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Resumo

O género Hypostomus (Siluriformes: Loricariidae) com cerca de 130 espécies nominais, se
destaca como um dos mais diversos e amplamente distribuidos géneros de peixes de agua
doce neotropical. Devido a sua ampla distribui¢do e alta diversidade, os conhecimentos
taxonomicos, filogenéticos e biogeograficos para as espécies do género sdo ainda
consideravelmente incompletos. Consequentemente, pouco se sabe sobre processos naturais
envolvidos em diversifica¢do e variagdo morfologica para o género. Hypostomus ancistroides
¢ uma espécie descrita para a bacia do Alto Parand, uma eco-regido hidrografica
tradicionalmente reconhecida por seu endemismo ictiofaunistico, ocorrendo também na bacia
costeira do rio Ribeira de Iguape. Esta espécie apresenta consideravel variagdo morfoldgica,
cariotipica e isoenzimatica em suas diferentes populagdes, sugerindo a existéncia de um
complexo de espécies. Sua ampla area de distribuicdo, somada aos novos conhecimentos
sobre padrdes biogeograficos para diversas espécies de peixes do Alto Parand, reforca essa
possibilidade. Entretanto, a variacdo encontrada na morfologia das populagdes de H.
ancistroides ¢ ampla e continua, impedindo que se defina diferentes espécies através das
abordagens taxondmicas classicas em ictiologia. Assim, este trabalho se propde a utilizar
ferramentas da sistematica molecular, genética de populagdes e filogeografia para responder
questdes fundamentais sobre a evolugdo desse potencial complexo de espécies. Sequéncias
nucleotidicas completas do marcador mitocondrial ATP sintase (subunidades 6 e 8; 842 pb)
foram obtidas para diversas espécies de Hypostomus, incluindo 162 exemplares de H.
ancistroides provenientes de doze localidades abrangendo toda a sua area de ocorréncia, além
de outros géneros da familia Loricariidae, utilizados como grupos externos. Analises
filogenéticas de Maxima Verossimilhanca, Mdéxima Parcimoénia e Neighbor Joining

resultaram em topologias essencialmente semelhantes, sustentando a monofiletismo da
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espécie, e apontando como seus parentes mais proximos espécies de bacias hidrograficas
adjacentes ao Alto Parand. Esses resultados mostram ainda a existéncia de quatro filogrupos
distintos para a espécie, com dareas de distribuicdo parcialmente sobrepostas. Analises
populacionais e filogeograficas incluiram comparagdo de distdncia genética P, estruturagao
populacional baseada em distribui¢do de haplétipos e indices de diversidade, testes de
neutralidade, indice de fixacdo Fst, andlise de variancia molecular (AMOVA), analise
espacial de variancia molecular (SAMOVA), construcao de rede haplotipica de parcimonia, e
analise de clados hierarquizados (NCPA). Os resultados mostram 48 haplotipos repartidos em
doze populagdes bem estruturadas, com baixo ou nenhum fluxo génico entre si. Eventos de
expansao geografica podem ser identificados ao longo da histéria demografica, sugerindo que
a estruturacdao encontrada atualmente reflete ndo sé as caracteristicas ecoldgicas da espécie,
como também uma historia de mudangas nas condigdes ambientais, eventualmente favoraveis
a migragdo e dispersdo. Contatos entre populacdes de diferentes bacias podem ser mais
frequentes através de capturas de cabeceiras do que ao longo do corpo dos rios principais. A
hipdtese mais plausivel para a presenca da espécie na bacia do Ribeira ¢ a de uma captura de
cabeceira do alto rio Tieté. Apesar de ser formado por quatro filogrupos distintos, algumas
linhagens derivadas de H. ancistroides apresentam sobreposi¢do de suas areas de distribuicao.
Esse contato secundario revelado apenas por um marcador de heranca matrilineal
impossibilita a delimitagdo de diferentes espécies correspondentes aos filogrupos, sob os

paradigmas classicos de especiacdo em peixes neotropicais.
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Abstract

The genus Hypostomus (Siluriformes: Loricariidae), comprising ca. 130 nominal species, is
one of the most species-rich and widely distributed genera of neotropical freshwater fish.
Because of its wide distribution and vast diversity, knowledge on the taxonomy, phylogenetic
relationships and biogeography of Hypostomus is still severely incomplete. Consequently,
little is known about the processes involved in the diversification and morphological variation
for the genus. Hypostomus ancistroides is a species described from the upper Rio Parana
drainage, a freshwater ecoregion known for its ichthyological endemism, also occurring in the
coastal basin of Rio Ribeira de Iguape. This species shows considerable morphological,
karyotypic and isoenzimatic variation among different populations, suggesting the existence
of a species complex. Its wide distribution area, coupled with recent understanding on
biogeographic patterns of several fish species from the Upper Parana, reinforces that
possibility. However, morphological variation in populations of H. ancistroides is wide and
continuous, and does not allow recognition of potential different species by means of
traditional taxonomic approaches. Thus, this paper uses tools from molecular systematics,
population genetics, and phylogeography in order to answer major questions about the
evolution of this potential species complex. Complete sequences of the mitochondrial marker
ATP synthase (subunits 6 and 8; 842 bp) were obtained for several species of Hypostomus,
including 162 specimens of H. ancistroides from twelve localities covering its entire area of
distribution, plus other loricariid genera as outgroups. Phylogenetic analysis using methods of
Maximum Likelithood, Maximum Parsimony, Neighbor Joining and Bayesian Inference
resulted in mostly similar topologies, supporting the monophyly of the species, and showing

as its closest relatives other species from river basins bordering the Upper Parana. Results
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also reveal four distinct phylogroups for the species, with partially overlapping distribution
areas. Population and phylogeographic analysis included comparisons of genetic distance P,
population structure based on the haplotype distribution and diversity indices, neutrality tests,
fixation index Fsr, analysis of molecular variance (AMOVA), spatial analysis of molecular
variance (SAMOVA), construction of a parsimony haplotype network, and nested clade
phylogeographical analysis (NCPA). Results show 48 haplotypes distributed into twelve well-
structured populations with little or no gene flow. Geographic range expansion events can be
identified along the demographic history of H. ancistroides, suggesting that the structure
found today reflects not only the ecology of the species, but also a history of changing
environmental conditions that on occasion weree favorable for migration and dispersal.
Contact between populations from differente basins may be more intense through headwater
stream capture than through the river channel. The most supported hypothesis for the presence
of the species in the Rio Ribeira basin is a headwater capture from the upper Rio Tiete.
Although H. ancistroides is split into four distinct phylogroups, some derived lineages of the
species have overlapping distribution ranges. Such secondary contact is revealed only by a
matrilineal inheritance marker and does not allow the recognition of separate species for the
different phylogroups under the current paradigm of speciation and species limits in

Neotropical fishes.
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Introducao

A regido Neotropical abriga a maior diversidade de peixes dulcicolas do planeta (e.g. Reis et
al 2003 Cloffsca). Grande parte dessa diversificagdo teve inicio no Creticeo, entre cerca de
120 e 100 Ma, durante o processo de separacao dos atuais continentes Africano e Sul-
Americano (Brito et al 2007; Albert et al 2011). Para os grupos de organismos aquaticos, os
processos naturais relacionados a estruturagdo de corpos d’agua estdo intimamente ligados a
sua historia evolutiva. Sendo assim, para se compreender a diversificagdo desses grupos, uma
abordagem multidisciplinar abrangendo taxonomia, sistematica e biogeografia, aliada ao
conhecimento da historia geoldgica dos continentes, representa o instrumento fundamental de
estudo em evolugdo. Nesse sentido, nas Ultimas décadas, trabalhos ictioldgicos para a regido
neotropical tém sido importantes na descricdo de sua fauna, seus padroes de distribuicao, e
processos de especiacao correlatos. Mais recentemente, com a popularizacdo de métodos em
biologia molecular, a sistematica de grupos de peixes neotropicais tem recebido importantes
contribui¢des para o entendimento da sua historia evolutiva. Além de trabalhos filogenéticos,
estudos taxondmicos e filogeograficos vém sendo amplamente aplicados para se entender
processos de especiacao, revelar espécies cripticas, entre outros.

Este trabalho se propde a explorar a histéria evolutiva de um complexo de espécies,
provavelmente monofilético, cuja area de distribuicdo € uma das maiores bacias hidrograficas
do Brasil, com reconhecido endemismo. Trata-se de Hypostomus ancistroides (Ihering, 1911)
(Siluriformes: Loricariidae), presente no sistema do alto rio Parand, em todas as bacias
hidrograficas que nele desaguam. Esta espécie representa um interessante objeto de estudo
por algumas razdes. Em primeiro lugar, andlises morfologicas prévias revelam diferentes
morfotipos em diferentes bacias de sua area de distribuicao. Acredita-se que esses diferentes

morfotipos sejam potencialmente diferentes espécies, que necessitariam ser descritas.
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Resultados de observagdes morfologicas e de estudos moleculares sobre caridtipo e
isoenzimas revelam diferengas entre as varias populacdes dessa espécie, sugerindo uma
historia de ruptura de fluxo génico devido a um total isolamento entre elas.

Em segundo lugar, o alto rio Parana abriga cerca de 25 espécies reconhecidas de
Hypostomus (Weber 2003, e descricdes subsequentes), revelando uma complexa historia de
processos evolutivos para o género nessa regido. Além disso, apesar de ser considerada uma
regido de endemismo para alguns grupos de peixes (Britski & Langeani, 1988; Vari, 1988),
existem padroes distintos de distribuicdo e endemismo entre as bacias hidrogréaficas do alto
rio Parand, para diferentes grupos taxondmicos. Este fato denota uma complexidade ainda
maior para a ictiofauna da regido. Potencialmente, processos colonizacao e dispersao de fauna
entre as bacias do alto rio Parand e bacias hidrograficas adjacentes, acompanhados de
processos de especiacao dentro dessa regido, ocorreram nos ultimos milhdes de anos. Ainda, a
presenga de Hypostomus ancistroides também ¢ registrada para a bacia costeira do rio Ribeira
de Iguape. Esse registro ¢ um exemplo de processos de colonizacdo e dispersdo entre
diferentes bacias. No entanto, a importancia relativa desses processos para a regido do alto rio
Parand ¢ ainda desconhecida. Assim, a historia evolutiva do complexo de espécies
Hypostomus ancistroides, devera trazer importantes informagdes sobre a diversificagdo da
ictiofauna nessa regido, assim como o seu papel no estabelecimento da ictiofauna em bacias

hidrogréficas adjacentes.

Alto Parana

A bacia do rio La Plata, situada na regido sudeste da América do Sul, ¢ um dos maiores
sistemas fluviais do planeta, cujas origens geoldgicas datam da ruptura Gondwanica durante o

mesozdico (Potter 1997; Ribeiro 2006; Brea & Zucol 2011). Seus principais tributarios sao os
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rios Parand, Paraguai e Uruguai. O rio Parand constitui a maior entre essas quatro bacias, com
cerca de 1.400.000 km?, representando cerca de 48.7% de toda a sua area de extensdo (Brea &
Zucol 2011). Juntamente com o rio Paraguai, o rio Parana encontra seus limites em uma
bacia intracratonica sedimentar. A bacia do alto rio Parana ¢ formalmente definida como uma
eco-regido do rio Parand a jusante do Salto Guaira, (ou Salto Sete Quedas), atualmente
submerso pelo lago da Usina Hidrelétrica de Itaipu desde 1982 (Britski & Langeani 1988;
Abell et al 2008; Buckup 2011). Sua area de drenagem abrange uma area de
aproximadamente 900.000 km?, localizada na face sul do escudo brasileiro, e abriga cerca de
250 espécies autdctones de peixes, sendo que cerca de 125 dessas espécies sao endémicas
(Langeani et al 2007; Albert et al 2011). Essa riqueza de espécies corresponde a
aproximadamente 6% da biodiversidade conhecida de peixes neotropicais (Albert et al 2011).
Devido ao isolamento geografico ocasionado pelo Salto Guaira, a bacia do alto rio Parana ¢
tradicionalmente considerada uma regido de endemismo para a ictiofauna (e.g. Géry 1969;
Vari 1988; Hubert & Renno 2006). De fato, esta assertiva ¢ valida para diversos grupos de
peixes com maior mobilidade e capacidade de natacdo, como curimatideos (Ostariophysi:
Characiformes) (Vari 1988). No entanto, recentes trabalhos taxondmicos com diferentes
grupos de peixes descrevem novas espécies de distribui¢do comparativamente restrita em
bacias do sistema do alto rio Parana. Como exemplo, Lophiobrycon weitzmani Castro et al
2003, Oligosarcus planaltinae Menezes & Géry, 1983, Steindachnerina corumbae Pavanelli
& Britski, 1999, Hypostomus heraldoi Zawadzki, Weber & Pavanelli 2008 e H. denticulatus
Zawadzki, Weber & Pavanelli 2008, sdo espécies restritas a bacia do rio Grande;
Isbrueckerichthys calvus Jerep et al 2006 e 1. saxicola Jerep et al 2006, registradas apenas no
rio Tibagi, bacia do rio Paranapanema; Glandulocauda caerulea Menezes & Weitzman 2009,

Rineloricaria langei Ingenito et al 2008 e R. maacki Ingenito et al 2008, e Trichomycterus



igobi Wosiacki & de Pinna 2008 e 7. crassicaudatus Wosiacki & de Pinna 2008 sdo
endémicas da bacia do rio Iguacu; Characidium heirmostigmata da Graga & Pavanelli 2008 ¢
registrada apenas no rio Ivai; entre varios outros. Esses exemplos ilustram um quadro em que
diferentes padroes de distribuicdo biogeografica vém sendo reconhecidos para o sistema do
alto rio Parand, denotando uma maior complexidade na historia de diversificagdo de sua
fauna.

Outros padrdes recorrentes de distribui¢do na regido do alto rio Parana evidenciam a
importancia de processos geomorfoldgicos na dispersdo das espécies entre bacias do proprio
sistema do alto rio Parana e outras bacias adjacentes. Por exemplo, a espécie Microglanis
garavelloi Shibatta & Benine 2005 ¢ registrada nas por¢des médias e altas dos rios
Paranapanema e Tieté, ambas no alto rio Parand. Alguns taxa se restringem a apenas uma
bacia hidrografica do sistema do alto rio Parand, porém sdo também registradas em bacias
contiguas que ndo fazem parte desse sistema. Phalloceros spiloura Lucinda 2008 ¢
encontrado no rio Iguacu e bacias costeiras do leste. Characidium xanthopterum Silveira et al
2008 habita as bacias dos rios Paranaiba e Tocantins. O género Pseudotocinclus Nichols 1919,
com trés espécies descritas, se distribui pelos rios Tieté (P. tietensis (Ihering 1907)), Paraiba
do Sul (P. parahybae Takako et al 2005), e Ribeira de Iguape (P. jugquiae Takako et al 2005).
Hypostomus ancistroides, o proprio objeto desse estudo, ¢ também registrado para a bacia
costeira do rio Ribeira de Iguape. Esses padrdes sdo exemplos de processos dindmicos de
captura de cabeceiras e compartilhamento de fauna entre bacias.

Por apresentar uma ampla 4rea de distribui¢do e consideravel variacdo morfoldgica, o
taxon H. ancistroides deve abranger mais de uma espécie relacionadas entre si, configurando,

portanto, um complexo de espécies. Os padroes de distribui¢do e relagdes filogenéticas dessas



espécies podem ser representativos da histdria evolutiva de varios grupos de peixes dessa

regido.

O estado atual de conhecimento sobre o género Hypostomus: taxonomia, sistematica e

biogeografia

Com cerca de 130 espécies reconhecidas e uma estimativa de aproximadamente um tergo
desse total a ser ainda descrito (Weber 2003; Zawadzki et al 2010), o género Hypostomus
(sensu Armbruster 2004) se destaca como um dos mais diversos e amplamente distribuidos
grupos de agua doce neotropical. Ocorre nas principais bacias cis-andinas e trans-andinas de
todo o continente sulamericano, incluindo as bacias dos rios Magdalena, Atrato, e lago de
Maracaibo (Armbruster 2003, 2004; Maldonado-Ocampo et al 2006). Essas espécies estao
distribuidas pelos principais sistemas hidricos da regido neotropical da seguinte forma: duas
trans-andinas, na bacia dos rios Magdalena e Atrato, e lago Maracaibo; cinco na bacia do rio
Orinoco; vinte em rios costeiros do escudo das Guianas e rio Oiapoque; treze em rios costeiro
do sudeste; dezessete em rios costeiros do nordeste; uma no rio Parnaiba; vinte e oito em rios
amazOnicos; e quarenta e quatro em rios da bacia do Prata.

Devido a sua ampla distribuicdo e alta diversidade, os conhecimentos taxonomicos e
biogeograficos para as espécies do género sdao ainda consideravelmente incompletos. Além
disso, os escassos trabalhos existentes sobre relagdes filogenéticas entre espécies do género
abrangem poucos taxa e, portanto, ndo sdo representativos de sua histéria evolutiva. No
entanto, os trabalhos mais recentes em sistematica, que abrangem o género Hypostomus,
trouxeram algumas informac¢des importantes. Nas Ultimas décadas, diversos trabalhos de
descri¢cdo de novas espécies (e.g. Boeseman 1968; Weber 1985; Hollanda Carvalho & Weber
2004; Armbruster & de Souza 2005; Armbruster et al 2007; Birindelli et al 2007; Jerep et al

2007; Zawadzki et al 2008; Hollanda Carvalho, Lima & Zawadzki 2010; Zawadzki, Weber &
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Pavanelli 2010), revisdes taxondmicas regionais (Boeseman 1968, 1969; Lilyestrom 1984;
Reis et al 1990; Mazzoni et al 1994; Le Bail et al 2000; Oyakawa et al 2005), e alguns
trabalhos filogenéticos (e.g. Montoya-Burgos 2003; Armbruster 2003, 2004; Armbruster &
Desouza 2005) exemplificam essa mudanca quanto ao conhecimento sobre género.
Abordagens filogenéticas moleculares e morfologicas concordam quanto ao parafiletismo do
género (Montoya-Burgos et al 1998, Montoya-Burgos 2003; Armbruster 2004), evidenciando
0 quanto a sistematica desse grupo necessita ainda ser estudada. Como consequéncia, alguns
autores propuseram a sinonimia de alguns géneros a Hypostomus (e.g. Armbruster 2003). Os
géneros Aphanotorulus lIsbriicker & Nijssen 1983, Isorineloricaria Isbriicker 1980,
Squaliforma Isbriicker & Michels 2001 (Armbruster & Page 1996, Armbruster 1998, 2004), e
Cochliodon (Armbruster 1997, 2003, 2004, Montoya-Burgos et al. 1998, 2002, Weber &
Montoya-Burgos 2002) seriam portanto sinonimos de Hypostomus. Desta forma, a contagem
do numero de espécies reconhecidas para o género ultrapassa 130. Porém, ainda ha
discordancia quanto a essa decisdo (e.g. Ferraris 2007). De fato, esta sinonimia proposta
abrange clados notadamente monofiléticos, baseando-se em dados morfoldgicos
(sinapomorfias osteoldgicas) e moleculares. O clado compreendendo os géneros
Aphanotorulus, Isorineloricaria e Squaliforma apresenta cinco sinapomorfias (Armbruster
2004), enquanto o clado abrangendo as espécies do género Cochliodon apresentam trés
sinapomorfias (Armbruster e de Souza 2005), ambos corroborados por resultados
moleculares, baseados em sequéncias nucleotidicas de marcadores nucleares (gene ITS) e
mitocondrial (regido controle) (Montoya-Burgos 2003).

Por um lado, a sinonimia desses géneros resolve o problema da parafilia de Hypostomus. No

entanto, informagdes importantes sobre relagcdes filogenéticas dentro do grupo acabam sendo



ignoradas. Tais géneros sinonimizados devem aguardar uma resolucdo das relagdes
filogenéticas das espécies de Hypostomus a fim de serem revalidados.

A ampla diversidade de formas e espécies deste género suscitou uma série de trabalhos
exploratorios sobre sua diversidade molecular. O uso de aloenzimas tem sido aplicado com o
objetivo de distinguir diferentes espécies de Hypostomus, principalmente na bacia do rio
Parana (Zawadzki et al 2004, 2005, 2008; Paiva et al 2005) e Paraguai (Renesto et al 2007).
Estudos cariotipicos em Hypostominae revelam uma consideravel amplitude no niimero de
cromossomos (Milhomem et al 2010; Bueno et al 2011).

Baseando-se no seu padrdo biogeografico de distribuicdo cis- e trans-andina, pode-se
deduzir que um ancestral do género Hypostomus ja existia durante o Mioceno médio.
Registros fosseis atribuidos a loricariideos sdo conhecidos do Oligoceno tardio/Mioceno
inferior (Lundberg 1997; Cione et al 2005; Malabarba & Lundberg 2007). No entanto, esse
registro para a familia ¢, em sua maioria, representado por dentes isolados ou fragmentos de
espinhos, o que impossibilita a identificacdo ao nivel genérico. Assim, ndo se pode estimar
com alguma precisdo a data de surgimento da linhagem a qual pode ser atribuido o género
Hypostomus. Por outro lado, esses fosseis mostram que um tempo minimo para a
diversificacdo da familia coincide com o dos grupos mais importantes da atual fauna de
peixes neotropical, em que uma fauna essencialmente moderna existia ja durante o Mioceno
médio, sendo alguns dos atuais géneros ja registrados para o Oligoceno tardio (Lundberg,
1998).

Segundo Montoya-Burgos (2003), os grandes clados de espécies de Hypostomus
surgiram durante o Mioceno médio, entre 12 e 4 milhdes de anos atrds. Baseado em
sequéncias nucleotidicas da regido de controle (mitocondrial) e ITS (nuclear), Montoya-

Burgos (op. cit.) propde uma filogenia em que linhagens monofiléticas que se diversificaram



durante esse periodo ocupam as mesmas bacias hidrogréficas, ou bacias proximas (figura 1).

A afinidade filogenética entre espécies do rio Tocantins, rio Sdo Francisco e rio Parana ilustra

bem esse exemplo (ver clado D3; figura 1).
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Figura 1: Relagdes filogenéticas entre espécies de Hypostomus baseadas em sequéncias

nucleotidicas de Dloop (mitocondrial) e ITS (nuclear). Retirado de Montoya-Burgos (2003).



A proximidade geografica das cabeceiras dessas trés bacias estd certamente implicada na
monofiletismo deste clado, uma evidéncia de contatos pretéritos entre elas. Além disso, as
espécies amazonicas do rio Tocantins formam um grupo monofilético, assim como espécies
do rio Sao Francisco, sugerindo que processos de especiagdo possam ter ocorrido nessas
bacias. Ainda, a formacdo dos grandes clados estd em grande parte relacionada a grande
reestruturacdo das bacias hidrograficas neotropicais, resultante do soerguimento final da
cordilheira andina (ha cerca de 10 a 8 milhdes de anos). Sendo assim, ¢ evidente o papel de
mudancas paleohidrologicas miocénicas na formag¢ao da diversidade contemporanea, através

de eventos de dispersdo e vicariancia subsequentes (Lundberg 1997; Lundberg et al 1998).

O complexo de espécies Hypostomus ancistroides (Ihering 1911)

A espécie Hypostomus ancistroides (Siluriformes: Loricariidae: Hypostominae) foi descrita
para a bacia do rio Sorocaba, alto rio Tieté. Posteriormente, essa espécie foi registrada para as
outras duas maiores bacias do sistema hidrografico do alto rio Parana. Sao elas a bacia do rio
Paranapanema e do rio Grande (Weber 2003). Recentemente, H. ancistroides foi também
registrada na bacia costeira do rio Ribeira de Iguape, sendo, porém, sua area de distribui¢ao
restrita a areas de baixada na por¢ao nordeste dessa bacia (Oyakawa et al 2005). Apesar de
sua area de distribui¢do ser formalmente definida na literatura como as bacias dos rios
Paranapanema, Tieté, Grande e Ribeira de Iguape (Weber 2003), esta espécie ¢ encontrada em
todas as bacias do alto rio Parana (Claudio Zawadzki, comunicagao pessoal).

Existem varios indicios de que o taxon H. ancistroides represente um complexo de
espécies. Foram observadas diferengas importantes entre individuos de diversas populacdes
ao longo de sua 4rea de distribuicdo, que provavelmente refletem uma historia de isolamento

reprodutivo entre elas. Aspectos como variagdo em propor¢des corporais € no padrio de
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colorido sdo facilmente observados (e.g. Oyakawa et al 2005). Entretanto, a larga faixa de
variagdo morfoldgica existente entre individuos identificados como H. ancistroides de
populagdes proximas impossibilita a delimitacdo de limites morfoldgicos e biogeograficos das
espécies através dos métodos classicos usadas em taxonomia de peixes. Assim, ferramentas
moleculares aliadas a abordagem morfologica representam a estratégia mais logica para se
resolver os problemas taxonomicos desse complexo de espécies.

As diferencas populacionais inerentes a espécie se manifestam ndo apenas na morfologia
externa, mas também nos aspectos celular e molecular. Alguns trabalhos citogenéticos foram
realizados para a espécie. Apesar de apresentar o numero de cromossomos constante (2N=68,
e.g. Michelle et al 1977), diversas formulas cariotipicas sdo reportadas entre varias
populagdes de H. ancistroides. Artoni and Bertollo (1996) reporta para o rio Mogi-Guagu,
bacia do rio Grande, a féormula 16m+18sm+34st/a. Alves et al (2006) reporta para o rio
Araqud, na bacia do rio Tieté, a formula 18m+10sm+12st+28a. Endo (2006) encontra trés
diferentes formulas para trés populagdes muito proximas (i.e. cerca de 60 km entre as mais
distantes), sendo duas delas no rio Pirapo, bacia do rio Paranapanema (14m+12sm+18st+24a
e 16m+12sm+18st+22a), e uma no rio Ximbautva, bacia do rio Ivai (8m+10sm+18st+32a).
Bueno et al (2011) encontra 14m+14sm+8st+32a para espécimes do rio Piriquiri, no Parana.
Segundo Bueno et al (2011), a propor¢do de cromossomos subtelocénticos e acrocéntricos
varia entre 44% e 79% para a espécie. Tais diferencas em formulas cromossomicas também
sdo reportadas para outras espécies de Hypostomus, principalmente na bacia do Alto Parana
(e.g. H. nigromaculatus (Rubert et al 2008), H. regani (Alves et al 2006), H. strigaticeps
(Michelle et al 1977; Endo 2006)). Esses rearranjos cromossdmicos podem ser o reflexo de
um isolamento entre as diferentes populacdes, e podem, portanto, ser considerados um

indicativo da existéncia de novas espécies.
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Aspectos do polimorfismo genético também foram explorados para H. ancistroides.
Através de AMOVA baseada em 76 loci polimoérficos amplificados por RAPD para individuos
de quatro populagdes proximas do rio Cambé (bacia do rio Paranapanema), Sofia et al (2008)
inferem que o fluxo génico entre os diferentes pontos amostrais deve ser reduzido para essa
espécie. Tal resultado endossa a hipotese de que populagdes do género sdo, em geral,
sedentarias (Zawadzki et al 2005).

Resultados sobre variabilidade genética baseados em eletroforése de aloenzimas
também sugerem que populagdes de H. ancistroides possam representar diferentes espécies.
Segundo Zawadzki et al (2008), H. ancistroides demonstrou ser a espécie de maior
divergéncia genética dentre as dez inferidas para para 14 sistemas enzimaticos (D=0.839; Nei

1978).

Sistematica filogenética, morfologia e marcadores moleculares em peixes neotropicais

Tradicionalmente, a taxonomia e a sistematica para a maior parte dos grupos animais ¢ feita
com base em observacdes morfoldgicas. O principal foco de interesse de sistematas ¢, de uma
forma geral, a diferenga em estados de caractéres fixada nas espécies (ou taxa superiores) e
relagdes filogenéticas entre taxa terminais pré-definidos (Harrison 1998). Na sistemdtica de
peixes, principalmente para os taxa recentes da regido neotropical, essa abordagem ndo ¢
diferente. Novidades em aspectos teoricos nas ultimas décadas, principalmente na esfera
molecular, pouco modificaram a forma de pensar e a pratica ictiolégica aon nivel de espécie
(e.g. D1 Dario 2010). A simples observagdo de padrdes para nomear espécies neotropicais
ainda ¢ encarada como a melhor forma de se abordar especiacdo. Na filogenia, a incorporagdo
de dados moleculares, principalmente de sequéncias nucleotidicas, encontrou seu espago mais

rapidamente, com alguns trabalhos importantes durante a década de 1990 (e.g. Alves-Gomes
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et al 1995). Como resultado, a taxonomia de peixes neotropicais se baseia no reconhecimento
de um conjunto de caractéres morfoldgicos diagndsticos, usualmente atribuidos a especiagdo
por segregacdo alopatrica (Nelson & Platnick 1981). Essa conduta ¢ atualmente justificada
pelo Conceito Filogenético de Espécie (CFE) proposto por Cracraft (1983, 1989). Este
conceito ¢ tratado também como Conceito Diagnostico de Espécie (de Queiroz 1998, Mallet
2006). Entretanto, assumir essa conduta baseada em diagnose implica em assumir como
premissa a existéncia de um processo envolvido na especiagdo, com resultados padronizados
no fenodtipo morfologico. Alguns autores interpretam essa diagnosabilidade como condi¢ao
“necessaria e suficiente” para o reconhecimento de espécies, ao invés de reconhecé-la como
uma das propriedades resultantes da especiacao (de Queiroz 1998). Portanto, desta premissa
surgem problemas sobre as bases bioldgicas subjacentes ao fendtipo. Em primeiro lugar, nem
sempre existe uma relacdo de linearidade entre a variagdo dos fenotipos e as unidades
taxondmicas (sejam espécies ou unidades hierarquicamente superiores ou inferiores a elas) e
suas relagcdes filogenéticas. Diversos fatores, muitas vezes relacionados entre si, estdo
envolvidos na determinacdo da morfologia. Consequentemente estdo implicados em
mecanismos pelos quais a evolucdo e selecao natural atuam, como a escolha de parceiros
reprodutivos, comportamento ou alimentacdo. Esses fatores podem ser ambientais (e.g.
temperatura, alimentagdo), desenvolvimentais (e.g. regulacdo de expressdo génica,
mecanismos epigenéticos, interacdo génica [modularidade, epistasia, pleiotropial),
populacionais (e.g. presenca de conspecificos, tamanho populacional, propor¢do de
individuos migrantes), além dos resultados de mutacdes gendmicas (Freeland 2005; Jablonka
& Lamb 2006; Gilbert & Epel 2009). Exemplos dessa nao-linearidade estdo presentes entre

todos os grupos de organismos vivos, € vem sendo explorados através de abordagens
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moleculares principalmente em aves (e.g. Phillimore et al 2008), peixes (e.g. Peichel et al
2001; Won et al 2005, 2006; Chouard 2010), e insetos (e.g. Triponez et al 2011).

O principal problema decorrente de uma premissa baseada apenas em observagao de padrdes
¢ a possibilidade de erro ao se assumir quais sdo os processos envolvidos, sejam eles na
filogenia ou na taxonomia. Para alguns casos em peixes neotropicais, os padrdes de variagao
morfoldgica parecem ndo obedecer aos padrdes comumente observados para a maior parte da
ictiofauna neotropical (e.g. complexos de espécies como Astyanax gr. bifasciatus, Rhamdia gr.
quelen, géneros como Hyphessobrycon e Moenkhausia). Este parece ser também o caso de
Hypostomus. O numero razoavelmente alto de espécies descritas nos ultimos anos para este
género esconde problemas taxonomicos criticos a ele inerentes. As espécies reconhecidas
recentemente apresentam geralmente condigdes Unicas ou incomuns em suas morfologias e
padrdo de colorido, permitindo facil diagnose. Por exemplo, H. chrysostiktos apresenta um
nimero de raios em sua nadadeira dorsal tnico para o género (Birindelli et al 2007). H.
multidens se distingue basicamente pela presen¢a de uma dentig¢do peculiar (Jerep et a 2007).
H. denticulatus e H. heraldoi (Zawadzki et al 2008) sdo diagnosticdveis através da
combinagdo de apenas dois caractéres. H. rhantos (Armbruster et al 2007), H. faveolus
(Zawadzki et al 2008), H. kopeyaka ¢ H. weberi (Hollanda Carvalho et al 2010) e H.
peckoltoides (Zawadzki et al 2010) apresentam padrdes de coloragdo praticamente exclusivos.
Parte dessas espécies e as demais recentemente descritas pertence a linhagem do antigo
género Cochliodon, o que restringiu o universo de comparagdo diagndstica com outras
espécies em mais de 80% (H. ericius, H. hemicochliodon, H. pagei, H. sculpodon
[Armbruster 2004]; H. ericae, H. paucipunctatus, H. simios, H. soniae, H. waiampi [Hollanda
Carvalho & Weber 2004]; H. macushi [ Armbruster & de Souza 2005]). Além disso, duvidas

quanto a plasticidade fenotipica das espécies ndo sdo abordadas objetivamente (e.g. H.

13



faveolus, H. kopeyaka). Os maiores problemas relativos a taxonomia de Hypostomus residem
justamente nessa plasticidade. A amplitude de variagdo morfoldgica intra- e interespecificas se
sobrepdem, trazendo uma enorme dificuldade para se estabelecer diagnoses entre espécies
(Zawadzki et al 2005; 2008). A esse fato, somam-se outros problemas comuns a taxonomia,
como: antigas descrigdes originais pouco informativas, exemplares tipos perdidos, vastas
areas inexploradas e um conhecimento incompleto das areas de distribuicdo das espécies
(Reis et al 1990; Oyakawa et al 2005). O resultado deste somatorio de dificuldades € a virtual
impossibilidade de se descrever a diversidade de Hypostomus e seus processos subjacentes.
Assim, as linhagens de Hypostomus que representam os maiores desafios quanto a
interpretagdo de seus padrdoes morfoldgicos e processos evolutivos vem sendo deixadas de
lado. Isto se aplica especialmente para H. ancistroides e outras espécies restritas ao Alto
Parana, cuja variagdo morfoldgica ndo pode ser claramente atribuida a distribuicao alopatrica,
uma vez que as bacias que compde essa area de distribuicdo aparentemente estdo conectadas
desde o Mioceno (Albert & Reis 2011).

Por essas razdes, o uso de ferramentas moleculares para inferir os processos
relacionados a distribuicdo de linhagens e variagdo morfologica em Hypostomus ¢
fundamental. Recentemente, a interface entre genética de populacdes e a sistemadtica
filogenética classica vem se constituindo como uma area de pesquisa valiosa, com o
reconhecimento de que a relagdo entre ancestral e descendente passa obrigatoriamente pela
compreensdo de processos genealdgicos e estrutura populacional (Avise et al 1987; Templeton
1994). A genética de populacdes estuda a variacdo intraespecifica, padrdes de reticulacdo (isto
¢, cruzamento) e processos pelos quais uma linhagem origina duas outras linhagens (Harrison
1998). E justamente no estudo desses processos que a Teoria da Coalescéncia se torna uma

ferramenta fundamental (e.g. Avise 2000). Marcadores moleculares vem sendo cada vez mais
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utilizados na sistemdtica filogenética nas ultimas décadas. Eles apresentam uma série de
vantagens e desvantagens em relacdo aos métodos classicos da sistematica, sumarizados por
Avise (2004). Entre as vantagens, destacam-se a infinidade de dados a serem explorados, a
possibilidade de identificagao de eventos homoplasticos na morfologia, ¢ a possibilidade de
comparagdo direta entre organismos pertencentes a qualquer nivel taxondmico, como
espécies, familias ou ordens diferentes.

Espera-se que, neste trabalho, o uso de ferramentas moleculares traga informacdes bdasicas
sobre formagdo de linhagens, permitindo-se especular as razdes de diversificacdo morfoldgica
para H. ancistroides. Essas informagdes poderdo ser importantes para a compreensao de
processos evolutivos como adaptagdo e especiagdo para outras espécies de Hypostomus e

outros grupos de peixes neotropicais.
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Objetivos

Objetivos gerais

1. Descrever a histéria populacional de Hypostomus ancistroides, através de andlises
filogenéticas e filogeograficas baseadas em sequéncias nucleotidicas do marcador
mitocondrial ATP sintase sub-unidades 6 & §;

2. Inferir a hipdtese de processos naturais inerentes a bacia do Alto Parand relacionados a

especiacdo e padrdes biogeograficos.

Objetivos especificos

1. Testar a hipotese de monofiletismo para as populacdes de Hypostomus ancistroides e
discutir a hipotese de que o taxon constitui um complexo de espécies;

2. Descrever a estruturagdo populacional e a historia demografica de H. ancistroides;

3. Inferir o fluxo génico e capacidade de dispersdao entre diferentes populacdes de H.
ancistroides ¢ testar a hipotese de que diferentes rios da bacia do Alto Parana representem
areas de endemismo independentes para a espécie;

4. Discutir as possiveis causas de variacdo morfoldgica inter- e intraespecifica do género

Hypostomus em relagdo a estrutura populacional.
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Materiais e métodos

Obtencido de amostras

Tendo em vista uma andlise filogenética incluindo o méximo de espécies possiveis do género
Hypostomus, a obtencdo de amostras para esse estudo baseou-se em diversas viagens de
campo para coleta de espécimes, e em doacdes € permuta com outras institui¢des cientificas.
Durante os trabalhos de campo, os exemplares capturados tinham uma amostra de tecido
muscular retirada da cauda e colocada em tubos numerados de 2ml para conservagao.
Eventualmente, outros tecidos foram retirados experimentalmente, como nadadeiras, labio e
figado. Tais amostras foram conservadas em alcool (etanol ou isopropanol) a uma
concentragdo entre 75% e 95%. Exemplares vouchers, fixados em formol e conservados em
alcool 70%, foram também numerados e tombados na colegdo ictiolégica do MZUSP,
garantindo a correspondéncia entre os espécimes e as suas amostras de tecido. As coletas
envolvem os métodos tradicionais para captura de peixes, como pugas, redes de espera e
arrasto e tarrafa. Uma lista das amostras utilizadas neste trabalho encontra-se nos Anexos I e
I1.

A amostragem para o género Hypostomus abrange os principais sistemas hidricos da
regido Neotropical. Foram obtidas amostras das bacias dos rios Parana, Paraguai, Uruguai
(bacia do Prata), Ribeira de Iguape, Paraiba do Sul, Sao Francisco, Rio de Contas, Parnaiba
(rios costeiros do sudeste e nordeste da regido Neotropical), Tapajos, Tocantins, Xingu, Jari
(bacia amazonica). Para Hypostomus ancistroides, a amostragem abrange toda a sua area de
distribuicao, em rios do Alto Parana e rio Ribeira de Iguape: bacias dos rios Ribeira de

Iguape, Ivai, Paranapanema, Peixe, Tieté, Grande, Paranaiba e Parana (figura 2).
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Figura 2: Mapa da regido amostrada, abrangendo as principais bacias do Alto Parand e a bacia
costeira do rio Ribeira de Iguape (legenda no alto a esquerda). Simbolos correspondem as

doze localidades de coleta (legenda no alto a direita).

Localidades

A area de distribui¢do da espécie é definida na literatura como Alto Parand e Ribeira de
Iguape (Weber 2003). Tal area abrange os estados do Parana, Sao Paulo, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais e Goids. A amostragem de H. ancistroides nesse trabalho abrange quase a
totalidade dessa area de distribuicdo, incluindo os principais afluentes do Alto Parana (Anexo
IT). Sdo eles os rios Ivai, Paranapanema, Tieté, Grande e Paranaiba. Amostras dos rios do
Peixe e Sao Jos¢ dos Dourados também foram obtidas, além de amostras para a bacia costeira

do rio Ribeira de Iguape.
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Com o intuito de se explorar a estruturacao populacional e testar hipoteses sobre fluxo génico,
as areas amostradas foram agrupadas em doze localidades (figura 2, tabela 1). Populagdes sdo
geralmente definidas como um grupo de individuos de uma mesma espécie potencialmente
intercruzantes, vivendo em uma determinada area geograficamente restrita (Freeland 2005).
Esse conceito geral atende a boa parte dos paradigmas ecoldgicos e evolutivos de populagao,
baseados na ocupacdo de uma area geografica por um grupo de individuos interagindo entre
si, e com potencial intercruzamento (Waples & Gaggiotti 2006). Inicialmente, minha idéia era
determinar as diferentes populacdes como correspondendo as diferentes bacias. Entretanto, os
primeiros resultados mostraram que a distribuicao geografica de haplétipos parecia ser muito
mais complexa. Assim, novas hipdteses sobre estruturagao populacional foram estabelecidas,
balizando os critérios para determinacao dessas doze populagoes.

O principal critério de agrupamento foi a proximidade geografica entre os pontos de
coleta, pertencentes a uma mesma bacia hidrografica. Desta forma, admite-se que a principal
barreira para dispersdo da espécie seja a distancia. Esta premissa ¢ baseada em alguns dados
ecoldgicos publicados. Casatti et al (2005) sugere que H. ancistroides ¢ uma espécie mais
generalista quanto a ocupagdo de habitats, e tolerante quanto a sua mudanca por agao
antropica. Sofia et al (2008) propde que esta espécie apresente uma alta e estruturagao
populacional com fluxo génico limitado, decorrente de habitos sedentarios comuns ao género.
Assim, assumiu-se que a distancia entre pontos de coleta seja um critério mais coerente para
se estabelecer populacdes do que variagdo no habitat. Outro critério adotado para
estabelecimento das doze populagdes nesse estudo, se baseia em hipoteses especificas de
estruturacdo a serem testadas. Por exemplo, para se inferir fluxo génico entre populagdes de
diferentes pontos de uma mesma bacia, os pontos de coleta foram agrupados de forma a

representas as porgoes altas e médias dessas bacias. Este critério foi adotado para os rios Tieté
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(localidades “alto Tiet€” e “médio Tieté”) e Paranapanema (“alto Paranapanema” e “médio
Paranapanema”). Para o rio Grande, este critério ndo pode ser aplicados, pois as localidades
que representariam sua por¢ao média ndo forneceram um numero satisfatorio de amostras.
Assim, o rio Grande constitui uma unica populagdo neste trabalho, apesar da abrangéncia de
suas localidades de coleta (figura 2). De forma a compensar essa resolugcdo, que
provavelmente ndo ¢ adequada ao cendrio geografico real de distribuicdo populacional para o
rio Grande, uma aten¢do especial foi dada as relagdes filogeograficas entre as amostras dessa
bacia, baseada principalmente na rede haplotipica e na distribuicdo de haplotipos por
localidade de coleta. Outras hipoteses de fluxo génico que balizaram a determinagdo das
populagdes foram: entre diferentes bacias através de contatos por cabeceiras ou mudangas de
curso de tributérios, e entre tributarios de diferentes margens de uma mesma bacia.

O numero de amostras por localidade pode ser visualizado na tabela 1.
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Tabela 1: Numero de amostras de Hypostomus ancistroides utilizadas nas andlises

filogenéticas e filogeograficas, por bacia e por localidade.

bacia Numero de amostras localidade I (3 2}m0stras por
localidade
rio Parana 9 Prn 9
rio Paranaiba 14 Prb 14
rio Grande 32 Grd 32
rio Sdo José dos Dourados 4 SJID 4
ATie 27
rio Tieté 33
MTie 6
rio do Peixe 3 Pxe 3
APpn 4
rio Paranapanema 44 MPpnE 31
MPpnD 9
rio Ivai 3 Iva 3
rio Ribeira de Iguape 20 Rib 20
TOTAL 162 12 162
Extraciao de DNA

A extracdo de DNA total das amostras foi feita usando-se trés formas diferentes ao longo
desse trabalho, sendo uma delas a extracdo salina, e as outras duas através de kits (Wizard
Genomic DNA Purification kit - Promega; DNeasy Blood and Tissue kit - Qiagen).

A extracdo salina seguiu o seguinte protocolo, modificado a partir de Aljanabi &
Martinez (1997): i) adicionar 400 puLL de tampao salino (NaCl 0.4M, Tris—HCI 10mM pH 8.0,
e EDTA 2mM pH 8.0) a amostra de tecido previamente desalcoolizada; ii) adicionar 40 pL de
SDS 20% (concentragdo final 2%) e 10 pL de proteinase K 20ug/uL (concentragdo final 400

pg/mL); ii1) incubar a 56 °C por duas horas ou até a total digestdo do tecido; iv) adicionar 300
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pL de NaCl 6M (solugdo aquosa saturada de NaCl) e levar o tubo ao agitador por 30
segundos; v) centrifugar a 14.000 rpm durante 30 minutos; vi) transferir o sobrenadante para
um tubo de 1.5 ml, adicionar 600 pL de isopropanol PA, agitar levemente o tubo invertendo-o
e incubar a -20 °C durante uma hora; vii) centrifugar a 14.000 rpm durante 20 minutos; viii)
descartar sobrenadante, acrescentar 600 puL de etanol 70% e centrifugar a 14.000 rpm durante
10 minutos; ix) descartar o sobrenadante e aguardar a evaporacao total do etanol; x) adicionar
50 a 100 pL de TE, aguardar 24 horas a elui¢do do pellet, e estocar a -20 °C.

As extragdes usando os kits seguiram os protocolos propostos pelos fabricantes, exceto
pelo tempo de centrifugacdo nas etapas 6 e 9 para o Wizard Genomic DNA Purification kit,
em que os tempos de centrifugacdo foram aumentados para 15 minutos ¢ 10 minutos

respectivamente.

Amplificacido e sequenciamento do marcador molecular

As amplificagdes de sequencias nucleotidicas mitocondriais da ATP sintase sub-unidades 6 e
8 foram realizadas através de PCR em volume total de 25 pL. Tais rea¢des utilizaram como
reagentes o PCR Master Mix (Promega), ou Taqg DNA Polymerase (recombinant) 500U
(Fermentas) e DNTP Mix (Promega).

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) deste trabalho sdo propostos por E.
Bermingham (Bermingham Lab - Smithsonian Tropical Research Institute: http:/
striweb.si.edu/bermingham/research/primers/table.html) e utilizados por Perdices et al (2002)
para o género Rhamdia (Siluriformes, Heptapteridae): 8.2 L8331 (5> AAA GCR TYR GCC

TTT TAA GC 3’; Tm 53.7 °C) e CO3.2 H9236 (5 GTT AGT GGT CAK GGG CTT GGR TC

3’; Tm 59.9 °C).
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As amplificagdes por PCR foram feitas em termocicladores de 96 pogos para tubos de
0.2 ml das marcas Biometra, modelo Unoll Thermocycler, e ESCO, modelo Swift maxi. O
programa utilizado seguiu os seguintes passos: 1) desnaturagdo inicial a 94 °C por 4 minutos;
i1) 36 a 40 ciclos de amplificacdo seguindo os passos a) desnaturagdo de um minuto a 94 °C;
b) anelamento de iniciadores a temperatura entre 50 °C e 56 °C durante 40 segundos a 1
minuto; c¢) extensdo a 72 °C durante 70 segundos; iii) extensdo final a 72 °C durante 5
minutos. Os resultados das amplificacdes foram visualizados em gel de agarose 1% corados
por Brometo de Etideo ou SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen), em transluminador UV. A
eletroforése foi realizada em cuba a 8V/cm em tampao TBE 1%. O tamanho dos fragmentos
amplificados e a quantidade de produto foram estimados usando-se Gene Ruler 100BP
Ladder Plus ou Gene Ruler IKB Ladder.

Os resultados das amplificagdes considerados positivos foram purificados usando-se
Exonuclease I, E.coli (10u/5uL) e Shrimp Alkaline Phosphatase (1u/5uL) fabricado por
Fermentas. A reacdo foi realizada em termociclador, a 37 °C durante 15 minutos, seguido de
85 °C durante 15 minutos.

O sequenciamento foi efetuado baseando-se no método da terminagdo de cadeia
amplificada por dideoxinucleotideos (Sanger et al 1977), usando sequenciadores capilares
ABI 3730 DNA Analyser e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) no Centro de Estudos do Genoma Humano, do Instituto de Biociéncias da

Universidade de Sao Paulo (CEGH-USP; http://genoma.ib.usp.br) ou pela empresa coreana

Macrogen Inc. (http://www.macrogen.com).
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Edicao e analise das sequéncias

Para edi¢ao e alinhamento das sequéncias, foi utilizado o programa BIOEDIT 7.0.5 (Hall
1999). Os eletroferogramas foram visualizados afim de se conhecer a confiabilidade do
resultado do sequenciamento, e corrigir eventuais erros ou presenga de ambiguidades em
algus sitios. Para todas as sequéncias obtidas de cada taxon, foram feitos sequenciamentos das
duas fitas do DNA (leve e pesada), usando cada um dos oligonucleotideos iniciadores. O
programa MEGA 5.03 (Tamura et al 2011) foi utilizado para explorar as sequéncias quanto as
suas sub-unidades, seus cddons iniciadores e terminadores, € sequéncias de aminoacidos. A
conversao de sequéncias nucleotidicas em sequéncias de aminoacidos também foi usada como

suporte nas decisdes de edi¢cdo de sequéncias.

Escolha dos modelos de substitui¢cao nucleotidica

As analises usando os métodos de MV baseiam-se na probabilidade de uma hipotese relativa a
uma certa topologia corresponda a realidade, dado um modelo evolutivo de substituicao
nucleotidica baseado no conjunto de dados utilizado. A escolha dos modelos evolutivos para
analises de MV foi feita usando-se o programa JMODELTEST (Posada 2008), selecionando-se
o critério de informagdo de Akaike (AIC; Akaike 1973). Segundo Posada & Buckley (2004),
este método ¢ vantajoso em relagdo aos métodos hierarquicos tradicionalmente usados
(hLRT) pois possibilita multiplas compara¢des simultineas de modelos (hierarquizados ou
ndo), além de avaliar a incerteza da selecdo do modelo, através do calculo de um indice de
suporte (AIC weight; Burnham & Anderson 2003), baseados em célculos sobre a diferenca

dos valores encontrados para cada modelo.
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Analises filogenéticas e distancias genéticas

As andlises de reconstrugdo foram realizadas usando os métodos de Neighbor Joining (NJ),
Maxima Parcimonia (MP) e Maxima Verossimilhanga (MV). Inicialmente, realizou-se uma
andlise de MV para 314 sequéncias obtidas através do trabalho de laboratorio e
sequenciamento, representando em sua maioria o género Hypostomus, além de outros taxa da
familia Loricariidae, e trés sequéncias do género Rhamdia quelen (Pimelodidae) obtidas no
Genbank (nimeros de acesso: AY036869.1, AY036870.1, AY036871.1). Em seguida, usou-se
o programa DNASP (Librado & Rozas 2009) para se explorar o nimero de hapldtipos presente
no conjunto de dados. As andlises subsequentes utilizaram apenas esses haplotipos, reduzindo
o numero de taxa para 140. As analises usando os métodos de NJ, MP ¢ MV foram realizadas
no programa MEGA 5.03 (Tamura et al 2011) com 500 réplicas de bootstrap. Apenas a anélise
de MV utilizando 314 taxa ndo foi realizada com réplicas de boostrap. A inferéncia através do
algoritmo de NJ (Saitou & Nei 1987) objetivou uma visualisagdo das distancias genéticas
(distancia P ndo corrigida) entre diferentes haplotipos de mesmas espécies, entre diferentes
espécies e, principalmente, entre diferentes populacdes de H. ancistroides. Além disso, as
distancias genéticas P entre alguns taxa discutidos nesse trabalho, foram calculadas no mesmo
programa e sdo mostradas nesse trabalho.
As andlises de MP foram realizadas usando CNI (Close-Neighbor-Interchange) como método
heuristico de inferéncia de topologia, com 100 arvores randomicas iniciais, € cinco categorias
Gamma. Essa analise partiu de uma arvore inicial gerada através dos mesmos parametros,
exceto categoria Gamma (dez ao invés de cinco). A topologia resultante apresentada
corresponde a arvore de consenso.

As andlises de MV utilizaram o método heuristico de procura NNI (Nearest Neighbor

Interchange; Moore et al 1973, Robinson 1971), com cinco categorias discretas de Gamma.
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Os modelo evolutivo implementado foi aquele estabelecido pelo programa jMODELTEST
(Posada 2008). Assim como na analise de MP, foi usada uma arvore inicial gerada pelo

método MV com os mesmos parametros.

Analises populacionais

Parametros populacionais e estruturacio genética

Os parametros populacionais, como numero de haplétipos, indices de fixacao (Fsr) par-a-par
entre populacdes (Wright 1978), diversidade haplotipica (%), e diversidade nucleotidica ()
foram calculados no programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). O Fsr ¢
considerado uma importante ferramenta em analises populacionais, com aplicacdes em
diversas areas como conservacao ou biologia evolutiva (Meirmans & Hedrick 2011).
Originalmente descrito como integrante dos coeficientes de retrocruzamento conhecidos
como estatisticas F (F-statistics), o Fst ¢ um descritor de heterozigosidade, que esta
relacionado a frequéncia alélica em relagdo ao equilibrio de Hardy-Winberg (e.g. Holsinger &
Weir 2009). As estatisticas F foram posteriormente adaptado para diversos tipos de dados
moleculares, como microsatélites (Rst; Slatkin 1995) e sequéncias nucleotidicas (®st;
Excoffier et al 1992). Neste trabalho, Fst ¢ usado para identificar a particdo intra- e
interpopulacional da diversidade genética, como indicativo migrantes e/ou fluxo génico entre
populagoes.

A diversidade haplotipica # ¢ um descritor do niimero de haplétipos diferentes existentes,
calculados neste trabalho para todas as sequencias de H. ancistroides e para cada uma das
populacdes. Em se tratando de sequéncias nucleotidicas, qualquer diferenca em um ou mais
nucleotideos representa um novo haplétipo. Em alguns casos, a informagdo sobre o numero

de diferencas entre haplotipos ¢ mais importante do que determinar se as sequéncias sdo
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iguais ou diferentes (Freeland 2005). Nestes casos, utiliza-se a diversidade nucleotidica m (Nei
1987), que se baseia na divergéncia média entre sequéncias, de forma a complementar as

analises.

Testes de neutralidade

Com o objetivo de se detectar desvios em relag@o a neutralidade, foram realizados os teste de
Tajima (Tajima 1989) e de Fu (Fu 1997) no programa ARLEQUIN 3.5. Tais testes sdo capazes
de constatar se os dados observados sdo significativamente diferentes daqueles esperados,
assumindo modelo de Wright-Fisher, onde as mutacdes sdo neutras (Fisher 1930, Wright
1931). Assim, assume-se uma hipdtese nula de neutralidade que, se refutada, pode indicar a
interferéncia de processos evolutivos nas populacdes em questdo. Os desvios em relacdo a
neutralidade sdo tradicionalmente interpretados como resultado de diversos tipos de selecao
(selecdo balanceadora, efeito carona [genetic hitchhiking], etc.) ou de mudancas na estrutura
populacional (expansdes, retragdes, gargalos evolutivos [bottleneck], etc.). O indice D de
Tajima tem seu célculo baseado na distribuicdo de sitios segregantes e na diversidade
nucleotidica. Valores superiores a zero sugerem que a populagdo tenha sido submetida a
selecdo balanceadora ou um recente gargalo populacional. Valores inferiores a zero sugerem
expansdo populacional ou selecdo purificadora.

O indice Fs de Fu ¢ calculado a partir da distribuicdo haplotipica, e figura entre os mais
apropriados para identificar crescimento populacional (Ramos e Rozas 2002). Valores
positivos de Fs resultam de poucos alelos, e sugerem retragdo populacional, como em casos de
gargalos evolutivos ou selecdo por sobredominancia (overdominant selection). Valores
negativos de Fs sdo evidéncias de um excesso de alelos, como se espera em casos de expansao

populacional recente ou efeito carona.

27



Rede haplotipica

Uma rede de parcimodnia de haplétipos foi gerada usando-se o programa TCS 1.21 (Clement
et al 2000). O calculo desta rede parcimoniosa ¢ feito através de uma matriz de distdncia
construida entre todos os pares de haplotipos. A probabilidade de parcimdnia, como descrito
por Templeton et al (1992), ¢ calculada para todas as diferengas par-a-par, em um limite de
0.95 (95%), estabelecendo-se assim o numero maximo de conexdes entre hapldtipos. As
ambiguidades encontradas na rede foram solucionadas seguindo os critérios propostos por

Crandall & Templeton (1993).

AMOVA e SAMOVA

Andlises de variancia molecular (AMOVA) foram realizadas no programa ARLEQUIN 3.5
(Excoffier et al 2005), com 1000 permuta¢des. A AMOVA possibilta o teste de hipdteses
relativas a estruturagdo geografica populacional. Esses testes sdo baseados na estatistica o,
uma extensdo do célculo de F de Wright (Wright 1978) para sequéncias nucleotidicas. Os
calculos se baseiam numa matriz de distancia entre a diversidade nucleotidica dos haplotipos.
A reparticao dessa diversidade entre as populagdes sub-populagdes e seus individuos revela a
estruturacdo da espécie. A andlise entdo retorna resultados em forma de um valor percentual
que representa o quanto aquela particao explica a diversidade contida entre populagdes de um
mesmo grupamento em relagdo aos agrupamentos (¢c) € ao total (¢s), € entre agrupamentos
em relacdo ao total (@sc). Os testes de significancia envolvem permutagdes entre individuos,

sub-populagdes e grupos de sub-populagdes.
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A andlise espacial de varidncia molecular (SAMOVA) procura correspondéncia entre a
distribuigdo geografica, através das coordenadas geograficas de cada localidade, e a distancia
relativa a diversidade nucleotidica. Essa andlise foi realizada no programa SAMOVA 1.0
(Dupanloup et al 2002). A SAMOVA testa as melhores combinagdes de agrupamentos de sub-
populagdes para todas as possiveis combinagdes de grupos, delimitadas pelo nimero de sub-
populacdes. Neste trabalho, foram delimitadas doze populacdes e portanto a SAMOVA retorna

resultados entre dois e onze agrupamentos.

Analise dos clados hierarquicos (NCPA)

A partir da rede de haplotipos, foram realizadas andlises dos clados hierarquicos (Nested
Clade Phylogeographic Analysis, NCPA; Templeton 1995) usando o programa GEODIS 2.6
(Posada, Crandall & Templeton 2000). Esta andlise, baseada na teoria da coalescéncia,
permite a formulacao de hipdteses envolvendo o papel de eventos historicos e fluxo génico
sobre a atual estrutura populacional. A NCPA analisa a distribui¢do espacial dos haplotipos e
dos clados aos quais eles pertencem, através de dois indices: De (clade distance) e Dn (nested
clade distance). D. quantifica a distancia de um haplétipo ou clado em relagdo ao ponto
médio das distancias entre os outros haplotipos ou clados do mesmo clado ao qual ele
pertence. Dn mede a distancia média dos membros de um clado hierarquizado em relagdo ao
centro geografico do clado hierarquizado ao qual ele pertence. Tais indices permitem
vislumbrar quanto os haplétipos de um clado estdo distribuidos, e o qudo distantes os
individuos de diferentes clados estdo entre si dentro de um clado hierarquizado.

O uso de NCPA neste trabalho visa o teste de duas hipdteses em relacdo a distancia de
distribuicdo de hapldtipos. A primeira considera a distdncia em linha reta entre as diferentes

localidades. A segunda, considera a distdncia por dgua, ou seja, por dentro dos rios onde estdo
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as localidades. Em ambos os casos as distancias foram calculadas plotando-se as localidades
no GOOGLE EARTH e usando a ferramenta apropriada do proprio programa. Entretanto, para se
estimar a distdncia por 4agua, estabeleceu-se primeiro os pontos de interse¢do entre as
localidades por dentro dos rios e bacias, ¢ em seguida as distancias foram estimadas entre
cada localidade e sua sintersecOes mais proxima, assim como entre as interse¢des mais
proximas entre si. Assim, as estimativas de distancias foram padronizadas para cada par de
localidades. Em relagdo a bacia do rio Ribeira de Iguape, que ndo possui conexdo direta com
rios do Alto Parand, a decisdo de como proceder foi tomada apds andlise dos primeiros
resultados de distribui¢dao de haplotipos. Optou-se por calcular a distancia entre a bacia (Rib)
e 0 ponto amostral mais proximo da bacia do alto rio Tieté (ATie), que representa a localidade
mais proxima com quem Rib compartilha seu unico haplétipo. Maiores detalhes estdo na
se¢do Resultados deste trabalho.

A analise de NCPA ¢ alvo de grande controvérsia no meio cientifico. Existem criticos
ao método que afirmam que NCPA apresenta uma alta frequéncia de “falsos
positivos” (Panchall & Beaumont 2007), e tal fato teria contribuido para o grande apelo e
ampla utilizacdo do método em diferentes grupos de pesquisa (Petit 2008). Como contra-
argumento a tais criticas, o criador do método Alan Templeton atribui tais resultados
considerados falsos-positivos ao programa usado nas simula¢des de andlises (Templeton
2008). Ainda, a ultima versdo do GEODIS implementa um maior rigor estatistico ao método,
em que o valor de significdncia de X? é submetido a corre¢do de Dunn-Sidak. Devido a toda a
controvérsia envolvida no método, os resultados desta andlise sdo interpretados juntamente
com todos os outros resultados neste trabalho. A possibilidade de testar as duas hipdteses de
dispersdo citadas acima fez com que, apesar de discussdo sobre a validade do método, ele

fosse ainda utilizado neste trabalho.
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Resultados e Discussao

Os resultados desse trabalho sdo apresentados e discutidos em partes, para cada uma das
analises realizadas. Inicia-se por uma breve descricdo do marcador utilizado, e pelas analises
filogenéticas e calculos de distdncia genética, a fim de responder as questdes fundamentais
sobre a origem do grupo em estudo. Em seguida, a partir desses resultados, define-se a area de
abrangéncia do complexo, e estabelecendo suas populagdes e localidades. Finalmente, as
analises populacionais e filogeograficas tentam reconstruir a dindmica historica das linhagens
envolvidas. Encerrando a se¢do de Resultados e Discussdo, cenarios evolutivos sdo propostos

para Hypostomus ancistroides.

ATP sintase sub-unidades 6 ¢ 8

Foram obtidas 314 sequéncias da familia Loricariidae, correspondendo as sub-unidade 6 ¢ 8
da ATP sintase. As sequéncias de ambas as sub-unidades totalizam 842 pb. Tal comprimento ¢é
semelhante aquele encontrado em diversos grupos em Ostariophysi, como alguns géneros de
Characidae (Reeves & Bermingham 2006), Hypopomus e Pimelodella (Bermingham &
Martin 1998), e Rhamdia (Perdices et al 2002). A sub-unidade 6 possui 684 nucleotideos,
compreendidos entre os sitios 159 e 842, produzindo uma proteina de 227 amino-acidos, dos
quais 20 foram variaveis. A sub-unidade 8 possui 168 nucleotideos, compreendidos entre os
sitios 1 e 168, produzindo uma proteina de 55 amino-acidos, dos quais sete foram variaveis.
Ambas as sub-unidades possuem ATG como codon iniciador e TAA como cddon de
finalizagdo. Uma sobreposi¢do no frame de leitura das sub-unidades ocorre entre os sitios 157

e 165. Isto ¢, o cdédon de finalizagdo da sub-unidade 8 encontra-se nos sitios 163 a 165,
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enquanto que o cddon iniciador da sub-unidade 6 estd nos sitios 157 a 159. Essa sobreposicao
¢ aparentemente uma condi¢do ancestral em chordata, comumente descrita para diferentes
grupos de peixes, incluindo diversas linhagens de Ostariophysi (exemplificadas acima), além
de grupos basais em vertebrados, como Petromyzontideos, Polypteriformes, Dipnoi e
Latimeria, e anfioxos (Delarbre & Gachelin 1997). Para as sequéncias de H. ancistroides, a
composi¢ao nucleotidica ndo apresentou variacdo consideravel entre os diferentes hapldtipos
(tabela 2). Os nucleotideos C, T e A correspondem a cerca de 29% da composi¢do, enquanto

G corresponde a cerca de 12%.

Tabela 2: Composi¢ao nucleotidica da ATP Sintase sub-unidades 6 e 8 para H. ancistroides em

relacdo as localidades amostradas.

C T A ¢}

Pnb 29,44 29,02 29,60 11,94
Grd 29,16 29,29 29,76 11,79
SID 29,33 29,22 29,45 12,00
MTie 29,45 28,98 29,51 12,05
ATie 29,48 28,95 29,61 11,96
Pxe 28,86 29,57 29,97 11,60
Prn 29,27 29,27 29,44 12,02
MPpnE 29,59 28,96 29,45 11,99
MPpnD 29,15 29,40 29,74 11,70
APpn 29,54 28,89 29,57 12,00
Iva 29,41 29,18 29,33 12,07
Rib 29,45 28,98 29,57 12,00
minimo 28,86 28,89 29,33 11,60
mAximo 29,59 29,57 29,97 12,07

Modelo Evolutivo para analises filogenéticas de Maxima Verossimilhanca

As andlises usando o método da Maxima Verossimilhanca (MV) sdo realizadas através da

implementa¢ao de um modelo de substituicao nucleotidica. Neste trabalho, tais analises foram
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realizadas em trés etapas. A primeira, usando-se as 314 sequéncias obtidas. A segunda,
usando-se apenas 140 sequéncias, correspondendo aos diferentes hapldtipos das espécies. Ou
seja, as sequéncias repetidas foram retiradas com o objetivo principal de diminuir o tempo da
analise, mantendo as informag¢des de variacao nucleotidica em diferentes sitios para todas as
linhagens em questdo. A terceira andlise filogenética usa 172 sequéncias, sendo 162 delas
correspondendo aos 48 hapldtipos encontrados para H. ancistroides (ver se¢ao “Estruturagdo
Populacional”), e outras dez correspondendo aos haplétipos das suas espécies irmas. Os
modelo evolutivos escolhidos pelo programa JMODELTEST (Posada 2008) usando AIC estao
sumarizados na tabela 3. Para as duas primeiras analises usando MV, o modelo evolutivo
selecionado foi GTR+G+I (Lanave et al 1984). Para o conjunto de dados da terceira analise,

sob os mesmos parametros, o0 modelo selecionado foi TrN+G+I (Tamura & Nei 1993).

Tabela 3: Modelos de evolugdo nucleotidica selecionados pelo programa jJMODELTEST para as

diferentes andlises filogenéticas apresentadas neste trabalho.

Meétodo de analise Nﬁm?ro.de Taxa analidos modelo By
sequéncias Anexo
314 todas as sequéncias GTR+G+I 3
MV 140 todos os haplétipos GTR+G+I 4
172 todas as seggéncias de H 'anc.isti:oides, e TEN+GH I
haplotipos de espécies irmas
Filogenia

A analise filogenética foi realizada inicialmente para as 314 sequéncias de 842 pares de bases
obtidas para Hypostomus e outros taxa da familia Loricariidae, além de trés sequéncias do
género Rhamdia (Siluriformes, Pimelodidae). A topologia resultante para andlise de MV ¢

mostrada na figura 3. O nome dos taxa foram omitidos para facilitar a visualiza¢do, uma vez
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que o objetivo desta analise ndo ¢ discutir as relagdes filogenéticas entre as espécies, e sim
identificar os principais padroes biogeograficos inerentes ao género. As arvores construidas
para 140 taxa representam todos os haplétipos encontrados para as diferentes espécies
sequenciadas (figuras 4, 5 e 6). Em todas as analises, a topologia resultante foi essencialmente
a mesma. Espécies presentes em uma mesma bacia ou em bacias proximas formam grandes
grupos monofiléticos, recuperados em todas as analises, diferindo apenas nos valores de
suporte por réplicas de bootstrap.

As analises filogenéticas mostram Hypostomus ancistroides como um grupo monofilético,
relacionado a espécies habitando as bacias hidrograficas do Prata, Ribeira de Iguape e Paraiba
do Sul. A estreita relacao entre o Alto Parana e as bacias do Paraiba do Sul e Ribeira de
Iguape ¢ sugerida por um padrdo encontrado para grande parte dos grupos de peixes
neotropicais (Albert & Carvalho 2011). As espécies que compdem esse clado sdo: H.
commersoni, na bacia do Prata e de ampla distribui¢ao, sendo registrado na Laguna dos Patos,
rio Uruguai, e médio e baixo rio Parand; H. boulengeri e H. piratatu, do rio Paraguai, também
na bacia do Prata; H. affinis da bacia do rio Paraiba do Sul; e H. interruptus e H. tapijara,
ambas espécies da bacia do rio Ribeira do Iguape. Montoya-Burgos (2003), baseado em
sequéncias de DNA mitocondrial (regido de controle) e nuclear (ITS) havia proposto uma
estreita relagdo filogenética entre H. ancistroides e espécies dessas mesmas bacias, incluindo
H. commersoni, H. affinis, H. boulengeri e outros taxa de bacias costeiras do sudeste. Ainda,
baseado em relogio molecular para estes marcadores, Montoya-Burgos estima o surgimento
do clado ao qual pertence H. ancistroides ao final do Mioceno, entre quatro e dez milhdes de
anos aproximadamente. A monofiletismo de H. ancistroides, assim como sua proximidade

filogenética com as espécies H. commersoni, H. affinis, H. piratatu e H. boulengeri fora
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também proposta por Martinez (2009) baseada em sequéncias de DNA mitocondrial (16S) e
nuclear (F-reticulon-4).

O fato dessas espécies constituirem um grupo monofilético presente em bacias contiguas
concorda com a hipotese proposta por Montoya-Burgos (2003), em que grandes clados de
espécies deste género se formaram ao final do Mioceno. Neste caso, a relacdo entre as
espécies presentes nos sistemas costeiros do sudeste do neotropico e sistema do rio da Prata,
sugere que o clado tenha se formado por volta de 10 Ma, concordando com a suposta data de
separagdo entre os antigos sistemas paleoamazonico e Parana (Lundberg et al. 1998; Albert &
Reis 2011). Segundo Ribeiro (2006), entre o Paleogeno e o Quaternario, eventos tectonicos
tiveram forte influéncia na margem costeira do sudeste da América do Sul. Tais eventos
acarretaram no recuo erosivo da margem leste da plataforma continental. Como resultado
desse recuo, ocorreram eventos de captura de cabeceira de rios drenando para o interior do
continente por parte de bacias costeiras. Essas capturas ocasionaram o compartilhamento de
ictiofauna entre as bacias costeiras da regido central-leste e diversos tributarios do Alto
Parana. Esse compartilhamento de fauna ¢ atualmente bem documentado para diversos grupos
de peixes e diversos niveis taxonomicos. Entre loricariideos, trés espécies de Pseudotocinclus
estdo distribuidas pelos rios Paraiba do Sul (P. parahybae), Tieté e Grande (P. tietensis), €
Juquid (P. juquiae) na bacia do Ribeira de Iguape (Takako et al 2005). Diversos outros
exemplos de compartilhamento de espécies entre tributdrios do rio Parana e a bacia costeira
do rio Guaratuba, sdo relatados em Ribeiro et al (2006) para Characiformes (e.g.
Hyhessobrycon griemi, Hollandichthys multifasciatus), Siluriformes (e.g. Acentronichthys
leptos, Schizolecis guntheri), e Gymnotiformes (Gymnotus pantherinus). Entre o rio Iguagu e
bacias costeiras da regido sul do Brasil, Phalloceros spiloura (Lucinda 2008) e populagdes de

Mimagoniates microlepis (Torres & Ribeiro 2009) exemplificam este caso. O fato de
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linhagens compartilhadas pertencerem a diversos niveis taxondmicos (géneros, espécies e
populagdes) evidencia o efeito de movimentos orogénicos ao longo de grandes periodos de
tempo nos padroes biogeograficos de bacias costeiras no leste da América do Sul (Ribeiro
2006).

A relacdo filogenética entre os haplotipos de H. ancistroides pode ser melhor
visualizada nas figuras 7 e 8. A figura 7 representa um detalhe da topologia encontrada na
analise de MV, ressaltando também as localidades onde os haplétipos foram encontrados. A
andlise de NJ baseada na matriz de distancia P para os 48 haplotipos ¢ apresentada na figura
8, junto com os valores de bootstrap para os principais grupos recuperados nas analises de NJ,
MP e MV. O comprimento dos ramos nesta figura permite uma melhor visualizagdo das
distancias genéticas entre os haplotipos.

A topologia gerada na andlise de MV mostra quatro linhagens de H.ancistroides em
uma politomia de pouca resolugdo (figura 7). Esses quatro filogrupos sdo recuperados nas
andlises de NJ (figura 8) e MP. A primeira linhagem (filogrupo 1, bootstrap entre 69.5% [MV]
e 71.6% [NJ]) compreende dez haplotipos assinalados para as localidades Paranaiba, Parana,
Sao José dos Dourados e Paranapanema (Pnb, SJD, Prn, MPpnD). Nesta linhagem, os
haplotipos relativos a localidade MPpnD formam uma linhagem monofilética,
expressivamente diferenciada dos outros haplétipos do mesmo filogrupo. Tal topologia sugere
uma histéria populacional particular para os espécimes desta localidade, atualmente em
isolamento geografico e, possivelmente, sem fluxo génico com outros haplotipos.

A segunda linhagem (filogrupo 2, Hanc _Iva03; haplotipo H39) € composta por apenas
um haplotipo do rio Ivai. A pequena amostragem para o rio Ivai (apenas trés espécimes) nao
permite fazer inferéncias consistentes sobre um potencial filogrupo para esta bacia. De

qualquer forma, o rio Ivai apresenta dois diferentes hapldtipos claramente diferenciados por

36



longo tempo de divergéncia (figura 7). Sendo assim, ndo se pode desconsiderar a
possibilidade de um filogrupo presente nesta bacia, com uma histéria evolutiva propria e de
complexidade comparavel aquela dos outros trés filogrupos identificados.

A terceira linhagem (filogrupo 3, bootstrap entre 57.8% [NJ] e 64.4% [MP])
compreende nove haplotipos distribuidos nas localidades dos rio Grande, do Peixe e Tieté
(Grd, Pxe, ATie). Os haplotipos mais inclusivos deste filogrupo pertencem ao rio Grande
(Grd). Essa topologia sugere vagamente um movimento de dispersao a partir dessa bacia em
direcdo ao rio do Peixe (Pxe) e rio Parand (Prn).

A quarta linhagem (filogrupo 4) compreende o maior nimero de haplétipos (28) e se
distribui por praticamente toda a area em que a espécie ¢ assinalada. Esta linhagem ¢
sustentada por maiores valores de bootstrap, entre 85.5% [MV] e 92.8% [NJ]. Os haplétipos
mais inclusivos deste filogrupo estdo presentes nas bacias mais ao sul da area de distribui¢ao
(rios Ivai e Paranapanema), enquanto que os haplotipos mais derivados estdo presentes nos
rios mais ao norte (Tieté, Grande e Paranaiba, incluindo Ribeira de Iguape). Uma distingao
entre a composi¢ao haplotipica para as partes altas e médias do rio Paranapanema ¢ também
sugerida pela topologia, sendo os haploétipos da localidade APpn integrantes do grupo mais
derivado com distribui¢dao ao norte, enquanto que os haplotipos das localidades MPpnD e
MPpnE integram o grupo mais inclusivo, de distribui¢do ao sul.

A topologia das analises sugere uma série de eventos de expansdo ou colonizagdo
pelos diferentes filogrupos ao longo de diferentes €pocas. Por outro lado, as relagdes entre
esses filogrupos ndo sdo bem definidas, aparecendo como uma politomia. Tal relacdo sugere
que a ocupacao de toda a area do Alto Parana seja talvez decorrente de um unico evento
colonizador. Segundo Freeland (2005), o ordenamento dos ramos em uma arvore de

genealogia de genes reflete a diferenca entre eventos de dispersdo e eventos vicariantes. No
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caso de H. ancistroides, a diferenciagdo entre as quatro linhagens seria portanto o resultado de
um isolamento geografico entre elas, posterior a um amplo movimento de colonizagao.
Casatti et al (2005) sugere que H. ancistroides seja uma espécie generalista quanto a ocupagao
de habitats. Considerando a diversidade de condi¢des ecologicas em uma bacia de grandes
dimensdes como a do Alto Parand, essa seria uma caracteristica fundamental para a ampla
dispersao de uma linhagem. Um subsequente isolamento teria levado ao monofiletismo
reciproco destas linhagens. Eventos dispersivos sdo posteriores a formagao dos filogrupos,
promovidos por condi¢des especificas em diferentes situacdes, ¢ moldando os padrdes de
distribuicdo dos principais filogrupos. Aparentemente, ha uma alternancia temporal de
condi¢gdes ambientais que determinam a capacidade de dispersao da espécie.

Quanto aos padrdes de distribuicao dos filogrupos, hd um importante elemento a ser
notado (figura 7 ¢ 9). O filogrupo 1 ocorre nos rios Paranaiba (Pnb), Parana (Prn), Sao José
dos Dourados (SJD) e Paranapanema (MPpnD). Suas linhagens mais derivadas se encontram
restritas a MPpnD. O filogrupo 2, composto por apenas um haplétipo, apesar de ndo ter a sua
distribuicdo assegurada devido ao baixo niimero de amostras desta bacia, aparece restrito a
bacia do rio Ivai. O filogrupo 3 ocorre nos rios Grande (Grd), Peixe (Pxe) e Tieté (ATie). O
filogrupo 4, com a maior area de distribui¢@o, ocorre nos rios Paranaiba (Pnb), Grande (Grd),
Tieté (ATie e MTie), Paranapanema (APpn, MPpnD e MPpnE), Ivai (Iva) e Ribeira de Iguape
(Rib). Entre os filogrupos 1, 2 e 3, ndo existe nenhuma sobreposicdo em suas areas de
distribuigdo, exceto por uma unica localidade em Prn, compartilhada pelas linhages 1 e 3
(figura 7 € 9). As localidades com numero reduzido de amostras (MTie, APpn, SJD, Pxe ¢
Iva) devem representar sub-amostras da composicdo real. Entretanto, se desconsiderarmos
essa possibilidade, podemos concluir que essas trés linhagens sao alopatricas. O filogrupo 4,

entretanto, apresenta uma discreta sobreposicdo a area distribui¢do de todas as outras trés
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linhagens. Ainda, a topologia sugere alguma estruturacdo entre as linhagens deste filogrupo,
com um movimento de dispersdo, representado pelos haplétipos mais derivados. Um ualtimo
detalhe importante sobre o filogrupo 4 ¢ que nenhum de seus haplétipos foi registrado para o
rio Parand (Prn), ou para os rios do Peixe (Pxe) e Sao José¢ dos Dourados (SJD), que sdo
tributarios menores do rio Parana. Este fato sugere que a via de dispersao das linhagens deste
filogrupo pode ndo ter ocorrido pelo rio Parana, e sim por contato entre cabeceiras.

A existéncia de linhagens monofiléticas praticamente em alopatria sugere a idéia de
que h4 uma segregacdo entre populagdes. Entretanto, esta idéia se contrapde ao padrao de
ampla distribuicao dos filogrupos. Aparentemente, ndo existe uma associagdo geografica entre
haplétipos de uma mesma linhagem. De qualquer forma, os resultados apontam para a
existéncia de algum fator historico de isolamento entre populacdes, € uma subsequente
expansdo algumas linhagens formadas durante esse isolamento. Essa expansdo seria
responsavel pelo contato secundario entre as quatro principais linhagens representadas pelos

filogrupos.
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Hypostomus ancistroides
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Figura 3: Arvore de maxima verossimilhanga com 314 taxa representando todas as sequéncias
obtidas neste trabalho. O nome dos taxa aqui suprimidos aparecem nas arvores das proximas
figuras. Modelo evolutivo GTR+G+I; log Likelihood=-8375.14; Ts/Tv=6.0480;
Gamma=0.5996; invariant=0.4029.
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Figura 4: Arvore de méxima verossimilhanga com 140 haplétipos representando todas as
diferentes espécies deste trabalho. Valores de bootstrap para 500 réplicas acima de 50% sdo
apresentados, além do valor para o clado de H. ancistroides e espécies irmas. Modelo

evolutivo GTR+G+I; log Likelithood=-7703.91; Ts/Tv=6.8326; Gamma=0.5458;
invariant=0.4147; SBL=2.69562917.
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Valores de 500 réplicas de bootstrap para NJ / MP / MV.
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Figura 9: Mapa de distribuicao dos filogrupos por localidade de coleta. Nuances de cor para
os filogrupos 1 e 4 representam hapldtipos mais basais ou mais derivados, de acordo com a

legenda (no alto a esquerda).

Distancia genética

A distancia genética para H. ancistroides apresentou uma variagdo consideravelmente alta se
comparada as outras espécies que integram esse estudo (tabela 4). A distdncia méaxima
encontrada ¢ 2.7% (distancia P média 1.5%) entre os haplotipos HS5 (ATie) e H9 (MPpnD), e
entre H19 (Pnb) e H39 (Iva). Para os quatro filogrupos considerados, a distdncia genética
média variou entre 0.5% e 0.8%; entre os filogrupos, a distdncia média variou de 1.6% (entre

os filogrupos 1 e 2, minimo de 1.2%, maximo de 1.8%) a 2.3% (entre os filogrupos 2 e 4,
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minimo de 1.8%, maximo de 2.3%). Esses valores sdo relativamente altos se comparados a
distancia P entre outras espécies de Hypostomus utilizadas nestre trabalho. O clado que inclui
as espécies H. ancistroides, H. commersoni, H. affinis, H. tapijara e H. interruptus apresenta
distancias inter-especificas inferiores a variacdo intra-especifica encontrada para H.
ancistroides (tabela 5). A distancia entre H. commersoni € H. ancistroides varia entre 0.7% e
2.7%. Entre H. commersoni e H. tapijara, a diferenga encontrada varia entre 0.5% e 0.6%.
Entre H. tapijara e H. ancistroides, varia entre 1.0% e 2.4%.

Em relagdo a outras espécies do género, ndo integrando o clado em questdo, esse padrao se
repete. Entre as espécies H. agna, endémica da bacia do Ribeira, e H. luetkeni, da bacia do
Paraiba do Sul, a distancia ¢ de 1%. Entre H. mutucae ¢ H. latirostris, ambos endémicos da
bacia do rio Paraguai, essa distancia esta entre 1.7% e 1.8%. Considerando o complexo de
espécies H. emarginatus, a distancia média ¢ de 0.4% entre os seus quatro hapldtipos
provenientes dos rios Teles Pires e Jamanxim (bacia do rio Tapajés). Um valor semelhante
(0.4%) de variagdo intra-especifica foi relatado para a regido controle do DNA mitocondrial
de H. watawata, presente em todas as bacias do escudo Guianense (Montoya-Burgos 2003).
Comparando-se os valores de distancia entre os diferentes filogrupos com a amplitude de
variacao intra- e inter-especifica dentro do género, nota-se que as quatro diferentes linhagens
de H. ancistroides podem perfeitamente representar diferentes espécies. Esses valores,
juntamente com a topologia encontrada nas filogenias, sugerem processos de especiagdo por

alopatria inerentes ao Alto Parana.
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Tabela 4: Distancias genéticas P entre os quatro filogrupos de H. ancistroides. Valores acima

da diagonal representam a distancia média entre filogrupos; diagonal representa a distancia

média para cada filogrupo; valores abaixo da diagonal representam a amplitude de variagao.

filogrupo 1
filogrupo 2
filogrupo 3
filogrupo 4

filogrupo 1
0,8%
1.2%-1.8%
0.8%-2.4%
1.3%-2.7%

filogrupo 2
1,6%
X
1.3%-1.5%
1.8%-2.3%

filogrupo 3 filogrupo 4
1,7% 2,1%
1,9% 2,3%
0,5% 2,0%

1.2%-2.7% 0,8%

Tabela 5: Distancias genéticas P entre H. ancistroides e espécies filogeneticamente proximas.

Valores médios intra-especificos na diagonal; abaixo, amplitude de variacao.

H. ancistroides H. boulengeri H. commersoni

H. ancistroides
H. boulengeri
H. commersoni
H. affinis

H. tapijara

H. interruptus

1,46%
1.5%-3.1%
0.7%-2.7%
1.8%-3.2%
1.0%-2.4%
1.3%-2.7%

0,40%
1.4%-1.8%
1.8%-2.0%
1.2%-1.4%
1.4%-1.7%

0,18%
1,57%
0.5%-0.6%
1.8%-1.9%

H. affinis

0,24%
1,30%
1,50%

H. tapijara

0,70%

H. interruptus
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Estruturac¢io populacional

Distribuicio de haplotipos e indices de diversidade

As 162 sequéncias de 842 pb, representando as sub-unidades 6 e 8 dos genes mitocondriais da
ATP sintase apresentaram 48 haplotipos, 72 sitios variaveis (47 informativos para parsimonia
e 25 singletons). O niamero de haplétipos por localidade variou de 1 (SJD e Rib) a 13 (Grd).
As sequéncias apresentam diversidade haplotipica (Hd) 0.8996, e nucleotidica (w) 0.01165. A
diversidade haplotipica intrapopulacional variou entre 0.00 (SJD e Rib) e 0.972 (Prn); a
diversidade nucleotidica variou entre 0.000 (SJD e Rib) a 0.014 (Iva).

O numero de localidades em que cada haplotipo ocorreu variou entre um (para varios
haplétipos) e quatro (H2 e H3). Entre os 48 haplotipos, H2 foi o mais comum, encontrado em
35 individuos de quatro localidades (Pnb=3, Grd=7, ATie=5, Rib=20). Em seguida, H3
apresenta uma representatividade semelhante, tendo sido encontrado em 29 individuos de
quatro localidades (Pnb=6, Grd=3, ATie=17, APpn=3). H8 e H11 também apresentam uma
representatividade consideravel, sendo o primeiro encontrado em 20 individuos de duas
localidades (MPpnE=17, MPpnD=3), e o segundo, encontrado em 13 individuos de trés
localidades (Grd=10, Pxe=2, Prn=1). Os demais hapldtipos estdo em sua maioria restritos a
uma unica localidade, sendo encontrado em um ou dois individuos (exceto H14, H44 ¢ H46;

ver tabela 6). O nimero de haplotipos por localidade variou entre um (SJD e Rib) a 13 (Grd).
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Tabela 6: Distribui¢do dos 48 haplotipos de Hypostomus ancistroides entre as doze
localidades amostradas. Total de haplotipos (H/Lc) e o niimero de individuos (N) por
localidade sdo mostrados na borda direita. Total de localidades em que cada haplotipo ¢
encontrado (Lc/H) e o niimero de individuos (N) representados por cada haplotipo sdo

mostrados na borda inferior.

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HI0 H1l1 H12 HI13 H14 H15 Hl6 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24

Pnb 3.6 2 1 1

Grd 7 3 1 1 2 1
SID

Mtie

Atie 2 5 17 1 1
Pxe 2 1
Prn 1 1 1
Mppne 17 2 6 1 1
Mppnd 2 1 302 1
Appn 3
Iva
Rib 20
LeH 1 4 4 1 1 1 1 2 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

N | 23529 1|12 |1(202 (|14 |1]2|6|1 12|11 |1|2]|1]|1]1

H25 H26 H27 H28 H29 H30 H31 H32 H33 H34 H35 H36 H37 H38 H39 H40 H41 H42 H43 H44 H45 H46 H47 H48 H/Lc N

1 6 14
11 11 1 1 213 32
4 1 4

1 4 1 36

1 6 27
23

1 11 2 1 8 9
11 11 9 31

5 9

1 2 4

2 1 2 3

1 20

1 1 1 1| 1)1 |11 1 R O B 112 (11112141 ]|5]|2]1 162
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Os indices de diversidade haplotipica (4) para cada localidade foram altos (acima de 0.5),
exceto para APpn (0.500 +/- 0.265; quatro individuos e dois haplotipos), e SID e Rib (0.00,
ambas com apenas um hapldtipo) (tabela 7). Este indice se baseia na probabilidade de dois
alelos amostrados aleatoriamente serem diferentes (Nei 1973). Assim, localidades com um
baixo numero de amostras podem apresentar tanto valores artificialmente reduzidos ou
elevados, dependendo do numero e frequéncia de haplodtipos. Nesses casos, ha uma alta
probabilidade da diversidade haplotipica do local ndo ter sido amostrada. Haplotipos que
porventura existam mas que ndo tenham sido registrados podem, por exemplo, deixar nas
analises sinais semelhantes aos de eventos de extingdo. Esse ¢ provalmente o caso do rio Ivai
(Iva). A presenca de apenas dois haplotipos (H38 e H39) entre trés amostras indica uma alta
diversidade haplotipica que pode tanto ser real ou ndo. De qualquer forma, a posicao
filogenética desses haplotipos, pertencendo a diferentes filogrupos, sugere a existéncia de um
padrdo semelhante ao de outras localidades habitadas por diferentes filogrupos. Este parece
ser também o caso das localidades Pxe, MTie e APpn, com valores de /4 0.67, 0.60 e 0.5
respectivamente. O rio Sao José dos Dourados (SJD) também ndo apresenta uma amostragem
conclusiva. No entanto, o fato de apenas um haplotipo ter sido coletado resulta num valor
para /& de 0.0.

Por se basear fundamentalmente na frequéncia dos diferentes haplotipos, o indice de
diversidade haplotipica pode rapidamente se aproximar de 1.0 se houver um grande numero
de individuos com hapldtipos exclusivos (Freeland 2005). Isto ¢ algo relativamente comum
para genomas mitocondriais de animais, cujas taxas de evolugdo sdo relativamente altas.
Assim, o indice de diversidade nucleotidica (w) permite uma interpretacdo complementar
aquela fornecida por 4. Esse indice tem seu calculo baseado na quantidade média de

divergéncia nucleotidica entre sequéncias. Para as populagdes desse estudo, os valores de ©
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foram em geral altos, alcangando 1.4% (tabela 7). Segundo Grant & Bowen (1998), valores de
h acima de 0.5 sdo considerados altos, e sdo interpretados de duas formas distintas, de acordo
com a diversidade nucleotidica. Valores de m acima de 0.5% sdao considerados altos, ¢
combinados com alta divergéncia génica, representam populagdes grandes e estdveis, com
longa historia evolutiva ou contato secundario entre diferentes linhagens. Valores de =
reduzidos (abaixo de 0.5%) associados a altos valores de 4, sdo indicativos de um acimulo de
mutagdes apos um evento de gargalo populacional seguido de um rdpido crescimento
populacional. A combinacdo de altos valores para /4 e m € encontrada para as localidades Pnb,
Grd, Prn e MPpnD. De fato, as populagdes residentes nessas localidades parecem apresentar
uma longa historia evolutiva, de acordo com os resultados filogenéticos. Além disso, a
distribuicao geografica de haplétipos pertencentes a diferentes filogrupos, endossa a hipotese
de contato secundario entre diferentes linhagens (figura 7). Para as localidades ATie e MPpnE,
as analises geraram altos valores de / e baixos valores de m, sugerindo expansdo populacional
apos evento de retracdo. Esses indices para a localidade referente ao rio Ribeira de Iguape
(Rib) retornaram valores iguais a 0.0, resultantes da amostragem de apenas um haplétipo. Ao
contrario de SJD, esses valores ndo podem ser atribuidos a uma pequena amostragem. Um
total de vinte exemplares, provenientes de duas coletas em épocas e locais distintos, devem
ser representativos da diversidade local. Considerando os conhecidos eventos de contato
reportados para rios das vertentes leste e oeste da Serra do Mar, ¢ provavel que essa bacia
tenha capturado cabeceiras do rio Tieté que circundam a regido de coleta. Além disso, H.
ancistroides ¢ encontrado apenas numa area restrita dessa bacia costeira, em sua por¢ao norte
(Oyakawa et al 2005). Essa distribui¢do restrita pode ser resultado de uma colonizagao
recente, em que a nova populagdo ndo teve tempo de se expandir geograficamente pela nova

bacia, ou de fixar novos e exclusivos haplotipos.
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Tabela 7: Indices de diversidade haplotipica e nucleotidica em relagdo as populagdes e seus

numeros de individuos e de haplotipos.

Numero de  Numero de diversidade diversidade
individuos ~ haplétipos génica (h) nucleotidica ()
Pnb 14 6 0.791+/-0.089 0.007+/-0.004
Grd 32 13 0.857+/-0.044 0.012+/-0.006
SJID 4 1 0.00+/-0.00 0.00+/-0.00
MTie 6 3 0.600+/-0.215 0.002+/-0.001
ATie 27 6 0.581+/-0.098 0.004+/-0.002
Pxe 3 2 0.667+/-0.314 0.001+/-0.001
Prn 9 8 0.972+/-0.064 0.012+/-0.007
MPpnE 31 9 0.673+/-0.083 0.002+/-0.001
MPpnD 9 5 0.861+/-0.087 0.012+/-0.007
APpn 4 2 0.500+/-0.265 0.001+/-0.001
Iva 3 2 0.667+/-0.314 0.014+/-0.011
Rib 20 1 0.00+/-0.00 0.00+/-0.00
média 13,5 4,8 0,597 0,01165

Testes de Neutralidade

Os testes de neutralidade (tabela 8) ndo tiveram valores significativamente diferentes de zero
para a maior parte das localidades. Isso indica que a hipotese nula de neutralidade das
populagdes nao pode ser rejeitada. Apenas para ATie (-1.6653; P=0.210) e MPpnE (-1.8812;
P=0.0120) os valores foram significativos para D do teste de Tajima, num nivel de 5%.
Valores negativos para D no teste de Tajima indicam expansdo populacional para populagdes
cujo marcador ndo esta sob efeito de selecdo. Esses resultados concordam com os indices de
diversidade génica e nucleotidica, que sugerem um cenario de expansdo populacional apds

um evento de retragcdo para as localidades ATie e MPpnE.
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Tabela 8: Valores dos testes de neutralidade de Tajima (D) e Fu (Fs) para as doze populacdes

de H. ancistroides. Valores significativos em 5% (p<0.05) marcados em cinza.

localidade Tajima D P Fu Fs P
Pnb 0,1173 0,6080 2,1818 0,8580
Grd 1,7199 0,9660 1,5772 0,7620
SID 0,0000 1,0000 X X

MTie -0,6761 0,3540 0,5399 0,5580
ATie -1,6653 0,0210 1,9531 0,8320
Pxe 0,0000 0,9870 0,2007 0,4050
Prn -0,0228 0,5020 -1,0658 0,2310
MPpnE -1,8812 0,0120 -2,5870 0,0530
MPpnD 1,7280 0,9810 3,0275 0,9230
APpn -0,6124 0,3760 0,1719 0,3550
Iva 0,0000 0,6760 4,4998 0,9530
Rib 0,0000 1,0000 X X

Indice de Fixaciio Fst

Os valores encontrados de Fst foram de uma forma geral muito elevados. De acordo com os
critérios propostos por Wright (1978), os valores de divergéncia podem ser classificados da
seguinte forma: entre 0.00 e 0.005, baixa; entre 0.05 e 0.15, moderada; entre 0.15 e 0.25, alta;
maior que 0.25, muito alta. Quase todos os valores encontrados de divergéncia entre pares de
populacdes sdo portanto muito altos. Alguns valores (oito) apresentam forte divergéncia,
enquanto apenas um apresenta uma divergéncia moderada. Entre os valores que apresentam
fraca divergéncia, envolvendo as localidades Pnb, ATie e APpn, nenhum deles foi
significativo em 5%. Esse valores podem ser visualizados na tabela 9.

Os altos indices de divergéncia supdoem uma forte estruturagdo populacional, com

baixo fluxo génico entre diferentes localidades. Por um lado, esses valores refletem o elevado
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numero de haplétipos exclusivos de certas localidades. Entretanto, existem haplotipos de
ampla distribui¢do, como H2 e H3, que sugerem a existéncia de migrantes, o que implicaria
em fluxo génico e consequentemente valores mais baixos de divergéncia.

Uma possivel explicacao para os resultados com valores tao altos de Fst ¢ o fato de que as
diferentes populagdes sdo constituidas por haplotipos provenientes de diferentes filogrupos. A
alta divergéncia revelada nos valores de Fsr seria portanto inerente as localidades. Em outras
palavras, esses valores resultam da sobreposi¢ao da area de distribui¢ao geografica encontrada

para as diferentes linhagens.

Tabela 9: Valores do indice de Fixacao Fst para as doze populacdes amostradas. Escala de
tons refletem a classificagdo de Wright (1978) quanto ao grau de divergéncia: (< 0.05) pouca;
(0.05-0.15) moderada; (0.015-0.25) grande; (> 0.25) muito grande. (*) ndo significativas em
5% (P<0.05 em 1000 permutagdes).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Pnb 0

Grd 0,24 0

SJD 0,69 0,48 0

Mtie 0,13 0,36 0,95 0

Atie  0,05* 0,35 0,83 0,17 0

Pxe 0,71 = 0,18* 0,98 0,94 0,83 0

Prn 0,40 0,23 0,22 0,58 0,61 0,43 0
Mppne 0,62 0,50 0,89 0,81 0,70 0,89 0,57 0
Mppnd 0,47 0,38 0,46 0,62 0,66 0,56 0,22 0,68 0
10 Appn 0,01* 0,31 0,99 0,47  -0,08% 0,97 0,53 0,80 0,57 0
11 1Iva 0,38 0,25 0,65 0,63 0,62 0,61 = 0,18* 0,66 0,30 0,56 0
12 Rib 0,27 0,47 1,00 0,61 0,24 1,00 0,78 0,87 0,80 0,94 0,88 0

o 0 9 & N A W N -
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Analise de variancia molecular (AMOVA)

Hipoteses definidas a priori sobre possiveis estruturas populacionais foram testadas em
diferentes agrupamentos de AMOVA. Basicamente, essas hipdteses representam possiveis
vias de fluxo génico entre as doze populagdes deste trabalho. As potenciais vias de contato
sdo 1) entre populagdes de uma mesma bacia ii) entre populacdes de bacias hidrograficas
proximas, em suas por¢des altas e médias, através de contatos esporadicos entre tributarios e
cabeceiras dos rios; iii) entre populagdes de diferentes margens de uma mesma bacia
hidrografica; iv) através de longas distancias, por dentro dos rios, principalmente através do
rio Parand, conectando bacias hidrograficas distantes. Tais hipoteses foram testadas

estipulando-se as diferentes estruturas populacionais mostradas na tabela 10.

56



Tabela 10: Teste de hipdteses de estruturacdo populacional através de analise de variancia
molecular (AMOVA) com 1000 permutagdes, para as doze populagdes de H. ancistroides.
Numero de grupamentos especificados na coluna da esquerda; grupamentos testados e
hipoteses formuladas a priori, e valores de varidncia nas demais colunas. Maior valor de @ct

indicado em cinza. Valores ndo significativos em 5% (P>0.05) indicados com *.

no. gr. grupos hipodtese Ocr Dst Dsc
11 (MTie+ATie) i 49,62%* 4,34 46,05
(MTie+ATie) L
9 ieiil 6,12* 47,65 46,23
(MPpnE+MPpnD+APpn)
(MTie+ATie) ]
8 i 9,73 4429 45,98
(MPpnE+MPpnD+APpn+Prn)
11 (ATie+APpn) il 58,59 -4,70 46,12*
(ATie+APpn)
10 11 e il 8,05* 45,70 46,25
(MPpnE+MPpnD)
(ATie+APpn)
9 1i e i1l -0.89* 54,49 46,40
(MPpnE+MPpnD+MTie)
(Pnb+Grd+Rib+ATie+MTie+APpn) .
5 (MPan+MPan+Pm) 1v 32,00 27,83 40,17
+Grd+ATie+MTie+ .
6 | (Pobrard fﬁPﬁflginﬁpn) (MPpnE iv 38,93 1862 | 4244
+Rib+ATie+MTie+ .
7 (Pnb g;bppﬁ‘jM“ﬁg;ﬁ);*Ppn) iv 40,61 16,52 42,87
+Rib+ATie+MTie+ )
5 (P R1b+ﬁg;ng£1:n+gl;g§)(MPan v 33,18 24,06 42,76

Os resultados mostrados na tabela evidenciam altos valores de divergéncia entre populacdes
de um mesmo grupo (®sc >40%). Os valores de diferenca entre os grupos determinados (®cr)
foram altos em alguns casos, porém inferiores aos valores de ®sc. Exceto em um caso, onde
agrupou-se as localidades das porcdes altas dos rios Tieté e Paranapanema (ATie e APpn), o
valor de dct foi maior do que o de @sc (PcT=58.59%).

Para a hipotese (i), testou-se agrupamentos entre as por¢des altas e médias dos rios Tieté e
Paranapanema. Os valores de ®@ct foram baixo ou ndo significativos. H4 uma concordancia
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entre esse resultado e a distribuicdo de haplétipos. De fato, essas regides também ndo
apresentam hapldtipos compartilhados, o que reforga a hipdtese de isolamento entre
populagdes ao longo dos rios. Este tipo de isolamento pode ser um reflexo das condig¢des
ecologicas da espécie. Segundo Castro & Casatti (1997), H. ancistroides € uma espécie tipica
de riachos ou rios de pequeno porte. Casatti et al. (2005) relaciona a espécies a habitats de
baixa correnteza. Esses talvez sejam fatores limitantes para a dispersao de H. ancistroides por
rios maiores. No entanto, para o rio Tieté, o valor de @cr € alto (49.62%), sugerindo alguma
relacdo entre as porcdes alta e baixa dessa bacia. A ndo significancia deste valor se deve
provavelmente ao baixo nimero amostral de MTie, mas a hipotese de fluxo génico entre essa
localidade e ATie nao pode ser descartada.

Em relacdo a hipdtese (i1), o maior valor de ®cr encontrado (58.59%) corresponde ao
grupamento entre porgdes altas dos rios Tieté e Paranapanema, sugerindo um contato entre
essas regides e reforcando a idéia de fluxo génico entre populagdes de bacias proximas. Por
outro lado, grupamentos envolvendo as por¢cdes médias entre essas bacias ndo tiveram
resultados significantes como estruturagdo populacional. Ao se adicionar a estrutura, um
agrupamento entre as localidades MTie, MPpnE eMPpnD, o indice de ®cr ¢ reduzido a
valores ndo-significativos em um nivel de 5%. A nao-significancia destes valores pode estar
atrelada ao reduzido nimero de amostras para as localidades APpn e principalmente de MTie.
De qualquer forma, a distribuicdo de haplotipos entre as localidades ndo sugere nenhum
contato entre o médio rio Tieté e médio rio Paranapanema. Assim, os resultados quanto a
hipodtese (ii) sugerem que contato entre cabeceiras ou partes altas dos rios representam um
cenario mais realistico do que contatos entre cabeceiras ou tributarios das por¢cdes médias de

bacias.
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Para a hipotese (iii) de contato entre diferentes margens de uma mesma bacia, os
valores de Dcr para estruturas propostas incluindo as localidades MPpnD e MPpnE néo a
sustentam. Apesar dessas localidades compartilharem haplétipos, sugerindo tal via de contato
entre populagdes, outros fatores podem contribuir para a ndo sustentacdo da estrutura da
AMOVA. A maior frequéncia de haplétipos de MPpnD ¢ de individuos pertencentes ao
filogrupo 1, ao passo que a maior frequéncia de haplotipos de MPpnE ¢ de individuos
pertencentes ao filogrupo 4. Como resultado, a diversidade nucleotidica entre individuos
dessas localidades ¢ alta, e valores de @cT tendem a ser baixos, ao passo que valores de Dst
tendem a ser altos. Portanto, a hipotese (ii1) de contato entre populagdes de margens opostas
de uma bacia hidrografica de grande porte nao pode ser descartada.

Quanto a hipotese (iv), de contato através de longas distancias, os valores de @cT
entre 32% e 41% sugerem, a principio, que haja uma estruturagdo abrangendo localidades
amplamente distribuidas. Entretanto, esses valores sdo inferiores aos de ®@sc, que variaram
entre 40% e 43%, e representam a variancia entre populacdes dos grupamentos propostos.
Estes resultados podem ser interpretados com base nas relagdes filogenéticas e padroes de
distribuicdes dos haplotipos. Os filogrupos revelados nas filogenias apresentam areas de
distribuicdes relativamente amplas, o que certamente deixa um sinal na distribui¢do das
diversidades nucleotidicas entre localidades afastadas, revelados nos valores de @ct. No
entanto, o fato de que a maior parte das localides ¢ constituida por mais de um filogrupo
resulta em valores de ®sc elevados. Isto €, a populacdo relativa a uma certa localidade é
composta por individuos pertencentes a linhagens distantes, fazendo com que a variancia da
diversidade nucleotidica seja alta. Portanto, as estrutura testadas para a hipotese (iv)
sustentam a idéia de algum contato de longa distancia, proveniente de eventos antigos de

expansdo populacional e estabelecimento da espécie ao longo das bacias do Alto Parana.
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Analise de correspondéncia entre distribuicdo geografica varidncia genética
(SAMOVA)

A andlise de SAMOVA relaciona a divergéncia genética com a distribuicdo geografica,
explorando e otimizando todas as possibilidades de agrupamentos das populacdes pré-
definidas. Os resultados da SAMOVA estiao na tabela 10. Os agrupamentos com valores de
®cr superiores a 50% estdo marcados em cinza. O resultado de onze grupos foi o que obteve o
maior valor (58.59%) da parti¢do de variancia genética entre grupos. Para esse resultado, o
unico agrupamento de localidades corresponde as porgdes altas das bacias dos rios
Paranapanema e Tieté (APpn e ATie). A hipdtese de contato entre as porcdes altas dos rios
Tieté e Paranapanema concorda com a estrutura testada por AMOVA. Além disso, o fato de
outras localidades ndo se estruturarem concorda com os altos valores de Fsr, sustentando a
hipotese de baixo fluxo génico entre diferentes localidades. Em seguida, o resultado com sete
agrupamentos apresenta um valor consideravel de particionamento da varidncia genética
(52.24%). As localidades agrupadas foram [Prn+lva] e [Pnb+MTiet+ATie+APpn+Rib]. O
agrupamento proposto entre os rios Parand e Ivai faz pouco sentido devido ao reduzido
numero de amostras dessa ultima bacia. A proximidade filogenética entre os haplotipos
Hanc Iva0l e Hanc Ppn08, Hanc Ppn39 e Hanc Ppn40, todos do filogrupo 4, deve ser
responsavel por esse resultado. O agrupamento seguinte inclui as cabeceiras dos rios
Paranapanema e Tieté, Ribeira de Iguape, além do médio rio Tieté e rio Paranaiba. Como
mencionado anteriormente, o haplotipo da bacia do Ribeira ¢ provavelmente proveniente de
uma captura de cabeceira do rio Tieté. As localidades ATie, APpn e Rib aparentemente
tiveram fluxo génico recente. O fato da localidade MTie integrar esta estruturagdo esta ligada
ao estreito relacionamento filogenético de seus haplotipos com aqueles da localidade ATie e

APpn. Assim, a hipotese (i) testada na AMOVA que nao havia se confirmado devido ao valor

60



ndo significativo de @cr, € sustentada pela analise d¢ SAMOVA. Quanto ao rio Paranaiba,
alguns dos haplétipos dessa localidade sdo proximos filogeneticamente de hapldtipos das
localidades ATie, APpn, MTie e Rib. Os haplétipos Hanc Tie02 e Hanc Tie04 sdo inclusive
compartilhados por essas localidades (figura 7). Apesar da distdncia geografica entre Pnb e
outras localidades desse grupamento ser significativamente grande (cerca de 400 km em linha
reta), o resultado sugere que haja alguma relagdo entre essas localidades. As possiveis vias de
contato entre populacdes tao distantes poderiam ser por contato entre cabeceiras ou por dentro
dos rios principais. Os resultados anteriores apontam para uma baixa capacidade de dispersdo
de H. ancistroides pelos rios, enquanto que contatos entre cabeceiras representa um cenario
mais plausivel. No entanto, entre as bacias do Tieté e Paranaiba existe a bacia do rio Grande,
onde ocorrem haplotipos compartilhado ou filogeneticamente proximos aos das localidades
desse grupamento. A principio, o rio Grande deveria integrar essa estrutura. Porém, outros
haplétipos dessa localidade sdo distantes filogeneticamente, fazendo parte do filogrupo 3.
Esse distanciamento filogenético deve ser a causa pela qual a SAMOVA nao inclui Grd nesse
grupamento. Sumarizando os resultados, a SAMOVA indica uma regido com algum fluxo
génico entre localidades, que abrange os rios Paranapanema, Tieté, Paranaiba e Ribeira de
Iguape. A via de contato mais plausivel para esse cenario ¢ através de contatos entre

cabeceiras de rios tributarios as essas grandes bacias.
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Tabela 11: Andlise espacial de varidncia molecular (SAMOVA) para as doze populacdes de H.
ancistroides. Agrupamentos gerados pelo programa estdo indicados entre colchetes. Valores de

®ct acima de 50% marcados em cinza. Valores ndo significativos em 5% (P>0.05) indicados

com *,
no. de grupos Agrupamentos Dcr
[SID] ,
2 [Pnb+Grd+Mtie+Atie+Pxe+Prnt+MPpnE+MPpnD+APpn-+Iva+Rib] 40,20
[Pnb +Mtiet+Atie+APpn+Rib]
3 [Grd+SID+Pxe+Prn+MPpnD+Iva] [MPpnE] 35,98
[Pnb +Mtie+Atiet+APpn+Rib] [Grd]
4 [SID+Pxe+Prn+MPpnD ] [MPpnE-+Iva] 40.83
[Mtiet+Atie+APpn+Rib] [SJD+Prn]
5 [Pnb+Grd+Pxe] [MppnD] [MPpnE+Iva] 38,87
[MppnE+Iva] [Atie+tAPpn+Rib] [SID]
6 [Mtie] [Pnb+Grd+Pxe] [Pr+MPpnD] 34,80
[Prn+Iva] [SID] [MppnE] [Pnb+MTie+ATie+APpn+Rib]
7 [Grd] [Pxe] [MPpnD] 52,24
[Prn+MPpnD+Iva] [Pnb] [Appn] [Grd]
8 [Pxe] [MTie+ATie+Rib] [SJD] [MPpnE] 42,37
[Atie+Rib] [Pnb] [Grd] [SJD] [Prn+MPpnD-+Iva]
9 [Appn] [Mtie] [Pxe] [MPpnE] 39,08
[Prn+Iva] [Pxe] [Grd] [SJD] [MTie]
10 [Atie+Rib] [MppnD] [Pnb] [MppnE] [APpn] 45,50
[Prn] [Pxe] [Grd] [SJD] [MTie]
1 [Atie+APpn] [MppnD] [Pnb] [MppnE] [Iva] [Rib ] 58,59
Rede haplotipica

A rede de haplotipos construida a partir de 162 sequéncias para doze localidades e 48
haplotipos de Hypostomus ancistroides ¢ retratada na figura 9. A tabela 12 mostra a
correspondéncia entre os nomes dos haplotipos nas arvores filogenéticas e na rede

haplotipica.
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Alguns aspectos importantes sdo prontamente notados. i) Os haplétipos de maior frequéncia
(H2, H3, H8 e H11) ocupam uma posi¢ao central em relagdo a uma série de outros haplétipos
de menor frequéncia e apenas um ou dois passos mutacionais de diferenca. ii) Esses mesmo
haplétipos de maior frequéncia nao apresentam distribuigdo restrita, ocorrendo em duas (H8),
trés (H11) e quatro (H2 e H3) localidades. iii) Existe diversos haplotipos de baixa frequéncia,
exclusivos a apenas uma localidade. iv) Existe um grande numero de passos separando os
diferentes haplétipos.

Essas observagdes iniciais revelam uma complexa estrutura populacional, moldada ha um
tempo consideravel para espécie. A alta diversidade haplotipica juntamente com o elevado
numero de passos mutacionais que separam alguns haplotipos, sugerem um tempo de
diversificacdo das sub-populacdes relativamente avangado para a espécie. As distancias
genéticas média e maxima registradas para as populagdes (dist Pméd=1.5%; Pmax=2.9%)
corroboram a idéia de um longo tempo de diversificagdo haplotipica. Entretanto, os diferentes
haplotipos apresentam claramente diferentes historias evolutivas. Existe um padrdo onde
diversos hapldtipos presentes em uma mesma localidade estdo separados por um grande
numero de passos mutacionais. Esse nimero varia entre 15 para os haplotipos H3 e H25 do
rio Grande (Grd), e 34 para os haplétipos H8 e H9 do rio Paranapanema (MPpnD). Essa
configura¢do reflete os resultados encontrados para analises filogenéticas e de distancia
genética. Este cenario sugere duas hipoteses: i) o desaparecimento de haplotipos
intermediarios, por agdo da amostragem de linhagem (/ineage sorting); ii) contato secundario
entre linhagens. No primeiro caso, devido a aleatoriedade inerente a deriva génica, espera-se
encontrar hapldtipos intermediarios, mesmo que em baixa frequéncia. Para alguns casos, um
baixo numero amostral pode resultar em haplétipos intermediarios ndo amostrados. Esse pode

ser o caso de populagdes com como MTie, Iva, APpn, Pxe e SJD. Mesmo assim, a rede
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haplotipica mostra que esse padrdo se repete para todas as localidades amplamente
amostradas, como os rios Paranaiba (Pnb), Tiet¢ (MTie), Grande (Grd) e Paranapanema
(MPpnE e MPpnD), e também para o rio Ivai (Iva). Portanto, a segunda hipdtese referindo-se
ao contato secundario ¢ a mais aceitavel nesse caso.

As quatro estruturas radiais, centralizadas pelos haplétipos de maior frequéncia (H2,
H3, H8 e HI1), sdo habitualmente atribuidas a expansdes demograficas ou geograficas.
Considerando que a probabilidade de mutacdes acontecerem em um mesmo nucleotideo ¢
extremamente baixa, eventos de expansdo geram um numero crescente de haplotipos raros
com estreita relagdo com o haplétipo do qual derivaram (geralmente ancestral), resultando em
um padrao “estrelado” na rede haplotipica (Beebee & Rowe 2008). Essas quatro estruturas
radiais revelam uma diversificacao haplotipica relativamente recente, com apenas um ou dois
passos mutacionais de diferenga para o haplétipo central. Os haploétipos H2 e H3, devido a sua
ampla distribuicdo e alta frequéncia de ocorréncia, sdo considerados haplétipos ancestrais
(Freeland 2005). As estruturas centralizadas por H2 e H3 apresentam um alcance geografico
consideravel em relacdo a 4area de distribui¢do da espécie. A primeira abrange os rios
Paranaiba, Grande, Tieté e Ribeira de Iguape. E importante notar que as 20 sequéncias
relativas ao Ribeira de Iguape sdo constituidas por esse haplotipo. Tal fato sugere um contato
recente entre essa bacia costeira e as cabeceiras proximas de rios do Alto Parand. O cenario
mais provavel ¢ o de um contato com a bacia do alto rio Tieté, devido a maior proximidade
geografica. Esse contato seria responsavel pela colonizacdo e estabelecimento de uma sub-
populacdo na bacia do Ribeira, restrita a sua por¢do norte. A estrutura centralizada por H3
abrange localidades nos rios Paranaiba, Grande, médio e alto Tieté e alto Paranapanema. A
estrutura centralizada por H8 em especial distribui-se por uma area restrita do médio ao baixo

rio Paranapanema, alcangando o rio Parana (Prn, MPpnD e MPpnE). A estrutura centralizada
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por H11 abrange os rios Grande, Tieté e do Peixe (Grd, ATie e Pxe). Isso mostra que H.
ancistroides pode ter um alcance consideravelmente longo durante eventos de expansdo

geografica.
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Figura 10: Rede haplotipica de parcimdnia representando 48 hapldtipos de H. ancistroides.
Legendas: cores a direita representando as doze localidades amostradas; niimero de
individuos para cada haplétipo a esquerda. Alguns circulos contém o nimero de individuos

para facilitar a visualizagdo.
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Tabela 12: Relacdo dos haplotipos usados nas andlises filogenéticas e seus codigos

correspondentes usados na rede haplotipica.

Hanc_Tie01 HA1 Hanc_Pnb01 H17 Hanc_Grd23 H33
Hanc_Tie02 H2 Hanc_Pnb06 H18 Hanc_Ppn47 H34
Hanc_Tie04 H3 Hanc_Pnb09 H19 Hanc_Ppn48 H35
Hanc_Tie05 H4 Hanc_Grd06 H20 Hanc_Ppn49 H36
Hanc_Tie06 H5 Hanc_Grd07 H21 Hanc_Ppn50 H37
Hanc_Ppn01 H6 Hanc_Ppn38 H22 Hanc_lva01 H38
Hanc_Ppn02 H7 Hanc_Ppn39 H23 Hanc_Iva03 H39
Hanc_Ppn03 H8 Hanc_Grdi13 H24 Hanc_Prn01 H40
Hanc_Ppn04 H9 Hanc_Grdi14 H25 Hanc_Prn03 H41
Hanc_Ppn08 H10 Hanc_Ppn40 H26 Hanc_Prn04 H42
Hanc_Ppn09 H11 Hanc_Grd17 H27 Hanc_Tie28 H43
Hanc_Ppn11 H12 Hanc_Tie26 H28 Hanc_Tie29 H44
Hanc_Ppn12 H13 Hanc_Ppn42 H29 Hanc_Tie31 H45
Hanc_Ppn14 H14 Hanc_Grd18 H30 Hanc_Prn06 H46
Hanc_Ppn17 H15 Hanc_Grd20 H31 Hanc_Grd29 H47
Hanc_Ppn25 H16 Hanc_Grd22 H32 Hanc_Pnb14 H48

Analise dos clados hierarquizados (NCPA)

Um total de dezessete clados apresentou variagdo geografica e foram portanto analizados pelo
programa GEODIS. Desse total, apenas cinco apresentaram indices significativos de
associacdo entre as distancias genética e geografica. Os resultados das andlises para as duas
distancias (em linha e por agua) e as interpretacdes dos possiveis eventos naturais

relacionados a esses clados, estdo na tabela 13. Os clados hierarquizados estio na figura 10.
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Tabela 13: Resultados das analises dos clados hierarquizados (NCPA) que apresentaram

indices significativos de associacdo entre distancias genéticas e distancias geograficas, com as

respectivas interpretacoes.

Clado 1-38 distancia em linha distancia por agua
H/C /T locs. D¢ Dn D¢ Dn
H44 | T MTie 0,0000 255,8442 0,0000 469,4805

H2 I Pnb, Grd, ATie, Rib 201,5942 211,0417 | 625,1553 |600,1063L*
H28 | T ATie 0,0000 142,3750 0,0000 355,0000
H43 | T MTie 0,0000 246,2500 0,0000 451,8750

I-T 201,5942 -24,2919 |625,1553L*| 152,6401

12-11-17 - resultado |22 4-VO - fluxo génico
) . restrito com isolamento
inconclusivo o
por distancia

Clado 3-8 distancia em linha distancia por agua
H/C /T locs. D¢ Dn D¢ Dn
2-13 I MPpnE 0,0000 | 379,7468 0,0000 1023,7342
2-16 | | |Pnb, Grd, MTie, ATie, Appn| 188,1501 | 205,0627 | 793,8338L*|708,3118L*
2-17| T | Pnb, Grd, MTie, ATie, Rib | 229,5270 | 224,0897 | 599,4932 627,0319

I-T -46,3282 | -14,4300 | 173,4502 89,5805

1:2-11-17 - resultado || 2~>-4NO - fluxo génico
. ) restrito com isolamento
inconclusivo oa
por distancia
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Clado 4-1 distancia em linha distancia por agua
H/C | T locs. Dc Dn Dc Dn
3-1 T Iva 0,0000 345,4762 0,0000 758,9286
32| T Pnb, MPpnD 324,0000 | 295,8125 690,0000 825,0000L*
33| T Pnb, SJD, Prn 277,8378 | 280,5446 | 508,7838 617,7599
3-4 | T | Grd, ATie, Pxe, Prn [151,89355*|226,93755*|459,1716 S* 639,7500
3-5 [ Grd 0,0000 349,6386 0,0000 768,0723
LT 2124887 | 932960 | 5051105 | 946326

t “quantidade de clados € insuficiente (<
2) para determinar concordancia -
resolugcdo genética insuficiente para
discriminar entre expansdo geografica
colonizacdo ou dispersdo/fluxo génico
restritos - proceder ao passo 7 da chave
para determinar se a amostragem
geografica é suficiente para discriminar
entre movimentacdo de curta ou longal
distancia”.

restrito com

1-2-3-4-NO - fluxo génico

isolamento

por distancia

1-2-3-5-6-1-7-YES -
dispersao/fluxo génico
restritos, mas com alguma
dispersao de longa distancia

Clado 4-2 distancia em linha distancia por agua
H/C /T locs. Dc Dn Dc Dn
3-6 [ MPpnE, Iva 72,0000 | 348,9660 | 520,0000 848,7252
Prn, MPpnE
37 | 1 | G PmMPpnE, o) o casx | 2057912 | 178.83255% | 791.1692L%
MPpnD
Pnb, Grd, MTie, ATie
_ I b 2 b b * * *
3-8 MPpnE, APpn, Rib 224,6335S*| 278,9518 | 692,2393S 797,3710 L
I-T 148,7983L*| -14,3088 | 507,1812L* 8,0580

T “quantidade de clados é insuficiente (< 2)
para determinar concordéncia - resolugéo
genética insuficiente para discriminar entre|
expansdo geografica/colonizagcdo ou
dispersdo/fluxo génico restritos - proceder
Ao passo 7 da chave para determinar se aj
amostragem geografica & suficiente para
discriminar entre movimentacdo de curtd
ou longa distancia”.

1-2-3-4-NO - fluxo
génico restrito com

1solamento por distancia

1-2-3-5-6-1-7-YES -
dispersao/fluxo génico
restritos, mas com alguma
dispersao de longa distancia

68



Cladograma total distancia em linha distancia por agua
H/ C /T locs. Dc Dhn Dc Dn
Pnb, Grd, SJD, ATie
_ T ) ) > ’ *
4-1 Pxe, Prn, MPpnD, Iva 254,1863 262,0574 |[670,5590S 751,3490
Pnb, Grd, MTie,
4-2 T ATie,Prn, MPpnE, 287,4235 280,9273 801,3785 |794,3941L*
MppnD, Appn, Iva, Rib

I-T inexistente
1-2 - resultado 1-2 - resultado
inconclusivo inconclusivo

nivel |

Figura 11: Rede haplotipica de parcimonia representando clados hierarquizados para analise

NCPA de 48 haplétipos de H. ancistroides.
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A andlise encontrou resultados ndo significativos na maior parte dos casos, indicando que a
hipotese nula de que ndo ha associagdo geografica entre haplétipos ndo pode ser rejeitada.
Ainda, para aqueles clados com valores de D¢ e Dy, estatisticamente significativos, o resultado
da chave de inferéncia foi inconclusivo uma parcela consideravel dos casos. Para as analises
de distancia em linha, trés dos cinco resultados foram inconclusivos, enquanto que nas
analises de distancia por agua, duas resultaram inconclusivas. Tais resultados podem ser
decorrentes de uma amostragem incompleta para se tomar conclusdes sobre a historia natural
das populacdes.

O clado 1-38 apresentou resultado inconclusivo para as analises de distancia em linha,
e indicou fluxo génico restrito com isolamento por distancia para distancia por agua. Este
ultimo resultado ndo parece concordar com a estrutura caracteristica de expansdo
populacional ou geografica encontrada na rede haplotipica. Este clado apresenta um haplotipo
central de caracteristicas ancestrais (H2) conectado radialmente a haplotipos de baixa
frequéncia, presentes na mesma localidade ou em localidades proximas aquelas onde
encontra-se H2. Nao ha portanto evidéncia para se acreditar em fluxo génico restrito ou algum
tipo de isolamento por distancia. Tal resultado deve ser um artefato da estratégia usada para
medir as distdncias por agua entre localidades. Isto é, caso tenha havido um contato ou
captura entre cabeceiras que permitiu a expansdo geografica neste clado, a analise de NCPA
utilizando distancia por dgua atribuird a diferenca entre os haplotipos a essa longa distancia.
Neste caso, o cenario mais plausivel, de acordo com a rede haplotipica, ¢ de contatos diretos
entre cabeceiras das bacias envolvidas.

O clado 3-8 retornou resultado inconclusivo para as analises de distancia em linha, e
indicou fluxo génico restrito com isolamento por distancia para distancia por agua. Este clado

inclui os clados 1-37 e 1-38. Aparentemente, 1-37 representa a mesma historia demografica
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do clado 1-38. Da mesma forma que para o clado 1-38, a sua estrutura radial na rede de
haplotipos contesta o resultado obtido pela andlise de distancia por agua. Portanto, pressupde-
se a ocorréncia de eventos de expansao, provavelmente por contato ou captura de cabeceiras.
Os clados 4-1 e 4-2 representam os eventos mais antigos de separagdo entre as
linhagens de H. ancistroides. As analises desses clados retornaram os mesmos resultados.
Para o calculo de distancia em linha, o resultado para os dois clados aponta fluxo gé€nico
restrito com isolamento por distancia. Para o calculo de distancia por 4gua, o resultado aponta
dispersao/fluxo génico restritos, com alguma dispersao por longa distancia. Ambos os clados
analisados abrangem grande parte da area de distribuicdo da espécie. De uma forma geral, os
resultados para as duas formas de calculo de distancia indicam uma estruturagao populacional
baseada na distribuicao geografica em tempos mais remotos para a espécie. Considerando que
as conexdes da rede haplotipica refletem a coalescéncia dos haplétipos, os clados de maior
nivel hierarquico devem retornar informacdes mais antigas em relagdo a estruturacdo
populacional. Assim, estes resultados concordam com as topologias encontradas nas analises
filogenéticas, que sugerem uma estruturacdo de isolamento, resultando na formacgdo dos
diferentes filogrupos. Para o clado 4-1, que abrange os filogrupos 1, 2 e 3, um cendrio de
dispersdo por longas distancias explica a ampla area de distribuicdo da espécie. Considerando
que esses trés filogrupos estdo em alopatria, ¢ natural considerar que distancia seja um
impedimento para a dispersdo. Isso a principio pode parecer contraditdrio, pois pressupoe
uma dispersdo por longas distancias, seguida de um isolamento por essas mesmas distancias
jé percorridas durante o processo de colonizagdo das bacias hidrograficas. Entretanto, deve-se
considerar a hipotese de que esses eventos de dispersao/colonizacao e de isolamento devem
ter ocorridos em momentos historicos diferentes. Ou seja, diferentes €pocas podem ter

facilitado ou dificultado a dispersao das linhagens.
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Para o clado 4-2, representando o filogrupo 4, argumentos semelhantes podem ser

evocados. Entretanto, ele ndo representa a formagdo de diferentes filogrupos, como o clado
4-1. De acordo com os resultados filogenéticos, este filogrupo apresenta linhagens mais
inclusivas de distribuicdo em bacias mais ao sul, € uma linhagem mais derivada distribuida
em bacias da por¢do mais ao norte do Alto Parana. Essa topologia provavelmente resulta de
momentos historicos diferentes que isolaram uma linhagem na por¢do mais baixa do Alto
Parana e posteriormente permitiram sua dispersdo em dire¢do as por¢des mais altas.
Entre os dois clados do nivel quatro analisados existe uma questdo importante sobre a forma
de dispersdo. Possivelmente, os eventos de dispersdo e isolamento entre populagdes desses
diferentes clados ndo ocorreram durante os mesmos periodos. Para o clado 4-1 houve
primeiramente uma dispersdo por toda a area do Alto Parand, seguida de um aparente
isolamento regional. Alguns eventos subsequentes de dispersdo podem ser hipotetizados com
base nas andlises filogenéticas, como, por exemplo, a linhagem pertencente ao filogrupo 1 que
estd presente na localidade MPpnD (figura 7). Para o clado 4-2, as linhagens mais basais
aparentemente nao se dispersaram em um primeiro momento. Elas estiveram restritas aos rios
na porcao sul do Alto Parana. A dispersdao de uma de suas linhagens ocorre posteriormente em
direcdo a montante do rio Parana

Um aspecto interessante sobre os resultados da NCPA ¢ que, aparentemente, as duas
formas de inferir as distncia entre populacdes podem ser aplicadas com resultados coerentes
para clados em que diferentes eventos naturais estdo envolvidos na estruturacdo populacional.
Isto €, as distancias mais curtas entre duas localidades (em linha reta) retornam informagdes
mais coerentes em situagoes de fluxo génico através de contatos esporadicos entre rios (como
mudancas de curso ou capturas de cabeceiras), ao passo que as distancias calculadas por agua

sdo mais informativas para dispersdo por longas distancias através dos cursos principais dos
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rios. A estrutura da rede de haplotipos em si sugere expansdo geografica para os clados 1-37 e
1-38, com fluxo génico entre as localidades por ele ocupadas, como mostra o clado 3-8.
Entretanto, estes clados comportam haplotipos de quase todas as localidades amostradas neste
trabalho, independente da distancia geografica entre elas ou da forma pela qual ela foi aferida.
Isso ¢ um indicio de que ndo havia barreiras para dispersdo, sejam elas geograficas ou
relativas a distancia. A hipdtese mais plausivel para esse cenario ¢ de que esses movimentos
de dispersdo possam ter acontecido por contato direto entre cabeceiras e bracos de rios de
diferentes bacias. E possivel que, em algum momento mais recente da histéria da espécie,
esse tipo de contato entre rios e subsequente dispersdo tenha sido facilitado por razdes
naturais. O padrao de dispersdao encontrado nesses clados se repete nos clados 1-17 e 1-30,
reforgando essa hipotese. Neste caso, ¢ natural que analises de associagdo entre distribuicao e
frequéncia de haplotipos retornem resultados mais coerentes quando as distancias sdo
calculadas em linha reta. Por outro lado, quando as circunstincias historicas ndo favorecem
contatos entre rios de diferentes bacias, a unica via de dispersao ¢ dada pelos leitos principais
dos rios. Sendo assim, neste caso o calculo de distdncia por agua entre localidades devem

resultar em hipoteses mais coerentes sobre a distribui¢do dos haplotipos.

Dindmica demografica de Hypostomus ancistroides

Os resultados desse trabalho apontam para H. ancistroides como uma espécie de ampla
distribuicao, com linhagens genealdgicas bem definidas e algum grau de sobreposi¢do em
suas areas de distribuicdo. Nao ¢é possivel estabelecer um padrao claro de distribui¢do devido
a ampla distribui¢do de linhagens. Dois cenarios principais podem ser evocados para explicar
essa ampla distribuicdo: 1) H. ancistroides apresenta uma ampla distribui¢do, sem estruturacao

populacional, e a ocorréncia de haplotipos é determinada simplesmente por “separacao de
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linhagens” (lineage sorting); i) H. ancistroides apresenta uma histéria de sucessivos
isolamentos geograficos seguidos de expansdo populacional/geografica, moldando um
complexo padrao filogeografico. A primeira hipotese representa uma visao simplificada de um
cenario demografico. Unicamente o fato de nao se poder distinguir um padrao de distribuicao
conta ao seu favor. Por outro lado, os resultados deste trabalho apresentam uma série de
evidéncias de que a segunda hipoOtese seria um cendrio mais realistico para a historia
demografica da espécie. A presenca de linhagens de filogrupos com profundidade filogenética
relativamente alta e com poucos haplotipos intermedidrios, a relagdo entre as distancias
genéticas médias dos filogrupos e dos haplotipos de cada filogrupo, os indices de diversidade

h e m indicando longa histéria evolutiva e/ou contato secundario, e valores altos de Fgr

indicando estruturacdo populacional também alta e baixo fluxo génico entre as populacdes
estabelecidas, e alguns dos resultados de NCPA, sdo indicativos de um histérico de
isolamento de populacdes. A esse histérico, soma-se evidéncias de contatos entre algumas
populacdes, evidenciados pelo teste de neutralidade de Tajima, pela distribuicio de
haplotipos, pela rede haplotipica, pelos padrdes filogeograficos dos quatro filogrupos, e pelas
analises de variancia molecular (AMOVA e SAMOVA). Isso concorda com a idéia difundida,
porém nunca testada em grande escala, de que espécies de Hypostomus apresentam baixa
capacidade de dispersao. Por outro lado, ao longo da historia demografica de H. ancistroides,
diversos eventos de expansdo geografica e colonizacao puderam ser identificados. Isso mostra
que, apesar de sua baixa capacidade de dispersdo, eventos historicos particulares permitiram
que linhagens se dispersassem e diferenciassem. Como resultado, a estrutura populacional de
H. ancistroides nos mostra a espécie ocupando grandes extensdes de uma regido hidrografica,
e contatos secundarios entre suas diferentes linhagens. Aparentemente, a estrutura

hidrografica do Alto Parana nao sofreu mudangas significativas em sua atual fisionomia desde
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o final do Mioceno ou inicio do Quaterndrio. Exceto pela mudanga de curso de cabeceiras do
rio Parana hé cerca de 9.0 Ma, que deixam de correr em dire¢do a atual bacia amazonica e
passam a desaguar no rio Parand (Albert & Reis 2011), nenhuma outra modifica¢do
substancial ¢ relatada. A diferenciagdo da espécie H. ancistroides ocorre justamente nesse
periodo (Montoya Burgos 2003). Admitindo-se que as populagdes da espécie tendem a ser
estruturadas, e que nenhuma mudanca drastica na paisagem hidrografica estd envolvida em
movimentos de dispersdo ou expansido geografica, pode-se propor que mudancas climaticas
tenham exercido alguma influéncia na dispersdo dos haplétipos. Variagdo na temperatura e
umidade de uma regido tém implicacdo direta ndo sé na vegetacdo, como também no volume
de agua em bacias de drenagens. Dessa forma, flutuagdes nos niveis dos rios acarretam em
mudancgas que podem interferir na dispersao de peixes de duas formas: 1) através de mudangas
em microhabitat, e ii) aumentando a probabilidade de contato entre tributarios de diferentes
bacias em épocas de maior umidade. Essas duas hipdteses teriam implicagdo direta nas formas
de dispersdo testada neste trabalho para H. ancistroides: por dentro dos rios principais, ou
através de contatos entre cabeceiras e tributarios. Variagdes climaticas sao bem relatadas para
Quaternario e em especial para o Holoceno na regiao onde se encontra a bacia do Alto Parana.
Durante o Alto Plioceno, ha cerca de 2.8 a 2.6 Ma, houve uma retragao latitudinal da faixa
tropical (Albert & Reis 2011).

A possibilidade da existéncia de mais de uma espécie no complexo H. ancistroides €
ainda uma questdo nebulosa, que obviamente envolve toda a problematica sobre conceitos de
espécie conhecida por vasta literatura (e.g. de Queiroz 1998; Pinna 1999; Mallet 2006). As
diferentes linhagens que se formaram, identificadas como diferentes filogrupos, sdo potenciais
espécies relacionadas entre si. A auséncia de linhagens intermedidrias e a divergéncia genética

que existe entre elas atendem a alguns conceitos de espécie existentes. Por exemplo, conceitos
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envolvendo a formacao de linhagens filogenéticas, como o Conceito Evolutivo (Evolutionary
Species Concept [CE], Simpson [1951], Wiley [1978, 1981]) e o Conceito Geral de Linhagem
(General Lineage Concept of Species [CGL], de Queiroz [1998]). No primeiro caso, CE
admite que linhagens com papel evolutivo e tendéncias proprias constituem unidades
evolutivas fundamentais a serem chamadas de espécies. Segundo de Queiroz (1998),
conceitos de espécie obedecem a uma idéia Uinica e central de linhagens evolutivas em um
nivel populacional, referido pelo autor como “conceito geral de espécie”, porém com
diferencas conceituais entre eles. Essa perspectiva originou o CGL, que se propde a abranger
apenas o elemento comum aos principais critérios de determinagdo de espécies. Por outro
lado, conceitos de espécie baseados na monofiletismo de linhagens nao implicam em ruptura
de fluxo génico nos casos de filogenias baseadas em marcadores mitocondriais, cuja heranca ¢
matrilineal. Neste caso, o uso de marcadores moleculares codominantes ¢ fundamental para
se inferir ruptura de fluxo génico entre as linhagens. Assim, os resultados desse trabalho nado
atendem ao Conceito Bioldgico de Espécie (Biological Species Concept [CBE], Mayr 1963,
Dobzhansky 1970). Em contrapartida, o padrdo filogeografico de H. ancistroides, com areas
de simpatria entre linhagens, representa o cenario ideal para se testar hipdteses de ruptura de
fluxo génico. Diferentes linhagens em distribuicdo alopatrica certamente nao apresentam
fluxo génico. Entretanto, isso ndo indica que esse fluxo ndo possa acontecer caso elas entrem
em contato novamente. Isto ¢, a ruptura no fluxo génico pode ser resultado de uma condi¢do
circunstancial de alopatria. Portanto, para H. ancistroides, a inferéncia de fluxo génico em
areas de contato entre linhagens ¢ a forma mais adequada de se confirmar a existéncia de
processos de especiacdao baseado no CBE em trabalhos futuros.

Independentemente de decisOes taxondmicas, H. ancistroides ¢ um taxon que

apresenta um ampla variagdo morfologica em suas populagdes. Em peixes neotropicais, existe
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de uma forma geral, uma correspondéncia entre diferenciacdo morfolégica e distribuicdo
alopatrica. Considerando que as linhagens representadas pelos quatro filogrupos revelam
periodos de isolamento geografico para algumas populagdes, ¢ possivel que a variagdo
morfologica da espécie resulte dessa segregacdo. A plasticidade reconhecida em peixes
capturados em diversas regides seria portanto decorrente do contato secundario entre essas
populagdes. O conceito de plasticidade fenotipica se refere a variagdo morfoldgica atribuida a
fatores extrinsicos durante a ontogenia (Gilbert & Epel 2009), e portanto ndo seria o termo
adequado a ser utilizado. Neste caso, a estruturagdo populacional seria a causa dessa variagao,
independente do fato de haver cruzamento entre individuos de diferentes linhagens.

Os resultados deste trabalho abrem novas perspectivas para estudos futuros em H.
ancistroides, assim como para outras espécies do género. O uso de marcadores moleculares
codominantes para corroborar as relagdes filogenéticas da espécie e inferir introgressao
génica entre as diferentes linhagens ¢ talvez a etapa mais importante a ser desenvolvida. Além
disso, estudos morfologicos detalhados poderdo testar a hipotese de associagao da plasticidade

a estrutura populacional, e atribuir diferentes morfotipos a diferentes bacias ou linhagens.
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Conclusoes

Este trabalho apresenta uma discussao sobre a evolucao de uma espécie, abordando aspectos
filogenéticos e filogeograficos, inferidos a partir de sequéncias de DNA mitocondrial. Foram
elaboradas perguntas sobre a histéria demografica de H. ancistroides, a fim de se inferir
padroes filogeograficos, processos naturais relacionados a especiagdo, e discutir hipoteses
sobre a variacdo morfoldgica na espécie. Essas perguntas sdo respondidas de forma direta

nesta secdo do trabalho, na forma de objetivos especificos.

1. Testar as hipdteses de monofiletismo para as populagdes de Hypostomus ancistroides e de

que o taxon ¢ um complexo de espécies.

Os resultados filogenéticos mostraram que os espécimes identificados como H. ancistroides
constituem um grupo monofilético. O total de amostras pertencentes ao género Hypostomus
utilizadas neste trabalho, sendo a maior parte delas pertencentes a bacia do Alto Parana e
outras bacias proximas, nao deixa praticamente nenhuma possibilidade de que este taxon nao
seja composto por linhagens de um unico e exclusivo ancestral. A hipotese de que H.
ancistroides constitua um complexo de espécies foi abordada, mas ndo resolvida de forma
conclusiva. Apesar dos resultados atenderem a alguns conceitos de espécies, este trabalho
assume uma postura conservadora quanto a esse ponto. Baseado no CBE, a total ruptura de
fluxo génico entre as diferentes linhagens correspondendo a potenciais espécies ndo pode ser
comprovada, uma vez que existe algumas areas de sobreposi¢cdo entre essas linhagens, € o

marcador utilizado apresenta heranga matrilineal. A inferéncia de fluxo génico em areas de
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contato entre diferentes linhagens sera utilizada em trabalhos futuros para se confirmar a

existéncia de processos de especiagdo, baseados no CBE.

2. Descrever a estruturagdo populacional e a historia demografica de H. ancistroides.

A espécie possui uma ampla distribuicao no Alto Parand, sendo encontrada nos principais rios
dessa bacia hidrografica com area de drenagem abrangendo cerca de 900.000 km?, além de
ser registrada na bacia costeira do rio Ribeira de Iguape. A estruturaciao populacional mostrou-
se extremamente complexa, originada a partir de quatro linhagens, que apresentam sinais de
expansao geografica ao longo de suas historias demograficas, resultando em contatos
secundarios ¢ um padrao filogeografico de consideravel simpatria entre elas. Nao foram
identificados padrdes de estruturacdo por bacias ou por proximidade geografica. A presenca
da espécie no rio Ribeira de Iguape é explicada por um evento de captura de cabeceiras do rio
Tieté por parte dessa bacia costeira, sendo essa hipotese sustentada por dados em literatura

para outras espécies de peixes.

3. Inferir o fluxo génico e capacidade de dispersdo entre diferentes populacdes de H.
ancistroides e testar a hipdtese de que diferentes rios da bacia do Alto Parana representem

areas de endemismo independentes para a espécie.

As populagdes apresentam forte estruturacao, e o fluxo génico entre elas parece estar restrito a
alguns periodos de sua historia demografica, e associados a eventos naturais como variagdes
climaticas e mudangas em cursos de rios, principalmente de cabeceiras. Resultados sobre a

distribuicdo de haplotipos sugerem que as expansdes geograficas podem ter um alcance
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consideravel entre as principais bacias do Alto Parand, exemplificados pelos clados 1.17, 1.37

e 1.38 na figura 10.

4. Discutir as possiveis causas de variagdo morfologica inter- e intraespecifica do género

Hypostomus em relagdo a estrutura populacional.

A estruturacdo populacional, caracterizada por diferentes linhagens com historias
filogeograficas proprias, ¢ hipotetizada como causa da variagdo morfologica em H.
ancistroides. Um periodo de isolamento por alopatria entre essas linhagens teria permitido o
acumulo de algumas diferencas morfologicas. O contato secundario entre as linhagens
resultaria em uma maior amplitude de variagdo fenotipica nas regides onde ele ocorre. Essa
amplitude de variagdo, fato comum para varias espécies do género Hypostomus, ¢ fonte de
incerteza em resolugdes taxondmicas, levando muitos autores a considerarem a hipotese de
que H. ancistroides ¢ constituido por mais de uma espécie. Estudos associando os padrdes de

variagdo morfoldgica a estrutura populacional podera confirmar essa hipotese.
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Anexos

Anexo I

Informacdes relativas as amostras de H. ancistroides utilizadas nesse trabalho.

Sequéncia Haplotipo localidade

Hanc_PnbO01
Hanc_Pnb02

Hanc_PnbO03
Hanc_Pnb04
Hanc_PnbO05
Hanc_Pnb06
Hanc_Pnb07
Hanc_Pnb08
Hanc_Pnb09
Hanc_Pnb10
Hanc_Pnb1l1l
Hanc_Pnb12
Hanc_Pnb13

Hanc_Pnb14

Hanc_GrdO1
Hanc_Grd02
Hanc_GrdO03
Hanc_Grd04
Hanc_Grd05
Hanc_Grd06
Hanc_Grd07
Hanc_Grd08
Hanc_Grd09
Hanc_Grd10
Hanc_Grd11

Hanc_Grd12
Hanc_Grd13
Hanc_Grd14

Hanc_Grd15

Hanc_Grd16

Hanc_Grd17

Hanc_Grd18

Hanc_Grd19
Hanc_Grd20
Hanc_Grd21
Hanc_Grd22
Hanc_Grd23

H17
H17

H3
H3
H3
H18
H3
H3
H19
H2
H2
H3
H2

H48

H11
H11
H11
H11
H11
H20
H21
H11
H11
H11
H11

H21
H24
H25

H11

H3

H27

H30

H3
H31

H3
H32
H33

Pnb

Grd

Instituicio, numero do lote, e localidade de coleta
MZUSP 100864 Corrego de nome desconhecido,
tributario do rio do Bagre. Bacia do rio Paranaiba.
Mazargdo. MG. 17° 58’ 38’S / 48°38’ 17" W

MZUSP 100865 Rio Sdo Bento. Bacia do rio Paranaiba.
Santo Antonio do Rio Verde. GO. 17° 56’ 24’ S/ 47° 29’
08”7 W

35903 - UNESP 7291 Cérrego Fazenda Balsamo. Bacia
do rio Paranaiba. Corumbaiba. GO. 170 48’ 05.1” S /
48022’ 19.3” W

MZUSP 100867 Rio Mogi Guacu, Bairro da Ziza. Bacia do
rio Grande. Inconfidentes. MG. Sem coordenadas

Ribeirdo do Pantano, na confluéncia do rio Mogi Guacu.
Bacia do rio Grande, alto rio Parand. Descalvado. SP. 21°
56’007 S/47°34° 00" W

Ribeirdo do Pantano, na confluéncia do rio Mogi Guacu.
Bacia do rio Grande, alto rio Parana. Descalvado. SP. 21°
56’00 S /47°34° 00" W

18623, 186245, 18625, 18626 - UNESP 2888 Cérrego
Mocoquinha, bacia do rio Cubatdo. Bacia do rio Grande.
Cajuru. SP. 21019’ 37.1’S / 470 14’ 19.6” W

19535 - UNESP 2950 Cérrego da Batata. Bacia do rio
Grande. Colombia. SP. 200 14’ 10.2” S / 480 40’ 42.0”
w

25929 - UNESP 5011 Cérrego Agua Boa, bacia do rio
Mogi Guacu. Bacia do rio Grande. Araras. SP. 220 22’
077 S /47028 38" W

25908 - UNESP 5002 Coérrego do Batata. Bacia do rio
Grande. Colémbia. SP. 200 14’ 10" S / 480 40’ 42’ W
25932 - UNESP 5013 Cérrego Agua Boa, bacia do rio
Mogi Guacu, estrada Rio claro-Araras. Bacia do rio
Grande. Araras. SP. 220 22’ 07’ S / 470 28’ 38"’ W

25933, 25934, 25935, 25936, 25937 - UNESP 5014
Cérrego Agua Boa, bacia do rio Mogi Guacu, estrada Rio
claro-Araras. Bacia do rio Grande. Araras. SP. 220 22’
077 S/ 47028 38" W
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Hanc_Grd24
Hanc_Grd25

Hanc_Grd26
Hanc_Grd27
Hanc_Grd28
Hanc_Grd29

Hanc_Grd30
Hanc_Grd31
Hanc_Grd32

Hanc_Prn07
Hanc_Prn08
Hanc_Prn09
Hanc_Prnll
Hanc_Tie28
Hanc_Tie29
Hanc_Tie30
Hanc_Tie31
Hanc_Tie32

Hanc_Tie33

Hanc_TieO1l
Hanc_Tie02
Hanc_Tie03
Hanc_Tie04
Hanc_Tie05
Hanc_Tie06
Hanc_Tie07
Hanc_Tie08
Hanc_Tie09
Hanc_TielO

Hanc_Tiell

Hanc_Tiel2
Hanc_Tiel3
Hanc_Tiel4

Hanc_Tiel5

Hanc_Tiel6

Hanc_Tiel7
Hanc_TielS8
Hanc_Tiel9
Hanc_Tie20

Hanc_Tie21l
Hanc_Tie22
Hanc_Tie23

Hanc_Tie24
Hanc_Tie25

H2
H2

H2

H2

H2
H47

H47
H2
H2

H46
H46
H46
H46
H43
H44
H44
H45
H44

H44

H1l
H2
H2
H3
H4
H5
H3
H3
H2
H1l

H2

H3
H3
H3

H3

H3

H3
H3
H3
H3

H3
H3
H3

H3
H2

SID

MTie

ATie

27909, 27911, 27912, 27913 - UNESP 5920 Rio Sdo
Domingos. Bacia do rio Grande. Muzambinho. MG. 210
19° 59.9” S /460 27’ 24.9” W

28028, 28029, 28030 - UNESP 5887 Rio Sao Domingos.
Bacia do rio Grande. Muzambinho. MG. 210 18’ 08.5”
S /460 28’ 33.9” W

18623, 186245, 18625, 18626 - UNESP 2888 Cérrego
Mocoquinha, bacia do rio Cubatdo. Bacia do rio Grande.
Cajuru. SP. 21019’ 37.1’S / 470 14’ 19.6” W

27909, 27911, 27912, 27913 - UNESP 5920 Rio Sio
Domingos. Bacia do rio Grande. Muzambinho. MG. 210
19° 59.9” S /460 27’ 24.9” W

17365, 17366, 17367, 17368, 17369 - UNESP 2600
Corrego sem nome na bacia do rio Sdo José dos
Dourados. Bacia do rio Parana. Sebastianépolis. SP. 200
44’ 43.7’S [ 490 46’ 45.3” W

32250, 32251, 32252, 32253, 32254 - UNESP 6768
Ribeirdo Cubatdo. Bacia do rio Tieté. Marapoama. SP.
21011’ 35”7 S /49007’ 22" W

32288 - UNESP 6781 Ribeirdo Cubatdo. Bacia do rio
Tieté. Marapoama. SP. 210 10’ 36.3” S / 490 10’ 21.0”
w

Itaquaxiara, cidade Itapecerica da Serra, Bacia do
Guarapiranga, Alto rio Tieté

Tie 08 007 - 033 rio Passa Cinco, sob a ponte na SP
191, a cerca de 1 km da entrada de Ipelna, municipio de
Ipelina, SP. 220 25.845'S / 470 41.786' W

Itaquaxiara, cidade Itapecerica da Serra, Bacia do
Guarapiranga, Alto rio Tieté, 23°40'50.29"S
46°45'25.70"0

25964, 25965, 25966, 25967 - UNESP 5025 Rio Passa-
Cinco. Bacia do rio Tieté. Rio Claro. SP. 220 21’ 51" S /
470 30’ 49" W

18720, 18721, 18722,18723 - UNESP 2897 Cérrego
Jacutinga. Bacia do rio Tieté. Bofete. SP. 230 09’ S / 480
16’ W

20393, 20394 - UNESP 3400 Rio Capivara. Bacia do rio
Tieté. Botucatu. SP. 220 52’ 20.9° S / 480 22’ 27.3" W
18720, 18721, 18722,18723 - UNESP 2897 Cérrego
Jacutinga. Bacia do rio Tieté. Bofete. SP. 230 09’ S / 480
16’ W

20434, 20435 - UNESP 3388 Rio Caplvarinha. Bacia do
rio Tieté. Botucatu. SP. 220 52’ 08.6" S / 480 22’ 03.4”
w

20432, 20433 - UNESP 3387 Rio Caplvarinha. Bacia do
rio Tieté. Botucatu. SP. 220 52’ 08.6" S / 480 22’ 03.4”
w

20393, 20394 - UNESP 3400 Rio Caplvara. Bacia do rio
Tieté. Botucatu. SP. 220 52’ 20.9”” S / 480 22’ 27.3”" W
25883, 25885 - UNESP 4992 Rio Paraitinguinha. Bacia
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Hanc_Tie26

Hanc_Tie27

Hanc_Ppn09
Hanc_Ppnl0

Hanc_Ppnll

Hanc_Prn01
Hanc_Prn02
Hanc_Prn03
Hanc_Prn04
Hanc_Prn05

Hanc_Prn06

Hanc_Ppn08

Hanc_Ppn39

Hanc_Ppn40

Hanc_Ppnl2
Hanc_Ppnl3
Hanc_Ppnl4
Hanc_Ppnl5
Hanc_Ppn1l6
Hanc_Ppnl7
Hanc_Ppn1l8
Hanc_Ppnl9
Hanc_Ppn20
Hanc_Ppn21
Hanc_Ppn22
Hanc_Ppn23
Hanc_Ppn24
Hanc_Ppn25
Hanc_Ppn26
Hanc_Ppn27
Hanc_Ppn28
Hanc_Ppn29

Hanc_Ppn30

Hanc_Ppn31
Hanc_Ppn32
Hanc_Ppn33
Hanc_Ppn34
Hanc_Ppn35
Hanc_Ppn36

H28

H3

H11
H11

H12

H40
H11
H41
H42
H42

H46

H10

H23

H26

H13
H8
H14
H8
H8
H15
H8
H14
H14
H8
H13
H14
H8
H16
H14
H8
H8
H8

H8

H8
H14
H8
H8
H8
H8

Pxe

Prn

MPpnE

do rio Tieté. Salesépolis. SP. 230 30’ 40.3” S / 450 51’
32.6” W

25964, 25965, 25966, 25967 - UNESP 5025 Rio Passa-
Cinco. Bacia do rio Tieté. Rio Claro. SP. 220 21’ 51" S /
470 30° 49" W

Ppn08 285, 286, 287, 293 - 102835 Ribeirdo da Laje,
divisa dos municipios Santo Anastacio e Ribeirdo dos
indios. Bacia do rio Paranapanema. Santo Anastacio. SP.
21°52° 007’ S /51°37° 23" W

31753 - UNESP 6714 Rio Parand. Bacia do rio Parana.
Marilena. PR. 220 39 01.2” S / 53005’ 29.9 W

31947, 31948 - UNESP 6619 Cérrego Trés Lagoas. Bacia
do rio Parand. Marilena. PR. 220 37’ 57.3” S / 530 03’
09.4” W

31965, 31966 - UNESP 6633 Rio Agua da Marilena.
Bacia do rio Parana. Marilena. PR. 220 38’ 52.4” S / 530
04’ 43.0" W

17301 - UNESP 2634 Rio Baia. Bacia do rio Parana. Porto
Rico. PR. 22043’ 03.2"’S / 53017’ 27.6” W

Ppn08 115, 116, 117 - 100918 Represa. Bacia do rio
Paranapanema. Teodoro Sampaio. SP. 22° 30’ 53" S /
52°08 41" W

Teodoro Sampaio. Bacia do rio Paranapanema. SP. 220
30'53"S-52008"41"W

Ppn08 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126,
127,128 -100903 Morro do Diabo, sob ponte na rodovia
SP 613. Bacia do rio Paranapanema. Teodoro Sampaio.
SP. 22°30° 38" S /52°21’46” W

MZUSP100861 (8616) Ribeirdo Maringd, afluente do rio
Pirap6. Bacia do Alto Parana. Maringd. PR. 23° 22’ 28"
S/51°58 09" W

MZUSP 100863 (8262) Cérrego de nome desconhecido,
afluente do rio Interventor, divisa de Santa Fé. Bacia do
Paranapanema. Munhoz de Melo. PR. 23° 10’ 17" S /
51° 46’ 25" W

MZUSP 100866 Cérrego Mandacaru, bacia do rio
Paranapanema. Bacia do rio Paranapanema. Maringa. PR.
23023007 S /51056’ 30” W (coord. estimada)

MZUSP 100868 Ribeirdo préximo a Marialva. Bacia do rio
Paranapanema. Marialva. PR. 23° 26’ 34” S / 51° 46’
11w
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Hanc_Ppn41

Hanc_Ppn46

Hanc_Ppn47
Hanc_Ppn48
Hanc_Ppn49

Hanc_Ppn50

Hanc_Ppn0O1

Hanc_Ppn02
Hanc_Ppn03
Hanc_Ppn04
Hanc_Ppn05
Hanc_Ppn06
Hanc_Ppn07
Hanc_Ppn37
Hanc_Ppn38
Hanc_Ppn42
Hanc_Ppn43
Hanc_Ppn44
Hanc_Ppn45
Hanc_Iva01l
Hanc_Iva02
Hanc_Ilva03
Hanc_Rib01
Hanc_Rib02

Hanc_Rib03

Hanc_Rib04
Hanc_Rib05
Hanc_Rib06
Hanc_Rib07
Hanc_Rib08
Hanc_Rib09
Hanc_Rib10
Hanc_Rib11
Hanc_Rib12
Hanc_Rib13
Hanc_Rib14
Hanc_Rib15
Hanc_Rib16
Hanc_Rib17
Hanc_Rib18
Hanc_Rib19
Hanc_Rib20

H8

H8

H34
H35
H36

H37

H6

H7
H8
H9
H6
H8
H9
H8
H22
H29
H3
H3
H3
H38
H38
H39
H2
H2

H2

H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2
H2

MPpnD

APpn

Iva

Rib

MZUSP 100863 (8262) Cdérrego de nome desconhecido,
afluente do rio Interventor, divisa de Santa Fé. Bacia do
Paranapanema. Munhoz de Melo. PR. 23° 10’ 17" S /
51°46’ 25" W

29734 - UNESP 6380 Ribeirdao Cambézinho. Bacia do rio
Paranapanema. Londrina. PR. 230 29’ 01.0” S / 510 04’
40.7" W

29758, 29759, 29760 - UNESP 6387 Afluente do rio
Taquara. Bacia do rio Paranapanema. Califérnia. PR.
23°40'54.90"S / 51°18'54.78" W

29902 - UNESP 6399 Afluente do rio Taquara. Bacia do
rio Paranapanema. Califérnia. PR. 23°39'23.16" S /
51°14'33.72”" W

Ppn08 067 - MZUSP 100905 Riacho em meio a canavial,
proximo a rodovia SP- 333. Bacia do rio Paranapanema.
Assis. SP. 22° 38 51" S /50029’ 51" W

MZUSP 102826 Ribeirdo do Cervo na cidade de Maracai.
Bacia do rio Paranapanema. Maracai. SP. 22° 36’ 01"’ S /
50°40’ 31" W

22489, 22491, 22492 - UNESP 3882 Rio Novo. Bacia do
rio Paranapanema. Avaré. SP. 230 01’ 27.4” S / 480 49’
41.0” W

29937, 29938, 29939 - UNESP 6411 Rio Mourdo. Bacia
do rio Ivai. Campo Mourdo. PR. 24°04'24.60" S /
52°17'28.02" W

23048 00” S/ 460 55’ 00” W

Rib07 099, 100 - 99668 Pesqueiro Triangulo. Bacia do
rio Ribeira de Iguape. Iporanga. SP. 230 48’ 00"’ S / 460
55' 00" W

Bacia do rio Ribeira de Iguape. 230 48’ 00 S / 460 55’
00" W
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Anexo I1

Informagdes relativas as demais amostras utilizadas neste trabalho.

identificacao

no. de tombo

no. da amostra

localidade

H. aff. piratatu

UNESP 2156

15155,15157-15159

Rio Paraguai. Bacia do
rio Paraguai. Porto
Jofre. MS. Sem
coordenadas

H. boulengeri

MZUSP nao tombado

procedéncia de
aquariofilia

H. cf. boulengeri

UNESP 27394

5635

Riacho urbano préximo
a rua Padre Antonio
Vieira, bairro Santa
Cruz, bacia do rio
Coxip6, bacia do rio
Cuiaba. Bacia do rio
Paraguai. Cuiaba. MT.
15° 36’ 20.1” S/ 56° 03’
06.9” W

H. affinis

MZUSP nao tombado

Ribeirao Bonito, corrego
que passa no Clube de
Pesca 3 Vales. Bacia do
rio Paraiba do Sul. Sao
Jose do Vale do Rio
Preto. RJ. 22° 13’ 20.7”
S /43°00°51.7" W

H. commersoni

MCP 22767

Lajeado do Tomas, na
estrada entre Cruz Alta e
Ibiruba. Bacia do rio
Jacui. RS. 28° 38’ 25”

S /54° 55 00" W

H. commersoni

MCP 26678

Rio Ibicui, préximo a
ponte da estrada
Uruguaiana/ltaqui (BR
472). Bacia do rio
Uruguay. RS 29° 24’ 00”
S /56° 42’ 00” W

H. tapijara

MZUSP 99649

Rib07 065

[Tanque de criacdo em
fazenda sem nome.
Bacia do rio Ribeira de
Iguape. Barra do Turvo.
SP. 240 47°04” S /480
31’ 44” W
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identificacao

no. de tombo

no. da amostra

localidade

H. tapijara

MZUSP 99666

Rib07 097

Rio Ribeira de Iguape,
proximo a Iporanga.
Bacia do rio Ribeira de
Iguape. Iporanga. SP.
240 35’ 00” S/ 480 35’
00" W

H. interruptus

MZUSP 99631

Rib07 029, 030, 031

Rio a beira da estrada
de terra, cerca de 50
metros abaixo de uma
cachoeira. Bacia do rio
Ribeira de Iguape.
Pedro de Toledo. SP.
240 14°06” S /470 13’
437 W

H. cf. rondoni

MZUSP 96813

6160, 6179

Cachoeira da Neblina,
num tributario do rio
Peixoto de Azevedo,
afluente do rio Teles
Pires. Bacia do rio
Tapajos. Peixoto de
Azevedo. MT. 100 23’
10” S /540 18’ 22” W

H. cf. rondoni

MZUSP nao tombado

PIPE09 013

Cachoeira da Neblina,
num tributario do rio
Peixoto de Azevedo,
afluente do rio Teles
Pires. Bacia do rio
Tapajos. Peixoto de
Azevedo. MT.

H. plecostomoides

UNESP 2197

15503

Laguna de Castilleiros,
lagoa marginal do rio
Orinoco na Estagéo de
Aquicultura da
Universidad de Oriente.
Bacia do rio Orinoco.
Caicara del Orinoco.
Venezuela

H. gr. cochliodon spn

MZUSP nao tombado

Jario9

Rio Jari, AP

H. gr. cochliodon

MZUSP nao tombado

PIPEQ9 004, 007-010

Tributario do rio Peixoto
de Azevedo,
imediatamente a
montante da Cachoeira
da Neblina. Bacia do rio
Tapajos. Peixoto de
Azevedo. MT. 10° 23’
33”7 S /54°18°09” W

H. gr. cochliodon

MZUSP nao tombado

6164

Serra do Cachimbo, PA
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identificacao

no. de tombo

no. da amostra

localidade

H. gr. cochliodon

MZUSP 96816

6165

Cachoeira da Neblina,
num tributario do rio
Peixoto de Azevedo,
afluente do rio Teles
Pires. Bacia do rio
Tapajos. Peixoto de
Azevedo. MT. 10° 23’
10" S/54°18' 22" W

H. gr. cochliodon

MZUSP nao tombado

T90

rio Tapirapé, PA

H. ericae

UNESP 2424

16214

Fundo, bacia do rio
Araguaia. Bacia do rio
Tocantins. Barra do
Garca. MT. 15° 52’ 40.4”
S /52°18’ 15.5”" W

H. gr. cochliodon

MZUSP 97253

7170

Rio Jamanxim, préximo
a vila de Castelo dos
Sonhos (cerca de 30
km). Bacia do rio
Tapajos. Novo
Progresso. PA. 08° 11’
04” S/55°21' 28" W

H. gr. cochliodon

MZUSP 97358

7191, 7194

Rio Jamanxim, préximo
a Vila Mil. Bacia do rio
[Tapajés. Novo
Progresso. PA. 07° 43’
517 S /55° 16’ 35" W

H. gr. cochliodon

MZUSP 97507

7241

Rio Jamanxim, na
prainha, préximo a Novo
Progresso. Bacia do rio
[Tapajos. Novo
Progresso. PA. 07° 03’
52" S / 55° 26’ 28" W

H. gr. cochliodon

MZUSP 97154

7287

Rio Curu4, bacia do rio
Iriri, na vila de Castelo

dos Sonhos. Bacia do

rio Xingu. Altamira. PA.
080 19’ 07” S/ 550 05’
23”7 W
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identificacao

no. de tombo

no. da amostra

localidade

H. gr. cochliodon

UNESP 5634

27393

Riacho urbano préximo
a rua Padre Antonio
Vieira, bairro Santa
Cruz, bacia do rio
Coxip6, bacia do rio
Cuiaba. Bacia do rio
Paraguai. Cuiaba. MT.
15°36’20.1” S/ 56° 03’
06.9” W

H. gr. cochliodon

MZUSP 97576

TP07 058, 059

Rio Matrincha, afluente
do rio Teles Pires. Bacia
do rio Tapajos. Itatba.
MT. 100 51’ 09” S/ 550
13'44” W

H. gr. cochliodon

MZUSP 99376

TP08 013

Rio Teles Pires, a
jusante da
desembocadura do rio
Renato. Bacia do rio
Tapajos. ltaduba. MT. 110
03’ 44” S /550 19’ 08”
W

H. gr. cochliodon

MNRJ 1289

H. gr. cochliodon

MNRJ 1825

H. sp.

UNESP 5537

27210-27213

Rio Balsas. Bacia do rio
Parnaiba. Balsas. MA.
07° 32’ 26” S/ 46° 02’
21”7 W

H. sp.

MZUSP 100862

Rio Guarda Mor,
afluente do rio das
Velhas. Bacia do rio Sao
Francisco. Guarda Mor.
MG. 17° 46’ 18”7 S/ 47°
05’ 43" W

H. cf. wuchereri

MZUSP 102938

BAO8 006, 007

Rio Gongogi, abaixo da
confluéncia com o rio
Novo, na fazenda
Amaralina. Bacia do rio
de Contas. BA. 140 26’
06” S /390 49’ 54" W
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identificacao

no. de tombo

no. da amostra

localidade

H. cf. rondoni

MZUSP 96568

TPO7 026

Cérrego na beira da BR
163, perto da cidade de
Itatba, afluente do rio
Teles Pires. Bacia do rio
Tapajos. ltauba. MT. 110
06’ 10” S /550 18’ 00”
W

H. cf. rondoni

MZUSP 97652

TPO7 083

Rio Teles Pires. Bacia
do rio Tapajos. Itatba.
MT. 100 58’ 30” S/ 550
44’ 03" W

H. johnii

MZUSP nao tombado

HJO1-03

H. strigaticeps

UNESP 2148

10667

Rio Araqua. Bacia do rio
Tieté. Botucatu. SP. 22°
44,830’ S / 48° 28,495’
W

H. latirostris

UNESP 7536

35612, 35613

Rio Cuiaba. Bacia do rio
Paraguai. Cuiaba. MT.
15°39’09.9” S/ 56° 04’
08.6” W

H.mutucae

UNESP 7538

35350-35353

Rio Claro, bacia do rio
Cuiaba. Bacia do rio
Paraguai. Chapada dos
Guimaraes. MT. 15° 20’
13”7 S /55°53 45" W

H. agna

MZUSP 99667

Rib07 083, 084

Rio Ribeira de Iguape,
proximo a Iporanga.
Bacia do rio Ribeira de
Iguape. Iporanga. SP.
240 35’ 00” S/ 480 35’
00" W

H. agna

MZUSP 99667

Rib07 098

Provavelmente rio
Ribeira de Iguape. Bacia
do rio Ribeira de Iguape.
Iporanga. SP. 240 35’
00” S /480 35 00" W

H. luetkeni

UNESP 6442

29082, 29083, 29085,
29086

Rio Paraiba do Sul.
Bacia do rio Paraiba do
Sul. Guararema. SP. 23°
22’ 26.2” S / 46° 03’
10.6” W
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identificacao

no. de tombo

no. da amostra

localidade

H. goyazensis

UNESP 4952

UNESP 13579, 13581

Rio Vermelho, bacia do
rio Araguaia. Bacia do
rio Tocantins. Goias.
GO. 15°54°10.9” S/
50° 06’ 53.8” W

H. aff. tapanahoniensis

MZUSP nao tombado

JAO8 025

Rio Jari, AP

Hypostomus sp.

MZUSP 97509

7231, 7240

Rio Jamanxim, na
Prainha, préximo a Novo
Progresso. Bacia do rio
[Tapajos. Novo
Progresso. PA. 070 03’
52” S /550 26’ 28” W

Hypostomus sp.

MZUSP 97362

7199

Rio Jamanxim, préximo
a vila Mil. Bacia do rio
Tapajos. Novo
Progresso. PA. 070 43’
51”7 S /550 16’ 36" W

H. faveolus

MZUSP 98109

Rio Couto Magalhaes,
perto da vila de Sao
José do rio do Couto.
Bacia do rio Xingu.
Campindpolis. MT. 13°
50’177 S /53° 03’ 53”
W

Hypostomus sp.

MZUSP nao tombado

T15, T19

rio Tapirapé, PA

Hypostomus sp.

MZUSP nao tombado

M1-M5

rio Verde, afluente do rio
Grande.

Hypostomus sp.

MZUSP nao tombado

M6, M7

rio Verde, afluente do rio
Grande.

Hypostomus spp.

MZUSP nao tombado

Grd09 031, 032, 036,
047, 048, 051, 052, 054,
059, 060, 073, 078, 095,
096, 142, 152

Ribeirdo do Pantano, na
confluéncia do rio Mogi
Guagu. Bacia do rio
Grande, alto rio Parana.
Descalvado. SP. 21° 56’
00” S/47°34'00” W

Hypostomus spp.

MZUSP nao tombado

Tie08 012, 013, 017-024

Rio Passa Cinco, sob a
ponte na SP 191, a
cerca de 1 km da
entrada de Ipelna,
municipio de Ipeuna, SP,
220 25.845' S / 4709
41.786' W
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identificacao

no. de tombo

no. da amostra

localidade

H. aff. ancistroides

UNESP 439

5758

Corrego Agua Boa,
bacia do rio Mogi
Guacu. Bacia do rio
Grande. Aratas. SP. 22°
23,004’ S/ 47° 25,819”
W

H. gr. emarginatus

MZUSP 97505

7239

Rio Jamanxim, na
Prainha, préximo a Novo
Progresso. Bacia do rio
Tapajos. Novo
Progresso. PA. 070 03’
52” S /550 26’ 28” W

H. gr. emarginatus

MZUSP 97653

TPO7 085

Rio Teles Pires. Bacia
do rio Tapajos. Itauba.
MT. 100 58’ 30” S/ 550
44’ 03”7 W

H. gr. emarginatus

MZUSP 96598

7101

Rio Peixoto de Azevedo,
afluente do rio Teles
Pires, préximo a cidade
de Peixoto de Azevedo.
Bacia do rio Tapajos.
Peixoto de Azevedo. MT.
100 13’147 S/ 540 58’
02” W

H. gr. emarginatus

MZUSP 96325

6173

Tributario da margem
direita do rio Peixoto de
Azevedo, afluente do rio
Teles Pires. Bacia do rio
Tapajos. Peixoto de
Azevedo. MT.

Peckoltia breviceps

MZUSP nao tombado

procedéncia de
aquariofilia

Scobynancistrus sp.

MZUSP nao tombado

procedéncia de
aquariofilia

Hypancistrus sp. bola

MZUSP nao tombado

procedéncia de
laquariofilia

Hypanscistrus sp.
[pigmentado (2ex.)

MZUSP nao tombado

procedéncia de
aquariofilia

Pseudacanthicus

MZUSP nao tombado

procedéncia de
aquariofilia

Ancistrus cf. multispinnis

MZUSP nao tombado

procedéncia de
aquariofilia
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identificacao

no. de tombo

no. da amostra

localidade

Harttia sp.

MZUSP nao tombado

PIPEQ9 028

Rio Curua,
imediatamente a jusante
a barragem. Bacia do rio
Xingu. Altamira. Para.

Loricaria sp.

MZUSP nao tombado

Grd09 043

Ribeirdo do Pantano, na
confluéncia do rio Mogi
Guacu. Bacia do rio
Grande, alto rio Parana.
Descalvado. SP. 21° 56
00” S/47° 34’ 00" W

Hisonotus sp.

MZUSP nao tombado

Grd09 037

Ribeirdo do Pantano, na
confluéncia do rio Mogi
Guacgu. Bacia do rio
Grande, alto rio Parana.
Descalvado. SP. 21° 56
00” S /47°34’ 00" W

Neoplecostomus
microps

MZUSP nao tombado

Ribeirdao Bonito, corrego
que passa no Clube de
Pesca 3 Vales. Bacia do
rio Paraiba do Sul. Sag
Jose do Vale do Rio
Preto. RJ. 22° 13’ 20.7"
S /43°00°51.7" W

Neoplecostomus sp.

MZUSP nao tombado

Ribeirdo Bonito, cérrego
que passa no Clube de
Pesca 3 Vales. Bacia do
rio Paraiba do Sul. Sao
Jose do Vale do Rio
Preto. RJ. 22° 13’ 20.7’
S /43°00°51.7" W

108



Anexo II1

Arvore de méaxima verossimilhanca com 172 taxa representando todas as sequéncias obtidas
para H. ancistroides e sequéncias de suas espécies mais proximas. Modelo evolutivo TrN+G
+I; log Likelihood=-1919.89; Ts/Tv=18.5542; Gamma=0.2279; invariant=0.4945;

SBL=0.13941740.
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