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RESUMO

Hypostomus (Loricariidae, Hypostominae) € um grupo diverso em nimero de espécies e,
apesar de ser considerado monofilético, a relacdo entre os individuos que o compde é
complexa. Muitos dos seus representantes apresentam similaridades morfoldgicas e uma
alta variabilidade genética, sugerindo a existéncia de complexos de espécies dentro do
género. Além disso, a ocorréncia de plasticidade fenotipica ja foi observada em algumas
espeécies, 0 que dificulta ainda mais a resolucdo de incertezas taxonémicas dentro do
grupo. Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo analisar, com base no DNA
barcoding, exemplares de Hypostomus coletados em algumas regides das bacias
hidrogréficas do Alto Rio Paraguai, Guaporé, Juruena, Madeira e Araguaia, fornecendo
subsidios para entender qual é a real diversidade dos representantes desse género. O
conjunto de dados analisado é composto por 57 espécimes, identificadas a priori em 15
espécies com base em caracteres morfologicos. Todas as amostras foram submetidas as
técnicas moleculares de extracdo de DNA, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
sequenciamento. Posteriormente, foram realizados os métodos de analises genéticas para
a delimitacdo das espécies por distancia genética (ASAP, OT) e por coalescéncia (PTP e
GMYC). O alinhamento final de todas as sequéncias gerou fragmentos de 614 pares de
base. Os resultados revelaram que, das 15 espécies classificadas a priori com base
morfologica, foram identificadas de 13 a 16 MOTUs, a depender do método de
delimitagdo utilizado, sendo evidenciadas 13 MOTUs pelo ASAP, 16 pelo Otimo
Threshold, 14 MOTUs pelo PTP e 15 MOTUs pelo GMYC. Apds uma analise consenso,
foram identificadas seis MOTUs consideradas provaveis novas espécies, que Sao:
Hypostomus sp.1 e Hypostomus sp.2 do rio Branco afluente do Guaporé, Hypostomus
sp.3 do rio Juruena, Hypostomus sp.4 do rio Araguaia, Hypostomus sp.5 do rio Cabacal
bacia do Paraguai e Hypostomus sp.6 do rio Branco em Rond6nia bacia do Guaporé. As
espécies H. latirostris (rio Cuiabd) e H. cf. latirostris (rio Coxip0), apresentaram
resultados incongruentes, uma vez que as analises ASAP e PTP agruparam essas espécies
em uma Unica MOTU; na analise com 0 GMYC, apenas dois espécimes das 13 sequéncias
de H. latirostris se agruparam com H. cf. latirostris. J&, a analise do Otimo Threshold foi
a gue mais se aproximou da designacdo nominal, delimitando as espécies como sendo
espécies distintas. O valor de Otimo Threshold (OT) foi de 1,53%; valor esse que delimita
as distancias genéticas intra e interespecificas. A média da distancia genética
interespecifica variou de 0,85% entre H. latirostris rio Cuiaba e H. cf. latirostris do rio
Coxip6 do Ouro, a 9,15% entre Hypostomus sp.2 do rio Branco e H. cf. hemicochliodon
de afluente dos rios Madeira e Juruena. A variacdo intraespecifica foi de 0% em H. cf.
latirostris do rio Coxip6 do Ouro e outras cinco espécies, a 0,41% em H. latirostris. Os
resultados apresentados mostram que, para as localidades estudadas, o numero de
espeécies conhecidas para o género esta subestimado, necessitando de mais estudos para
se conhecer a real diversidade de Hypostomus. Além disso, o uso da técnica de DNA
Barcode se mostra eficiente na busca de ferramentas para melhor diagnosticar esse
complexo grupo de peixes neotropicais.

Palavras-chave: Analises genéticas, DNA barcoding, Unidades Taxonomicas
Operacionais Moleculares



ABSTRACT

Hypostomus (Loricariidae, Hypostominae) is a diverse group in number of species and,
despite being considered monophyletic, the relationship between the individuals that
compose it is complex. Many of its representatives present morphological similarities and
a high genetic variability, suggesting the existence of species complexes within the genus.
In addition, the occurrence of phenotypic plasticity has already been observed in some
species, which makes it even more difficult to resolve taxonomic uncertainties within the
group. In view of this, the present work aims to analyze, based on DNA barcoding,
specimens of Hypostomus collected in some regions of the watersheds of the Upper
Paraguay River, Guaporé, Juruena, Madeira and Araguaia, providing subsidies to
understand what is the real diversity of representatives of this genus. The dataset analyzed
Is composed of 57 specimens, identified a priori in 15 species based on morphological
characters. All samples were submitted to molecular techniques of DNA extraction,
Polymerase Chain Reaction (PCR) and sequencing. Subsequently, genetic analysis
methods were carried out to delimit the species by genetic distance (ASAP, OT) and by
coalescence (PTP and GMYC). The final alignment of all sequences generated fragments
of 614 base pairs. The results revealed that, of the 15 species classified a priori on a
morphological basis, 13 to 16 MOTUs were identified, depending on the delimitation
method used, with 13 MOTUs being evidenced by ASAP, 16 by Optimal Threshold, 14
MOTUs by PTP and 15 MOTUs by GMYC. After a consensus analysis, six MOTUs
considered as probable new species were identified, which are: Hypostomus sp.1 and
Hypostomus sp.2 from the Branco river affluent of the Guaporé, Hypostomus sp.3 from
the Juruena river, and Hypostomus sp.4 from the Araguaia river, Hypostomus sp.5 from
the Cabacal river Paraguay basin and Hypostomus sp.6 from the Branco river in the
Guaporé basin in Rondonia. The species H. latirostris (Cuiaba river) and H. cf latirostris
(Coxipo river), presented incongruent results, since the ASAP and PTP analyzes grouped
these species in a single MOTU; in the analysis with GMYC, which also presented an
incongruous result, only two specimens of the 13 H. latirostris sequences clustered with
H. cf latirostris. the analysis of the Great Threshold was the closest to the nominal
designation, delimiting the species as being distinct species. The Optimal Threshold (OT)
value was 1.53%; this value delimits the intra and interspecific genetic distances. The
mean interspecific genetic distance ranged from 0.85% between H. latirostris from the
Cuiaba river and H. cf latirostris from the Coxipé do Ouro river (both from the Paraguay
river basin), to 9.15% between Hypostomus sp.2 from the Branco river and H. cf
hemicochliodon from a tributary of the Madeira and Juruena rivers. The intraspecific
variation ranged from 0% in H. cf latirostris from Coxip6 do Ouro and five other species,
to 0.41% in H. latirostris. The results presented show that, for the locations studied, the
number of known species for the genus is underestimated, requiring further studies to
know the real diversity of Hypostomus. In addition, the use of the DNA Barcode
technique is efficient in the search for tools to better diagnose this complex group of
Neotropical fish.

Keywords: Genetic analysis, DNA barcoding, Molecular Operational Taxonomic Units
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes sobre a diversidade dos peixes

As mudancas climéticas, geogréficas e hidroldgicas que ocorreram ao longo da
historia do planeta, tem relacdo direta com a evolucdo das espécies (Savage 1995).
Todavia, tais mudancas trazem desafios para a compreensdo de alguns ramos da ciéncia,
como, por exemplo, as questdes que envolvem a identificacdo das espécies, interferindo
assim, diretamente, no conhecimento da biodiversidade e na taxonomia dos grupos
(Loxdale et al. 2016).

Nesse contexto, com 0s avancos tecnoldgicos na area de biologia molecular,
principalmente no que diz respeito ao uso de marcadores moleculares, a problemética que
muitas vezes envolve a diversidade e a taxonomia de determinados grupos tem sido mais
facilmente desvendada (Loxdale et al. 2016). No entanto, a nossa compreensao acerca
das espécies é ainda, de certo modo limitada, e as mesmas devem ser tratadas de maneira
cautelosa (Loxdale et al. 2016). A questdo carece de muito estudo antes de ser colocada
como uma verdade absoluta para determinado grupo, porque afinal, descrever uma
espécie nova demanda muita responsabilidade do taxonomista e de todos os envolvidos

no trabalho (Pérez-Ponce de Ledn e Poulin 2016).

A ictiofauna € um étimo exemplo de grupo com problemas que envolvem a
descricdo de espécies e suas relacGes taxondmicas, pelo fato de se tratar de vertebrados
extremamente diversos, numerosos e com varias caracteristicas morfoldgicas e
adaptativas Unicas (Buckup et al. 2007). Existem, aproximadamente, 61.628 espécies de
peixes conhecidas, dessas, 36.532 sao nomes validos em todo o mundo, sendo que dessas,
18.532 espécies sdo de agua doce e cerca de 100 novas espécies tém sido descritas a cada
ano (Reis et al. 2016; Frickie et al. 2023). Em se tratando da abundancia em espeécies da
ictiofauna, a América do Sul € considerada uma regido ictiodiversa que abriga 1/3 dos
peixes de agua doce do planeta (Reis et al. 2016). Sdo conhecidas acima de 9.100
espécies, sendo que apenas as de dgua doce, correspondem a quase 60% deste total (Reis
et al. 2016).

Com relacdo a classificacdo e a taxonomia, € importante destacar que a palavra
“peixes” engloba um grupo muito diverso de organismos, muitas vezes pouco

aparentados. Neste amontoado de grupos destacam-se os Ostariophysi, uma superordem
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que abriga o0s peixes 0sseos, que representam cerca de trés quartos dos peixes de agua
doce do mundo (Nelson 2006). Participam, deste grupo, cinco ordens, que ao todo
abrigam mais de 63 familias, 1.000 géneros e 13.700 espécies (Nelson 2006). A
superordem representa cerca de 30% de todos os peixes e 70% de todos 0s peixes de dgua

doce dos continentes com excecdo da Australia (Reis et al. 2016).

Em Ostariophysi temos dois grupos que compreendem: Anotophysi que engloba
0s Gonorynchiformes e temos os Otophysi (Fink e Fink 1996). Otophysi € um subclado
de Ostariophysi que inclui as ordens Cypriniphysi que engloba os Cypriniformes,
Characiphysi que representa os Characiformes e Siluriphysi que inclui os Gymnotiformes
e Siluriformes (Fink e Fink 1996; Nelson 2006; Ferraris 2007). Os Siluriformes
representam um grupo de peixes diversificados e amplamente distribuidos entre os
continentes, especialmente nas regides tropicais, sendo a ordem que apresenta uma maior
diversidade e distribuicdo de Ostariophysi, existem cerca de 7.327 espécies conhecidas
de Siluriformes, sendo que a maioria das espécies se encontram na Ameérica do Sul
tropical e subtropical (Reis et al. 2016; Frickie et al. 2023). Os representantes de
Siluriformes possuem corpos revestidos por placas dérmicas e apresentam habito de vida

associados as partes mais proximas do substrato (Baumgartner et al. 2012).

Os Siluriformes conhecidos popularmente como “peixes de couro”, formam
juntamente com os Characiformes a maior parcela de peixes das regides neotropicais
(Reis et al. 2003). Possuem 40 familias, sendo Loricariidae a familia mais abundante
dentro da ordem Siluriformes, com 1.044 espécies véalidas, cuja distribuicdo ocorre em
quase toda a América do Sul e Central indo da Costa Rica a Argentina (Reis et al. 2003;
Lujan et al. 2015; Fricke et al. 2023). Os Loricariidae sdo de facil distingcdo entre 0s
demais peixes, pois apresentam corpos revestidos de placas dérmicas ossificadas, dentes
tegumentares abundantes conhecidos como odontodeos e boca ventral que possui o
formato de ventosa, esta é composta por labios que formam um disco oral (Schaefer e
Lauder 1986; Geerinckx et al. 2011). A taxonomia de Loricariidae tem sido revisada com
estudos que envolvem desde informacdes morfoldgicas, citogenéticas e analises com o
uso de marcadores moleculares (Montoya-Burgos et al. 1998; Artoni e Bertollo 2001;
Reis et al. 2006). De acordo com Reis et al. 2006, Loricariidae é um grupo monofilético
com 1.044 espécies divididas em seis subfamilias, Lithogeninae, Rhinelepinae,
Hypoptopomatinae, Loricariinae, Hypostominae e Delturinae (Provenzano et al. 2003;

Lujan et al. 2015; Frickie et al. 2023). Os Loricariidae, se destacam por apresentarem uma
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ampla variedade de formas, tamanhos e cores. Dentro de Loricariidae, os Hypostominae

se destacam em numero de espécies (500 espécies) (Fricke et al. 2023).

Hypostominae é composta por cinco tribos monofiléticas: Corymbophanini,
Rhinelepini, Hypostomini, Ancistrini e Pterygoplichthyini (Armbruster 2004). Essa
subfamilia apresenta uma ampla variedade de espécies com status nomenclaturais
incertos, tendo como destaque o género Hypostomus (Reis et al. 2003). Este esta alocado
atualmente na tribo Hypostomini (Armbruster 2004; Britski et al. 2007; Lujan et al. 2015)

e € representado por 217 espeécies validas (Froese e Pauly 2022).

1.2. Hypostomus Lacépéde, 1803

De acordo com Reis et al. 2003 a primeira descricdo de Hypostomus foi feita em
1758 por Linnaeus cuja espeécie tipo era Acipenser plecostomus, a mesma foi invalidada
e substituida por La Cépéde em 1803 tendo como espécie tipo Hypostomus guacari que
posteriormente foi considerado um substituto desnecessario para Acipenser plecostomus
Linnaeus 1758; entretanto, 0 nome Hypostomus acabou sendo fixado ao longo dos anos
e de novas descricdes.

Hypostomus é um dos mais abundantes géneros da regido Neotropical podendo
ser encontrado na maioria das bacias neotropicais, desde os rios costeiros da Costa Rica
até Argentina Central, incluindo algumas ilhas do Caribe (Montoya-Burgos 2003). Os
representantes desse género, possuem preferéncia por dgua corrente, se alocam no fundo
dos rios e sdo encontrados em diferentes ambientes, como lagos de varzea, canais
profundos de rios, pequenos corregos, corredeiras, cachoeiras de varzea, e até mesmo em
aguas salobras estuarinas (Weber 2003). Durante o dia, possuem o habito de ficar entre
as rochas, sdo peixes herbivoros e/ou detritivoros, com excecdo de H. cochliodon que se
alimentam de madeira (Armbruster 2003).

Apresentam adaptacOes anatomo-fisiologicas para a captura e digestdo de seu
alimento, ndo apresentam habitos migratdrios e possuem estratégias adaptativas, como
por exemplo: 1) boca em formato de ventosa que auxilia na fixagdo dos Hypostomus no
substrato; ii) dentes de coroa bifida que permitem a raspagem dos detritos/sedimentos que
estejam fixados no fundo dos rios ou em macroéfitas aquaticas; iii) presenca de odontodeos
“espinhos” ao longo do corpo que auxiliam na defesa desses individuos; iv) trato digestivo
longo e enrolado que auxilia na digestdo dos detritos (Darnell 1961; De Almeida e De
Resende 2012; Lujan et al. 2015). S&o restritos a &gua doce, com exce¢do de Hypostomus
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watwata que é encontrado em aguas salobras das Guianas, e apresentam tamanho variavel
de 4,2 cm até exemplares com 70 cm de comprimento total (Reis et al. 2003).

Esses peixes sdo popularmente conhecidos como cascudos, acaris, bodos e, em
lingua inglesa, de catfish. As principais caracteristicas de Hypostomus sao: corpo robusto,
boca ventral em formato de ventosa, dentes de coroa bifida, focinho revestido de placas
pequenas e corpo coberto por placas ésseas maiores (Montoya-Burgos 2003; Bristki et al.
2007).

Pesquisas sobre sua morfologia (Armbruster 2004; Soliman et al. 2020),
reproducdo (Mazzoni e Caramaschi 1997; Duarte et al. 2011; Gomes et al. 2015),
alimentacdo (Villares-Junior et al. 2016; Pessoa et al. 2013; Abilhoa et al. 2016),
fisiologia (Aparecida Perna e Fernandes 1996; Mattias et al. 1998; Parente et al. 2009),
taxonomia (Zawadzki et al. 2008, 2010, 2012, 2018), relacGes filogenéticas (Montoya-
Burgos et al. 2002; Lujan et al. 2015), citogenética classica e molecular (Artoni e Bertollo
1996; Rubert et al. 2011; Maurutto et al. 2012) e biologia molecular (Paiva et al. 2005;
Mezzomo et al. 2020; Rocha-Reis et al. 2020), tém sido realizadas para esse grupo. Para
as bacias alvo deste estudo, bacia do Alto rio Paraguai, Araguaia e Bacia Amazo6nica sdo

encontradas algumas das principais espécies validas de Hypostomus (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies presentes em afluentes das bacias dos rios Alto Paraguai, Araguaia e Bacia Amazonica.

Espécies Bacia/Rios Autores

H. borelli Paraguai/Pilcomayo Boulenger 1897

H. boulengeri Paraguai Eigenmann e Kennedy 1903
H. basilisko Paraguai/Bodoquena Tencatt et al. 2014

H. cochliodon Paraguai/Paraguai e Parand Kner 1854

H. commersoni Paraguai/Parana e Uruguai Valenciennes 1836

H. formosae Paraguai Cardoso et al. 2016
H. froehlichi Paraguai/Bodoguena Zawadzki e Tencatt 2021
H. latirostris Paraguai/Jangada Regan 1904

H. latifrons Paraguai Weber 1986

H. mutucae Paraguai/Cuiaba Knaack 1999

H. paranensis Paraguai/Parana Weyenbergh 1877

H. peckoltoides Paraguai/Cuiaba Zawadzki et al. 2010
H. perdido Paraguai/Perdido Zawadzki et al. 2014
H. piratatu Paraguai Weber 1986

H. regani Paraguai/Paraguai, Parana e Uruguai Ihering 1905

H. robinii Paraguai/llha de Trindade Valenciennes 1840

H. ternetzi Paraguai/Paraguai, Parana e Uruguai Boulenger 1895

H. variostictus Paraguai/Coxim Miranda Ribeiro 1912
H. asperatus Araguaia-Tocantins/Tocantins Castelnau 1855

H. atropinnis Araguaia-Tocantins/Tocantins Eigenmann e Eigenmann 1890
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H.
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H.
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. ericae

. faveolus

. goyazensis

. hemicochliodon

. hoplonites

levis

. pantherinus

. pyrineusi

carinatus

rondoni

soniae

Araguaia-Tocantins/barragem de Serra Mesa
Avraguaia-Tocantins/Tocantins
Araguaia-Tocantins/Araguaia

Amazonica/Solimdes, Tapajos, Xingu e Negro
Amazoénica/Amazonas
Amazdnica/Madeira
Amazdnica/Madeira

Amazonica/Madeira
Amazodnica/Amazonas

Amazbnica/Tapajos

Amazonica/Tapajos

Hollanda Carvalho e Weber 2004
Zawadzki et al. 2008
Regan 1908
Armbruster 2003
Rapp Py-Daniel 1988
Pearson 1924
Kner 1854
Miranda Ribeiro 1920

Steindachner 1881

Miranda Ribeiro 1912
Hollanda Carvalho e Weber 2004

A filogenia de Hypostomus ja foi alvo de diversos trabalhos e tem sido
constantemente revisada por meio de estudos com énfase em andlises filogenéticas
baseados em dados de marcadores mitocondriais (D-loop) que indicaram a principio
Hypostomus como um grupo polifilético (Montoya-Burgos et al. 2002). Ja& em 2004,
Armbruster em uma andlise filogenética baseada em caracteres osteoldgicos de
Hypostomini, recuperou Hypostomus como um grupo parafilético em que seus
representantes sdo irmaos de Aphanotorulus, Cochliodon e Isorineloricaria (Armbruster
2004). Roxo et al. 2014, também recuperam Hypostomus como parafilético, no qual,

Hemiancistrus esta agrupado no clado de Hypostomus.

Entretanto, desde que Aphanotorulus e Isorineloricaria foram removidos do clado
de Hypostomus, e Cochliodon foi proposto como sindnimo-junior de Hypostomus, a
monofilia do género parece estar bem estabelecida com base em filogenias moleculares
(Lujan et al. 2015; Ray e Armbruster 2016; Cardoso et al. 2019; De Queiroz et al. 2020).
Com isso, Hypostomus segue como um grupo monofilético, cujos estudos sobre as
relacOes filogenéticas entre os seus representantes revelaram quatro linhagens principais,
sendo quatro supergrupos, representados por: H. cochliodon, H. hemiurus, H.
auroguttatus e H. plecostomus (De Queiroz et al. 2020).

1.3. DNA barcoding na delimitacéo de espécies

A discriminagdo correta das espécies ndo € uma tarefa facil, principalmente
guando se usa apenas um tipo de abordagem, seja ela morfoldgica, molecular (Arruda et
al. 2019; Braga et al. 2021), ou mesmo com base em estudos cariotipicos. A associagao

de diferentes métodos para se identificar uma espécie € uma tendéncia nos estudos
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taxondbmicos que vem sendo empregado com sucesso em diversos trabalhos,
principalmente no grupo dos peixes (Arruda et al. 2019; Braga et al. 2021).

Nesse sentido, as tecnicas moleculares envolvendo DNA mitocondrial vem
contribuindo para a elucidacdo da problematica acerca das espécies, em especial as que
sdo consideradas cripticas (Ward et al. 2005). O DNA barcoding é uma metodologia que
utiliza o gene mitocondrial codificador de proteinas, Citocromo ¢ Oxidase | (COl), para
identificacdo rapida das espécies, o que vem permitindo, ao longo dos anos, a delimitagdo
e descricdo de novas espécies (Hebert et al. 2004; Hebert e Gregory 2005; Tresbach et al.
2015), contribuindo para a resolucéo de problemas em grupos taxonémicos cuja distingdo
morfoldgica € complexa (Rosa e Paiva 2009).

O DNA mitocondrial possui 37 genes, sendo esses genes todos ligados ao longo
de uma molécula circular com cerca de 17.000 pares de nucleotideos de comprimento
(Avise 2009). Além disso, 0 genoma mitocondrial tem como caracteristicas principais,
serem amplamente distribuidos entre os animais, possuir alto nimero de copias por célula,
apresentar taxa de mutacédo diferente entre as espécies, nao sofrer recombinagdo, possuir
heranca materna e ter baixo polimorfismo ancestral, caracteristicas essas que tornam esses
genes importantes colaboradores na discriminacdo das espécies (Azeredo 2005). Existe
também, um limite de 2% de divergéncia genética para espécies de vertebrados, que é
utilizado para discriminar as espécies relacionadas (Hebert et al. 2003). Assim, as
distancias intraespecificas estariam abaixo de 2% e as distancias interespecificas estariam
acima desse percentual (Hebert et al. 2003).

Diferentes abordagens metodoldgicas podem ser empregadas no tratamento de
dados genéticos para se compreender os limites interespecificos. Assim, para a realizacao
da delimitagdo com base no DNA Barcode sdo empregados diferentes métodos de
analises baseados em distancia genética e coalescéncia. Os métodos baseados em
distancias genéticas apresentam como hipotese o fato de que individuos pertencentes a
uma mesma espécie possuem distancias geneticas menores do que as distancias entre as
espécies. Os métodos de distdncia mais utilizados atualmente para delimitacdo de
espécies sdo: ASAP que constroi partiches de espécies a partir de alinhamentos de
sequéncias de locus Unico formando as Unidades Operacionais Taxonémicas Moleculares
(MQOTUs) (Puillandre et al. 2021), e 0 modelo Kimura-2-Parametros (K2P), que estima
as distancias interespecificas e intraespecificas dos grupos com base na diferenciacdo das
taxas de transicdo e transversdo, assumindo que a frequéncia das bases ¢ a mesma

(Kimura 1980). Outro método também baseado em distancia genética (K2P) é o Otimo
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Threshold (OT) gerado pelo pacote Spider (Brown et al. 2012), em conjunto com 0
software (JMotu) utilizado para a delimitacdo das (MOTUSs) (Jones et al. 2011).

Os métodos baseados apenas em distancias genéticas apresentam certas limitacdes
por ndo levarem em consideracao a histdria evolutiva das espécies. De encontro a essa
limitacdo, temos as analises coalescentes que permitiram um avango nesse sentido, pois
fazem inferéncias quanto aos processos evolutivos por meio de modelagem probabilistica
das relagdes genealdgicas de um conjunto de amostras de fragmentos de DNA do presente
para 0 passado (Kingman 1982; Hamilton 2021). Assim, essas modelagens permitem
reconstruir os eventos evolutivos como, fluxo génico, selecdo natural e divergéncia
populacional que podem ter ocorrido no passado e que explicam os padrBes genéticos
atuais de determinadas amostras populacionais (Kingman 1982; Hamilton 2021).

Os métodos baseados em coalescéncia tendem a ser mais robustos que os métodos
de distancia, pois eles levam em consideracdo a historia evolutiva das espécies, enquanto
0s métodos baseados em distancia ndo. Com relacéo as ferramentas coalescentes, o PTP
(Poisson Tree Processes) e 0 GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescence) sdo os mais
utilizados (Zhang et al. 2013). O PTP é uma analise andloga ao GMYC, que se diferencia
apenas quanto ao uso da topologia, ou seja, 0 PTP se baseia em uma arvore nao-

ultramétrica (nimero de substitui¢fes) (Zhang et al. 2013).

O modelo GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescence) foi desenvolvido para
delimitar espécies que evoluem independentemente por meio de um dnico locus, ou seja,
um Gnico marcador molecular (Citocromo ¢ Oxidase 1). E uma analise coalescente que
utiliza uma arvore ultramétrica (comprimento dos ramos ao longo do tempo) para modelar
a especiacdo, nos eventos de ramificacdo entre as espécies; através da arvore, sdo
identificados pontos de transicdo entre as taxas de ramificagdes inter e intraespécies
(Zhang et al. 2013). Portanto 0o GMYC é um método probabilistico para delimitacdo das
especies ajustando modelos de ramificacdo dentro e entre especies para arvores de genes
reconstruidas, e dentre as milhares de arvores analisadas pelo método, 0 mesmo seleciona
a mais robusta de acordo com 0s nossos dados e parametros pré-determinados (Fujisawa
et al. 2013).

A utilizagdo de dados mitocondriais associados aos métodos disponiveis para
delimitacdo de espécies, tem se mostrado bastante eficaz na resolucdo de incertezas
taxonémicas dos seres vivos (Ward et al. 2005; Tresbach et al. 2015), e podem contribuir

para conhecer a biodiversidade existente, facilitando o0 manejo e conservacao de diversas
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espeécies que estdo sofrendo com o declinio populacional e, consequentemente, correndo

0 risco de serem extintas.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Diante do exposto, 0 presente projeto tem como objetivo central, investigar com
base na técnica de DNA barcoding, a diversidade das espécies de Hypostomus presentes

em afluentes das Bacias dos rios do Alto Paraguai, Guaporé, Juruena, Madeira e Araguaia.

2.2. Objetivos especificos
(1) identificar as possiveis Unidades Taxondmicas Operacionais Moleculares

(MOTUSs) de um conjunto de espécies de Hypostomus oriundas de por¢des das
bacias do Alto rio Paraguai, Guaporé, Juruena, Madeira e Araguaia;

(2) verificar se as MOTUs definidas indicam possiveis novas espécies;

(3) estimar a divergéncia genética intra e interespecifica das populagdes estudadas de
Hypostomus;

(4) gerar informacdes sobre a diversidade genética de Hypostomus para auxiliar e
fortalecer as politicas publicas que objetivam mitigar os impactos antrépicos

advindos do desconhecimento da diversidade dos peixes neotropicais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo e coleta de Hypostomus

Os espécimes analisados neste estudo, foram coletados nas bacias hidrograficas
do Alto rio Paraguai, Guaporé, Juruena, Madeira e Araguaia (Tabela 2). J& as demais
informagdes das sequéncias de DNA dos Hypostomus, foram extraidas do banco de dados
genéticos mitocondriais Bold Systems
(https://www.boldsystems.org/index.php/databases) que pertencem a diferentes bacias
hidrograficas ao longo da América do Sul (Apéndice A). Os espécimes deste estudo foram
identificados, a priori, com base em sua morfologia externa (figura apresentada no

capitulo 1- Figuras 2 e 3).

Foram obtidos 60 individuos de Hypostomus durante o periodo de coleta de dados
provenientes das seguintes bacias (Tabela 2): i) Alto Paraguai: rio Cuiaba (Sdo Gongalo
Beira Rio) Cuiaba - MT (1); rio Cuiabd em Nossa Senhora do Livramento - MT (11); rio
Cuiaba em Vérzea Grande - MT (1); rio Mutum em Mimoso - MT (1); afluentes do rio
Cuiaba em Jangada - MT (8); rio Coxipé em Distrito da Guia - MT (3); rio Coxipé do
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Ouro em Cuiabd — MT (3); rio Diamantino em Diamantino - MT (3); rio Cabacal em
Cabacal — MT (1); Cérrego Ultimo Gole — MS (2); ii) Araguaia: Cérrego Taquaral em
Barra do Gargas - MT (2); rio Araguaia, Barra do Gargas - MT (2); iii)) Amazonica: rio
Juruena da bacia do rio Madeira em Juina Terra Roxa - MT (7); afluentes da bacia
Amazonica em Juina Distrito de Fontanillas (2); e rio Branco em Rondénia — RO bacia

do rio Guaporé (10) (Tabela 2) (figura apresentada no capitulo 1- Figura 1).

Tabela 2: Pontos de coleta dos espécimes de Hypostomus deste estudo.

Espécie Localidade Bacia e/ou Rio Lat Long Id. Seq N°Reg
Bold

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9145 -
Livramento—-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9146 -
Livramento—-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9147 -
Livramento—-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9148 -
Livramento—-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9149 -
Livramento—-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9239 -
Livramento—-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9541 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9542 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9543 -
Livramento—-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9544 -
Livramento—-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9569 -
Livramento-MT

H. latirostris Jangada-MT Paraguai/afluentes -15,143075 -56,29007 10376 -

H. latirostris Jangada-MT Paraguai/afluentes -15,143075 -56,29007 10377 -

H. latirostris Jangada-MT Paraguai/afluentes -15,143075 -56,29007 10381 -

H. latirostris Distrito da Guia— Paraguai/Coxip6 -15,213240 -56,133556 10417 -

MT Agu
H. cf. latirostris Coxip6 do Ouro-  Paraguai/Coxip6 do -15,360144 -55,933308 11083 -

MT

Ouro
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H. cf. latirostris

H. cf. latirostris

H. boulengeri

H. boulengeri

H. boulengeri

H. boulengeri

H. faveolus

H. faveolus

Hypostomus sp.1

Hypostomus sp.1

Hypostomus sp.2
Hypostomus sp.3
Hypostomus sp.3
Hypostomus sp.4
Hypostomus sp.4
Hypostomus sp.5

Hypostomus sp.6

Hypostomus sp.6

Hypostomus sp.6

Hypostomus sp.6

H. pyrineusi

H. pyrineusi

H. pyrineusi

Coxip6 do Ouro-
MT

Coxipé do Ouro-
MT

Mimoso-MT

Varzea Grande-
MT

Diamantino-MT

Distrito da Guia—
MT

Barra do Gargas-
MT
Barra do Gargas-
MT
Nova
Geased’Oeste
Alta-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO
Juina-MT

Juina-MT

Barra do Gargas-
MT
Barra do Gargas-
MT
Cabacal-MT

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste -RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Paraguai/Coxip6 do

QOuro

Paraguai/Coxipé do

Quro

Paraguai/Mutum

Paraguai/Cuiaba

Paraguai/Diamantino

Paraguai/Coxip6
Acu

Araguaia/Taquaral

Araguaia/Taquaral

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/rio Branco

Tapajos/Juruena

Tapajos/Juruena

Araguaia/Araguaia

Araguaia/Araguaia

Paraguai/Cabagal

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

-15,360144

-15,360144

-16,201105

-15,392807

-14,243129

-15,213240

-15,403265

-15,403265

-11,562510

-11,562510

-11,562510
-11,201994
-11,201994
-15,533422
-15,533422
-15,366122

-11,562510

-11,562510

-11,562510

-11,562510

-11,562510

-11,562510

-11,562510

-55,933308

-55,933308

-55,50714

-56,42755

-56,27214

-56,133556

-52,174169

-52,174169

-62,21267

-62,21267

-62,21267
-58,20929
-58,20929
-52,151078
-52,151078
-58,212131

-62,21267

-62,21267

-62,21267

-62,21267

-62,21267

-62,21267

-62,21267

11084

11086

9438

9694

10415

10423

9505

9506

9713

9728

9699

10201

10203

9539

9540

11426

9695

9696

9697

9703

9719

9720

9725
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H. cf. Juina-MT Madeira/Juruena -11,32674 -59,113852 10195
hemicochliodon
H. cf. Juina-MT Madeira/Juruena -11,32674 -59,113852 10196
hemicochliodon
H. cf. Juina-MT Madeira/Juruena -11,32674 -59,113852 10197
hemicochliodon
H. cf. Juina-MT Madeira/Juruena -11,32674 -59,113852 10198
hemicochliodon
H. cf. Juina-MT Madeira/Juruena -11,32674 -59,113852 10199
hemicochliodon
H. cf. Juina-MT Madeira/Juruena -11,32674 -59,113852 10200
hemicochliodon
H. cf. Juina-MT Madeira/Juruena -11,201994 -58,20929 10202
hemicochliodon
H. renestoi Jangada—MT Paraguai/afluentes -15,143075 -56,29007 10375
H. renestoi Jangada-MT Paraguai/afluentes -15,143075 -56,29007 10380
H. renestoi Jangada-MT Paraguai/afluentes -15,143075 -56,29007 10396
H. renestoi Diamantino-MT  Paraguai/Diamantino -14,243129 -56,27214 10414
H. renestoi Diamantino-MT  Paraguai/Diamantino -14,243129 -56,27214 10416
H. cochliodon Jangada-MT Paraguai/afluentes -15,143075 -56,29007 10383
H. cochliodon Jangada-MT Paraguai/afluentes -15,143075 -56,29007 10386
H. cochliodon Distrito da Guia- Paraguai/Coxip6 -15,213240 -56,133556 10422
MT
H. regani S&o Gongalo beira Paraguai/Cuiaba -15,689781 -57,060000 9568
rio-MT
H. khimaera MS Paraguai/Corrego -17,928722 -54,691861 11454
Ultimo Gole
H. khimaera MS Paraguai/Cérrego -18,490278 54,753917 11458

Criminoso

Ao todo foram utilizadas 57 amostras (figura apresentada no capitulo 1- Figura
1). Os peixes analisados neste trabalho foram coletados (n° da licenca: 73042),
eutanasiados e, por fim, fragmentos de tecido muscular foram retirados e acondicionados
em tubos plasticos para microcentrifuga (2,0 ml) com alcool etilico absoluto e

armazenados em freezer, para as analises moleculares.

Os espécimes foram armazenados no Laboratério de Citogenetica e Genética

Animal (LabGen), localizado no Instituto de Biociéncias (IB) da Universidade Federal de
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Mato Grosso (UFMT) e, apds a concluséo do trabalho, os mesmos serdo transferidos e
adicionados a Colecdo de Peixes da UFMT (CPUFMT) e suas sequéncias de DNA serdo
depositadas na plataforma online de sequencias mitocondriais Bold Systems.

3.2. Procedimentos laboratoriais

3.2.1 Extracdo Salina de DNA

As técnicas moleculares foram realizadas utilizando amostras de tecido muscular dos
peixes, armazenadas em tubos para microcentrifuga, conservadas em alcool etilico
absoluto e preservadas em freezer (-20°C).

Para extracdo do DNA foi utilizado o protocolo de extracdo salina (Aljanabi e
Martinez 1997), com modificacGes. As adequagdes foram feitas, nas quantidades de
reagentes, tempo médio de digestdo celular e de centrifugacdo do material. Essas
alteracdes foram realizadas conforme nossas experiéncias em laboratorio até obtermos
um protocolo adequado para nossas amostras.

A extracgéo salina comecga com o corte de um pequeno fragmento de tecido (aprox. 60
mg). Apo6s a evaporacdo completa do alcool, o tecido foi colocado em um microtubo (1,5
ml). Em seguida, foram adicionados 440 ul de tampao de extracdo (NaCl 5M a 8 ml, Tris
—~HCIIMpH 8,041 ml, EDTA 0,5M pH 8,0 a 400ul, SDS 10% a 20 ml e agua ultrapura
a 70,6 ml para um volume final de 100 ml) e 16 pl de proteinase K (10 mg/ml). O
microtubo foi passado em vértex, para a homogeneizacdo dos reagentes, e deixado em
banho-maria a 55°C de 1-3 horas. Posteriormente, 300ul de NaCl (5M) foram adicionados
a amostra, 0s microtubos foram invertidos, passados em vortex por 30 segundos e
centrifugados a 10.000 rotacéo por minuto (rpm) por 10 minutos. O sobrenadante (cerca
de 500 ul) foi transferido para outro microtubo de 1,5 ml e adicionado 500 ul de
isopropanol (100%) gelado. Em seguida, os microtubos foram invertidos para a
precipitacdo do DNA e centrifugados por 10 min a 10.000 rpm. Novamente, o isopropanol
foi descartado e adicionado na amostra 300 pl de etanol (70%) gelado. Os microtubos
foram centrifugados por 5 min a 10.000 rpm e o etanol foi descartado. Os microtubos
com as amostras foram mantidos em estufa a 37°C por 1 hora e, ao final, o DNA foi eluido
com 30 ul de agua ultrapura autoclavada.

Apos a extracdo de DNA, as amostras foram quantificadas em espectrofotémetro
(DENOVIX) DS - 11/DS - 11+ UNISCICENCE® para verificar a pureza e quantidade

21



em nanogramas (ng) de DNA. Além disso, as amostras foram analisadas por eletroforese
em gel de agarose (1%), utilizando cuba de eletroforese horizontal com tampé&o TBE 1X,
comparado com ladder de 1kb (Kasvi) para verificar a integridade do material genético.
Para isso, foram utilizados dois microlitros de DNA total, 1 pl de corante fluorescente
Gel Red 10X (Biotium) e 1 pl do corante Blue Juice: logo depois, o gel foi observado sob

luz ultravioleta em foto documentador (Loccus Biotecnology).

3.2.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) Purificagdo e Sequenciamento das
amostras de DNA

Posterior a etapa de extracdo do material genético, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foi realizada, utilizando os primers do gene mitocondrial Citocromo ¢ oxidase |
(CQOI) FishF1 (5’-TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC-3’) e FishR1 (5°-
TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA-3’) (Ward et al. 2005), seguindo as

concentragOes e quantidades relacionadas na (Tabela 3).

Tabela 3: Reagentes PCR. Reagentes e suas respectivas concentra¢des e quantidades utilizadas na Reagédo
em Cadeia da Polimerase (PCR).

Reagentes Mix para uma amostra
H20 ultrapura 17,05ul
Tampéo 10X 2,5ul

dNTP 1,25mM 1,5ul
MgClz2 50mM 0,75ul
Primer F 10mM 0,5ul
Primer R 10mM 0,5ul
Tag-polimerase 5U 0,2ul
DNA 1,0ul

As reacdes foram realizadas em termociclador, modelo Veriti 96-Well Thermal
Cycler, 0,2 ml — Ref. 4375786 (Applied Biosystems) durante 35 ciclos, de acordo com a

programacéo de temperaturas discriminadas na Tabela 4.

Tabela 4: Programagdo — PCR. Programacéo de temperaturas da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para amplificacdo do gene Citocromo c Oxidase | (COI).
*Ciclo repetido 35 vezes

Etapas Temperatura Tempo
Desnaturac&o inicial 95°C 3 min
Desnaturacgdo* 95°C 30 seg
Anelamento* 50°C 60 seg
Extensdo* 72°C 40seg
Extenséo final 72°C 7min
12°C )
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Para verificar se o DNA foi amplificado corretamente, as amostras foram
submetidas novamente a eletroforese em gel de agarose, seguindo 0 mesmo protocolo
utilizado para extragdo de DNA, com alteracdo do ladder (100 pares de base) e, em
seguida, foram submetidas ao espectrofotdmetro. Posteriormente, as amostras foram
enviadas para a BPI Biotecnologia, Pesquisa e Inovacao
(https://bpibiotecnologia.com.br/), empresa situada em Botucatu-SP, para realizacdo da
etapa de purificacdo e sequenciamento automatico das amostras de DNA.

3.3. Anélise de Dados
As sequéncias brutas recebidas em formato AB1 foram convertidas em formato

fasta e comparadas uma a uma com as sequéncias depositadas em plataforma online NCBI
((National Center for Biotechnology Information,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) com o auxilio da ferramenta BLAST ® (Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990) para verificar se as sequéncias brutas
de cada espécie que identificamos a priori, baseadas em morfologia externa,
correspondiam com as sequéncias das espécies depositadas no banco de dados citado
acima. Ja no banco de dados do DNA Barcode na plataforma Bold Systems (Registros de
codigo de barras a nivel de espécie, http://v4.boldsystems.org) (Hebert et al. 2003)
extraimos novas sequéncias de DNA que foram incorporadas ao trabalho (Apéndice A).
As sequéncias brutas recebidas em formato AB1 foram editadas no programa
Geneious® 7.1.3 (Kearse et al. 2012). No programa Geneious, verificou-se manualmente
a qualidade das sequéncias, que variou de 70 a 90%, bem como a presenca de gaps para
que assim, posteriormente fosse realizada a edicdo. Em seguida, no proprio Geneious foi
analisado se havia a presencga de stop codons, pseudogenes, delecdes e insergdes nas
sequéncias. Apos a edicdo inicial, as sequéncias foram analisadas no programa MEGA
v.11.0 (Tamura et al. 2021) e por meio do algoritmo Muscle (Edgar 2004) foi realizado o
alinhamento maultiplo. O teste de saturacdo das sequéncias (Xia et al. 2003; Xia e Lemey
2009) foi realizado no programa DAMBE (Xia et al. 2003) para verificar a possivel

ocorréncia de saturagdo por substituicdo de nucleotideos.

No MEGA, foram calculadas as distancias geneéticas intra e interespecificas das
espécies nominais, aplicando o modelo de distancia Kimura-2-Parametros (K2P) (Kimura
1980); este modelo tem como pressuposto que as taxas de transigdo e transversdo sao

diferentes, mas assume que a frequéncia das bases € igual, sendo muito utilizado em
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diversos trabalhos para estimar as divergéncias genéticas interespecificas e

intraespecificas entre os grupos (Kimura 1980).

O Otimo Threshold (OT) foi gerado com o auxilio do pacote Spider (SPecies
IDentify and Evolutions in R) (Brown et al. 2012) utilizando a fun¢do “LocalMinima” no
programa R Studio (http://www.rstudio.com/). O valor de OT foi estimado, usando o
alinhamento final como matriz, determinando a distancia genética (K2P) entre 0s grupos
e otimizando os limites de divergéncia de OT entre as espécies (Brown et al. 2012). Em
seguida, dado o valor de OT, o mesmo foi utilizado para a formacdo das Unidades
Taxondmicas Operacionais Moleculares (MOTUS) por meio do programa JMotu (Jones
etal. 2011). O JMotu testa os thresholds gerados pelo Spider para a formacgéo das MOTUs
e para isso € necessario utilizar o threshold no valor decimal e multiplica-lo pelo tamanho
do fragmento de pares de bases. As entidades moleculares que sdo as MOTUs se formam
por agrupamentos de sequéncias similares entre si, inferindo que a variagdo genética ndo

seja excedente dentro das espécies, mas sim entre elas (Casiraghi et al. 2010).

Além disso, também foi realizada a anélise baseada em distancia genética
conhecida como ASAP, a qual constroi partices de espécies a partir de alinhamentos de
sequéncias de locus Uanico, formando as Unidades Taxondmicas Operacionais
Moleculares (MOTUs) (Puillandre et al. 2021). O ASAP foi executado na péagina
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/asapweb.html; apdés o carregamento do arquivo
contendo o alinhamento final, o método Kimura (K80) ts/tv foi selecionado, e gerando
um arquivo output com as MOTUs baseadas nas sequéncias de DNA do alinhamento

final.

Além das analises de distancias genéticas que utilizam o modelo de substituicdo
K2P, em nossas andlises, também foi adicionado com o auxilio do modelo de substituicdo
de nucleotideos por meio do programa JModeltest2 v. 2.1.4 (Darriba et al. 2012), o melhor
modelo evolutivo (HKY+I+G), uma vez que este foi 0 modelo que melhor se ajustou ao

nosso conjunto de dados genéticos.

O modelo PTP (Poisson Tree Processes) para a delimitagdo de espécies (Zhang et
al. 2013) é um método de anélise coalescente de maxima verossimilhanca. A delimitagéo
ocorre por meio de filogenias a partir de uma arvore nao ultramétrica construida no site
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/ (Guindo e Gascuel 2003), através do melhor
modelo de substituicdo (HKY+1+G), sendo o valor de gamma shape gerado pelo
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programa JModeltest2 com suporte de 1000 réplicas de bootstrap sendo as demais
configuracdes deixadas em default. Como grupo externo, utilizamos a sequéncia de

Pterygoplichthys etentaculatus proveniente do Bold (N° de registro Bold BSB073-10).

O resultado da andlise de Méaxima Verossimilhanca realizada no site
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/, gerou a arvore ndo ultramétrica que foi utilizada
na analise do PTP no site https://species.h-its.org/ (Zhang et al. 2013). No modelo PTP,
a arvore foi enraizada com X, 400.000 geracdes de Cadeias de Markov (MCMC) e, ao
final, o grupo externo foi removido da andlise e 0s demais parametros foram deixados em
default. As taxas de especiacdo foram modeladas a partir dos nimeros de substitui¢oes
(Zhang et al. 2013).

A arvore ultramétrica foi construida no programa BEAST v2.6.6, utilizando valores
de gamma do modelo evolutivo (HKY+I+G), relégio molecular relaxado com
distribuicdo log normal e modelo de especiacdo birth-death. Os parametros foram
executados trés vezes de forma independente, iniciadas através de arvores aleatorias com
30 milhdes de geracdes (MCMC) cada. Os resultados dos trés arquivos com a extensdo
log foram visualizados no programa Tracer v 1.6 para verificar a confiabilidade dos
resultados. Apds o término das trés corridas no programa BEAST, as mesmas foram
combinadas no programa LogCombiner, sendo que 25% (burn-in) das topologias foram
descartadas de cada arquivo, uma vez que essa etapa inicial de exploracéo dos dados pelo
programa, que ainda esta em ascendéncia, acaba gerando ruidos aos resultados. Além
disso, o0s trés arquivos com extensdo “.tree” também foram combinados, por meio do
programa Treeannotator v. 1.8. O resultado da combinacdo destes trés arquivos foi
visualizado no programa FigTree v. 1.4 e salvo com extensao .Newick. Em seguida, essa
arvore foi usada na analise de GMYC no programa R Studio, através do pacote SPLITs
(SPecies Limits by Threshold Statistics) (Monaghan et al. 2009), com o emprego do

modelo de Threshold Unico.
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CAPITULO 1

RESUMO

Sendo um dos géneros que mais desperta o interesse e curiosidade dos cientistas,
aquaristas e leigos Hypostomus (Loricariidae, Hypostominae, Hypostomini) é
considerado um dos grupos mais ricos em espécies de todo o mundo, sdo amplamente
distribuidos na regido Neotropical e de facil adaptacéo a diferentes ambientes aquaticos.
Ainda que o género seja considerado um grupo monofilético, a relacdo entre os
representantes desse grupo & complexa, uma vez que, muitos de seus individuos
apresentam similaridades morfol6gicas, com uma alta variabilidade genética. Além disso,
a ocorréncia de plasticidade fenotipica ja foi observada em algumas espécies, o que
dificulta ainda mais a resolucao de incertezas taxonémicas dentro do grupo. Desse modo,
diante da grande complexidade encontrada em Hypostomus faz-se necessario analisar
com o auxilio da técnica de DNA barcoding exemplares coletados em afluentes das bacias
hidrograficas do Alto rio Paraguai, Guaporé, Juruena, Madeira e Araguaia buscando
entender qual a real diversidade dos representantes desse género. Apos a coleta de dados,
foram analisados 57 individuos de diferentes espécies de Hypostomus, os quais foram
submetidos as técnicas moleculares de extracdo salina, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e posterior sequenciamento dos fragmentos de DNA amplificados durante a PCR.
A nivel apenas de comparagdo, foram extraidos do banco de dados genéticos Bold
Systems 166 espécimes de Hypostomus. Em seguida, as sequéncias de DNA foram
submetidas as analises de bioinformética, em que foram editadas, blastadas e alinhadas.
Logo depois, as sequéncias foram analisadas através das analises baseadas em distancia
genética, como OT e ASAP, além, de estimar as distancias inter e intraespecifica dos
fragmentos de DNA,; e por fim, foram executadas as analises de coalescéncia PTP,
GMYC e os resultados foram plotados em um dendrograma. Os resultados revelaram 57
sequéncias de DNA de Hypostomus compostas por 614 pares de base. Os resultados
revelam que das 15 espécies classificadas a priori com base morfolégica, foram
identificadas de 13 a 16 MOTUs, a depender do método de delimitacdo utilizado, sendo
evidenciadas 13 MOTUs pelo ASAP, 16 pelo Otimo Threshold, 14 MOTUs pelo PTP e
15 MOTUs pelo GMYC. Ap6s uma analise consenso, foram identificadas seis MOTUs
consideradas provaveis novas espécies, que sao: Hypostomus sp.1 e Hypostomus sp.2 do
rio Branco, Hypostomussp.3 do rio Juruena, Hypostomus sp.4 do rio Araguaia,
Hypostomus sp.5 do rio Cabacal e Hypostomus sp.6 do rio Branco. As espécies H.
latirostris (rio Cuiaba) e H. cf. latirostris (rio Coxipd), apresentaram resultados
incongruentes, uma vez que as analises ASAP e PTP agruparam essas espécies em uma
unica MOTU e na andlise com 0 GMYC apenas dois espécimes das 13 sequéncias de H.
latirostris se agruparam com H. cf. latirostris. A analise do Otimo Threshold foi a que
mais se aproximou da designacdo nominal, delimitando as espécies como sendo espécies
distintas. O valor de Otimo Threshold (OT) foi de 1,53%; valor esse que delimita as
distancias genéticas intra e interespecificas. A média da distancia genética interespecifica
variou de 0,85% entre H. latirostris rio Cuiaba e H. cf. latirostris do rio Coxip6 do Ouro,
a 9,15% entre Hypostomus sp.2 do rio Branco e H. cf. hemicochliodon de afluente dos
rios Madeira e Juruena. A variacdo intraespecifica foi de 0% em H. cf. latirostris do rio
Coxip6 do Ouro e outras cinco espécies, a 0,41% em H. latirostris rio Cuiaba. Os
resultados apresentados mostram que, para as localidades estudadas, o numero de
espécies conhecidas para o género esta subestimado, necessitando de mais estudos para
se conhecer a real diversidade do género. Além disso, o uso da técnica de DNA Barcode
se mostra eficiente na busca de ferramentas para melhor diagnosticar esse complexo
grupo de peixes neotropicais.
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ABSTRACT

Being one of the genera that most arouses the interest and curiosity of scientists, aquarists
and laymen Hypostomus (Loricariidae, Hypostominae, Hypostomini) is considered one
of the richest groups in species around the world, they are widely distributed in the
Neotropical region and easily adaptable to different aquatic environments. Although the
genus is considered a monophyletic group, the relationship between the representatives
of this group is complex, since many of its individuals present morphological similarities,
with a high genetic variability. In addition, the occurrence of phenotypic plasticity has
already been observed in some species, which makes it even more difficult to resolve
taxonomic uncertainties within the group. Thus, given the taxonomic uncertainties and
diversity found in Hypostomus, it is necessary to analyze, using the DNA barcoding
technique, specimens collected in tributaries of the Upper Paraguay River, Guaporé,
Juruena, Madeira and Araguaia river basins, seeking to understand the real diversity of
representatives of this genus. After data collection, 57 individuals of different species of
Hypostomus were analyzed, which were submitted to molecular techniques of Saline
Extraction, Polymerase Chain Reaction (PCR) and subsequent sequencing of the DNA
fragments amplified during PCR. For comparison purposes only, 166 specimens of
Hypostomus were extracted from the Bold Systems genetic database. Then, the DNA
sequences were subjected to bioinformatics analysis, in which they were edited, blasted
and aligned. Soon after, the sequences were analyzed using analyzes based on genetic
distance, such as OT and ASAP, in addition to estimating the inter and intraspecific
distances of the DNA fragments; and finally, the PTP, GMY C coalescence analyzes were
performed and the results were plotted in a dendrogram. The results revealed 57
Hypostomus DNA sequences composed of 614 base pairs. The results show that of the 15
species classified a priori on a morphological basis, 13 to 16 MOTUs were identified,
depending on the delimitation method used, with 13 MOTUs being evidenced by ASAP,
16 by Optimal Threshold, 14 MOTUs by PTP and 15 MOTUs by GMYC. After a
consensus analysis, six MOTUs considered as probable new species were identified,
which are: Hypostomus sp.1 and Hypostomus sp.2 from the Branco River, Hypostomus
sp.3 from the Juruena River, Hypostomus sp.4 from the Araguaia River, Hypostomus sp.5
from the Cabacal River and Hypostomus sp.6 from the Branco River. The species H.
latirostris (Cuiaba river) and H. cflatirostris (Coxipé river), presented incongruent
results, since the ASAP and PTP analyzes grouped these species in a single MOTU; in
the analysis with GMY C, which also presented an incongruous result, only two specimens
of the 13 H. latirostris sequences clustered with H. cf latirostris. The Optimum Threshold
analysis was the closest to the nominal designation, delimiting the species as distinct
species. The Optimal Threshold (OT) value was 1.53%; this value delimits the intra and
interspecific genetic distances. The mean interspecific genetic distance ranged from
0.85% between H. latirostris from the Cuiaba river and H. cf latirostris from the Coxipo
do Ouro river, to 9.15% between Hypostomus sp.2 from the Branco river and H. cf
hemicochliodon from a tributary of the Madeira and Juruena rivers. The intraspecific
variation ranged from 0% in H. cf latirostris from Coxip6 do Ouro river and five other
species, to 0.41% in H. latirostris Cuiaba river. The results presented show that, for the
locations studied, the number of known species for the genus is underestimated, requiring
further studies to know the real diversity of the genus. In addition, the use of the DNA
Barcode technique is efficient in the search for tools to better diagnose this complex group
of Neotropical fish.
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1. INTRODUCAO

Com cerca de 217 espécies, 0 género de cascudos neotropicais Hypostomus é um
dos mais diversos de peixes de agua doce da regido Neotropical (Lujan et al. 2015; Froese
e Pauly2023). Pertence a familia Loricariidae cuja caracteristica morfoldgica é de facil
reconhecimento, pois apresenta boca em formato de ventosa e corpo revestido de placas
6sseas (Montoya-Burgos 2003; Froese e Pauly 2022). Loricariidae abriga 115 géneros e
1.044 espécies vélidas, a familia estd dividida em seis subfamilias: Lithogeninae,
Rhinelepinae, Delturinae, Loricariinae, Hypoptopomatinae e Hypostominae (Provenzano
et al. 2003; Luja et al. 2015; Frickie et al. 2023). Hypostominae encontra-se dividida em
cinco tribos: Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini, Ancistrini e Pterygoplichthyini
(Armbruster 2004). Hypostomini abriga apenas o género Hypostomus que por sua vez é
0 género alvo deste estudo (Armbruster 2004). Hypostomus foi descrito pela primeira vez
por Linnaeus 1758, em 2020 De Queiroz et al. utilizaram uma filogenia multilocus e

propuseram o género como um grupo monofilético.

Hypostomus tem preferéncia por dgua corrente e ndo apresentam comportamento
migratorio, entretanto, a facilidade em adaptar-se a diferentes habitats aquéticos facilita
sua colonizacdo (Weber 2003; Luis Alves 2005). Podem ser encontrados desde 0s rios
costeiros da Costa Rica, algumas ilhas do Caribe e na Argentina, apresentam ampla
distribuicdo geografica sendo encontrados na maioria das bacias dos rios neotropicais
(Montoya-Burgos 2003). Sdo peixes herbivoros ou detritivoros, que possuem o habito de
ficarem no fundo dos rios, estdo presentes em uma variedade de habitats, como lagos de
varzea, canais profundos de rios, pequenos riachos e cachoeiras (Weber 2003; Silva et al.
2016). Com excecdo de Hypostomus watwata Hancock 1828 que vivem em &guas

estuarias, as espécies de Hypostomus séo restritas a habitats de dgua doce (Weber 2003).

Hypostomus possuem caracteristicas morfologicas que facilitam sua adaptacéo ao
ambiente, como: a boca em formato de ventosa, dentes de coroa bifida, a presenca de
odontddeos ao longo de seu corpo, bem como de placas dsseas (De Almeida e De Resende
2012). Seu tamanho pode variar de 4,2 cm até 70 cm de comprimento (Reis et al. 2003).
Esses individuos tém como nome popular a designacdo de: cascudo, acaris, bodos e

catfish.

Diante da vasta diversidade existente para Hypostomus a discriminacdo correta

das espécies que pertencem ao género nem sempre € uma tarefa facil, uma vez que, estes
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peixes podem apresentar similaridade morfologica e divergéncia genética dentro da
mesma espécie, assim como, também podem apresentar espécies diferentes com
divergéncia morfoldgica e similaridade genética, sendo os espécimes alocados dentro de
uma mesma Unidade Taxonémica Operacional Molecular (MOTU), por exemplo
(Baumgartner et al. 2014; Lara Kamei et al. 2017; De Paula et al. 2022).

Nesse sentido, as técnicas moleculares vém sendo empregadas para melhor
compreender as mudancas que vem ocorrendo ao longo do tempo em diversas espécies e
podem ser ferramentas Uteis para compreender os limites taxonémicos em Hypostomus,
(Arruda et al. 2019; Braga et al. 2021). O DNA barcoding é uma técnica para
identificacdo molecular, relativamente rapida, que consiste na utilizacdo de um gene
mitocondrial codificador de proteinas, Citocromo ¢ Oxidase | (COI) (Hebert et al. 2005;
Tresbach et al. 2015). O COI vem sendo empregado na delimitacdo e um auxilio na
descricdo de novas espécies, 0 que vem contribuindo para a identificacdo das espécies e
resolucéo dos problemas em grupos cuja distingdo morfoldgica é complexa (Rosa e Paiva
2009).

Concomitante as técnicas moleculares, temos as abordagens metodoldgicas
empregadas no tratamento dos dados genéticos, esses métodos que visam a delimitacédo
das espécies possuem duas principais abordagens, sendo uma baseada em distancia
genética e outra em coalescéncia e juntos, os métodos tém se mostrado bastante
resolutivos nos trabalhos de identificagdo molecular. Diante da mega diversidade e das
incertezas taxondmicas que cercam as espécies de Hypostomus, e considerando que
estudos moleculares sdo fundamentais na diagnose de espécies conflituosas, o presente
estudo teve como objetivo empregar a metodologia do DNA barcoding para investigar a
diversidade existente para as espécies de Hypostomus presentes nos afluentes das Bacias
do Alto rio Paraguai, Guaporé, Juruena, Madeira e Araguaia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo e coleta de Hypostomus

Um total de 57 individuos de Hypostomus foram coletados em diferentes afluentes
das bacias hidrograficas do Alto rio Paraguai, Guaporé, Juruena, Madeira e Araguaia
(Figura 1 e Apéndice A). Sequéncias de DNA advindos do banco de dados genéticos Bold
Systems  (https://www.boldsystems.org/index.php/databases) foram coletados em

diferentes bacias hidrograficas ao longo da América do Sul (Apéndice B). Os individuos
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foram identificados, a priori, com base em sua morfologia externa (Figuras 2 e 3). Os
espécimes estdo armazenados no Laboratorio de Citogenética e Genética Animal
(LabGen) localizado no Instituto de Biociéncias (IB) da Universidade Federal de Mato

Grosso (UFMT).

-60°0'0.000” -50°00.000"

s
=
o
S
' Espécies Nominais
®H. boulengeri
H. cf hemicochliodon
@®Hypostomus sp.6
®H. cochliodon
®H. faveolus
®H. khimaera
@ H. latirostris
OH. cf latirostris . . e
H. pyrineusi Bacias Hidrograficas
] [ Guaporé
X ®H. regani [] Araguaia - Tocatins
8 ©H. renestoi [ Juruena
§_ ®Hypostomus sp.1  [[_] Paraguai
g Hypostomus sp.2 [1Madeira

®Hypostomus sp.3 [__] Brasil
® Hypostomus sp.4 [__|América do Sul
® Hypostomus sp.5 —— Hidrografia

Figura 1:Distribuicdo das espécies de Hypostomus utilizadas neste trabalho, coletadas em afluentes das bacias do Alto Rio
Paraguai,Guaporé, Juruena, Madeira e Araguaia.
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. . 10198 - CT - 22,00 cm

9696 - CT=22,00 cm

9719 - CT= 24,00 cm

E1

10203 - CT= 11,00 cm

9694 - CT=13,2 cm

G1 I

9713 - CT=193 cm

Figura 2: Exemplares de Hypostomus utilizados neste estudo. A: Hypostomus cf. hemicochliodon. B: H. khimaera. C:
Hypostomus sp.6. D: H. pyrineusi. E: Hypostomus sp.3. F: H. boulengeri e G: Hypostomus sp.1. Na coluna da esquerda,
todas as espécies em vista lateral, na coluna central, todas em vista dorsal e na coluna da direita, todas em vista ventral.
As espécies estdo posicionadas de acordo com a sua disposi¢do (MOTU) no dendrograma.
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AT

10414 - CT=15cm

9149 - CT=28,5 cm

11083 - CT= 5,5 cm

9568 - CT= 36,5 cm

9540 - CT=12,5cm

Figura 3: Exemplares de Hypostomus utilizados neste estudo. H: Hypostomus faveolus. I: H. renestoi. J: H. latirostris. K: H.
cf. latirostris. L: H. regani e M: Hypostomus sp.4. Na coluna da esquerda, todas as espécies em vista lateral, na coluna central,
todas em vista dorsal e na coluna da direita, todas em vista ventral. As espécies estdo posicionadas de acordo com a sua
disposi¢do (MOTU) no dendrograma.

2.2. Procedimentos laboratoriais

O material genético de todos os 57 individuos foi extraido conforme o protocolo
de extracdo salina (Aljanabi e Martinez 1997). O DNA obtido foi amplificado utilizando
o0 gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase | (COIl) através da técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) utilizando os seguintes primers FishF1 (5-TCA ACC AAC CAC
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AAA GAC ATT GGC AC-3") e FishR1 (5’-TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT
CA-3”) (Ward et al. 2005).

A técnica de PCR foi feita em um volume final de 25 ul contendo 1,5 pl de dNTP
(1,25mM), 2,5 pl de tampéo (10X), 0,5 pl do primer iniciador COI Fish-F1 (10mM), 0,5
pl do primer COI Fish-R1 (10 mM), 0,75 pl de MgCl, (50 mM), 0,2 ul de Tag DNA
Polimerase (Recombinante/Platinum — Invitrogen 5 U/ul), 1 pl de DNA e agua ultrapura
para completar o volume final. As reacdes foram amplificadas em um termociclador
(Applied Biosystems, Veriti), com desnaturacdo inicial de 95°C por 3 minutos, seguido de
35 ciclos de desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento de 50°C por 60 segundos
e extensdo de 72°C por 40 segundos, com extenséo final de 72°C por sete minutos.

Os produtos da PCR amplificados, foram visualizados em gel de agarose 1,5%.
Os fragmentos de PCR foram preparados e enviados para a empresa BPI Biotecnologia
Botucatu, Sdo Paulo, Brasil para a realizacéo da técnica de purificacdo e sequenciamento
do DNA.

2.3. Andlise de dados moleculares

As sequéncias de DNA foram editadas manualmente por meio do software
Geneious® 7.1.3 (Kearse et al. 2012) e alinhadas pelo algoritmo Muscle (Edgar 2004).
Também foi verificado através do software Dambe (Xia et al. 2003) o nivel de saturacédo
das sequéncias de nucleotideos. Com o auxilio do modelo Kimura-2-Parameter (Kimura
1980) no programa MEGAL1 foi estimado os valores das distancias genéticas intra e

interespecifica.

O Otimo Threshold (OT) foi gerado com o auxilio do pacote Spider (SPecies
IDentify and Evolutions in R) (Brown et al. 2012) utilizando a fungdo “LocalMinima” no
programa R Studio (http://www.rstudio.com/). O limiar de OT foi calculado a partir de
um alinhamento final como matriz utilizado para a delimitagéo de espécies. Com o valor
de OT e com o auxilio do programa JMotu (Jones et al. 2011) foram plotadas as MOTUs

baseadas em distancia genética.

Além disso, tambem foi feita a analise baseada em distancia genética, ASAP, que
constréi particbes de especies a partir de alinhamentos de sequéncias de locus Unico
formando as Unidades Operacionais Taxondmicas Moleculares (MOTUs) (Puillandre et
al. 2021). @) ASAP foi executado na pagina
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https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/asapweb.html, apds carregar o arquivo contendo
o alinhamento final foi selecionado o método Kimura (K80) ts/tv e foi gerado um arquivo
output com as MOTUs baseadas nas sequéncias de DNA do alinhamento final.

J& no &mbito das analises coalescentes, o programa JModeltest2 v. 2.1.4 (Darriba
et al. 2012) definiu qual modelo evolutivo melhor se ajustou para 0 nosso conjunto de
dados (HKY+1+G). Em seguida, construimos uma arvore ndo ultramétrica no site
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/ (Guindo e Gascuel 2003) baseado em nosso
modelo evolutivo (HKY+I+G), cujo valor de gamma shape foi gerado pelo programa
JModeltest2, com suporte de 1000 réplicas de bootstrap e demais configuracdes deixadas
em default. Como grupo externo, utilizamos uma sequéncia do Bold de Pterygoplichthys
etentaculatus (N° de registro Bold BSB073-10). Atraves dessa arvore ndo ultramétrica
realizamos a analise do PTP (Poisson Tree Processes) para a delimitacdo de espécies
(Zhang et al. 2013) por meio do site https://species.h-its.org/ seguindo 0s seguintes
parametros: enraizada, 400.000 geracdes de MCMC e no final da analise o grupo externo

foi removido e os demais parametros foram deixados em default.

Ja 0 modelo filogenético Generalized Mixed Yule (GMYC) foi usado para delimitar
0s grupos de espécies e identificacdo das MOTUSs, uma arvore ultramétrica foi gerada no
Beast v2.6.6, com valores de gamma do modelo evolutivo (HKY+1+G), rel6gio molecular
relaxado com distribuicdo log normal e modelo de especiacdo birth-death. Os parametros
foram executados trés vezes de forma independente, iniciados através de arvores
aleatorias com 30 milhdes de geracdes (MCMC) cada. Os resultados dos trés arquivos
com a extensdo log foram visualizados utilizando o programa Tracer v 1.6 para termos
certeza quanto a confiabilidade dos resultados. Apos o término das trés corridas no
programa Beast, as mesmas foram combinadas no programa LogCombiner, sendo que
25% (burn-in) das topologias foram descartadas de cada arquivo, uma vez que essa etapa
inicial de exploracdo dos dados pelo programa, que ainda estd em ascendéncia, acaba
gerando ruidos aos resultados. Além disso, os trés arquivos com extensao “.tree” também
foram combinados, por meio do software Treeannotator v.1.8. O resultado da
combinacéo destes trés arquivos foi visualizado no programa FigTree v.1.4 e salva com
extensdo “.Newick ”. Em seguida, essa arvore foi usada na analise de GMY C no programa
R Studio, atraves do pacote SPLITs (SPecies Limits by Threshold Statistics) (Monaghan
et al. 2009), com o emprego do modelo de Threshold unico. As MOTUs consenso foram

geradas de acordo com a congruéncia entre os métodos de delimitacdo de espécies
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utilizados (ASAP, OT, PTP e GMYC), e foram consideradas congruentes quando trés dos
quatro métodos empregados apresentaram o mesmo resultado; foi usado também as
distancias genéticas inter e intraespecificas e determinacdo nominal das espécies na

resolucdo das MOTUs consideradas incongruentes.

3. RESULTADOQOS

No total, foram identificados, com base em dados morfoldgicos, 15 espécies
nominais de Hypostomus. O alinhamento final das 57 sequéncias do gene COI gerou
fragmentos compostos por 614 pares de base, tamanho esse suficiente para validar as
sequéncias, como sequéncias barcode (Hebert et al. 2003), as mesmas foram utilizadas
nas analises de delimitacdo de espécies. Ndo foram observadas insercdes, delecdes ou
stop codons nas sequéncias analisadas, 0 que indica a boa qualidade dos fragmentos de
DNA estudados. Além disso, foram extraidas do banco de dados genéticos mitocondriais
Bold Systems, 166 sequéncias de Hypostomus, a fim de comparacdo com as amostras
deste estudo, ao todo, obtivemos 223 sequéncias do gene COI com 579 pares de base,
sendo identificadas 39 MOTUs consenso (Apéndice B). Contudo, como ndo tinhamos
acesso aos vouchers dessas sequéncias, utilizamos apenas para confirmar se 0 nosso
conjunto de dados eram MOTUs distintas das depositadas nos bancos genéticos. Dessa
forma, para os resultados descritos abaixo, foi considerado apenas o conjunto de dados
amostrados no presente trabalho.

As sequéncias ndo apresentaram saturacdo de substituicdo de nucleotideos. Os
valores de Iss (Index of Substitution Saturation) (R?=0,151) foram menores que o valor
de Iss.c (R?=0,739) o que indica a viabilidade das sequéncias para as analises de
delimitacdo de espécies. O valor do Otimo Threshold (OT) definido pelo pacote Spider
por meio da funcdo Local minima foi de 0,0153 (1,53%), que representa o valor em
porcentagem que delimita as distancias geneticas intra e interespecificas para o conjunto

de dados deste estudo.

Os resultados das médias baseadas em distancias geneéticas interespecificas e
intraespecificas das espécies nominais podem ser observados na (Tabela 1). A variacao
interespecifica foi de 0,85% entre Hypostomus latirostris (Cuiaba, Sdo Gongalo Beira
Rio, rio Cuiab4, bacia do Paraguai) e H. cf. latirostris (Cuiab4, rio Coxip6 do Ouro, bacia

do Paraguai) a 9,15% entre Hypostomus sp.2 (Rondbnia, rio Branco, bacia do rio
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Guaporé) e H. cf. hemicochliodon (Juina - MT, afluente da bacia dos rios Madeira e

Juruena).

Com relacgdo as distancias intraespecificas, a variacdo foi de 0% em Hypostomus
cf. latirostris (Cuiab4, rio Coxip6 do Ouro, bacia do Paraguai) a 0,41% em H. latirostris
(Cuiaba, S&o Goncalo Beira Rio, rio Cuiabd, bacia do Paraguai). Outras cinco espécies,
também apresentaram distancia intraespecifica de 0% (o limite das distancias inter e

intraspecificas estdo em destaque em negrito na Tabela 1).
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Tabela 1: Média das distancias genéticas utilizando o gene Citocromo ¢ Oxidase | com base no modelo Kimura-2-Parametros para andlise das distancias intra (*) e

interespecificas das espécies nominais de Hypostomus, os nimeros em negrito referem-se ao limite das distanciasinter e intraespecificas.

H. cf. Hypostom H. H. cf. Hypostom Hypostom H. Hypostom Hypostom H. H. H. H. Hypostom H.
latirostr us sp.5 khimaer  hemicochliod us sp.1 us sp.2 latirostr us sp.4 us sp.3 boulenge  renest regan  pyrineu us sp.6 faveolu
is a on is ri oi i si S
H. cf. 0%*
latirostris
Hypostomus 4,59% nlc*
sp.5
H. khimaera 5,47% 5,32% 0%*
H. cf. 5,89% 5,63% 2,67% 0,18%*
hemicochliod
on
Hypostomus 4,78% 4,82% 3,73% 4,03% 0,17%*
sp.1
Hypostomus 8,40% 8,27% 9,09% 9,15% 8,09% n/c*
sp.2
H. latirostris 0,85% 4,63% 5,27% 5,51% 4,35% 8,08% 0,41%*
Hypostomus 5% 1,80% 4,71% 5,03% 3,84% 8,27% 4,61% 0%*
sp.4
Hypostomus 4,61% 4,06% 3,39% 3,17% 2,19% 7,87% 4,24% 3,88% 0%*
sp.3
H. boulengeri 5,44% 5,72% 4,66% 3,98% 2,96% 8,42% 5,10% 5,08% 1,85% 0,19%*
H. renestoi 3,05% 3,64% 5,23% 4,72% 5,11% 8,62% 3,07% 3,83% 4,20% 5,74% 0,20%
H. regani 4,49% 1,09% 4,78% 4,89% 4,22% 8,21% 4,13% 1,39% 3,38% 5,01% 2,98%  n/c%
*
H. pyrineusi 6,23% 6,07% 1,99% 2,68% 3,89% 9,73% 5,78% 5,22% 3,93% 5,17% 555% 531  0,22%*
%
Hypostomus 5,19% 5,42% 1,40% 2,22% 3,28% 8,26% 4,79% 4,61% 2,96% 3,82% 4,75% 4,69 1,60% 0%*
sp.6 %
H. faveolus 5,18% 4,82% 3,75% 4,50% 3,83% 8,24% 4,76% 4,23% 3,50% 4,56% 4,37% 411 5,02% 3,68% 0%*

%
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Os resultados dos métodos de delimitacdo de espécies baseados em distancia
genética (ASAP e Otimo Threshold) e coalescéncia (PTP e GMYC) apresentaram certa
congruéncia entre si, com algumas excecoes. Dentre as 15 espeécies identificadas a priori
com base em caracteristicas morfoldgicas, foram observadas no ASAP a existéncia de
apenas 13 MOTUSs; todavia, a analise do OT revelou 16 MOTUs. Os resultados das
andlises de coalescéncia (PTP e GMYC), também apresentaram congruéncia entre si e
concordancia com as identificacfes morfologicas, salvo algumas situacGes especificas. A
analise do PTP revelou a presenca de 14 MOTUs e 0 GMYC identificou 15 MOTUs
(Figura 4).

AS MOTUs que apresentaram congruéncia com a identificacdo morfologica e as
analises de delimitacdo de espécies, foram 13: MOTU 1 - Hypostomus cf.
hemicochliodon (Juina - MT, afluente da bacia dos rios Madeira e Juruena), MOTU 2 -
H. khimaera (trés espécimes do rio Coxip6 em Distrito da Guia Cuiaba e Jangada — MT
afluentes da bacia do Paraguai e os outros dois espécimes do Corrego Ultimo Gole — MS,
bacia do rio Paraguai), MOTU 3 — Hypostomus sp.6 (Nova Gease d’Oeste em Alta
Floresta d’Oeste - RO, rio Branco, bacia do rio Guaporé), MOTU 4 — H. pyrineusi (Nova
Gease d’Oeste em Alta Floresta d’Oeste - RO, rio Branco, bacia do rio Guaporé), MOTU
5 - Hypostomus sp.3 (Fontanillas em Juina — MT, bacia do rio Juruena), MOTU 6 - H.
boulengeri (Mimoso — MT, rio Mutum, bacia do rio Paraguai), MOTU 7 - Hypostomus
sp.1 (Nova Gease d’Oeste em Alta Floresta d’Oeste - RO, rio Branco, bacia do rio
Guaporé), MOTU 8 - H. faveolus (Barra do Gargas — MT, corrego Taquaral, bacia do rio
Araguaia), MOTU 9 - H. renestoi (Jangada — MT, afluente da bacia do rio Paraguai),
MOTU 12 —Hypostomus sp.5 (Cabacal — MT, rio Cabacal, bacia do rio Paraguai), MOTU
13 - H. regani (Cuiab4, Sdo Gongalo Beira Rio em Cuiabd — MT, rio Cuiab4, bacia do rio
Paraguai), MOTU 14 - Hypostomus sp.4 (Barra do Gargas — MT, rio Araguaia, bacia do
rio Araguaia) e MOTU 15 - Hypostomus sp.2 (Nova d’Oeste em Alta Floresta d’Oeste -

RO, rio Branco, bacia do rio Guaporé) (Figura 4).

No total, foram identificadas 15 MOTUs consenso determinadas por meio das
analises de distancia e coalescéncia. As MOTUs consenso que apresentaram falta de
congruéncia entre os quatro métodos foram: MOTU 10 e 11, em que os métodos ASAP
e PTP consideraram como sendo uma Unica MOTU as espécies Hypostomus latirostris e
H. cf. latirostris. Porém, na anélise do GMYC 13 sequéncias de H. latirostris séo alocadas

em uma mesma MOTU e as outras duas sequéncias da mesma espécie se agrupam com
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as amostras de H. cf. latirostris, fragmentando assim H. latirostris em duas MOTUs
distintas. Em contrapartida, a analise do Otimo Threshold foi a que mais se aproximou da
designacdo nominal para essa espécie, pois separou os individuos de H. latirostris e H.
cf. latirostris em MOTUs distintas. Com relacdo a distancia interespecifica H. latirostris
e H. cf. latirostris se diferenciam por 0,85%, esse valor estd abaixo do limite do OT
(1,53%) e do limite de 2% (Herbert et al. 2003). Com base na identificagdo morfoldgica
e na analise do Otimo Threshold, n6s assumimos a espécie H. latirostris e H. cf latirostris
como espeécies distintas. A MOTU 12 e 13 (Hypostomussp.5 e H. regani), apresentou
incongruéncia apenas no ASAP, e apesar da distancia interespecifica ter dado um
resultado abaixo (1,09%) do Threshold de 1,53%, os demais métodos de anélises

genéticas foram congruentes entre si, demonstrando que sao espécies distintas (Figura 4).

Os resultados ainda evidenciam que ha, provavelmente, seis novas espécies, que
apresentam congruéncia entre os métodos empregados no presente trabalho, sdo elas:
MOTU 3 Hypostomus sp.6 do rio Branco em Rondonia, bacia do Guaporé; MOTU 5
representada por Hypostomus sp.3 coletada no distrito de Fontanillas em Juina afluente
da bacia do rio Juruena; MOTU 7 Hypostomus sp.1, coletada no rio Branco em Rondonia,
Bacia do rio Guaporé; MOTU 12 Hypostomus sp.5, coletada no rio Cabacal em Mato
Grosso na bacia do Paraguai; MOTU 14 Hypostomussp.4 afluente da bacia do rio
Araguaia e MOTU 15 Hypostomus sp.2 coletada no rio Branco em Ronddnia, Bacia do

rio Guaporé (Figura 4).
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Figura 4: Dendrograma gerado através da analise bayesiana de Hypostomus obtida com base em dados do gene COIl. As barras de cor preta representam as Unidades Taxondmicas Operacionais
Moleculares (MOTUSs) construidas por meio dos métodos de delimitacdo de espécies (distancia genética e coalescéncia), as letras ao lado de algumas barras determinam que as mesmas
pertencem a uma Unica MOTU na analise. Ja as barras de coloracéo vermelha representam as MOTUs consenso, definidas com base na congruéncia entre os métodos de delimitagdo de espécies
aplicadas neste trabalho.
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4. DISCUSSAO

A questdo acerca da identificacdo das espécies de Hypostomus é relativamente
complexa tanto para os taxonomistas quanto para os geneticistas, uma vez que, as espécies
pertencentes a esse género possuem uma taxonomia confusa, com diferengas
morfologicas em alguns casos expressas de forma sutil, tornando um desafio a
delimitacdo das espécies com base apenas em sua morfologia (Maurutto et al. 2012;
Cardoso et al. 2019; Mezzomo et al. 2020). Essa diversidade de formas em Hypostomus
pode ser explicada por sua histdria biogeografica, que comegou aproximadamente 12,5
milhdes de anos atras, na qual, o género passou por uma dispersdo transcontinental com

taxas aceleradas de especiacao e diversificacdo na forma do corpo (Silva et al. 2016).

Especificamente para a bacia do Prata, a diversificacdo neste grupo também pode
ser explicada pela ocupacao que as espécies ancestrais de Hypostomus fizeram no Alto
rio Parana e, a partir dai, seus descendentes migraram para a bacia do Prata quando o
nivel do mar regrediu, abrindo assim oportunidades de especiacdo para o grupo (Cardoso
et al. 2021). De acordo com esses mesmos autores, o rio Parana agiu como um corredor

biogeografico para Hypostomus colonizar e se divergir em outros rios da bacia do Prata.

De Queiroz et al 2020, propGem para Hypostomus a divisdo em quatro
supergrupos: H. cochliodon, H. plecostomus, H. auroguttatuse e H. hemiurus. Os dados
apresentados nesse trabalho corroboram parcialmente essa proposi¢cdo, uma vez que as
espécies de Hypostomus analisadas se enquadram em trés desses supergrupos. H. cf.
hemicochliodon (MOTUL), H. khimaera (MOTUZ2), H. pyrineusi (MOTU4), que estdo
alocadas no supergrupo H. cochliodon, mais a nova espécie Hypostomus sp.6 (MOTU3)
constituem um grupo bem definido. Ja, H. boulengeri (MOTUG6) que faz parte do
supergrupo H. plecostomus e as candidatas a espécies novas Hypostomus sp.1 (MOTU7)
e Hypostomus sp.3 (MOTUS5), também formam um segundo agrupamento relativamente
coeso de H. renestoi (MOTU9) e H. regani (MOTU13) pertencem ao supergrupo H.
auroguttatus, que no presente estudo também esta associado com as espécies H.
latirostris (MOTUL0), H. cf. latirostris (MOTU11), Hypostomus sp.5 (MOTU12),
Hypostomus sp.4 (MOTU14) e Hypostomus sp.2 (MOTUL15). Hypostomus faveolus é a
unica espécie que ndo corrobora os dados de De Queiroz et al 2020, pois nédo esta

associado ao supergrupo H. auroguttatus.
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Os dados encontrados no presente trabalho também corroboram com os descritos
por De Queiroz et al 2020 em relacdo a distribuicdo dos supergrupos de Hypostomus. De
acordo com esses autores, a maior parte das espécies do supergrupo H. cochliodon fazem
parte das drenagens Amazonicas e bacia do Prata, sendo observado também para as
espeécies analisadas no presente estudo, trés das espécies que consideramos pertencer ao
supergrupo H. cochliodon fazem parte de bacias que compdem a grande bacia Amazonica
e apenas uma delas (H. khimaera) tem distribui¢do pela bacia do Paraguai.

A falta de congruéncia entre os métodos para delimitar Hypostomus latirostris e
H. cf. latirostris, que se agruparam em uma mesma MOTUSs nas anélises do ASAP e PTP
e em MOTUs distintas nas analises OT e GMYC, pode ser explicada por eventos de
plasticidade fenotipica, uma vez que, para lidar com as pressdes ambientais que cada
habitat exige, os espécimes podem se adaptar ao ambiente alterando suas caracteristicas
fisiologicas, morfologicas e comportamentais, ou seja, um Unico gen6tipo pode produzir
diferentes fenotipos em resposta a variagdo ambiental (Pigliucci 2001; Moczek et al.
2011; Wund 2012). Evento de plasticidade fenotipica ja foi descrito para as populactes
de H. strigaticeps coletadas na bacia do rio Parana (Baumgartner et al. 2014). Plasticidade
fenotipica causa divergéncias ndo s6 em Hypostomus como também em outras espécies
de Loricariidae. A associacdo entre os estudos morfoldgicos e moleculares, conhecidos
como taxonomia integrativa, vem sendo sugerido entre os autores como alternativa para
elucidacdo dessas questdes de plasticidades fenotipicas (Padial et al. 2010; Pereira et al.
2013).

A metodologia do DNA barcoding, empregada neste estudo, se mostrou eficiente
para delimitar os espécimes de Hypostomus. Trabalhos similares com peixes neotropicais
também demostraram a eficiéncia dessa metodologia (Pereira et al. 2013, Arruda et al
2019, Braga et al 2021). Mezzomo et al. (2020) revisaram 51 artigos peer-review que se
utilizam de marcadores genéticos voltados para os estudos de Hypostomus e concluem
que apesar de haver um avango nos trabalhos citogenéticos/moleculares neste género,
ainda sdo poucos perto da demanda que o grupo exige. Logo, os dados gerados neste
trabalho buscam contribuir para um melhor entendimento da diversidade de espécies de
Hypostomus para as localidades amostradas, preenchendo assim as lacunas nos estudos

para esse género.

Os limites de divergéncia genetica para delimitacdo de espécies em peixes
neotropicais € de 2% (Hebert et al. 2003; Ward et al. 2005). Apesar desse limite ser bem
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estabelecido por Hebert et al. (2003), Pereira et al. (2013) sugerem que esse valor seja
usado como ponto inicial, uma vez que, ndo é possivel aplicar a todas as espécies de
peixes neotropicais. De Queiroz et al. (2020) propGem que o limite classico (2%) utilizado
para delimitar as espécies pode estar subestimando o numero correto das espécies de
Hypostomus, propdem ainda, que os limites genéticos sejam analisados levando em
consideracao varios aspectos voltados ao processo de especia¢do entre as linhagens, como
o tempo de divergéncia, monofilia reciproca e tamanho populacional (Pereira et al. 2011,
2013; Berbel et al. 2018; De Queiroz et al. 2020). No conjunto de dados analisados no
presente trabalho, o limiar para delimitacdo das espécies de Hypostomus foi de 1,53%,
corroborando com a proposta de De Queiroz et al (2020). Valores inferiores a 2% ja foram
encontrados na delimitacdo de espécies de Hypostomus velhomonge e H. johnii do rio
Parnaiba (1,2%) (Lustosa-Costa et al. 2022), Brycon (1,82%) (Arruda et al. 2019), H.
jaguar e H. unae (1,5) (Anjos et al. 2020).

Outro aspecto evolutivo que dificulta a identificacdo corretadas espécies de
Hypostomus € a diversidade criptica, como por exemplo, nas analises morfoldgicas e de
filogenia moleculares baseadas em marcador mitocondrial D-loop, revelaram que
Hypostomus commersoni estd separado em dois subclados, indicando ser um complexo
de espécies (Cardoso et al. 2019). A diversidade criptica ndo foi observada no presente
estudo, todavia, no grupo dos Hypostomus parece ser um fator limitante na identificacdo
precisa das espeécies. Associar diferentes técnicas (morfologia e genética) para a
identificacdo das espécies € de extrema importancia, principalmente para um grupo tdo
diverso como os Hypostomus. Além disso, a correta identificacdo dos espécimes, gera
conhecimento sobre a diversidade da ictiofauna e consequentemente sobre a histéria

biogeogréafica das bacias hidrograficas neotropicais (Cardoso et al. 2019).

As analises de delimitacdo de espécies propostas no presente estudo
corroboraram, em sua maioria, com a designagdo nominal proposta a priori para 0s
espécimes de Hypostomus. Nosso conjunto de dados evidéncia que ha seis novas espécies
candidatas de Hypostomus, mostrando que a diversidade existente para o género ainda
estd subestimada para a regido amostrada. Revisfes taxondmicas e a adicdo de novos
marcadores moleculares sdo necessarias para melhor reconhecer essas espécies e suas

relagdes dentro do género.
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5. CONCLUSOES

Com base na metodologia do DNA barcoding e nos diferentes métodos de
delimitacdo de espécies, o conjunto de dados analisados evidenciam que para as
localidades amostradas a diversidade de Hypostomus encontra-se subestimada, visto que,
existem seis provaveis novas especies para 0 género, o que faz necessario mais estudos

para sabermos se de fato trata-se de novas espécies.
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6. APENDICES

Apéndice A: Relagdo dos espécimes e suas localidades de Hypostomus do banco de tecido,
do Laboratério de Citogenética e Genética Animal (LabGen) da UFMT, obtidas das
bacias hidrograficas do Alto rio Paraguai, Guapore, Juruena, Madeira e Araguaia. Esta
tabela ndo inclui os representantes de Hypostomus do Bold Systems.

Espécie Localidade Bacia e/ou Rio Lat Long Id. Seq N°Reg
Bold
H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9145
Livramento—-MT
H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9146
Livramento—-MT
H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9147
Livramento-MT
H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9148
Livramento-MT
H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9149
Livramento—-MT
H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9239
Livramento—-MT
H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9541
Livramento-MT
H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9542

Livramento-MT
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H. latirostris

H. latirostris

H. latirostris

H. latirostris
H. latirostris
H. latirostris

H. latirostris

H. boulengeri

H. boulengeri

H. boulengeri

H. boulengeri

H. faveolus
H. faveolus

Hypostomus sp.1

Hypostomus sp.1

Hypostomus sp.2

Hypostomus sp.3

Hypostomus sp.3

Hypostomus sp.4
Hypostomus sp.4

Hypostomus sp.6

Hypostomus sp.6

Hypostomus sp.6

Nossa Sra. Do
Livramento-MT

Nossa Sra. Do
Livramento-MT

Nossa Sra. Do
Livramento-MT

Jangada-MT
Jangada-MT
Jangada-MT

Distrito da Guia—
MT

Mimoso-MT

Varzea Grande-
MT

Diamantino-MT

Distrito da Guia—
MT

Barra do Gargas-
MT
Barra do Gargas-
MT
Nova Gease
d’Oeste Alta-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Juina (Distrito
Fontanillas)-MT

Juina (Distrito
Fontanillas)-MT

Barra do Gargas-
MT
Barra do Gargas-
MT
Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste -RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Paraguai/Cuiaba

Paraguai/Cuiaba

Paraguai/Cuiaba

Paraguai/afluentes
Paraguai/afluentes
Paraguai/afluentes

Paraguai/Coxipé
Acu

Paraguai/Mutum

Paraguai/Cuiaba
Paraguai/Diamantino

Paraguai/Coxip6
Acu

Araguaia/Taquaral
Araguaia/Taquaral

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/rio Branco

Juruena

Juruena

Araguaia/Araguaia
Araguaia/Araguaia

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

-15,412321

-15,412321

-15,412321

-15,143075
-15,143075
-15,143075

-15,213240

-16,201105

-15,392807

-14,243129

-15,213240

-15,403265
-15,403265

-11,562510

-11,562510

-11,562510

-11,201994

-11,201994

-15,533422
-15,533422

-11,562510

-11,562510

-11,562510

-56,62960

-56,62960

-56,62960

-56,29007
-56,29007
-56,29007

-56,133556

-55,50714

-56,42755

-56,27214

-56,133556

-52,174169
-52,174169

-62,21267

-62,21267

-62,21267

-58,20929

-58,20929

-52,151078
-52,151078

-62,21267

-62,21267

-62,21267

9543

9544

9569

10376

10377

10381

10417

9438

9694

10415

10423

9505

9506

9713

9728

9699

10201

10203

9539

9540

9695

9696

9697
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Hypostomus sp.6

H. pyrineusi

H. pyrineusi

H. pyrineusi

H. cf.
hemicochliodon
H. cf.
hemicochliodon
H. cf.
hemicochliodon
H. cf.
hemicochliodon
H. cf.
hemicochliodon
H. cf.
hemicochliodon
H. cf
hemicochliodon
H. renestoi

H. renestoi

H. renestoi

H. renestoi

H. renestoi

H. cochliodon

H. cochliodon

H. cochliodon

H. regani

H. cf. latirostris

H. cf. latirostris

H. cf. latirostris

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO

Nova Gease
d’Oeste-RO
Juina-MT

Juina-MT

Juina-MT

Juina-MT

Juina-MT

Juina-MT

Juina-MT

Jangada—MT
Jangada-MT
Jangada-MT
Diamantino-MT
Diamantino-MT
Jangada-MT
Jangada-MT

Distrito da Guia-

MT

Séo Gongalo beira

rio-MT

Coxip6 do Ouro-

MT

Coxip6 do Ouro-

MT

Coxipé do Ouro-

MT

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Guaporé/Branco

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Paraguai/afluentes
Paraguai/afluentes
Paraguai/afluentes
Paraguai/Diamantino
Paraguai/Diamantino
Paraguai/afluentes

Paraguai/afluentes

Paraguai/Coxip6

Paraguai/Cuiaba

Paraguai/Coxip6 do

Ouro

Paraguai/Coxip6 do

Ouro

Paraguai/Coxip6 do

Ouro

-11,562510

-11,562510

-11,562510

-11,562510

-11,32674

-11,32674

-11,32674

-11,32674

-11,32674

-11,32674

-11,201994

-15,143075
-15,143075
-15,143075
-14,243129
-14,243129
-15,143075
-15,143075

-15,213240

-15,689781

-15,360144

-15,360144

-15,360144

-62,21267

-62,21267

-62,21267

-62,21267

-59,113852

-59,113852

-59,113852

-59,113852

-59,113852

-59,113852

-58,20929

-56,29007
-56,29007
-56,29007
-56,27214
-56,27214
-56,29007
-56,29007

-56,133556

-57,060000

-55,933308

-55,933308

-55,933308

9703

9719

9720

9725

10195

10196

10197

10198

10199

10200

10202

10375

10380

10396

10414

10416

10383

10386

10422

9568

11083

11084

11086

55



Hypostomus sp.5 Cabacal-MT Paraguai/Cabacal -15,366122 -58,212131 11426 -

H. khimaera MS Paraguai/Corrego -17,928722 -54,691861 11454 -
Ultimo Gole

H. khimaera MS Paraguai/Corrego -18,490278 54,753917 11458 -
Criminoso

Apéndice B: Relacdo dos espécimes de Hypostomus e suas localidades, do banco de tecido
do Laboratério de Citogenética e Genetica Animal (LabGen) da UFMT, obtidas das
bacias hidrogréficas do Alto rio Paraguai, Guaporé, Juruena, Madeira e Araguaia, além

de outras localidades que foram extraidas do banco de dados genéticos Bold Systems.

Espécie Localidade Bacia e/ou Rio Lat Long Id. Seq N°Reg Bold

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9145 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9146 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9147 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9148 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9149 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9239 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9541 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9542 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9543 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9544 -
Livramento-MT

H. latirostris Nossa Sra. Do Paraguai/Cuiaba -15,412321 -56,62960 9569 -
Livramento-MT

H. latirostris Jangada-MT Paraguai -15,143075 -56,29007 10376 -

H. latirostris Jangada-MT Paraguai -15,143075 -56,29007 10377 -

H. latirostris Jangada-MT Paraguai -15,143075 -56,29007 10381 -
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. latirostris
. boulengeri

. boulengeri

H
H

H

H. boulengeri
H. boulengeri
H. faveolus
H. faveolus
Hypostomus sp.1
Hypostomus sp.1
Hypostomus sp.2
Hypostomus sp.3
Hypostomus sp.3
Hypostomus sp.4
Hypostomus sp.4
Hypostomus sp.6
Hypostomus sp.6

Hypostomus sp.6

Hypostomus sp.6

H. pyrineusi
H. pyrineusi
H. pyrineusi

H. cf.
hemicochliodon

H. cf.
hemicochliodon

H. cf.
hemicochliodon

H. cf.
hemicochliodon

H. cf.
hemicochliodon

H. cf.
hemicochliodon

Distrito da Guia—MT
Mimoso-MT
Véarzea Grande-MT
Diamantino-MT
Distrito da Guia-MT
Barra do Gargas-MT
Barra do Gargas-MT
Nova Gease d’Oeste-RO
Nova Gease d’Oeste-RO
Rondo6nia/Brasil
Juina-MT
Juina-MT
Barra do Gargas-MT
Barra do Gargas-MT
Nova Gease d’Oeste-RO
Nova Gease d’Oeste -
RO
Nova Gease d’Oeste -
RO
Nova Gease d’Oeste -
RO
Nova Gease d’Oeste -
RO
Nova Gease d’Oeste -
RO
Nova Gease d’Oeste-RO

Juina-MT

Juina-MT

Juina-MT

Juina-MT

Juina-MT

Juina-MT

Paraguai/Coxip6 Acu
Paraguai/Mutum
Paraguai
Paraguai
Paraguai/Coxipé Acu
Araguaia/Taquaral
Araguaia/Taquaral
Amazdnica/Branco
Guaporé/Branco
Guaporé/Branco
Tapajds/Juruena
Tapajos/Juruena
Araguaia/Araguaia
Araguaia/Araguaia
Guaporé/Branco
Guaporé/Branco
Guaporé/Branco

Madeira/Amazonica/Bra
nco

Guaporé/Branco
Guaporé/Branco
Guaporé/Branco

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

Madeira/Juruena

-15,213240
-16,201105
-15,392807
-14,243129
-15,213240
-15,403265
-15,403265
-11,562510
-11,562510
-11,562510
-11,201994
-11,201994
-15,533422
-15,533422
-11,562510
-11,562510
-11,562510

-11,562510

-11,562510
-11,562510
-11,562510

-11,32674

-11,32674

-11,32674

-11,32674

-11,32674

-11,32674

-56,133556
-55,50714
-56,42755
-56,27214

-56,133556

-52,174169

-52,174169
-62,21267
-62,21267
-62,21267
-58,20929
-58,20929

-52,151078

-52,151078
-62,21267
-62,21267
-62,21267

-62,21267

-62,21267
-62,21267
-62,21267

-59,113852

-59,113852

-59,113852

-59,113852

-59,113852

-59,113852

10417

9438

9694

10415

10423

9505

9506

9713

9728

9699

10201

10203

9539

9540

9695

9696

9697

9703

9719

9720

9725

10195

10196

10197

10198

10199

10200
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. renestoi
. renestoi
. renestoi
. renestoi
. renestoi
. cochliodon
. cochliodon
. cochliodon

. watwata

. watwata

. topavae
. topavae
. topavae
. topavae
. topavae
. strigaticeps
. strigaticeps
. strigaticeps
. strigaticeps
. strigaticeps
. strigaticeps

. strigaticeps

. strigaticeps
. strigaticeps

. strigaticeps

Juina-MT

Jangada-MT
Jangada-MT
Jangada-MT
Diamantino-MT
Diamantino-MT
Jangada-MT
Jangada-MT
Distrito da Guia-MT
Sdo Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa
S&o Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa
Getulina-SP
Getulina-SP
Buritama-SP
Buritama-SP
Getulina-SP
Buri-SP
Campo Mourédo-PR
Itai-SP
SP/Brasil
Paranapanema-SP

S&o Pedro-SP

S&o Francisco de
Imbad-PR

PR
PR

S&o Francisco de
Imbad-PR

Madeira/Juruena

Paraguai/afluentes
Paraguai/afluentes
Paraguai/afluentes
Paraguai/Diamantino
Paraguai/Diamantino
Paraguai/afluentes
Paraguai/afluentes
Paraguai/Coxip6

Maroni

Maroni

Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana

Parana

Parana
Parana

Parana

-11,201994

-15,143075
-15,143075
-15,143075
-14,243129
-14,243129
-15,143075
-15,143075
-15,213240

-5,67417

-5,67417

-21,4331
-21,4331
-21,0129
-21,0129
-21,4331
-22,9356
-23,6417
-22,9412
-22,9356
-22,7843
-22,3686

-22,9392

-22,9392
-22,9392

-22,9392

-58,20929

-56,29007
-56,29007
-56,29007
-56,27214
-56,27214
-56,29007
-56,29007
-56,133556

-53,9464

-53,9464

-50,0613
-50,0613
-49,6903
-49,6903
-50,0613
-48,3208
-51,859
-48,5844
-48,3208
-48,4816
-47,4772

-50,2523

-50,2523
-50,2523

-50,2523

10202

10375

10380

10396

10414

10416

10383

10386

10422

GF98-146

GF98-144

LBPV-
18246
LBPV-
17214
LBPV-
17215
LBPV-
17217
LBPV-
18247
LBPV-
23446
LBPV-
10982
LBPV-
31518
LBPV-
23445
LBPV-
10567
LBPV-
25930
LBPV-
11259b

LBPV-
11259
LBPV-
11258
LBPV-
11258b
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GBOL3045-
18

GBOL3044-

18

FUPR611-09

FUPR565-09

FUPR566-09

FUPR568-09

FUPR612-09

FUPR601-09

FUPR599-09

FUPR598-09

FUPRG600-09

FUPR602-09

FUPR603-09

FUPR977-09

FUPR605-09

FUPR604-09

FUPR976-09



I IT I T

I

I I T

I

. strigaticeps

. strigaticeps
. strigaticeps

. regani

. regani
. regani

. regani

. regani
. regani
. regani
. regani
. regani
. regani
. regani
. regani
. regani
. regani
. regani

. regani

. plecostomus

. plecostomus

. plecostomus

. plecostomus

. plecostomus

Séo Francisco de
Imbad-PR

Jaguapitd-PR
SP/Brasil

S&o Francisco de
Imbai-PR

Prof. Jamil-GO
Prof. Jamil-GO

Distrito Industrial 2,
Maringé PR

Santa Isabel do Ivai-PR
Prof. Jamil-GO
PR
PR
Parana/Brasil
Jaguapitd-PR
Jaguapita-PR
Jaguapita-PR
Nova Avanhadava-SP
Nova Avanhadava-SP
Sabaudia-SP

Sdo Gongalo Beira Rio-
MT

Maripasoula-Guiana
Francesa

Séo Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa

Séo Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa

Séo Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa

Séo Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa

Parana

Parana/Congonhas
Parana/Paranapanema

Parana

Parana
Parana

Parana

Parana
Parana
Parana
Parana
Bacia do Alto rio Parana
Parand/Congonhas
Parana/Congonhas
Parana/Congonhas
Parana
Parana
Parané/Tibagi

Paraguai/Cuiaba

Maroni/Petit Inini

Maroni/Serpente Creek

Maroni

Maroni/Coswine

Maroni

-22,9392

-23,068

-22,9392

-17,0994
-17,0994

-23,3031

-22,6503
-17,0994
-23,3031
-22,9392
-22,9392
-23,068
-23,068
-23,068
-21,0667
-21,0667
-23,189

15,412321

-3,65713

-5,33333

-5,25486

-5,67417

-5,67417

-50,2523

-50,859

-50,2523

-48,7615
-48,7615

-52,0317

-53,0916
-48,7615
-52,0317
-50,2523
-50,2523
-50,859
-50,859
-50,859
-50,115
-50,115
-50,966

-56,62960

-53,825

-54,15

-54,2544

-53,9464

-53,9464

LBPV-
11257

PDcon04

148PEDII

LBPV-
11266

LBPV-
35856
LBPV-
35855
LBPV-
24686

LBPV-
3208
LBPV-
35854
LBPV-
24689
LBPV-
11267
LBPV-
11268
PDcon01

PDcon02
PDcon03
LBPV-
17040
LBPV-
17041
361C

9568

RVGF-062

GF10-027

GFSU12-

671

GF98-151

GF98-147

59

FUPR564-09

PDCAP254-
14
PEDI1148-22

FUPR587-09

FUPR584-09

FUPR583-09

FUPR575-09

FUPR556-09
FUPR582-09
FUPR576-09
FUPR588-09
FUPR589-09
PDCAP251-
14
PDCAP252-
14
PDCAP253-
14
FUPR585-09
FUPR586-09

PRP108-16

GBOL3061-
18

GBOL1222-
16

GBOL1232-
16

GBOL143-13

GBOL3050-
18



H. plecostomus

H.
plecostomoides

H. paulinus

H. paulinus
H. paulinus

. paulinus

. paulinus

I I T

. paulinus

I

. paulinus
H. paulinus
H. paulinus
H. paulinus

H

nigromaculatus

H

nigromaculatus

H

nigromaculatus

H. luetkeni
H. luetkeni
H. luetkeni
H. luetkeni
H. luetkeni
H. luetkeni
H. iheringii

H. hondae

H. hondae

H. hermanni

S&o Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa

Boyaca/Colémbia

MG/Brasil

S&o José do Rio Pardo—
SP

S&o José do Rio Pardo—
SP

Tapiratiba—SP
Andradas-MG
Tapiratiba—SP
Tapiratiba—SP
Andradas-MG
Andradas-MG
Andradas-MG

Prof. Jamil-GO

Prof. Jamil-GO

Prof. Jamil-GO

Itaocara - RJ
Nanuque-MG
Ecoporanga-ES
Nanuque-MG
Nanuque-MG
Nanuque-MG
Nova Avanhadava-SP

Bolivar/Colémbia

Lloré, Choc6/Colombia

Piracicaba-SP

Maroni/Sparouine

Guavio

Parana

Parana

Parana

Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana

Parana

Parana

Parana

Rio Paraiba do Sul
Parana/Pampam
Parana/Mucuri
Parand/Pampam
Parand/Pampam
Parand/Pampam
Parana

Cauca/Pantano de La
Panela

Cauca/El Zancudo

Parana

-5,25486

-4,75

-21,5748

-21,3613

-21,3613

-21,2936
-21,5748
-21,2936
-21,2936
-21,5748
-21,5748
-21,5748

-17,0994

-17,0994

-17,0994

-21,6581
-17,7311
-18,1089
-17,7311
-17,7431
-17,7311
-21,0667

-8,88

-4,964

-21,9271

-54,2544

-73,063

-46,3236

-46,5563

-46,5563

-46,4853
-46,3236
-46,4853
-46,4853
-46,3236
-46,3236
-46,3236

-48,7615

-48,7615

-48,7615

-42,0686
-40,7111
-40,54
-40,7111
-40,7947
-40,7111
-50,115

-74,456

-75,858

-47,3679

GFSU12-
673

TICT-
FCA-146

LBPV-
28428
LBPV-
29213

LBPV-
29212

LBPV-
27986
LBPV-
28427
LBPV-
27985
LBPV-
27984
LBPV-
28426
LBPV-
28425
LBPV-
28384
LBPV-
35845

LBPV-
35847

LBPV-
35846

MNLM613

6
Mu040

Mu076
Mu039
Mu050
Mu041
LBPV-
17039
6157D

5449A

LBPV-
20922

60

GBOL1234-
16

FBCH144-21

FUPR610-09

FUPR578-09

FUPR577-09

FUPR581-09

FUPRG609-09

FUPR580-09

FUPR579-09

FUPR608-09

FUPR607-09

FUPRG606-09

FUPR570-09

FUPR572-09

FUPR571-09

MNRJ839-16

MUCUO072-
13
MUCUO084-
13
MUCU026-
13
MUCU034-
13
MUCUO073-
13
FUPR569-09

CIUAT736-20

CIUA588-20

FUPR593-09



H. hermanni

H. hermanni

. heraldoi

. heraldoi

. heraldoi

I T I T

. heraldoi
H. heraldoi
H. heraldoi
H. heraldoi

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus
H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

Sao Francisco do
Imbad-PR

Sao Francisco do
Imbad-PR

Guamium-SP
Guamium-SP
Guamium-SP
Guamium-SP
Guamium-SP
Guamium-SP
Guamium-SP
Sédo Pedro do Sul-RS
Maripasoula-Guiana
Francesa

Tapanahony-Suriname

Tapanahony-Suriname

Tapanahony-Suriname

Tapanahony-Suriname

Sdo Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa
Séo Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa

Maripasoula-Guiana
Francesa

Tapanahony-Suriname

Sipaliwini-Suriname

Tapanahony-Suriname

Tapanahony-Suriname

Parana

Parana

Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana

Litany

Marouini

Maroni/Marouini

Maroni/Marouini

Tampok

Maroni

Maroni/Marouini

Maroni/Marouini

Maroni/Lawa

Maroni/Tampok

Paloemeu

Maroni

Maroni/Grand Inini

-22,9392

-22,9392

-21,9271
-21,9271
-21,9271
-21,9271
-21,9271
-21,9271
-21,9271

-2,93797

-3,00083

-2,85858

-2,67692

-3,39008

-3,38333

-2,85858

-2,67692

-3,38333

-3,39008

-3,19833

-3,30028

-3,6

-50,2523

-50,2523

-47,3679
-47,3679
-47,3679
-47,3679
-47,3679
-47,3679
-47,3679

-54,1724

-54,0833

-53,9773

-53,9993

-53,926

-54,0553

-53,9773

-53,9993

-54,0553

-53,926

-55,4075

-54,0681

-53,8

LBPV-
11274

LBPV-
11275

LBPV-
20909
LBPV-
22594
LBPV-
20912
LBPV-
20868
LBPV-
20915
LBPV-
20867
LBPV-
20914
GFSU14e-
1517

GF00-091

GFSU14-

014

GFSU14-
025

GF15-277

GF15-034

GFSU14-
013

GFSU14-
026

GF15-026

GF15-278

SU08-292

GF00-349

PYLB97-
6b

61

FUPR562-09

FUPR563-09

FUPR591-09

FUPR596-09

FUPR590-09

FUPR555-09

FUPR592-09

FUPR595-09

FUPR594-09

GBOL1154-
16

GBOL2461-
17

GBOL1047-
16

GBOL1051-
16

GBOL1668-
17

GBOL1582-
17

GBOL1046-
16

GBOL1052-
16

GBOL1577-
17
GBOL1669-
17
GBOL3639-
18

GBOL117-13

GBOL116-13



H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus
H.
gymnorhynchus
H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus
H.
gymnorhynchus

H.
gymnorhynchus
H.
gymnorhynchus
H. commersoni
H. commersoni

. commersoni

I

. commersoni

I

. commersoni

H. commersoni

H. commersoni

H. commersoni

H. commersoni

H. commersoni

H. commersoni

I

. brevis

. brevis

. brevis

. brevis

I T I =T

. auroguttatus

Tapanahony-Suriname

Sipaliwini-Suriname

Sipaliwini-Suriname
Carolina-Suriname
Séo Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa
Patamacca-Suriname
Sdo Lourengo do
Maroni-Guiana
Francesa

Tapanahony-Suriname

Tapanahony-Suriname

Rosario-Argentina

Rosario-Argentina

Rosario-Argentina
Buenos Aires-Argentina
Buenos Aires-Argentina
Buenos Aires-Argentina

Gen. Belgrano-
Argentina

Gen. Arenales-
Argentina

Buenos Aires-Argentina

Buenos Aires-Argentina

Buenos Aires-Argentina
GO-Brasil
GO-Brasil
GO-Brasil
GO-Brasil

Roseira-SP

Paloemeu

Paloemeu

Paloemeu
Maroni

Maroni

Maroni

Maroni

Maroni

Maroni/Inini

Banco de arena Oeste
Banco de arena Oeste
Banco de arena Oeste
Adeg 4 de novembro
(Ascensdo)
Adela
Rojas (Ascencéo)
Chascomus
Adeg Santa Cruz
(Ascenséo)
Rojas
Adeg 4 de novembro
(Ascenséo)
Adeg Santa Cruz
(Ascenséo)
Parané/Verde
Parana/Verde
Parana/Verde
Parana/Verde

Paraiba do Sul

-3,35036

-3,19833

-3,35036
-5,05172

-5,05172

-5,25486

-5,02947

-4,6193

-3,6593

32,8503

32,8503

32,9177

34,1717

35,6881

34,0828

35,6056

-34,07

-34,07

34,1717
-34,07

-17,4024
-17,4024
-17,4024
-17,4024

-22,6

-55,4379

-55,4075

-55,4379
-54,0889

-5,05172

-54,2544

-54,0884

-54,34

-53,9625

-60,6651
-60,6651
-60,6287
-60,9006
-57,9503
-61

-57,9914

-61,0433

-60,9547
-60,9006
-61,0433
-51,2716
-51,2716
-51,2716
-51,2716

-45,161

SU08-213

SU08-291

SU08-212

GF06-474

GF06-473

GFSU12-
670
GF06-529

RV-064

RV-072

LAR137

LAR148

LARO031

UNMDP-T
0490
UNMDP-T
0292
UNMDP-T
0467
UNMDP-T
0293

UNMDP-T
0468

UNMDP-T
0489
UNMDP-T
0491
UNMDP-T
0488
LBPV-
16368
LBPV-
16365
LBPV-
16367
LBPV-
16369
LBPV-
37752

62

GBOL3641-
18

GBOL3638-
18

GBOL3640-
18
GBOL2463-
17
GBOL2462-
17

GBOL3031-
18
GBOL2464-
17

GBOL3036-
18
GBOL3037-
18

LARI218-13

LARI229-13

LARI126-12

FARGB322-
11
FARGB124-
11
FARGB299-
11
FARGB125-
11

FARGB300-
11

FARGB321-
11
FARGB323-
11
FARGB320-
11
FUPR559-09

FUPR557-09

FUPR558-09

FUPR560-09

FPSR129-09
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I

. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. auroguttatus
. ancistroides

. ancistroides

. ancistroides

. ancistroides

. ancistroides

. ancistroides

. ancistroides

. ancistroides

Biritiba-SP

Biritiba-SP

SP-Brasil

SP-Brasil

SP-Brasil

SP-Brasil

Roseira-SP

Roseira-SP

SP-Brasil

SP-Brasil

SP-Brasil

SP-Brasil

SP-Brasil

Pedra Corrida-MG

Pedra Corrida-MG

Pedra Corrida-MG

Pedra Corrida-MG

Pedra Corrida-MG

Pedra Corrida-MG

Pedra Corrida-MG

Sao Pedro-SP

Sao Pedro-SP

Séo Pedro-SP

Novo Horizonte-SP

Novo Horizonte-SP

Corumba de Goias-GO

Corumba de Goias-GO

Corumba de Goias-GO

Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Doce
Doce
Doce
Doce
Doce
Doce
Doce
Parana
Parana
Parana
Parana

Parana

Tocantins/Queima

Lengol

Tocantins/Queima

Lengol

Tocantins/Queima

Lencol

-23,374
-23,369
-23,374
-22,6
-23,369
-23,374
-22,584
-22,584
-23,374
-22,6
-22,6
-22,584
-22,6
-19,018
-19,018
-19,018
-19,018
-19,018
-19,018
-19,018
-22,3642
-22,3642
-22,3642
-21,1768
-21,1768

-15,5461

-15,5461

-15,5461

-46,053
-46,024
-46,053
-45,161
-46,024
-46,053
-45,169
-45,169
-46,053
-45,161
-45,161
-45,169
-45,161
-42,121
-42,121
-42,121
-42,121
-42,121
-42,121
-42,121
-47,5136
-47,5136
-47,5136
-49,1725
-49,1725

-47,8615

-47,8615

-47,8615

LBPV-
29082
LBPV-
29100
LBPV-
29086
LBPV-
37753
LBPV-
29108
LBPV-
29085
LBPV-
37785
LBPV-
37784
LBPV-
29083
LBPV-
37755
LBPV-
37756
LBPV-
37786
LBPV-
37754
LGC1672

LGC1674

LGCO7

LGC16

LGC19

LGC17

LGCO3

LBPV-
25965
LBPV-
25966
LBPV-
25964
LBPV-
32288
LBPV-
32289
JCB90

JCBI1

JCB92

63

FPSR122-09
FPSR115-09
FPSR126-09
FPSR130-09
FPSR116-09
FPSR125-09
FPSR135-09
FPSR134-09
FPSR123-09
FPSR132-09
FPSR133-09
FPSR136-09
FPSR131-09
RDOCEQ028-
13
RDOCE029-
13
RDOCEO003-
13
RDOCEO009-
13
RDOCEO11-
13
RDOCEOQ10-
13
RDOCEQ02-
13
FUPR616-09
FUPR617-09
FUPR615-09
FUPR613-09
FUPR614-09

BFFDF086-
19

BFFDF087-
19

BFFDF088-
19



H. ancistroides
H. ancistroides

H.
albopunctatus

H.
albopunctatus

H.
albopunctatus

H. alatus

I

. alatus

. alatus

. alatus

I I T

. alatus

I

. affinis

I

. affinis

I

. affinis

. affinis

I

. affinis

I

. affinis

I

. affinis

I

. affinis

. affinis

. affinis

I I T

. affinis

I

. affinis

H. affinis

H. affinis

H. affinis

H. affinis

H. cf. latirostris

H. cf. latirostris

Jandaia do Sul-PR
SP-Brasil

Campo Mourdo-PR

Campo Mouréo-PR

Campo Mourdo-PR

Para de Minas-MG
Riachinho-MG
Inimutaba-MG

Sdo Francisco-MG

MG
Naque-MG
Fidelandia-MG
Fidelandia-MG
Fidelandia-MG
Ecoporanga-ES
Revés do Belém-MG
MG
Biritiba Mirim-SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP

Cachoeiras de Macacu-
RJ

Caputira-MG
Coxip6 do Ouro-MT

Coxip6 do Ouro-MT

Parana/Apertados
Parana

Parana

Parana

Parana

Francisco/ Jaboticatubas
Séo Francisco/Urucuia
Curimatai
Séo Francisco/Pandeiros
Sdo Francisco/ Curimatai
Doce
Paranéd/Pampam
Paranéd/Pampam
Parana/Pampam
Parand/Mucuri
Doce/ Corrente Grande
Doce
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul
Paraiba do Sul

Guandu/Ribeirao do
Macaco

Manhacu/José Pedro

Paraguai/Coxip6 do
Ouro
Paraguai/Coxip6 do
Ouro

-23,391
-22,3642

-24,0735

-24,0735

-24,0735

-19,468
-16,152
-17,984
-15,672
-17,984
-19,114
-17,7311
-17,7431
-17,7431
-18,1089
-18,972
-19,114
-23,369
-23,369
-23,369
-23,369
-22,633
-22,633
-23,369

-21,8342

-20,079
-15,360144

-15,360144

-50,996
-47,5136

-52,2911

-52,2911

-52,2911

-43,868
-45,694
-44,169
-44,637
-44,169
-42,176
-40,7111
-40,7947
-40,7947
-40,54
-42,286
-42,176
-46,024
-46,024
-46,024
-46,024
-44.6
-44.6
-46,024

-41,9606

-41,733
-55,933308

-55,933308

PDapt33

LBPV-
25962
LBPV-
29929

LBPV-
29927

LBPV-
29928

DCC01190

DCCO00436

DCC01159
DCC0052

DCCO117
0
LGC12

Mu042
Mu051
Mu052
Mu078
LGCO08
LGC11

LBPV-
29110
LBPV-
29111
LBPV-
29113
LBPV-
29112
LBPV-
29355
LBPV-
29354
LBPV-
29109
MNLM615
9

LGC138

11083

11084

64

PDCAP214-
14
FUPR573-09

FUPR554-09

FUPR552-09

FUPR553-09

BSB297-10

BSB292-10

BSB295-10

BSB293-10

BSB296-10

RDOCEQ08-
13
MUCU027-
13
MUCUO035-
13
MUCUO036-
13
MUCUO045-
13
RDOCEQ04-
13
RDOCEQOQ7-
13
FPSR118-09

FPSR119-09

FPSR121-09

FPSR120-09

FPSR128-09

FPSR127-09

FPSR117-09

MNRJ833-16

RDOCEO015-
13



H. cf. latirostris Coxip6 do Ouro-MT Paraguai/Coxip6 do -15,360144  -55,933308 11086

Ouro
H. Cuiabd-MT Paraguai/Cuiab4 -15,620358  -56,134292 11424
fuscomaculatus
Hypostomus sp.5 Cabacal-MT Paraguai/Cabacal -15,366122 -58,212131 11426

Apéndice C: Dendrograma gerado atraves da andlise bayesiana de Hypostomus das
sequéncias deste estudo e do Bold Systems obtidas com base em dados do gene COI com
ramos ndo colapsados e todas as sequéncias de DNA em evidéncia.
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Apéndice D: Dendrograma gerado através da analise bayesiana de Hypostomus das

sequéncias deste estudo e do Bold Systems obtida com base em dados do gene COI.
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