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Orientadora

“E assim, depois de muito esperar, num dia como outro qualquer, decidi triunfar...
Decidi ndo esperar as oportunidades e sim, eu mesmo busca-las.

Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solucio.
Decidi ver cada deserto como uma possibilidade de encontrar um oasis.

Decidi ver cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz.

Naquele dia descobri que meu tnico rival ndo era mais que minhas proéprias
limitacOes e que enfrenta-las era a inica e melhor forma de as superar.

Naquele dia, descobri que eu nao era o melhor e que talvez eu nunca tivesse sido.
Deixei de me importar com quem ganha ou perde.

Agora me importa simplesmente saber melhor o que fazer.

Aprendi que o dificil nao é chegar la em cima, e sim deixar de subir.

Aprendi que o melhor triunfo é poder chamar alguém de"amigo".

Descobri que o amor é mais que um simples estado de enamoramento, "o amor é
uma filosofia de vida".

Naquele dia, deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos passados e passei a
ser uma ténue luz no presente.

Aprendi que de nada serve ser luz se nao iluminar o caminho dos demais.
Naquele dia, decidi trocar tantas coisas...

Naquele dia, aprendi que os sonhos existem para tornar-se realidade.



E desde aquele dia ja ndo durmo para descansar... simplesmente durmo para
sonhar.”

Walt Disney

Dedico esta tese a minha amada familia,

em especial ao meu noivo Victor.
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Resumo
Pimelodella Eigenmann & Eigenmann, 1888 é um dos géneros mais
especiosos pertencentes a familia Heptapteridae, com 71 espécies
distribuidas desde o sul da América do Sul até o Panama e América Central.
A compreensado das relagoes filogenéticas desse grupo é ainda bastante
confusa devido a dificuldades na identificacio das espécies por suas
semelhancas morfolégicas, além da sua ampla diversidade e distribuicio.
Para melhor entendermos as relagbes existentes entre as espécies
pertencentes a este género, nosso trabalho utilizou abordagens moleculares
e morfolégicas e foi organizado em quatro capitulos. No primeiro é
apresentada uma breve revisdo da bibliografia relacionada a Pimelodella, a
area de estudo e as ferramentas que foram utilizadas para tentarmos
compreender as relacées filogenéticas e biogeograficas das espécies
pertencentes ao género. Assim, para respondermos as questoes propostas, no
segundo capitulo avaliamos o potencial do método do cédigo de barras do
DNA para auxiliar na identificagdo das espécies, combinado com a analise
de alguns caracteres morfologicos diagnésticos. Essas metodologias se
mostraram muito Uteis e eficazes, e nossos resultados indicam que é possivel
identificar grande parte das espécies com as metodologias escolhidas. O
terceiro capitulo teve como objetivo estabelecer, as relacoes filogenéticas
entre as espécies de Pimelodella incluidas nesse estudo, utilizando para
tanto quatro genes mitocondriais (ATPase 6 e 8, citocromo b, COI e ND2).
Através da analise de parcimonia foram obtidas seis Aarvores mais

parcimoniosas. Os valores de suporte foram maiores nos nés mais internos.



Abstract

Pimelodella Eigenmann & Eigenmann, 1888 is one of the most specious
genus of the Siluriform family Heptapteridae, with 71 species distributed
from southern South America to Panama and Central America. The
understanding of phylogenetic relationships within the genus is somewhat
confusing due to the difficulties in morphological identification and its broad
distribution. In order to assess the problems with species identification and
phylogenetic relationships our work employed morphological and molecular
tools is it is organized in four chapters. The first chapter contains an
introduction to the problems and a revision of what its known in
Pimelodella, as well as a brief description of the tools used. The second
chapter deals with species identification and its subdivided into: morphology
and the used of DNA barcoding. The results obtained with the combination
of these two methodologies indicated, for example, that Pimelodella gracilis
might comprise more than one species. The third chapter presents a
phylogenetic analysis of the species included in this work based on
nucleotide sequences of the mitochondrial genome. The parsimony analysis
recovered six most parsimonious trees as expected the support values are

larger towards the deeper nodes.



Capitulo 1

Introdugdo Geral e Objetivos



Introdugao Geral

Ordem Siluriformes:

Os peixes representam o grupo mais diversificado e um dos mais
interessantes para estudos da genética e de evolucao entre os vertebrados
(NELSON, 2006). Nos dltimos anos, novas espécies estdo sendo descritas
aumentando as estimativas da diversidade de espécies da ictiofauna de agua
doce Neotropical. Esses levantamentos indicam que a diversidade de
espécies é maior do que as relatadas anteriormente. Calcula-se, desse modo,
que a fauna de peixes de agua doce das Américas do Sul e Central chegue
atualmente a um total de 8000 espécies, representando 25% de toda a
diversidade da fauna de peixes mundial, tanto marinha quanto de 4gua doce
(MALABARBA, 1998).

Os Siluriformes, popularmente conhecidos como bagres, cascudos,
mandis, peixe-gato, sdo os peixes mais amplamente distribuidos dentro da
Superordem Ostariophysi. A ordem ¢é composta por 38 familias,
aproximadamente 485 géneros e cerca de 2800 espécies (NELSON, 2006). A
maior diversidade de bagres ocorre em regides tropicais, especialmente
América do Sul, Africa sub-Saara e sudeste da Asia (MALABARBA, 1998).

Os Siluriformes Neotropicais compreendem oito grupos monofiléticos:
Diplomystidae, Cetopsidae, Loricaridae, Doradeidae, Aspredinidae,
Pimelodidae, Heptapteridae e Pseudopimelodidae (MALABARBA, 1998).

Duas familias incluem representantes marinhos: Ariidae e Plotosidae
(LOWE-MCCONNEL, 1975) embora muitos sejam de dgua doce. Dentro das
familias Auchenipteridae, Aspredinidae e Pangassiidae algumas espécies
sao adaptadas a vida em ambientes estuarinos ou apresentam certa
tolerancia a ambientes marinhos (de PINNA, 1998).

Os Siluriformes podem ser facilmente identificados morfologicamente:
corpo nu, envolto por pele espessa, a qual pode estar total ou parcialmente
coberta por placas ésseas (BRITSKI et al., 1988); nadadeiras raiadas e bem

separadas, sendo que o primeiro raio das nadadeiras dorsal e peitoral



apresenta um aculeo forte e pungente; nadadeira adiposa encontra-se
presente e é, em geral, bem desenvolvida, e a nadadeira caudal assume
formato variavel; presenca, geralmente, de trés pares de barbilhdes
sensitivos (MEES, 1974). As espécies desta ordem possuem em sua maioria
habitos sedentarios, habitando o fundo dos rios e escondendo-se por entre as
pedras e vegetacdo (BRITSKI, 1981). Sua atividade é predominantemente
crepuscular ou noturna, quando saem a procura de alimento, utilizando-se
para isso o olfato. Sua alimentacio é constituida principalmente por vermes
e insetos (STERBA, 1973).

Devido a dificuldade de 1identificacdo das espécies por suas
semelhangas morfolégicas, ainda é muito confusa as relagoes filogenéticas
desse grupo. Outro fator que dificulta o estudo do grupo é a ampla
diversidade e distribuicdo. Hipéteses filogenéticas propostas por Hardman
(2005) com base em dados morfolégicos e através do seqiienciamento do gene
mitocondrial citocromo b para 170 espécies de 29 familias das 38 existentes,
corroboraram o monofiletismo da ordem. Sullivan et al. (2006) através do
estudo utilizando os genes nucleares ragl e rag2 confirmaram o
monofiletismo de Siluriformes, apesar de os clados representados por
algumas familias terem sido recuperados em posicoes diferentes. Desse
modo, a utilizacdo de outras metodologias é necessaria para um melhor

entendimento das relacées intra-familiares.

Familia Heptapteridae:

Lundberg et al. (1991a, 1991b) e de Pinna (1998) verificaram a
ocorréncia de trés grupos monofiléticos dentro de Pimelodidae,
correspondendo as subfamilias Pimelodinae, Heptapterinae (Rhamdiinae) e
Pseudopimelodinae. Esses grupos foram elevados a categoria de familia
(NELSON, 2006; FERRARIS, 2007).

A familia Heptapteridae é endémica da regido Neotropical, sendo um
dos principais componentes da ordem Siluriformes nos rios da América do
Sul e Central incluindo peixes de pequeno a médio porte, que dificilmente

ultrapassam 20 cm de comprimento. Os membros dessa familia apresentam



registros de distribuicao desde o México até o sul da Argentina
(BOCKMANN & GUAZZELLI, 2003). Alguns géneros desta familia, por
exemplo, Pimelodella e Rhamdia parecem estar entre os Siluriformes de
agua doce mais comuns da América do Sul, apesar disso, a sua biologia
ainda é pouco conhecida (MALABARBA, 1998).

Alguns géneros de heptapterideos sdo exclusivos de fundo, outros nao
como o género Pimelodella, cujos componentes fazem incursées frequentes
na coluna de agua. Na sua maioria apresentam habitos cripticos e o periodo
de maior atividade ocorre durante o crepusculo e a noite; durante o dia
geralmente procuram reflgio em espacgos entre pedras, na folhagem e na
vegetacdo marginal ou, até mesmo escondem-se sob a areia. Geralmente sdo
solitarios, embora haja registros de que os espécimes dos géneros
Brachyrhamdia e Pimelodella tendem a se organizar em pequenos grupos
(BOCKMANN, 1998).

Apbs revisdes taxonomicas (de Pinna, 1998; Bockmann, 1998), a
familia Heptapteridae passou a ser composta por 31 géneros:
Acentronichthys, Brachyglanis, Brachyrhamdia, Caecorhamdella,
Caecorhamdia, Cetopsorhamdia, Chasmocranus, Gladioglanis, Goeldiella,
Heptapterus, Horiomyzon, Imparales, Imparfinis, Leptoryrhamdia,
Mastiglanis, Medemichthys, Myoglanis, Nannoglanis, Nannorhamdia,
Nemuroglanis, Pariolius, Phreatobius, Phenacorhamdia, Pimelenotus,
Pimelodella, Rhamdella, Rhamdia, Rhamdioglanis, Rhamdiopsis, Taunayia
e Typholobagrus. Destes géneros, apenas dois, Gladioglanis LUNDBERG et
al., 1991) e Mastiglanis (BOCKMANN, 1994) foram cladisticamente
diagnosticados e os demais foram estabelecidos por combinacées de
caracteres, geralmente da morfologia externa (BOCKMANN, 1998).

Em sua tese de doutorado, Bockmann (1998), utilizou 278 caracteres
morfolégicos em uma analise cladistica para testar o monofiletismo de
Heptapteridae que foi corroborado por 17 caracteres. Com base nestes dados
o autor propos a subdivisio de Heptapteridae em duas tribos: Phreatobiini
(géneros Preatobius, Gladioglanis e os demais géneros que possuem 0s

musculos adductor mandibulae hipertrofiados) e Heptapteriinae (que inclui



os outros géneros e a maior parte das espécies de pequeno porte). Bockmann
(1998) também  demonstrou que os géneros Brachyrhamdia,
Caecorhamdella, Caecorhamdia, Imperales, Medemichthys, Nannorhamdia,
Pimelonotus e Trophlobagrus, eram, na verdade, sinonimias de outros
géneros da familia, como Rhamdia, Pimelodella e Imparfinis.

Segundo o mesmo autor, os registros fésseis da familia Heptapteridae
sdo escassos, restritos a fragmentos dos raios espinhosos das nadadeiras
dorsal e peitorais oriundos do Cenozodico da Provincia de Buenos Aires, na

Argentina.

Género Pimelodella:

Pimelodella (Eigenmann & Eigenmann, 1888) é um dos géneros mais
especiosos pertencentes a familia Heptapteridae, com 71 espécies
distribuidas desde o sul da América do Sul até o Panama e América Central.

Este peixe de pequeno porte (tamanho médio 12 cm) facilmente
encontrado em corregos estreitos com vegetacdo abundante é popularmente
conhecido como “mandi-chordo” devido aos sons que emite durante sua
captura. De habitos noturnos, o “mandi-chorao” é onivoro e possui o primeiro
raio das nadadeiras peitorais e dorsais modificado na forma de aculeo

pungente, o qual pode provocar ferimentos dolorosos.




Figura 1.1: Exemplar de Pimelodella avanhandavae. Fonte: foto de Ivan Sazima no
site www.planetcatfish.com.

A ultima revisdo do género foi a de Eigenmann em 1917 quando o
autor publicou duas chaves de identificacdo, uma para as espécies Cis-
Andinas e outra para as espécies Trans-Andinas de Pimelodella. Além disso,
Eigenmann descreveu 34 espécies incluindo dados de distribuigao,
referéncia e descricdo de alguns caracteres.

Desde entdo, novas espécies foram descritas, tornado-se necessaria
uma nova revisdo da taxonomia do grupo. Guazzelli (1997) revisou a
taxonomia de espécies de Pimelodella da regiao costeira do sul e sudeste do
Brasil: P. laticeps australis, P. pappenehimi, P ignobilis, P. transitoria, P.
kroner, P. brasiliensis, P. hartii, P. enochi, P.lateristriga e P. pectinifera.,
apresentando uma chave de identificacdo destas espécies e descrevendo
caracteres que podem auxiliar na elucidacio das relacoes filogenéticas do
género.

Até os dias atuais pouco foi feito em relagdo a caracterizacido das
espécies de Pimelodella. Entre os fatores responsaveis por essaa dificuldade
podemos citar: sua ampla distribuicdo, o que dificulta a obtencdao de um
numero amostral satisfatério; dificuldades para encontrar caracteres
diagnoésticos eficazes para a determinacio das espécies; poucas publicacoes
relacionadas ao género, entre outras. O uso de marcadores moleculares pode
ser util como ferramenta para elucidar relagoes filogenéticas, auxiliar na
identificacdo das espécies, em estudos de conservacao, enfim, sdo inumeras
suas aplicagdes e quando associados a outras abordagens, tornam o estudo

malis informativo e interessante.

Estudos realizados em Pimelodella:

Os primeiros estudos citogenéticos no Brasil envolvendo o género
Pimelodella foram desenvolvidos por Toledo & Ferrari (1976) evidenciando
um numero cromossomico 2n=46. Estudos recentes realizados neste género
téem demonstrado extensiva variabilidade cariotipica apesar da quantidade

ainda limitada de informacdes citogenéticas disponiveis (Tabela 1). Algumas

7



analises mostraram que o numero dipléide desse género pode variar de 46 a
58 cromossomos, sendo que 2n=46 é o numero dipléide mais frequentemente
encontrado. A presenca de um micro-cromossomo supranumerario foi ja
descrita em um espécime de Pimelodella da caverna Areias no Parque
Estadual Turistico do Alto Ribeira (PETAR), indicando a provavel
ocorréncia de cromossomos B no género (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1992).

Novas técnicas para complementar os estudos citogenéticos tém sido
utilizadas e, entre elas, destaca-se a hibridacao in situ com sondas de DNA
ribossémico 18S e 5S. Vidotto et al. (2004) e Swarca et al. (2003), utilizaram
sondas de rDNA 18S em estudos com populacgoes de Pimelodella meeki e
Pimelodella aff. avanhandavae, respectivamente. Os resultados obtidos em
ambos os trabalhos evidenciaram a coincidéncia entre as marcagoes obtidas
pelo uso desta sonda e pelas técnicas de impregnacao por nitrato de prata e
de coloracao por Cromomicina As. . Até o momento, néo foi ainda utilizada a
sonda de rDNA 5S em Pimelodella.

Em peixes é rara a ocorréncia de sistemas cromossomicos sexuais
diferenciados. A maioria dos relatos sobre a presenca de cromossomos
sexuais em Siluriformes foi registrada na familia Loricariidae
(CENTOFANTE et al., 2006). O tnico caso ja descrito em Heptapteridae de
diferenciacdo cromossomica envolvendo sexo foi encontrado em Pimelodella,
onde foi identificada a existéncia de um sistema cromossémico sexual
simples, do tipo XX/XY (DIAS & FORESTI, 1993) na populacio de
Pimelodella boschmai, coletada no Rio Mogi-Guacgu em Araras, no estado de
Sao Paulo.

Garcia & Almeida-Toledo (2010) através de anélises citogenéticas
realizadas em cinco espécies de Pimelodella das principais sub-bacias do
Alto Rio Parana e Rio Paraiba do Sul verificaram que o nuimero dipléide
variou de 2n=46 a 2n=58 cromossomos e que todas as popula¢ées diferiram
na constitui¢ao cariotipica. Observou-se a ocorréncia de um polimorfismo de
heterocromatina envolvendo o primeiro par cromossomico do cariétipo, o

qual se mostrou restrito a alguns machos dessa populacao.



Tabela 1.1: Estudos citogenéticos realizados em Pimelodella:

Espécie Localidade 2n Férmula cariotipica NF RON Referéncias
(localizaggo)
P. avanhandavae R. Aragui, R. Capivara 46 20M+20SM+6ST 92 Brago curto, 1
- SP SM
Paff. R. Tibagi — PR 52 30M+22SM 104  Brago curto, 2
avanhandavae SM
P. boshmai Araras-SP 46 33M+13SMJ 92  Braco curto, 3
SM
34M+12SMQ
P. kronei Iporanga — SP 58 20M+32SM+6ST/A 110  Braco curto, 4
SM
P. meeki R. Tibagi — PR 46 30M+12SM+4ST 92 Braco curto, 5
SM
R. Gabriel da Cunha - 46 30M+12SM+4ST 92 Braco curto, 5
PR SM
R. Couro de Boi — PR 46 30M+12SM+4ST 92 Braco curto, 5
SM
Ribeirao Claro- SP 46 30M+12SM+4ST 92 Brago curto, 9
SM
R. Parapanema — 46 28M+12SM+6ST 92 Brago curto, 3
S.Miguel Arcanjo - SP SM
R. Parapanema — Pilar 46 28M+12SM+6ST 92 Braco curto, 3
do Sul - SP SM
Pimelodella sp R. Mogi-Guagu, R. 46 28M+10SM+8A 82 6
Pardo - SP
R. Mogi-Guagu - SP 46 40M/SM+6ST/AQ 86 M/SM 7
variagdo no
n°de
38M/SM+6ST/A+1SMJ segmentos
Pimelodellasp8 R.Parana 46 20M+20SM+6A 86  Brago curto, 8
SM(par 12)
R. Parana 52 22M+22SM+8ST 104  Brago curto, 8
SM
P. transitoria Iporanga — SP 58 20M+32SM+6ST/A 110  Brago curto, 4
SM

Legenda: 1- Vissoto et al., 1999; 2- Swarca et al., 2003; 3- Garcia & Almeida-Toledo, 2010; 4- Almeida-
Toledo et al., 1992; 5- Vidotto et al., 2004; 6- Toledo & Ferrari, 1976; 7- Dias & Foresti, 1993; 8-
Vasconcelos & Martins Santos, 2000; 9- Borba et al, 2008.

2n = numero dipléide, NF = ntmero fundamental, RON = regido organizadora do nucléolo, M =
metacéntrico, SM = submetacéntrico, ST = subtelocéntrico, A = acrocéntrico.



Abordagens morfolégicas e moleculares:

Os caracteres morfolégicos sdo a principal fonte de informacio na
descricao e identificacdo de espécies. Destes, os caracteres osteolégicos sdo
os mais utilizados, sendo os relacionados a morfologia craniana os mais
frequentes. Entretanto, caracteres meristicos e da musculatura sdo também
informativos para tal finalidade.

Nos peixes, a mailor parte das caracteristicas usadas na identificacao
das espécies é descritiva (exemplo: forma da barbatana caudal),
morfométricas (exemplo: comprimento da cabeca como fracdo do
comprimento do corpo) ou meristicas (exemplo: nimero de raios na
nadadeira dorsal).

Com o intuito de diferenciacdo de espécies proximas, pesquisadores
vem utilizando dados morfolégicos e citogenéticos. Contudo, ferramentas
moleculares sdo eficientes quando essa identificacao se torna complicada.

A biologia molecular vem sendo amplamente utilizada com intimeras
finalidades, dentre elas a deteccdo de variabilidade genética, viabilizando a
obtencdo de um ntmero grande de marcadores moleculares (microssatélites
e sequéncias de DNA nuclear e mitocondrial) (OLIVEIRA et al., 2006;
SUNNUCKS, 2000).

Com o objetivo de estudar a diversidade genética, a estrutura
populacional e as relagoes filogenéticas entre representantes do género
Figenmannia diferentes abordagens fizeram parte do trabalho de Moysés
(2005). Marcadores microssatélites, ISSR e sequenciamento do DNA
mitocondrial contribuiram para explicar a diferenciacdo encontrada neste
género, que possivelmente ocorreu por combinacao de eventos historicos.

Outra ferramenta molecular que vem sendo utilizada para auxiliar a
identificacdo das espécies e para a realizacdo de comparacio de populagoes é
o seqiienciamento do gene COI (NWANI et al, 2010; QUEZADA-
ROMEGELLI, 2010; ARDURA et al., 2010; WONG, 2011).

Nevado et al. (2009), utilizou-se de seqiiéncias de DNA mitocondrial e

nuclear de espécies coletadas no lago Tanganyika na Africa para esclarecer
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as relacées evolutivas entre os ciclideos Lamprologus callipterus e
Neolamprologus fasciatus.

Calcagnotto e DeSalle (2001) utilizaram a amplificacdo dos locos de
microssatélites para ampliar o conhecimento sobre a estrutura genética de
pacu (Piaractus mesopotamicus) e também obter informacdes para a
conservacao de populagoes selvagens provenientes dos rios da Bacia do Alto
Paraguai.

Populacdes do género Rhamdia foram estudadas por Garcia (2010) em
abordagem citogenético e molecular, com o sequenciamento dos genes
mitocondriais citocromo b, NAD2, D-loop e ATPase 6 e 8.

Martin & Bermingham (2000) realizaram estudos em Pimelodella
chagresi da América Central, utilizando para isto dados morfolégicos e
andlises de RFLP (polimorfismos de comprimento dos fragmentos de
restricio) dos genes da ATPase 6 e 8 do mtDNA. Os resultados obtidos pelos
autores indicam que as espécies descritas como P. chagresi abrigam uma
grande variagao de haplotipos, a qual associada aos dados morfologicos
sugere a existéncia de um complexo de espécies e levou a conclusao de que
este grupo é polifilético. Os autores observaram também que cada rio possui
um grupo proprio desses peixes, sendo rara a mistura de mais de uma
linhagem de mtDNA em uma mesma regido, indicando que possiveis
eventos de exclusao competitiva e introgressao podem estar atuando nessas
populacoes.

Moeser & Bermingham (2005), deram continuidade aos estudos
moleculares em P. chagresi construindo uma biblioteca e caracterizando
marcadores microssatélites em uma tentativa de investigar a estrutura
populacional dessa espécie em uma escala mais fina. Foram descritos oito
pares de primers, sendo que apenas em um a heterozigosidade observada
nao foli a mesma da esperada. Entretanto, ainda nao foram publicados os
dados populacionais obtidos com esses marcadores.

Em 2003, Almeida, Sodré & Contel realizaram um estudo
comparativo com analises de RAPD de seis espécies da familia Pimelodidae

(Osteichthyes, Siluriformes) do rio Tibagi, no Estado do Parana (Pimelodus
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maculatus, P. cf. absconditus, Iheringichthys Ilabrosus, Pinirampus
pirinampu, Pimelodella aff. avanhandavae e Pimelodella aff. meeki). O
padrao obtido através da técnica padroes de RAPD mostrou que os
individuos estudados de cada uma das espécies agrupam entre si, ou seja, ha
uma separacgao definida entre as seis espécies. Mesmo nao sendo a técnica
ideal para estudos moleculares, pois existem atualmente técnicas mais
especificas e informativas, o agrupamento obtido neste trabalho foi similar a

classificacio proposta por de Pinna (1998).
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Figura 1.2: Dendograma de seis espécies de Pimelodidae obtido pelo indice de
Jaccard e pelo método de UPGMA (ALMEIDA & SODRE, 2002).

O DNA mitocondrial e nuclear:

As mitocondrias sdo organelas responsaveis pela fosforilacdo
oxidativa, uma das vias bioquimicas mais importantes da producao de ATP,
assim como uma variedade de outras funcgoes bioquimicas. Admite-se que as

mitocondrias tiveram sua origem em uma possivel relagdo simbidtica com
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células eucariontes primitivas. A comparacao dos genomas mitocondriais
podem resultar em significativo conhecimento sobre a evolucio tanto dos
organismos como dos genomas. (BOORE, 1999).

A mitocondria possui um genoma proprio, denominado DNA
mitocondrial (mtDNA). O mtDNA animal é uma molécula circular pequena,
fechada covalentemente, cujo tamanho varia de 15 a 20 Kb. Apresenta um
conteido génico altamente conservado, contudo com divergéncia rapida.
Cerca de 90% do genoma consiste de regides codificantes, apresentando dois
genes para subunidades ribossémicas (12S e 16S), vinte e dois para os RNA
transportadores (tRNA), trés para as subunidades da enzima citocromo
oxidase (COI, II e III), um para o citocromo b, dois para as subunidades da
ATPase (6 e 8) e sete para as subunidades da NADH desidrogenase
(BILLINGTON & HERBERT, 1991).

A molécula de mtDNA possuil uma regidao de cerca de 1 Kb, rica em
sequéncias AT, denominada regiao controle ou D-loop. Apesar de nao
codificante, essa regido contém os promotores de transcricdo de cadeia leve
(L) e pesada (H), assim como a origem de replicacdo da cadeia pesada
(CLAYTON, 1982).

O mtDNA comecou a ser utilizado como marcador molecular no final
da década de 70 (AVISE et al, 1979; BROWN et al, 1979) e essa descoberta
produziu um grande impacto nos estudos moleculares da genética de
populagoes e evolugao. O mtDNA animal reline varias caracteristicas que o
tornam um marcador adequado para estudos evolutivos como alta taxa de
evolucdo, a qual acredita ser 10 vezes superior a de um gene de copia Unica
nuclear sendo explicado pela baixa capacidade de reparo da enzima DNA
polimerase e a alta exposicdo da molécula de DNA aos agentes oxidativos
gerados durante o processo de respiracio celular (BROWN et al., 1979).

Segundo Saccone (1994) alguns genes acumulam mais rapidamente
essas substituicbes de bases, dentre os quais podemos citar os genes
codificadores das subunidades da NADH desidrogenase, citocromo ¢ oxidase
e dos RNAs transportadores, ou seja, a taxa de evolugcao nao é homogénea

entre os diferentes genes. Os genes codificadores para as subunidades
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ribossomicas e para o citocromo b estdo entre os mais conservados entre os
organismos. Dos genes mitocondriais, a regido controle (D-loop) é a que mais
acumula mutacoes podendo apresentar taxas de evolucdo de duas a cinco
vezes superiores a dos genes que codificam proteinas MEYER, 1993).

A taxa de evolugdo é um dado importante na escolha do gene para
resolver questoes filogenéticas, taxonomicas e de genética de populacéoes.
Quando se pretende comparar duas espécies de peixes muito proximas, por
exemplo, é apropriado o uso de genes com taxas de substituicoes mais altas.
(SACCONE, 1994; MEYER, 1993).

Resultados de estudos acerca da divergéncia do mtDNA em varias
espécies de animais superiores, incluindo peixes de 4gua doce (Bermingham
& Avise, 1986), introduziram uma dimensdo filogenética nas discussdes
sobre estrutura de populacoes: populacées geograficamente separadas
ocupam, aparentemente, ramos distintos de Aarvores evolutivas intra-
especificas (AVISE et al., 1987).

Analises com mtDNA tem fornecido valiosas contribuigdes para a
sistemdtica filogenética dos Siluriformes (MOYER et al, 2004;
SHIMABUKURO-DIAS et al.,, 2004; HARDMAN, 2005, HARDMAN &
LUNDBERG, 2006; KOBLMULLER et al., 2006; Sullivan et al., 2006), bem
como na resolucdo ou na identificacio de conflitos taxonémicos (MARTIN &
BERMINGHAM, 2000; PERDICES et al., 2002; VERGARA et al., 2008).

Recentemente, tem sido proposto que a sequéncia do gene
mitocondrial citocromo oxidase I (COI) possa servir como um sistema de
identificacdo de animais, como um sistema de cddigo de barras de DNA para
a vida animal, conhecido como DNA barcode (HEBERT et al., 2003). O gene
mitocondrial citocromo c oxidase subunidade I (COI) foi escolhido por
possuir seqiiéncias nucleotidicas conservadas interspecificamente e
variavels quando se compara as mesmas espécies, possibilitando o estudo
comparativo dessas sequéncias. Por ser um gene conservado em termos de

sequéncia, o COI permite desenvolver iniciadores (primers) universais com

bastante sucesso (PALUMBI, 1996).
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Atualmente, o numero de trabalhos que associam marcadores
mitocondriais e nucleares esta em expansao, tanto em estudos de estrutura
populacional e fluxo génico (FITZSIMMONS et al., 1997; ORBACZ &
GAFFNEY, 2000) quanto em estudos filogenéticos (PEREIRA et al., 2002;
CALCAGNOTTO et al., 2005).

A abordagem molecular acrescenta informacgoes importantes para a
elucidacao das relacoes filogenéticas, estudos populacionais, entre outros.
Essa abordagem também pode ser incorporada quando o enfoque do
trabalho for biogeografico. Na Biogeografia o enfoque principal é a
distribui¢ao geografica dos seres vivos procurando entender os padroes de
organizacdo espacial. Os dados moleculares podem resolver algumas
duvidas relativas a distribuigao das espécies auxiliando no entendimento de
arranjos geograficos populacionais que poderiam estar relacionados com
determinados eventos como, por exemplo, eventos geoldgicos.

Um dos focos da Biogeografia esta relacionado com eventos geolégicos,
pois estes interferiram diretamente no relevo e na distribui¢do dos
organismos vivos. Por exemplo, o evento de captura de drenagens, ocorre
quando um canal erode mais agressivamente que o outro adjacente,
capturando sua descarga por interceptacio (CHRISTOFOLETTI, 1980;
SUMMERFIELD, 1991; BISHOP, 1995). Com esse evento, algumas espécies
que antes eram apenas encontradas em determinado rio, podem dispersar

para outras drenagens.

A Bacia do Alto Parana:

Segundo Matesso-Neto et al. (2004) a bacia do Paranda constitui uma
imensa regido sedimentar da Ameérica do Sul, abrigando dentro de seus
limites uma sucessdo sedimentar-magmatica com idades entre o Neo-
Ordoviciano e o Neocretacio. Geograficamente, a bacia inclui porgées
territoriais do Brasil meridional, Paraguai oriental, nordeste da Argentina e
norte do Uruguai, numa area total que ultrapassa 1.500.000 Km2. A Bacia
exibe forma ovalada com eixo maior em posicdo sub-meridiana e é plena
representante do conceito de bacia intracratonica: encontra-se inteiramente
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contida na placa sul-americana e nao apresenta relacionamento direto com
as margens desta placa.

O sistema do Alto Parana inclui os rios da Prata-Uruguai-Parana-
Paraguai, e representa o segundo maior sistema de drenagem na América do
Sul, com 3,2 milhdes de km2 (LOWE-McCONNELL, 1999). A drenagem do
Alto Rio Parana possui aproximadamente 900.000 km2, incluindo o Estado
do Parana, Mato Grosso do Sul, Estado de Sao Paulo (a oeste da Serra do
Mar), Minas Gerais, Goids e uma &4rea pequena do Paraguai oriental
adjacente ao Mato Grosso do Sul (CASTRO et al., 2003).

Sob o ponto de vista ictiofaunistico o Alto Parana compreende uma
area com complexa historia propria, em parte compartilhada com drenagens
vizinhas, ou seja, com um histérico de troca de drenagens (LANGEANTI et

al., 2007).
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Figura 1.3: Mapa do Brasil. Em destaque a Bacia do Parana. Fonte: Quantum GIS
1.6.0-Capiapo.
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Cada curso d’agua, em sua respectiva bacia hidrografica, esta sob a
acao diversos fenomenos que acontecem continuamente. Em consequéncia
de um processo de expansido de uma bacia hidrografica mediante a erosdo ou
incisdo fluvial na parte alta de seus rios ou barrancos, as cabeceiras de um
rio podem invadir a area da bacia hidrografica vizinha e absorver-lhe parte
das aguas. A esse fenomeno da-se o nome de captura de drenagem. Isto se
da gracas a presenca de diversos falhamentos ao longo do seu percurso. As
capturas sdo identificadas por cotovelos (ponto de captura, sempre em
angulo reto indicando a direcdo da mudanca do canal), vales secos ou vales
abandonados, entre outras feicdes (SILVA et al., 2006).

Um exemplo de captura foi proposto por Hermann von IThering quando
escreveu um artigo na Revista do Museu Paulista em 1894 sobre as
conexoes antigas e separacao posterior de drenagens do Paraiba e Tietée. O
autor cita que “o rio Paraiba, desde as suas nascentes até Guararema, foi
afluente do rio Tieté, e isto provavelmente na mesma época em que a grande
lagoa terciaria de Tremembé ocupou o vale do Paraiba desde Jacarei até
Cachoeira, sendo que esta lagoa esteve em conexdo franca com o oceano, o
que é corroborado pela presenca dos bagres”. Segundo o autor, “devido a
modificacées geoldgicas que foram interrompendo posteriormente, a antiga
conexao entre os dois rios e que o Paraiba, invertido completamente no seu
curso original, ganhou a bacia da lagoa de Tremembé e com ele desaguou ao

norte” (AB’SABER, 1957 e 1998)
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Figura 1.4: Mapa com a regido da cidade de Guararema em destaque, onde é

possivel notar a trajetoria do rio Paraiba. Fonte: Google Earth.

Existem modalidades de captura, como as que ocorrem por
desdobramento e por evolucdo de meandros. Um dos exemplos mais
significativos no estado de Sdo Paulo é o rio Paraibuna que seria o antigo
curso superior do rio Tieté, capturado pelo primitivo rio Paraiba do Sul, o
que explicaria o brusco desvio de seu curso na regido de Guararema
(“cotovelo”). Malabarba (1998) sugere que houve uma ligacdo no passado
entre o rio Tieté e drenagens costeiras e que conexoes de outras porgoes do
Alto Parana também podem ter ocorrido.

A erosao atua como fator modelador da paisagem, a medida que
define novas formas do relevo, seja por retirada ou acimulo de material.
Fenomenos como desvios do fluxo do rio e capturas de drenagens podem ser
resultado da concorréncia entre duas bacias hidrograficas modificando o
equilibrio dinamico de um sistema fluvial.

Eventos envolvendo tectonica e processo erosivo sdo, de certa forma,

ativos até hoje e exemplificam a ocorréncia de varios grupos de peixes em
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determinadas regides e sua distribuicio nos dias atuais. Esses
acontecimentos influenciaram nos padrées de estruturacdo genética e sao de
grande importancia para os estudos populacionais e poderao resultar em
informacgbes importantes para a conservacao das espécies.

A hipétese de uma mega captura fluvial ocorre na regido do
Arquipélago das Anavilhanas, préximo ao Rio Amazonas. A configuracio da
rede hidrografica atual é sugestiva da existéncia de um controle
neotectonico sobre a paisagem, como reflexo da instabilidade sismica da
regiio (ALMEIDA-FILHO et al., 2005).

Um exemplo de distribuicdo da ictiofauna devido a alteracées
tectonicas é apresentado por Menezes et al. (2008) com o estudo da
biogeografia de Glandulocaudinae. O padrdo de distribuicdo pode ser
explicado a aspectos da evolucdo tectonica da porcao sul da Plataforma Cis-
andina da América do Sul.

Ribeiro (2006) explica em seu trabalho que a atividade tecténica do
Arco de Ponta Grossa, como falhas de controle de relevo e os padroes de
drenagem (MELO, 2002), movimentos verticais entre blocos falhados e
evolucdo erosiva dos rios ao longo de fraturas podem ter promovido a
mistura entre drenagens adjacentes, e, provavelmente, explicariam as
trocas de fauna que ocorreram entre Ribeira de Iguape, e terras altas da

Bacia do Parana e Rios Iguacu e Paranapanema.
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Objetivos:

Os marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados no estudo
das relacoes filogenéticas e na identificacdo de populacdes de peixes. O
presente trabalho teve como objetivo principal a utilizacdo de diferentes
marcadores em espécies do género Pimelodella provenientes da Bacia do

Alto Parana.

Foram objetivos especificos do trabalho:

- Busca de caracteres de morfologia externa que possibilitassem a
identificacao das espécies de Pimelodella.

- Verificar com auxilio do codigo de barras do DNA a possivel ocorréncia de
complexos de espécies entre as espécies do género Prmelodella da Bacia do
Alto Parana e bacias costeiras do sudeste.

- Realizar andlise filogenética nas espécies do género Prmelodella utilizando
sequéncias do genoma mitocondrial.

- Analisar o padrao de distribui¢do das espécies na Bacia do Alto Parana,
comparando a localizagdo geografica com a das sub-bacias e estar a hipdtese
de captura de drenagens entre a Bacia do Alto Parana e as bacias

adjacentes.
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Capitulo 2

Identificacdo das espécies de Pimelodella através
do codigo de barras do DNA e caracteres

morfoldgicos
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Resumo

Heptapteridae é uma familia de bagres endémica da regido
neotropical e uma das mais abundantes da ordem Siluriformes. Encontrados
em pequenos corpos de agua desde o México até o sul da Argentina, os
heptapterideos recebem diversos nomes vulgares, como por exemplo, bagre,
resbalosa, mandi, entre outros, dependendo da regido geografica.
Pimelodella (Eigenmann & Eigenmann, 1888) é um género com cerca de 70
espécies distribuidas desde o sul da América do Sul até o Panama e América
Central. As limitacoes inerentes a identificacdo de determinadas espécies
baseada apenas na morfologia e a necessidade de uma nova abordagem para
o reconhecimento de taxons fizeram com que pesquisadores proposussem a
criacdo de um sistema diagnoéstico universal denominado DNA barcode ou
cédigo de barras do DNA. A necessidade de ferramentas confiavéis de
identificacdo de espécies combinadas com sucesso pelo DNA barcode com
promoveu a criacdo do FISH-BOL (“The Fish Barcode of Life Initiative”) com
o objetivo de reunir registros de DNA para todas espécies de peixes do
mundo O principal objetivo do presente estudo é testar a adequacgao do uso
de cédigo de barras de DNA na identificagdo das espécies de Pimelodella,
usando para tanto os métodos tradicionais de distancia e de analise, baseada
em caracteres de 135 individuos inicialmente identificados como
pertencentes a nove espécies de Pimelodella provenientes de diferentes
bacias hidrograficas do Brasil. Os resultados obtidos demonstraram a
eficiéncia da metodologia do barcode, quando combinada com os dados

morfologicos, para a identificacdo das espécies.
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Introducao

Heptapteridae é uma familia de bagres endémica da regido
neotropical e uma das mais abundantes da ordem Siluriformes.

Encontrados em pequenos corpos de agua desde o México até o sul da
Argentina (BOCKMANN & GUAZZELLI, 2003), os heptapterideos recebem
diversos nomes vulgares, como por exemplo, bagre, resbalosa, mandi, entre
outros, dependendo da regido geografica. Alguns géneros ndo sio exclusivos
de fundo, como o caso de Pimelodella, que fazem incursdes frequentes na
coluna de agua. Sua maior atividade ocorre durante o creptsculo e a noite,
enquanto durante o dia geralmente procuram refigio em espagos entre
pedras, na folhagem e na vegetacdo marginal, ou mesmo escondendo-se sob
a areia (BOCKMANN, 1998).

Pimelodella (Eigenmann & Eigenmann, 1888) é um género com cerca
de 70 espécies distribuidas desde o sul da América do Sul até o Panama e
América Central. Esse peixe de pequeno porte (tamanho médio 12 cm) é
popularmente conhecido como “mandi-chorao” devido aos sons que emite
durante sua captura. De héabito noturno e onivoro, o “mandi-chorao”
apresenta o primeiro raio das nadadeiras peitorais e dorsais modificado na
forma de actleo pungente, o qual pode gerar ferimentos dolorosos.

Entre os membros da familia Heptapteridae existem varias espécies
que sao trogldbias, isto é, animal que vive no interior das cavernas ou das
aguas subterraneas, completamente afastado da luz e que, por isso, é
despigmentado e desprovido de o6rgaos de visdo ou os tem os muito
atrofiados e possui 6rgios tacteis muito desenvolvidos (PROUDLOVE, 2001;
TRAJANO 1997). No género Pimelodella existem atualmente duas espécies
troglébias descritas: P. kronei (RIBEIRO 1907) encontrada em afluentes do
rio Ribeira, em Iporanga sudeste do Brasil e P. spelaea (TRAJANO et al,
2004), encontrada em um afluente do Rio Sdo Bernardo dentro da caverna
Sao Bernardo na bacia do Tocantins superior. P.vittata é encontrada em
corrego da bacia do Rio das Velhas, Bacia do Sao Francisco, no interior da
Gruta Morena e acredita-se ser uma espécie trogléfila, ou seja, capaz de

estabelecer populacoes auto-sustentadas, tanto em habitats epigeos como
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subterraneos (TRAJANO et al. 2009). O potencial para colonizar ambiente
subterraneo em Heptapteridae ¢é associado a sua dieta carnivora
generalizada e habito noturno (TRAJANO, 2001). Existem véarias
caracteristicas (troglomorfismos) relacionados com a vida restrita ao habitat
subterraneo perpetuamente escuro, como a reducdo ou auséncia total de
olhos e / ou pigmentacio (TRAJANO, 2004).

Alguns pesquisadores buscam abordagens alternativas para
solucionar o problema das limitacées inerentes a identificacdo de algumas
espécies com base somente na morfologia. Bartlett & Davidson (1991) foram
os primeiros a usar o sequenciamento de DNA mitocondrial para
1dentificacdo de peixes, mostrando que as sequéncias do citocromo b poderia
discriminar quatro espécies de atum (Zhunnus spp.). Mais recentemente,
pesquisadores da Universidade de Guelph (Onté4rio, Canad4) propusessem a
criacao de um sistema diagnoéstico universal através da analise de um
pequeno segmento de 650 pb do genoma mitocondrial, e que representa uma
abordagem extremamente promissora para o diagnostico da diversidade
biologica. Esse marcador foi denominado DNA barcode ou cédigo de barras
de DNA (HERBERT et al, 2003).

A criacao de um banco de sequéncias do DNA barcode para todas as
espécies existentes, utilizando amostras depositadas em museus ou outras
instituicoes e previamente 1dentificadas por taxonomistas
(RATNASINGHAM & HERBERT, 2007) faz parte desta iniciativa. Esse
banco de dados, denominado BOLD (7he DNA Barcode of Life Data System)
permite associar alguns dados as amostras como: fotos do espécime
testemunho, informacoes de campo, como pontos de coleta, coletor e data da
coleta; numero do espécime e instituicio na qual esse material foi
depositado; dados taxonomicos e informacées moleculares, como
amplificacdo e no sequenciamento (RATNASINGHAM & HERBERT, 2007).

O uso do DNA barcode tem apresentado alta taxa de sucesso na
identificacdo rapida de espécies de diversos grupos de artrépodes, aves,
peixes e anfibios (HERBERT et al., 2003, 2004; KERR et al., 2007; WARD et
al., 2005; SMITH et al., 2008a). Isso porque a taxa de evolucio molecular do
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gene COI permite distinguir espécies proximas e também grupos
filogeograficos dentro de uma mesma espécie (HERBERT et al., 2003, 2004b;
KERR et al., 2007; WARD et al., 2005). Segundo Hebert et al. (2003), os
beneficios esperados com a utilizacao do DNA barcode sao a identificacao de
espécies cripticas, o descobrimento de novas espécies, possibilidade de
identificacdo de formas juvenis e adultas de uma mesma espécie e a
1dentificacdo de espécies a partir de fragmentos de material biolégico.

A necessidade de ferramentas abrangentes e confiaveis de
identificacdo de espécies combinadas com sucesso do DNA bparcode em
peixes (SAVOLAINEN et al, 2005;. WARD et al., 2005) promoveu a criacio
do FISH-BOL (“The Fish Barcode of Life Initiative”, http://www.fishbol.org).
Os dados de cédigo de barras estdo atualmente sendo incorporados em
diversos subprojetos do projeto “Arvore da Vida” (MADDISON & SCHULZ,
2006).

Um exemplo recente da utilizacdo do DNA barcode em inventarios de
biodiversidade foi a identificagdo de peixes teledsteos e cartilaginosos
provenientes dos mares australianos. Nesse estudo conclui-se que o DNA
barcode pode ser usado com confianca nesses peixes (WARD et al., 2005). O
DNA barcode permitiu a identificacdo correta de 388 espécies de peixes de
diferentes ordens (WARD & HOLMES, 2007), e pode também contribuir na
biologia da conservacado, que visa a preservacio e ao gerenciamento da
biodiversidade global (ARMSTRONG & BALL, 2005; RUBINOFF, 2006).

O principal objetivo deste estudo é testar a adequacdo do uso de
codigo de barras na identificacdo das espécies no género Pimelodella, usando

0os métodos tradicionais de distancia e de analise baseada em caracteres.

Materiais e métodos:

Foram utilizadas amostras de tecido pertencentes a 135 espécimes do
género Pimelodella provenientes de rios pertencentes as principais bacias
hidrograficas do Estado de Sao Paulo. Como grupos externos foram

incluidos: Imparfinis minutus (Heptapteridae), Microglanis cottoides
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(Pseudopimelodidae), Acentronichthys leptos (Heptapteridae) e Rhamdia
quelen (Heptapteridae). A amostras em sua maioria foram coletadas pelo
grupo do Laboratério de Ictiogenética da USP (LIUSP), entretanto, algumas
amostras foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Claudio Oliveira. Os
exemplares utilizados no trabalho estdo depositados na cole¢do do
Laboratério de Ictiologia de Ribeirdo Preto (LIRP), Departamento de
Biologia da FFCLRP-USP. Na tabela 2.1 estao relacionadas as espécies
identificadas tentativamente com base em caracteres morfolégicos e os locais

de coleta.

Tabela 2.1: Espécies identificadas e informacgoes sobre os pontos de coleta e
n° de tombo.

Espécie Localidade Bacia GPS N°de N° Tombo
Hidrografica individuos
Pimelodella gracilis Araras - SP Parana 22°22,994” 08 LIRP
47°25,825” 8141
Pimelodella gracilis Pilar do Sul - Parana 23°48,800” 04 LIRP
SP 47°42,500” 8149
Pimelodella gracilis Sao Miguel Parana 23°547690” 08 LIRP
Arcanjo — SP 47°57,649” 8151 e
(dois lotes) 8152
Pimelodella gracilis Botucatu - SP Parana 22°52,081” 04 LIRP
48°22,270” 8146
Pimelodella lateristriga Serra D’dgua Atlantico- 22°53,491” 04 LIRP
-RJ leste 44°16,7727 8142
Pimelodella spelaea Sio Domingos Tocantins 13°49, 07 LIRP
- GO 46°21, 8160
Gruta
Pimelodella laurenti Cordirburgo — Sao 19°07,296” 07 LIRP
MG Francisco 44°21,124” 8153
Pimelodella gracilis Mariapolis - Parana 20°30,607” 05 LIRP
SP 51°18,481" 8150
Pimelodella gracilis Cardoso - SP Parana 20°04,905” 04 LIRP
49°55,373” 8144
Pimelodella garcilis Colina-SP Parana 20°44,635” 04 LIRP
48°34,334” 8143
Pimelodella gracilis Guapiara-SP Parana 24°01,337” 05 LIRP
48°34,262” 8145
Pimelodella gracilis Pirassununga- Parana 21°55,558” 08 LIRP
SP 47°22,195” 8147 e
8148
Pimelodella gracilis Salesépolis-SP Parana 23°31,465” 05 Lote 1059
45°47,510”
Pimelodella australis Pelotas-RS Atlantico- 31°28,463” 05 Lote 3365
Sudeste 52°12,469”
Pimelodella mucosa Cuiaba-MT Parana 15°21,20” 03 Lote 3963
56°06,54”
Pimelodella gracilis Marapoama- Parané 21°11,35” 03 Lote 4704
SP 49°07,22”
Pimelodella sp Sao Gabriel Amazénica  00°04,665” 05 Lote 6942
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Figura 2.1: Pontos de coleta marcados no mapa do Brasil. Fonte: Quantum

GIS 1.6.0-Capiapo.

28



Extracido de DNA, amplificacdo e sequenciamento

O DNA total dos espécimes foi extraido a partir de porcées de tecido
do figado, musculo, coracao e/ou nadadeiras fixados em alcool 96% de acordo
com o protocolo descrito por Aljanabi & Martinez (1997). Devido a
quantidade e qualidade do DNA obtido das nadadeiras, estas utilizadas
preferencialmente.

Foram sequenciadas pelo menos trés amostras de cada ponto de
coleta. Apéds as extracoes os DNAs foram quantificados em espectrofotometro
(U-2000 Spectrophotometer HITACHI) e diluidos numa concentracdo final
de 50 ng/uL. Essas dilui¢oes foram utilizadas nas reagoes de amplificacdo do
gene mitocondrial citocromo oxidase I (COI). Os primers utilizados para a
amplificacio gene COI do genoma mitocondrial foi COXI-F2 5'-
TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3' e COXI-R2 5'-
ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3' (WARD et al., 2005).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em termociclador
Matercycler Gradient Eppendorf, em volume total de 25 plL, contendo: 50 ng
de DNA; 1X tampao da Polimerase contendo KCl e (NH4)2SO4, 1,5 mM de
MgCls; 2,5 pmol de cada primer; 2,5 mM de dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP); 0,1 U Taq DNA Polymerase (Fermentas). As condicdes utilizadas
foram 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 92°C por 1 minuto; 56°C por
1 minuto; 72°C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensao final a 72°C por
10 minutos.

Depois do término do programa, foi realizada eletroforese em gel de
agarose 1% para confirmar a amplificacdo e determinar se os tamanhos dos
fragmentos obtidos correspondiam ao tamanho esperado. Os produtos PCR
foram purificados com o auxilio do “ChargeSwitch® PCR Clean-Up Kit”
(Invitrogen), seguindo-se as instrucdes do fabricante. Depois de purificado,
o DNA foi submetido a uma segunda corrida eletroforética para
quantificacgao

Em seguida, foi realizada a reacao de sequenciamento utilizando-se o
kit “BigDye Sequence Terminator v.3.1” (Applied Biosystems). As reacoes
continham: 15 ng de DNA (produto purificado); 1X Sequencing Buffer; 0,5
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pmol de cada primer; 1 pL. BigDye® Terminator v3.1. As condigdes foram as
seguintes: 25 ciclos a 96°C por 30 segundos; 15 segundos a 50°C; 4 minutos a
60°C. A seguir os produtos foram precipitados utilizando-se acetato de sédio
seguindo protocolo sugerido pelo fabricante (Applied Biosystems).

As sequéncias foram visualizadas em sequenciador (modelo ABI
PRISM 3100 GeneticAnalyzer da Applied Biosystems/fabricado pela
HITACHI) do Instituto de Quimica-USP. As sequéncias obtidas foram

verificadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se o

programa ‘Blastn’, para confirmacdo da similaridade com as sequéncias
mitocondriais de outros organismos. A montagem dos contigs e a inspecao
visual das sequéncias foram feitas com auxilio do programa Sequencher 4.7
(Gene Codes, Ann Arbor, MI, USA).). As sequéncias foram alinhadas usando
o programa Clustal (Larkin et al. 2007).

Diversidade genética e analise filogenética:

Neste estudo o codigo de barras de DNA foi utilizado no processo de
identificacdo das espécies. Para este fim, foram usadas duas abordagens: a
mais tradicional baseada em dados de distancia genética e uma analise
baseada em caracteres.

As anélises baseadas em distancia, Neighbor Joining (NJ) usando
Kimura Dois Parametros (K2P) (KIMURA, 1980), foram realizadas usando
PAUP#*4.0 (SWOFFORD, 2000). Para a an&lise baseada em caracteres, foi
empregado o algoritmo CAOS com o aplicativo P-Gnome, desenvolvido por
Rach et al. (2008), que nos permitiu identificar uma combinacio Unica de
caracteres diagnésticos puros para grupo definido a priori com base em
caracteres de morfologia externa e dados de sua distribuicdo. Para essa
analise, a arvore resultante da analise de NJ e arquivo NEXUS
correspondente foram salvos como um Unico arquivo no programa
MacClade4 v. 4.06 (MADDISON & MADDISON, 1992). Os nés
correspondentes a agrupamentos especificos hipotéticos foram colapsados

utilizando a ferramenta “collapse clade”. A seguir o aplicativo P-Gnome foi
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utilizado para buscar atributos caracteristicos (CA) de cada clado, isso é,
carater diagnodstico encontrados em um clado, mas ndo nos outros
descendentes do mesmo né. Os nés (agrupamentos) relevantes para este
estudo foram selecionados visualmente; a seguir foi produzido um arquivo
contendo todos os CAs puros e privados para cada grupo dentro do género.
Pimelodella e entre os trés outros géneros de Heptapteridae examinados

Rhamdia, Imparfinis e Acentronichthys.

Resultados e discusséo:

Sequéncias parciais da extremidade 5’ do gene CoxI foram obtidas de
135 espécimes putativamente pertencentes a nove espécies de Pimelodella.
O uso dos primers universais (FishF2 - FishR2) foi apropriado ndo tendo
sido detectadas diferencas na amplificacio nem a ocorréncia de bandas
multiplas. A maioria das mutagées resultou em substituicoes sinénimas,
entretanto sete resultaram em mudancas de aminoacido: AA 5: Triptofano
para arginina; AA 8: metionina para lisina; AA 9: isoleucina para valina;
AA13: leucina para prolina; AA 27: leucina para fenilalanina; AA 63: valina

para isoleucina, AA 168: isoleucina para treonina.

Estrutura da arvore e distancias genéticas intraespecificas

A Figura 2.2 mostra a arvore de Neighbor Joining evidenciando o
agrupamento de espécies de Pimelodella e, em alguns casos, a organizacao

geografica.
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— 0.005 substitutionsssite

Figura 2.2: Arvore Filogenética construida a partir do sequenciamento do
gene mitocondrial Citocromo Oxidase I. Em verde e laranja, as amostras da
Bacia dos Rios Costeiros; em rosa, azul, azul escuro, cinza, azul claro e
salmio as amostras da Bacia do Parana; em ocre as amostras da Bacia do
Atlantico Sudeste; em roxo as amostras da Bacia do Sao Francisco e em
verde claro as amostras da Bacia do Amazonas.
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Dos 135 espécimes morfologicamente identificados neste estudo, 74
pertencem a cinco espécies de Pimelodella: P. australis, P. cf gracilis, P.
vitatta, P. speleae e P. sp foram corretamente designados com auxilio do
codigo de barras.

Os 10 espécimes identificados morfologicamente como P. lateristriga
foram divididos em dois grupos (tabela 2.3), incluindo um de Macaé e outro
de Campos de Goytacazes de rios costeiros do Rio de Janeiro. A divergéncia
K2P média dentro de cada grupo variou de 0% em Campos de Goytacazes
para 0,16% em Macaé, a divergéncia entre esses dois grupos ¢é de 0,9%. P.
kronei, P. transitoria e P. lateristriga (Morretes e Serra D’Agua) foram
agrupados e sdo indistinguiveis, por meio da divergéncia genética (0,49%).

Apesar de os 57 individuos atualmente atribuidos a Pimelodella
gracilis provenientes de varios rios da bacia do Alto Parana terem formado
um grupo coeso, quatro subgrupos foram evidentes. Dezenove amostras de
Cardoso, Colina, Araras, Pirassununga formaram um subgrupo. As 13
amostras coletadas em Botucatu, Marapoama, Pirassununga e Bela Vista de
Goias formam o segundo subgrupo e, o terceiro, é composto por 20
individuos de Guapiara, Sdo Miguel Arcanjo e Pilar do Sul. Cinco espécimes
de Sales6polis compoem o quarto subgrupo. A divergéncia K2P média dentro
deste grupo de Pimelodella sp foi de 0,69%.

Quatro outros espécimes também identificadas como Pimelodella
gracilis provenientes de Mariapolis demonstraram ser geneticamente mais
proximos a P. vitatta do que a outras Pimelodella gracilis. A divergéncia
K2P média entre os dois clados de Pimelodella gracilis, o primeiro composto
pelos quatro subgrupos e aquele proveniente de Mariapolis, foi de 2,01%.

Os oito exemplares identificados, com base na morfologia, como 2.
mucosa provenientes de rios de Aquidauana e Cuiabd, formaram dois
subgrupos, com 10,77%, uma média de distancia entre eles.

A divergéncia de seqiiéncia média encontrada entre espécies de
Pimelodella (8,98%) é cerca de 20 vezes maior do que entre individuos da
mesma espécie (0,46%). Por exemplo, a distancia intra-especifica variou de

0,0% em P. speleae, P. mucosa e P. gracilis a 0,86% em P. australis. Quando
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comparadas, as distancias genéticas médias, entre os quatro géneros de
Heptapteridae, variaram de 17,06% entre Imparfinis e Acentronichthys a
20,19% entre Rhamdia e Acentronichthys. Entre Pimelodella e os outros trés
géneros de Heptapteridae, a distancia media foi de 19,66%. O grafico
apresentado na figura 2.3 mostra que nao ha sobreposi¢cdo dos valores de
distancia intra- e interespecificos indicando que o cédigo de barras de DNA ¢é

um marcador informativo na identificacdo de espécies.

20

18 1

16 1

14 A

12 4

Intra-especifica Interespecifica

10 1

Frequéncia

0 T T T T T T
0 0,16 0,26 0,49 0,69 0,8 1,16 2,76 3,22 4,03 554 6,6 7,18 842 97 10 11,33

Distancia Kimura-2-parametros

Figura 2.3: Distribuicao dos valores de distancia intra e interespecifica das
espécies estudadas de Pimelodella.
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A B C D E G H I Jd L M N
A 0,021 - - - - - - - - - -
B 0,08 0
C 0,061 0,044 -
D 1,317 0,909 0,85 -
E 0,539 0,439 0421 0,363 0,0144
G 0,565 0,461 0,427 0,455 0,0478
H 0,5095 0,451 0,859 0,444 0,046 0,059 -
1 0,926 0,727 0,691 0,608 0,167 0,188 0,222 - -
) 0,53 0,682 0,463 0,495 0,078 0,104 0,139 0,236 0,015
L 1,272 0,591 0,521 10,3695 0,116 0,169 0,164 0,273 0,187
M 0,767 0,72 0,727 0,655 0,225 0,294 0,254 0,489 0,162 0,316 -
N 0,792 0,69 0,755 1,022 0,401 0,354 0,491 0,564 0,492 0,538 0,705 0,021
0] 0,64 0,544 0,485 0,535 0,272 0,349 0,354 0,337 0,405 0,334 0,578 0,39

Tabela 2.2: Distancias genéticas Kimura
género Pimelodella. A: P. lateristriga (Campos dos Goytacazes-RJ e Macaé-
RJ); B: P. lateristriga (Serra D’agua-RJ); C: P. kronei e P. transitoria; D: P.
australis; E: P. gracilis (Botucatu-SP, Pirassununga-SP e Marapoama-SP);
G: P, gracilis (Guapiara-SP, Sao Miguel Arcanjo-SP e Pilar do Sul-SP); H: P,

gracilis (Salesépolis-SP); I: P. vitatta; J: P. gracilis (Maridpiolis-SP); L: P

2 Parametros entre

espécies do

spelaea; M: P. mucosa (Aquidauana-MS); N: P. mucosa (Cuiaba-MT); O: P.
sp nova (Sao Gabriel da Cachoeira-AM)
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Para as 135 sequéncias, a composicao média das bases nitrogenadas
adenina (A), timina (T), citosina (C) e guanina (G) do DNA barcode foi de
25,4%, 28,7%, 27,7% e 18,1% respectivamente. Esses valores estao de acordo

com os valores encontrados para genes mitocondriais para o DNA barcode de

outros animais (TAVARES et al. 2006; WARD et al., 2007).

Analise baseada em caracteres:

A Tabela 2.3 mostra os estados de caracteres de 64 posicoes de

nucleotideos do gene Cox1 para nove espécies de Pimelodella.
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Tabela 2.3: Estados de caracteres de 64 posicées de nucleotideos do gene

Cox1 para nove espécies de Pimelodella.
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Cinco, das nove espécies tentativamente identificadas, P. australis, P.
gracilis, P. speleae, P.vitatta e P. gracilis 2, revelaram uma combinacio

Unica de caracteres nas 61 posi¢oes com pelo menos quatro CAs cada. Outra
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espécie de Pimelodella ainda néo identificada, aqui denominada Pimelodella
sp, de Sao Gabriel da Cachoeira na bacia do Amazonas, foi diagnosticada por
sete nucleotideos. As oito amostras previamente identificadas
morfologicamente como P. mucosa foram subdivididas em dois grupos: P.
mucosal foi1 diagnosticado por seis CAs e P. mucosa2 por 11. O primeiro
grupo é composto por amostras do rio Aquidauana, enquanto o segundo por
trés amostras do rio Cuiaba e uma do Rio Aquidauana. Neste caso especifico
de P. mucosa tanto os dados de distancia como na andalise baseada em
caracteres sugerem que nos rios Cuilaba e Aquidauana existam duas
espécies de Pimelodella. Esses resultados, entretanto deverdao ser
investigados com outros caracteres morfolégicos por um taxonomista.

Dos 135 espécimes de Pimelodella analisados neste estudo, 61 foram
identificados morfologicamente como Pimelodella gracilis e, como foram
coletadas em 12 diferentes localidades na bacia do Alto Parana, permitiram
testar a utilidade do uso do cddigo de barras de DNA baseado em caracteres
para identificacdo de populacbes da mesma espécie. Esses exemplares de
Pimelodella foram agrupados em dois grandes grupos distintos. O grupo
maior, composto por 57 individuos coletados, fo1 dividido em quatro
subgrupos Pg1, Pg2, Pg3 e Pg4 (Tabela 2.3), o grupo menor (Pg5) é composto
por quatro individuos do Rio do Peixe, Mariapolis, SP. Foi possivel detectar
caracteres diagndsticos para os quatro subgrupos (Tabela 2.3). Pg2 foi
diagnosticada por trés nucleotideos (posicoes 123, 291 e 342); Pg3 diferiu em
relacdo aos outros subgrupos também por trés nucleotideos (posicdes 258,
282 e 405). Pg4 pode ser distinguido de outras populacdes por meio de dois
CAs nas posicoes 69 e 537 e Pghb apresentou seis CAs em posicoes de
nucleotideos 84, 339, 363, 418. Pgl e Pg2 foram diagnosticados através de
um nucleotideo (450).

Entre P. lateristriga, P. kroner e P. transitoria apenas um carater
diagnéstico foi encontrado (Tabela 2.3, a posicio 418 A, C, G,
respectivamente). Quando consideramos apenas P. kronei e P. transitoria
este ndo é um resultado surpreendente, uma vez que se acredita que P.

transitoria seja o ancestral epigeo de P. kronei (TRAJANO 1987, 2007), mas

42



a inclusao de P. lateristrigca neste grupo ainda precisa ser melhor
investigada utilizando novos caracteres morfolégicos. Entretanto, quando
consideramos as trés espécies como um grupo, foram encontrados 16
caracteres diagnoésticos, o que reforca a ideia de que P. lateristiga, kroner e
transitoria possam ser um complexo de espécies.

P. kroner e P. transitoria foram descritas por Ribeiro, em 1907 e,
inicialmente, alocadas em dois géneros diferentes, 7Typhlobagrus kronei e
Pimelodella transitoria. A principal diferenca entre eles é a reducido ou
auséncia de pigmentacdo e de olhos em kronei Eigenmann (1917) em sua
revisdo do género Pimelodella reconheceu a estreita relagdo entre os dois
géneros e Pavan (1946) foi o primeiro a usar o nome Pimelodella kroner.

Trajano e Britski (1992) em um estudo mais detalhado observaram
um espinho na nadadeira dorsal menor em P. kronei. No entanto, a reducao
desse espinho, que geralmente é utilizado como um mecanismo de defesa
contra predadores, pode ser analoga a reducao da pigmentacao e dos olhos,
pols nao existem, em cavernas, predadores para este peixe em cavernas. O
fato de que: 1. ha uma variacdo continua do tamanho, pigmentacdo e
tamanho dos olhos, 2. ndo haver diferencas morfologicas significativas
quando essas duas espécies sao comparadas e, 3. ocorréncia de suposta
hibridacdo natural, uma vez que as duas espécies sao simpatricas levou
Trajano (1987 e 2007) a considerar a possibilidade de elas serem populacdes
da mesma espécie. Um estudo citogenético indicando nimero e férmulas
cromossomicas idénticas, padrao e localizacdo de bandas C similares
corrobora os dados morfolégicos a respeito da estreita relacdo e até mesmo
co-especificidade entre os bagres epigeos e de caverna (ALMEIDA-TOLEDO
et al., 1992).

Analise morfoldgica:
E nitida a necessidade de uma revisao taxonomica no grupo. Diversas

descricées se sobrepéem, e ha incongruéncia nas informacoes, como por
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exemplo, se o filamento presente em algumas espécies poder ser uma
caracteristica ligada ao sexo ou nao.

Para a analise morfolégica, todo o material obtido foi comparado com
dados existentes na literatura. Ha poucas informacoes que elucidem as
questoes existentes na sistematica de Pimelodella.

Dados numéricos foram transcritos na forma de tabelas para facilitar
a analise, enquanto as ilustracées foram comparadas com as ja existentes na

literatura para a analise das estruturas.

Identificacio das espécies de Pimelodella

Para a melhor delimitacdo das espécies, foram feitas medigoes de
morfometria, as quais foram comparadas com os dados obtidos na literatura
sobre o género. Para a comparacao entre espécies semelhantes, as medigées
de cada espécie foram comparadas com a sua semelhante, através de uma
andlise de regressdo linear dos valores obtidos dois a dois (comprimento
padrao ou comprimento da cabeca versus algum parametro muito utilizado
na literatura descritiva das espécies). As comparacdes foram feitas com base
nas seguintes medidas:

- Distancia interorbital x Comprimento da cabeca

- Diametro orbital x Comprimento da cabeca

- Comprimento da nadadeira adiposa x Comprimento padrao
- Comprimento pré-anal x Comprimento padrao

- Comprimento pré-pélvico x Comprimento padrao

As figuras correspondentes aos graficos, bem como as tabelas de
morfometria com as medidas minima, maxima e média encontradas por
espécie, além do desvio padrdo e o numero de individuos observados se

encontram anexo.

Material examinado:

Foram examinados exemplares das seguintes espécies:
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» 56 exemplares de P. Jateristriga examinados, sendo 5 exemplares medidos.
P. lateristriga: LBP 3660, (Rio Passa Sete, Morretes, Estado do Parana,
Brasil),2 ex.; LBP 3475, (Afluente Rio Aduelas, Macaé, Estado do Rio de
Janeiro, Brasil),7 ex.; LBP 3463, (Afluente Cérrego Juvéncio, Campo dos
Goyatacazes, Estado do Rio de Janeiro, Brasil),5 ex.; LIRP 7243, (Trecho
encachoeirado do Rio Itabapoana localizado no final do reservatério da UHE
Rosal, Bom Jesus do Itabapoana, Estado do Rio de Janeiro, Brasil),16 ex.;
LIRP 7248, (Rio Itabapoana localizado a 500 m no final do reservatério da
UHE Rosal, conhecido como "Poco Morto", Bom Jesus do Itabapoana, Estado
do Rio de Janeiro, Brasil),3 ex.; LIRP 6839, (Rio Itabapoana, Mimoso do Sul,
Estado do Espirito Santo, Brasil),3 ex.; LIRP 7039, (Rio Itabapoana, trecho
de vazao reduzida e encachoeirado, na jusante do eixo da barragem da UHE
Rosal, Guacui, Estado do Espirito Santo, Brasil),1 ex.; LIRP 273, (Rio Santo
Antonio: Rio Santo Antonio, afluente do Rio Doce. B. Parand, Joanésia,
Estado de Minas Gerais, Brasil),1 ex.; LIRP 959, (Curso inferior do Rio
Inderé. B. Cost. Atlantico, Ubatuba, Estado de Sdo Paulo , Brasil),3 ex.;
LIRP 8142, (Rio que corta a estrada RJ155 na altura do municipio de Frade,
Rio de Janeiro, Estado do Rio de Janeiro, Brasil),15 ex.

Espécie encontrada apenas em areas de drenagem costeira. Apresenta
um espinho peitoral portador de diversos denticulos grandes, ocupando
aproximadamente % do espinho (vide EIGENMANN, 1917, plate XXXV;
GUAZZELLI, 1997, p 102). A adiposa em geral é mais curta (média de 29%
CP), entretanto, se compararmos com os dados obtidos em P. gracilis, ndo
foram encontradas diferencas significativas tanto nesta como em nenhuma
das outras medidas tradicionalmente usadas na identificacdo do género.
Desta forma, apenas o espinho peitoral e a localidade apresentam caracteres
informativos para a diagnose da espécie. Dados de morfometria podem ser

encontrados na Tabela 2.4.

» 45 exemplares de P. australis examinados, sendo 5 exemplares medidos.
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P. australis: LBP 3365, (Arroio dos Corrientes, Pelotas, Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil),28 ex; LIRP 424, (Arroio das Pedras. B. Parani,
Osoério, Estado do Rio Grande do Sul, Brasil),17 ex.

De facil identificagdo, a espécie é encontrada na bacia do rio Uruguai
e em drenagens costeiras de Tubardo, em Santa Catarina, até os lagos do
Rio Grande do Sul (BOCKMANN & GUAZZELLI, 2003). Apresenta uma
pigmentacao caracteristica, sendo que da regido posterior a placa pré-dorsal
partem duas faixas escuras, estreitas, que contornam a base da nadadeira
dorsal, além de uma mancha de coloracdo escura, em forma de sela, entre as
nadadeiras dorsal e adiposa, esta apresentando duas faixas escuras
contornando-a, semelhante ao ocorrido na nadadeira dorsal (GUAZZELLI,

1997). Outros dados de morfometria podem ser encontrados na Tabela 2.5.

» 8 exemplares de P. transitoria examinados, sendo 8 exemplares medidos.
P. transitoria: LIRP 1033, (PETAR, Iporanga, Estado de Sdo Paulo, Brasil),2
ex.; LIRP 1047, (Rio Betari - PETAR, Estado de Sdo Paulo, Brasil),1 ex.;
LIRP 1036, (Rio Betari - PETAR, Estado de Sao Paulo, Brasil),5 ex.

Espécie descrita do Vale do Ribeira, em Sao Paulo. Apresenta grande
semelhanca com P. Jateristriga (EIGENMANN, 1917), sendo separada desta
quase que apenas devido a localidade. Dados de morfometria em anexo
(Figura 2.4 e Tabela 2.6) corroboram a hipétese de que talvez P. transitoria
e P. lateristriga sao dificilmente diferenciaveis morfologicamente. Um dos
graficos apresentados na figura 2.4 mostra a Unica medida que apresentou
diferenca significativa para as duas espécies (didmetro orbital x
comprimento da cabeca). O espinho peitoral pode apresentar ligeira
diferenca entre as espécies, sendo que em P. transitoria os dentes presentes
no espinho ocupam pouco mais de metade deste, sendo também, geralmente,
menores, em comparacdo com o tamanho total do espinho. O espinho
peitoral de P. lateristriga geralmente apresenta sua extremidade distal mais
retilinea, com o 4pice ligeiramente voltado anteriormente (GUAZZELLI,

1997, p 102), enquanto o espinho peitoral de P. transitoria nio apresenta tal
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conformacdo, tendo seu 4pice ndo voltado anteriormente (GUAZZELLI,

1997, p 87).

» Nao tinhamos exemplares de P. kronei para examinar e medir.

Também descrita do Vale do Ribeira, facilmente identificavel pela reducgao
parcial ou total dos olhos (TRAJANO, 1996), além de apresentar no geral
uma coloracao mais clara. Entretanto, demais caracteristicas sao bastante
similares as encontradas em P. transitoria, com a qual existe em simpatria.
Guazzelli (1997) afirma que a distancia dorsal-adiposa pode diferenciar P,
kroner de P. transitoria e P. lateristriga, entretanto, encontramos certa
sobreposicao nas medi¢coes quando observamos o grafico de Distancia dorsal-
adiposa x Comprimento padrao da Figura 3, o qual abrange as trés espécies
acima mencionadas. Demais graficos pertinentes (comprimento da
nadadeira adiposa, pré-anal e pré-pélvico, versus comprimento padrio) sio
apresentados também na Figura 2.5, demonstrando a pequena diferenca
morfométrica apresentada entre P. kronei e P. transitoria. Outros dados de

morfometria podem ser encontrados na Tabela 2.7.

» 8 exemplares de P. avanhandavae examinados, sendo 8 exemplares
medidos.

P. avanhandavae: LBP 7265, (Rio Arapuca, Bela Vista de Goias, Estado de
Goiés, Brasil),8 ex.; LIRP 7162, (Rio Paranaiba, ao lado da ponte da BR 365
MG/GO. Jusante da UHE Sao Simao. Agua bastante agitada, Sao Simao,
Estado de Goids, Brasil),1 ex.; LIRP 7167, (Rio Meia Ponte, afluente do Rio
Paranaiba, UHE Sao Simao. Agua com correnteza moderada, Cachoeira
Dourada, Estado de Goids, Brasil),1 ex.; LIRP 7348, (Rio Araguari,
imediatamente a jusante da barragem da UHE Miranda, Uberlandia,

Estado de Minas Gerais, Brasil),1 ex.; LIRP 6682, (Rio Araguari,
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imediatamente a jusante da barragem da UHE Miranda, Uberlandia,
Estado de Minas Gerais, Brasil),1 ex.; LIRP 6538, (Rio Paranaiba. UHE
Emborcacao, imediatamente a jusante do barramento, na saida do
vertedouro e 1? curva, Araquari, Estado de Minas Gerais, Brasil),1 ex.; LIRP
6955, (Rio Paranaiba, ao lado da ponte da BR 365 MG/GO. Jusante da UHE
Sao Simao. Agua bastante agitada, Sdo Simio, Estado de Goids, Brasil),1
ex.; LIRP 6835, (Rio Paranaiba, ao lado da ponte da BR 365 MG/GO.
Jusante da UHE Sao Simao. Agua bastante agitada, Sao Simao, Estado de
Goiéas, Brasil),1 ex.; MZUSP 22829, (Rio Paran4, em frente a Jupid, Estado
do Mato Grosso do Sul, Brasil).

Compreende parte dos lotes examinados pertencentes ao Alto Parana
e Paranaiba. Todos os espécimes observados apresentam faixa dorsal
caracteristica (vide plate XXIX em Eigenmann, 1917), que se estende por
praticamente toda a extensdo dorsal do corpo, do final da cabeca até o final
da adiposa, de ambos os lados das nadadeiras dorsal e adiposa. Dentre os
dados de morfometria, aquele que se apresentou de maior validade na
delimitacao da espécie e sua separacao de P. avanhanvavae e P. gracilis foi o
tamanho da nadadeira adiposa, maior em P. avanhandavae. Entretanto, o
tamanho da adiposa se mostrou de maior influéncia na separacao de P.
avanhandavae de todas as outras espécies de Pimelodella observadas (em
média, 40% do CP), exceto P. mucosa (entre 40% e 49% do CP) e P. sp.n.
amazonica (inico exemplar, 39,6%), ambas de localidades muito distantes
de P. avanhandavae, e que também apresentam outras caracteristicas
distintivas. Outros dados de morfometria podem ser encontrados na Tabela

2.8.

» 11 exemplares de P. Jaurenti examinados, sendo 5 exemplares medidos.

P. laurenti: LIRP 4258, (Rio Paraopeba, Faz. Tamandu4, Felixlandia,
Estado de Minas Gerais, Brasil),2 ex.; LIRP 4859, (Cérrego Corrente, na
Fazenda do Corrente, ca. de 70km NO de Jequitai, Estacdao 9, Jequitai,
Estado de Minas Gerais, Brasil),3 ex.; LIRP 4876, (Rio Embaiassaia,

afluente da margem esquerda do Rio Jequitai, Estacdo 5, Francisco
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Dumond, Estado de Minas Gerais, Brasil),1 ex.; LIRP 8153, (Rios epigeos da
regido de Cordisburgo, Cordisburgo, Estado de Minas Gerais, Brasil), 5 ex.

Apesar de nao termos examinado exemplares de P. vittata, segundo os
trabalhos que apresentam descricio das duas espécies, ambas sao
facilmente separadas (EIGENMANN, 1917; BRISTKI et al, 1984). Tanto a
morfometria quanto outras caracteristicas observadas corroboram a
identificacio dos exemplares que observamos como P. Jaurenti (inclusive o
exemplar MZUSP 63459, que estava identificada como P. vittata)

Apesar de termos medido apenas cinco exemplares de P. laurenti,
estes apresentam barbilhdo maxilar no geral mais longo que o encontrado
em P. lateristriga, a outra espécie com registro na Bacia do Sao Francisco
além de P. vittata (66% a 82% do CP em P. Jaurenti X 33% a 69% em P.
lateristriga). P. laurenti também apresenta em média o corpo mais alto
(média de 19% do CP X média de 16% do CP para P. Iateristriga).
Entretanto, as outras caracteristicas observadas em P. Jaurenti nao
apresentam diferenca significativa de P. lateristriga. Outros dados de

morfometria sdo apresentados na Tabela 2.9.

» 279 exemplares de P. gracilis examinados, sendo 117 exemplares medidos.

P. graciliss LBP 1059, (Rio Paraitinga, Salesépolis, Estado de Sao Paulo,
Brasil),18 ex.; LBP 4704, (Ribeirdo Cubatio, Marapoama, Estado de Sio
Paulo, Brasil),1 ex.; LIRP 1625, (Cérrego Sao Carlos, P. E. Morro do Diabo.
Trecho Jusante. Bacia do Paran4, Teodoro Sampaio, Estado de Sao Paulo ,
Brasil),1 ex.; LIRP 1697, (Cérego Sta Clara, Faz. Rancho Zinco e Cristo Rei,
subbacia P. Paranapanema, Paranavai, Estado do Parand , Brasil),1 ex.;
LIRP 156, (Cérrego Barro Branco, préximo a desembocadura no Rio Pardo,
Fz. Santa Carlota, Bacia do Parana, Cajuru, Estado de Sao Paulo , Brasil),3
ex.; LIRP 2926, (Cérrego das Laranjeiras, Faz. Trés Coracdes, sub-bacia do
Turvo-Grande, Olimpia, Estado de Sao Paulo , Brasil),9 ex.; LIRP 101,
(Fazenda Santa Carlota, Ribeirdo sem nome ou Barra Branca: Rio Pardo, B.
Parand, Cajuru, Estado de Sao Paulo , Brasil),4 ex.; LIRP 3893, (Rio das

Mortes, sob primeira ponte na estrada Campo Verde a Chapada dos
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Guimarées, Campo Verde, Estado do Mato Grosso, Brasil),4 ex.; LIRP 3883,
(Rio das Mortes, sob primeira ponte na estrada Campo Verde & Chapada dos
Guimaraes, Campo Verde, Estado do Mato Grosso, Brasil),11 ex.; LIRP 668,
(Rio Pardo, Bacia do Paran4, Brasil),4 ex.; LIRP 3803, (Rio Pardo, Bacia do
Parand, Ribeirdo Preto, Estado de Sdo Paulo , Brasil),2 ex.; LIRP 3175,
(Fazenda Alex, Buri, Estado de Sdao Paulo , Brasil),1 ex.; LIRP 2925,
(Cérrego Poco das Antas, sub-bacia do Alto rio Paranapanema, Angatuba,
Estado de Sao Paulo , Brasil),1 ex.; LIRP 2924, (Cérrego Virado, Faz. Santa
Cecilia, sub-bacia do Alto rio Paranapanema, Cerqueira César, Estado de
Sao Paulo , Brasil),16 ex.; LIRP 3820, (Lagoa do Diogo, lagoa marginal do
rio Mogi-Guact, Reserva Ecol. de Jatai, Luiz Antonio, Estado de Sao Paulo,
Brasil),1 ex.; LIRP 5677, (Cérrego do Sapezal, afluente da margem direita
do ribeirdo do Meio, afluente da margem esquerda do rio Mogi-Guacu, Leme,
Estado de Sao Paulo , Brasil),8 ex.; LIRP 3519, (Cérrego Sdo José ou
Bocaina, sub-bacia do Sapucai-Grande, Guara, Estado de Sao Paulo,
Brasil),4 ex.; LIRP 4541, (Cérrego da Guairuvira, sub-bacia do rio do Peixe,
Pompéia, Estado de Sdao Paulo , Brasil),6 ex.; LIRP 4030, (Afluente direito
do Cérrego Agua Boa, sub-bacia do rio Aguapei, Aracatuba, Estado de Sdo
Paulo , Brasil),16 ex.; LIRP 3175, (Rio Sapucai, ponte na rodovia Candido
Portinari, Batatais e Franca, Estado de Sao Paulo , Brasil),11 ex.; LIRP
3939, (Confluéncia do Rib. do Cervo e do Cérrego do Gato, B. Rio Turvo,
Canarana, Estado do Mato Grosso, Brasil),l ex.; LIRP 6223, (Ribeirdo
Guavira-Rio do Peixe, Pompéia, Estado de Sao Paulo , Brasil),7 ex.; LIRP
206, (Rio Pardo. B. Paran4, Santa Rosa de Viterbo, Estado de Sao Paulo,
Brasil),32 ex.; LIRP 304, (Rio Pardo. B. Paran4, Ribeirdo Preto, Estado de
Sao Paulo , Brasil),9 ex.; LIRP 8146, (Rio Capivara, Botucatu, Estado de Sao
Paulo , Brasil),26 ex.; LIRP 8145, (Rio Sao José, Bairro Avencal, a 28km de
Guapiara, Guapiara, Estado de Sao Paulo , Brasil),5 ex.; LIRP 8150, (Rio do
Peixe, na Fazenda Oswaldinho (porto de areia), Mariapolis, Estado de Sio
Paulo , Brasil),10 ex.; LIRP 8151, (Estrada vicinal Antenor Moreira Silverio,
sentido Ferreirada, Sdo Miguel Arcanjo, Estado de Sao Paulo , Brasil),1 ex.;

LIRP 8143, (Cérrego que passa pelo canavial na Fazenda do Estado, Colina,
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Estado de Sao Paulo, Brasil),2 ex.; LIRP 8144, (Cérrego do Tomaizinho no
trevo de Cardoso, ao lado da Sabesp, Colina, Estado de Sdo Paulo, Brasil),3
ex.; LIRP 8147, (Calha principal do rio Mogi-guact, logo depois da queda da
Cachoeira das Emas, Pirassununga, Estado de Sao Paulo, Brasil),11 ex.;
LIRP 8141, (Rio que corta uma pista de asfalto, 2km apés a saida km167 da
Anhanguera, Estado de Sdo Paulo, Brasil),49 ex.; LIRP 8149, (ponto 03,
Pilar do Sul, Estado de Sao Paulo, Brasil),6 ex.; MZUSP 36345, (Lad4rio,
CODRASA, Corumbé, Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil); MZUSP 4426,
(Rio Cuiabd, Santo Antonio do Leverger, Estado do Mato Grosso, Brasil);
MZUSP 82381, (Rio Parand, Porto Cabral, Estado de Sao Paulo, Brasil);
MZUSP 24382, (Rio Tieté, Penapolis, Estado de Sao Paulo, Brasil); MZUSP
38033, (Rio Paraguai, Morrinhos, Corumbé, Estado do Mato Grosso do Sul,
Brasil).

Apesar de uma amplitude de valores consideravel em quase todas as
medidas, poucas diferencas significativas podem ser extraidas do que se
identificou como P. gracilis. Mesmo a identificacdo dos espécimes sob este
nome deve ser levada com certa cautela.

O que identificamos como P. gracilis foi1 feito com base em literatura
de revisio para espécies do género (eg. MIRANDA RIBEIRO, 1914,
EIGENMANN, 1917; FOWLER, 1941, VAN der STIGCHEL, 1946, 1964;
MEES, 1974; GUAZZELLI, 1997, 2003). Infelizmente, ndo conseguimos a
descricdo original de Valenciennes (1835), nem o material tipo (MNHN
A.9284). Entretanto, Bockmann & Guazzelli (2003) afirmam que a descricio
em Valenciennes se deu com base em uma figura (1835: pl.2, fig 5) e uma
breve descricio em Valenciennes (1847:7).

O que podemos concluir com todo o material analisado é uma grande
dificuldade de delimitacdo para P. gracilis. Mesmo outras espécies
encontradas nas sub-bacias do Parana e que podem ser de alguma forma
delimitada, mostram grande sobreposicido de valores morfométricos (Figura
2.6) e caracteristicas gerais com P. gracilis (eg. P. avanhandavae e P.
boschmai). Isso mnos leva a hipotetizar que pode haver grande

intercruzamento entre as populacoes da bacia do Parana, corroborado pelo
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modo de vida mais vagil, diferente do encontrado na maioria dos
heptapterideos (BOCKMANN, 1998, 2003), e que tal intercruzamento pode
se estender para populacoes de outras bacias, levando a ocorréncia de P.
gracilis em outras bacias. Espécimens semelhantes a P. gracilis foram
encontrados nas bacias do Paraguai e Uruguai (eg. MZUSP 4426 e 36345) e
na bacia do Araguaia-Tocantins (LIRP 3939, 3893 e 3883). Todas essas
bacias apresentam outras espécies além de P. gracilis.

Mees (1974) faz uma anélise detalhada comparativa de P. gracilise P.
cristata. Tais espécies sdo conhecidas no género por provavelmente abrigar
um grande numero de lotes identificados equivocadamente, o que resulta em
registros para ambas que se estendem por quase toda a América do Sul (de
bacias do Orinoco até La Plata). Tais identificacdes equivocadas
provavelmente se devem a trés fatores: os caracteres diagnosticos
apresentam distribuicdo muito ampla pelas espécies do género, sendo
extremamente homoplasticos; tais caracteres mudam consideravelmente
durante a ontogenia do individuo; e caracteres de colorac¢ao sao perdidos com
o tempo, podendo dificultar a conferéncia posterior. E posivel observar tal
fato se compararmos a diagnose para ambas as espécies apresentada por
Eigenmann (1917), na chave de identificacio para o género:

“Lobo inferior caudal muito maior que o superior, lobo superior ndo muito
desenvolvido, lobo inferior frequentemente mais longo; banda lateral,
quando presente, estreita e linear; 13-14 dentes na face posterior da peitoral
em espécimes com 83 mm de comprimento, aproximadamente 20-30 dentes
mais frageis em espécimes grandes, os espinhos mais distais as vezes com
uma base larga e longa borda externa livre; barbilhoes maxilares
alcancando a origem, ou além do fim da adiposa

2. cristata (Miiller & Troschel)”
“Lobo caudal superior normalmente grandemente prolongado, mas subigual
nos jovens, nao muito mais estreito que o lobo inferior; barbilhdo maxilar
sempre se estendendo ao menos apdés a base da anal; banda lateral, se

presente, larga; espinho peitoral um pouco maior ou um pouco menor que o
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espinho dorsal, com um nimero variavel de dentes robustos em mais que
metade da sua margem posterior
4. gracilis (Cuvier & Valenciennes)”

Mees (1974) argumentou que, com base nos exemplares observados, a
variacdo do tamanho do barbilhdo maxilar em P. cristata é consideravel,
podendo até mesmo ultrapassar a nadadeira caudal. Nas nossas observacoes
encontramos uma amplitude grande de tamanho do barbilhdo maxilar,
alcancando desde a metade da nadadeira pélvica até o final da nadadeira
anal.

Quanto ao espinho da peitoral, Eigenmann (1917) apresenta uma
figura com a ilustragao do espinho peitoral de todas as espécies até entdo
conhecidas, e podemos observar certa semelhanca daqueles designados a P.
cristata e P. gracilis (em especial figs. 37 e 40, plate XXXV). Encontramos
também grande semelhanca no espinho peitoral de espécimes assinalados a
P. boschmai, P. meeki, P. avanhandavae e P. gracilis. Em alguns lotes
atribuidos a P. gracilis foi encontrada também variedade na morfologia do
espinho peitoral, mas esse evento nao pode ser quantificado pela existéncia
de uma amplitude das caracteristicas observadas para tal estrutura.

Para a morfologia da nadadeira caudal, encontramos poucos
espécimes que apresentassem o lobo superior grandemente prolongado,
sendo que na maioria dos exemplares esse lobo se apresentava apenas um
pouco mais estreito que o inferior ou mesmo lobos iguais.

As semelhancgas morfologicas entre P. cristata e P. gracilis pode ter
resultado em diversas identificagoes equivocadas. Portanto, Eigenmann
(1917) delimita que localidades para P. gracilis as quais nio se encontrem
nas bacias do Paraguai-Parana-Uruguai seriam duvidosas (indicadas por
um sinal grafico de interrogacdo). Mees (1974) concorda com tal suposicio,
citando que a localidade-tipo de P. gracilis provavelmente é do Rio Parana,
em Corrientes (Argentina) e restringe a identificacdo de P. cristata para
espécimes provenientes apenas das Guianas enquanto aquelas provenientes

de bacias amazonicas seriam P. steindachnersi.
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Quanto aos individuos provenientes de sub-bacias do Alto Parana,
podemos observar consideravel amplitude de variacao de caracteristicas, de
maneira que, apesar das diferencas, nao foi possivel separar
morfologicamente as populacoes de P. gracilis provenientes de diferentes
localidades (Figura 12 e Figura 13). Também foi possivel concluir que as
propor¢oes morfométricas comumente usadas na diagnose de espécies de
Pimelodella apresentam muitas vezes uma variagao que uniria espécies
nitidamente distintas, como. P. Jaurenti e P. gracilis (Figura 14), que podem
ser reconhecidas como espécies distintas apesar das similaridades
morfométricas e de conexdes entre o Alto Parana o Sdao Franciso (BUCKUP,
2011). Outras medicdes de morfometria podem ser encontradas na Tabela

2.10.

» 13 exemplares de P. mucosa examinados, sendo 01 exemplar medido.

P. mucosa: LBP 3774, (Rio Negro, Aquidauana, Estado do Mato Grosso do
Sul, Brasil),10 ex.; LIRP 710, (Rio Cuiab4, préximo ao hotel Tuiuiu, Bardo
de Melgaco, Estado do Mato Grosso, Brasil),1 ex.; LIRP 731, (Chacara Santa
Rita, Lagoa as margens do Rio Cuiaba, Cuiaba, Estado do Mato Grosso,
Brasil),6 ex.; MZUSP 54319, (Rio Negro, Puerto Caballo, ca 2 km acima da
boca, Alto Paraguay, Paraguai); MZUSP 54321, (Riacho Miranda, Estancia
Puerto Miranda, ca 5 km de Puerto Voluntad, Alto Paraguay, Paraguai);
MZUSP 54318, (Rio Miranda, ca 1000m acima da boca, logo acima da
Estancia Puerto Miranda, Alto Paraguay, Paraguai).

Espécie descrita da Bacia do Paraguai. Apresenta espinho da
nadadeira peitoral bem caracteristico, com dentes ocupando 2/3 do espinho.
Entretanto, diferentemente de P. gracilis, os dentes mais distais sdo maiores
e mais curvados que os proximais. O lobo ventral da nadadeira caudal é um
pouco maior que o lobo dorsal, e apresenta barbilhdo maxilar longo (56,8% a

87,3% do CP) (Tabela 2.11).

» 13 exemplares de P. spelaea examinados, sendo 01 exemplar medido.
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P. spelaea: LIRP 8160, (Caverna Sao Bernardo, afluente subterraneo do Rio
Sao Bernardo, Sao Domingos de Goias, Estado de Goiés, Brasil), 5 ex.

Por ter sido observado apenas um lote da espécie, ndo apresentamos
aqui a descri¢cdo. Maiores detalhes sobre a espécie podem ser encontrados

em Trajano et al. (2004).

Pimelodella sp. nova da Amazonia

Observamos um lote com apenas um exemplar de Sao Gabriel da
Cachoeira (AM), proveniente do INPA, que apresenta uma mancha de
coloracao escura na nadadeira dorsal, além de pequenos dentes no espinho
da nadadeira peitoral. Bockmann (com. pes.) nos informou que pertenceria
provavelmente a uma espécie ainda nao descrita, sobre a qual ele esta
trabalhando a descri¢cdao. Portanto, nao apresentamos também a descricao

desta espécie, mas suas informacoes de morfometria se encontram na

Tabela 2.12.

Graficos comparativos de localidades e espécies

Figura 2.4: Graficos para P. transitoria em comparacio com P. lateristriga.
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Figura 2.5 Graficos para P. transitoria em comparacao com P. kronei e P,

lateristriga.
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Figura 2.6: Graficos para P. gracilis em comparacao com P. avanhandavae.
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Figura 2.7: Graficos para P. gracilis (Paranapanema e Pardo).
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Figura 2.8: Graficos para P. gracilis (Paranapanema, Pardo e Mogi-Guact).
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Figura 2.9: Graficos para P. gracilis (Pardo e Mogi-Guact).
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Figura 2.10: Graficos para P. gracilis (Turvo-grande e Paranapanema).
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Tabela 2.4: Dados morfométricos de P. lateristriga. N= numero de

exemplares; DP= desvio padrio; valores de comprimento padrdao (CP) e

comprimento da cabeca (CC) em mm, outros valores em porcentagem desses

comprimentos, conforme indicado.

Comprimento padrao (CP)

Altura do corpo (dorsal)/CP

Largura do corpo (cleitro)/CP

Comprimento da cabega/CP

Largura da cabega/CP

Comprimento barbilhdo maxila/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano externo/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano interno/CP
Comprimento pré-dorsal/CP

Distancia dorsal-adiposa/CP

Comprimento do espinho dorsal/CP
Comprimento do espinho peitoral/CP
Comprimento pré-pélvico/CP

Comprimento do espinho pélvico/CP
Comprimento pré-anal/CP

Comprimento da adiposa/CP

Comprimento pré-adiposa/CP

Altura maxima da adiposa/CP

Altura pedunculo caudal/CP

Comprimento da cabega (CC)

Altura da cabega/CC
Didmetro do olho/CC
Distancia interorbital/CC
Comprimento pré-orbital /CC
Comprimento focinho/CC

MEDIA
86,8

16,1
15,7
27,9
15,2
56,1
20,1
11,0
33,0
16,3
15,4
16,8
46,5
12,4
66,9
29,1
61,3
4,5
7,8

24,1

54,8
22,2
18,9
32,6
20,8

MAXIMO
118,3

20,5
17,3
30,6
17,9
69,3
25,7
13,2
35,1
22,4
18,3
19,9
50,1
14,7
71,9
34,2
66,0
6,0
10,2

32,9

63,2
28,0
23,4
36,3
25,6

MINIMO
49,5

12,8
14,6
25,8
13,7
32,8
11,3
8,4
30,1
12,7
5,9
14,1
43,3
9,6
63,2
24,5
56,1
2,9
6,4

13,8

45,0
17,9
14,9
27,7
16,8

DP

0,02
0,01
0,01
0,01
0,10
0,04
0,01
0,01
0,03
0,03
0,02
0,02
0,01
0,02
0,03
0,03
0,01
0,01

0,06
0,03
0,03
0,02
0,02

18

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
17
18
18
18
18
18
18
18

18

18
18
18
18
18
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Tabela 2.5: Dados morfométricos de P. australis. N= nimero de exemplares;

DP= desvio padrao; valores de comprimento padrido (CP) e comprimento da

cabeca (CC) em mm, outros valores em porcentagem desses comprimentos,

conforme indicado.

Comprimento padrao (CP)

Altura do corpo (dorsal)/CP

Largura do corpo (cleitro)/CP

Comprimento da cabega/CP

Largura da cabega/CP

Comprimento barbilhdo maxila/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano externo/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano interno/CP
Comprimento pré-dorsal/CP

Distancia dorsal-adiposa/CP

Comprimento do espinho dorsal/CP
Comprimento do espinho peitoral/CP
Comprimento pré-pélvico/CP

Comprimento do espinho pélvico/CP
Comprimento pré-anal/CP

Comprimento da adiposa/CP

Comprimento pré-adiposa/CP

Altura maxima da adiposa/CP

Altura pedunculo caudal/CP

Comprimento da cabega (CC)

Altura da cabega/CC
Didmetro do olho/CC
Distancia interorbital/CC
Comprimento pré-orbital /CC
Comprimento focinho/CC

MEDIA
80,1

0,2
0,2
0,3
0,2
0,6
0,3
0,1
0,3
0,2
0,2
0,2
0,5
0,1
0,7
0,3
0,6
0,0
0,1

22,3

0,7
0,2
0,2
0,3
0,2

MAXIMO
95,4

0,2
0,2
0,3
0,2
0,8
0,3
0,2
0,4
0,2
0,2
0,2
0,5
0,1
0,7
0,4
0,6
0,1
0,1

25,8

0,7
0,2
0,3
0,4
0,2

MINIMO
69,7

0,2
0,2
0,3
0,2
0,5
0,2
0,1
0,3
0,1
0,1
0,2
0,5
0,1
0,6
0,3
0,6
0,0
0,1

19,2

0,6
0,2
0,2
0,3
0,2

DP

0,01
0,01
0,01
0,01
0,13
0,04
0,04
0,02
0,03
0,02
0,02
0,01
0,01
0,02
0,04
0,02
0,01
0,00

0,04
0,01
0,01
0,02
0,02
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Tabela 2.6: Dados morfométricos

de

P transitoria. N=

numero de

exemplares; DP= desvio padrfo; valores de comprimento padriao (CP) e

comprimento da cabeca (CC) em mm, outros valores em porcentagem desses

comprimentos, conforme indicado.

Comprimento padrao (CP)

Altura do corpo (dorsal)/CP

Largura do corpo (cleitro)/CP

Comprimento da cabega/CP

Largura da cabega/CP

Comprimento barbilhdo maxila/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano externo/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano interno/CP
Comprimento pré-dorsal/CP

Distancia dorsal-adiposa/CP

Comprimento do espinho dorsal/CP
Comprimento do espinho peitoral/CP
Comprimento pré-pélvico/CP

Comprimento do espinho pélvico/CP
Comprimento pré-anal/CP

Comprimento da adiposa/CP

Comprimento pré-adiposa/CP

Altura maxima da adiposa/CP

Altura pedunculo caudal/CP

Comprimento da cabega (CC)

Altura da cabega/CC
Didmetro do olho/CC
Distancia interorbital/CC
Comprimento pré-orbital /CC
Comprimento focinho/CC

MEDIA
116,2

18,5
17,3
29,3
16,0
48,9
20,0
9,7

34,9
15,0
15,0
16,2
49,2
11,8
68,5
29,7
61,9
4,2

8,3

27,9

56,4
16,4
22,0
34,7
21,1

MAXIMO
154,8

21,8
19,6
33,7
17,8
56,9
23,4
12,2
37,9
22,1
19,1
19,2
54,2
14,8
73,7
37,4
67,6
51

9,1

41,2

0,7
0,7
0,7
0,7
0,7

MINIMO
95,3

13,3
15,5
25,7
14,5
42,7
12,5
5,3
31,9
6,6
10,8
13,5
45,7
9,7
64,9
23,9
50,5
3,4
6,9

21,1

0,4
0,4
0,4
0,4
0,4

DP

0,03
0,01
0,02
0,01
0,05
0,03
0,02
0,02
0,05
0,02
0,02
0,03
0,02
0,03
0,04
0,05
0,01
0,01

0,08
0,02
0,03
0,02
0,02

11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11

11
11
11
11
11
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Tabela 2.7: Dados morfométricos de P. kronei. N= numero de exemplares;

DP= desvio padrio; valores de comprimento padrido (CP) e comprimento da

cabeca (CC) em mm, outros valores em porcentagem desses comprimentos,

conforme indicado.

Comprimento padrdo (CP)

Altura do corpo (dorsal)/CP

Largura do corpo (cleitro)/CP

Comprimento da cabecga/CP

Largura da cabega/CP

Comprimento barbilhdo maxila/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano externo/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano interno/CP
Comprimento pré-dorsal/CP

Distancia dorsal-adiposa/CP

Comprimento do espinho dorsal/CP
Comprimento do espinho peitoral/CP
Comprimento pré-pélvico/CP

Comprimento do espinho pélvico/CP
Comprimento pré-anal/CP

Comprimento da adiposa/CP

Comprimento pré-adiposa/CP

Altura maxima da adiposa/CP

Altura pedunculo caudal/CP

Comprimento da cabega (CC)

Altura da cabega/CC
Didmetro do olho/CC
Distancia interorbital/CC
Comprimento pré-orbital /CC
Comprimento focinho/CC

MEDIA
111,8

14,9
16,0
29,4
15,7
36,6
14,0
9,4
35,7
14,8
11,2
13,6
47,6
10,5
69,2
28,2
61,8
3,4
8,6

32,8

47,3
n/a
n/a
n/a
20,0

MAXIMO

115,5

15,4
16,6
31,3
16,3
40,4
18,4
11,4
37,2
16,8
13,6
14,2
49,3
13,2
70,8
34,8
63,6
4,2

9,4

34,5

54,5
n/a
n/a
n/a
21,4

MINIMO

108,8

14,0
14,8
28,0
15,3
31,8
11,6
7,6
34,1
12,1
9,3
12,6
45,9
9,4
67,1
25,9
59,3
2,8
7,6

30,8

40,9
n/a
n/a
n/a
19,0

DP

0,01
0,01
0,02
0,00
0,04
0,03
0,02
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,02
0,01
0,04
0,02
0,01
0,01

0,05
n/a
n/a
n/a

0,01

v
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Tabela 2.8: Dados morfométricos de P avanhandavae. N= ntmero de

exemplares; DP= desvio padrdo; valores de comprimento padrdo (CP) e

comprimento da cabeca (CC) em mm, outros valores em porcentagem desses

comprimentos, conforme indicado.

Comprimento padrdo (CP)

Altura do corpo (dorsal)/CP

Largura do corpo (cleitro)/CP

Comprimento da cabecga/CP

Largura da cabega/CP

Comprimento barbilhdo maxila/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano externo/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano interno/CP
Comprimento pré-dorsal/CP

Distancia dorsal-adiposa/CP

Comprimento do espinho dorsal/CP
Comprimento do espinho peitoral/CP
Comprimento pré-pélvico/CP

Comprimento do espinho pélvico/CP
Comprimento pré-anal/CP

Comprimento da adiposa/CP

Comprimento pré-adiposa/CP

Altura maxima da adiposa/CP

Altura pedunculo caudal/CP

Comprimento da cabega (CC)

Altura da cabega/CC
Didmetro do olho/CC
Distancia interorbital/CC
Comprimento pré-orbital /CC
Comprimento focinho/CC

MEDIA

117,9

0,2
0,2
0,3
0,2
0,6
0,3
0,2
0,3
0,1
0,1
0,2
0,5
0,1
0,7
0,4
0,5
0,1
0,1

33,6

0,6
0,2
0,2
0,3
0,2

MAXIMO

157,2

0,2
0,2
0,3
0,2
0,7
0,3
0,2
0,3
0,2
0,2
0,2
0,5
0,1
0,7
0,4
0,6
0,1
0,1

50,5

0,7
0,2
0,3
0,3
0,2

MINIMO

95,7

0,2
0,2
0,3
0,1
0,5
0,2
0,1
0,3
0,1
0,1
0,2
0,4
0,1
0,7
0,3
0,5
0,0
0,1

26,4

0,6
0,2
0,2
0,3
0,2

DP

0,01
0,01
0,02
0,01
0,06
0,02
0,03
0,01
0,04
0,02
0,01
0,02
0,01
0,01
0,05
0,04
0,01
0,01

0,04
0,03
0,02
0,02
0,03
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Tabela 2.9: Dados morfométricos de P. Jaurenti. N= nimero de exemplares;

DP= desvio padrio; valores de comprimento padrido (CP) e comprimento da

cabeca (CC) em mm, outros valores em porcentagem desses comprimentos,

conforme indicado.

Comprimento padrao (CP)

Altura do corpo (dorsal)/CP

Largura do corpo (cleitro)/CP

Comprimento da cabega/CP

Largura da cabega/CP

Comprimento barbilhdo maxila/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano externo/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano interno/CP
Comprimento pré-dorsal/CP

Distancia dorsal-adiposa/CP

Comprimento do espinho dorsal/CP
Comprimento do espinho peitoral/CP
Comprimento pré-pélvico/CP

Comprimento do espinho pélvico/CP
Comprimento pré-anal/CP

Comprimento da adiposa/CP

Comprimento pré-adiposa/CP

Altura maxima da adiposa/CP

Altura pedunculo caudal/CP

Comprimento da cabega (CC)

Altura da cabega/CC
Didmetro do olho/CC
Distancia interorbital/CC
Comprimento pré-orbital /CC
Comprimento focinho/CC

MEDIA
95,8

17,2
17,0
27,7
15,8
63,6
20,9
12,3
32,2
13,7
15,3
14,0
47,0
12,6
66,8
32,3
59,5
4,2
8,1

25,1

56,2
18,6
18,9
33,2
19,3

MAXIMO
126,8

19,8
18,1
29,6
16,3
82,4
28,6
17,9
33,7
17,9
22,2
16,6
48,2
13,3
69,0
36,1
68,9
5,6
9,2

28,6

57,8
23,1
21,1
35,8
21,0

MINIMO
80,6

15,2
15,8
25,5
14,9
49,5
6,8
8,6
30,4
10,3
11,9
9,2
45,9
11,9
63,3
26,7
55,3
2,9
6,7

54,3
13,8
16,4
31,9
17,1

DP

0,02
0,01
0,02
0,01
0,12
0,09
0,04
0,01
0,03
0,05
0,03
0,01
0,01
0,02
0,04
0,05
0,01
0,01

0,01
0,04
0,02
0,02
0,02
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Tabela 2.10: Dados morfométricos de P. gracilis. N= nimero de exemplares;

DP= desvio padrao; valores de comprimento padrido (CP) e comprimento da

cabeca (CC) em mm, outros valores em porcentagem desses comprimentos,

conforme indicado.

Comprimento padrdo (CP)

Altura do corpo (dorsal)/CP

Largura do corpo (cleitro)/CP

Comprimento da cabega/CP

Largura da cabega/CP

Comprimento barbilhdo maxila/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano externo/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano interno/CP
Comprimento pré-dorsal/CP

Distancia dorsal-adiposa/CP

Comprimento do espinho dorsal/CP
Comprimento do espinho peitoral/CP
Comprimento pré-pélvico/CP

Comprimento do espinho pélvico/CP
Comprimento pré-anal/CP

Comprimento da adiposa/CP

Comprimento pré-adiposa/CP

Altura méaxima da adiposa/CP

Altura pedunculo caudal/CP

Comprimento da cabega (CC)

Altura da cabega/CC
Didmetro do olho/CC
Distancia interorbital/CC
Comprimento pré-orbital /CC
Comprimento focinho/CC

MEDIA
71,3

18,1
17,3
28,7
16,6
66,9
28,1
16,6
34,5
11,1
15,7
15,8
47,1
13,8
68,6
35,6
58,1
5,2
9,1

20,3

59,0
22,7
19,9
33,9
21,4

MAXIMO
112,5

24,8
20,0
35,8
22,1
87,3
39,6
22,8
45,5
23,9
25,5
21,5
57,3
18,2
83,6
44,2
68,9
7,3
15,1

32,1

84,3
45,7
35,7
58,3
42,8

MINIMO
27,4

12,2
13,6
16,3
12,9
27,3
6,8
8,6
22,1
5,7
10,6
9,2
31,7
10,7
53,6
20,9
50,1
2,3
7,2

7,4

42,7
13,8
14,0
28,0
15,1

DP

0,03
0,01
0,03
0,01
0,10
0,05
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02
0,03
0,02
0,03
0,03
0,04
0,01
0,01

0,09
0,04
0,03
0,04
0,04

96

96
96
96
96
96
96
96
96
96
90
91
96
96
96
96
96
96
94

96

96
96
96
96
96
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Tabela 2.11: Dados morfométricos de P. mucosa. N= ntimero de exemplares;

DP= desvio padrio; valores de comprimento padrido (CP) e comprimento da

cabeca (CC) em mm, outros valores em porcentagem desses comprimentos,

conforme indicado.

Comprimento padrado (CP)

Altura do corpo (dorsal)/CP

Largura do corpo (cleitro)/CP

Comprimento da cabega/CP

Largura da cabega/CP

Comprimento barbilhdo maxila/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano externo/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano interno/CP
Comprimento pré-dorsal/CP

Distancia dorsal-adiposa/CP

Comprimento do espinho dorsal/CP
Comprimento do espinho peitoral/CP
Comprimento pré-pélvico/CP

Comprimento do espinho pélvico/CP
Comprimento pré-anal/CP

Comprimento da adiposa/CP

Comprimento pré-adiposa/CP

Altura méxima da adiposa/CP

Altura pedunculo caudal/CP

Comprimento da cabega (CC)

Altura da cabecga/CC
Didmetro do olho/CC
Distancia interorbital/CC
Comprimento pré-orbital /CC
Comprimento focinho/CC

MEDIA
144,7

17,2
17,3
27,0
15,4
77,3
36,7
23,2
30,9
9,1

17,6
17,5
44,4
12,4
67,1
45,6
52,2
4,4

8,1

39,0

59,8
16,2
19,5
36,9
24,0

MAXIMO
160,7

19,4
18,9
28,4
16,9
87,3
43,4
27,1
32,8
10,5
20,2
18,9
45,7
13,1
69,0
49,1
54,3
5,5
8,4

42,4

61,8
17,1
20,5
37,6
31,0

MINIMO
133,0

15,5
16,0
25,7
14,8
56,8
33,6
19,0
29,4
67
13,0
15,2
43,4
11,6
66,1
42,8
50,3
3,6
7,6

36,1

53,9
15,7
18,4
35,0
17,6

DP

0,01
0,01
0,01
0,01
0,12
0,04
0,03
0,01
0,01
0,03
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,00

0,03
0,01
0,01
0,01
0,06

[S2 RNV, RNV, B, BV, B U B, RO RO, O R O, R O B O, RO, O, O, IV, BV, | v S

w

(SN, IV, BV, BV
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Tabela 2.12: Dados morfométricos de Pimelodella sp. n. Valores de

comprimento padrdo (CP) e comprimento da cabeca (CC) em mm, outros

valores em porcentagem desses comprimentos, conforme indicado. Niimero

de exemplares observados: 1 exemplar

Comprimento padrao (CP)

Altura do corpo (dorsal)/CP

Largura do corpo (cleitro)/CP
Comprimento da cabeca/CP

Largura da cabega/CP

Comprimento barbilhdo maxila/CP
Comprimento barbilhdo mentoniano
externo/CP

Comprimento barbilhdo mentoniano
interno/CP

Comprimento pré-dorsal/CP
Distancia dorsal-adiposa/CP
Comprimento do espinho dorsal/CP
Comprimento do espinho peitoral/CP
Comprimento pré-pélvico/CP
Comprimento do espinho pélvico/CP
Comprimento pré-anal/CP
Comprimento da adiposa/CP
Comprimento pré-adiposa/CP

Altura maxima da adiposa/CP

Altura pedudnculo caudal/CP

Comprimento da cabeca (CC)

Altura da cabega/CC
Diametro do olho/CC
Distancia interorbital/CC
Comprimento pré-orbital /CC
Comprimento focinho/CC

52,91

13,9
16,0
29,4
15,1
90,6

29,5

19,1
31,6

6,5
14,6
16,5
44,7
10,1
65,2
39,5
53,4

5,5

6,7

15,5

50,0
20,0
17,8
29,7
23,1
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Consideracoes finais

Em suma, podemos concluir que é nitida a necessidade de uma
revisdo do género Pimelodella. Diversas descricbes para as espécies
apresentam sobreposi¢cdo nos caracteres analisados, e ha incongruéncia em
algumas informacdes encontradas na literatura do género (eg. Relacdo entre
a existéncia de filamento na nadadeira dorsal e o sexo e estagio de
desenvolvimento do individuo).

Unindo as informacdes acima descritas, sumarizamos que ¢&
extremamente dificil uma diagnose restrita para P. gracilis, assim como
deve haver cruzamento entre as diversas populagoes do Alto Parana,
conferindo caracteristicas homoplasticas presentes em diversas populacées.
Uma analise biogeografica preliminar extrai a informacdo de que fora da
bacia do Parani é geralmente mais facil delimitar as espécies (vide as
1dentificacées das espécies costeiras, situadas mais ao sul do continente, ou
provenientes da bacia do Rio Sdo Francisco observadas neste trabalho).
Entretanto, dentro da bacia do Parana os morfotipos se sobrepéem, havendo
uma amplitude de variacdo das caracteristicas, com alguns tipos mais
nitidamente diferentes (ver discussdo sobre as espécies).

Tais conclusées sdo o reflexo de um estudo que visou a observacao de
uma grande quantidade de materiais, com uma analise morfométrica que
exaustivamente tentou identificar e delimitar as espécies em questdo.
Entretanto, as descricdes sdo antigas (maior parte anterior a década de
1970), contendo informacdes subjetivas ou superficiais, sem ilustracdes dos
caracteres (e muitas vezes, sem ilustracdes ao menos do exemplar-tipo) e
com base em poucos exemplares, principalmente as espécies com
prolongamento filiforme na nadadeira dorsal, as quais geralmente existem
em simpatria com outras espécies de distribuicio mais ampla (eg. 8
exemplares para P. boschmai VAN der STIGCHEL, 1964).

Para a proposicdo de sinonimia entre diversas dessas espécies,
entretanto se faz necessario um estudo maior, que analise a morfologia da
maior parte dos exemplares depositados em colecoes, além da osteologia do

género, ainda fracamente estudada. Dessa forma, nosso trabalho aqui néo
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propoe a sinonimizac¢ao ou divisao de espécies descritas, mas serve como
ponto de partida para o estudo de um género complexo, amplamente
distribuido na América do Sul e que apresenta grandes dificuldades na

delimitacao de espécies.
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Figura 2.12: A - Pimelodella australis LIRP0424;
lateristriga LIRP6839, vista lateral.

B — Pimelodella
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Figura 2.13: A - Pimelodella transitoria, B — Pimelodella kronei,

lateral.

vista
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Figura 2.14: A - Pimelodella gracilis LIRP2926;
avanhandavae LIRP6955, vista lateral.

B

Pimelodella
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Figura 2.15: A - Pimelodella spelaca MZUSP817266; B — Pimelodella
laurenti LIRP4258, vista lateral.
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Figura 2.16: A — Pimelodella sp nova (Amazonas); B — Pimelodella mucosa

LIRPO0710; vista lateral.
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Capitulo 3

Andlise filogenética do género Pimelodella por

sequenciamento do DNA mitocondrial
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Resumo

O género Pimelodella é composto por espécies de peixes que
apresentam habitos noturnos e baixa capacidade de dispersido. Esse género
compreende 71 espécies com ampla distribui¢cdo na regido Neotropical. A
ualtima revisao do género foi feita por Eigenmann em 1917 e, desde entao
novas espécies foram adicionadas ao taxon, tornado-se necessaria uma nova
revisao. No presente trabalho, analisamos as relacoes de ancestralidade e as
relacoes filogenéticas entre espécies de Pimelodella, coletadas nos rios da
bacia hidrografica do Alto Parana, usando a Sistematica Filogenética.
Foram seqiienciadas regides especificas do DNA mitocondrial (ATPase 6 e 8,
citocromo b, ND2 e COI) das espécies coletadas, incluindo representantes de
outros géneros como grupos externos (Imparfinis minutus, Microglanis
cottoides, Acentronichthys leptos e Rhamdia quelen). Foram efetuadas
analises filogenéticas, utilizando o método da Maxima Parciménia. Foram
obtidas seis arvores mais parcimoniosas e o consenso estrito das mesmas
evidenciou a separacao entre as espécies provenientes da Bacia do Parana
Paraguai daquelas provenientes da Bacia Amazoénica e do Prata. Os valores

de suporte foram superiores nos nés mais internos da arvore filogenética.

Palavras chaves: Pimelodella, Heptapteridae, Filogenia, DNA mitocondrial.
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Introducao

Os peixes da ordem Siluriformes sio popularmente conhecidos como
bagres, cascudos, mandis, peixe-gato entre outras denominacoes. Os peixes
dessa ordem sdo amplamente distribuidos dentro da Superordem
Ostariophysi, sendo formados por 38 familias, aproximadamente 485
géneros e cerca de 2800 espécies (NELSON, 2006).

Os Siluriformes podem ser facilmente identificados pelas suas
caracteristicas morfolégicas distintas. Possuem o corpo nu, coberto por pele
espessa, a qual pode estar total ou parcialmente coberta por placas dsseas
(Britski et al, 1988). As nadadeiras sdo raiadas e bem separadas, sendo que
o primeiro raio das nadadeiras dorsal e peitoral possui um aculeo forte e
pungente; a nadadeira adiposa encontra-se presente e é, em geral, bem
desenvolvida, e a nadadeira caudal assume formato variavel. Apresentam,
geralmente, trés pares de barbilhdes sensitivos (MEES, 1974).

A familia Heptapteridae é endémica da regido Neotropical, sendo um
dos principais componentes da ordem Siluriformes dos rios da América do
Sul e Central, seus membros apresentam registros de distribui¢cao desde o
México até o sul da Argentina (BOCKMANN & GUAZZELLI, 2003). Esta
familia inclui peixes de pequeno a médio porte. Alguns géneros desta familia
(Pimelodella, Rhamdia) parecem estar entre os Siluriformes mais comuns de
agua doce da América do Sul, apesar de sua biologia, em geral, ser
pobremente conhecida (MALABARBA, 1998).

O género Pimelodella (Eigenmann & Eigenmann, 1888) conta com 71
espécies com ampla distribui¢do na regido Neotropical. Peixes pertencentes
a este género possuem habito noturno e baixa capacidade de dispersao. A
ultima revisdo do género foi a de Eigenmann em 1917, desde entdo somente
novas espécies foram adicionadas ao taxon, tornado-se necessaria uma nova
revisdo que atualize a taxonomia do grupo, com a redescri¢ao das espécies e
a descricdo de novas (GUAZZELLI, 1997).

Os primeiros estudos citogenéticos no Brasil envolvendo o género
Pimelodella foram desenvolvidos por Toledo & Ferrari (1976) relatando

2n=46 para as espécies analisadas. Estudos recentes tém demonstrado neste

92



género extensiva variabilidade cariotipica apesar das poucas informacées
citogenéticas disponiveis (Tabela 1). As anélises indicam que o ntimero
diploide dentro deste género pode variar de 46 a 58 cromossomos, sendo
2n=46 o numero dipléide encontrado mais frequentemente. A presenca de
um micro-cromossomo supernumerario ja foi descrita também em um
espécime de Pimelodella da caverna Areias no Parque Turistico Estadual do
Alto Ribeira (PETAR), indicando uma provavel ocorréncia de cromossomos B
no género (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1992).

Dias & Foresti (1993) identificaram a ocorréncia de um sistema de
cromossomos sexuais simples do tipo XX/XY na populacio de Pimelodella do
Rio Mogi-Guagu em Araras, no estado de Sao Paulo.

Guazzelli (1997) revisando a taxonomia desse grupo, apresentou uma
chave de identificacdo das espécies e descreveu caracteres que podem
auxiliar na elucidacéo das relacoes filogenéticas do género. O estudo incluiu
as espécies de Pimelodella da regiado costeira do sul e sudeste do Brasil: P.
laticeps australis, P. pappenehimi, P ignobilis, P. transitoria, P. kronei, P.
brasiliensis, P. hartii, P. enochi, P.lateristriga e P. pectinifera.

Em 1997, Trajano publicou um trabalho expondo o risco eminente de
extincao de populacoes cavernicolas. A autora descreve Pimelodella kronei,
um peixe troglobio que difere Pimelodella transitoria pela regressdo dos
olhos, de uma menor pigmentacdo, e pela presenca de espinhas dorsais
ligeiramente mais curtas. A autora propoe que as espécies sejam resultantes
de evolucgao paralela.

Um dos locais amostrado bastante focalizado em nossos estudos foi o
Parque Estadual Turistico de Alto Ribeiro (PETAR). Esse parque
compreende cinco cavernas conhecidas: Sistema Areias (incluindo localidade
tipo, Areias de Cima), ressurgéncia Bombas e caverna do Cérrego Seco na
margem direita do Rio Betari, afluente do rio Ribeira, o Alambari de cima e
caverna Gurutuva na margem esquerda do rio Betari. Estes dois conjuntos
de grutas sao isolados por causa do rio Betari que flui ao longo de um dique
de diabasio nao soltivel. Os peixes troglobios que habitam essas cavernas

raramente dispersam em A4aguas de superficie, podendo ocorrer eventos

93



independentes de colonizacao seguidos por isolamento e evolucao paralela no
habitat subterraneo (TRAJANO, 1991).

Ainda em 2004, uma nova espécie de Pimelodella fo1 descrita: P.
spelaea, em um riacho subterraneo do rio Sao Bernardo dentro da caverna
Sao Bernardo, na area carstica de Sao Domingos, alto rio Tocantins, Brasil.
A nova espécie pode ser distinguida dos seus congéneres epigeos (de
superficie) por caracteristicas troglomérficas derivadas, tais como olhos e
pigmentacao reduzidos. Esses caracteres sdo, entretanto, menos reduzidos
quando comparadas a outra espécie troglébia (exclusivamente subterranea)
conhecida, Pimelodella kronei, do sudeste do Brasil. Os estudos relativos a
essa espécie foram realizados durante a estacdo de seca e indicam um
regime de severa limitacdo alimentar, intensificando-se ao longo da estagao.
Um modelo alopatrico de diferenciacdo é sugerido, seja pelo isolamento
topografico ou pela extincdo local de parente epigeos, ou ainda por ambos os
fatores combinados (TRAJANO et al., 2004).

Foi realizado em 2007 um levantamento ictiofaunistico em corpos
d'dgua epigeos (superficiais) da area carstica de Cordisburgo, Minas Gerais
de espécies ndo-troglomérficas e uma espécie troglomérfica (com olhos e
pigmentacdo reduzidos em comparacio aos congéneres epigeos) de bagres.
Esse estudo indicou que Pimelodella cf. vittata é trogléfila (espécies com
individuos capazes de viver e completar o ciclo de vida tanto no ambiente
superficial como no subterraneo) na Gruta Morena; podendo estar no inicio
de processo de diferenciacao devido ao isolamento, pelo menos parcial, na
caverna, conforme sugerido pela ligeira reducdo no tamanho dos olhos. A
regiao de Cordisburgo ha muito vem sendo sujeita a pressao antropica
significativa, representada principalmente pelo desmatamento para
agricultura, pastagem e extracdo de madeira (TRAJANO et al, 2010).

No presente trabalho, com o intuito de estimar as relacées entre
algumas espécies de Pimelodella, fizemos uso da Sistematica Filogenética e
seus métodos de inferéncia como ferramenta.

A Sistematica Filogenética analisa e interpreta os padroes e processos

evolutivos, os resultados dos estudos sistematicos sao representados
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graficamente na forma de filogenias ou arvores filogenéticas, indicando a
relacdo historica entre os organismos, representadas por pontos ou nos,
ligados por linhas ou ramos. Metodologias filogenéticas sdo essencialmente
estatisticas e podem ser classificadas em dois grupos principais, de acordo
com seus critérios: 1) quantitativos (métodos de distancia); 2) qualitativos
(métodos de parciménia e verossimilhanca).

Nos métodos de distancia, as diferencas entre duas sequéncias sio
reduzidas a uma sé varidvel (ntimero de diferencas) e suas relacdes
evolutivas nao sao consideradas. Nesse método, primeiramente calcula-se a
distancia, para, a seguir, reconstruir a arvore filogenética, utilizando um
algoritmo especifico. Existem diferentes modelos que podem ser utilizados
para a construcio de uma matriz de distancia (NEI et al., 2000). A partir
dessa matriz sera reconstruida a arvore com um dado algoritmo, sendo os
mais utilizados o UPGMA e Neighbor-Joining (MIYAKI et al., 2004).

Nos critérios qualitativos, as diferencas entre as moléculas sao
consideradas como uma série de variaveis descontinuas. Os métodos mais
empregados, embora nio sejam os Unicos, sdo a Maxima Parciménia (MP) e
a Maxima Verossimilhanca (MV). O principio da MP é que a hipétese mais
simples, ou seja, aquela em que a arvore que apresente o menor numero de
passos (=menor ntimero de mudancas de estado de carater) sera a escolhida
para explicar um determinado conjunto de dados. Desse modo, ndo ha um
modelo evolutivo explicito embasando essa metodologia. Para a Maxima
Parcimoénia existem dois tipos de algoritmo de busca da arvore mais
parcimoniosa: 1) busca exaustiva, em que todas as possibilidades de
topologias sdo verificadas; 2) busca heuristica, em que apenas um
subconjunto de arvores probabilisticamente mais provaveis é examinado.
Este ultimo, em termos praticos, reduz sensivelmente o tempo de
processamento computacional.

Tendo em vista que o uso de diferentes marcadores moleculares tem
se mostrado util para o estudo das relagdes evolutivas em diversos grupos, o
presente trabalho visa determinar as relacées filogenéticas entre as

diferentes espécies de Pimelodella que ocorrem nos rios da bacia
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hidrografica do Alto Parana através do sequenciamento de regides

especificas do DNA mitocondrial utilizando o método da Maxima Parcimoénia

Materiais e métodos:

Material de estudo e locais de coleta:

No presente trabalho foram analisadas espécies e populacées do
género Pimelodella, provenientes de rios pertencentes as principais bacias
hidrograficas do Estado de Sao Paulo. Os exemplares utilizados no trabalho
estdo depositados na colegao do Laboratorio de Ictiologia de Ribeirao Preto
(LIRP), Departamento de Biologia da FFCLRP-USP.

Apo6s as coletas, os espécimes foram trazidos ao Laboratério de
Ictiogenética da Universidade de Sao Paulo (USP-SP) e processados. Apés a
retirada dos tecidos para a extracdo do DNA, os espécimes receberam
numeraciao correspondente aos registros do proéprio laboratério e foram
armazenados em etanol 100%. Esses exemplares foram levados para
Ribeirado Preto para serem identificados, para tanto contamos com o auxilio
do Dr. Flavio Alicino Bockmann e, posteriormente, foram depositados na
colecdo (LIRP). Os exemplares de Pimelodella spelaea, Pimelodella kronei e
Pimelodella transitoria, apds preparo citogenético e retirada de tecidos para
extracao de DNA, foram devolvidos para a professora Dra. Eleonora Trajano
(Departamento de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo).

Algumas amostras foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Claudio
Oliveira, UNESP- Botucatu.

Foram os seguintes os pontos de coleta:
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Tabela 3.1: Locais de coletas das espécies e suas respectivas coordenadas

geograficas.
Espécie Localidade Bacia GPS N° de N° Tombo
Hidrografica individuos
Pimelodella sp Araras - SP Parand 22°22,994” 6 LIRP
47°25,825” 8141
Pimelodella sp Pilar do Sul - Parand 23°48,800” 6 LIRP
SP 47°42,500” 8149
Pimelodella sp Sido Miguel Parand 23°54°690” 6 LIRP
Arcanjo — SP 47°57,649” 8151 e
(dois lotes) 8152
Pimelodella sp Botucatu - SP Parana 22°52,081” 6 LIRP
48°22,270” 8146
Pimelodella lateristriga Serra D’agua Atlantico- 22°53,491” 6 LIRP
-RJ leste 44°16,772” 8142
Pimelodella spelaea Sio Domingos Tocantins 13°49, 4 LIRP
- GO 46°21, 8160
Gruta
Pimelodella sp Cordirburgo — Sao 19°07,296” 4 LIRP
MG Francisco 44°21,124” 8153
Pimelodella sp Mariapolis - Parana 21°47,607” 6 LIRP
SP 51°18,481" 8150
Pimelodella sp Cardoso - SP Parana 20°04,905” 6 LIRP
49°55,373” 8144
Pimelodella sp Colina-SP Parana 20°44,635” 6 LIRP
48°34,334” 8143
Pimelodella sp Guapiara-SP Parana 24°01,337” 6 LIRP
48°34,262” 8145
Pimelodella sp Pirassununga- Parana 21°55,558” 8 LIRP
SP 47°22,195” 8147 e
8148
Pimelodella sp Salesépolis-SP Parana 23°31,465” 6 Lote 1059
45°47,510”
Pimelodella australis Pelotas-RS Atlantico- 31°28,463” 5 Lote 3365
Sudeste 52°12,469”
Pimelodella mucosa Cuiaba-MT Paraguai 15°21,20” 3 Lote 3963
56°06,54”
Pimelodella sp Marapoama- Parana 21°11,35” 4 Lote 4704
SP 49°07,22”
Pimelodella sp Sao Gabriel Amazoénica  00°04,665” 6 Lote 6942
da Cachoeira- 66°49,546”
AM
Pimelodella lateristriga Campos dos Atlantico- 21°20,463” 5 Lote 3463
Goytacazes- leste 41°20,100”
RJ
Pimelodella avanhandavae Bela Vista de Paranaiba 17°05,580” 5 Lote 7265
Goias-GO 48°45,415”
Pimelodella lateristriga Macaé-RdJ Atlantico- 22°14,070” 5 Lote 3475
leste 41°51,446”
Pimelodella lateristriga Morretes-PR Atlantico- 25°31,149” 2 Lote 3660
sudeste 48°47,527"
Pimelodella mucosa Aquidauana- Paraguai 19°34,337” 5 Lote 3774
MS 56°14,495”
Pimelodella kroner PETAR - Parana 24°36,250” 6 Animais
Sistema 48°41,221” devolvidos
Bombas ao rio
Pimelodella transitoria PETAR - Rio Parana 24°33,026” 6 Animais
Betari 48°40,875” devolvidos
ao rio
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Figura 3.1: Pontos de coleta marcados no mapa do Brasil. Fonte: Quantum

GIS 1.6.0-Capiapo.

O DNA total dos espécimes foi extraido a partir de porgdes de tecido
do figado, musculo, coracao e/ou nadadeiras fixados em 4alcool 96% de acordo
com o protocolo descrito por Aljanabi & Martinez (1997). Devido & boa
quantidade e qualidade do DNA obtido das nadadeiras, esta foi utilizada
preferencialmente.

Foram utilizadas seis amostras por ponto de coleta para a realizacgao
da amplificacio dos genes em estudo, levando-se em conta a
representatividade dos locais de coleta. Quando da ocorréncia de amostras
Unicas como foi o caso de Linhares-ES e Cordisburgo-MG (rios epigeos),

estas foram usadas como padrao da regido em estudo.

Amplificacdo dos genes mitocondriais:

A partir do DNA extraido e diluido, foram realizadas reacbes em
cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo dos genes mitocondriais:

ATPase 6 e 8, citocromo b, NADH2 e COI.

98



As amplificacbes dos genes mitocondriais foram realizadas como

explicado no capitulo 2.

Para cada gene foi utilizado um programa especifico listados na

tabela 3.2.

Tabela 3.2: Programas utilizados para a amplificacdo dos genes

mitocondriais:

Genes mitocondriais

Programa utilizado

ATPase 6/8

94°C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos a 92°C por 1 minuto; 52°C por 1

minuto; 72°C por 1 minuto e uma extensio final a 72°C por 10 minutos.

Citocromo b

94°C por 4 minutos; seguida de 6 ciclos a 92°C por 30 segundos; 52°C por 30
segundos; 72°C por 1 minuto e 30 segundos; seguida de 41 ciclos a 94°C por
30 segundos; 56°C por 30 segundos; 72°C por 1 minuto e 30 segundos e

uma extensio final a 72°C por 10 minutos.

NADH2 94°C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos a 92°C por 1 minuto; 52°C por 1
minuto; 72°C por 1 minuto e uma extenséo final a 72°C por 10 minutos.
COI 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 92°C por 1 minuto; 56°C por 1

minuto; 72°C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensao final a 72°C por

10 minutos.

Os oligonucleotideos iniciadores ("primers") utilizados para a

amplificacdo dos genes mitocondriais seqiienciados no presente trabalho

estdo apresentados na tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Primers utilizados para a amplificacdo do genoma mitocondrial,

suas sequéncias e referéncias bibliograficas:

Gene “Primer” Seqiiéncia 5°—3° Referéncia
Bibliografica
ATPase6/8 L8331 5AAAGCRTYRGCCTTTTAAGC 3 Sivasundar et al.,
H9236 5GTTAGTGGTCAKGGGCTTGGRTC 3 2001
Citocromo b L14724 5 TGA CTT GAA RAA CCAYCG TTG 3 Perdices, 2002

H16460 5 CGAYCT TCG GAT TAC AAGACC G 3

NADH2 L4437 5 AAG CTT TCG GGC CCATACC 3 Macey et al. (1997a,b)

H4980 5 ATT TTT CGT AGT TGG GTT TGR TT 3

COI COXI-'F2 5 TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC 3' Ward et al., 2005

COXI-R2 5" ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA 3'

Depois de terminada a reacdo, os produtos foram precipitados
utilizando-se acetato de sdédio seguindo protocolo sugerido pelo fabricante
(Applied Biosystems).

As sequéncias foram visualizadas em seqlienciador automatico
(modelo ABI  PRISM 3100 GeneticAnalyzer da  Applied
Biosystems/fabricado pela HITACHI) do Instituto de Quimica-USP.

As sequéncias obtidas foram  verificadas no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se o programa ‘Blastn’, para

confirmac¢do da similaridade com as sequéncias mitocondriais de outros

peixes.

Sequenciamento e Alinhamento:

Foram sequenciadas seis amostras de cada ponto de coleta. Depois de
realizado o alinhamento, se todas as sequéncias eram idénticas, apenas uma
foi utilizada na analise. No caso de duas ou mails sequéncias serem
diferentes, todas eram usadas. As regides génicas foram primeiramente

analisadas separadamente e posteriormente concatenadas.
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As sequéncias de DNA foram verificadas individualmente, usando-se
o programa BioEdit versdo 5.0.9 (HALL, 1999) e posteriormente alinhadas
utilizando o algoritmo Clustal W v1.4 (THOMPSON et al., 1994).
Analisamos a saturacdio nos genes utilizando o programa DAMBE (XIA &
XIE, 2001) com modelo de distancia Tamura-Nei (TAMURA & NEI, 1993).

As analises baseadas no método de Maxima Parciménia foram
realizadas com o auxilio do programa PAUP 4.0 (Swofford, 2002), utilizando
busca heuristica (adicdo de passos — stepwise addition) com algoritmo “tree
bisection and reconnection” (TBR). Foram calculados os indices de
consisténcia (IC), indice de homoplasia (IH) e indice de retencio (IR) através
do programa PAUP 4.0 (SWOFFORD, 2002).

O programa TreeRot 2.0 (SORENSON, 1999) foi empregado para a
obtencdo do indice de decaimento de Bremer (BREMER, 1994). O suporte
particionado de Bremer - PBS (BAKER & DESALLE, 1997), que é uma
variacao do suporte de Bremer, que indica a contribuicao de cada conjunto
de dados para o valor final do suporte de Bremer. O valor de PBS individual
pode ser positivo, negativo ou zero.

As filogenias obtidas pela maxima parcimoénia foram testadas pelo
método de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) usando-se 100 réplicas de
bootstrap e 1000 de random stepwise addiction e as dele¢oes foram

consideradas dados ausentes.

Resultados e Discusséo:

A escolha dos genes utilizados neste trabalho (ATPase subunidades 6
e 8, citocromo b, NDH2 e COI) foi baseada nos dados obtidos na literatura e
também em resultados obtidos sobre o género Rhamdia (PERDICES, 2002),
onde estes genes distinguiram maultiplas linhagens e deram suporte para a
monofilia do género.

Os grupos externos utilizados foram: Imparfinis minutus
(Heptapteridae), Microglanis cottordes (Pseudopimelodidae),
Acentronichthys leptos (Heptapteridae) e Rhamdia quelen (Heptapteridae).

101



Os dados obtidos com o sequenciamento dos quatro genes

mitocondriais estao apresentados na tabela 3.4.

Tabela 3.4: Comprimento das sequéncias obtidas, numero de sitios
Iinvariaveis, numero de sitios variaveis nao informativos e informativos para
a parcimonia, taxas de transicdo e transversao (Ti/Tv) e frequéncia de bases
para os taxons estudados.

Dados concatenados

Comprimento (pb) 3029
Sitios varidveis informativos para Parcimoénia 791
N° de 4rvores geradas 6
Comprimento 2721
Indice de Consisténcia 0,567
Indice de Homoplasia 0,433
Indice de Retencdo 0,689

Foram obtidas as sequéncias dos quatro genes mitocondriais para 128
individuos de Pimelodella, sendo que 32 foram utilizados para a construcio
da arvore filogenética. Esses individuos sdo provenientes de 18 drenagens.

As seguintes espécies foram analisadas neste trabalho: P. australis, P.
lateristriga, P. kronei, P. transitoria, P. sp nova (Amazonia), P. gracilis, P.
spelaea, P. mucosa, P. laurenti e P. avanhandavae.

A reconstrucio filogenética a partir da Maxima Parciménia foi
realizada, inicialmente, com cada gene em separado (dados n#o
apresentados) e depois foi realizada a andlise simultdnea das sequéncias

concatenadas (figura 3.2).
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Figura 3.2: Arvore filogenética de consenso estrito de seis arvores mais

parcimoniosas

com base na analise simultanea dos

quatro genes

mitocondriais. Valores de bootstrap estdo localizados acima dos ramos (em
verde) e o Indice de Bremer abaixo dos ramos (em preto).
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A arvore combinada dos quatro genes possui uma resolucdo melhor

que a analise separada. Da combinacao de todas as particoes emerge um

suporte nao encontrado quando os genes sao analisados separadamente. Os

valores de sustentacio dos ramos (bootstrap) obtidos para todas as andlises

variaram de 53 a 100. O teste estatistico do bootstrap é realizado para testar

a confiabilidade das relacgoes filogenéticas. Através de estudos de simulacao,

Hillis & Bull (1993) sugerem os valores de bootstrap de 70% como limiar de

significancia.

Os valores de PBS para cada né especifico sdo mostrados na tabela

3.5.

Tabela 3.5: Valor absoluto de contribui¢do de cada um dos genes para todos

OS ramos.
ND2 Citocromob ATPase6e 8 COI Total/né
1 1 0 -1 0 0
2 1 1 0 0 2
3 0 2 1 -1 2
4 9 9 21 16 55
5 4 18 6 7 35
6 0 5 4 0 9
7 1 6 3 0 10
8 0 2 0 0 2
9 0 0 1 0 1
10 -1 1 2 1 1
11 0 5 3 1 9
12 3 -3 2 0 2
13 3 13 8 2 26
14 4 6 0 1 11
15 -3 16 -4 2 7
16 -2 8 1 0 7
17 5 25 -2 2 26
18 9 20 19 12 60
19 -8 61 -25 -13 15
20 4 6 -4 -1 5
21 4 -4 2 1 3
22 11 15 5 13 44
23 9 20 8 3 40
24 0 13 3 0 16
Total/gene 54 245 53 36

Apesar de todas as parti¢cbes apresentarem algun pontos de conflito

(nimeros negativos) a contribuicdo final total é positiva. O citocromo b foi a
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particdo com maior suporte de topologia final, cerca de 4 vezes maior do que
as outras particoes.

A saturacdo de nucleotideos foi analisada com o programa Dambe
versio 5.2.6 XIA & XIE, 2001) com modelo de distancia Tamura Nei. A
distribui¢do de mudancas nucleotidicas em fun¢ao das distancias genéticas
deve ser linear (SCHNEIDER, 2003) e ndo evidenciou saturacdo para os
genes individualmente, nem concatenados. Os valores de transicao e
transversao mantiveram uma tendéncia de aumento linear com o aumento

na divergéncia entre as sequéncias (figura 3.3).

sequéncias concatenadas

0,14
RE=0,9143 ¢
012
011
0,08
L ]
By
0,06

R? =0,9041
0,04 1

transicoes e transversfes

0,02

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

distancia genética

Figura 3.3: Gréfico mostrando a frequéncia de transicdes (s) e transversdes
(v) versus a divergéncia das sequéncias utilizando o modelo Tamura-Nei
(1993), para os todos os genes concatenados.

A analise do cladograma permite ter uma nocao da separacdo das
espécies por bacias e microbacias hidrograficas. E possivel observar dois

clados distintos, sendo um clado formado pelas populacdes do Atlantico
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leste, sudeste e Paranapanema, e outro formado pelas populacoes da Bacia
do Parana, Tocantis, Sao Francisco, Amazonas e Paraguai.

No primeiro clado, as bacias apresentam uma grande proximidade
geografica, sendo que o clado da populacdo do Paranapanema (PETAR) é
grupo-irmio na populacdo do Atlantico-sudeste (Morretes-PR), por serem
espécies proximas. Contudo, outras populagdes provenientes também do
Paranapanema (Sdo Miguel Arcanjo-SP, Pilar do Sul-SP e Guapiara-SP)
ficaram distantes da populaciao do PETAR, devido ao fato de serem espécies
diferentes.

Outro clado observado compreende amostras provenientes das
microbacias do Mogi-Guagu, Pardo, Paranaiba, Turvo, e Tieté que se
encontram proximos geograficamente, porém sem conexoes atuais, sendo
que nossos dados moleculares e morfolégicos indicam que esses individuos
sejam mesma espécie (Pimelodella gracilis). Todas essas amostras sdo
provenientes do Alto Parana.

Altas taxas de divergéncia intra-especifica podem ser consequéncia da
existéncia de diferentes populacdes geograficamente isoladas (Herbert et al,
2003). Portanto, a separacdo em clados distintos de amostras da mesma
espécie pode ser explicada pelo isolamento geografico, visto que algumas
sub-bacias tiveram conexao no passado. Por exemplo, o ocorrido entre os rios
Tieté e Paraiba do Sul (CASTRO et al., 2003), que foram responsaveis pela
distribui¢do de algumas de suas espécies também em drenagens vizinhas,
tais como: rios Paraiba do Sul, Ribeira de Iguape e algumas drenagens
litoraneas menores (LANGEANTI, 1989; WEITZMAN & MALABARBA, 1999;
RIBEIRO, 2006; RIBEIRO et al., 2006, SERRA et al., 2007), ou ainda no Rio
Sao Francisco (BRITSKI et al., 1988, BRITTO & CASTRO, 2002).

Juntamente com o clado de populagoes provenientes do Alto Parana,
encontra-se a populacio do Paranajba (Bela Vista de Goids-GO),
identificada no nosso trabalho como Pimelodella avanhandavae. A
proximidade geografica entre as Bacias do Parana e do Paranaiba poderia

explicar o agrupamento no mesmo clado.
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Um grupo-irméo do clado das amostras do Parana é formado por
populacoes provenientes da Bacia do Tocantins e Sdo Francisco. Essas
Bacias encontram-se geograficamente e filogeneticamente mais distantes
quando comparadas com as amostras da Bacia do Parana. A proximidade do
ponto de coleta de Sdo Domingos-GO (Bacia do Tocantins) com o limite da
divisa da Bacia do Sao Francisco provavelmente foir um dos motivos que
agrupou essas amostras no mesmo clado.

A populacdo da microbacia do Rio do Peixe (Maridpolis-SP) foi
recuperada como grupo-irmao do clado do Alto Parana e também com o clado
do Tocantins e Sado Francisco. Provavelmente ha necessidade de mais
informacées que resolvermos melhor a relacdo dessa populacdo com as
outras estudadas, pois sao populagées da mesma espécie, Pimelodella
gracilis.

As populacées do Amazonas (espécie nova ainda ndo descrita) e
Paraguai agruparam em um clado separado e sdo mais basals na arvore
filogenética obtida.

Esses dados sdo provenientes de dados filogenéticos preliminares. Se
observarmos detalhadamente a arvore pelas espécies identificadas, podemos
concluir que os agrupamentos obtidos podem ser explicados com a
identificacdo das espécies e também com a biogeografia do grupo. As
populacdoes da mesma espécie estdo num mesmo clado, com excecao da
amostra proveniente de Mariapolis-SP.

Os nods mais internos apresentam valores de bootstrap mais altos.
Este fato pode ser explicado pela necessidade de inclusdo de outras espécies,
o que auxiliaria em uma melhor separacao dos clados.

Os grupos externos estao presentes na base da arvore, sendo que o
género Imparfinis fol o que se mostrou geneticamente mais distante de
Pimelodella, enquanto Rhamdia se mostrou geneticamente mais proximo.

Desta forma, nossos dados sobre as sequéncias sugerem que,
populacgoes separadas por microbacias se agrupam, apesar do isolamento

georafico.
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Eventos de vicariancia separando espécies-irmas tém sido atribuidos
a tectonica ou outros como movimentos epirogénicos, erosdo diferencial,
resultando em mudancas nos limites das bacias hidrograficas (por exemplo,
captura de cérrego de cabeceira), e transgressdes marinhas (LUNDBERG et
al., 1998; RIBEIRO, 2006; SABAJ PEREZ et al., 2007).

Por estarem confinados aos rios e corregos, peixes de agua doce tém
capacidade limitada de dispersao através das barreiras maritimas ou
terrestres (MYERS 1949; 1966). Essa limitacdo acarreta num
empobrecimento da ictiofauna da Ameérica do Sul em niveis taxonomicos.
(LUNDBERG et al 1998; ALBERT & LOVEJOY et al., 2006).

Os dados obtidos para o género Pimelodella nos permitem sugerir que
durante as formagao da Bacia do Parana nao houve troca das espécies com
as Bacias adjacentes (para o género em questdo). Devido ao fato de néo
termos encontrado, com a metodologia utilizada, populacbes da mesma
espécie em diferentes bacias hidrograficas, podemos sugerir que um dos
motivos que gerou esse padrao de distribui¢do pode ser a baixa capacidade
de dispersao.

A analise filogenética obtida corrobora com os resultados gerados com
a metodologia do DNA barcode, pois o padrao da arvore obtida é muito
semelhante nas duas metodologias. Isso reforca a ideia da importancia de
utilizarmos metodologia diferentes para tentarmos explicar as relacoes

existentes entre as espécies.
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Errata
Pagina | Linha Onde se lé Leia-se
iv 9 quatro trés
5) 15 essaa essa
34 3 P. vitatta P. laurenti
34 3 P. sp P.sp
36 legenda tabela 2.2 P. vitatta P. laurenti
38 Tabela 2.3 P. vitatta P. Iaurenti
39 Tabela 2.3 P. vitatta P. laurenti
95 Tabela 3.1 P sp P. gracilis*
95 Tabela 3.1 P. sp P. laurenti**
1056 31 georafico geografico

* com excecao para as localidades: Sao Gabriel da Cachoeira-AM, onde esta
correto P. sp e Cordisburgo-MG.
** somente para a localidade Cordisburgo-MG.

Em anexo também segue a Figura 2.2, com os nomes das espécies e as
localidades, para facilitar o entendimento da Arvore Filogenética.
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Figura 2.2: Arvore Filogenética construida a partir do sequenciamento

mitocondrial Citocromo Oxidase 1.

do gene



