APA Capivari-Monos, no municipio de Sdo Paulo. Esta APA ocupa uma
regido montanhosa, onde estdo localizadas as nascentes de quatro sub-bacias isoladas entre si:
a primeira faz parte das cabeceiras do rio Embu-Guacu, que corre para o interior em direcdo ao
Alto Tieté e as outras trés fazem parte das cabeceiras da bacia do rio Itanhaém e formam os
rios Itariru, Mambu e Capavari/Monos (formadores do rio Branco), descendo a vertente
oriental da Serra do Mar em direcao a planicie costeira (Nogueira, 2001). Um fato que chama
atencao, associado ao relevo e a hidrografia da APA Capivari-Monos, diz respeito ao curso do
rio Capivari (Jacintho, 2003). Segundo Ab’Saber (2007), o alto curso deste rio possui um tracado
bastante complexo, que representa uma “das mais berrantes e importantes anomalias de
drenagem” presentes na vertente atlantica paulista da Serra do Mar. O rio Capivari nasce em
uma regido colinosa, flui no sentido Sul-Norte na direcao do rio Tieté, quase em paralelo com o
rio Embu-Guacu; depois converge, repentinamente, 130° a oeste na regido do divisor de aguas
com esta bacia (onde esta localizado o cotovelo de captura) e, entdo, passa a correr para um
relevo de morros, recebendo inumeros afluentes de pequeno porte e com a formacio de
corredeiras. Neste trecho, o rio apresenta tracado sinuoso, correndo no sentido Oeste-Leste, até
se juntar com o rio dos Monos, quando converge para o sul e verte pela escarpa da Serra do
Mar, para desaguar no rio Branco, ja no municipio de Itanhaém (Ab’Saber, 2007; Jacintho,
2003). Assim, o trago complexo do rio Capivari, especialmente no seu alto curso (ver Fig. 2, em
‘Anexos’), indica que este rio (ou, pelo menos, parte dele) representa um antigo tributario do
rio Tieté, que mudou seu curso em direcdo ao litoral em fun¢do de um evento de captura de
cabeceira. Podem ser consideradas como evidéncias geomorfologicas desta captura, por
exemplo, a mudanca abrupta na dire¢do do fluxo do rio Capivari, inclusive com a formacao de
um cotovelo de captura, o desnivel entre esta bacia e o rio Embu-Guacu localizado exatamente
no divisor de aguas, além da direcdo de fluxo das cabeceiras do rio Capivari, que é Sul-Norte,
exatamente o oposto daquele apresentado pelo rio Itanhaém na area de planicie, que é Norte-
Sul (Ab’Saber, 2007). O compartilhamento de inumeras espécies de peixes de dgua doce entre
as bacias dos rios Capivari e Alto Tieté pode representar evidéncias biologicas desta captura,
conforme sugerido por Ribeiro et al. (2006) no caso do rio Guaratuba. Além de G.
melanopleura, outras espécies, apesar de apresentarem distribuicdo reconhecidamente restrita,
ocorrem tanto na bacia do rio Capivari quanto no Alto Tieté, como por exemplo,
Pseudotocinclus tietensis (Theringi) (e.g., MZUSP 108578; MZUSP 108642), Trichomycterus

paolence (Eigenmann) (e.g., MZUSP 108622; MZUSP 108930), Atlantirivulus santensis (Kohler)
211



(e.g., MZUSP 108627; MZUSP 108647) e Astyanax bockmanni Vari & Castro (e.g., MZUSP
108591; MZUSP 108649). Segundo Ab’Saber (2007), é provavel que a captura fluvial do Capivari
tenha ocorrido no Pleistoceno, uma vez que, durante o Plioceno (Nedgeno) e parte do
Quaternario antigo, esta drenagem ainda corria para o Alto Tieté. As estimativas de tempo de
divergéncia entre as populacoes de G. melanopleura do rio Capivari (Itanhaém) e Alto Tieté,
obtidas no presente estudo com base na matriz do gene COI e datadas do final do Pleistoceno,
quase Holoceno, concordam com a datagdo proposta por este autor. Estas datacdes, aliadas ao
fato de ser possivel reconhecer na paisagem atual os efeitos desta captura e o
compartilhamento da ictiofauna, também indicam que este fenémeno de captura foi
relativamente recente, podendo também representar uma consequéncia das ultimas
deformacdes estruturais do RSCB. Aqui, é importante mencionar que, segundo Jacintho (2003),
caracteristicas do relevo da regiao drenada pelo rio Capivari, associadas a mudanca abrupta do
curso deste rio, sugerem uma atividade neotectonica atuante, apesar de pouco estudada, na
area.

Menezes et al. (2008) também associam a ocorréncia de G. melanopleura no alto curso
dos rios Ribeira de Iguape e Itatinga ao fenémeno de captura de cabeceiras. Segundo estes
autores, trechos do alto curso destes rios sao antigos afluentes da bacia do rio Parana, para
onde corriam antes das reativacdes tectonicas do RSCB, que causaram rearranjos de varias
drenagens na regido. Apesar dos esforcos de coleta, nenhuma amostra de tecido de G.
melanopleura foi obtida, de maneira que nao foi possivel discutir tal hipotese no presente

estudo.

5.1. Variacao morfoldogica em Glandulocauda melanopleura

Em seu trabalho de revisdo e filogenia morfologica de Glandulocaudini (na época,
Glandulocaudinae), Menezes & Weitzman (2009) analisaram principalmente espécimes de
Glandulocauda melanopleura da bacia do Alto Tieté (localidade tipo e adjacéncias), mas
também incluiram os trés unicos exemplares do Ribeira de Iguape (MZUSP 79429) e 31
exemplares coletados na bacia do rio Guaratuba, na Estacdo Biologica de Boracéia, sendo dez
deles do lote MZUSP 84412 e 21 do MZUSP 48511, este ultimo na localidade “corrego Mutuca”.
Aqui, é importante mencionar que os dados de GPS referentes a coleta neste corrego
(23°39°60”S; 45°52’60”0) foram plotados no mapa e nao ha dividas de que ele faca parte da
bacia do rio Guaratuba. Esta observacdo é valida, pois tanto na etiqueta do lote quanto no
trabalho de Menezes & Weitzman (2009: 315-316) ndo ha indicacdo da bacia a qual o “corrego

Mutuca” pertence, e, na EBB, ha um corrego homonimo, mas que é afluente da bacia do rio
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Claro  (Alto Tieté) (23°39°22”S;  45°50’49°0 em  Silva, 2005; ver também
http://sinbiota.biota.org.br/occurrence/17380/).

Ao comparar os resultados obtidos no presente estudo com aqueles apresentados por
Menezes & Weitzman (2009), algumas consideracdes em relacdo a variagdo morfolégica da
espécie se fazem pertinentes. Em primeiro lugar, estes autores chamaram atencdo para o
numero reduzido de raios ramificados da nadadeira anal encontrado nos espécimes do rio
Guaratuba e em quatro dos 59 individuos do Alto Tieté examinados (17-20 vs. 20-25 da maioria
dos exemplares do Tieté). Os resultados obtidos no presente estudo indicam que, de fato, a
grande maioria dos exemplares do Alto Tieté possui mais de 20 raios ramificados na nadadeira
anal, assim como os trés individuos do Ribeira de Iguape, enquanto que as populacdes do rio
Guaratuba e Itatinga tendem a ter valores mais baixos (i.e., 16-20). A populacdo do rio
Itanhaém, no entanto, aparece como intermediaria, com valores entre 16-22 (Fig. 5f). Sendo
assim, quando todas as populacdes sdo analisadas, é possivel observar um continuo de
variacdo, que dificulta a separacdo precisa entre elas com base neste carater, ainda mais
quando os outliers dos rios Alto Tieté e Guaratuba sdo considerados. Aqui, é importante
lembrar que as anéalises moleculares indicaram que as populacdes dos rios Alto Tieté e
Itanhaém representam a mesma linhagem, de maneira que se os espécimes destas localidades
forem agrupados para comparacdo com aqueles do Guaratuba, a sobreposicao de valores do
nimero de raios ramificados da nadadeira anal é completa (16-25 vs. 16-20, respectivamente).
Especificamente para os dez exemplares do rio Guaratuba do lote MZUSP 84412, Menezes &
Weitzman (2009: 315) ainda pontuam que estes apresentam um numero de fileira de escamas
na série transversal e ao redor do pedunculo caudal maior do que normalmente encontrado nos
espécimes do Alto Tieté (16-17 wvs. 13-16 e 18-20 wvs. 17-19, respectivamente). Como
recomendado por estes autores, no presente estudo, foi analisado um numero maior de
exemplares destas populagdes, especialmente do Guaratuba, e estes valores se mostraram
completamente sobrepostos (Fig. 5e), com leve aumento na amplitude de variacdo destes
caracteres na espécie (Tabela 6).

De uma forma geral, os dados meristicos, morfométricos e de colorido obtidos no
presente estudo indicam sobreposicdo de valores e padrdao entre as populacdes de toda a
distribuicdo conhecida de G. melanopleura, o que nao justifica o reconhecimento de mais de
uma espécie em relacdo as diferentes populacoes analisadas. Entretanto, a analise de mais
individuos e localidades, realizada no presente estudo, indicou maior amplitude de variacdo em

outros caracteres meristicos da espécie além dos supracitados, que sdo discutidos a seguir.
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Assim como os demais Glandulocaudini sensu Thomaz et al. (2015a), G. melanopleura
apresenta linha lateral incompleta (Eigenmann, 1911; Menezes & Weitzman, 2009), que
significa que nem todas as escamas associadas ao canal da linha lateral apresentam poros.
Diferentemente das demais espécies da tribo, G. melanopleura apresenta uma grande
amplitude de variacdo em relacdo ao nimero de escamas perfuradas da linha lateral (7-27 vs. 4-
8 em G. caerulea, 1-7 em Lophiobrycon weitzmani e, no maximo, 5-10 entre as espécies de
Mimagoniates) (Menezes & Weitzman, 2009). A populacio do rio Capivari, bacia do Itanhaém,
no entanto, apresenta uma variacdo ainda maior desta caracteristica, tanto em relagdo a
amplitude quanto em relacdo a condicdo do carater em si. Dos 19 exemplares analisados
(MZUSP 106577, 108724, 108621 e 111017), cinco possuem mais do que 27 escamas perfuradas,
trés possuem padrao descontinuo de perfuracgao (i.e., blocos de escamas perfuradas intercalados
com blocos de nio perfuradas) e um exemplar possui linha lateral completa, condi¢do nunca
antes mencionada em Glandulocaudini. De acordo com Marinho et al. (2014), apesar da
variacio da condigdo “linha lateral completa ou incompleta” dentro da mesma espécie ser
incomum e pouco documentada na familia Characidae, ha casos assim em espécies de
Hemigrammus (e.g., H. ataktos Marinho, Dagosta, Birindelli; H. barrigonae Eigenmann &
Henn), Moenkahusia (e.g., M. celibela Marinho & Langeani; M. cotinho Eigenmann) e também
em Odontostilbe dialeptura Fink & Weitzman, por exemplo. Segundo Fink & Weitzman (1974),
apesar de esta ultima espécie tender a ter linha lateral incompleta, em algumas populacdes, ha
individuos que possuem a linha lateral completamente ou quase completamente perfurada,
além daqueles que tém a linha incompleta, exatamente como acontece com G. melanopleura.
Com relacdo ao numero de escamas da série longitudinal também houve aumento da
amplitude de variagdo, de 37-42 para 32-52. Além dos caracteres meristicos, alguns individuos
da populacdo do rio Capivari apresentam variacdo de colorido relacionada ao dimorfismo
sexual diferente da descrita em G. melanopleura por Menezes & Weitzman (2009). Segundo
estes autores, os machos de G. melanopleura apresentam mancha umeral mais escura do que as
fémeas e também metade inferior do opérculo com maior concentracdo de cromatédforos
escuros (ver Menezes & Weitzman, 2009: Figs. 11 e 12, pagina 310). No rio Capivari, entretanto,
foram coletadas fémeas com o colorido esperado de machos e vice-versa, como apresentado na

Fig. 8.
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Figura 8. Variacdo no padrdo de colorido da regido humeral e opercular de
Glandulocauda melanopleura da bacia do rio Itanhaém, MZUSP 111017 em machos (A e
B, 55,8 mm CP e 44,5 mm CP, respectivamente) e fémea (C, 42,1 mm CP).

Os resultados obtidos no presente estudo, portanto, incluindo aqui os das analises
moleculares e morfoldgicas, indicam que, apesar das diferentes populacdes alopatricas de G.
melanopleura, apresentarem estruturacdo genética e variacdo morfoldgica, nenhuma destas
duas foi suficientemente grande para separa-las em espécies distintas. Estes resultados
corroboram a hipdotese de Menezes & Weitzman (2009) de que, apesar das variacOes
encontradas, a sobreposicdo de valores dos caracteres meristicos indica que os espécimes das
bacias dos rios Alto Tieté e Guaratuba, analisados por eles, sdo co-especificos.

Apesar dos resultados das analises filogenéticas realizadas no presente estudo néo
corroborarem o monofiletismo de Glandulocauda, até que analises moleculares e morfoldgicas
adicionais sejam feitas, os nomes G. melanopleura e G. caerulea serao mantidos. Segundo
Menezes & Weitzman (2009), Glandulocauda melanopleura difere de G. caerulea,
principalmente, por apresentar 20-24 raios ramificados na nadadeira anal (vs. 15-18), 13-16
fileiras de escamas na linha transversal (vs. 11-13), 7-27 escamas perfuradas na linha lateral (vs.

4-8) e 37-42 escamas totais na linha lateral (vs. 31-35). Com os dados recentes, obtidos no
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presente estudo, estas contagens passam a ter uma pequena sobreposi¢do, mas, ainda assim, é
possivel perceber uma separacdo entre os valores (Fig. 9), indicando que as diferencas
continuam sendo significativas. Além disso, G. melanopleura e G. caerulea sao facilmente
distinguiveis por outras caracteristicas tais como tamanho e posicdo da maxila inferior em
relacdo a superior (relativamente maior e protraida para cima em G. melanopleura e
relativamente reta, do mesmo tamanho ou menor em G. caerulea, ver Fig. 10) e também pelo
padrao de colorido em vida dos machos (no geral, amarronzado/cobreado/amarelado em G.

melanopleura e predominantemente azulado em G. caerulea, Menezes & Weitzman, 2009: 323).
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Figura 9. Graficos BoxPlot, indicando a variacdo de alguns caracteres meristicos
entre as populacoes de Glandulocauda melanopleura analisadas no presente estudo
(ALT, Alto Tieté; GUA, Guaratuba; ITA, Itanhaém; NEB, Itatinga; e RIB, Ribeira de
Iguape) e Glandulocauda caerulea.
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Figura 10. Glandulocauda caerulea, exemplar fixado, MZUSP 97663, macho, 40,8 mm CP,
bacia do rio Iguacu, Parana. Foto: F. P. Dagosta.

6. Conclusées

No presente estudo, foram utilizadas fontes de dados e abordagens metodologicas
variadas para a melhor compreensdo da variacdo populacional e histéria evolutiva de
Glandulocauda melanopleura, uma espécie de peixe de agua doce endémica de riachos que
drenam &reas de elevada altitude no escudo cristalino brasileiro, na vertente leste da Serra do
Mar, em Sao Paulo. As analises filogenéticas (IB e MV) baseadas no mtDNA corroboraram o
monofiletismo de G. melanopleura. Ja as analises de identificacdo molecular de espécies
(GMYC e DNA barcoding), baseadas no gene mitocondrial COI, indicaram a existéncia de duas
linhagens distintas, uma incluindo individuos do (Alto Tieté, ltanhaém) e outra representada
pela populacdo de Guaratuba. No entanto, as analises morfologicas realizadas, que incluiram
espécimes destas linhagens e das demais populacdes conhecidas de G. melanopleura, nao
corroboraram estes resultados, com sobreposicao de valores que ndo justificaria a separacao
das linhagens em espécies distintas. Assim, todas as populacdes analisadas foram mantidas sob
o nome G. melanopleura, que passou a ser uma espécie com maior amplitude de variacdo de
alguns caracteres meristicos (e.g., numero e escamas perfuradas na linha lateral, na série
longitudinal, ao redor do peduinculo caudal, nimero de raios ramificados da nadadeira anal) e
também com distribuicdo geografica mais ampla do que proposto anteriormente, incluindo a
bacia do Alto Tieté, e parte das cabeceiras das drenagens costeiras de Itanhaém, Itapanhad,

Guaratuba e Ribeira de Iguape, em Sao Paulo. Em funcdo das divergéncias genéticas
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encontradas nas populacdes analisadas, sugere-se, no entanto, que a conservacdo da espécie
seja pensada em nivel regional, visando a manutencdo de toda a variabilidade genética
encontrada. As redes de hapldtipo indicaram estruturagdo ainda maior dentro da espécie, ja
que nenhuma das populacdes analisadas compartilha haplotipo entre si, o que pode estar
associado ao completo isolamento destas. As informagoes de demografia histdrica indicam que,
muito provavelmente, a bacia do Alto Tieté é o local de origem de G. melanopleura, conforme
ja sugerido na literatura por outros autores. Os dados de distribuicdo de G. melanopleura
aliados ao tempo de divergéncia estimado com relagao as diferentes populacdes analisadas e as
informacdes geomorfologicas disponiveis, indicam que o atual padrdo de distribuicdo da
espécie é reflexo de eventos de capturas fluviais relativamente recentes, associados
principalmente ao come¢o do Quaternario e as reativacdes tectonicas do Rift Continental do

Sudeste do Brasil.
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8. Apéndice

Lista do material examinado de Glandulocauda melanopleura e G. caerulea no presente
estudo, organizada por bacia e na sequéncia: abreviatura institucional com nimero de tombo
de cada lote, nimero total de espécimes presente no lote, indicacio de material
diafanizado/corado (d&c) ou com tecido disponivel (mol), seguido pela amplitude de variacao

do comprimento padrio dos exemplares (CP).

Glandulocauda melanopleura

Bacia do rio Alto Tieté: LBP 4507, 10, 7 mol, 40,5-45,0 mm CP; MZUSP 26891, 3, 43,4-52,3 mm CP;
MZUSP 28849, 10, 26,9-32,7 mm CP; MZUSP 35242, 8, 1 d&c, 33,8-39,1 mm CP; MZUSP 74333, 10, 1 d&c,
25,2-30,2 mm CP; MZUSP 86967, 3, 43,6-57,5 mm CP; MZUSP 86984, 2, 24,9-44,0 mm CP. Bacia do rio
Itanhaém: MZUSP 108577, 2, 29,7-36,2 mm CP; MZUSP 108621, 8, 24,3-31,9 mm CP; MZUSP 108724, 1,
54,0 mm CP; MZUSP 111017, 22, 2 d&c, 10 mol, 14,5-57,4 mm CP. Bacia do rio Guaratuba: MZUSP
84412, 10, 19,2-37,2 mm CP; MZUSP 87567, 23, 18,2-36,1 mm CP; MZUSP 87571, 43, 1 d&c, 29,5-44,0 mm
CP. MZUSP 115244, 20, 12 mol, 33,0-39,4 mm CP. Bacia do rio Ribeira de Iguape: MZUSP 79429, 3,
37,5-48,9 mm CP. Bacia do rio Itatinga: DZSJRP 6613, 2, 26,2-26,6 mm CP.

Glandulocauda caerulea
Bacia do rio Iguacu/Parana: MNR]J, 19537, 5, 34,4-40,8 mm CP; MZUSP 97663, 5, 21,9-40,8 mm CP;
MZUSP 97664, 5, 26,6-41,8 mm CP; MZUSP 97665, 2, 30,1-46,5; MZUSP 97666, 3, 1 d&c, 34,3-38,7 mm
CP; MZUSP 117479, 4, 4 mol, 28,9-34,1 mm CP.
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9- Anexos

Antes da captura ApoOs a captura

O local da captura — sentido do curso d'agua

Figura 1. Cenario da captura fluvial do rio Guaratuba, no Estado de Sdo Paulo. Imagem modificada de

Oliveira (2003) e Oliveira (2010).

Morrotes
Cratera de Colénia
Morros

Fenda do Capivari

Planicies Aluviais

Colinas

O possivel local de captura —> sentido do curso d’agua

mmm== limite das bacias

Figura 2. Cenario proposto para a captura fluvial do rio Capivari (bacia do rio Itanhaém), no Estado
de Sdo Paulo. Imagem: mapa da bacia do rio Capivari, na APA Capivari-Mono, modificado de
Jacintho (2003).
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