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RESUMO

Trichomycterus davisi ¢ um pequeno bagre tipico de agua doce, pertencente a familia
Trichomycteridae, com aproximadamente 279 espécies. O género Trichomycterus €0 mais
representativo da familia com aproximadamente 160 espécies validas. 7. davisi
temdistribuicdo restrita ao sul do Brasil, mais especificamente nas bacias dos rios Iguacu e
Ribeira de Iguape. Porém, coletas recentes registraram a ocorréncia dessa espécie nas bacias
dos rios Ivai, Tibagi, Piquiri e Paranapanema. 7. davisi apresenta uma ampla variacdo no
padrdo de colorido ao longo do desenvolvimento ontogenético, com isso a identificacdo de
exemplares de diferentes tamanhos ¢ dificultada apenas com o uso de dados morfoldgicos.
Devido a essa ampla distribuicdo como vem sendo constatado e gracas a sua grande variedade
genética, ¢ provavel que 7. davisi seja um complexo de espécies, como ja foi descrito
anteriormente para outros grupos de peixes neotropicais. Todo o material analisado neste
trabalho foi coletado nas bacias do Ribeira de Iguape, Iguagu, Piquiri, Tibagi e Ivai. Os
exemplares foram depositados no Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e
Aquicultura da UEM. Apds o DNA extraido e sequenciado, foram feitos testes de delimitag@o
de espécie segundo o metodo do GMYC e PTP, posteriormente foram calculados os valores
de distancia p para as bacias estudas e para as possiveis espécies encontradas. Os resultados
obtidos neste trabalho expdem um cendrio muito mais complexo. As andlises demonstraram
que, provavelmente a denominacdo 7. davisi ndo comporta a escala de diversidade genética
descoberta. O teste GMYC realizado aqui nao foi significativo, com valor de confianga
inferior ao aceitavel. As populacdes do Ribeira de Iguape e do Ivai formam um clado distinto
das demais populagdes, com mais afinidade com 7. iheringi do que com outras espécies de
Trichomycterus j& avaliadas molecularmente. A populacdo da bacia do Tibagi apresentou uma
clara monofilia em todas as andlises e estd posicionado com maior proximidade das bacias do
Iguagu e do Piquiri do que em relagdo aos haplogrupos do Ribeira de Iguape e do Ivai. Em
todas as analises esses hapldtipos formam um agrupamento conciso, com altos valores de
suporte. E possivel concluir que estamos diante ndo apenas de uma espécie e sim de um
complexo de espécies.Como neste trabalho foi utilizado apenas um marcador mitocondrial de
origem materna, serdo necessarios mais testes moleculares, utilizando marcadores nucleares
para poder medir e verificar a existéncia de fluxo génico entre essas OTU’s. Essas
informacdes contribuirdo, certamente, para o esclarecimento da condigdo taxondmica do
complexo 7. davisi, de onde alguns grupos poderdo ser elevados ao status de espécie.

Palavras-chaves: Complexo de espécie, COIL, Delimitacdo de espécie, Espécies cripticas,
Marcadores moleculares.



ABSTRACT

Trichomycterus davisi is a typical small freshwater catfish belonging to the family
Trichomycteridae with approximately 279 species. The Trichomycterus genus is the most
representative of the family with approximately 160 valid species. 7. davisi has restricted
distribution to southern Brazil, more specifically in the basins of Iguagu and Ribeira de Iguape
rivers. However, recent surveys recorded the occurrence of this species in the basins of the
rivers Ivai, Tibagi, Piquiri and Paranapanema. 7. davisi presents a wide variation in the color
pattern along the ontogenetic development, therefore the identification of specimens of
different sizes is difficult only with the use of morphological data. Because of this wide
distribution as it has been found and thanks to its large genetic variation, it is likely that T.
davisi 1s a complex species, as has been previously described for other groups of neotropical
fish. All material analyzed in this study was collected in the basins of Ribeira de Iguape,
Iguacu, Piquiri, Tibagi and Ivai. The specimens were deposited at the Research Center for
Limnology, Ichthyology and Aquaculture of UEM. After the DNA was extracted and
sequenced, species delimitation tests were performed according to the method of GMYC and
PTP, the values of p distance to the studied basins and the possible species found were
subsequently calculated. The results of this work expose a much more complex scenario. The
analysis showed that, probably the name 7. davisi does not involve genetic discovery
diversity of scale. The GMYC test conducted here was not significant, with lower confidence
value to the acceptable. The populations of the Ribeira de Iguape and Ivai form a distinct
clade from other populations with more affinity with 7. iheringi than with other species
Trichomycterus already evaluated molecularly. The population of the Tibagi basin presented a
clear monophyletic in all analyzes and is positioned more closely the basins of the Iguagu and
Piquiri than in relation to the haplogroups of the Ribeira de Iguape and Ivai. In all analyzes
these haplotypes form a concise grouping with high support values. It is possible to conclude
that we are facing not only a species but a species complex, as this work was used only one
mitochondrial marker of maternal origin, it will take more molecular tests using nuclear
markers to be able to measure and verify the existence of flow gene between these OTU's.
This information will certainly contribute to clarify the complex condition taxonomic of the7.
davisi, where some groups may be elevated to species status.

Keywords: COI, Cryptic Species, Molecular Markers, Species Delimitation, Species
Complex.



INTRODUCAO GERAL

Os peixes representam um grupo com ampla diversificacdo, com uma quantidade
correspondente a aproximadamente o mesmo numero de espécies conhecidas de todos os
demais vertebrados, sendo a ictiofauna Neotropical responsdvel por uma porcentagem
significativa do total, cerca de 20 a 25% dos representantes de dgua doce conhecidos. Ainda
assim, estima-se que cerca de 30 a 40% das espécies de peixes ndo tenham sido descritas
(REISet al. 2003).

Entre os peixes neotropicais conhecidos encontra-se Trichomycterus davisi, um
pequeno bagre de dgua doce, quepertence a familia Trichomycteridae com aproximadamente
279 espécies (ESCHMEYER; FONG, 2015).Segundo Pauly e Froese (2015) 7. davisi possui
distribuicdo restrita apenas ao sul do Brasil, mais especificamente as bacias dos rios Iguagu e
Ribeira de Iguape (DE PINNA; WOSIACKI, 2003). Porém ha indicios de ocorréncia da
espécie em outras bacias como Ivai, Piquiri, Tibagi (W. J. da Graca, dados ndo publicados) e
no Paranapanema (COSTA et al., 2013).

Trichomycterus davisindo € uma espécie muito estudada, sendo a maior parte das
publicacdes trabalhos citogenéticos(BORIN; MARTINS-SANTOS, 1999; BORIN;
MARTINS-SANTOS, 2000; BORIN et. al., 2002; SATO et. al., 2004).

Dentre alguns conceitos existentes sobre complexo de espécies criptica, admite-se
que j4 um grupo de duas ou mais espécies que ndo sdo distinguiveis apenas por carater
morfologicos e que foram classificados como sendo uma espécie Unica (Bickford et al., 2007).

Os avangos tecnologicos em andlises de DNA promovem o aumento do
conhecimento sobre a estrutura genética de peixes e 0s processos responsaveis pela
manutengdo ou alteragdes de cada espécie (PIORSKI et al., 2008). Entre estas analises,
encontram-se a de DNA mitocondrial, que possui uma organizagdo extremamente compacta,
com 37 genes, e uma alta taxa de evolucdo em relagdo a do DNA nuclear, por isso se torna
visado para estudos genéticos e evolutivos (AVISE et al., 1987). Esse genoma pode codificar
em diferentes grupos de organismos as mesmas proteinas, apesar de possuir distintas
organizacdes génicas (BOORE, 1999).

Estudos com base em marcadores mitocondriais tém se mostrado de grande
importancia, sendo usados com o objetivo de verificar principios e processos que governam as
distribuicdes geograficas de linhagens genealdgicas, uma éarea de estudo chamada de
filogeografia (AVISE et al., 1987) e podendo ser usadas em nivel de espécies, géneros e até

mesmo no estudo de ordens (PEREIRA et al., 2013).
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Dentre os genes mitocondriais mais utilizados, encontra-se o COIL, o gene da
Subunidade 1 da Citocromo C Oxidase. Esse gene ¢ a principal ferramenta do projeto mundial
Consortium for the Barcodes of Life (CBoL) para animais, que funciona como um cédigo de
barras individual, que possibilita a identificacdo de novas espécies através da comparacao das
variacoes dos pares de bases da sequéncia de cada individuo avaliado (HEBERT et al., 2003).
A partir de entdo, o uso desta ferramenta vem sendo cada vez mais utilizada nos estudos
populacionais e principalmente na identificagao de espécies (HEBERT;GREGORY, 2005;
ORNELAS-GARCIA et al., 2008;VALDEZ-MORENO et al., 2009; CARVALHO et al.,
2011; PEREIRAet al., 2011a;PEREIRAet al., 2011b; PEREIRA et al., 2013).

Ferramentas para delimitacdo de espécies vém sendo aprimoradas, principalmente a
luz da teoria de coalescéncia (LIU et al., 2009; AYDIN et al., 2014), que leva em
consideragdo padrdes e processos relacionados a especiacdes recentes (FUJITA et al., 2012).

Recentemente, foram propostos métodos estatisticos aperfeicoados para analisar os
dados do DNA barcoding. Uma das abordagens mais populares para a definicdo das espécies
com base em dados de loco unico ¢ o GMYC (General Mixed Yule Coalescence), que ¢
amplamente utilizado em avaliagdes da biodiversidade e comunidades ecologicas
filogenéticas (PONS et al., 2006; TALAVERA et al., 2013). Este método identifica limites,
como uma mudanca na ramificacdo dos taxons sobre uma arvore filogenética que contém
varias espécies e populacdes. No entanto, a andlise GMYC requer muito tempo
computacional para identificar um grande nimero de OTU’s (Operational Taxonomy Unit)

(RATNASINGHAM; HEBERT, 2013).
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RESUMO

Dentro da familia Trichomycteridae, com aproximadamente 279 espécies encontra-se o
género Trichomycterus, que ¢ o género mais representativo da familia com
aproximadamente 160 espécies validas, sendo Trichomycterus davisi uma destas
espécies validas. 7. davisi ¢ um pequeno bagre tipico de dgua doce com distribuicdo
restrita ao sul do Brasil, mais especificamente nas bacias dos rios Iguacu e Ribeira de
Iguape. Porém, coletas recentes registraram a ocorréncia dessa espécie nas bacias dos
rios Ivai, Piquiri e Paranapanema. 7. davisi apresenta uma ampla variacdo no padrao de
pigmenta¢do ao longo do desenvolvimento ontogenético, com isso a identificagdo de
exemplares de diferentes tamanhos e idade sdo dificultadas apenas com o uso deste
dado morfologico. Devido a sua ampla distribui¢do e gragas a sua grande variedade
genética, ¢ provavel que 7. davisi seja um complexo de espécies, como ja foi descrito
anteriormente para outros grupos de peixes neotropicais. Este trabalho tem como
objetivo caracterizar a filogeografia de Trichomycterus davisi e investigar um possivel
complexo de espécies utilizando sequéncias nucleotidicas parciais do gene mitocondrial
COI. Os individuos estudados foram coletados nas bacias do Iguacu, Ivai, Piquiri,
Tibagi e Ribeira de Iguape. Apos o sequenciamento foram feitos testes de delimitacao
de espécie usando o GMYC e o PTP, foram calculadas as distdncias para as bacias e
para os agrupamentos formados e, por fim, gerada a rede de haplotipo. Os resultados
obtidos neste trabalho expdem um cenario muito mais complexo. As analises
demonstraram que, com alta probabilidade, a denominagdo 7. davisi ndo comporta a
escala de diversidade genética descoberta. O teste GMYC realizado aqui ndo foi
significativo. As popula¢des do Ribeira de Iguape e do Ivai formam um clado distinto
das demais populagdes, com mais afinidade com 7. iheringi do que com outras espécies
de Trichomycterus ja avaliadas molecularmente. A populagdo da bacia do Tibagi
apresentou uma clara monofilia em todas as analises e esta posicionado com maior
proximidade das bacias do Iguacu e do Piquiri do que em relacdo aos haplogrupos do
Ribeira de Iguape e do Ivai. A delimitacdo pelo PTP indicou duas OTUs para as bacias
dos rios Iguagu, Piquiri formada por todos os haplotipos atuais da bacia do Iguacu,
Piquiri e os individuos 661B e 428A do Ivai, mas o teste do GMYC separou estes
mesmos haplétipos em quatro grupos. Tomando-se a analise mais conservadora do PTP,
uma OTU incluiria os haplétipos 715B, 711A, 596B todos da bacia do Iguacu. Em todas
as analises esses haplétipos formam um agrupamento conciso, com altos valores de
suporte. A segunda OTU abrangeria todos os outros haplotipos encontrados nas bacias
do Iguacgu, Piquiri e os hapldtipos 661B e 428A do Ivai. Consequentemente, de acordo
com esses resultados mais duas espécies devem ser reconhecidas. E possivel concluir
que estamos diante ndo apenas de uma espécie e sim de um complexo de espécies.Como
neste trabalho foi utilizado apenas um marcador mitocondrial de origem materna, serdo
necessarios mais testes moleculares, utilizando marcadores nucleares para poder medir e
verificar a existéncia de fluxo génico entre essas OTU’s,Informagdes dessa natureza
permitirdo decidir se esses agrupamentos devem ser elevados ao status de espécie.

Palavras-chaves: Delimitacdo de espécie, Complexo de espécie, COI, Espécies
cripticas, Marcadores moleculares.
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INTRODUCAO

Os peixes representam um grupo com ampla diversificagdo, com uma
quantidade correspondente a aproximadamente o mesmo numero de espécies
conhecidas de todos os demais vertebrados, sendo a ictiofauna Neotropical responsavel
por uma porcentagem significativa do total, cerca de 20 a 25% dos representantes de
agua doce conhecidos. Ainda assim, estima-se que cerca de 30 a 40% das espécies de
peixes ndo tenham sido descritas (Reiset al. 2003).

Trichomycterus davisi ¢ um pequeno bagre tipico de dgua doce, pertencente a
Trichomycteridae com aproximadamente 279 espécies, sendo o género Trichomycterus
0 mais representativo da familia com aproximadamente 160 espécies validas
(Eschmeyer& Fong, 2014).Segundo Pauly& Froese (2015),7. davisi possui distribui¢cdo
restrita apenas ao sul do Brasil, mais especificamente as bacias dos rios Iguacu e Ribeira
de Iguape (De Pinna& Wosiacki, 2003). Porém, Costa et al. (2013) capturaram
exemplares de 7. davisi na bacia do rio Paranapanema. Além disso, coletas recentes
registraram a ocorréncia dessa espécie nas bacias dos rios Ivai e Piquiri (W.J. da Graca,
dados nao publicados).

Trichomycterus davisi, apresenta uma ampla variacdo no padrdo de colorido ao
longo do desenvolvimento ontogenético, com isso a identificacdo de exemplares de
diferentes tamanhos ¢ dificultada apenas com o uso de dados morfolégicos.Alguns
trabalhos citogenéticos em 7. davisi apontaram a existéncia de uma diversidade quanto
a quantidade de cromossomos intra e inter-indivual. Borin & Martins-Santos (2000)
analisaram células de um mesmo individuo proveniente da bacia do rio Iguacu e
identificaram trés populagdes de células, onde cada populagcdo apresentava formas
cariotipicas diferentes, revelando assim a existéncia de polimorfismo numérico
cromossdmico intra-indivual em 7. davisi. Borin et al. (2002) descreveram uma
triploidia natural encontrada na espécie encontrada em exemplares capturados na bacia
do rio Iguagu.

Devido a sua aparente ampla distribuicdo e gracas a sua grande variedade
genética, ¢ provavel que 7. davisi seja um complexo de espécies, como ja foi descrito

anteriormente para outros grupos de peixes neotropicais (Pazza et al., 2007; Kavalco et
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al., 2009). Dentro de Trichomycterus ja existem trabalhos em andamento para estudo de
complexos de espécie, como Trichomycterus brasiliensis (Mehanna, 2010).

Entre asdiversas ferramentas para as solugdes de problemas como este,
encontram-se as que usam marcadores de DNA mitocondrial. O genoma mitocondrial
dos vertebrados possui entre 15 a 20 kb, de heranca predominante materna ¢ com
auséncia de recombinagdes. Possui uma organizacdo extremamente compacta, com 37
genes, € uma alta taxa de evolugcdo em relacdo a do DNA nuclear, por isso se torna
visado para estudos genéticos e evolutivos (Avise et al., 1987). Esse genoma pode
codificar em diferentes grupos de organismos as mesmas proteinas, apesar de possuir
distintas organizagdes génicas (Boore, 1999).

Dentre os genes mitocondriais mais utilizados, encontra-se o COI, o gene da
Subunidade 1 da Citocromo C Oxidase. Esse gene ¢ a principal ferramenta do projeto
mundial Consortium for the Barcodes of Life (CBoL) para animais, que funciona como
um codigo de barras individual, que possibilita a identificacdo de novas espécies atraveés
da comparacdo das variagdes dos pares de bases da sequéncia de cada individuo
avaliado (Hebert et al., 2003). Essa ferramenta vem sendo cada vez mais utilizada nos
estudos populacionais e principalmente na identificagdo de espécies (Hebert&Gregory,
2005; Ornelas-Garcia et al., 2008; Valdez-Moreno et al., 2009; Carvalho et al., 2011;
Pereiraet al., 2011a;Pereiraet al., 2011b; Pereira et al., 2013). Porém, Barraclough et al.
(2009) sugerem que muitos fatores podem afetar o indice de sucesso do DNA
barcoding, tal como os niveis tipicos de variagdo intraespecifica e interespecifica entre
clados e variagdo da taxa de substituicdo entre as linhagens, colocando em duvida o
poder deste método para identificar e delimitar as espécies.

A analise da similaridade nucleotidica pode fornecer dados para o
estabelecimento de filogenias moleculares. Para Page & Holmes (1998), cada uma das
diferentes técnicas para inferéncia filogenética tem sua vantagem e desvantagem, e sua
aplicag¢@o correta depende do grupo taxondmico a ser estudado e as hipdteses a serem
testadas, ou seja, o direcionamento filogenético das questdes. Segundo os autores, 0s
dados moleculares, particularmente a seqiiéncia nucleotidica, oferecem potencialmente
uma imensidade de informagdes, que ultrapassa a extensdo do vasto conhecimento
taxondmico. Por sua vez, sequéncias mitocondriais podem ser utilizadas em estudos de

populagdes de uma mesma espécie ou de espécies muito proximas.
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Estudos com base em marcadores mitocondriais tém se mostrado de grande
importancia na identificacao de espécies e em estudos de biodiversidade, sendo usados
com o objetivo de verificar principios € processos que governam as distribuicdes
geograficas de linhagens genealogicas, uma area de estudo chamada de filogeografia
(Avise et al., 1987) e podendo ser usadas em nivel de espécies, géneros e até mesmo no
estudo de ordens (Pereira et al., 2013).

Ferramentas para delimitagdo de espécies vém sendo aprimoradas,
principalmente a luz da teoria de coalescéncia (Liu et al., 2009; Aydin et al., 2014), que
leva em considerag¢do padrdes e processos relacionados a especiagdes recentes (Fujita et
al., 2012). Recentemente, foram propostos métodos estatisticos aperfeigcoados para
analisar os dados do DNA barcoding. Uma das abordagens mais populares para a
definicdo das espécies com base em dados de loco tinico ¢ 0 GMYC (General Mixed
Yule Coalescence), que ¢ amplamente utilizado em avaliagdes da biodiversidade e
comunidades ecologicas filogenéticas (Pons et al., 2006; Talavera et al., 2013). Este
método identifica limites, como uma mudanca na ramificacdo dos taxons sobre uma
arvore filogenética que contém vdrias espécies e populacdes. No entanto, a andlise
GMYC requer muito tempo computacional para identificar um grande nimero de UTOs
(Unidade Taxondmica Operacional) (Ratnasingham & Hebert, 2013).

Neste trabalho a utilizagdo de analises moleculares ¢ fundamental para
investigar se 7. davisi corresponde a um complexo de espécies, visto que somente dados
morfologicos ndo sdo suficientes para tal conclusdo. Finalmente, estudos concatenados
de andlises genéticas e morfologicas sdo necessarios, uma vez que muitos pardmetros
genéticos e ecologicos estdo baseados em espécies, e o uso de complexos de espécies
inadvertidamente pode levar a inferéncias equivocadas. Por se tratar de um trabalho
sobre biodiversidade, os resultados aqui obtidos poderdo ser utilizados futuramente em
programas de manejo de fauna.

Este trabalho tem como objetivo caracterizar a filogeografia de Trichomycterus
davisi e investigar um possivel complexo de espécies utilizando sequéncias

nucleotidicas parciais do gene mitocondrial COL.
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MATERIAL E METODOS

Locais de amostragem e extragdo de DNA

Os exemplares estudados foram coletados com a utilizacdo de pesca elétrica,
em quatro bacias : a) do rio Iguagu (24 pontos); b) do rio Ivai (9 pontos); ¢) do rio
Piquiri (10 pontos); d) do rio Tibagi (12 pontos); e) do rio Ribeira de Iguape (6 pontos)
(Figural).

Fig 1: Mapa do estado do Parana indicando as bacias do Iguacu, Ivai, Piquiri, Tibagi,

Ribeira de Iguape ¢ os pontos de coleta de Trichomycterus davisi.

Apos as coletas, os exemplares foram anestesiados com o uso de benzocaina,
seguindo as normas da resolugdo 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina
Veterindria, e o tecido muscularextraido e armazenado no dalcool puro em frizer.
Posteriormente os exemplares testemunho foram fixados em dlcool 70% e depositados
na colec¢do ictiologica do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura
da UEM. As amostragens foram realizadas com parecer favoravel (002/2012) do
Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentagio da UEM e com a

licengca permanente para coleta e transporte de material zoologicoSISBIO (ICMBio),
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processo no. 14028-1 de 10 de dezembrode 2008, ambos concedidos a Weferson J. da
Graga.

PCR e sequenciamento

Para a extracdo do DNA foram utilizados kits comerciais das marcas Invitek e
Invitrogen, conforme instru¢des dos fabricantes.

O DNA extraido foi quantificado utilizando-se gel de agarose e Ladder Low
Mass (Invitrogen) por meio de comparacdo de bandas. Para as reagdes de polimerase
em cadeia (PCRs) foram utilizados trechos do gene mitocondrial COI (Citocromo
Oxidade C Subunidade 1). O gene COI foi parcialmente amplificado com o par de
primers indicado por Ivanova et al. (2007) para peixes: H7152 (5" CAC CTCA GGG
TGT CCG AAR AAY CAR AA 3") e L6448-F1 (5" TCA ACC AAC CAC AAA GAC
ATT CGG CAC 3"). As reagdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador MJ
Research PTC100, perfazendo um volume total de 25 pL, contendo 2 pL de DNA
molde, 2,5 pL Tris-KCI (20 mM Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM KCI), 0,75 pL MgCl,
[25ng/uL], 0,4 uM de cada primer [10 ng/puL], 1 pL de ANTP[10 ng/uL] e 0,2 uL Tag
DNA-polimerase. As condi¢des da reacdo foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 2 min,
94°C por 30 s, hibridag¢do a 52°C por 40 s e elongamento a 72 °C por 1 min, seguidos
de 35 ciclos de 94 por 30 s, 52 por 40 s, 72 por 1 mim (Ivanova et al., 2007). Os
produtos da amplificagdo foram vizualizados em gel de agarose 1%. Para purifica¢do de

cada produto de PCR, foram usados 25 pL de polietilenoglicol (PEG) 8000 20% (m/v).

Andadlise de dados

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram visualizadas e editadas com o
programa Chromas Lite 2.01. Posteriormente, a identidade da sequéncia foi verificada
junto aoGenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com o programa “Blastn”. Em seguida
alinhadas pelo algoritmo ClustalW 1.6 (Thompsonet al., 1994) implementado no
programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013). A exclusdo das sequéncias idénticas e
identificacdo dos haplotipos foi realizada utilizando a ferramenta online ElimDupes
(https://hcv.lanl.gov/content/sequence/HCV/ToolsOutline.html).

O modelo de substituicdo nucleotidica utilizado para estimar a arvore

ultramétrica foi o modelo GTR + I + G, estimado pelo programa jModelTest pelo
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critério de AIC (Akaike) (Darribaetr al., 2012). Em seguida foi feito uma andlise
bayesiana pelo programa BEAST v.1.8.2 com dados preparados previamente no Beauti
(Drummondet al., 2012), tendo o relogio molecular lognormal relaxado estimado pelo
mesmo € o modelo de especiacdo birth-death.

As analises foram repetidas ao menos duas vezes independentemente e os
resultados foram analisados no programa Tracer 1.6, considerando ESS > 200 (effective
sample size). Posteriormente, a arvore resultante foi editada no programa FigTree.

O teste GMYC utiliza uma arvore ultramétrica, e a delimitagdo ¢ feita a partir da
comparacdo das distancias das amostras até o ancestral comum mais recente (MRCA) e
um evento de especiagdo, considerando uma escala de tempo (Fujisawa& Barraclough,
2013). O teste GMYC foi relizadona plataforma R utilizando o pacote splits,
considerando um single threshold.

O programa RaxmlIGUI (Silvestro; Michalak, 2012) foi utilizado para construir
uma arvore com o algoritmo de méaxima verossimilhanga, com 1000 reamostragens de
bootstrap. A delimitagdo de espécies também foi testada pelo teste Poisson Tree
Processes (PTP) (Zhang et al., 2013). No teste PTP considera-se que os comprimentos
longos e curtos dos ramos de uma arvore sao proporcionais ao nimero de substituicoes
€ que a probabilidade de especiagdo associada ao nimero de substituigdes segue uma
distribuicdo de Poisson, de acordo comZhang et al. (2013). O teste foi executado
nobPTP Webserver (http://species.h-its.org/ptp).

Conforme proposto pelo Consortium for the Barcodes of Life (CBoL), foi
construido um dendrograma neighbor-joining (NJ) com o modelo Kimura 2 Pardmetros
(K2P). Dados estatisticos sobre as sequéncias foram obtidos pelo software DnaSP v5
(Librado& Rozas, 2009). As redes de haplotipos foram feitas pelo programa PopART
(Population Analysis with Reticulate Trees) (Leigh& Bryant; 2015), usando o método
Median Joining Networks (Bandeltet al., 1999).

RESULTADOS

Foram obtidas 74sequéncias parciais do gene COI (572 pb) apos edicdo, deste 88
sitios foram polimérficos. O nucleotideo Timina corresponde em média a 29,15%,

Citosina corresponde 27,15%, Adenina 24,9% e Guanina 18,95%.Posteriormente,foram
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retirados os haplotipos repetidos usando a ferramenta online ElimDupes, resultando em
50 haplotipos tinicos. Nenhum haplotipo foi compartilhado entre as bacias.

Foram realizadas duas analises de neighbor-joining (NJ) com o modelo Kimura
2 parametros (K2P), seguindo a recomendacdo do Bold para analises de sequéncias COI
para identificagdo de espécies. Na primeira analise foram incluidas todas as
74sequéncias obtidas e associadas a 7. davisi. Portanto, no conjunto de sequéncias
muitos hapldtipos estardo repetidos. Além das sequéncias 7. davisi, nas duas analises
foram incluidas 26 sequéncias de seis espécies do género Trichomycterus provenientes
do Bold, além deduas sequéncias de dois individuos coletados, durante este trabalho, na
bacia do rio Tibagi e identificados como Trichomycterus diabolus.Diferentemente, na
segunda analise foram eliminadas as repeti¢des de sequéncias haplotipicas e a arvore foi
construida 50 sequéncias Unicas de espécimes identificados morfologicamente como 7.
davisi. A lista com exemplares utilizados nestas andlisesé mostrada no anexo C.

A arvore resultante da primeira analise NJ esta na Figura 2 e a Figura 3 mostra a
arvore gerada pela segunda andlise NJ. Note que os resultados ndo foram muito
diferentes entre si, e estd clara a intima correspondéncia entre astopologias e estruturas
das ramificac¢des das duas arvores.

Uma primeira inspe¢do permite vislumbrar informagdes importantes contidas
nos dois graficos. Primeiro, considerando-se o conjunto de espécies obtidas no Bold e
acrescentadas as analises, verifica-se que as duas arvores demonstram que 7. iheringi é
a espécie que esta mais proxima do grupo identificado como 7. davisi. Esta proximidade
¢ apoiada com suporte de bootstrap acima de 99% nos dois casos.

A segunda constatagdo refere-se ao posicionamento da bacia do Ribeira de
Iguape e da bacia do Ivai dentro do grupo identificado como7. davisi. De modo
surpreendente, as populacdes do Ribeira de Iguape e do Ivai estdo geneticamente mais
proximas entre si do que com outras populagdes de 7. davisi, tanto da bacia do alto rio
Parana (Piquiri e Tibagi) quanto da bacia do rio Iguagu. O suporte bootstrap para esta
diferenciagdo nao ¢ muito alto, mas ainda assim estd acima de 50%. Apesar do
posicionamento de ambas, em um ramo isolado, como pode ser vistos nas Figuras 2e 3
as populagdes do Ribeira de Iguape e do Ivai estdo diferenciadas entre si, formando dois

clados com suporte acima de 60%.
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Outra informacdo verificavel nas duas arvores ¢ a heterogeneidade do grupo 7.
davisi, na bacia do Iguacu e no alto rio Parand. Deve ser ressaltada a diferenciacdo da
populacdo da bacia do Tibagi e pelo menos um clado da bacia do Iguacu (espécimes
711A, 596B e 715B). Aparentemente, a populacdo do rio Piquiri estd geneticamente
muito proxima de subpopulagdes do Iguagu.E preciso registrar que na bacia do rio Ivai
alguns individuos tém afinidade com populacdo da bacia do Iguacu e ndo com a
populacdo do Ribeira de Iguape. Finalmente, e de modo inesperado, esta a insercao de
T. diabolus em clado de T. davisi da bacia do Iguacu.

Em comparagdo com outras andlises realizadas neste trabalho, a analise
neighbor-joining pode ser considerada simples. No entanto, as informagdes extraidas
das analises NJ apresentadas serdo, em grande medida, corroboradaspelas analises mais
refinadas, com objetivos mais amplos, que serdo descritas em seguida.

A condugdo do teste PTP (Poisson Tree Processes) exige a construgdo prévia de
uma arvore de maxima verossimilhanca (ML). A construgdo dessa arvore deve atender
ao requisito de conter apenas sequéncias unicas, sem sequéncias haplotipicas idénticas.
Foram incluidas na analise as sequéncias de espécimes identificados como 7. davisi, T.
diabolus e sequéncias de espécies do Bold.O programa jModelTest selecionou o modelo
GTR + G + I para o conjunto de sequéncias nucleotidicas analisadas. A Figura 4 exibe a
arvore produzida pelo programa raxmlGUI. As observagdes feitas para as analises NJ
mostradas nas Figuras 2 e 3também podem ser feitas pela inspecdo da arvore ML da
Figura 6.Uma diferenca a ser notada reside no posicionamento de 7. iheringi em relagao
ao clado Ribeira de Iguape/Ivai. Como pode ser visto, embora com suporte de apenas
55%, a bifurcagdo de T. iheringi antecederia a bifurcagdo entre o clado de Ribeira de
Iguape e o clado do Ivai.

Apo6s a execucdo da andlise, o programa PTP gerou a drvore mostrada na Figura
5. Na arvore ¢ mostrado o resultado da analise de delimitacdo de espécies pelo
algoritmo do PTP. Evidentemente, 7. iheringi foi identificado como uma OTU
independente. Além disso, o PTP colocou sete filogrupos de 7. davisi como
possiveisespécies estabelecidas. Conforme o resultado, a populagdo do Ribeira de
Iguape e do Ivai pertenceriam a duas espécies diferentes de7. davisi,sem registro no
Bold e no GenBank. Esta também seria situagdo da populacdo do Tibagi, ou seja,

corresponderia a uma terceira espécie desconhecida. A bacia do Iguagu teria pelo menos
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duas OTUs. Uma delas teria ampla distribui¢do, ocorrendo na bacia do Piquiri e
também seria encontrada na bacia do Ivai. A segunda OTU teria maior proximidade
genética com a populagdo do Tibagi. Como esperado, 7. diabolus nao ficou separado
como espécie diferenciada e foi incluido em um dos grupos da bacia do Iguagu.

A arvore Bayesiana para sequéncias haplotipicas unicas esta na Figura 6. Aqui
também ha o mesmo destaque da arvore ML, com o grupoT. iheringi, Ribeira de Iguape
e Ivail separados com alto suporte de bootstrap de outros grupos de 7. davisi. Em
concordancia com a arvore ML, aqui também foi detectado que a bifurcagdo de 7.
iheringiantecede a separacdo dos clados de Ribeira de Iguape e do Ivai. Ainda pode-se
verificar a diferenciagdo da populagdo do Tibagi em relagdo a todos os outros grupos.

A arvore bayesiana foi utilizada para a realizagdo do teste de delimitacdo de
espécies GMYC, cujo resultado ¢ apresentado na Figura 7. Com valor de 0,172 o teste
ndo foi significativo, mas aponta algumas tendéncias, pois ha uma concordancia em
nivel mais amplo com os resultados do teste PTP.Foram discriminados sete filogrupos e
ha algumas ocorréncias que devem ser notadas, em comparag¢do com o teste PTP. Por
exemplo, 7. iheringi, e as populagdes do Ribeira de Iguape e do Ivai sdo reconhecidas
como OTUs independentes, ou seja, seriam espécies estabelecidas. Além disso, outra
concordancia esta na delimitagdo da populagao do Tibagi como espécie. Dentro da bacia
do rio Iguacu foram revelados quatro grupos que poderiam ser interpretados como
OTUs. As populacdesdo Piquiri e de parte do Ivai estariam incluidas em um dos grupos
do Iguagu. Da mesma forma que mostrado na analise ML, 7. diabolus esta estreitamente
ligado a um outro grupo da bacia do rio Iguagu.

A rede de haplotipos(Figura 8) deixa explicito que existem haplogrupos bem
definidos para 7. davisi. E possivel constatar haplogrupos associados as bacias
hidrograficas. Em consonancia com os dados obtidos pelas metodologias de constru¢ao
de avores, fica evidente a multiplicidade de haplogrupos dentro da bacia do Iguacu. Ao
mesmo tempo, comprova o isolamentoda populagdo da bacia do Ribeira de Iguape, bem
como o isolamento das populag¢des das bacias do rio Ivai e do rio Tibagi. Claramente,
pode ser visualizada a relacdio da populagdo da bacia do rio Piquiri comuma
subpopulagdo do rio Iguacu. Nao obstante, a parte central da rede de haplétipos ¢
formada por muitos haplotipos hipotéticos, o que impede conclusdes seguras sobre a

ancestralidade dos haplogrupos.
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Foram criados mapas de distribuicdo para os filogrupos inferidos pelas analises
PTP e GMYR, apresentados nas Figuras 9 e 10, respectivamente. Nas duas Figuras
pode ser visualizada a distribui¢do estanque dos haplogrupos da bacia do Ribeira de
Iguape e de um haplogrupo da bacia do Ivai. Do mesmo modo, a drenagem do rio
Tibagi contém um haplogrupo exclusivo, que ndo ocorre em outras localidades. Por
outro lado, na bacia do rio Iguagu ocorrem trés haplogrupos exclusivos. Mas, na bacia
do Iguagu ocorre um haplogrupo que esta presente também nas bacias dos rios Piquiri e
Ivai.

Os valores de distancia p entre os individuos variaram de 0 a 0,634. Na Tabela 1
estdo os valores de distancia p entre os exemplares de cada bacia e dentro das bacias.
Entre as bacias as distancias variaram de0,017 entre as popula¢des do Iguacu e do rio
Piquiri até 0,049 entre as bacias do Ribeira de Iguape e Tibagi. Dentro das bacias as
variacoes foram de menor monta, variando de 0,003 na bacia do Ribeira de Iguape até
0,023 para a bacia do Ivai.

Apoés a identificacdo de filogrupos com os programas PTP e GMYC, as
distancias p foram recalculadas. Na Tabela 2 estdo os valores obtidos para os filogrupos
revelados pelo teste PTP. As distancias dentro dos grupos variaram de 0,0038 no
filogrupo 2 (Ribeira) até 0,0139 filogrupos 3 e 5 (Iguacu; Iguacu/Piquiri). Entre os
filogrupos, as distancias variaram de 0,029 entre filogrupo 4 (Tibagi) e filogrupo 5
(Iguagu/Piquiri), até 0,0516 entre filogrupo 1 (Ivai) e filogrupo 4 (Tibagi). As
estimativas de distancia p entre os filogrupos identificados pela analise GMYC estdo na
Tabela 3. As distancias dentro de filogrupos variaram de 0,0038 no filogrupo 7
(Ribeira) a 0,0139 filogrupo 2 (Iguacu A). Entre os grupos, a menor distancia foi entre
F4 e F5 (0,0147). A maior distancia estimada foi 0,0516 entre filogrupo 1 (Tibagi) e
filogrupo 6 (Ivai). Nas duas analises as distancias dentro de filogrupos mantiveram-se

em niveis menores do que entre filogrupos.
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Fig 7Resultado da analise do GMYC com arvore Bayesiana, indicando os sete filogrupos formados.
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Fig 8 Rede de haplotipo com todas as 74 sequéncias de COI para Trichomycterus davisi das bacias do
Iguagu, Ivai, Ribeira de Iguape, Piquiri e Tibagi.
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Fig 9 Distribuicdo dos haplotipos de COI para Trichomycterus davisi nas bacias do Iguacu, Ivai, Piquiri,

Tibagi e Ribeira de Iguape, no estado do Parana, conforme os filogrupos formados pelo PTP.
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Figl0Distribuicdo dos haplotipos de COI para Trichomycterus davisi nas bacias do Iguagu, Ivai, Piquiri,

Tibagi e Ribeira de Iguape, no estado do Parana, conforme os filogrupos formados pelo GMYC.
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Tabela 1 Valores de distancia ppara Trichomycterus davisi entre as bacias do Iguagu, Ivai, Tibagi ¢
Ribeira de Iguape (abaixo da diagonal). Os valores de distdncia p dentro das bacias estdo na diagonal.

Iguacgu Piquiri Tibagi Ivai Ribeira
Iguacgu 0,018
Piquiri 0,017 0,009
Tibagi 0,030 0,029 0,009
Ivai 0,035 0,034 0,045 0,023
Ribeira 0,046 0,048 0,049 0,039 0,003

Tabela 2 Valores de distancia ppara Trichomycterus davisi entre (abaixo da diagonal) ¢ dentro (diagonal)
dos filogrupos 1 (Ivai), 2 (Ribeira de Iguape), 3 (Iguagu), 4 (Tibagi)e 5 (Iguacu/Piquri) formados pelo
programa de delimitagdo de espécie PTP.

1Filogrupo 2Filogrupo 3Filogrupo 4Filogrupo 5Filogrupo

Ivai Ribeira Iguagu Tibagi Iguacu/Piquiri
1Filogrupo
ogr 0,0115

2Filogrupo  , j349 0,0038

Ribeira ’ ’
3F|"°9""°° 0,0464 0,0522 0,0139

guacgu
4Filogrupo 1546 0,0490 0,0329 0,0095

Tibagi
SFilogrupo 5,45 0.0461 0,0320 0,0290 0,0139

Iguacu/Piquiri
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Tabela 3Valores de distancia ppara Trichomycterus davisi entre (abaixo da diagonal) e dentro (diagonal)
dos filogrupos 1 (Tibagi), 2 (Iguagu A), 3 (Iguagu/Piquiri), 4 (Iguagu B),5 (Iguagu C), 6 (Ivai) e 7
(Ribeira) formados pelo programa de delimitag@o de espécieGMYC.

1Filogrupo 2Filogrupo 3Filogrupo 4Filogrupo S5Filogrupo 6Filogrupo 7Filogrupo
Tibagi Iguagu A Iguacu/Piquiri Iguagu B Iguagu C Ivai Ribeira

1Filogrupo
Tibagi 0,0095

2Filogrupo
lguasu A 0,029 0,0139

3Filogrupol  0,0293 0,0324 0,0126

guacu/Piquiri

4Filogrupo

lguagup 00255 00315 00171  0,0104

5Filogrupo

queaa G 00201 00308 00154 00147  0,0099

OFilogiupo g 0516 00464 00418 00425 00385  0,0115
TRIOOIPO 00490 00522 00472 00414 00435 00369 0,0038
DISCUSSAO

Conforme a literatura,Trichomycterus davisipossui distribuicdo geografica
restritads bacias do rio Iguagu e do Ribeira de Iguape (Reis, 2003). Mas também vem
sendo capturado nas bacias do Piquiri, Ivai e Tibagi (W. J. da Graca, dados ndo
publicados), além de Costa et al, (2013)ter identificados alguns exemplares no
Paranapanema.Em contraposi¢do, os resultados obtidos neste trabalho expdem um
cenario muito mais complexo. As analises demonstraram que, com alta probabilidade, a
denominacdo 7. davisi ndo comporta a escala de diversidade genética descoberta.

Uma primeira abordagem na delimitagdo de espécies utilizando sequéncias COle
o dimensionamento das distancias p entre os grupos investigados. Carvalho et al. (2011)
realizou testes para avaliar a eficacia do DNA barcode na bacia do rio Sdo Francisco e
viu que existem espécies do género Astyanax que sdo separadas com distancias de zero

a 1%, enquanto Prochilodus argenteus contra Prochilodus costatusestao separados por
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distancias de 1,7%. Geralmente, os pesquisadores usam um limiar de divergéncia de 2%
como valor de corte na delimitagdo de espécies (Hubert et al., 2008; Ward, 2009;
Mabragaia ef al 2011; Pereira ef al., 2011a; Pereira et al., 2011b).

Antes de avangar na interpretagdo dos resultados, seriam esclarecedoras algumas
observagdes sobre as metodologias de delimitacdo de espécies utilizadas aqui.
Fujisawae Barraclough (2013), autores do modelo GMYC.trazem que a andlise ndo ¢
muito robusta para separar grupos que sofreram especiacao recente, € que valores acima
de 50% de precisdo devem ser levados em conta para uma discussdo, o que pode ser o
caso deste trabalho. Tang et al. (2014)avaliaram a eficiéncia dos testes de delimitacdo
de espécies e verificaram que o GMYC tende a ser mais sensivel na deteccdo de
especiagdo, comparado com outros testes de delimitagdo como o PTP,e que nem sempre
corresponde com a biodiversidade encontrada, com tendéncia a superestimar as
espécies. Isso explicaria o fato GMYC formar mais filogrupos do que o PTP, por isso €
sempre indicado usar mais de um teste para a delimitagdo de espécie.

O teste GMYC realizado aqui ndo foi significativo, com valor de confianga de
apenas 83%,porém mesmo ndo atingindo a significancia, o resultado do teste deve
serlevado em consideragdo, pois as demais andlises aqui apresentadas também
separaram alguns agrupamentos encontrados neste teste,além da sugestdo de Fujisawa e
Barraclough (2013), sobre os valores de precisdo. Conforme previsto por Tang et
al.(2014), o teste GMYC superestimou e indicou a existéncia de sete possiveis OTUs,
enquanto o teste PTP delimitou cinco OTUs.

Todas as analises demonstraram que a populacdo residente na bacia do Ribeira
de Iguape forma uma monofilia, com sustentacdo em valores de suporte bootstrap de
100% em todas as metodologias de reconstrugdo de darvores empregadas, isto
¢,neighbor-joining, maxima verossimilhanca e bayesiana. A rede de haplotipos obtida
permite, ainda, visualizar o posicionamento isolado do haplogrupo do Ribeira do Iguape
em relacdo a outras populacdes. Os testes PTP e GMYC de delimitagdo de espécies
colocaram a populacdo do Ribeira de Iguape na condicdo de OTU independente, vale
dizer, de espécie diferente. Reforcando esta indicacdo, estdo as distancias p obtidas.
Entre todos os contrastes investigados com filogrupos revelados pelos testes PTP e
GMYC, as maiores distancias envolveram a populacdo do Ribeira de Iguape.Com os

filogrupos PTP e GMYC as distancias médias foram 4,46% e 4,51%.
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A populagdo da bacia do Ivai situou-se em todas as analises mais proxima da
populagdo do Ribeira de Iguape do que de outras populagdes,com distancia p de 0,0369
conforme os filogrupos do PTP e GMYC. De modo similar, as andlises neighbor-
joining, maxima verossimilhanga e bayesiana indicaram grupamento so6lido, com
suportes de bootstrap de 91,7%, 88% e 99%, respectivamente.A rede de haplotipos
também confirma o agrupamento separado da populacdo do Ivai. Nas andlises de
delimitacdo de espécies PTP e GMYC essa populagdo do Ivai apareceu como uma
OTU. A média de distancia p entre Ivai e os grupos formados pelo PTP foi de 3,9%, e
para os grupos formados pelo GMYC foi de 4,25%. E preciso lembrar, porém, que na
bacia do Ivai ocorrem os hapldtipos (661B e 428 A)que ndo pertencem a OTU aqui
identificada, e sim a uma outra OTU.

Portanto, todas as informagdes geradas alicercam uma primeira inferéncia
importante sobre as populacdes estudadas e identificadas como 7. davisi. As populagdes
do Ribeira de Iguape e do Ivai formam um clado distinto das demais populacdes, com
mais afinidade com 7. iheringi do que com outras espécies de Trichomycterusja
avaliadasmolecularmente. Apesar de formarem um clado separado, a divergéncia
genética entre elas ¢ de tal magnitude que os testes de delimitacdo conferiram as
populacdes do Ribeira do Iguape e do Ivai a condicdo de espécies separadas.
Evidentemente, amostragens mais amplas e analises adicionaissdo necessarias. Mas, se
houver confirmac¢do, em eventuais descricoes as denominagdes serdo diferentes de 7.
davisi, cuja localidade tipo fica na bacia do rio Iguacu.

A populacdo da bacia do Tibagi também apresentou uma clara monofilia em
todas as andlises, e seu agrupamento também ¢ sustentado por altos valores de suporte
para todos os métodos estatisticos utilizados. Essa populagdo divergiu substancialmente
de todas as outras. No entanto, o haplogrupo do Tibagi estd posicionado com maior
proximidade das bacias do Iguacu e do Piquiri do que em relacdo aos haplogrupos do
Ribeira de Iguape e do Ivai. o que pode ser atestado pela verificacdonas arvores
produzidas pelos algoritmos neighbor-joining (Figuras 1 e 2), maxima verossimilhanca
(Figura 3) e bayesiana (Figura 5). O deslocamento para os haplogrupos do Iguacu e do
Piquiri ainda pode ser confirmado pelas distancias p na faixa dos 3% em relagdo ao
Iguacu e Piquiri e distancias no patamar de 5% em relacdo aos haplogrupos do Ribeira

de Iguape e Ivai, como pode ser visto no contido nas Tabelas 1, 2 e 3.A rede de
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haplétipos também fornece evidéncias para monofilia e para a maior proximidade com
Iguacu e Piquiri.

Os testes de delimitacdo de espécies PTP e GMYC também destacaram a
populagdo do rio Tibagi como sendo uma OTU.Este resultado esta em concordancia
com o que poderia ser esperado diante de diferencas nucleotidicas tdo acentuadas.A
menor distdnciap do haplogrupo Tibagi foi 0,0255 em relagdo a um haplogrupo nativo
do Iguagu (715B, 711A e 596B). Todas as outras distancias variaram de 0,0293 até
0,516. Pelo critério de corte de 2% usualmente adotado pelospesquisadores, as
distancias encontradas podem ser evidéncias, que vem se juntar aos resultados do PTP e
GMYC, de que a populagdo do Tibagi ndo deve ser reconhecida como 7. davisi.Entdo, a
populagdo do Tibagi seria a terceira espécie de Trichomycterus a ser extraida do
complexo 7. davisi.

A delimitagdo pelo PTP indicou duas OTUspara as bacias dos rios Iguacu,
Piquiri formada por todos os haplotipos atuais da bacia do Iguagu, Piquiri e os
individuos 661B e 428A do Ivai, mas o teste do GMYC separou estes mesmos
haplotipos em quatro grupos. Tomando-se a andlise mais conservadora do PTP, uma
OTU incluiria os haplétipos 715B, 711A, 596B. Em todas as andlises esses haplotipos
formam um agrupamento conciso, com altos valores de suporte. A segunda OTU
abrangeria todos os outros haplotipos encontrados nas bacias do Iguacu, Piquiri e os
haplotipos 661B e 428A do Ivai. Consequentemente, de acordo com esses resultados
mais duas espécies devem ser reconhecidas.

Desde que as duas OTUs estdo presentes na bacia do rio Iguacu, uma delas pode
ser Trichomycterus davisi. A outra OTU ainda seria desconhecida para a ciéncia e ainda
estaria por ser descrita como espécie.

Outro ponto que atrai a atengdo ¢ o fato de Trichomycterus diabolus
provenientes da bacia do Tibagi, ter uma forte relacdo com alguns individuos do Iguacu.
Mesmo que com suporte baixo nas analises € interessante acompanhar essa relacao, pois
T. diabolus e T. davisi ndo pertencem ao mesmo grupo morfologico.

Ainda resta a questdo da rota de dispersdao dos haplogrupos/OTUs pertencentes
ao provavel complexo de espécies T. davisi.E provavel que os dados disponiveis nio
sejam suficientes para conclusdes seguras nesse contexto. As relagdes filogenéticas

entre esses grupos devem ser estabelecidas com genes mais eficientes do que o COI,
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como por exemplo o gene mitocondrial cytb. Além disso, devem ser incluidos gene
nucleares. Entretanto, pelo menos um cenario especulativo pode ser imaginado.

Dentro do complexo 7. davisi, a bifurcagdo que originou o clado com as OTUs
do Ribeira de Iguape e Ivai (exceto os individuos 661B e 428A) antecedeu a todas as
outras cladogéneses. Além disso, esse clado antigo tem relacdo préxima com T.
iheringi. Como visto, em algumas reconstrug¢des o clado das OTUs Ribeira de Iguape e
Ivai seria até mais antigo do que 7. iheringi, mas com suporte precario. Em qualquer
situacdo, ¢ possivel imaginar que o ancestral do complexo 7. davisi e, talvez, de T.
iheringi, ocupava o alto Parand e bacias do Leste. A coloniza¢do da bacia do Iguacu
teria acontecido a partir do alto Parana.

Desde entdo o grupo teria se diversificado na bacia do Iguacu. Atualmente, o
terceiro clado mais antigo (715B, 711A e 596B) estd na bacia do Iguagu. O clado do
Tibagi € mais recente e, de acordo com essa condicao, teria origem na bacia do Iguacu.
O mesmo seria valido para as populacdes do Piquiri e parte da populagao do Ivai. Mas,
deve ser lembrado que dada a confiabilidade apenas mediana das relagdes filogenéticas
dentro do complexo 7. davisi estabelecidas pelo gene COI, essas sdo apenas ideias que
devem aguardar novas investigagoes.

Por fim, € possivel concluir que estamos diante ndo apenas de uma espécie e sim
de um complexo de espécies, hipotese levantada pelos resultados apresentados, como o
isolamento de algumas bacias e as distancias genéticas encontradas entre elas. Porém,
como neste trabalho foi utilizado apenas um marcador mitocondrial de origem materna,
serdo necessarios mais testes moleculares, utilizando marcadores nucleares para poder
medir e verificar a existéncia de fluxo génico entre essas OTU’s, e a partir dai elevar

esses agrupamentos do complexo de espécie ao status de espécie.
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author should be placed at the upper right of all text pages except the first. Please do not
use right alignment and do not hyphenate words at the end of lines. Descriptions and

diagnoses should be written in strict telegraphic style.

Scientific names

Names of species and genera should be italicized or underlined. Spell out the entire
scientific name the first time a species is mentioned; thereafter, abbreviate the generic
part of the name (first letter and period) except at the beginning of a paragraph or
sentence. New taxa should be indicated by the Latin abbreviations 'sp. n.', 'gen. n.' etc,
and should be mentioned in the abstract. Use SI units and appropriate standard

abbreviations.

Numbers
Spell out numbers one through nine; for 10 and above, use numerals. For measured
quantities (6 mm, 3 days, 4 years, etc.) use numerals. For sections written in telegraphic

style, use numerals throughout.
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Title page

Type at the upper left, name, address, telephone number, email address and, if
available, fax number of the author to whom all correspondence should be sent. The title
should be written in lower case letters and include the scientific name(s) of higher taxa
(within parentheses and separated by commas) to indicate taxonomic position, but

should not include Latin species names. Titles should not include authors of taxa. Below
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the title, type the author(s) name(s) in capitals with one Christian name spelled out.
Further down, type a short running title of up to 45 characters and, on a line below this,

the authors name(s) (if more than two, type the first authors name followed by et al.).

Titles should not exceed 120 characters and should be written to emphasize the area of

interest, rather than taxonomic details.

Abstract
The length of the abstract should not exceed 3% of the length of the text of the article.
All newly described taxa must be given by name. Do not use paragraphs in the abstract.

Write the abstract on a separate page.
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Do not centre any headings. Four levels may be used:

Principal heading
Placed on a separate line and followed by a blank line. Used for Introduction, Material

and methods etc.

First subheading

Italicized, on a separate line, and followed by a blank line.

Second subheading.
Italicized and followed by text on the same line. Should be used in taxonomic

descriptions for Diagnosis, Remarks etc.
Third subheading.

Indented, italicized and followed by text on the same line. Used in taxonomic

descriptions for information holotype, paratypes, etymology, etc.
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The maximum width of a one column illustration is 80 mm and of a two column
illustration 169 mm; the maximum height of illustrations is 218 mm (but this should
normally also include the legend). The size of submitted figures should not exceed A3,
i.e. 420 x 297 mm.

Do not submit original illustrations before the paper is accepted for publication. If the
author wishes artwork to be returned after publication, this must be clearly stated on
submission; artwork is otherwise not normally returned after publication.

Figure legends should be listed on separate sheets at the end of the manuscript and
arranged as in the following example:

Fig. 1. A-C. Fenestrulina antarctica sp. n. - A. An autozooid, x 60. - B. An ovicelled
autozooid, X 60. - C. Detail to show orifice, ascopore and stellate frontal pores, X 160 -
D, E. Smittoidea pugiunculasp. n. - D. A group of autozooids, x 50. - E. Detail of a
condyle, x 2200.

Approximate positions of both figures and tables should be indicated in the left-hand
margin of the manuscript.

Tables should not include any vertical lines.
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CONCLUSAO GERAL

E possivel concluir que estamos diante ndo apenas de uma espécie e sim de um
complexo de espécies, onde a bifurcagdo que originou o clado com as OTUs do Ribeira
de Iguape e Ivai (exceto os individuos 661B e 428A) antecedeu a todas as outras
cladogéneses.Além disso, esse clado antigo tem relagdao proxima com 7. iheringi. Como
visto em algumas reconstrucdes o clado das OTUs Ribeira de Iguape e Ivai seria até
mais antigo do que 7. iheringi, mas com suporte precario. Em qualquer situagdo, ¢
possivel imaginar que o ancestral do complexo 7. davisi e, talvez, de T. iheringi,
ocupava o alto Parand e bacias do Leste. A colonizagdo da bacia do Iguagu teria
acontecido a partir do alto Parand. Desde entdo o grupo teria se diversificado na bacia
do Iguagu. Atualmente, o terceiro clado mais antigo (715B, 711A e 596B) esta na bacia
do Iguacu. O clado do Tibagi ¢ mais recente e, de acordo com essa condigdo, teria
origem na bacia do Iguacu. O mesmo seria valido para as populagdes do Piquiri e parte
da populacdo do Ivai. Mas, deve ser lembrado que dada a confiabilidade apenas
mediana das relagdes filogenéticas dentro do complexo 7. davisi estabelecidas pelo gene
COl, essas sdo apenas ideias que devem aguardar novas investigagdes. Estas sdo as
hipotese levantadas pelos resultados apresentados, como o isolamento de algumas
bacias e as distancias genéticas encontradas entre elas. Porém, como neste trabalho foi
utilizado apenas um marcador mitocondrial de origem materna, serdo necessarios mais
testes moleculares, utilizando marcadores nucleares para poder medir e verificar a
existéncia de fluxo génico entre essas OTU’s, e a partir dai elevar esses agrupamentos

do complexo de espécie ao status de espécie.
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ANEXO A: Lista das Espécies de Trichomycterus Provenientes do Bold, Usados Como
Grupo Externo Nas Andlises de Neighbor-Joining, Méxima Verossimilhan¢a e
Bayesiana.

FPSR180-09|Trichomycterus_giganteus|COI-5P|GU702304
FPSR183-09|Trichomycterus_giganteus|COI-5P|GU702307
FPSR187-09|Trichomycterus_immaculatus|COI-5P|GU702311
FPSR191-09|Trichomycterus_caudofasciatus|COI-5P|GU702315
FPSR298-10|Trichomycterus_immaculatus| COI-5P|[HM065026
FUPR715-09|Trichomycterus_brasiliensis| COI-5P|GU701479
FUPR723-09|Trichomycterus_iheringi|/COI-5P[JN989260
FUPR733-09|Trichomycterus mimonha|COI-5P|GU701460
FUPR736-09|Trichomycterus mimonha|COI-5P|GU701462
FUPR744-09|Trichomycterus_iheringi|COI-5P|GU701464
BSB033-10|Trichomycterus_reinhardti|COI-5P[HM404919
FPSR206-09|Trichomycterus_iheringi|COI-5P|GU702151
FUPR306-09|Trichomycterus maracaya|/COI-5P[JN989263
FUPR722-09|Trichomycterus_iheringi|COI-5P|GU701473
FUPR734-09|Trichomycterus_mimonha|COI-5P|GU701459
FUPR737-09|Trichomycterus_vermiculatus|COI-5P|GU701465
FUPR746-09|Trichomycterus_iheringi|COI-5P|GU701467
FUPR752-09|Trichomycterus_iheringi|COI-5P|GU701893
FUPR842-09|Trichomycterus_pauciradiatus|COI-5P|GU701413
BSB035-10|Trichomycterus_brasiliensis| COI-5P|HM404921
FPSR189-09|Trichomycterus_immaculatus|COI-5P|GU702313
FPSR216-09(Trichomycterus_giganteus|COI-5P|GU702165
FPSR185-09|Trichomycterus_immaculatus|COI-5P|GU702309
FUPR305-09|Trichomycterus maracaya|COI-5P|JN989262
FUPR307-09|Trichomycterus_maracaya|COI-5P|JN989264
FPSR204-09|Trichomycterus_giganteus|COI-5P|GU702161
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