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RESUMO

Popularmente conhecidos como cascudos, os individuos do género Hypostomus sao
um importante recurso pesqueiro na regiao do Alto rio Uruguai, sendo composta por
espécies que apresentam alta adaptabilidade a diferentes tipos de ambientes. O
género Hypostomus é o mais numeroso € um dos mais complexos da familia
Loricariidae, composto por espécies que apresentam caracteristicas morfoldgicas
similares, dificultando assim a sua diferenciacdo. Esse estudo teve como objetivo
inferir, através da técnica do DNA barcoding, o numero de MOTUs e sua variacao
intra e interespecificas entre as espécies do género Hypostomus da bacia do Alto rio
Uruguai. Foram analisadas sequéncias parciais do gene COIl de 35 individuos de
cinco espécies do género Hypostomus do Alto rio Uruguai identificados
taxonomicamente como H. spiniger, H. isbrueckeri, H. roseopunctatus, H. luteus e H.
uruguayensis. Foram utilizadas 52 sequéncias de espécies do género Hypostomus,
obtidas do BOLD (Barcode of Life Data System). A arvore bayesiana com todas as
sequéncias revelou agrupamento polifilético entre as espécies do Alto rio Uruguai,
onde H. spiniger se separa dos demais. A andlise GMYC revelou cinco MOTUs
dentre os individuos analisados, indicando subdivisdo de H. isbrueckeri. Os
individuos previamente identificados como H. roseopunctatus e H. luteus foram
agrupados na mesma MOTU. Os exemplares identificados morfologicamente como
H. regani foram agrupados na MOTU H. roseopunctatus/H. luteus, levantando uma
duvida sobre a existéncia da espécie na bacia. Os individuos de H. uruguayensis
agruparam-se em apenas uma MOTU, corroborando a delimitacao taxonémica. As
distancias interespecificas médias variaram de 0,68 a 8,24%, e as distancias
intraespecificas médias variaram de 0,0 a 0,58%. Os resultados do presente estudo
indicam a complexidade da identificagcdo morfoldégica de algumas espécies de
Hypostomus do Alto rio Uruguai. Os resultados do presente estudo indicam a
necessidade de ampliar a amostragem e utilizar outros marcadores moleculares para
elucidar o complexo H. luteus/H. roseopunctatus e a subdivisdo de H. isbrueckeri. A
correta identificagdo e delimitacdo das espécies permite manejo adequado dessas
espécies que se destacam pelo seu potencial para pesca e aquariofilia.

Palavras-chave: Aquicultura. Loricariidae. DNA mitocondrial. GMYC. MOTUs.



ABSTRACT

Popularly known as cascudos, individuals of the genus Hypostomus are an important
fishing resource in the Upper Uruguay River region, being composed of species that
show high adaptability to different types of environments. The genus Hypostomus is
the most numerous and one of the most complex of the family Loricariidae,
composed of species that present similar morphological characteristics, making it
difficult to differentiate them. The aim of this study was to infer, through the technique
of DNA barcoding, the number of MOTUs and their intra and interspecific variation
among the species of the genus Hypostomus of the Upper Uruguay river basin.
Partial sequences of the COIl gene from 35 individuals of five species of the genus
Hypostomus of the Upper Uruguay River were analyzed, taxonomically identified as
H. spiniger, H. isbrueckeri, H. roseopunctatus, H. luteus and H. uruguayensis. Fifty-
two sequences of Hypostomus species obtained from the Barcode of Life Data
System (BOLD) were used. The Bayesian tree with all sequences revealed
polyphyletic grouping among the Upper Uruguay River species, where H. spiniger
separates from the others. GMYC analysis revealed five MOTUs among the
individuals analyzed, indicating subdivision of H. isbrueckeri. The individuals
previously identified as H. roseopunctatus and H. luteus were grouped in the same
MOTU. The morphologically identified specimens as H. regani were grouped in
MOTU H. roseopunctatus / H. luteus, raising a doubt about the existence of the
species in the basin. Hypostomus uruguayensis individuals were grouped in only one
MOTU, corroborating the taxonomic delimitation. Mean interspecific distances ranged
from 0.68 to 8.24%, and mean intraspecific distances ranged from 0.0 to 0.58%. The
results of the present study indicate the complexity of morphological identification of
some species of Hypostomus from the Upper Uruguay river. The results of the
present study indicate the need to extend sampling and use other molecular markers
to elucidate the H. luteus / H. roseopunctatus complex and the subdivision of H.
isbrueckeri. The correct identification and delimitation of species allows proper
management of these species that stand out for their potential for fishing and
aquarium.

Keywords: Aquaculture. Loricariidae. Mitochondrial DNA. GMYC. MOTUs.
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1 INTRODUGAO GERAL

A bacia do rio Uruguai possui 365.000 km? de area total e juntamente com
os rios Parana e Paraguai compde a bacia hidrografica do Prata, sendo destes o rio
mais recente a ser formado (DI PERSIA, NEIFF, 1986), datando seu principal
acidente wvulcanico entre 120 a 130 milhdes de anos atras (ZANIBONI-FILHO;
SCHULZ, 2003). O rio Uruguai pode ser divido em trés principais compartimentos,
Alto, Médio e Baixo, com bacia de drenagem com cerca de 176.000 km2 e com 48 %
da area situada em territorio brasileiro. O Baixo rio Uruguai apresenta menos de 1
metro de queda em aproximadamente 350 quilémetros de extensao e é fortemente
influenciado pela usina hidroelétrica de Salto Grande que o separa do setor Médio
do rio (ZANIBONI-FILHO; SCHULZ, 2003). O Meédio rio Uruguai flui por
aproximadamente 800 quilémetros e apresenta queda média de apenas 0,16% em
seu trecho, com a presenca de corredeiras (ZANIBONI-FILHO; SCHULZ, 2003). A
parte superior do rio Uruguai se caracteriza principalmente por ser um rio canalizado,
chegando a registrar queda de 8 metros em apenas 7 km, possuindo trechos
profundos e estreitos, com a presenca de corredeiras e areas represadas, sendo que
neste trecho o rio delimita os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
nascendo da confluéncia entre o rio Canoas e o rio Pelotas, na Serra Geral (DI
PERSIA; NEIFF, 1986; ZANIBONI-FILHO; SCHULZ, 2003). Em razdo destas
caracteristicas o rio Uruguai se diferencia dos seus vizinhos Parana e Paraguai,
evidenciando particularidades em sua geomorfologia em relacdo aos demais (DI
PERSIA; NEIFF, 1986), como por exemplo, a auséncia de lagoas marginais e
sistemas de inundacao de planicies.

Tais particularidades do ambiente podem contribuir para a ocorréncia de
espécies endémicas, muitas vezes restritas a pequenas areas ou sub-bacias. Na
bacia do rio Uruguai, das 275 espécies de peixes reconhecidas, 78 espécies (28%)
séo endémicas (BERTACO et al., 2016). Ja seu trecho superior possui atualmente
105 espécies de peixes validas (SILVA, 2014), com destaque para a ocorréncia de
espécies endémicas, em diversas familias, como Characidae, Poecilidae e
Loricariidae (MALABARBA et al., 2009; PAIM; ORTIZ, 2006).

Cabe ressaltar que o numero de espécies de peixes da bacia do Alto rio
Uruguai pode estar subestimado. Diversos estudos tém revalidado espécies e

identificado um maior numero de espécies de peixes em outras bacias neotropicais,
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com o auxilio da ferramenta do DNA barcoding (PEREIRA et al., 2013; RAMIREZ;
GALETTI JR., 2015). Essa metodologia se destaca como uma alternativa de
identificacdo molecular eficiente (HERBERT et al., 2003) que utiliza uma sequéncia
parcial padronizada do gene citocromo C oxidase subunidade | (COI) (MARQUES et
al., 2013). Esta regiao do DNA é suficientemente variavel e comum para a analise de
espécies de peixes, possuindo cerca de 650 pares de base (pb) (HERBERT et al.,
2003). A metodologia se mostra adequada ndo somente para identificacdo de
individuos adultos, mas também em outros estagios do desenvolvimento dos
espécimes, como larvas e até pequenos fragmentos de individuos (STOECKLE,
2003). Paralelamente a metodologia do DNA barcoding € utilizado o BOLD (Barcode
Of Life Data System), sistema de banco de dados online que permite o registro das
sequéncias geradas para consulta publica e utilizacdo em futuros estudos
(BRANDAO et al., 2016). Estudos apresentaram resultados eficientes em peixes
neotropicais (PEREIRA et al., 2013), revelando e sugerindo novas espécies de
peixes nas principais bacias hidrograficas brasileiras (BENINE; MARIGUELA;
OLIVEIRA, 2009; PEREIRA et al., 2011), auxiliando em problemas de delimitacdo de
espécies (MACHADO et al., 2016), além de revelar a presenca de grupos cripticos
(MELO et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2016; RIBOLLI et al., 2017).

Através do DNA barcoding Ramirez e Galletti (2015) identificaram alta
distancia genética entre individuos de Laemolyta fernandezi provenientes de
diferentes bacias hidrograficas, sugerindo futuros esforgcos para determinar a
situacao da espécie. Machado et al. (2016) econtraram maior diversidade entre as
espécies descritas do género Salminus, sugerindo reavaliacdo do género. Cherobim,
Lazzarotto e Langeani (2016) descreveram uma nova espécie de Loricariidae
denominada Neoplecostomus paraty na bacia do Alto Perequé-Acu, Parati, Rio de
Janeiro. Em paralelo a utilizacdo da técnica do DNA barcoding ocorrem analises
altamente precisas para a identificacdo de MOTUs (unidades taxonOGmicas
moleculares operacionais), onde se destaca a andlise de General Mixed Yule
Coalecent (GMYC) (FONTANETO et al., 2007; PONS et al., 2006). O GMYC se
baseia no método de verossimilhancga, identificando o ponto de transicdo entre os
processos de ramificacdo especifica e coalescente em arvores ultramétricas que
tenham mdultiplas espécies e dados derivados de um unico locus, sendo interessante
ressaltar a vantagem que possui de ndo se fazer valer de nenhuma suposicéo a

priori de limites de espéceis (BAGLEY et al., 2015). A utilizagdo do DNA barcoding e
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GMYC aumenta a eficacia de identificacdo e delimitacdo de espécies em diversas
familias de peixes de agua doce neotropicais (ROXO et al., 2015).

A familia Loricariidae pertence a ordem Siluriforme e apresenta ampla
distribuicdo e diversidade nos ecossistemas neotropicais (CHIACHO; OLIVEIRA;
MONTOYA-BURGOS, 2008; PANSONATO-ALVES et al., 2013), compreendendo
atualmente 947 espécies validas (ESCHMEYER; FONG, 2018). Os individuos da
familia apresentam o corpo recoberto por placas ésseas e boca modificada em
formato de ventosa (ARMBRUSTER, 2004). Tais adaptacbes morfolégicas dos
individuos desta familia torna possivel a colonizacdo de diversos habitats
(CHIACHO; OLIVEIRA; MONTOYA-BURGOS, 2008), como corredeiras, pocos e
margens costeiras (GARAVELLO; GARAVELLO, 2004). Em ambientes de regime de
aguas léticas os individuos possuem o habito de se aderirem ao substrato rochoso
(ROXO et al.,, 2012), e em ambiente onde o substrato é mais arenoso utilizam o
aparato bucal na procura de alimento (COVAIN; FISCH-MULLER, 2007). Essas
caracteristicas ressaltam suas especializagdes, com ampla distribuicdo e
plasticidade ambiental (MENEZES et al., 2007).

A sistematica de espécies de Loricariidae ja foi analisada com utilizagdo de
flogenia molecular (MONTOYA-BURGOS et al., 1998; MONTOYA-BURGOS;
WEBER; LE BAIL, 2002) e estudos morfologicos (GHAZZI, 2008; INGENITO et al.,
2008; REIS; PEREIRA; ARMBRUSTER, 2006). Contudo, as espécies dessa familia,
popularmente conhecidas como “cascudos”, apresentam dificuldade para sua
identificagdo, devido ao grande numero de espécies e elevada variagdo
intraespecifica caracterizada pelos seus padrées morfologicos e de pigmentagéo
(REIS; WEBER; MALABARBA, 1990). E uma familia muito complexa e de dificil
consenso entre pesquisadores (RUBERT, 2011), onde o género Hypostomus se
destaca como um dos mais complexos (REIS; WEBER; MALABARBA, 1990) e o
mais numeroso, totalizando 132 espécies (LORSCHEIDER et al., 2015).

Devido aos padrdes morfolégicos e de pigmentacao, as espécies do género
Hypostomus se sobressaem como importante recurso econémico, com destaque
para 0 consumo de espécies de grande porte e a utilizacdo como espécies
ornamentais com alto valor econémico (CARVALHO et al., 2010; OLIVEIRA; ISAAC,
2013; SORRENTINO, 2015), apresentando-se como um importante recurso para a

aquicultura ornamental.
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Segundo o catalogo de Peixes do Alto rio Uruguai (ZANIBONI-FILHO et al.,
2004), o género Hypostomus possui sete espécies validas no Alto rio Uruguai, trés
das quais sao espécies endémicas a bacia (H. isbrueckeri, H. roseopunctatus, H.
luteus) e quatro sdo comuns a outras bacias (H. regani, H. commersoni, H. ternetzi,
H. uruguayensis) (BUCKUP; MENEZES; GHAZZI, 2007; CARDOSO et al., 2012).
Contudo, recente publicacao sugere a alteragcdo do nome H. commersoni para H.
sponiger (CARDOSO et al., 2019).

Hypostomus isbrueckeri (REIS; WEBER; MALABARBA, 1990) se caracteriza
por ser um peixe de porte médio, endémico, e com distribuicdo entre o Alto e Médio
rio Uruguai; (BUCKUP; MENEZES; GHAZZI, 2007; REIS; WEBER; MALABARBA,
1990). Na regido do Alto rio Uruguai os exemplares dessa espécie podem alcancar
308 mm de comprimento e 258,1 g de peso (ZANIBONI-FILHO et al., 2004).

Hypostomus roseopunctatus (REIS; WEBER; MALABARBA, 1990) se
distingue das outras espécies do género devido ao seu baixo niumero de dentes em
cada pré-maxilar (6-16), enquanto as demais espécies possuem mais de 21 dentes
(REIS; WEBER; MALABARBA, 1990). E uma espécie de médio porte com presenca
de manchas claras e arredondas pelo corpo, com individuos chegando a medir 305
mm de comprimento e a pesar 329 g (ZANIBONI-FILHO et al.,, 2004). Sua
distribuicdo se restringe a bacia do rio Uruguai (BUCKUP; MENEZES; GHAZZI,
2007).

Individuos adultos de H. luteus (GODQY, 1980), se distinguem de outras
espécies do género devido a forte coloracdo alaranjada em todo o seu corpo, que
quando jovem normalmente se apresenta localizada em suas nadadeiras caudal e
dorsal, e pintas alaranjadas pelo corpo (REIS; WEBER; MALABARBA, 1990).
Podem chegar até 405 mm de comprimento e 762 g de peso (ZANIBONI-FILHO et
al., 2004), sendo endémico do Alto rio Uruguai (BUCKUP; MENEZES; GHAZZI,
2007).

Hypostomus regani (IHERING, 1905), caracteriza-se pela coloragdo escura
com manchas arredondadas alaranjadas em todo o seu corpo, diferenciando-se de
outras espécies do género Hypostomus do rio Uruguai pela maior quantidade de
dentes (57-111) (REIS; WEBER; MALABARBA, 1990). Sdo espécimes de médio
porte, chegando a medir 397 mm de comprimento e pesar 681,9 g de peso
(ZANIBONI-FILHO et al., 2004). Sua distribuicdo engloba as bacias Uruguai, Parana
e Paraguai (BUCKUP; MENEZES; GHAZZI, 2007).
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Hypostomus spiniger (HENSEL, 1870) foi recentemente revalidada (era
descrita como H. commersoni) para a bacia do rio Uruguai e Lagoa dos Patos
(CARDOSO et al., 2019). H. spiniger pode ser diferente de H. commersoni por ter
grandes cristas laterais com odontodes inclinados posteriormente), forte cristas
laterais no pedunculo caudal, cordilheira lateral média. Adulto de H. spiniger (mais
de 120mm SlI) pode ser distinto de adulto de H. commersoni por ter uma crista muito
fraca na placa temporal (detalhes ver CARDOSO et al., 2019)

Hypostomus ternetzi (BOULENGER, 1895) se caracteriza pela coloracao
marrom homogénea por toda sua regido dorsal e sem a presenca de pintas (REIS;
WEBER; MALABARBA, 1990). Espécie de médio porte com individuos alcangando
343 mm de comprimento e 497 g de peso (ZANIBONI-FILHO et al., 2004). Distribui-
se pelas bacias do médio Parana, Paraguai e Uruguai (BUCKUP; MENEZES;
GHAZZI, 2007).

Hypostomus uruguayensis (REIS; WEBER; MALABARBA, 1990) & uma
espécie de porte médio com manchas bem definidas em todo o corpo e nadadeira
caudal lunada, chegando a medir 345 mm de comprimento e pesar 350 ¢
(ZANIBONI-FILHO et al., 2004). Distingue-se das outras espécies do género
existente no rio Uruguai por sua coloragcdo mais clara e pintas escuras (REIS;
WEBER; MALABARBA, 1990). Sua distribuicdo se restringe as bacias Uruguai e
Paraguai (CARDOSO et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e delimitar as espécies do género Hypostomus da bacia do Alto rio

Uruguai através de abordagens moleculares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a funcionalidade do DNA barcoding em separar as espécies de
Hypostomus spp. da bacia do Alto rio Uruguai;

- Delimitar as espécies do género Hypostomus do Alto rio Uruguai através do
DNA barcoding.
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RESUMO

A familia Loricariidae se destaca como importante recurso pesqueiro na regiao do
Alto rio Uruguai. O género Hypostomus € 0 mais numeroso e um dos mais
complexos da familia Loricariidae, onde suas espécies apresentam caracteristicas
morfolégicas similares, corroborando a dificuldade em sua identificacdo. O presente
estudo teve como objetivo inferir, através da técnica do DNA barcoding, o nUmero de
Unidades Taxonémicas Operacionais Moleculares (MOTU) e sua variagao intra e
interespecificas entre as espécies do género Hypostomus da bacia do Alto rio
Uruguai. Foram analisadas sequéncias parciais do gene COIl de 35 individuos do
Alto rio Uruguai, identificados morfologicamente como Hypostomus spiniger,
Hypostomus isbrueckeri, Hypostomus roseopunctatus, Hypostomus Iuteus e
Hypostomus uruguayensis. Adicionalmente utilizamos 52 sequéncias de espécies do
género Hypostomus obtidas do BOLD (Barcode of Life Data System). A arvore
bayesiana revelou agrupamento polifilético entre as espécies do Alto rio Uruguai,
onde H. spiniger se separa dos demais. A andlise GMYC revelou cinco MOTUs,
indicando subdivisao de H. isbrueckeri e 0 agrupamento dos individuos previamente
identificados como H. roseopunctatus e H. luteus. Os exemplares identificados
morfologicamente como H. regani foram agrupados na MOTU H. roseopunctatus/H.
luteus, levantando uma duvida sobre a existéncia da espécie na bacia. Os individuos
de H. uruguayensis agruparam-se em apenas uma MOTU, corroborando a
delimitacdo taxondmica. As distancias interespecificas médias variaram de 0,68 a
8,24%, e as distancias intraespecificas medias variaram de 0,0 a 0,58%, nao
havendo sobreposi¢do entre as divergéncias inter e intraespecificas. Os resultados
do presente estudo indicam a necessidade de ampliar a amostragem e utilizar outros
marcadores moleculares para elucidar o complexo H. luteus/H. roseopunctatus e a
subdivisdo de H. isbrueckeri. A correta identificacdo das espécies auxilia 0 manejo e
conservacao dessas espécies que se destacam pelo seu potencial para pesca e

aquariofilia.

Palavras-chave: Recurso pesqueiro. DNA mitocondrial. Cascudos. GMYC. MOTUs.
Loricariidae.
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ABSTRACT

The Loricariidae family stands out as an important fishing resource in the Upper
Uruguay River region. The genus Hypostomus is the most numerous and one of the
most complex in the Loricariidae family, where its species have similar morphological
characteristics, corroborating the difficulty in their identification. The present study
aimed to infer, through the DNA barcoding technique, the number of Molecular
Operational Taxonomic Units (MOTU) and their intra and interspecific variation
among the Hypostomus species of the Upper Uruguay River basin. Partial
sequences of the COI gene from 35 individuals from the Upper Uruguay River,
identified morphologically as Hypostomus spiniger, Hypostomus isbrueckeri,
Hypostomus roseopunctatus, Hypostomus luteus and Hypostomus uruguayensis,
were analyzed. Additionally, we used 52 sequences of Hypostomus species obtained
from the Barcode of Life Data System (BOLD). The Bayesian tree revealed
polyphyletic grouping among the species of the Upper Uruguay River, where H.
spiniger separates from the others. GMYC analysis revealed five MOTUs, indicating
subdivision of H. isbrueckeri and grouping of previously identified individuals as H.
roseopunctatus and H. luteus. The morphologically identified specimens as H. regani
were grouped in MOTU H. roseopunctatus / H. luteus, raising a doubt about the
existence of the species in the basin. Hypostomus uruguayensis individuals were
grouped in only one MOTU, corroborating the taxonomic delimitation. The average
interspecific distances ranged from 0.68 to 8.24%, and the average intraspecific
distances ranged from 0.0 to 0.58%, with no overlap between inter and intraspecific
divergences. The results of the present study indicate the need to extend sampling
and use other molecular markers to elucidate the H. luteus / H. roseopunctatus
complex and the subdivision of H. isbrueckeri. The correct identification of species
helps the management and conservation of these species that stand out for their
potential for fishing and aquarium.

Keywords: Fishing resource. Mitochondrial DNA. Armored catfish. GMYC. MOTUs.
Loricariidae.



22

INTRODUCAO

O rio Uruguai possui 365.00 km? de area total, onde cerca de 176.000 (48 %)
entdo situados em territério brasileiro (ZANIBONI-FILHO; SCHULZ, 2003).
Juntamente com os rios Parana e Paraguai formam a bacia hidrografica do Prata,
sendo destes o rio mais recente a ser formado (DI PERSIA; NEIFF, 1986). O rio
Uruguai pode ser dividido em trés compartimentos, Alto, Médio e Baixo rio Uruguai,
onde a sua porcao superior, foco do presente estudo, caracteriza-se por ser um
trecho canalizado, contendo éareas profundas e estreitas, com a presenca de
corredeiras e ambientes represados (DI PERSIA; NEIFF, 1986; ZANIBONI-FILHO;
SCHULZ, 2003). Devido a tais caracteristicas, o rio Uruguai se diferencia dos rios
Parana e Paraguai, evidenciando inclusive particularidades em sua geomorfologia
(DI PERSIA; NEIFF, 1986) como, por exemplo, a auséncia de lagoas marginais e
sistemas de inundacao de planicies. A presenca destas peculiaridades ambientais
pode colaborar para a ocorréncia de espécies endémicas, onde na bacia do rio
Uruguai, das 275 espécies de peixes validas, 78 (28%) sdo endémicas (BERTACO
et al., 2016). O Alto rio Uruguai possui 105 espécies de peixes reconhecidas (SILVA,
2014), com ocorréncia de espécies endémicas em diversas familias, como
Characidae, Poecilidae e Loricaridae (MALABARBA et al., 2009; PAIM; ORTIZ,
2006), porém este numero, assim como as demais bacias neotropicais, pode estar
subestimado.

Diversos estudos tém identificado a presenca de novas espécies de peixes,
e além de detectar espécies cripticas nas principais bacias hidrograficas brasileiras
(NASCIMENTO et al., 2016; PEREIRA et al., 2011; PUGEDO et al., 2016; ROXO et
al.,, 2015; SALES et al., 2018), com o auxilio da ferramenta do DNA barcode
(PEREIRA et al., 2013). Ramirez e Galletti (2015) encontraram valores de distancias
genéticas intra e inter-MOTU elevados em espécies do género Laemolyta
provenientes de diferentes bacias hidrograficas, indicando a necessidade de novos
estudos para melhor identificar a situacdo destas espécies. Machado et al. (2016)
demonstraram diversidade intrinseca a espécies do género Salminus. A nova
espécie denominada Neoplecostomus Paraty foi descoberta no rio Perequé-Acu e
em bacias do entorno (CHEROBIM; LAZZAROTTO; LANGEANI, 2016). Em conjunto
a aplicacéo da técnica do DNA barcoding, algumas anéalises vém se destacando na
identificacdo de MOTUs (Unidades taxonémicas moleculares operacionais), como o
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caso da andlise de General Mixed Yule Coalecent (GMYC) (FONTANETO et al.,
2007; PONS et al., 2006). O GMYC se baseia no método de verossimilhanca e
arvores ultramétricas que tenham multiplas espécies, ja apresentando dados que
comprovam sua eficacia na avaliacao de peixes neotropicais (ROXO et al., 2015),
incluindo loricarideos (SOUZA et al., 2018).

Os cascudos, como sao popularmente conhecidas as espécies da familia
Loricariidae, apresentam dificuldades para identificacdo, devido ao elevado numero
de espécies (947) (ESCHMEYER; FONG, 2017) e seus padrdes morfologicos e de
pigmentacdo (REIS; WEBER; MALABARBA, 1990). As diversas especializacoes
morfolégicas, ampla distribuicdo e plasticidade ambiental que a familia apresenta
(MENEZES et al., 2007), corrobora a grande dificuldade de identificacdo de suas
espécies. Estudos morfolégicos (GHAZZI, 2008; INGENITO et al., 2008; REIS;
PEREIRA; ARMBRUSTER, 2006) e com a utlizagdo de filogenia molecular
(MONTOYA-BURGOS et al., 1998; MONTOYA-BURGOS; WEBER; LE BAIL, 2002)
sao fundamentais para o melhor entendimento da sistematica da familia.

O género Hypostomus se destaca dentre a familia Loricariidae como o mais
numeroso (LORSCHEIDER et al., 2015) e um dos mais complexos (REIS; WEBER,;
MALABARBA, 1990). Os padrées de coloracdo e pigmentacao das espécies do
género Hypostomus sao caracteristicas procuradas pelo mercado de peixes
ornamentais (CARVALHO et al., 2010; OLIVEIRA; ISAAC, 2013; SORRENTINO,
2015), destacando a sua utilizagdo como recurso pesqueiro, tanto destinado ao
consumo como para a aquicultura ornamental. Segundo Zaniboni-Filho et al. (2004),
0 género Hypostomus possui sete espécies validas na bacia do Alto rio Uruguai,
sendo trés endémicas (H. isbrueckeri, H. roseopunctatus, H. luteus) e outras quatro
comuns a outras bacias (H. regani, H. commersoni, H. ternetzi e H. uruguayensis)
(BUCKUP; MENEZES; GHAZZI, 2007; CARDOSO et al, 2012). Visto a
complexidade do género e as particularidades da regido do Alto rio Uruguai, o
namero de espécies provenientes do Alto rio Uruguai pode estar sendo
subestimado.

Tendo em vista a importancia destas espécies, tanto do ponto de vista
ecolégico como econdmico, a correta identificacado é fundamental para o
desenvolvimento da atividade da aquariofilia e a adocdo de praticas sustentaveis
para 0 manejo e a conservagao desse grupo como recurso pesqueiro. Para o melhor

entendimento das espécies do género Hypostomus da bacia do Alto rio Uruguai
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objetivou-se inferir, através da técnica do DNA barcode, o numero de MOTUs e sua

variagao intra e interespecificas.

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAGEM E TAXONOMIA

A amostragem dos exemplares de Hypostomus foi realizada em diversos
pontos de coleta no trecho do Alto rio Uruguai, totalizando 35 individuos. Segundo
identificagdo morfoldgica, os individuos foram classificados em cinco espécies (H.
spiniger, H. isbrueckeri, H. reseopunctatus, H. uruguayensis e H. luteus). Apos a
identificagdo em campo, um fragmento de nadadeira foi retirado de cada exemplar e
acondicionado em microtubos de 2,0 ml contendo etanol 96% e estocados em
freezer a -20°C. Os exemplares foram fotografados (Apéndice A); e os voucher de
todas as espécies previamente identificadas foram utilizados para identificacao
taxonbmica e registro na colecéao ictioldgica do Museu de Zoologia da Universidade
Estadual de Londrina (MUZEL). A identificagao taxonémica (SHIBATTA, 2018) foi

conduzida de acordo com Reis, Weber e Malabarba (1990) (Tabela 1).



Tabela 1 - Informacdes dos individuos do género Hypostomus amostradas no Alto rio Uruguai.
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Indlviduo Rio (Latittgga;if_i%\ﬁgc:tude)
3384 Rio Uruguai 27° 31’ 37.0”S/51° 47’ 06.5"W
3589 Rio Uruguai 27°17' 09.9" §/52° 20' 26.6" W
3642 Rio Uruguai 27°31°14.2” S/51° 46’ 40.3" W
3657 Rio Uruguai 27° 37’ 45.2”S/51° 23’ 54.5"W
3680 Rio Canoas 27° 35’ 59.7” S/51° 23’ 28.9” W
3945 Rio Uruguai 27° 37’ 45.2”S/51° 23’ 54.5"W
3476 Rio Ligeiro 27° 32'16.4" S/51° 51' 24.2" W
3540 Rio das Antas 27° 06' 10" S/53° 24' 07" W
3541 Rio das Antas 27° 06' 10" S/53° 24' 07" W
3562 Rio Uruguai 27° 30" 12.2" S/51° 54' 05.0" W
3661 Rio Uruguai 27° 37’ 45.2”S/51° 23’ 54.5"W
3923 Rio Uruguai 27° 31’ 37.0”S/51° 47’ 06.5"W
4003 Rio Ligeiro 27° 32'16.4" S/51° 51'24.2" W
3543 Rio das Antas 27° 06' 10" S/53° 24' 07" W
3560 Rio das Antas 27° 06' 10" S/53° 24' 07" W
3561 Rio Uruguai 27° 30' 12.2" S/51° 54' 05.0" W
3565 Rio Uruguai 27° 30' 12.2" §/51° 54' 05.0" W
3993 Rio das Antas 27° 06' 10" S/53° 24' 07" W
3566 Rio Uruguai 27° 30' 12.2" S/51° 54' 05.0" W
3567 Rio Uruguai 27° 30' 12.2" §/51° 54' 05.0" W
3568 Rio Uruguai 27° 30' 12.2" S/51° 54' 05.0" W
4073 Rio Uruguai 27° 30' 12.2" §/51° 54' 05.0" W
4105 Rio Uruguai 27° 30' 12.2" §/51° 54' 05.0" W
3545 Rio das Antas 27° 06' 10" S/53° 24' 07" W
4032 Rio Uruguai 27° 18' 32.5" §/52° 06' 05.0" W
4006 Rio Uruguai 27° 30' 12.2" S/51° 54' 05.0" W
4088 Rio Forquilha 27° 36' 50.3"S/51° 45' 17.4"W
4089 Rio Forquilha 27° 36' 50.3"S/51° 45' 17.4"W
4090 Rio Forquilha 27° 36' 50.3"S/51° 45' 17.4"W
4091 Rio Forquilha 27° 36' 50.3"S/51° 45' 17.4"W
4092 Rio Forquilha 27° 36' 50.3"S/51° 45' 17.4"W
4093 Rio Forquilha 27° 36' 50.3"S/51° 45' 17.4"W
4094 Rio Forquilha 27° 36' 50.3"S/51° 45' 17.4"W
4095 Rio Forquilha 27° 36' 50.3"S/51° 45' 17.4"W
4096 Rio Forquilha 27° 36' 50.3"S/51° 45' 17.4"W

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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EXTRACAO, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

O DNA genbmico foi extraido do tecido das nadadeiras, por meio do
protocolo de precipitacdo salina descrito por Aljanabi e Martinez (1997). As
sequéncias parciais do gene mitocondrial COIl foram amplificadas com a utilizacao
dos primers Fish-F1 (5 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3) e Fish-R1
(5TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCAY) (Ward et al., 2005). A Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) continha um volume final de 25 pl, com de 15,6 ul de
agua ultrapura, 2,5 pl tampao 10x , 4 pl dNTPs mix (1,25mM), 1 ul DNA (50ng/ul),
0,7 ul MgCI2 (50mM), 0,5 pl de cada iniciador (Forward e Reverse) (10mM) e 0,2 ul
de Taq polimerase (Invitrogen). A reacdo de PCR consistiu nas seguintes etapas:
desnaturacéao inicial em 94°C (2 min), 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C (30 s),
temperatura de anelamento a 54°C (30 s) e extensdo em 72°C (1 min) e
resfriamento a 7°C, finalizando com extenséo final em 72°C (10 min) de acordo com
o protocolo de Bellafronte et al. (2013). Os produtos da PCR foram visualizados em
gel de agarose 1% e purificados com PEG 20% (LIS, 1980). As reacdes para o
sequenciamento foram realizadas utilizando BigDye TM Terminator V 3.1 para uma
nova amplificacdo, onde ambas as reacdes (Forward e Reverse) foram preparadas
com um volume final de 20 pl, contendo 4,0 ul do primer Forward ou Reverse (0,8
pmol/ul), 1,0 pl de Big Dye, 3,0 ul de tampao 5x, 1,0 pyl do produto amplificado da
primeira PCR (200 ng), e 11 pl de agua Milli-Q. Essa segunda reacdo de PCR
consistiu em: desnaturacdo a 96 °C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos de
desnaturacédo a 96 °C por 15 segundos, anelamento a 54 °C por 15 segundos,
extensdo a 60 °C por 4 minutos, resfriamento a 7°C. O ultimo passo, anterior ao
sequenciamento, foi a precipitacéo realizada com etanol, acetato/EDTA, 10 ul de
formamida, sendo desnaturado por 5 minutos a 95 °C e exposto ao gelo por 3
minutos. O sequenciamento foi realizado no equipamento Applied Biosystems
3500xL e os fragmentos foram visualizados no software Sequencing Analysis v5.3.1.
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ANALISE DE DADOS

As 35 sequéncias Forward e Reverse foram visualizadas e editadas através
do software BIOEDIT v7.0.5.3 (HALL, 1999), gerando assim uma sequéncia
consenso. Posteriormente foram adicionadas 101 sequéncias do gene COI de
espécies do género Hypostomus disponiveis no banco de dados BOLD, que
apresentassem 465 pb no minimo, e um grupo externo, Corydoras nattereri (c6digo
BOLD FPSR082-09).

Foi gerada uma éarvore ultramétrica das 137 sequéncias utilizando o método
Inferéncia Bayesiana (IB) implementado no software BEAST v.2.4.8 (BOUCKAERT
et al., 2014). Utilizamos o modelo de substituicdo nucleotidica BIC (baseado no
critério de informacdo Bayesiana) inferido no software JModelTest (KUMAR,;
STECHER; TAMURA, 2016) (HKY+I+G), relégio molecular relaxado com uma
distribuicao lognormal, e o modelo de especiacao birth-death, seguindo metodologia
de Costa-Silva et al. (2015). Realizamos trés corridas independentes das cadeias de
Markov com 10 milhdes de geracdes, salvos a cada 10000 geracgdes, e 30% de
burn-in. O programa LogCombiner v.1.8 (DRUMMOND et al., 2012) foi utilizado para
combinar os arquivos .tree e .log. A mixagem apropriada dos dados foi verificada
com valores do tamanho efetivo de amostragem (ESS) acima de 200 no software
Tracer v1.5 (RAMBAUT; DRUMMOND, 2009). A arvore foi sumarizada com o
programa TreeAnnotator v.1.8 (DRUMMOND et al., 2012) e posteriormente
visualizada no software FigTree v.1.4 (RAMBAUT, 2014). Ap6s analise da arvore
gerada, sequéncias oriundas do BOLD onde os clados das espécies
correspondentes apresentavam incongruéncias e sobreposi¢cées, gerando duvidas,
foram retiradas. Para as analises posteriores, apenas as sequéncias das seguintes
espécies foram mantidas: H. aurogutattus, H. Iluetkeni, S. strigaticeps, H.
commersoni, H. affinis, H. brevis, H. aspidolepis e H. topave, totalizando 52
individuos distribuidos em oito espécies (Detalhes no apéndice B)

O modelo Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) (PONS et al., 2006)
foi utilizado para delimitar as MOTUs (Unidades Taxonbémicas Operacionais
Moleculares), utilizando as sequéncias do género Hypostomus do presente estudo e
as 54 sequéncias citadas acima, através do pacote SPLITS (SPecies' Limits by
Threshold Statistics) (MONAGHAN et al., 2009) no software R, através do método
single threshold e parametro de intervalo padrao (intervalo = ¢ (1,10)). O GMYC se
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baseia em uma funcdo de verossimilhangca, se relacionando com processos
evolutivos, ideal em estudos relacionados a questdes de delimitacdo de espécies
(MACHADO et al., 2016).

Para isso foi gerada uma nova arvore ultramétrica usando o método
Inferéncia Bayesiana (IB) através do BEAST v.2.4.8. Utilizamos o modelo de
substituicdo nucleotidica BIC (baseado no critério de informacao Bayesiana) inferido
no software JModelTest (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) (HKY + G), relégio
molecular relaxado com uma distribui¢ao lognormal, e o0 modelo de especiagao birth-
death, seguindo metodologia de Costa-Silva et al. (2015). As corridas das cadeias
de Markov e as demais analises foram iguais a metodologia descrita anteriormente.

Apoés a definicdo das MOTUs, o software Mega 7.0.26 (KUMAR, STECHER,
TAMURA, 2016) foi utilizado para calcular as distancias genéticas intra e inter-
MOTUSs, utilizando o modelo Kimura 2-Pardmetros (K2P), através do método
bootstrap com cinco mil replicagoes.

RESULTADOS

A arvore filogenética de inferéncia bayesiana gerada pelo gene COI, com
todas as sequéncias disponiveis no BOLD (Figura 1) sugere que muitas espécies
estdo com incongruéncias e precisam ser analisadas.

Deste modo, as anadlises foram refeitas excluindo as espécies que estédo
sobrepostas e com indicagao de incertezas taxondmicas. A analise GMYC através
da nova arvore filogenética de inferéncia bayesiana que foi gerada a partir do
conjunto de dados com 87 sequéncias (35 do presente estudo e 52 obtidas do
BOLD) revelou a presenca de 16 MOTUs (Figura 2).
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Figura 1 - Arvore de inferéncia Bayesiana 101 sequéncias de Hypostomus obtidas do BOLD, 35
sequéncias do presente estudo e o grupo externo. Os circulos pretos nas ramificacées do né
representam uma probabilidade posterior maior que 70%. A figura foi dividida para melhor
visualizacao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 2 - Arvore de inferéncia Bayesiana 87 sequéncias de Hypostomus. Os circulos pretos nas
ramificacdes do no6 representam uma probabilidade posterior maior que 80%. Os ramos em vermelho
indicam as MOTUs identificadas pela analise GMYC.
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EPSR122-00 H. luetkeni
MUCU026-13

MUCU034-13

MUCUO072-13

MUCU084-13

E FUPRS564-09 Hypostomus strigaticeps

FUPR869-09

FUPR880-09 H. strigaticeps 1
FUPR879-09
FUPR860-09
FUPRY76-09
FUPR868-09
PDCAP254-14
GBGCA2797-13
GBGCA2798-13
FUPR977-09
FUPRS555-09 Hypostomus heraldoi

FUPR565-09
—g FUPRS566-09 H. topave
FUPR567-09
3372
3384
GBGCE639-09
3642
3680
3657
2 3945
3589
FUPR871-09 Hypostomus spiniger
FARGB124-11
FARGB323-11
LARI218-13 H. commersoni
LARI229-13
LARI126-12
FPSR117-09
FPSR118-09
o FPSR119-09 -
1 MUCUO027-13 Hatinis
MUCU036-13
MUCU045-13

GBGCA801-18 1) aciciroides 1
GBGCA2802-13

GBGCAB651-15 S
PDCAP214-14 H. acistroides 2

H. strigaticeps 2

lc.o

H. spiniger

FUPR557-09

FUPR558-09 H. brevis
FUPR559-09

BSFFA498-07

BSFFA502-07 H. aspidolepis 1
BSFFA499-07
BSFFA500-07
BSFFA872-13
FPSR082-09 Corydoras nattereri

H. aspidolepis 2

0.02

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Dentre as 52 sequéncias obtidas do BOLD, para as espécies previamente
descritas como H. strigaticeps a andlise GMYC revelou uma subdivisdo, aqui
chamada de H. strigaticeps 1 e H. strigaticeps 2 (Figura 2). O mesmo foi observado
para as espécies H. ancistroides e H. aspidolepis.

Dentre os individuos do Alto rio Uruguai, a andlise GMYC revelou a
presenca de cinco MOTUs (Figura 2). Considerando a identificacao taxondmica dos
voucher (Tabela 2), as unidades moleculares foram denominadas aqui como: H.
isbrueckeri 1, H. isbrueckeri 2, H. luteus/H. roseopunctatus, H. uruguayensis, H.
spiniger. Os exemplares identificados em campo como H. regani e H. ternetzi ndo
foram confirmados taxonomicamente.

A arvore de inferéncia Bayesiana (Figura 2) revelou trés principais clados
monofiléticos suportados estatisticamente (>80 %). O n6 1 separa dois clados, um
formado pelas MOTUs H. aspidolepis 1 e H. aspidolepis 2 dos demais individuos. O
nd 2 separa os dois principais clados, um formado pelas MOTUs H. spiniger, onde
estao os individuos do Alto rio Uruguai, H. commersoni, H. affinis, H. ancistroides 1,
H. ancistroides 2 e H. brevis.

O n6 3 separa os individuos H. topave de um clado formado por 7 MOTUs:
H. isbrueckeri 1, H. isbrueckeri 2, H. luteus/H. roseopunctatus, H. uruguayensis, H.
auroguttatus/H. luetkeni, H. strigaticeps 1 e H. strigacipes 2.
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Tabela 2 - Informacbes das espécies do género Hypostomus amostradas no Alto rio Uruguai
identificadas morfologicamente. CA = Cédigo da Amostra, ID = identificagcdo. *ID Molecular segundo
as analises de DNA barcoding do presente trabalho. INI = Individuo n&o identificado por Taxonomista.
H. commersoni = H. spiniger.

CA ID campo ID Molecular ID Taxon6mica Mzuel
3476 H. isbrueckeri H. isbrueckeri 19474
3540 H. isbrueckeri H. isbrueckeri 19450
3562 H. isbrueckeri H.isbrueckeri 1 H. isbrueckeri 19457
4003 H. ternetzi H. isbrueckeri 19463
3923 H. isbrueckeri INI

3541 H. isbrueckeri H. isbrueckeri 2 H. isbrueckeri 19451
3661 H. isbrueckeri ’ INI

3543 H. roseopunctatus H. roseopunctatus 19452
3560 H. roseopunctatus H. roseopunctatus 19455
3561 H. roseopunctatus H. roseopunctatus 19456
3565 H. roseopunctatus H. roseopunctatus 19459
3993 H. roseopunctatus H. roseopunctatus 19461
4000 H. uruguayensis H. isbrueckeri 19462
3545 H. roseopunctatus H. luteus 19454
4006 H. ternetzi H. luteus 19464
4032 H. roseopunctatus H. luteus 19466
4090 H. luteus H. luteus 19572
4091 H. luteus g'slgéfii/gé tUs H. luteus 19573
4093 H. luteus H. luteus 19575
4094 H. luteus H. luteus 19576
4095 H. luteus H. luteus 19577
4096 H. luteus H. luteus 19578
3544 H. roseopunctatus H. roseopunctatus 19453
4105 H. regani H. luteus 19489
4088 H. luteus H. luteus 19570
4089 H. luteus H. luteus 19571
4073 H. regani H. luteus 19486
4092 H. luteus H. luteus 19574
3566 H. uruguayensis H. uruguayensis 19483
3567 H. uruguayensis H. uruguayensis INI

3568 H. uruguayensis H. uruguayensis 19484
3372 H. isbrueckeri H. isbrueckeri 19445
3384 H. commersoni H. commersoni 19473
3589 H. commersoni H. commersoni 19481
3945 H. isbrueckeri H. spiniger H. commersoni 19460
3657 H. commersoni INI

3642 H. commersoni INI

3680 H. commersoni INI

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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As distancias intra e interespecificas médias, calculadas a partir da definicao
das unidades moleculares (MOTUs) pela andlise GMYC, sao apresentadas na
Tabela 3. O maior valor intraespecifico encontrado foi para individuos da MOTU H.
acistroides 2, com uma divergéncia de 0,58%. As MOTUs H. aspidolepis 2, H.
spiniger e H. uruguayensis apresentaram valores de 0,0% de divergéncia
intraespecifica.

Para as divergéncias interespecificas, os valores médios variaram de 0,68%
(H. isbrueckeri 1 vs. H. isbrueckeri 2) a 8,25% (H. aspidolepis 2 vs H. commersoni).
Considerando todas as 12 comparagdes par-a-par entre as 16 MOTUs identificadas
pelo GMYC (Figura 2), 27 comparag¢des apresentaram valores de divergéncia
interespecificas inferiores a 2% (Tabela 3). Contudo, o menor valor interespecifico
(0,68) foi maior que o maior valor intraespecifico (0,58%), demonstrando
consisténcia na delimitacdo das MOTUs pelo método GMYC.

Na divergéncia entre as espécies subdivididas em diferentes MOTUs pela
analise GMYC, todas apresentaram valores interespecificos inferiores a 1%. As
MOTUs H. isbrueckeri 1 vs. H. isbrueckeri 2 apresentaram o menor valor
interespecifico (0,68%), H. aspidolepis 1 vs. H. aspidolepis 2 apresentaram valores
de divergéncia interespecificas de 1,7%, H. strigaticeps 1 vs. H. strigaticeps 2
divergiram em 0,81%, e H. ancistroides 1 vs. H. ancistroides apresentaram
divergéncia de 0,87%.

Dentre as amostras de Hypostomsus previamente identificadas como sendo
espécies distintas (H. luteus e H. roseopuncatus), o valor intraespecifico da MOTU

H. luteus/H. roseopuncatus foi baixo (0,34%).



Tabela 3 - Valores médios das distancias genéticas baseada em Kimura-2-parameter (K2P) das MOTUs obtidas através do GMYC para individuos do
género Hypostomus. Valores em negrito na diagonal principal referentes as distancias genéticas intraespecifica. Valores abaixo da diagonal sao
referentes as distancias genéticas interespecificas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 H. aspidolepis_1 0,26
2  H aspidolepis 2 1,7 0,0
3  H. strigaticeps_2 711 7,83 0,46
4 H. strigaticeps 1 732 7,76 081 0,26
5 H. affinis 6,88 7,83 518 517 0,47
6 H. auroguttatus/H. luetkeni 665 7,37 172 166 492 0,34
7  H. brevis 6,98 7,78 594 597 249 55 0,13
8 H.topave 7,04 755 389 392 479 359 487 0,26
9 H. acistroides 2 6,79 7,63 508 508 117 461 22 459 0,58
10 H. acistroides 1 6,9 785 508 518 136 472 19 47 0,87 0,39
11 H. commersoni 7,74 825 53 512 152 526 266 465 182 192 0,27
12 H. spiniger 712 807 497 497 078 446 209 448 087 097 133 0,0
13  H. isbrueckeri1 755 819 186 169 524 143 562 37 494 483 551 483 0,35
14 H. isbruecketi 2 743 816 176 159 45 1,33 487 368 42 41 485 4,09 068 0,119
15 H. uruguayensis 753 782 286 229 587 202 625 44 557 546 6,23 545 216 206 0,0
16 H. luteus/H.roseop 6,78 7,5 194 1,78 513 151 571 387 503 492 568 492 086 076 225 017

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelam grande complexidade entre as
analises morfologicas e as andlises moleculares, corroborando a complexidade ja
descrita para o género (REIS; WEBER; MALABARBA, 1990). Os resultados indicam
polifilia entre as espécies do género Hypostomus, provenientes do Alto rio Uruguai,
onde H. spiniger se agrupa em clado diferente das demais espécies, assim como ja
encontrado para individuos da subfamilia Hypostominae, cujo género tipo é
Hypostomus (MONTOYA-BURGOS; WEBER; LE BAIL, 2002).

O género Hypostomus compreende aproximadamente 130 espécies, o que
aliado a sua ampla distribuicdo, variabilidade em padrbes de coloragdo e morfologia,
dificulta por muitas vezes a delimitacdo de diferentes espécies (FERRARIS, 2007;
LUJAN et al., 2015; REIS; WEBER; MALABARBA, 1990). Apesar de tentativas de
esclarecimento da sistematica e filogenia, o género ainda possui muitos grupos mal
resolvidos (MARTINEZ, 2009; MONTOYA-BURGOS, 2003). Diversos trabalhos
focaram em caracteres morfolégicos em revisées regionais de espécies do género
(MAZZONI; WEBER; CARAMASCHI, 1994; OYAKAWA et al., 2005; REIS; WEBER,;
MALABARBA, 1990).

Para Hypostomus provenientes do Alto rio Uruguai o método GMYC indicou
a presenca de cinco MOTUs, subdividindo as espécies identificadas
taxonomicamente como H. isbrueckeri em duas MOTUs (H. isbrueckeri 1 e H.
isbrueckeri 2) e agrupando as espécies identificadas previamente como H. luteus e
H. roseopuncatus na MOTU aqui denominada H. luteus/H. roseopuncatus.

Montoya-Burgos (2003), baseando-se no marcador mitocondrial D-loop, e
Silva et al. (2016) encontraram individuos de H. commersoni agrupados no mesmo
clado que H. affinis e H. ancistroides. Recentemente Cardoso et al. (2019), utilizando
o marcador D-loop, sugeriu a separacao de H. commersoni em dois subgrupos,
revalidando H. spiniger. No presente estudo H. commersoni se apresentou mais
proximo a H. affinis do que a H. spiniger, ndo havendo subdivisdo de individuos de
H. spiniger (Figura 2). A sequéncia do BOLD que agrupou na MOTU H. spiniger
(GBGC6639-09) ndo tem identificacdo de origem. Por outro lado, as sequéncias de
H. commersoni sao do rio Parana.

As analises de delimitacdo de espécies de Hypostomus do Alto rio Uruguai,
através de analises moleculares (MOTUs), obtidas pela metodologia GMYC
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revelaram distdncias genéticas interespecificas menores do que o valor utilizado
como referéncia para delimitacdo de espécies de peixes neotropicais, que € de 2 %
(ANTUNES et al., 2011; LARA et al.,, 2010; PEREIRA et al.,, 2013; RAMIREZ;
GALETTI Jr, 2015). Contudo, a aplicacdo do método analitico do GMYC para
delimitacdo de espécies é encorajada, destacando diversidade intrinseca as
diversas espécies de peixes neotropicais (MELO et al., 2016; ROXO et al., 2015).
Além disso, é importante ressaltar que a baixa distancia genética interespecifica
pode indicar recente especiacao (COSTA-SILVA et al., 2015). No caso das espécies
Ixinandria steinbachi e I. montebelloi, devido a dificuldade encontrada para a sua
separacdo com a utilizacdo do gene mitocondrial COI, apesar dos dados
morfolégicos indicarem a ocorréncia das duas espécies, foram designadas como
sinbnima (RODRIGUEZ et al., 2008). Contrariamente, Costa-silva et al. (2015)
decidiram diferenciar as espécies Rineloricaria kronei e R. langei através de
parametros morfolégicos, apesar da baixa divergéncia genética encontrada através
da utilizacao do marcador COI.

As espécies taxonbmicas H. roseopunctatus e H. luteus também apresentam
caracteristicas morfolégicas que os diferenciam, como o baixo nimero de dentes em
cada pré-maxilar (6-16) encontrado em H. roseopunctatus, enquanto H. luteus
apresenta 22-40 dentes (REIS, WEBER, MALABARBA, 1990). Apesar de essas
caracteristicas serem utilizadas para descriminar estas duas espécies
morfologicamente, as analises moleculares sugerem um complexo que precisa ser
mais investigado.

Ja a MOTU H. uruguayensis, espécie taxonomicamente bem delimitada em
relacdo as demais provenientes do Alto rio Uruguai, apresentou elevada
diferenciacdo em relagcéao as demais MOTUs (H. uruguayensis vs. H. auroguttatus/H.
luetkeni 2,02%, H. uruguayensis vs. H. aspidolepis 2, 7,82%), refletindo congruéncia
entre a taxonomia e a identificagdo molecular.

A identificacdo morfoldégica a campo de H. regani ndao se confirmou na
identificagdo taxondmica nem na identificacdo molecular. As sequéncias de H. regani
utilizadas no presente estudo foram obtidas no BOLD e s&o provenientes do Alto rio
Parana (local tipo da espécie). Apesar de ser relatada sua ocorréncia no Alto rio
Uruguai (ZANIBONI-FILHO et al., 2004), nenhuma sequéncia se agrupou na MOTU
H. regani, e por este motivo, precisa ser validada taxonomicamente e

molecularmente, evitando assim erros de identificacdo.
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A complexidade do género Hypostomus, refletida pelos diversos padrdes
morfoldgicos de pigmentagéo e ao grande numero de espécies, muitas vezes tornam
dificeis a identificacao das espécies. De acordo com Pereira et al. (2013) a técnica
do DNA barcoding se mostrou eficiente na discriminacao de 99,2% das espécies de
peixes neotropicais. No presente estudo o DNA barcoding corroborou a separacéo
de H. commersoni e H. spiniger, contudo, o valor de divergéncia interespecifica foi
1,33%, inferior ao sugerido por Pereira et al. (2013).

A andlise de um maior nimero de individuos, uma criteriosa analise
taxonbmica e a utilizacdo de marcadores moleculares mais especificos como D-loop,
por exemplo, poderdo auxiliar na elucidacao de H. isbrueckeri 1, H. isbrueckeri 2, e
da MOTU denominada aqui como H. luteus/H. roseopunctatus. Cabe ressaltar que a
correta delimitacdo das espécies do género Hypostomus auxiliara a elucidar
importantes informacdes para a conservagdo de estoques pesqueiros e para a
utilizacado deste recurso como alternativa em aquicultura, possibilitando assim a
adocdo de praticas de manejo da piscicultura que evitem as misturas genéticas
acidentais, assim como pela possibilidade da identificacao de possiveis fraudes. As
espécies do género Hypostomus, apesar da sua complexidade, apresentam grande

potencial como recurso ornamental e pesqueiro.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A técnica do DNA barcoding corroborou para a complexa delimitacao das
espécies do género Hypostomus da bacia do Alto rio Uruguai. A identificacao
taxonbmica das espécies do género Hypostomus provenientes do Alto rio Uruguai
apresentaram inconsisténcias com a identificacado morfolégica em campo, resultando
na auséncia de H. regani e H. ternetzi. A complexidade na identificacdo das
espécies do género salienta a necessidade de estudos conjuntos entre biologia
molecular e taxonomia, permitindo a correta identificacao dos individuos. O presente
estudo indica a necessidade de aumentar o tamanho amostral, buscado amostrar as
espécies previamente descritas para a bacia, permitindo assim confirmar ou nao sua
ocorréncia.
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APENDICE A - Fotos dos Voucher.

Fotos dos voucher da MOTU Hypostomus luteus /| Hypostomus roseopunctatus
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Fotos dos voucher da MOTU Hypostomus isbrueckeri 1
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Fotos dos voucher da MOTU Hypostomus isbrueckeri 2
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Fotos dos voucher da MOTU Hypostomus commersoni = Hypostomus spiniger
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Fonte: Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD) (2019).
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APENDICE B - Lista das sequéncias de Hypostomus obtidas no BOLD.

BOLD

Espécie (Bold)

Rio/Localidade

Bacia Hidrografica

FPSR082-09

GBGCA2792-13

GBGCA2793-13

GBGCA2794-13

FPSR117-09

FPSR118-09

FPSR119-09

MUCUO027-13
MUCUO036-13
MUCUO045-13

BSB292-10

BSB293-10

BSB295-10

FUPR573-09

GBGCA2801-13

GBGCA2802-13

GBGCA8651-15

PDCAP214-14

BSFFA498-07

BSFFA499-07

Corydoras natterer

Hypostomus nigromaculatus

Hypostomus nigromaculatus

Hypostomus nigromaculatus

Hypostomus affinis

Hypostomus affinis

Hypostomus affinis

Hypostomus affinis
Hypostomus affinis
Hypostomus affinis

Hypostomus alatus

Hypostomus alatus

Hypostomus alatus

Hypostomus ancistroides

Hypostomus ancistroides

Hypostomus ancistroides

Hypostomus ancistroides

Hypostomus ancistroides
Hypostomus aspidolepis

Hypostomus aspidolepis

Cérrego Hortela

Cérrego Hortela

Cérrego Hortela

Rio Pamp&, Nanuque
Rio Pamp&, Nanuque

Rio Mucuri, Nanuque

Rio Urucuia

Rio Pandeiros

Rio Curimatai

Sao Paulo

Cérrego Hortela

Cérrego Hortela

Rio Corumbatai, Sao
Paulo
Rio Apertados, Rio
Tibagi
Rio Tuira, Panama

Rio Ipeti, Panama

Bacia de Paraiba do
Sul
Bacia do Rio
Paranapanema
Bacia do Rio
Paranapanema
Bacia do Rio
Paranapanema
Bacia de Paraiba do
Sul
Bacia de Paraiba do
Sul
Bacia de Paraiba do
Sul
Bacia do Rio Mucuri
Bacia do Rio Mucuri
Bacia do Rio Mucuri
Bacia do Sao
Francisco
Bacia do Sao
Francisco
Bacia do Sao
Francisco
Bacia do Alto
Parang
Bacia do Rio
Paranapanema
Bacia do Rio
Paranapanema
Bacia do rio
Corumbatai
Bacia do Alto
Parana
Bacia do Rio Tuira

Bacia do Rio Bayano
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BOLD

Espécie (Bold)

Rio/Localidade

Bacia Hidrografica

BSFFA500-07

BSFFA502-07

BSFFA872-13

FPSR115-09

FPSR116-09

FPSR122-09

FPSR123-09

FPSR124-09

GBGC6640-09

FUPRS557-09

FUPRS558-09

FUPR559-09

FUPR866-09

FUPR878-09

GBGCA12889-15

GBGCA12890-15

ANGBF8381-12

FUPR861-09

FARGB124-11

FARGB323-11

FUPR871-09

Hypostomus aspidolepis
Hypostomus aspidolepis

Hypostomus aspidolepis

Hypostomus auroguttatus

Hypostomus auroguttatus

Hypostomus auroguttatus

Hypostomus auroguttatus

Hypostomus auroguttatus
Hypostomus boulengeri

Hypostomus brevis

Hypostomus brevis

Hypostomus brevis

Hypostomus brevis

Hypostomus brevis

Hypostomus carinatus

Hypostomus carinatus
Hypostomus cochliodon

Hypostomus cochliodon

Hypostomus commersoni

Hypostomus commersoni

Hypostomus commersoni

Rio Zarati, Panama
Rio Mamoni, Panama

Rio Zarati, Panama

Sem informagéo

Rio Baixo Nhamunda,
Para
Rio Baixo Nhamunda,
Para
Rio Cuiaba

Lagoa Adela, Buenos
Aires

Bacia do Rio Cocle
del Sur
Bacia do Rio Bayano
Bacia do Rio Cocle
del Sur
Bacia de Paraiba do
Sul
Bacia de Paraiba do
Sul
Bacia de Paraiba do
Sul
Bacia de Paraiba do
Sul
Bacia de Paraiba do
Sul
Sem informagéo
Bacia do Alto
Parana
Bacia do Alto
Parana
Bacia do Alto
Parana
Bacia do Alto
Parana
Bacia do Alto
Parang
Bacia do Rio
Amazonas
Bacia do Rio

Amazonas

Bacia do Alto
Parana

Bacia do Alto
Parana
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BOLD

Espécie (Bold)

Rio/Localidade

Bacia Hidrografica

GBGC6639-09

LARI126-12

LARI218-13

LARI229-13

FUPR864-09

FUPR865-09

FUPR555-09

FUPR562-09

FUPRS563-09

FUPRS569-09

GBMIN121749-17
GBMIN132216-17
GBMIN132217-17
GBMIN132218-17
GBMIN97011-17

MNCE195-17

MNCE196-17

MNCE197-17

MUCUO026-13
MUCUO034-13
MUCUO072-13

MUCUO084-13

GBGCA12891-15

FUPR570-09

Hypostomus commersoni

Hypostomus commersoni

Hypostomus commersoni

Hypostomus commersoni

Hypostomus derbyi

Hypostomus derbyi

Hypostomus heraldoi

Hypostomus hermanni

Hypostomus hermanni

Hypostomus iheringii

Hypostomus jaguribensis
Hypostomus jaguribensis
Hypostomus jaguribensis
Hypostomus jaguribensis
Hypostomus jaguribensis

Hypostomus jaguribensis

Hypostomus jaguribensis

Hypostomus jaguribensis

Hypostomus luetkeni
Hypostomus luetkeni
Hypostomus luetkeni

Hypostomus luetkeni

Hypostomus macushi

Hypostomus nigromaculatus

Sem informacéao
Rio Parana, Rosario,
Argentina
Rio Parana, Rosario,
Argentina
Rio Parana, Rosario,

Argentina

S3o Paulo

Sem informagéo
Sem informacgao
Sem informacgao
Sem informacgao
Sem informacgao
Vazante do Agude
Orés, Ceara
Vazante do Agude
Orés, Ceara
Riacho Cruzado,
Lavras de Mangabeira
Rio Pampa, Nanuque
Rio Pampa, Nanuque
Rio Pampa, Nanuque

Rio Mucuri, Nanuque

Rio Baixo Nhamunda,
Para

Sao Paulo

Sem informacgéao

Bacia do Rio Parana

Bacia do Alto
Parana
Bacia do Alto
Parana
Bacia do Alto
Parana
Bacia do Alto
Parana
Bacia do Alto
Parana
Bacia do Alto
Parana
Sem informagéo
Sem informagéo
Sem informagéo
Sem informagéo
Sem informagéo
Bacia do Rio
Jaguaribe
Bacia do Rio
Jaguaribe
Bacia do Rio
Jaguaribe
Bacia do Rio Mucuri
Bacia do Rio Mucuri
Bacia do Rio Mucuri

Bacia do Rio Mucuri

Bacia do Rio
Amazonas
Bacia do Alto
Parana
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BOLD Espécie (Bold) Rio/Localidade Bacia Hidrografica
_ Bacia do Alto
FUPR571-09 Hypostomus nigromaculatus Sao Paulo i
Parana
_ Bacia do Alto
FUPR572-09 Hypostomus nigromaculatus Sao Paulo P i
arana

GBMIN132219-17
MNCE198-17

BNAF165-09

BNAF166-09

GBGCA9579-15
GBGCA6803-15
GBMIN121750-17
GBMIN126471-17
GBMIN132220-17
GBMIN97012-1

MNCE203-17

MNCE204-17

MNCE205-17

FUPR556-09

FUPR575-09

FUPR576-09

PDCAP253-14

PRP108-16

FUPR564-09

FUPR860-09

Hypostomus papariae Sem informagao Sem informagao

Hypostomus papariae Trairi Bacia do Rio Trairi
Pet Shop,Quebec City,
Hypostomus plecostomus
Canada
Pet Shop,Quebec City,
Hypostomus plecostomus
Canada

Hypostomus plecostomus
Hypostomus punctatus
Hypostomus pusarum
Hypostomus pusarum
Hypostomus pusarum

Hypostomus pusarum

Sem informacéao
Sem informacéao
Sem informacéao
Sem informacéao
Sem informacéao

Sem informagéo

Sem informagéao
Sem informagéao
Sem informagéao
Sem informagéao
Sem informagéao

Sem informagéo

Rio Paraiba, vazante

o Bacia do Rio
Hypostomus pusarum da barragem Epitacio .
Paraiba
Pessoa
Acude da ESEC do Bacia do Rio
Hypostomus pusarum ) ,
Serido, Serra Negra Piranhas-Acu
Acude da ESEC do Bacia do Rio
Hypostomus pusarum ) ,
Serido, Serra Negra Piranhas-Acu
] Bacia do Alto
Hypostomus regani i
Parana
. ) Bacia do Alto
Hypostomus regani Parang )
Parang
] Bacia do Alto
Hypostomus regani Parang )
Parang
) Rio Congonhas, Rio Bacia do Alto
Hypostomus regani o i
Tibagi Parang
) Rio Tibagi, Rio Bacia do Alto
Hypostomus regani i
Paranapanema Parang
o Bacia do Alto
Hypostomus strigaticeps )
Parana
Bacia do Alto

Hypostomus strigaticeps

Parana
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BOLD Espécie (Bold) Rio/Localidade Bacia Hidrografica

Bacia do Alto
FUPR868-09 Hypostomus strigaticeps i
Parana

Bacia do Alto
FUPR869-09 Hypostomus strigaticeps i
Parana

Bacia do Alto
FUPR879-09 Hypostomus strigaticeps i
Parana

Bacia do Alto
FUPR880-09 Hypostomus strigaticeps i
Parana

Bacia do Alto
FUPR976-09 Hypostomus strigaticeps Parana i
Parana

Bacia do Alto
FUPR977-09 Hypostomus strigaticeps Parana i
Parana

o ) B Bacia do Rio

GBGCA2797-13 Hypostomus strigaticeps Corrego Hortela
Paranapanema
Bacia do Rio
GBGCA2798-13 Hypostomus strigaticeps Corrego Hortela
Paranapanema

o Rio Congonhas, Rio Bacia do Alto
PDCAP254-14 Hypostomus strigaticeps o i
Tibagi Parana

Bacia do Alto
FUPR565-09 Hypostomus topavae Sé&o Paulo i
Parana

B Bacia do Alto
FUPR566-09 Hypostomus topavae Séo Paulo i
Parana

B Bacia do Alto
FUPR567-09 Hypostomus topavae Séo Paulo i
Parana

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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