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Resumo: Loricariidae é a maior familia de Siluriformes, com espécies amplamente
distribuidas na regido Neotropical. Pareiorhaphis hystrix apresenta ampla distribuicéo,
ocorrendo no alto e médio rio Uruguai e no rio Taquari, da bacia da Laguna dos Patos,
sul do Brasil. Analises prévias detectaram variacbes morfologicas ao longo da sua
distribuicdo e, dessa forma, este trabalho testou a coespecificidade nas varias areas de
ocorréncia. Foram utilizados espécimes de seis &reas da bacia do rio Uruguai: rio
Chapecd, rio Pelotas, rio ljui, rio Passo Fundo, médio rio Uruguai e rio Canoas; e trés na
bacia do rio Taquari: alto rio das Antas, médio rio das Antas e rio da Prata. Para a analise
morfoldgica, foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) para os dados meristicos
e uma analise de componentes principais (PCA) e discriminante linear (LDA) para dados
morfométricos. A analise molecular utilizou quatro genes mitocondriais (col, cytb, 16S e
12S), sendo analisadas as diversidades de nucleotideos e de haplétipos, a distancia
genética, a variancia molecular (AMOVA), a delimitacdo de possiveis espécies através
do método Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) e as relacGes filogenéticas por
inferéncia Bayesiana. Para dados meristicos, a ANOVA apresentou alguns valores
significativos (p<0,05) (por exemplo, nimero de dentes do pre-maxilar, nimero de dentes
do dentéario), sendo observado, de forma geral, uma diferenciacdo significativa entre as
duas bacias hidrograficas, com excecdo do rio Pelotas, que se mostrou mais relacionado
a bacia do Taquari. Para os dados morfométricos, a PCA indicou uma tendéncia de
sobreposicdo entre areas, enquanto a LDA separou as bacias do rio Taquari e do rio
Uruguai, com excecdo do rio Pelotas, que também ficou melhor agrupado as areas do
Taquari, sendo as medidas com maior poder discriminatério o comprimento do pedunculo
caudal (LDA1) e o comprimento do espinho anal (LDA2). Além disso, exemplares
adultos da bacia do Uruguai apresentaram pequenas placas sobre o cleitro, ausentes
naqueles do rio Taquari e Pelotas. Para os dados moleculares, o alinhamento de 2.518
pares de bases (genes concatenados), apontou uma diversidade nucleotidica inferior a
haplotipica, sugestivo de expansdo recente. A rede de haplétipos concatenada apresentou
maior diferenciacao entre as areas, com cada localidade portando haplétipos exclusivos e
ndo compartilhados, embora seja observado poucos passos mutacionais entre haplotipos.
AMOV A sugeriu estruturacdo genética (diferenciacdo entre as areas = 50,6%; Fst = 0,5*,
cytb), melhor observada pelos valores de Fst par-a-par. A analise de delimitagéo de
espécies por coalescéncia (GMYC) néo foi eficiente na separacdo interespecifica, tanto
para o col quanto para o cytb, e apesar de ambos sugerirem a presenca de distintas OTUS,
essa separacdo ndo é clara nas demais analises realizadas. As duas areas geneticamente
mais distintas nesse trabalho foram o rio Chapeco e o rio Passo Fundo. De forma geral,
os dados apontam para uma variacdo morfoldgica sutil por bacia hidrografica. Por sua
vez, as analises genéticas indicam uma leve estruturacdo populacional por area
geogréfica, mas ainda ndo ha diferenciacao suficiente entre os exemplares para sugerir
diferentes espécies. A analise conjunta dos dados morfolégicos e moleculares permite
concluir que Pareiorhaphis hystrix é composta por uma Unica espécie bioldgica.

Palavras-chave: Loriicariidae; Neoplecostominae; DNA; populacGes bioldgicas.
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Integrative taxonomy: Combining morphological and molecular data in the study
of Pareiorhaphis hystrix (Siluriformes, Loricariidae)

Abstract: Loricariidae is the largest family of Siluriformes, with species widely
distributed on the Neotropical Region. Pareiorhaphis hystrix presents a wide distribution
within the genus, occurring in the upper and middle Uruguay River and in the Taquari
River, in the Laguna dos Patos, southern Brazil. Morphological variations were detected
throughout the distribution of P. hystrix, and this work seeks to test the conspecificy in
the various occurrence areas. Specimens from six areas of the Uruguay River basin were
used: Chapecd, Pelotas, ljui, Passo Fundo, middle Uruguay and Canoas; and three in the
Taquari River basin: upper Antas, middle Antas, and Prata. A variance analysis
(ANOVA) was performed for the meristic data, and a Principal Component Analysis
(PCA) and a Linear Discriminant Analysis (LDA) for morphometric data. The molecular
analysis used four mitochondrial genes (col, cytb, 16S and 12S), analyzing nucleotide
diversity, haplotypes, genetic distance, molecular variance (AMOVA), and delimitation
of possible species through the “Generalized Mixed Yule Coalescent” (GMYC) method,
and the phylogenetic relationships through Bayesian inference. ANOVA presented some
significant values (p<0.05) (for example, number of premaxillary teeth, number of
dentary teeth), and a significant differentiation was observed between the hydrographic
basins, with the exception of the Pelotas River, more closely related to Taquari basin. The
PCA indicated a tendency of overlap between areas, while the LDA separated the basins
of Taquari River and the Uruguay River, with the exception of the Pelotas which was
grouped with the Taquari areas, being the measures with greater discriminatory power
the length of the caudal peduncle (LDAL) and anal-fin spine (LDAZ2). In addition, adult
specimens from the Uruguay River basin presented platelets on the abdomen, absent in
specimens from the Taquari and Pelotas rivers. The molecular data, with are alignment
of 2,518 base pairs (concatenated genes) indicated a nucleotide diversity lower than the
haplotypic diversity, suggestive of recent expansion. The concatenated haplotype
network points differentiation whitch is between areas, with each locality presenting
unique and non-shared haplotypes, although there were few mutational steps in general.
AMOVA indicated genetic structuring (differentiation between areas = 50.6%, Fst = 0.5
*, cytb), best observed by the pairwise Fst distance between areas. The coalescence-based
species delimitation analysis (GMYC) was not efficient for interspecific separation for
both col and cytb, although both suggested the presence of OTUS, this separation is not
clear. The two areas better genetically defined were the Chapecd and Passo Fundo rivers.
In general, the data suggest a subtle morphological variation by hydrographic basin, while
the genetic data indicates a weak population structuration by hydrographic areas, but still
insufficient for species differentiation between the areas. The joint analysis of
morphological and molecular the data allows to conclude that Pareiorhaphis hystrix is
composed of a single biological species.

Keywords: Loriicariidae; Neoplecostominae; DNA; natural populations.



1. Introducéo

1.1 Aspectos gerais sobre Loricariidae

A ictiofauna de agua doce neotropical apresenta a maior diversidade de peixes do
mundo (mais de 40%), com aproximadamente 5,4 mil espéecies distribuidas em cinco
grandes grupos: Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e
Perciformes (Py-Daniel, COX Fernandes, 2005; Nelson, 2006; Léveque et al., 2007; Reis
et al., 2016). Desses grupos, Siluriformes contém cerca de 10% do total das espécies de
peixes do mundo, sendo predominantemente de agua doce, com excecao de duas familias,
Ariidae e Plotosidae, representadas de forma geral, por espécies marinhas, mas também
podendo ser encontradas em aguas salobras, costeiras e em aguas doces (Nelson et al.,
2016). Segundo Nelson (2006) os Siluriformes s&o dominantes na América do Sul e
apresentam uma ampla distribuicdo mundial, sendo formado por um grupo extremamente
grande e diverso, com mais de 3.900 espécies em 39 familias (Fricke et al., 2019). A
diversidade de espécies dentro da ordem segue aumentando significativamente, com 1086
espécies descritas nos ultimos dez anos (Fricke et al., 2019).

Das familias de Siluriformes, Loricariidae possui a maior riqueza, com
aproximadamente 984 espécies validas atualmente (Fricke et al., 2019). Os peixes dessa
familia, conhecidos popularmente como cascudos, sdo amplamente distribuidos em agua
doce neotropical, do sul da Costa Rica, drenagem Pacifica, até o nordeste da Argentina,
com oito subfamilias reconhecidas atualmente (Isbriicker, 1980; Reis et al., 2016; Fricke
et al., 2019). Loricarideos apresentam uma cobertura de placas dsseas, cobertas de
pequenas estruturas dentarias extra-orais, em forma de espinho, chamadas de odontodeos,
além de labios modificados em um disco de sucgdo, que facilita a fixacdo desses peixes
em rochas/substratos (Armbruster, 2004; Py-Daniel, COX Fernandes, 2005).

Devido a importantes especializacbes morfoldgicas e ecologicas, os loricarideos
colonizaram os mais diversos tipos de ambientes, desde locais extremos, como riachos
andinos de aguas extremamente frias e velozes até grandes rios e pantanos costeiros,
sendo mais comumente encontrados sobre o fundo dos corpos d’agua, em areas com
correntezas e rochas (Bizerril, 1994; Ribeiro, 2006; Chiachio et al., 2008). Das oito
subfamilias de Loricariidae, trés apresentam baixo niUmero de espécies: Lithogeneinae (3
spp.), Rhinelepinae (6 spp.) e Delturinae (7 spp.); duas contém um namero moderado de

espécies: Hypoptopomatinae (58) e Neoplecostominae (61 spp.); e trés sdo ricas em
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espécies e bem distribuidas: Otothyrinae (124 spp.), Loricariinae (246 spp.) e
Hypostominae (477 spp.) (Fricke et al., 2019).

1.2 A Subfamilia Neoplecostominae e o género Pareiorhaphis

Neoplecostominae foi criada por Regan (1904) para alocar Neoplecostomus
granosus (Valenciennes, 1840). Atualmente, a subfamilia apresenta sete géneros
(Euryochus, Hirtella, Isbrueckerichthys, Kronichthys, Neoplecostomus, Pareiorhaphis e
Pareiorhina) (Pereira et al., 2007) e 61 espécies validas, sendo 22 descritas nos Ultimos
10 anos (Fricke et al., 2019). Segundo Pereira et al. (2007) e Pereira, Reis (2017) a
distribuicdo de Neoplecostominae é restrita as drenagens brasileiras, incluindo a maior
parte das drenagens costeiras atlanticas do rio Maquiné, no sul do Brasil, até o rio
Paraguacu na Bahia, nordeste do Brasil, além dos rios Jacui, Uruguai, Iguacu, Parana e
Sdo Francisco.

Pareiorhaphis (Miranda Ribeiro, 1918) foi retirado da sinonimia de
Hemipsilichthys (Eigenmann, 1889) por Pereira (2005) para melhor agrupar espécies
filogeneticamente distantes. O género foi recentemente demonstrado monofilético por
Pereira, Reis (2017), sendo o mais diverso de Neoplecostominae, com 26 espécies validas
(Fricke et al., 2019). Nos ultimos 10 anos, foram descritas oito novas especies para o
género (Fricke et al., 2019), garantindo assim, o aumento do conhecimento da sua
diversidade e ampliando sua area de distribuicdo no Brasil. Pareiorhaphis apresenta uma
grande variacdo morfologica, com espécies exibindo varia¢fes no tamanho do corpo, com
individuos de pequeno (P. nudula - 34 mm CP) a médio porte (P. azygolechis - 116 mm
CP), diferentes padrdes de colorido e manchas, de dimorfismo sexual, de natureza da
cobertura da cintura peitoral, de formas da cabeca, do focinho, da boca e outras distin¢des
morfométricas e meristicas comumente observaveis dentro do género (Pereira, 2005;
Pereira, Reis, 2017). Pereira et al. (2017) destacam que um padrdo relacionado ao
dimorfismo sexual encontrado em machos adultos e compartilhado por todas as espécies
do género é a presenca de odontddeos hipertrofiados. Estes odontdédeos cobrem a maior
parte da intumescéncia lateral da cabeca, opérculo e o espinho da nadadeira peitoral.

Pareiorhaphis hystrix (Pereira & Reis, 2002) (Figs. 1-2) foi descrita ha
aproximadamente duas décadas e seu nome “hystrix” vem do latim e refere-se a “porco-
espinho”, em alusdo ao aspecto espinhoso do seu focinho, comum em machos maduros.
Foi originalmente descrita do alto rio Pelotas (Fig. 3), sub-bacia do rio Uruguai, Rio

Grande do Sul e, posteriormente, teve sua distribuicdo ampliada na literatura, sendo hoje
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conhecida do alto e médio rio Uruguai e do rio Taquari. Sua distribuicdo ampla a
diferencia de outras espécies de Pareiorhaphis, que sdo mais restritas na regido sul, como
P. garapia Pereira, Lehmann, Schvambach & Reis, 2015, encontrada na drenagem do rio
Maquiné; P. vestigipinnis (Pereira & Reis, 1992) nas cabeceiras da bacia do rio Canoas;
e P. eurycephalus (Pereira & Reis, 2002) na bacia do alto rio Canoas.

Figura 1: Vista dorsal, lateral e ventral de Pareiorhaphis hystrix. MCP 48327, macho, 99,2 mm
CP. Médio rio das Antas, bacia do rio Taquari, S&o Francisco de Paula, Rio Grande do Sul.
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Figura 2: Vista dorsal, lateral e ventral de Pareiorhaphis hystrix. MCP 53241, fémea, 85,0 mm
CP. Rio Ponte Alta, tributério do rio Canoas, bacia do rio Uruguai, Santa Catarina.
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Figura 3: Hol6tipo de Pareiorhaphis hystrix, MCP 19779, macho, 110,2 mm CP. Arroio
tributario do rio dos Touros, bacia do rio Uruguai, Rio Grande do Sul. Extraido de Pereira, Reis
(2002).

1.3 Filogeografia

Segundo Avise (2000) a filogeografia pode ser considerada como uma Ciéncia
que visa estudar os principios e 0s processos que norteiam a distribuicdo geografica de
linhagens, de espécies e de taxons relacionados. Os peixes de agua doce, por exemplo,
costumam exibir uma estrutura filogeografica diferenciada, frequentemente associada a
mudancas de carater historico e ecoldégico no seu ambiente aquéatico, dependendo
diretamente de conexdes entre as bacias hidrogréaficas para dispersdo e aumento da sua
area de distribuicdo (Villwock, Tomazelli, 1995; Lévéque et al., 2008). Segundo Levéque
et al. (2008) a distribuicdo atual dos peixes de agua doce foi moldada por milhdes de
anos, considerando as mudancas no ciclo global da &gua. Eventos de especiagdo e
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extincdo foram associados a eventos climaticos e geoldgicos, proporcionando
oportunidades de migracdo e colonizacdo de novos habitats por diferentes espécies de
peixes. A origem das vérias linhagens da ictiofauna é relacionada ao Gondwana, e uma
grande diversificacdo neotropical moderna durante o periodo de 70 milhdes de anos,
desde o final do Cretaceo até o Mioceno, sendo a fauna de peixes neotropical
essencialmente moderna no final do Mioceno (Lévéque et al., 2008).

De modo geral, a drenagem da América do Sul se desenvolveu apds sua separacdo
da Africa, ha aproximadamente 100 milhdes de anos, durante o cretaceo inferior,
favorecendo assim, a evolucdo de um namero significativo de espécies endémicas, tanto
na América do Sul quanto na Africa (Villwock, Tomazelli, 1995; Albert, Reis, 2016). A
diversificada fauna de peixes de agua doce neotropical evoluiu sob influéncia de inimeras
mudancas geoldgicas e climaticas, envolvendo a formagdo/modificagdo nas bacias
hidrogréaficas e outras formacgdes de grande impacto. Adicionalmente, esta ictiofauna
evoluiu sob condigdes tropicais umidas, influenciada pelas mudancas no nivel do mar.
Esta ultima, exercendo importante papel na moderna composicdo da Planicie Costeira
Sul, com o desenvolvimento de lagoas e conexfes de rios anteriormente isolados
(Villwock, Tomazelli, 1995; Albert, Reis, 2011). Eventos tectdnicos globais, paisagens
regionais, caracteristicas ecoldgicas especificas (altitude, gradientes de riachos, chuvas,
temperaturas, cobertura florestal e quimica da dgua) também exerceram importante papel
nessa diversificacao (Villwock, Tomazelli, 1995; Albert, Reis, 2011; Reis et al., 2016).

Conhecer o passado historico de diferentes linhagens de peixes é de extrema
importancia para melhor entender a atual distribuicao das espécies neotropicais. Estudos
filogeogréaficos tém sido amplamente realizados com Loricariidae, visando compreender
os padrdes de distribuicdo atual das diferentes espécies da familia e de suas populacdes
(Chiachio et al., 2008; Carvalho et al., 2016; Lima et al., 2017, Collins et al., 2018).

1.3.1 As bacias hidrograficas do rio Taquari e Uruguai
Pareiorhaphis hystrix, encontrada na regido sul do Brasil nas bacias do rio
Uruguai e do rio Taquari, torna o entendimento de aspectos historicos da formacao dessas
bacias muito importante para a melhor compreensdo da sua historia evolutiva, assim
como da ictiofauna da regido. A bacia hidrografica do rio Taquari esta localizada a
nordeste do estado do Rio Grande do Sul, com area de 26.491 km2, abrangendo as
provincias geomorfoldgicas do Planalto Meridional e Depressdo Central (SEMA, 2018).

Esta sub-bacia € uma das principais da bacia da Laguna dos Patos, que é uma grande
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drenagem que flui para o Oceano Atlantico. A bacia hidrografica do rio Taquari, sob o
ponto de vista geoldgico, situa-se na parte oriental da bacia do rio Parang, e o rio das
Antas, seu rio principal situa-se na parte superior da bacia, flui de um alto platé basaltico
(800-1200 metros de altitude) por meio de vales profundamente incisos até terras baixas,
onde passa a ser chamado de rio Taquari (Becker et al., 2013). Os principais cursos de
agua desse sistema sdo: o rio das Antas, o rio Tainhas, o rio Lageado Grande, o rio
Humatad, o rio Carreiro, o rio Guaporé, o rio da Prata, o rio Forqueta, o rio Forquetinha e
o rio Taquari (FEPAM, 2018; SEMA, 2018).

Por sua vez, a bacia hidrografica do rio Uruguai faz parte da bacia do rio da Prata,
ocupando grande parte da area meridional do Brasil. Essa bacia apresenta leito rochoso
proveniente do derrame basaltico que levou a formacéo do Planalto Meridional do Brasil,
com a separacdo da Africa (Potter, 1997; Albert, Reis, 2011). Atualmente, a bacia do rio
Uruguai possui 2.200 km de extensdo e esta localizada na regido sul do Brasil (sul de
Santa Catarina e norte e oeste do Rio Grande do Sul), noroeste do Uruguai e nordeste da
Argentina, sendo o rio Uruguai formado pelo encontro do rio Pelotas com o rio Canoas.
As altitudes caem e se encontram 150 metros abaixo no trecho entre Sete Quedas e
Encarnacién, na Argentina (Almeida, 1956). Alguns rios apresentam importante
contribuicdo para essa bacia, sendo estes: rio do Peixe, Irani e rio Chapecé (margem
direita ou Catarinense), Apuaé, Forquilha, Passo Fundo, da Varzea e Guarita (afluentes
da margem esquerda ou gaucha) (ANA, 2018; SEMA, 2018).

1.3.2 O avanco molecular

Nos ultimos anos, estudos de cunho filogeograficos e filogenéticos garantiram a
melhor compreensdo da evolucdo interespecifica e intraespecifica da ictiofauna peixes,
nos seus mais diferenciados ambientes neotropicais (Piorski et al., 2008). Existem
inimeros estudos com a utilizacdo de hapldtipos de DNA mitocondrial, presente em
varias copias por célula, para resolucdo de problemas taxonémicos e para a melhor
compreensdo das relacdes filogenéticas, a nivel intraespecifico ou interespecifico em
peixes (Ponzetto et al., 2016; Ponzetto et al., 2017; Prizon et al., 2017; Magalhdes et al.,
2017; Souza-Shibatta et al., 2018).

Para Loricariidae 0 uso de marcadores genéticos apresenta grande importancia,
visto que a familia é representada por espécies que geralmente ndo migram. Dessa forma,
0 acumulo de diferencas genéticas entre suas populagfes acaba sendo facilmente

observavel com o uso de diferentes ferramentas moleculares. Além da facilidade de
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manipulacdo e de isolamento, o0 DNA mitocondrial apresenta varias caracteristicas
favoraveis que contribuem para o seu uso, como um grande nimero de copias por célula,
a heranca uniparental materna, a auséncia de recombinagdo e as altas taxas evolutivas,
quando comparado ao DNA nuclear (Avise, 1994; Avise, 2000; Calcagnotto, 2004). O
genoma mitocondrial é caracterizado como pequeno, tipicamente de tamanho ~15-20 kb,
onde a maioria dos animais apresentam 37 genes, dois para rRNAs, 13 para proteinas e
22 para tRNAs, enquanto o DNA nuclear codifica cerca de 100.000 diferentes genes
(Boore, 1999).

Um dos genes mitocondriais mais utilizado em estudos filogenéticos para
vertebrados é o Citocromo b (cytb), do qual é muito informativo para o entendimento de
relagdes filogenéticas em diferentes niveis taxondmicos. Provavelmente, o cytb é o gene
mitocondrial mais conhecido quanto a sua estrutura e funcdo (Meyer, 1994). Meyer
(1994) também destaca o sucesso do uso do cytb em estudos que envolvem questdes
ecoldgicas e evolutivas, comumente encontrados na literatura (Cramer et al., 2007; Porter
et al., 2007; Silva et al., 2016; D'Anatro, 2017; Collins et al., 2018).

Outro gene muito empregado em estudos filogenéticos é o Citocromo c oxidase |
(col), também utilizado para “DNA barcoding” (Silva, 2012). Segundo Hebert et al.
(2003a) esse gene é aparentemente um importante marcador molecular para codigo de
barras genético de animais, pois oferece a vantagem de ser espécie-especifico,
apresentando grande variabilidade entre diferentes espécies. Dessa forma, é um dos genes
mais utilizados para a identificacdo de novas espécies de peixes (Roxo et al., 2012;
Calegari et al., 2013; Cramer, Sousa, 2016; Guimardes et al., 2018).

1.4 Justificativa e hipdteses

Por causa da ampla distribuicdo e da coleta de espécimes de Pareiorhaphis hystrix
nos diferentes ambientes de ocorréncia no sul do Brasil, tém sido observadas variac6es
morfoldgicas importantes entre 0s espécimes que compde esta espécie. Essas variacdes
se ddo principalmente quanto a distribuicdo e ao tamanho dos odontdédeos encontrados
em machos maduros, podendo se mostrar desenvolvidos ou ndo, sobre o focinho e/ou
junto a intumescéncia lateral da cabeca; ao tamanho da intumescéncia da lateral da
cabeca; o padréo de colorido manchado caracteristico da espécie; a presenca de pequenas
placas abdominais sobre a cintura escapular. Ainda, possivelmente, h4 outras variacdes

entre os espécimes ainda ndo relatadas. A distribui¢do das variacoes, ainda ndo havia sido

-20-



investigada, assim, ndo estando definido se tratam apenas de varia¢Ges intraespecificas
ou se poderia ser indicio da presenca de diferentes espécies.

Espécies com uma grande distribuicdo geogréfica, como € o caso de P. hystrix,
mostram necessidade de estudos que possam detectar divergéncias intrapopulacionais
entre seus espécimes. Moritz et al. (2000) destacam que informacgdes acerca da
distribuicdo geografica, variagdes morfoldgicas, genéticas, dados ecoldgicos e histéria de
vida podem fornecer importantes dados sobre as relac@es entre as popula¢des bioldgicas,
assim como as linhagens histéricas e o tempo estimado de eventos de divergéncia entre
elas. A combinacdo de dados morfoldgicos com o uso de marcadores moleculares tem
tido uma aplicabilidade eficiente em estudos populacionais em peixes, € 0 seu uso pode
colaborar na diferenciacgéo e identificacdo de espécies cripticas, caso ocorram e sejam de
dificil identificagdo morfologica (Prizon et al., 2017; Souza-Shibatta et al., 2018).

Dessa forma, com o avanco da genética de populacbes e 0 uso do DNA
mitocondrial, esse estudo se torna muito importante para revisdo taxonémica de
espécimes de P. hystrix, distribuidos ao longo das sub-bacias do rio Uruguai e do rio
Taquari. No geral, os trabalhos que envolvem espécies do género sao descritivos, focando
apenas na descricdo morfoldgica de novas espécies (Pereira et al., 2012; Pereira, Zanata,
2014; Pereira et al., 2015; Pereira et al., 2016; Pereira et al., 2017; Pereira et al., 2018).
Para P. hystrix, sdo observados principalmente estudos filogenéticos considerando sua
posicao dentro de Loricariidae e de Neoplecostominae (Pereira, 2005; Pereira, Reis, 2017,
dentre outros), e ha apenas um estudo de cunho ecoldgico, tratando de aspectos
especificos referentes a sua dieta (Dias, Fialho, 2011).

O uso da taxonomia integrativa, comumente empregada no estudo de diferentes
espécies, busca utilizar um grande numero de caracteres, incluindo tanto dados
moleculares como também diferentes dados morfologicos, para assim descobrir,
identificar e delimitar espécies e taxons naturais, superando a variacdo de caracteres
sobrepostos em um sistema de caracteres especifico (Will et al., 2005; Yeates et al., 2010).
O uso conjunto de diferentes dados morfolégicos e moleculares ainda foram pouco
explorados no género Pareiorhaphis (Lima et al., 2017), o que reforca a importancia do
presente trabalho.

Assim, a hipotese a ser testada neste trabalho é a coespecificidade dos espécimes
de P. hystrix nas diferentes areas de ocorréncia no sul do Brasil, sendo a hipétese nula
que P. hystrix constitui uma unica espécie bioldgica, enquanto a hipdtese alternativa é

que P. hystrix pode agregar diferentes espécies bioldgicas cripticas. E esperado que
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através de diferentes analises morfoldgicas e moleculares, sejam constatadas variagcdes
significativas entre espécimes de diferentes areas geograficas, de forma a indicar a
ocorréncia de divergéncia e especiacdo biologica entre eles, e assim, a presenca de
diferentes espécies.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo geral
Revisdo taxonémica de espécimes de Pareiorhaphis hystrix nas areas de
ocorréncia, nas bacias do rio Uruguai e do rio Taquari, sul do Brasil.

1.5.2 Objetivos especificos
1. Comparar e analisar os espécimes morfométrica e meristicamente;
2. Comparar e analisar 0s espécimes geneticamente, através de quatro marcadores
mitocondriais;
3. Analisar a estruturacdo populacional dos espécimes de acordo com suas areas de
ocorréncia;
4. Descrever possiveis variacdes intraespecificas ou novos taxons detectados nas

analises.

2. Material e métodos

2.1 Localidade e disponibilidade de material

O projeto foi realizado no Laboratério de Sistematica de Vertebrados, no Museu
de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS, municipio de Porto Alegre, estado do Rio Grande
do Sul. Foram selecionados e utilizados exemplares e amostras de tecidos de
Pareiorhaphis hystrix, pertencentes as colecdes de peixes da PUCRS, UFRGS e
UNISINOS. Também foi realizada uma coleta de material no més de janeiro de 2018,
para amostragem de espécimes e tecidos faltantes em determinadas areas de ocorréncia.

O numero de espécimes utilizados para analise morfolégica e molecular sdo
destacados na Tabela 1. Os exemplares em alcool foram selecionados para a analise
morfométrica com base no seu comprimento padrdo, sendo considerados somente
exemplares adultos, acima de 70 mm, ja que analises prévias mostraram uma

estabilizacdo quanto a variac6es na forma a partir desse tamanho. No entanto, algumas
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areas apresentaram baixa abundancia de espécimes maiores, sendo entdo utilizados

alguns exemplares acima de 60 mm. Nove areas geograficas foram definidas (Fig. 4),

considerando a abundancia e disponibilidade dos lotes. As nove areas analisadas foram

Tabela 1: Areas, bacias, nimero de lotes, nimero de exemplares e de tecidos analisados de

Pareiorhaphis hystrix.

. [¢] [ [

Areas Bacias ’I\Iotgs exemptljaeres tglciccjigs
alto rio das Antas Taquari 21 34 8
meédio rio das Antas Taquari 15 25 5
rio da Prata Taquari 12 25 5
rio Chapeco Uruguai 6 14 5
rio Pelotas Uruguai 21 25 5
rio ljui Uruguai 18 26 4
rio Passo Fundo Uruguai 10 16 5
médio rio Uruguai Uruguai 13 22 5
rio Canoas Uruguai 3 24 5

QO alto rio das Antas
@ médio rio das Antas
@ rio da Prata
@ rio Chapeco
@ rio Pelotas
@ rio ljui
@ rio Passo Fundo
O médio rio Uruguai
@ rio Canoas
< Vetores médios
Grupo externo:
& Pareiorhaphis azygolechis
& Pareiorhaphis steindachneri
@ Pareiorhaphis vestigipinnis

Figura 4: Pontos de amostragens de Pareiorhaphis hystrix e do grupo externo de Pareiorhaphis
utilizado, considerando materiais em alcool e tecidos das cole¢Bes do Museu de Ciéncias e
Tecnologia da PUCRS, UFRGS e UNISINOS. Cada circulo representa um lote proveniente de
uma area especifica; losangos representam o grupo externo. Mapa: QGIS 2.1.

as seguintes: trés pertencentes a bacia do rio Taquari, 1) alto rio das Antas (calha principal

e pequenos arroios afluentes); 2) médio rio das Antas (calha principal e pequenos arroios

afluentes); 3) rio da Prata (tributario do rio das Antas); e seis pertencentes a bacia do rio

Uruguai, 4) rio Chapec6 (afluente do alto rio Uruguai); 5) rio Pelotas (afluente do alto rio




Uruguai); 6) rio ljui (afluente do médio rio Uruguai); 7) rio Passo Fundo (afluente do alto
rio Uruguai); 8) médio rio Uruguai (calha principal e pequenos rios afluentes); e 9) rio
Canoas (afluente do alto rio Uruguai).

2.2 Anélise Morfoldgica

As observacdes e analises morfologicas dos exemplares foram realizadas em
espécimes previamente fixados em formalina 10% e preservados em etanol 70%. Foram
analisadas as variagcdes nos odontddeos de machos, na regido anterior, junto ao focinho,
e sobre a lateral da cabeca, assim como 0s odontédeos sobre o espinho da nadadeira
peitoral. Padrdes de colorido também foram avaliados em espécimes das nove areas,
mantidos submersos em alcool para melhor visualizagéo.

A anatomia do esqueleto dos espécimes também foi analisada, utilizando o amplo
material diafanizado disponivel. O processo de diafanizacdo e coloragdo de 0ssos e
cartilagens segue a técnica de Taylor, Van Dyke (1985), no qual cada exemplar é
processado por digestdo enzimatica com tripsina, levando ao clareamento dos tecidos, e
coloracdo de ossos com alizarina e cartilagens com azul de alcian. A nomenclatura
osteoldgica seguiu Schaefer (1987), exceto para o parieto-supra-occipital em vez de
supra-occipital, como sugerido por Arratia (2003), e pter6tico composto em vez de
pterdtico-supracleitro, como usado por Aquino, Schaefer (2002).

Com o auxilio do microscopio estereoscopio foi feito o levantamento dos dados
meristicos, e com paquimetro digital (precisdo de 0,1 mm) foi feito o levantamento de
dados morfométricos. As contagens e medidas foram feitas segundo Pereira et al. (2007),
sendo as medidas expressas em porcentagem do comprimento padrdo, enquanto as da
regido cefalica, expressas em porcentagens do comprimento da cabeca.

Os espécimes de P. hystrix provenientes das diferentes areas das bacias do
Uruguai e do Taquari foram comparados e analisados morfometricamente e
meristicamente entre si. Essa comparacdo foi realizada através de uma analise estatistica
dos valores das proporcdes corporais e das contagens, sendo apresentados os valores
minimo, maximo, média e desvio padrdo para cada area geografica.

Os dados meristicos foram avaliados através do teste estatistico univariado
ANOVA (Analysis of variance) no software PAST v3.12 (Palaeontological Statistics,
Hammer et al., 2001), buscando comparar as diferentes médias obtidas. ANOVA nao
destaca quais grupos diferem entre si, dessa forma, também foi utilizado o Teste de

Tukey. O box plot das contagens foi construido com o PAST.
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As regressdes de poténcia (y = a.CPP), onde CP = comprimento padréo, foram
aplicadas a dados agregados dos espécimes de Pareiorhaphis hystrix das diferentes areas,
para converter cada medida em residuo, visando eliminar o viés do tamanho individual e
do padrédo de crescimento alométrico, comum em peixes. As regressoes foram realizadas
por meio de regressdo ndo-linear no programa SPSS v22.0, utilizando o algoritmo de
Levenberg-Marquardt (Moré, 2006), buscando eliminar o viés da transformagdo de log.
Posteriormente, os espécimes foram comparados morfometricamente, através de analises
multivariadas, PCA (Principal Component Analysis) e da LDA (Discriminant analysis),
utilizando o software PAST e 0s residuos obtidos anteriormente.

2.3 Anélise Molecular
2.3.1 Extracéo, amplificacéo e sequenciamento do DNA

Através dos tecidos obtidos ou ja disponiveis (Tab. 1) mantidos em alcool 99%,
foi feita a extracdo de DNA, com o uso de kit comercial de extracdo de DNA total DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. As amplificacGes de
DNA foram feitas pela técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction), para os seguintes
genes mitocondriais: Cytochrome ¢ oxidase subunit I (col), Cytochrome b (cytb), 16S e
12S. Estes fragmentos foram amplificados usando primers previamente publicados e
disponiveis (Tab. 2). As amplificagdes foram realizadas em um volume de 12,5 ul de
Master Mix, com um volume de concentracdo de 1,25 ul para cada primer (Foward e
Reverse) e 6,0 ul de agua Mili-Q, totalizando 23 ul. Foram utilizados 2 ul do DNA de

cada amostra para a amplificacdo, completando 25 ul de reacéo final.

2.3.1.1 Gene col

As condicdes do ciclo da PCR para o gene col (Primer LCOI490 e HCO2198)
incluiram: desnaturacdo inicial de 94°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacao
de 95°C por 30 s, anelamento 50°C, 48°C, 46°C, 44°C, 42°C e 40°C com 20 s para cada
extremidade e 5 s para as intermediarias, extensao de 72°C por 2 min e extensdo final de
72°C por 10 min. Para o gene col (Primer VF2_t1, Fish F2_t1, Fish R2_tl1 e FR1d t1):
desnaturacdo inicial de 94°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo de 94°C
por 30 s, anelamento 50°C, 48°C, 46°C, 44°C, 42°C e 40°C com 20 s para cada
extremidade e 5 s para as intermediarias, extensao de 72°C por 2 min e extensao final de
72°C por 10 min. Para o gene col (Primer LCO 1490 e HCO 2198): desnaturacgéo inicial

de 94°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo de 95°C por 30 s, anelamento
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50°C, 48°C, 46°C, 44°C, 42°C e 40°C com 20 s para cada extremidade e 5 s para as

intermediérias, extensdo de 72°C por 1,5min e extensdo final de 72°C por 10 min.

2.3.1.2 Gene cytb
Para o cytb, os ciclos da PCR apresentaram: desnaturacao inicial 94°C por 2 min,
seguido por 35 ciclos de desnaturagdo de 94°C por 30 s, anelamento em 57°C, 55°C e
53°C com 20 s para cada, extensdo de 72°C por 1,5 min e extensdo final de 72°C por 10
min.
2.3.1.3 Gene 16S
Para 0 gene 16S, as condi¢des dos ciclos da PCR incluiram: desnaturacao inicial
de 94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo de 94°C por 30 s, anelamento
de 48 e/ou 40°C dependendo da area analisada durante 20 s, extensdo de 72°C por 60 s e

extens&o final de 72°C por 10 min.

2.3.1.4 Gene 12S
Para 0 gene 12S, as condicGes dos ciclos da PCR incluiram: desnaturacéo inicial
de 94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo de 95°C por 30 s, anelamento
52°C, 50°C e 48°C com 20 s para cada, extensdo de 72°C por 80 s e extensdo final de 72°C
por 10 min. Em todos os procedimentos foram utilizados os controles negativos,

apresentando todos os elementos da mistura da reacdo, com excecdo do DNA.

2.3.2 P6s-PCR
Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose,

corados com Gelred e foto-documentados, para verificar e registrar a qualidade de
amplificacdo do DNA antes do envio para o0 sequenciamento. Posteriormente, as placas
com os produtos da PCR foram enviadas para a empresa Funcional Bioscience, nos
Estados Unidos, para o processo de purificacdo dos produtos da PCR e o seu
sequenciamento.

Com as sequéncias disponiveis, o software Geneious R8 6.0.5 (Kearse et al.,
2012) foi utilizado para a edicdo e obtencdo da sequéncia consenso e o alinhamento
automatico (col, cytb), utilizando o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). O software SATE
v2, foi utilizado para o alinhamento dos genes 16S e 12S, também utilizando o algoritmo

MUSCLE. Posteriormente, as sequéncias dos quatro genes mitocondriais foram
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concatenadas no Geneious. As sequéncias obtidas de Pareiorhaphis hystrix e do grupo

externo serdo disponibilizadas no GenBank do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Tabela 2: Regido e tamanho de cada gene mitocondrial amplificado, nome do primer utilizado
e sua respectiva sequéncia foward e reverse.

Regido e
tamanho Primer Referéncia Sequéncia do primer (Forward e reverse)
do fragmento
col rRNA (447-  LCOI490 Hebert et al. 5TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’
658 bp) HCO2198 (2003b) 5'GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’
VF2_t1 5TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACAAA
GACATTGGCAC-3’
col Fish F2_t1 Ward et al. 5TGTAAAACGACGGCCAGTCGACTAATCATAAG
COCKTAILS (2005); Ivanova ATATCGGCAC-3’
(447-655bp)  Fish R2_t1 etal. (2007)  5'CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGTGCCG
AAGAATCAGAA-3’
FR1d_t1 5'CAGGAAACAGCTATGACACCTCAGGGTGTCC
GAARAAYCARAA-3’
col L6252 Melo et al. 5'- AAG GCG GGG AAA GCC CCG GCA G -3’
(447-650 bp) H7271 (2011) 5-TCC TAT GTA GCC GAATGG TTCTTT T -3’
cytb cytbFa Lujan et al. 5-TCCCACCCGGACTCTAACCGA-3’
(843-1150 bp)  cytbRa (2015) 5-CCGGATTACAAGACCGGCGCT-3’
16S rRNA 16Sar Adaptadode  5-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’
(453-700 bp) 16Sbr Luégg 195t)a'- 5CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’
12S rRNA Phe-L941 Roxo et al. 5-AAA TCA AAG CAT AAC ACT GAA GAT G-3’
(775-900 bp)  Val-H2010 (2012) 5-CCA ATT TGC ATG GAT GTC TTC TCG G-3’

2.3.3 Testes moleculares

Os quatro genes mitocondriais sequenciados nesse estudo (col, cytb, 16S, 12S)
foram utilizados para célculos dos parametros de diversidade genética: nimero de sitios
polimérficos (s), 0 numero de haplétipos (n), a diversidade haplotipica (hd), a diversidade
nucleotidica (n), e 0s desvios padrdo, atraves do programa Arlequin v3.5 (Excoffier,
Lischer, 2010). O programa Network v5.3 foi utilizado para construcdo de rede de
haplotipos, utilizando o algoritmo median-joining que identifica os hapl6tipos mais
proximamente relacionados, com o critério de parcimdnia e favorecendo conexdes mais
curtas (Bandelt et al., 1999). Segundo Bandelt et al. (1999) o método utiliza “median

vectors (mv)”, que representam sequéncias consenso, podendo ser interpretadas como
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sequéncias que ndo foram amostradas no estudo ou ainda, possiveis sequéncias ancestrais
extintas.

O conjunto dos genes concatenados foi utilizado para o desenvolvimento de uma
matriz de distancia genética, calculada no software MEGA v6 (Tamura et al., 2013),
através do melhor modelo determinado para os dados - Tamura Nei (TN93) - e o0s erros
padrdo foram estimados em 10.000 iteracdes de bootstrap. Também foi construida uma
matriz de distancia genética individual para o gene col, considerando que € um gene muito
utilizado em peixes para delimitacéo a nivel de espécie.

Por fim, para a realizacdo da analise filogenética - através do método de inferéncia
Bayesiana (BI), o software Partition Finder v1.1.1 (Lanfear et al., 2012) foi utilizado na
determinacdo de modelos especificos de cddon de evolugcdo molecular, para cada gene
mitocondrial (col, cyth, 16S, 12S) sob o Critério de Informacdo Bayesiana (BIC). Os
seguintes modelos foram selecionados: col, posi¢cdo um (JC), posicéo dois (F81), posicdo
trés (TrN+G); cytb, posicdo um (K80+1), posicao dois (HKY), posicéo trés (TrN+G); 16S
(HKY+I) e 12S (TrNef). Analises preliminares foram testadas com o programa MrBayes
v3.2.6, buscando verificar possiveis erros no script montado e sua correcdo (Ronquist et
al., 2012). Posteriormente, por meio do cluster de supercomputacdo CIPRES
(http://www.phylo.org/index.php; Miller et al., 2010), foi realizada a analise Bayesiana,
com o programa MrBayes v3.2.6 (Ronquist et al., 2012). A inferéncia Bayesiana permite
a construcado de arvores genéticas, facilitando a melhor compreenséo das diferentes areas
estudadas. Foram selecionadas trés espécies de Pareiorhaphis como grupo externo: P.
vestigipinnis, P. steindachneri (Miranda Ribeiro, 1918) e P. azygolechis (Pereira, Reis,
2002). MrBayes foi configurado para correr 100 milhdes de geracdes usando quatro
cadeias (nchain = 4), duas corridas paralelas, amostragem a cada 1000 arvores com 0s
primeiros 25% de arvores sendo descartadas.

A delimitacdo de possiveis novas espécies foi testada através do modelo General
Mixed Yule Coalescent (GMYC), disponivel no servidor GMYC (https://species.h-
its.org/gmyc; Zhang et al., 2013). GMYC consiste em um método para delimitacdo de
espécies que evoluem independentemente, onde as mutacdes que surgem em uma espécie
ndo podem se espalhar rapidamente para outra. Ainda, sdo modelados a especiacdo e
eventos de ramificacdo, inferindo o ponto de transicéo entre as taxas de ramificagéo inter
e intraespecifica em uma arvore ultramétrica calibrada no tempo (De Queiroz, 2007;

Fujisawa, Barraclough, 2013).
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A éarvore de coalescéncia foi criada por inferéncia Bayesiana, para dois genes
individualmente (cytb e col). Foi considerado o modelo HKY para todas as posi¢oes, com
um relégio molecular relaxado (relaxed clock log normal), usando uma distribuicéo de
tempo lognormal e nascimento-morte (birth death model). Esses parametros foram
configurados no programa BEAUTI v2 e a analise foi realizada no BEAST v2 (Bouckaert
et al., 2014). O BEAST foi programado para rodar 100 milhGes de gerag¢des, amostrando
a cada 1.000 arvores. Um tamanho de amostra efetivo (ESS) para todas as métricas foi
verificado no software Tracer v1.7 (Rambaut et al., 2018), e por fim, o TreeAnnotator
(Rambaut, Drummond, 2015) foi utilizado para construir uma arvore consenso, com 10%
das arvores descartadas. Para executar a andlise no servidor online, a arvore gerada no
TreeAnnotator foi convertida no formato Newick, com a utilizag&o do software R v.3 (R
Development Core Team, 2017).

A estruturagdo populacional e a diferenciagdo genética em diferentes escalas
geogréficas foram investigadas usando a estatistica F de Wright (1965), coma AMOVA
(Analysis of Molecular Variance) (Excoffier et al., 1992), considerando a distancia entre
os haplotipos, para os genes cytb e o col. AMOVA testa a heterogeneidade genética em
diferentes escalas: entre/dentro de diferentes populacdes e entre grupos, considerando
estruturas populacionais pré-definidas (Wright, 1965). O Fsrt foi baseado em 10.000
permutacOes, através do programa Arlequin. Também foi construida uma matriz de
distancia genética, baseada nos valores de comparacao de Fst par-a-par, entre as nove

areas geograéficas.

2.4 Lista de material analisado

Bacia do rio Taquari: alto rio das Antas: Brasil: MCP 53197, 2 em alcool, 2 tecidos, 2 tecidos
analisados, rio das Antas, foz das Trutas, Sdo José dos Ausentes, Rio Grande do Sul (28°47'04"S
49°58'57"0). MCP 35069, 12 em alcool, 2 analisados, 77,1-89,7 mm SL, afluente do rio Taquari,
S&o José dos Ausentes, Rio Grande do Sul (28°47'03"S 49°58'57"0). UFRGS 8910, 22 em alcool,
3 analisados, 73,5-84,9 mm SL, rio das Antas, Sdo José dos Ausentes, Rio Grande do Sul
(28°47'01"S 49°58'57"0). UFRGS 8911, 39 em alcool, 2 analisados, 78,2-79,3 mm SL, rio das
Antas, Sdo José dos Ausentes, Rio Grande do Sul (28°47'01"S 49°58'56"0). MCP 25666, 5 em
alcool, 2 analisados, 80,7-90,7 mm SL, rio das Antas, vale das trutas, Sdo José dos Ausentes, Rio
Grande do Sul (=28°47'00"S =49°59'00"0). MCP 25668, 9 em alcool, 5 analisados, 76,5-91,7
mm SL, rio das Antas, Sdo José dos Ausentes, Rio Grande do Sul (28°47'00"S 49°59'00"0). MCP
35068, 13 em alcool, 2 analisados, 76,5-77,4 mm SL, afluente do rio das Antas, Sdo José dos
Ausentes, Rio Grande do Sul (28°48'36"S 49°59'37"0). UFRGS 21850, 2 em alcool, 1 analisado,
82,9 mm SL, arroio S&o Gongalo, afluente do rio das Antas, Sdo José dos Ausentes, Rio Grande
do Sul (28°52'09"S 50°01'14"0). UNISINOS 53, 1 tecido, 1 tecido analisado, arroio Perdizes,
Cambara do Sul, Rio Grande do Sul (29°09'25"S 50°03'06"0). UNISINOS 97, 1 tecido, 1 tecido
analisado, Ponte Guarita, Cambara do Sul, Rio Grande do Sul (29°09'25"S 50°03'06"0). MCP
50156, 6 em alcool, 3 analisados, 73,3-99,9 mm SL, drenagem do rio das Antas, Cambara do Sul,
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Rio Grande do Sul (28°52'12"S 50°01'13"0). UNISINOS 2368, 19 em &lcool, 1 analisado, 98,1
mm SL, rio Camisas, Cambara do Sul, Rio Grande do Sul (29°06'14"S 50°07'40"O). MCP
53186, 28 em alcool, 3 analisados, 75,2, 95,4 mm SL, 1 tecido, 1 tecido analisado, riacho afluente
do rio Camisas, Cambara do Sul, Rio Grande do Sul (29°10'46"S 50°08'13"0). UNISINOS 842,
16 em alcool, 1 analisado, 89,1 mm SL, rio Camisas, Cambara do Sul, Rio Grande do Sul
(29°10'45"S 50°08'13"0). UNISINOS 2579, 6 em alcool, 1 analisado, 87,2 mm SL, rio
Camisas, Cambara do Sul, Rio Grande do Sul (29°06'04"S 50°06'50"0). MCP 53190, 24 em
alcool, 3 analisados, 65,4-88,6 mm SL, arroio Baia Branco, afluente do rio das Antas, Tainhas,
Rio Grande do Sul (29°12'34"S 50°14'19"0). MCP 50093, 3 em alcool, 3 tecidos, 1 tecido
analisado, arroio Baio Branco, Tainhas, Rio Grande do Sul (29°12'32"S 50°14'17"0). MCP
41308, 19 em alcool, 1 analisado, 71,8 mm SL, rio Contendas, Tainhas, Rio Grande do Sul
(29°16'43"S 50°14'41"0). MCP 48714, 3 em alcool, 3 tecidos, 1 tecido analisado, rio Contendas,
Tainhas, Rio Grande do Sul (29°16'56"S 50°22'60"0). MCP 53185, 5 em lcool, 1 analisado,
83,0 mm SL, riacho afluente do rio Tainhas, Tainhas, Rio Grande do Sul (29°15'03"S
50°16'42"0). MCP 53187, 19 em alcool, 2 analisados, 69,4-69,8 mm SL, 3 tecidos, 1 tecido
analisado, arroio Ribeirdo, afluente do rio das Antas, Tainhas, Rio Grande do Sul (29°14'02"S
50°22'30"0). MCP 22346, 15 em alcool, 1 analisado, 70,4 mm SL, arroio Ribeirdo, rota do Sol,
Tainhas, Rio Grande do Sul (29°13'57"S 50°22'33"0). Médio rio das Antas: Brasil: MCP 53200,
23 em alcool, 2 analisados, 73,2-75,0 mm SL, 2 tecidos, 1 tecido analisado, arroio Barreiro, Bom
Jesus, Rio Grande do Sul (28°46'49"S 50°28'48"0). MCP 22793, 78 em alcool, 4 analisados,
78,2-82,2 mm SL, arroio Barreiro, Bom Jesus, Rio Grande do Sul (28°46'48"S 50°28'48"0). MCP
53184, 17 em éalcool, 1 analisado, 76,6 mm SL, 5 tecidos, 1 tecido analisado, arroio Sdo Tomé,
afluente do rio das Antas, Lageado Grande, Rio Grande do Sul (29°02'21"S 50°34'09"O). MCP
50159, 17 em alcool, 3 analisados, 70,1-82,4 mm SL, 6 tecidos, 2 analisados, ponte na RS 476,
entre Lageado Grande e Bom Jesus, Rio Grande do Sul (29°02'21"S 50°34'08"0). MCP 22351,
1 em alcool, 1 analisado, 82,5 mm SL, rio Lageado Grande, Lageado Grande, Rio Grande do Sul
(29°05'34"S 50°37'30"0). MCP 48729, 3 em alcool, 2 analisados, 80,3-87,5 mm SL, arroio Buriti
junto a foz do arroio Porto Morto, Lageado Grande, Rio Grande do Sul (29°05'35"S 50°37'32"0).
MCP 50107, 1 em alcool, 1 tecido, 1 tecido analisado, estrada RS-476, Lageado Grande, Rio
Grande do Sul (29°54'35"S 50°374'32"0). MCP 42786, 64 em alcool, 4 analisados, 70,1-76,6 mm
SL, arroio Governador, bacia do rio das Antas, Bom Jesus, Rio Grande do Sul (28°44'02"S
50°40'42"0). MCP 48711, 40 em alcool, 8 tecidos, 1 tecido analisado, arroio Governador, Bom
Jesus, Rio Grande do Sul (28°44'24"S 50°40'43"0). MCP 43972, 20 em élcool, 1 analisado, 103,5
mm SL, arroio Governador, bacia do rio das Antas, Bom Jesus, Rio Grande do Sul (28°44'23"S
50°40'42"0). MCP 43343, 24 em alcool, 3 analisados, 76,5-87,4 mm SL, arroio Governador,
bacia do rio das Antas, Bom Jesus, Rio Grande do Sul (28°44'23"S 50°40'42"0). MCP 42792, 32
em alcool, 1 analisado, 70,1, arroio Governador, bacia do rio das Antas, Bom Jesus, Rio Grande
do Sul (28°47'42"S 50°42'18"0). MCP 48327, 1 em alcool, 1 analisado, 99,2 mm SL, rio Séo
Tomé, bacia do rio das Antas, Sdo Francisco de Paula, Rio Grande do Sul (28°48°59"S
50°46°31"0). MCP 32405, 24 em é&lcool, 1 analisado, 78,8 mm SL, arroio Sdo Tomé, tributario
do rio das Antas, Sdo Francisco de Paula, Rio Grande do Sul (29°02'19"S 50°34'07"0). MCP
43518, 1 em alcool, 1 analisado, 90,5 mm SL, drenagem Jacui, corrego Serra Negra, Rio Grande
do Sul (28°56'33"S 51°14'12"0). Rio da Prata: Brasil: MCP 22787, 24 em &lcool, 7 analisados,
73,0-99,2 mm SL, arroio Espeto/rio dos Soares, Muitos Capdes, Rio Grande do Sul (28°23'26"S
51°03'22"0). MCP 35066, 6 em alcool, 1 analisado, 75,7 mm SL, arroio Espeto/ rio dos Soares,
Muitos Capdes, Rio Grande do Sul (28°23'26"S 51°03'22"0). MCP 49481, 28 em élcool, 1
analisado, 66,5 mm SL, 1 tecido, 1 tecido analisado, rio Tavoca, Muitos Capdes, Rio Grande do
Sul (28°21'53"S 51°17'53"0). MCP 22799, 58 em alcool, 2 analisados, 78,6-99,0 mm SL, arroio
afluente do rio Taquari, Muitos Capdes, Rio Grande do Sul (28°21'51"S 51°17'563"0). MCP
49470, 2 em &lcool, 1 tecido, 1 tecido analisado, arroio Carazinho, Lagoa Vermelha, Rio Grande
do Sul (28°16'26"S 51°28'07"0). MCP 22788, 1 em alcool, 1 analisado, 75,9 mm SL, arroio
Carazinho, Lagoa Vermelha, Rio Grande do Sul (28°17'36"S 51°24'42"0). MCP 49497, 11 em
alcool, 3 analisados, 71,5-78,5 mm SL, ponte na RS-470 em Santo Antdnio do Turvo, Lagoa
Vermelha, Rio Grande do Sul (28°24'19"S 51°29'25"0). MCP 35054, 16 em alcool, 4 analisados,
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71,0-94,4 mm SL, rio Turvo, Rio Grande do Sul (28°24'19"S 51°29'25"0). MCP 49478, 16 em
alcool, 1 analisado, 71,8 mm SL, 1 tecido, 1 tecido analisado, Ponte BR-470 entre Laranjal-Turvo,
Turvo, Rio Grande do Sul (28°25'52"S 51°29'39"0). MCP 35053, 17 em alcool, 1 analisado, 70,1
mm SL, arroio Herval, Guabiju, Rio Grande do Sul (28°39'35"S 51°37'5"0). MCP 50356, 5 em
alcool, 2 analisados, 88,4-94,3 mm SL, 3 tecidos, 1 tecido analisado, arroio na estrada, André da
Rocha, Rio Grande do Sul (28°39'34"S 51°37'04"0). MCP 49485, 20 em alcool, 2 analisados,
78,6-96,0 mm SL, 1 tecido, 1 tecido analisado, arroio sob a ponte da RS-355, Vila Flores, Rio
Grande do Sul (28°52'48"S 51°35'19"0). Bacia do rio Uruguai: rio Pelotas: Brasil: MCP 22348,
13 em alcool, 1 analisado, 84,2 mm SL, rio Tambezinho, Bom Jardim da Serra, Santa Catarina
(28°13'45"S 49°36'03"0). MCP 22350, 11 em alcool, 1 analisado, 70,2 mm SL, rio Cachoeira,
Bom Jardim da Serra, Santa Catarina (28°18'26"S 49°37'02"0). MCP 22347, 17 em alcool, 1
analisado, 71,7 mm SL, rio Barrinha, Bom Jardim da Serra, Santa Catarina (28°20'15"S
49°37'49"0). MCP 22345, 6 em alcool, 1 analisado, 72,3 mm SL, rio Capivaras, Bom Jardim da
Serra, Santa Catarina (28°24'21"S 49°38'26"0). UFRGS 8152, 3 em alcool, 1 analisado, 88,3 mm
SL, rio Capivaras, bacia do rio Pelotas, Bom Jardim da Serra, Santa Catarina (28°24'20"S
49°38'26"0). UFRGS 7134, 1 em alcool, 1 analisado, 98,2 mm SL, arroio Lajeadinho, Bom
Jardim da Serra, Rio Grande do Sul (28°28'46"S 49°43'20"0). MCP 22340, 23 em alcool, 1
analisado, 78,2 mm SL, arroio afluente do rio Lava-Tudo, Urubici, Santa Catarina (28°08'14"S
49°38'55"0). UFRGS 9552, 35 em élcool, 3 analisados, 78,7-82,2 mm SL, arroio Lajeadinho,
Sao José dos Ausentes, Rio Grande do Sul (28°42'24"S 49°55'41"0). UFRGS 9553, 17 em alcool,
2 analisados, 70,0-93,0 mm SL, arroio Lajeadinho, Sdo José dos Ausentes, Rio Grande do Sul
(28°42'24"S 49°55'41"0). UFRGS 9554, 5 em alcool, 1 analisado, 83,1 mm SL, arroio
Lajeadinho, Sao José dos Ausentes, Rio Grande do Sul (28°42'24"S 49°55'41"0). UFRGS 21876,
2 em alcool, 1 analisado, 93,8 mm SL, rio da Divisa, afluente do rio Pelotas, Sdo José dos
Ausentes, Rio Grande do Sul (28°40'16"S 49°57'56"0). UFRGS 21907, 2 tecidos, 1 tecido
analisado, arroio sem nome afluente do rio Pelotas, Sdo José dos Ausentes, Rio Grande do Sul
(28°40'26"S 49°58'00"0). UFRGS 9551, 2 em alcool, 1 analisado, 83,8 mm SL, rio Silveira, Sdo
José dos Ausentes, Rio Grande do Sul (28°35'53"S 49°58'07"0). UFRGS 9541, 11 em alcool, 3
analisados, 78,0-85,9 mm SL, rio do Marco, Sdo José dos Ausentes, Rio Grande do Sul
(28°36'07"'S 49°58'57"0). MCP 49988, 17 em alcool, 1 analisado, 74,8 mm SL, 1 tecido, 1 tecido
analisado, rio dos Touros, Sdo José dos Ausentes, Rio Grande do Sul (28°41'40"S 50°07'49"0).
MCP 50164, 1 em alcool, 1 tecido, 1 tecido analisado, drenagem Pelotas, ponte sobre o arroio na
RS-020, Rio Grande do Sul (28°36'22"S 49°56'06"0). MCP 49994, 1 em alcool, 1 tecido, 1 tecido
analisado, arroio Aspa de Cobra, Silveira, Rio Grande do Sul (28°38'08"S 50°02'54"0). UFRGS
7163, 17 em alcool, 1 analisado, 83,0, rio Antoninha, estrada Lages, bacia do rio Pelotas, Sao
Joaquim, Santa Catarina (28°15'03"S 49°58'16"Q). MCP 53198, 18 em alcool, 2 analisados, 69,0-
68,8 mm, drenagem Uruguai, rio Cerquinha, Bom Jesus, Rio Grande do Sul (28°32'57"S
50°11'24"0). MCP 50023, 66 em éalcool, 3 analisados, 70,5-93,6 mm SL, 1 tecido, 1 tecido
analisado, arroio Carretdo, afluente rio dos Touros, Bom Jesus, Rio Grande do Sul (28°37'29"S
50°14'20"0). MCP 13764, 1 em alcool, 1 analisado, 70,7 mm SL, arroio Agua Branca, rio
Uruguai, Bom Jesus, Rio Grande do Sul (=28°36'00"S ~50°24'00"0). Rio Canoas: Brasil: MCP
53241, 42 em alcool, 23 analisados, 74,5-115,0 mm SL, 6 tecidos, 3 tecidos analisados, rio Ponte
Alta, tributério do rio Canoas, Ponte Alta, Santa Catarina (27°29'13"S 50°22'37"0). MCP 52573,
1 em éalcool, 1 analisado, 96,0 mm SL, rio Canoas, Campo Belo do Sul, Rio Grande do Sul
(27°42'45"S 50°40'10"0). MCP 53208, 22 em alcool, 2 tecidos, 2 tecidos analisados, rio Sao
Jodo, drenagem do rio Canoas, Campos Novos, Santa Catarina (27°23'31"S 51°09'31"0). Médio
rio Uruguai: Brasil: MCP 19388, 4 em alcool, 1 analisado, 77,9 mm SL, arroio afluente do rio
Canoas, Tupitinga, Santa Catarina (27°33'54"S 51°23'06"0). MCP 47753, 31 em élcool, 1
analisado, 84,2 mm SL, rio Marmeleiro, Barracdo, Rio Grande do Sul (27°36'55"S 51°28'31"0).
MCP 51229, 2 em é&lcool, 1 analisado, 84,3 mm SL, 1 tecido, 1 tecido analisado, rio Forquilha,
Paim Filho, Rio Grande do Sul (27°40'36"S 51°44'09"0). MCP 41462, 3 em alcool, 1 analisado,
69,8 mm SL, rio Forquilha, Machadinho, Rio Grande do Sul (27°37'04"S 51°45'03"0). MCP
50946, 31 em alcool, 3 analisados, 74-87,8 mm SL, rio Forquilha entre Machadinho e
Maximiliano de Almeida, Rio Grande do Sul (27°36'48"S 51°45'10"0). MCP 51452, 9 em alcool,
6 analisados, 71,9-93,8 mm SL, 1 tecido, 1 tecido analisado, rio Forquilha, Maximiliano de
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Almeida, Rio Grande do Sul (27°37'11"S 51°45'09"0). MCP 51270, 40 em &lcool, 1 analisado,
76,8 mm SL, 2 tecidos, 1 tecido analisado, rio Forquilha, Maximiliano de Almeida, Rio Grande
do Sul (27°36'50"S 51°45'13"0). MCP 53255, 4 em alcool, 2 analisados, 73,6-92,6 mm SL, 1
tecido, drenagem Uruguai, rio Forquilha, Maximiliano de Almeida, Rio Grande do Sul
(27°37'13"S 51°45'12"0). MCP 41481, 2 em alcool, 1 analisado, 89,9 mm SL, rio Forquilha,
Maximiliano de Almeida, Rio Grande do Sul (27°38'54"S 51°45'16"0). MCP 18800, 5 em alcool,
3 analisados, 73,2-87,5 mm SL, rio Uruguai, Concoérdia, Rio Grande do Sul (27°38'54"S
51°45'16"0). MCP 53255, 4 em alcool, 2 analisados, 73,7-92,6 mm SL, rio Forquilha,
Maximiliano de Almeida, Rio Grande do Sul (27°19'11"S 51°55'30"0). MCP 18799, 5 em alcool,
1 analisado, 71,2 mm SL, rio Rancho Grande, Concordia, Rio Grande do Sul (27°19'11"S
051°55'30"0). MCP 51286, 2 em alcool, 1 analisado, 96,0 mm SL, 2 tecidos, 2 tecidos analisados,
rio Jabutinga, Arabutd, Santa Catarina (27°09'40"S 52°08'54"0). Rio Passo Fundo: Brasil: MCP
27028, 5 em alcool, 1 analisado, 65,4 mm SL, rio Abalna, Getulio Vargas, Rio Grande do Sul
(27°52'60"S 52°14'00"0). MCP 46819, 19 em alcool, 1 analisado, 72,2 mm SL, arroio afluente
do rio Erechim, Erebango, Rio Grande do Sul (27°48'16"S 52°2020"0). MCP 46772, 19 em
alcool, 1 analisado, 80,4 mm SL, 2 tecidos, 2 analisados, arroio afluente do Lageado Grande,
Bardo de Cotegipe, Rio Grande do Sul (27°37'26"S 52°2323"0). MCP 53257, 16 em &lcool, 5
analisados, 61,8-81,7 mm SL, 4 tecidos, 2 analisados, arroio Lageado Grande, afluente do rio
Passo Fundo, Bardo de Cotegipe, Rio Grande do Sul (27°37'26"S 52°23'23"0). MCP 47906, 35
em alcool, 1 analisado, 71,4 mm SL, drenagem do rio Uruguai, Rondinha, Rio Grande do Sul
(27°55'03"S 52°50'39"0). MCP 44272, 2 em alcool, 2 analisados, 64,5-64,8 mm SL, rio Passo
Fundo, Nonoai, Rio Grande do Sul (27°20'43"S 52°43'51"0). MCP 26508, 3 em alcool, 1
analisado, 72,7 mm SL, foz do arroio Lageado do Tigre no rio Passo Fundo, Nonoai, Rio Grande
do Sul (27°21'60"S 52°43'00"0). MCP 43227, 1 em alcool, 1 analisado, 84,6 mm SL, rio Passo
Fundo, Nonoai, Rio Grande do Sul (27°20'54"S 52°43'57"0). MCP 44271, 17 em élcool, 2
analisados, 79,0-84,8 mm SL, rio Passo Fundo, Nonoai, Rio Grande do Sul (27°20'43"S
52°43'51"0). MCP 53254, 1 em alcool, 1 analisado, 65,7 mm SL, 1 tecido, 1 analisado, Lageado
do Tigre, junto a foz do rio Passo Fundo, Nonoai, Rio Grande do Sul (27°20'04"S 52°44'09"0).
Rio Chapec6: Brasil: MCP 40058, 5 em alcool, 1 analisado, 60,5 mm SL, foz do rio Chapeco,
Aberlado Luz, Santa Catarina (26°33'03"S 52°19'10"0). MCP 48283, 12 em élcool, 3 tecidos, 3
tecidos analisados, arroio afluente do rio Chapec6, Abelardo Luz, Santa Catarina (26°33'05"S
52°19'10"0). MCP 40150, 2 em alcool, 2 analisados, 85,1-91,2 mm, rio Chapec6, Aberlado Luz,
Santa Catarina (26°33'35"S 52°19'41"0). MCP 48282, 12 em alcool, 1 analisado, 62,00 mm SL,
arroio na estrada Formosa do Sul, rio Chapec6, Santa Catarina (26°38'22"S 52°54'08"0). MCP
40132, 6 em alcool, 2 analisados, 84,4-86,7 mm SL, 1 tecido, 1 tecido analisado, rio Saudade,
Santa Catarina (26°47'10"S 53°02'43"0). MCP 53263, 36 em alcool, 5 analisados, 61,4-81,3 mm
SL, 6 tecidos, 1 tecido analisado, rio Saudade, Modelo, Santa Catarina (26°47'11"S 53°02'58"0).
Rio ljui: Brasil: MCP 21114, 29 em alcool, 1 analisado, 79,9 mm SL, rio Morimotima, Condor,
Rio Grande do Sul (=28°12'00"S =53°31'00"0). MCP 21115, 25 em alcool, 1 analisado, 78,4 mm
SL, rio Morimotima, Condor, Rio Grande do Sul (=28°13'00"S =53°33'00"0). MCP 21191, 49
em alcool, 2 analisados, 79,2-80,5 mm SL, rio Alegre, Condor, Rio Grande do Sul (=28°11'00"S
~53°27'00"0). MCP 18741, 29 em alcool, 1 analisado, 87,2 mm SL, rio Alegre, Condor, Rio
Grande do Sul (=28°11'00"S 53°27'00"0). MCP 53274, 60 em alcool, 5 analisados, 76,5-85,0
mm SL, riacho afluente do rio Palmeira, drenagem do rio ljui, Condor, Rio Grande do Sul
(28°12'31"S 28°12'31"0). MCP 49204, 2 em élcool, 1 analisado, 81,8 mm SL, rio Palmeira,
Panambi, Rio Grande do Sul (28°14'35"S 53°33'12"0). MCP 48639, 13 em alcool, 1 analisado,
75,3 mm SL, rio Palmeira, Panambi, Rio Grande do Sul (28°15'03"S 53°33'49"0). UFRGS
11704, 3 em alcool, 1 analisado, 79,6 mm SL, rio Divisa, bacia rio ljui, Panambi, Rio Grande do
Sul (28°13'19"S 53°34'5"0). MCP 53273, 10 em alcool, 2 tecidos, 1 tecido analisado, rio
Caxambu, Pejucara, Rio Grande do Sul (28°19'37"N 53°39'19"0). MCP 50927, 4 em alcool, 1
tecido, 1 tecido analisado, rio Potiribu, ljui, Rio Grande do Sul (28°22'10"S 53°52'43"0). UFRGS
18228, 4 tecidos, 1 tecido analisado, jusante PCH rio Alegre, Condor, Rio Grande do Sul
(28°12'10"S 53°26'39"0). MCP 50127, 3 em alcool, 3 tecidos, 2 tecidos analisados, rio Potiribu,
rio ljui, Rio Grande do Sul (28°22'09"N 53°52'43"0). MCP 32562, 1 em alcool, 1 analisado,
109,4 mm SL, rio Potiribu, afluente do rio ljui, rio ljui, Rio Grande do Sul (28°25'00"S
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53°47'00"0). MCP 41707, 24 em é&lcool, 3 analisados, 79,5-87,7 mm SL, rio Potiribu, afluente
do rio ljui, Dr, Bozano, Rio Grande do Sul (28°24'00"S 53°48'00"0). MCP 41698, 49 em &lcool,
3 analisados, 80,3-99,9 mm SL, rio Potiribu, afluente do rio ljui, Bozano, Rio Grande do Sul
(=28°24'00"S 53°48'00"0). MCP 44995, 4 em alcool, 1 analisado, 89,66 mm SL, rio Conceicao,
drenagem do rio ljui, rio ljui, Rio Grande do Sul (28°28'38"S 53°56'02"0). MCP 44993, 2 em
alcool, 2 analisados, 81,2-106,1 mm SL, rio Conceicédo, drenagem do rio ljui, Rio Grande do Sul
(28°28'12"S 53°56'52"0). UFRGS 6034, 4 em alcool, 2 analisados, 88,7-102,2 mm SL, rio ljui,
ljui, Rio Grande do Sul (28°19'00"S 53°58'00"0). MCP 16792, 16 em alcool, 1 analisado, 85,2
mm SL, arroio Lageado do Moinho, afluente rio ljuizinho, Entre Injuis, Rio Grande do Sul
(=28°27'00"S 54°22'00"0). Grupo externo: Brasil: MCP 41909, Pareiorhaphis azygolechis, 1
tecido, 1 tecido analisado, rio Araraquara na estrada BR - 101, ao norte de Garuva, Santa Catarina
(25°57'56"S 48°49'43"0). MCP 41289, Pareiorhaphis steindachneri, 1 tecido, 1 tecido analisado,
rio da Prata, na Santa Catarina — 301, entre Joinville e Sdo Bento do Sul, Santa Catarina
(26°10'31"S 48°57'10"0). UFRGS 14619, Pareiorhaphis vestigipinnis, 2 tecidos, 1 tecido
analisado, corrego Passo Fundo, afluente do rio Painel, bacia do rio Caveiras, Santa Catarina
(27°54'34"S 50°05'15"0). MCP 43034, Pareiorhaphis vestigipinnis, 3 tecidos, 2 tecidos
analisados, corrego do Engenho Velho, afluente do corrego Passo Fundo, bacia do rio Caveiras,
Santa Catarina (27°54'12"S 50°04'19"0).

3. Resultados
3.1 Analise Morfologica
3.1.1 Desenvolvimento dos odontodeos e da intumescéncia lateral

A anélise morfoldgica dos espécimes das duas bacias hidrogréaficas apresentou
variacOes quanto aos padrdes de desenvolvimento dos odontodeos hipertrofiados na
regido da cabeca, assim como o grau de desenvolvimento da intumescéncia lateral da
cabeca, ambos encontrados em machos maduros. Foi observado, de forma geral, mais de
um padrdo de desenvolvimento dessas estruturas, tanto por area geografica como dentro
de cada érea.

Os padroes mais marcantes dentro da bacia do rio Taquari foram o0s seguintes:
alguns exemplares do rio da Prata e do alto rio das Antas apresentaram intumescéncia
bem desenvolvida, enquanto os odontddeos se mostraram pouco visiveis (Fig. 5GIK). O
médio rio das Antas apresentou exemplares, de forma geral, com odontodeos visiveis e
bem desenvolvidos, assim como a intumescéncia (Fig. 5EJ).

Quanto aos espécimes da bacia do rio Uruguai, machos do rio Chapeco,
apresentaram intumescéncia e odontodeos levemente desenvolvidos (Fig. 5A). Alguns
machos do rio Pelotas possuem a intumescéncia evidente, com odontddeos maiores e bem
desenvolvidos, similar ao médio rio das Antas (Fig. 5E). Quanto aos espécimes do rio
ljui, alguns apresentaram intumescéncia lateral e odontddeos desenvolvidos (Fig. 5BH),
porém, geralmente menores/ou pouco visiveis quando comparados aos do médio rio das
Antas e ao rio Pelotas. No rio Passo Fundo, de forma geral, a intumescéncia lateral estava

visivel, com odontddeos pouco desenvolvidos (Fig. 5D). Machos do médio rio Uruguai
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apresentaram pequenos odontdédeos junto a intumescéncia, essa também pouco
desenvolvida (Fig. 5C). Por fim, nos machos do rio Canoas foi observada uma
intumescéncia maior, com odontddeos pouco visiveis (Fig. 5F). Um maior
desenvolvimento de odontddeos esté localizado preferencialmente junto a intumescéncia

lateral de machos.

Figura 5: Variacdo no desenvolvimento da intumescéncia lateral e de odont6deos, presente em
machos de Pareiorhaphis hystrix: individuo do rio Chapecé - MCP 40150 (A), rio ljui - MCP
11704 (B), médio rio Uruguai - MCP 50946 (C), rio Passo Fundo - MCP 53257 (D), médio rio
das Antas - MCP 48327 (E), rio Canoas — MCP 53259 (F), rio da Prata - MCP 22787 (G), rio ljui
- MCP 21191 (H), alto rio das Antas - MCP 50156 (), médio rio das Antas — MCP 43518 (J), alto
rio das Antas -UFRGS 8910 (K).

Machos de Pareiorhaphis hystrix também apresentaram odontdédeos sobre o
espinho da nadadeira peitoral, apesar do padréo ndo ser bem desenvolvido. Os odontddeos
nessa regido sdo mais delicados e homogéneos, sem grandes padrfes de diferenciagéo.

Contudo, é possivel observar alguns machos adultos com odont6édeos um pouco maiores
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na regido (Fig. 6B), porém, outros especimes também adultos (Fig. 6A) apresentaram

odont6deos pequenos e pouco Visiveis na regido em destaque.

Figura 6: Desenvolvimento padrao de odontddeos sobre o espinho da nadadeira peitoral presente
em machos de Pareiorhaphis hystrix. Padrdo curto, espécime do médio rio Uruguai— MCP 50946
(A), maior padrdo observado, espécime do médio rio das Antas - MCP 48327 (B). Flechas
indicam a varia¢do nos odontodeos.

3.1.2 Padréo de colorido
Quanto ao padrdo de colorido dos espécimes, Pareiorhaphis hystrix é descrita por
Pereira, Reis (2002) com superficie dorsal do corpo e da cabeca em tons de cinza escuro,
as vezes acastanhada, coberto por manchas castanho-escuras a negras, irregularmente
dispersas, menores e mais discretas na cabeca. A regido ventral é caracterizada por um
amarelo claro. A analise de exemplares das diferentes areas mostrou alguns padrdes leves

de diferenciagdo, onde essas variagdes podem ser observadas dentro das proprias areas.
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No geral, a coloracdo dos espécimes variou dorsalmente de cinza a tons mais
escuros e com manchas dispersas, apresentando a regido ventral em tons de amarelo.
Alguns espécimes da bacia do rio Uruguai, coletados no rio ljui (Fig. 7AB) e no rio
Pelotas, mostraram pontuacfes escuras bem visiveis ao longo da cabega, também
podendo ser observado ao longo da superficie dorsal do corpo. Alguns espécimes do alto
e médio rio das Antas, bacia do rio Taquari, também mostraram padrdo similar, contudo,
mais discreto. Outros exemplares do rio ljui, médio rio Uruguai e do alto rio das Antas
apresentaram colorag&o dorsal mais escura, com padrdo mais manchado (Fig. 7CD).

3.1.3 Desenvolvimento de placas na regido abdominal

A andlise de espécimes diafanizados ndo constatou diferencas na osteologia. A
presenca de placas abdominais foi analisada mais detalhadamente e essas foram
observadas em exemplares das diferentes areas geograficas. Exemplares da bacia do rio
Uruguai mostraram predominio de placas, com excecdo dos espécimes do rio Pelotas e,
o0s da bacia do rio Taquari ndo apresentaram placas abdominais.

De forma geral, Pareiorhaphis hystrix apresenta algumas placas na regido
abdominal, restritas a cada lado da cintura escapular, logo apos a abertura das branquias
(Fig. 8A-E). Observou-se em um individuo do rio Passo Fundo (Fig. 8A) um namero
maior de placas na regido escapular, comumente elas se mostram diminutas e em menor
quantidade (Fig. 8B-E), com odontodeos implantados sobre elas. As placas estdo
localizadas na regido mediana e nas bordas da cintura escapular, podendo se mostrar mais
proximas umas das outras ou mais dispersas, sendo geralmente observadas apenas em

espécimes adultos, tanto em machos quanto em fémeas.
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Figura 7: Variacdo no colorido de espécimes de Pareiorhaphis hystrix: fémea do rio ljui —
pontuagdes escuras (MCP 48639, 75,3 mm CP) (A), fémea do rio ljui - pontuagdes escuras (MCP
44995, 89,66 mm CP) (B), macho do médio rio Uruguai - padrdo manchado escuro (MCP 51452,
86,36 mm CP) (C), macho do alto rio das Antas - padrdo manchado escuro (UFRGS 21850, 82,9
mm CP) (D).
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Figura 8: Desenho esquematico da variacdo de placas abdominais encontradas em espécimes de
Pareiorhaphis hystrix. Maior nimero de placas encontradas em exemplar do rio Passo Fundo (A),
variacao encontrada em diferentes exemplares das areas do rio Passo Fundo, rio Chapecd, médio
rio Uruguai, rio Canoas e rio ljui (B-E).

3.1.4 Anélises meristicas e morfométricas

A comparacao entre os dados meristicos e morfométricos dos espécimes das nove
areas estudadas gerou nove tabelas detalhadas (Tabs. 3-11).

Quanto aos padrdes de variacbes meristicas (Fig. 9A-N), observou-se variacGes
estatisticamente significativas no nimero de dentes analisados: nimero de dentes do pré-
maxilar (ANOVA, p=0,0003, f=3,90), onde o teste de Tukey indicou valores
significativos de diferenciacdo entre o rio Canoas e as demais localidades (p<0,05), com
excecdo do rio Chapeco (p=0,06), do rio ljui (p=0,69) e do médio rio Uruguai (p=0,15);
namero de dentes do dentario (ANOVA, p =1,053E-07, f=6,64), em que espécimes do rio
Canoas diferiram dos espécimes das demais areas (p<0,05) - com excecdo do rio ljui
(p=0,7), o rio Pelotas diferiu significativamente do rio ljui (p=0,002).

A meristica também indicou variacdes significativas no nimero de placas
encontradas nos exemplares, como: placas em série lateral mediana (p=8,667E-13,
f=10,94), com o rio Canoas se diferenciando das demais &reas (p<0,05), com excecdo do

rio Chapecd (p=0,8) e do rio Passo (p=0,6). Ainda, de forma geral, as areas do rio Uruguai
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(rio Chapeco, rio ljui, rio Passo Fundo, rio Canoas) diferiram das areas do rio Taquari -
alto e médio rio das Antas (p<0,05), o rio Pelotas se diferenciou do rio Chapecé (p=0,03),
do rio Passo Fundo (p=0,04) e do rio Canoas (p=1,218E-6); placas na base da nadadeira
dorsal (p=4,481E-8, =28,07), onde os exemplares da bacia do rio Uruguai, de forma
geral, se diferenciaram estatisticamente dos da bacia do rio Taquari (p<0,05), com
excecao do rio Pelotas (bacia do rio Uruguai; p>0,05); placas entre a nadadeira dorsal e a
adiposa (p=4,248E-11, f = 9,4), onde os exemplares da bacia do rio Uruguai diferem
estatisticamente da bacia adjacente - Taquari (rio ljui x alto rio das Antas; rio Passo Fundo
x alto e médio rio das Antas; rio Canoas x alto rio das Antas; p<0,05), com a excecdo dos
espécimes do rio Pelotas; placas entre a nadadeira anal e caudal (p=7,818E-6, f=5,13),
onde é observado o rio Passo Fundo se diferenciar de forma significativa da maioria das
areas (alto e médio rio das Antas - bacia do Taquari; rio Chapecd, rio Pelotas, médio rio
Uruguai e rio Canoas - bacia do Uruguai), e ainda, o rio Pelotas mostrou maior
proximidade a bacia do rio Taquari.

Os seguintes dados meristicos ndo mostraram diferenciacdo significativa ou
variancia entre as nove areas analisadas: placas entre a nadadeira adiposa e a caudal
(p=0,07, f=1,83); placas na base da nadadeira anal (ANOVA, p>0,05); placas aziguas
pré-adiposa (ANOVA, ndo ha variancia); namero de raios ramificados na nadadeira
dorsal (ANOVA, p>0,05); nimero de raios ramificados na nadadeira peitoral (ANOVA,
ndo ha variancia); nimero de raios ramificados na nadadeira pélvica (ANOVA, néo ha
variancia); namero de raios ramificados na nadadeira anal (ANOVA, p>0,05); e nimero

de raios ramificados na nadadeira caudal (ANOVA, p>0,05).
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Figura 9: Variagdo meristica entre as diferentes areas de ocorréncia de Pareiorhaphis hystrix.
Numero de dentes do pré-maxilar, lado esquerdo (A); de dentes do dentario, lado esquerdo (B);
de placas na série lateral mediana (C); de placas na base da nadadeira dorsal (D); de placas entre
a nadadeira dorsal e a adiposa (E); de placas entre a nadadeira adiposa e a caudal (F); de placas
na base da nadadeira anal (G); de placas entre a nadadeira anal e caudal (H); de placas aziguas
pré-adiposa (I); de raios ramificados na nadadeira dorsal (J); de raios ramificados na nadadeira
peitoral (K); de raios ramificados na nadadeira pélvica (L); de raios ramificados na nadadeira anal
(M); de raios ramificados na nadadeira caudal (N). Para cada amostra, os quartis de 25 a 75%
foram desenhados usando uma caixa; a mediana é indicada com uma linha vertical dentro de cada
caixa; a média é representada por um ponto; os valores minimo e maximo sdo mostrados como
linhas horizontais curtas.
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Para os dados morfométricos, a andlise de componentes principais (PCA), ndo
diferenciou as nove areas de forma clara a nivel populacional, as quais se mostraram, no
geral, sobrepostas. Contudo, é possivel observar uma leve separacdo por bacia, com
excec¢do do rio da Prata e do rio Pelotas, que ficaram mais proximos as bacias adjacentes
(Fig. 10). O componente principal 1 (PC1) foi responsavel por 28,92% da variancia total,
0 PC2 por 20,06% e o PC3 por 7,85%.

As varidveis que mais carregaram no PC1 foram: altura do corpo na origem da
nadadeira dorsal (0,4), do qual os espécimes da bacia do rio Uruguai - com exce¢do do
rio Pelotas, mostraram comprimentos menores em relagcdo aos demais; largura do corpo
na origem da nadadeira dorsal (0,3), com exemplares do rio Chapecé apresentando as
menores larguras, enquanto os do alto rio das Antas, do médio rio das Antas e do rio
Pelotas as maiores; distancia da nadadeira adiposa até a caudal (-0,16), onde os espécimes
do rio Chapecd apresentaram as menores distancias, enquanto os do rio ljui as maiores;
comprimento pos-dorsal (-0,21), de modo geral, as areas da bacia do rio Uruguai
apresentaram os maiores valores.

Ja as variaveis que mais carregaram para o PC2 foram: comprimento do espinho-
pélvico (0,36), com o alto rio das Antas apresentando espécimes com menores tamanhos,
enquanto o médio rio das Antas e o rio Pelotas 0s maiores; comprimento do pedinculo
caudal (0,33), sendo menor para os exemplares do médio rio das Antas e do rio Pelotas;
comprimento pré-adiposa (-0,22), com o alto rio das Antas mostrando valores maiores,
apesar da pequena diferenca quanto as demais areas; e comprimento pre-anal (-0,3), com
espécimes do medio rio das Antas com 0s menores e maiores comprimentos. Apesar das
variacOes destacadas as diferencas foram minimas, com médias muito proximas entre as
areas.

A analise discriminante linear (LDA) (Fig. 11) apresentou melhor diferenciacéo
entre as areas em relacdo a PCA. Na LDA a separacéo inter-classes é enfatizada através
da substituicdo da matriz de covariancia total do PCA por uma medida de separabilidade
com o critério Fisher, o que muitas vezes apresenta melhores resultados. A separacédo
percentual alcancada por cada funcdo discriminante foi de 51,83 % para LDAL, 20,17 %
para LDAZ2, 10,28 % para LDA3 e 6,50 % para LDAA4.
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As cargas para cada funcdo discriminante LDAL sugerem que as medidas mais
significativas foram: o comprimento do pedunculo caudal (0,22), do qual 0s espécimes
das &reas do médio rio das Antas, médio rio Uruguai, rio ljui e do rio Canoas apresentaram
maior comprimento, com o médio rio das Antas também agrupando 0s menores
comprimentos, juntamente ao rio Pelotas; comprimento pds-dorsal (0,19), destacado
anteriormente pela PCA,; altura da cabeca (-0,32), com os espécimes da bacia do Taquari
- especificamente do medio e alto rio das Antas, e do rio Pelotas (bacia do Uruguai) com
as maiores alturas; a altura do corpo na origem da nadadeira dorsal (-0,5), destacado
anteriormente pela PCA.

J& para LDAZ2 as seguintes medidas foram as mais significativas: comprimento do
espinho da nadadeira-anal (0,26), com espécimes do alto rio das Antas, médio rio das
Antas e do rio Pelotas apresentando os maiores comprimentos, ja& os do rio ljui,
apresentaram 0s menores; comprimento pré-adiposa (0,22), com exemplares do alto rio
das Antas apresentando maior comprimento, apesar da minima variacdo entre as areas;
largura do corpo na origem da nadadeira dorsal (-0,19), destacado anteriormente pela
PCA; comprimento do espinho da nadadeira adiposa (-0,26), com o maior comprimento
para os espécimes do rio da Prata, apesar da média entre as areas serem muito proximas.
De forma geral, as variacfes observadas entre as areas pela LDA foram minimas, com

médias muito proximas.
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Figura 10: Analise de componentes principais (PCA), PC1 x PC2. Cada cor representa uma area
estudada da bacia do rio Taquari e do rio Uruguai.
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Figura 11: Anéalise discriminante, LDA1 x LDA2. Cada cor representa uma area estudada da
bacia do rio Taquari e do rio Uruguai.
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Tabela 3: Dados morfométricos e meristicos de exemplares de Pareiorhaphis hystrix, do alto rio
das Antas. N = numero de exemplares analisados; DP = desvio padréo.
N Menor Maior Média DP

Comprimento padrao (mm) 34 65,43 99,94 80,90 8,84
Porcentagem do comprimento padréo

Comprimento da cabeca 34 29,9 34,1 32,3 0,9
Comprimento do tronco 34 14,0 18,8 16,2 11
Comprimento abdominal 34 23,3 28,7 26,1 11
Comprimento pré-dorsal 34 42,6 46,2 440 0,8
Comprimento do espinho da nadadeira-dorsal 34 19,9 27,3 22,6 1,4
Altura do corpo na origem da nadadeira dorsal 34 17,4 22,2 19,6 1,2
Largura do corpo na origem da nadadeira dorsal 34 22,4 28,0 24,3 11
Comprimento pés-dorsal 34 38,6 45,0 413 15
Comprimento pré-adiposa 34 78,4 84,1 81,0 1,2
Comprimento do espinho da nadadeira-adiposa 34 7,9 11,2 9,4 0,8
Distancia da nadadeira adiposa até a caudal 34 16,2 21,3 18,9 11
Comprimento pré-anal 34 62,1 66,9 63,8 1,3
Comprimento do espinho da nadadeira-anal 34 14,0 19,8 16,6 15
Comprimento do espinho da nadadeira-peitoral 34 20,1 27,9 25,2 1,6
Comprimento do espinho-pélvico 34 19,9 27,8 23,6 2,0
Largura cleitral 34 28,1 32,3 30,5 1,0
Comprimento do raio da nadadeira caudal superior 34 20,5 27,3 24,2 1,6
Comprimento do raio da hadadeira caudal inferior 34 21,8 30,1 26,8 1,6
Largura do corpo na origem da nadadeira anal 34 11,8 16,7 14,8 1,2
Comprimento do pedunculo caudal 34 33,2 37,9 35,3 1,3
Altura do pedinculo caudal 34 8,4 10,2 9,1 0,4
Largura do pedunculo caudal 34 4,4 6,9 6,0 0,7
Porcentagem do comprimento da cabecga

Comprimento do focinho 34 56,0 68,3 62,0 2,6
Diametro orbital 34 10,9 14,8 12,7 1,0
Largura interorbital 34 32,4 39,6 35,1 1,5
Altura da cabeca 34 45,2 57,1 51,3 2,3
Contagens

Dentes do pré-maxilar 34 38 54 45,4 3,7
Dentes do dentario 34 35 57 45,1 4.3
Placas da série lateral mediana 34 27 29 27,4 0,5
Placas na base da nadadeira-dorsal 34 6 8 7,1 0,4
Placas entre a nadadeira dorsal e a adiposa 34 7 9 8,5 0,6
Placas entre a nadadeira adiposa e caudal 34 3 4 3,8 0,4
Placas na base da nadadeira-anal 34 3 4 3,3 0,5
Placas entre a nadadeira anal e caudal 34 13 14 13,1 0,4
Placas &ziguas pré-adiposas 34 1 1 1,0 0,0
Numero de raios ramificados

Da nadadeira dorsal 34 7 8 7,1 0,3
Da nadadeira peitoral 34 6 6 6,0 0,0
Da nadadeira pélvica 34 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira anal 34 4 5 5,0 0,2
Da nadadeira caudal 34 13 14 14,0 0,2
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Tabela 4: Dados morfométricos (%) e meristicos de exemplares de Pareiorhaphis hystrix, do

médio rio das Antas. N = nUmero de exemﬁlares analisados; DP = desvio ﬁadréo.

Comprimento padrdo (mm) 25 70,08 103,5 80,15 8,46
Porcentagem do comprimento padréo

Comprimento da cabeca 25 30,7 35,4 32,3 1,3
Comprimento do tronco 25 14,5 18,7 16,4 1,0
Comprimento abdominal 25 23,6 28,2 26,1 1,4
Comprimento pré-dorsal 25 42,1 46,5 44,2 1,2
Comprimento do espinho da nadadeira-dorsal 25 19,4 24,9 21,7 11
Altura do corpo na origem da nadadeira dorsal 25 15,1 22,7 19,0 1,6
Largura do corpo na origem da nadadeira dorsal 25 22,5 29,0 24,9 1.4
Comprimento pds-dorsal 25 36,5 44,3 41,1 2,1
Comprimento pré-adiposa 25 77,7 83,0 81,0 1,2
Comprimento do espinho da nadadeira-adiposa 25 7,4 11,3 9,1 0,9
Distancia da nadadeira adiposa até a caudal 25 16,8 21,5 19,0 1,1
Comprimento pré-anal 25 60,7 67,1 64,4 1,9
Comprimento do espinho da nadadeira-anal 25 13,3 20,5 15,8 15
Comprimento do espinho da nadadeira-peitoral 25 22,8 28,7 25,2 1,4
Comprimento do espinho-pélvico 25 21,5 28,5 23,8 1,9
Largura cleitral 25 27,7 34,7 30,5 1,4

Comprimento do raio da nadadeira caudal superior 25 20,5 27,0 23,4 1,7

Comprimento do raio da nadadeira caudal inferior 25 23,0 31,0 26,1 1,9

Largura do corpo na origem da nadadeira anal 25 12,9 16,8 14,7 1,0
Comprimento do peduinculo caudal 25 31,8 39,0 35,0 1,8
Altura do pedinculo caudal 25 8,6 10,0 9,0 0,3
Largura do pedunculo caudal 25 4,4 7,2 5,7 0,7
Porcentagem do comprimento da cabecga

Comprimento do focinho 25 56,4 67,4 62,0 2,3
Diametro orbital 25 8,8 14,7 12,5 1,2
Largura interorbital 25 30,6 39,1 35,3 2,2
Altura da cabeca 25 47,8 61,6 51,1 2,9
Contagens

Dentes do pré-maxilar 25 39 51 44,4 3,0
Dentes do dentario 25 41 51 45,3 3,2
Placas da série lateral mediana 25 27 29 27,3 0,6
Placas na base da nadadeira-dorsal 25 6 8 7,5 0,6
Placas entre a nadadeira dorsal e a adiposa 25 7 9 8,0 0,5
Placas entre a nadadeira adiposa e caudal 25 3 5 4,1 0,4
Placas na base da nadadeira-anal 25 3 4 3,2 0,4
Placas entre a nadadeira anal e caudal 25 12 13 12,9 0,3
Placas &ziguas pré-adiposas 25 0 1 1,0 0,2
NUmero de raios ramificados

Da nadadeira dorsal 25 7 7 7,0 0,0
Da nadadeira peitoral 25 5 6 6,0 0,2
Da nadadeira pélvica 25 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira anal 25 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira caudal 25 12 14 13,9 0,4
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Tabela 5: Dados morfométricos (%) e meristicos de exemplares de Pareiorhaphis hystrix, do rio
da Prata. N = nimero de exemplares analisados; DP = desvio padrao.
N Menor Maior Média DP

Comprimento padrao (mm) 25 66,47 99,25 80,18 9,84
Porcentagem do comprimento padréo

Comprimento da cabeca 25 30,1 35,7 32,5 1,4
Comprimento do tronco 25 14,0 17,3 15,8 0,9
Comprimento abdominal 25 24,9 29,3 26,5 11
Comprimento pré-dorsal 25 41,0 45,3 43,3 0,9
Comprimento do espinho da nadadeira-dorsal 25 19,2 25,1 21,6 1,4
Altura do corpo na origem da nadadeira dorsal 25 16,0 20,8 18,3 11
Largura do corpo na origem da nadadeira dorsal 25 22,7 27,3 24,5 1,1
Comprimento pés-dorsal 25 38,8 448 41,0 1,4
Comprimento pré-adiposa 25 77,3 81,7 79,7 1,2
Comprimento do espinho da nadadeira-adiposa 25 8,3 16,4 10,0 15
Distancia da nadadeira adiposa até a caudal 25 17,3 21,3 19,2 1,1
Comprimento pré-anal 25 60,3 66,0 63,1 15
Comprimento do espinho da nadadeira-anal 25 12,8 17,3 14,6 1,2
Comprimento do espinho da nadadeira-peitoral 25 19,9 26,7 24,0 15
Comprimento do espinho-pélvico 25 21,6 26,5 23,5 1,4
Largura cleitral 25 29,0 32,8 30,9 1,0
Comprimento do raio da nadadeira caudal superior 25 20,4 25,3 22,9 1,3
Comprimento do raio da hadadeira caudal inferior 25 22,3 29,9 26,2 1,8
Largura do corpo na origem da nadadeira anal 25 12,6 15,9 14,5 0,8
Comprimento do pedunculo caudal 25 33,5 38,0 35,6 1,1
Altura do pedinculo caudal 25 8,2 10,5 9,1 0,5
Largura do pedunculo caudal 25 4,4 6,6 54 0,5
Porcentagem do comprimento da cabeca

Comprimento do focinho 25 58,3 65,7 62,2 1,8
Diametro orbital 25 10,0 13,8 12,4 1,0
Largura interorbital 25 31,1 38,3 35,2 1,9
Altura da cabeca 25 45,7 55,0 49,0 2,4
Contagens

Dentes do pré-maxilar 25 40 59 45,7 4.9
Dentes do dentario 25 40 55 46,0 4.8
Placas da série lateral mediana 25 27 28 27,2 0,4
Placas na base da nadadeira-dorsal 25 7 8 7,4 0,5
Placas entre a nadadeira dorsal e a adiposa 25 6 9 7,7 0,6
Placas entre a nadadeira adiposa e caudal 25 4 5 4,0 0,2
Placas na base da nadadeira-anal 25 3 4 3,0 0,2
Placas entre a nadadeira anal e caudal 25 12 13 12,8 0,4
Placas &ziguas pré-adiposas 25 1 1 1,0 0,0
NUmero de raios ramificados

Da nadadeira dorsal 25 7 8 7,0 0,2
Da nadadeira peitoral 25 6 6 6,0 0,0
Da nadadeira pélvica 25 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira anal 25 4 5 5,0 0,2
Da nadadeira caudal 25 13 15 14,0 0,3
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Tabela 6: Dados morfométricos (%) e meristicos de exemplares de Pareiorhaphis hystrix, do rio
Chapecd. N = numero de exemplares analisados; DP = desvio padréo.

Comprimento padrdo (mm)
Porcentagem do comprimento padréo

14 60,48 92,63 76,78 12,28

Comprimento da cabeca 14 30,5 34,3 32,2 1,3
Comprimento do tronco 14 13,0 16,7 15,4 1,1
Comprimento abdominal 14 23,9 28,4 25,7 1,2
Comprimento pré-dorsal 14 40,0 45,2 43,4 1,7
Comprimento do espinho da nadadeira-dorsal 14 19,4 23,7 21,8 1,3
Altura do corpo na origem da nadadeira dorsal 14 14,5 18,3 16,4 1,0
Largura do corpo na origem da nadadeira dorsal 14 20,1 23,9 22,2 1,2
Comprimento pds-dorsal 14 39,8 44,9 42,4 1.4
Comprimento pré-adiposa 14 77,3 83,5 80,3 1,8
Comprimento do espinho da nadadeira-adiposa 14 7,4 9,3 8,3 0,6
Distancia da nadadeira adiposa até a caudal 14 15,6 21,7 19,5 1,8
Comprimento pré-anal 14 61,1 66,6 63,6 1,6
Comprimento do espinho da nadadeira-anal 14 13,1 17,2 15,0 1,2
Comprimento do espinho da nadadeira-peitoral 14 21,4 26,0 23,8 1,1
Comprimento do espinho-pélvico 14 21,7 26,2 24,0 1,4
Largura cleitral 14 27,4 31,8 29,7 1,3
Comprimento do raio da nadadeira caudal superior 14 21,8 25,4 23,3 1,3
Comprimento do raio da nadadeira caudal inferior 14 22,7 28,7 26,0 1,9
Largura do corpo na origem da nadadeira anal 14 10,6 13,2 12,2 0,8
Comprimento do pedunculo caudal 14 33,8 38,7 36,1 1,4
Altura do pedudnculo caudal 14 6,9 8,8 7,9 0,6
Largura do peddnculo caudal 14 4,0 5,9 5,0 0,5
Porcentagem do comprimento da cabeca

Comprimento do focinho 14 56,9 65,1 62,4 1,9
Diametro orbital 14 9,7 14,9 12,5 1,3
Largura interorbital 14 30,5 35,3 33,3 1,5
Altura da cabeca 14 42,8 51,4 46,2 2,4
Contagens

Dentes do pré-maxilar 14 38 52 45,4 4.0
Dentes do dentario 14 36 51 449 4.0
Placas da série lateral mediana 14 26 27 26,7 0,5
Placas na base da nadadeira-dorsal 14 5 7 6,2 0,6
Placas entre a nadadeira dorsal e a adiposa 14 8 9 8,3 0,5
Placas entre a nadadeira adiposa e caudal 14 3 5 3,9 0,5
Placas na base da nadadeira-anal 14 3 4 3,1 0,3
Placas entre a nadadeira anal e caudal 14 12 14 13,1 0,5
Placas &ziguas pré-adiposas 14 1 1 1,0 0,0
NUmero de raios ramificados

Da nadadeira dorsal 14 7 7 7,0 0,0
Da nadadeira peitoral 14 5 6 5,9 0,3
Da nadadeira pélvica 14 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira anal 14 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira caudal 14 14 14 14,0 0,0
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Tabela 7: Dados morfométricos (%) e meristicos de exemplares de Pareiorhaphis hystrix, do rio
Pelotas. N = nimero de exemplares analisados; DP = desvio padro.

Comprimento padrdo (mm) 25 70,00 98,22 80,16 8,78
Porcentagem do comprimento padréo

Comprimento da cabeca 25 30,6 35,4 32,6 1,1
Comprimento do tronco 25 14,7 18,4 16,2 1,0
Comprimento abdominal 25 23,5 28,5 26,3 1,3
Comprimento pré-dorsal 25 43,0 47,0 44,9 1,2
Comprimento do espinho da nadadeira-dorsal 25 19,4 25,5 22,7 1.4
Altura do corpo na origem da nadadeira dorsal 25 17,0 22,3 19,1 15
Largura do corpo na origem da nadadeira dorsal 25 21,9 28,5 24,2 1.8
Comprimento pds-dorsal 25 36,7 46,6 40,6 2,1
Comprimento pré-adiposa 25 77,5 83,7 80,9 15
Comprimento do espinho da nadadeira-adiposa 25 6,6 9,9 8,3 0,8
Distancia da nadadeira adiposa até a caudal 25 16,0 21,5 18,5 1,2
Comprimento pré-anal 25 60,3 66,6 63,9 15
Comprimento do espinho da nadadeira-anal 25 12,2 20,5 16,6 1,9
Comprimento do espinho da nadadeira-peitoral 25 21,5 28,0 24,7 15
Comprimento do espinho-pélvico 25 20,4 28,5 23,7 2,1
Largura cleitral 25 28,3 32,6 30,7 1,1
Comprimento do raio da nadadeira caudal superior 25 20,1 26,6 23,1 1,7
Comprimento do raio da nadadeira caudal inferior 25 22,4 29,5 26,2 2,0
Largura do corpo na origem da nadadeira anal 25 11,8 15,7 13,8 0,9
Comprimento do peddnculo caudal 25 31,9 38,0 35,0 1,6
Altura do pedudnculo caudal 25 7,4 9,6 8,7 0,7
Largura do peddnculo caudal 25 4,4 8,5 6,0 0,9
Porcentagem do comprimento da cabeca

Comprimento do focinho 25 59,2 65,7 62,3 1,6
Diametro orbital 25 10,5 15,5 12,6 1,2
Largura interorbital 25 32,2 36,6 34,4 1,2
Altura da cabeca 25 46,4 61,1 52,1 3,2
Contagens

Dentes do pré-maxilar 25 33 59 45,7 6,0
Dentes do dentario 25 35 62 46,4 57
Placas da série lateral mediana 25 26 30 27,3 0,7
Placas na base da nadadeira-dorsal 25 6 9 7,2 0,6
Placas entre a nadadeira dorsal e a adiposa 25 8 9 8,5 0,5
Placas entre a nadadeira adiposa e caudal 25 3 5 4.0 0,5
Placas na base da nadadeira-anal 25 3 4 3,4 0,5
Placas entre a nadadeira anal e caudal 25 12 14 13,2 0,6
Placas &ziguas pré-adiposas 25 1 1 1,0 0,0
NUmero de raios ramificados

Da nadadeira dorsal 25 7 7 7,0 0,0
Da nadadeira peitoral 25 5 6 6,0 0,2
Da nadadeira pélvica 25 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira anal 25 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira caudal 25 13 14 14,0 0,2
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Tabela 8: Dados morfométricos (%) e meristicos de exemplares de Pareiorhaphis hystrix, do rio

I'iui. N= nUmero de exemﬁlares analisados; DP = desvio iadréo.

Comprimento padrao (mm) 26 75,30 109,38 85,34 9,17
Porcentagem do comprimento padréo

Comprimento da cabeca 26 28,9 33,5 31,8 1,3
Comprimento do tronco 26 12,3 17,1 156 1,0
Comprimento abdominal 26 23,8 28,3 256 1,2
Comprimento pré-dorsal 26 40,1 44,9 429 15
Comprimento do espinho da nadadeira-dorsal 26 20,0 23,7 21,7 11
Altura do corpo na origem da nadadeira dorsal 26 13,7 18,6 16,4 11
Largura do corpo na origem da nadadeira dorsal 26 20,6 25,7 22,7 1,2
Comprimento pds-dorsal 26 39,3 45,3 42,3 1,5
Comprimento pré-adiposa 26 77,4 82,1 798 1,2
Comprimento do espinho da nadadeira-adiposa 26 7,5 10,2 8,9 0,8
Distancia da nadadeira adiposa até a caudal 26 17,4 23,1 20,1 15
Comprimento pré-anal 26 60,6 66,1 63,0 14
Comprimento do espinho da nadadeira-anal 26 11,9 17,4 153 14
Comprimento do espinho da nadadeira-peitoral 26 22,0 28,0 253 15
Comprimento do espinho-pélvico 26 21,2 27,1 24,1 1.3
Largura cleitral 26 26,7 31,8 295 1.3
Comprimento do raio da nadadeira caudal superior 26 20,6 24,9 226 11
Comprimento do raio da nadadeira caudal inferior 26 22,3 27,9 256 14
Largura do corpo na origem da nadadeira anal 26 11,8 15,4 13,6 0,9
Comprimento do pedunculo caudal 26 34,0 39,8 36,6 1,3
Altura do peddnculo caudal 26 6,8 9,1 8,0 0,4
Largura do peddnculo caudal 26 4,6 6,2 52 0,4
Porcentagem do comprimento da cabeca

Comprimento do focinho 26 61,0 65,6 63,4 1,3
Diametro orbital 26 9,3 14,6 12,7 1,3
Largura interorbital 26 30,2 36,9 339 15
Altura da cabeca 26 43,2 50,1 46,8 1,7
Contagens

Dentes do pré-maxilar 26 37 48 42,7 3,0
Dentes do dentario 26 37 48 419 2,7
Placas da série lateral mediana 26 26 28 26,8 0,5
Placas na base da nadadeira-dorsal 26 6 7 6,6 0,5
Placas entre a nadadeira dorsal e a adiposa 26 7 9 7,8 0,5
Placas entre a nadadeira adiposa e caudal 26 3 4 3,9 0,3
Placas na base da nadadeira-anal 26 3 4 3,1 0,3
Placas entre a nadadeira anal e caudal 26 11 13 12,6 0,6
Placas &ziguas pré-adiposas 26 1 1 1 0,0
NUmero de raios ramificados

Da nadadeira dorsal 26 7 7 7,0 0
Da nadadeira peitoral 26 6 6 6,0 0
Da nadadeira pélvica 26 5 5 5,0 0
Da nadadeira anal 26 5 5 5,0 0
Da nadadeira caudal 26 13 14 140 0,2
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Tabela 9: Dados morfométricos (%) e meristicos de exemplares de Pareiorhaphis hystrix, do rio

Passo Fundo. N= nlimero de exemﬁlares analisados; DP = desvio Eadréo.

Comprimento padrao (mm) 16 61,82 84,82 72,16 7,78
Porcentagem do comprimento padréo

Comprimento da cabeca 16 29,7 33,6 324 1,0
Comprimento do tronco 16 14,9 17,2 15,9 0,7
Comprimento abdominal 16 23,2 27,7 25,6 1,2
Comprimento pré-dorsal 16 40,3 44,7 430 11
Comprimento do espinho da nadadeira-dorsal 16 19,4 25,7 22,8 1,7
Altura do corpo na origem da nadadeira dorsal 16 14,1 19,7 16,8 15
Largura do corpo na origem da nadadeira dorsal 16 19,6 27,0 22,7 1,9
Comprimento pds-dorsal 16 39,8 44,6 42,7 1,2
Comprimento pré-adiposa 16 77,1 81,2 788 1.3
Comprimento do espinho da nadadeira-adiposa 16 7,6 9,6 84 0,6
Distancia da nadadeira adiposa até a caudal 16 18,6 22,6 20,8 1,0
Comprimento pré-anal 16 60,3 65,5 62,5 1,5
Comprimento do espinho da nadadeira-anal 16 13,8 17,5 15,7 1,1
Comprimento do espinho da nadadeira-peitoral 16 23,0 27,1 24,7 1,3
Comprimento do espinho-pélvico 16 23,0 27,1 24,5 1,1
Largura cleitral 16 27,9 31,9 29,8 1,2
Comprimento do raio da nadadeira caudal superior 16 21,0 26,9 23,1 1,7
Comprimento do raio da nadadeira caudal inferior 16 22,6 29,9 26,5 2,0
Largura do corpo na origem da nadadeira anal 16 10,4 17,5 13,5 15
Comprimento do pedunculo caudal 16 34,0 38,6 36,1 1,4
Altura do pedinculo caudal 16 7,7 9,0 85 04
Largura do pedunculo caudal 17 4,3 6,1 55 05
Porcentagem do comprimento da cabeca

Comprimento do focinho 16 62,6 66,8 64,3 1,2
Diametro orbital 16 9,4 13,8 11,7 1,4
Largura interorbital 16 31,5 36,8 34,2 1,3
Altura da cabeca 16 43,2 51,1 46,8 2,3
Contagens

Dentes do pré-maxilar 16 35 56 45,1 55
Dentes do dentario 16 39 54 44.6 4.8
Placas da série lateral mediana 16 26 28 26,7 0,6
Placas na base da nadadeira-dorsal 16 5 7 6,2 0,5
Placas entre a nadadeira dorsal e a adiposa 16 7 8 7,4 0,5
Placas entre a nadadeira adiposa e caudal 16 3 5 3,9 0,6
Placas na base da nadadeira-anal 16 3 3 3,0 0,0
Placas entre a nadadeira anal e caudal 16 12 13 12,3 05
Placas &ziguas pré-adiposas 16 1 1 1,0 0
NUmero de raios ramificados

Da nadadeira dorsal 16 7 7 7,0 0
Da nadadeira peitoral 16 6 6 6,0 0
Da nadadeira pélvica 16 5 5 5,0 0
Da nadadeira anal 16 4 5 4.9 0,2
Da nadadeira caudal 16 13 14 13,9 0,2
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Tabela 10: Dados morfométricos (%) e meristicos de exemplares de Pareiorhaphis hystrix, do
médio rio Uruguai. N= ndmero de exemplares analisados; DP = desvio padréo.
N Menor Maior Média DP

Comprimento padréo (mm) 22 70,00 95,90 81,19 8,05
Porcentagem do comprimento padréo

Comprimento da cabeca 22 29,8 34,3 31,8 11
Comprimento do tronco 22 14,0 16,7 15,3 0,8
Comprimento abdominal 22 24,0 27,3 25,6 0,8
Comprimento pré-dorsal 22 41,8 45,7 43,1 1,0
Comprimento do espinho da nadadeira-dorsal 22 19,6 23,2 21,3 0,9
Altura do corpo na origem da nadadeira dorsal 22 13,6 19,2 16,1 1,4
Largura do corpo na origem da nadadeira dorsal 22 19,7 25,6 22,5 1,3
Comprimento pds-dorsal 22 39,1 46,7 42,0 15
Comprimento pré-adiposa 22 77,2 83,6 80,5 1,4
Comprimento do espinho da nadadeira-adiposa 22 7,8 111 8,9 0,7
Distancia da nadadeira adiposa até a caudal 22 17,3 22,5 19,6 1,3
Comprimento pré-anal 22 60,5 65,2 62,9 1,1
Comprimento do espinho da nadadeira-anal 22 13,0 17,6 14,9 1,1
Comprimento do espinho da nadadeira-peitoral 22 22,8 27,4 24,7 1,3
Comprimento do espinho-pélvico 22 22,2 26,1 24,1 1,0
Largura cleitral 22 26,8 30,8 28,4 1,1
Comprimento do raio da nadadeira caudal superior 22 19,6 25,5 22,7 15
Comprimento do raio da nadadeira caudal inferior 22 23,9 29,0 25,9 1,6
Largura do corpo na origem da nadadeira anal 22 12,5 15,5 13,9 0,8
Comprimento do pedunculo caudal 22 32,9 39,7 36,8 1,4
Altura do pedinculo caudal 22 6,8 8,3 7,5 0,4
Largura do pedunculo caudal 23 4,3 6,1 5,0 0,5
Porcentagem do comprimento da cabeca

Comprimento do focinho 22 58,5 68,0 64,6 2,1
Diametro orbital 22 10,2 13,8 11,7 0,8
Largura interorbital 22 31,1 37,0 33,9 1,5
Altura da cabeca 22 41,5 49,8 45,8 2,5
Contagens

Dentes do pré-maxilar 22 38 51 44,0 3,6
Dentes do dentario 22 38 48 43,9 2,7
Placas da série lateral mediana 22 26 29 27,1 0,6
Placas na base da nadadeira-dorsal 22 5 7 6,2 0,5
Placas entre a nadadeira dorsal e a adiposa 22 7 9 8,0 0,7
Placas entre a nadadeira adiposa e caudal 22 3 5 3,7 0,5
Placas na base da nadadeira-anal 22 3 3 3,0 0,0
Placas entre a nadadeira anal e caudal 22 11 14 12,9 1,0
Placas &ziguas pré-adiposas 22 1 1 1,0 0,0
Numero de raios ramificados

Da nadadeira dorsal 22 7 7 7,0 0,0
Da nadadeira peitoral 22 6 6 6,0 0,0
Da nadadeira pélvica 22 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira anal 22 5 5 5,0 0,0
Da nadadeira caudal 22 14 15 14,0 0,2
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Tabela 11: Dados morfométricos (%) e meristicos de exemplares de Pareiorhaphis hystrix, do

rio Canoas. N = nuUmero de exemﬁlares analisados; DP = desvio iadréo.

Comprimento padrao (mm) 24 72,12 114,70 89,63 11,60
Porcentagem do comprimento padréo

Comprimento da cabeca 24 30,6 33,9 323 09
Comprimento do tronco 24 14,5 17,1 156 0,7
Comprimento abdominal 24 24,1 27,9 26,2 1,0
Comprimento pré-dorsal 24 41,2 45,0 43,3 0,9
Comprimento do espinho da nadadeira-dorsal 24 21,3 24,4 228 0,9
Altura do corpo na origem da nadadeira dorsal 24 14,6 20,2 175 1.3
Largura do corpo na origem da nadadeira dorsal 24 22,1 27,3 247 1.3
Comprimento pés-dorsal 24 36,9 44,9 418 1,6
Comprimento pré-adiposa 24 77,8 81,8 79,6 1,0
Comprimento do espinho da nadadeira-adiposa 24 7,1 11,1 9,0 0,9
Distancia da nadadeira adiposa até a caudal 24 16,9 21,3 195 0,9
Comprimento pré-anal 24 59,9 65,2 62,7 14
Comprimento do espinho da nadadeira-anal 24 13,4 16,9 154 1,0
Comprimento do espinho da nadadeira-peitoral 24 23,0 27,5 26,1 1,2
Comprimento do espinho-pélvico 24 23,3 26,7 252 1,0
Largura cleitral 24 27,8 32,5 30,8 1,1
Comprimento do raio da nadadeira caudal superior 24 22,4 25,9 24,1 0,9
Comprimento do raio da nadadeira caudal inferior 24 22,0 29,7 27,7 16
Largura do corpo na origem da nadadeira anal 24 12,9 15,4 142 0,6
Comprimento do pedunculo caudal 24 33,4 39,1 36,2 1,3
Altura do pedinculo caudal 24 7,4 8,5 79 0,3
Largura do pedunculo caudal 24 4,8 6,2 55 04
Porcentagem do comprimento da cabeca

Comprimento do focinho 24 60,5 67,6 64,2 1,6
Diametro orbital 24 10,4 14,2 12,4 0,9
Largura interorbital 24 31,5 36,3 34,3 1,4
Altura da cabeca 24 449 50,3 47,5 1,4
Contagens

Dentes do pré-maxilar 24 36 47 40,6 3,4
Dentes do dentario 24 36 47 39,9 2,7
Placas da série lateral mediana 24 25 27 26,3 0,6
Placas na base da nadadeira-dorsal 24 5 7 6,2 0,5
Placas entre a nadadeira dorsal e a adiposa 24 7 9 7,8 0,5
Placas entre a nadadeira adiposa e caudal 24 3 4 3,8 0,4
Placas na base da nadadeira-anal 24 3 3 3,0 0,0
Placas entre a nadadeira anal e caudal 24 12 13 12,9 0,3
Placas &ziguas pré-adiposas 24 0 1 09 0,3
NUmero de raios ramificados

Da nadadeira dorsal 24 7 7 7,0 0
Da nadadeira peitoral 24 6 6 6,0 0
Da nadadeira pélvica 24 5 5 5,0 0
Da nadadeira anal 24 5 5 5,0 0
Da nadadeira caudal 24 12 14 13,9 0,4
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3.2 Anélise Molecular
3.2.1 Alinhamento e diversidade genética

Um alinhamento de 2.518 pares de bases (pb) foi obtido para os genes
mitocondriais col (447 pb), cytb (843 pb), 16S (453 pb) e 12S (775 pb), sendo a
composicao nucleotidica a seguinte: Citosina (C): 28,45%; Timina (T): 25,09%; Adenina
(A): 26,89% e Guanina (G): 19,55%. De forma geral, observa-se uma maior diversidade
de haplétipos (hd) em comparacdo a diversidade de nucleotideos (), para os quatros
genes mitocondriais (Tab. 12).

Tabela 12: Namero amostral de espécimes de Pareiorhaphis hystrix utilizados na analise (N),
namero de sitios polimorficos (s), nimero de haplétipos (h), diversidade haplotipica (hd) e
diversidade nucleotidica (), considerando cada gene individualmente: col, cytb, 16S e 12S. Rosa:
areas da bacia do rio Taquari; azul: areas da bacia do rio Uruguai. Exemplares com muitos dados
faltantes ndo foram considerados na analise.

col
Areas N s h hd m
alto rio das Antas 7 3 2 0,28 +/- 0,19 | 0,04 +/- 0,04
médio rio das Antas 3 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
rio da Prata 2 5 2 1,00 +/- 0,50 | 0,26 +/- 0,28
rio Chapec6 4 3 3 0,83 +/- 0,22 | 0,07 +/- 0,07
rio Pelotas 3 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
rio ljuf 3 2 2 0,66 +/- 0,31 | 0,07 +/- 0,07
rio Passo Fundo 3 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
médio rio Uruguai 3 3 2 0,66 +/- 0,31 | 0,10 +/- 0,09
rio Canoas 4 8 2 0,50 +/- 0,26 | 0,07 +/- 0,07
cytb
alto rio das Antas 7 7 4 0,80 +/- 0,12 | 0,04 +/- 0,03
médio rio das Antas 4 2 3 0,83 +/- 0,22 | 0,04 +/- 0,04
rio da Prata 4 8 3 0,83 +/- 0,22 0,13 +/- 0,10
rio Chapec6 5 7 4 0,90 +/- 0,16 | 0,09 +/- 0,07
rio Pelotas 4 7 3 0,83 +/- 0,22 | 0,13 +/- 0,09
rio ljui 2 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
rio Passo Fundo 3 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
médio rio Uruguai 4 9 8 0,83 +/- 0,22 | 0,16 +/- 0,12
rio Canoas 5 2 3 0,70 +/- 0,21 | 0,11 +/- 0,08
16S
alto rio das Antas 7 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
médio rio das Antas 3 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
rio da Prata 4 1 2 0,50 +/- 0,26 [ 0,07 +/- 0,08
rio Chapec6 5 2 2 0,40 +/- 0,23 | 0,11 +/- 0,11
rio Pelotas 5 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
rio ljui 4 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
rio Passo Fundo 5 2 2 0,40 +/- 0,23 [ 0,11 +/- 0,11
médio rio Uruguai 5 1 2 0,60 +/- 0,17 | 0,08 +/- 0,09
rio Canoas 4 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
12
alto rio das Antas 5 4 3 0,80 +/- 0,16 | 0,14 +/- 0,11
médio rio das Antas 5 3 3 0,70 +/- 0,21 | 0,11 +/- 0,09
rio da Prata 3 2 8 1,00 +/- 0,27 | 0,09 +/- 0,09
rio Chapeco 5 4 4 0,90 +/- 0,16 | 0,11+/- 0,09
rio Pelotas 5 1 2 0,40 +/- 0,23 | 0,02 +/- 0,03
rio ljui 2 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
rio Passo Fundo 3 0 1 0,00 +/- 0,00 | 0,00 +/- 0,00
rio médio Uruguai 4 4 2 0,50 +/- 0,26 | 0,14 +/- 0,11
rio Canoas 4 1 2 0,50 +/- 0,26 | 0,03 +/- 0,04

1
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Para 0 gene col, as areas que apresentaram a maior diversidade haplotipica,
considerando o numero amostral, foram representadas pelo rio da Prata (1,00 +/- 0,50) e
o rio Chapecé (0,83 +/- 0,22), enquanto que, 0 médio rio das Antas, o rio Pelotas e o rio
Passo Fundo os menores valores (0,00 hd). Para o cytb, os valores de diversidade
haplotipica foram altos, principalmente para o rio Chapecé (0,90 +/- 0,16), e 0s menores
para o rio ljui e o rio Passo Fundo (0,00 hd). O 16S apresentou valores medianos de
diversidade, sendo o maior observado para 0 médio rio Uruguai (0,60 +/- 0,17) e o rio da
Prata (0,50 +/- 0,26), enquanto que os menores, para o alto e médio rio das Antas, rio
Pelotas, rio ljui e o rio Canoas (0,00 hd). E por fim, para o gene 12S, a maior diversidade
de haplétipos foi a do rio da Prata (1,00 +/- 0,27) e do rio Chapec6 (0,90 +/- 0,16),
enquanto o rio ljui e o rio Passo Fundo, os menores (0,00 hd).

3.2.2 Rede de haplotipos

A rede de hapldtipos concatenada (Fig. 12), considerando 0s quatro genes
mitocondriais, apresentou 22 haplotipos e uma estrutura genética moderada por area
geografica, com haplétipos exclusivos e ndo compartilhados. O rio Pelotas apresentou
proximidade com espécimes da bacia do rio Taquari, ja o rio Passo Fundo e o rio Chapecd
apresentaram maior distancia das demais areas (com mais de dez passos mutacionais).
Duas espécies do grupo externo, P. stendachneri e P. azygolechis, apresentaram um
namero consideravel de mutacGes separando-as do grupo interno (45 passos
mutacionais). Pareiorhaphis vestigipinnis, por sua vez, apresentou diferenciacdo um
pouco menor quanto aos espécimes de P. hystrix, com um pouco mais de dez passos
mutacionais.

A observacdo individual de cada rede de haplotipos possibilitou analisar o quanto
cada gene mitocondrial contribuiu para a rede concatenada desenvolvida. De forma geral,
é observado o compartilhamento de haplotipos entre as diferentes areas, apesar de
também portarem haplotipos exclusivos. H4 uma baixa diferenciacéo entre as populacdes,

com poucas mutacdes separando-as.
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Figura 12: Rede de hapldtipos concatenada (col, cytb, 16S, 12S) entre populacGes de
Pareiorhaphis hystrix. As barras entre os hapl6tipos indicam o nimero de mutacBes que 0s
separam; o tamanho do circulo é proporcional ao nimero de exemplares agrupados em cada
haplétipo; H = haplétipo; vetores médios = sequéncias ndo amostradas. Exemplares com muitos
dados faltantes ndo foram considerados na analise.

Para o gene col (Fig. 13A) observou-se um total de 12 haplétipos na rede. Ha um
haplotipo central compartilhado entre as diferentes bacias hidrograficas - rio Chapecd, rio
ljui, Pelotas, médio rio Uruguai (bacia do rio Uruguai) e o alto rio das Antas (bacia do rio
Taquari), do qual partem varios outros, com 1-5 passos mutacionais. Ndo ha um padréo
claro de separacdo por bacia hidrografica, mas sim por area geografica, do qual o rio
Canoas, o rio Passo Fundo, o médio rio das Antas e o rio da Prata foram os Gnicos que
ndo compartilharam haplo6tipos, apresentando somente hapl6tipos exclusivos.

O gene cytb (Fig. 13B) apresentou 23 haplétipos na rede, sendo observado uma
maior estruturacdo genética por area, com apenas um haplétipo compartilhado entre as
bacias: rio Pelotas (bacia do rio Uruguai) e o médio rio das Antas (bacia do rio Taquari)
(haplétipo 17). Um unico haplétipo foi compartilhado entre espécimes da mesma bacia -

médio e alto rio das Antas, bacia do rio Taquari (haplotipo 6).
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O gene 16S (Fig. 13C) apresentou pouca variagdo entre 0S exemplares,
considerando apenas seis haplétipos na rede e as poucas mutagdes entre eles (1-3 passos
mutacionais). A rede apresenta um haplotipo central compartilhado entre oito areas das
duas bacias hidrogréficas (bacia do rio Taquari e do rio Uruguai). O rio Chapeco foi a
exce¢do, sendo a Unica area a ndo compartilhar haplotipos e apresentar uma distancia

maior das demais areas - 3 passos mutacionais aproximadamente.

QO alto rio das Antas
@ médio rio das Antas
O rio da Prata

@ rio Chapecd

@ rio Pelotas

@ rio ljui

@ rio Passo Fundo

O médio rio Uruguai
H2 @ rio Canoas

< Vetores médios

Figura 13: Rede de hapl6tipos por gene mitocondrial em populages de Pareiorhaphis hystrix:
col (A); cytb (B); 16S (C); 12S (D). As barras entre os haplétipos indicam o nimero de mutagoes
gue os separam; o tamanho do circulo é proporcional ao nimero de exemplares agrupados em
cada haplétipo; H = haplétipo; vetores médios = sequéncias ndo amostradas. Exemplares com
muitos dados faltantes ndo foram considerados nas anélises.

Por fim, para o gene 12S (Fig. 13D), obteve-se 15 haplétipos, sendo o haplotipo
central compartilhado entre as duas bacias hidrogréaficas: rio Passo Fundo, rio Canoas, rio

Pelotas (bacia do rio Uruguai) e rio da Prata (bacia do rio Taquari). Do haplétipo central,
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partem varios outros, em geral, com poucas mutag6es (1-5). O rio Chapecd e o médio rio
Uruguai (bacia do rio Uruguai) apresentaram haplotipos Unicos e ndo compartilhados. O
rio da Prata compartilhou o hapl6tipo dois com o alto rio das Antas - bacia do rio Taquari;
o0 haplétipo quatro foi compartilhado entre o alto e médio rio das Antas; o rio Canoas e 0
rio ljui - bacia do rio Uruguai, compartilnaram o haplétipo sete.

3.2.3 Distancia genética

A distancia genética para os dados concatenados (Tab. 13) aponta para uma
separacgdo a nivel de espécie com uma porcentagem acima de 3%, como observado para
Pareiorhaphis azygolechis e P. stendachneri, ou de aproximadamente 1% para P.
vestigipinnis. De forma geral, cada area quando comparada a outra, apresentou valores de
diferenciagéo inferiores a 1%, com o rio Passo Fundo e o rio Chapeco apresentando maior
diferenca quanto as demais areas, variando de 0,60 - 0,95 % para o rio Passo Fundo, e de
0,66 ateé 0,95 % para o rio Chapecd. Adicionalmente, a diferenciacdo genética entre as
duas areas foi a maior observada - 0,95%. O rio Pelotas (0,38-0,45-0,44%), o rio Canoas
(0,44-0,49-0,49%) e o rio ljui (0,38-0,40-0,47%) apresentaram baixa diferenciacdo em
relacéo as trés areas da bacia do rio Taquari - rio da Prata, médio rio das Antas, alto rio
das Antas.

Para o gene col, individualmente (Tab. 14), a distancia genética indicou uma
separacdo a nivel de espécie variando de 4-6%, com excecdo de P. vestigipinnis, que
também apresentou menor diferenciacéo (inferior a 2%). Nenhuma area de ocorréncia de
P. hystrix quando comparada a outra ultrapassou 2%. O rio da Prata apresentou maior
diferenciacdo genética em relacdo as demais areas, seguido do médio rio Uruguai e do rio
Canoas (alguns valores superiores a 1%). Outras areas também apresentaram valores
proximos a 1%, como o rio Chapecoé e o rio Passo Fundo. O rio Pelotas mostrou maior
proximidade com espécimes da bacia do rio Taquari (alto e médio rio das Antas),

considerando a menor diferenciacdo genética observada (0,20 e 0,47%).
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3.2.4 Anélise filogenética

A andlise filogenética para os genes concatenados indicou ramos com alta
probabilidade posterior, geralmente acima de 90% (Fig. 14). Clados com probabilidade
posterior baixa, como 51%, agruparam espécimes de areas da bacia do rio Uruguai e do
rio Taquari, com o0 menor valor para o agrupamento de espécimes do rio Pelotas (67%).
Também foi observado um clado com probabilidade posterior de 55% aproximadamente,
agrupando espécimes da bacia do rio Uruguai - com 0s menores valores para aqueles que
separaram 0s espécimes em uma grande politomia (rio Canoas, rio ljui e médio rio
Uruguali, probabilidade posterior = 53%).

De forma geral, a filogenia concatenada apresentou clados com valores acima
de 82%. A area do rio Chapecd agrupou o0s espécimes em um clado exclusivo e grupo
irmdo de todos os demais (probabilidade posterior = 100%). O rio Passo Fundo, apesar
de estar dentro do grande grupo dos espécimes de Pareiorhaphis hystrix, apresentou um
comprimento de ramo maior quando comparado aos demais, indicando um nimero maior
de transformacdes (probabilidade posterior = 100%).

A filogenia individual realizada para o gene col (Fig. 15), apresentou 0s espécimes
de P. hystrix agrupados em uma grande politomia. Os valores de probabilidade posterior
para o gene foram altos, com poucas exce¢des, como, por exemplo, um agrupamento com
P. vestigipinnis (probabilidade posterior = 73%). A maior politomia observada na arvore
(probabilidade posterior = 52%) foi formada por espécimes das duas bacias hidrograficas.
Alguns exemplares provenientes de diferentes areas geograficas aparecem em ramos
isolados, com agrupamentos exclusivos (alto rio das Antas, rio Passo Fundo, médio rio

das Antas e médio rio Uruguai; probabilidade posterior > 82%).
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Figura 14: Reconstrucdo filogenética por Inferéncia Bayesiana (Bl), com base nos genes
mitocondriais concatenados para populagbes de Pareiorhaphis hystrix (col, cytb, 16S, 12S).
Barras internas representam as cores das nove areas geograficas estudadas; barras externas
representam as areas por bacia hidrografica (Taquari ou Uruguai). Os numeros dos nés
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considerados na analise.
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Figura 15: Reconstrucdo filogenética por Inferéncia Bayesiana (Bl) - gene col, para populagdes
de Pareiorhaphis hystrix. Barras internas representam as cores das nove areas geogréaficas
estudadas; barras externas representam as areas por bacia hidrografica (Taquari ou Uruguai). Os
nameros dos nds correspondem a probabilidade posterior em %. Todos exemplares sequenciados
foram considerados na anélise.

3.2.5 Andlise de delimitacdo de espécie por coalescéncia
A analise de delimitacdo de espécie por coalescéncia (GMYC), para o gene cytb,
sugere cinco OTUS, a primeira representada por espécimes do rio Taquari (alto rio das
Antas e rio da Prata) mais espécimes da bacia do rio Uruguai (rio Pelotas e médio rio
Uruguai); a segunda OTU por espécimes do rio Uruguai (rio ljui, médio rio Uruguali, rio
Canoas, rio Passo Fundo e Pelotas); a terceira OTU por espécimes do grupo externo -
Pareiorhaphis vestigipinnis (comum da bacia do rio Uruguai), e por exemplares do grupo

interno, ocorrentes no rio Uruguai (rio Passo Fundo e rio Chapecd); a quarta OTU por
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espécimes das duas bacias, do rio Taquari (alto rio das Antas, médio rio das Antas, rio da
Prata) e do rio Uruguai (rio Canoas); a quinta e ultima OTU por espécimes do rio Taquari
(alto rio das Antas, médio rio das Antas e rio da Prata) e do rio Uruguai (Pelotas). A
analise estimou um tempo limite de -0,007256552, representando o tempo antes de todos
os nos refletirem a diversificagdo, e apds todos 0s nos refletem os eventos coalescentes.
A maéaxima verossimilhanca para 0 modelo nulo (ou seja, que todas as sequéncias
pertencam a mesma espécie) foi de 391,48 e a maxima verossimilhanca para o modelo
GMYC foi de 393,231 (ou seja, que indique a presenca de diferentes espécies), sendo a
diferenca encontrada néo significativa (0,17).

Uma segunda analise, realizada com o cytb, retirou as duas espécies do grupo
externo geneticamente mais distantes (P. azygolechis e P. steindachneri), uma vez que é
relatado que representantes consideravelmente distantes podem causar conflito na anélise.
Ainda assim, se manteve as cinco OTUS. Outras tentativas retirando um membro do
grupo externo de cada vez resultou no mesmo nimero de OTUS, com valores de
diferenciacdo similares entre os modelos (por exemplo, retirando P. steindachneri;
modelo nulo = 386,02, modelo GMYC = 389,80; Fig. 16).

A coalescéncia para o gene col sugeriu 14 OTUS, quando mantidas todas as
espécies do grupo externo. Foi estimado um tempo limite de -0,004866722, a maxima
verossimilhanca para o modelo de 344,29 e a maxima verossimilhanca para 0 GMYC de
349,436, com a diferenca encontrada significativa (0,005*). Quando retirada a espécie
mais distante do grupo externo (P. steindachneri) a arvore foi reduzida para trés OTUS
(Fig. 17), sendo a primeira representada por especimes das diferentes areas e bacias; a
segunda por exemplares do médio rio Uruguai; a terceira e Ultima por P. vestigipinnis e
P. hystrix - exemplares do rio Canoas e do médio rio Uruguai (bacia do rio Uruguai), e
do rio da Prata (bacia do rio Taquari). A maxima verossimilhanca para o modelo nulo foi
de 337,37, e de 345,52 para 0 modelo GMYC, com a diferenca significativa (0,0002*%*).
Ainda, quando retirados os dois membros mais distantes do grupo externo (P.
steindachneri e P. azygolechis) se manteve 0 mesmo nimero de OTUS e agrupamentos,

com diferenca ainda significativa (0,02%*).
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Figura 16: Resultado do método de delimitagdo de espécie por coalescéncia (GMYC) através de
analise Bayesiana - gene cytb, para populacdes de Pareiorhaphis hystrix. Barras internas na
filogenia representam as cores das nove areas geograficas estudadas; barras externas pretas
representam as possiveis OTUS. Os valores de probabilidade posterior (0-1) sdo apresentados nos
ramos. OTU = unidade taxondmica operacional. Todos exemplares sequenciados foram
considerados na analise.
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Figura 17: Resultado do método de delimitacdo de espécie por coalescéncia (GMYC) através de
Inferéncia Bayesiana - gene col, para populacBes de Pareiorhaphis hystrix. Barras internas na
filogenia representam as cores das nove areas geograficas estudadas; barras pretas externas
representam as possiveis OTUS. Os valores de probabilidade posterior (0-1) sdo apresentados nos
ramos. OTU = unidade taxondmica operacional. Todos exemplares sequenciados foram
considerados na analise.

3.2.6 Anélise de variancia molecular e de Fst
Para a AMOVA, considerando o gene cyth, quando analisadas as nove areas em
um anico grupo hierdrquico, no intuito de verificar os niveis de diferenciacdo genética
entre todas &reas amostradas individualmente, observou-se uma maior variagao entre as

areas (50,56%), com um valor de Fsr significativo (0,5*), apesar da varia¢do dentro das
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areas apresentar diferenga minima (49,44%) (Tab. 15). De forma secundaria, buscou-se
analisar a AMOVA baseada nos dados obtidos morfologicamente, considerando as duas
bacias como grupos distintos, juntando o rio Pelotas com os espécimes da bacia do rio
Taquari. Observou-se que a variacéo entre 0s grupos foi baixa e néo significativa (7,07%),
enquanto que entre as areas foi de 43,47%, e dentro das areas de 49,46%, de forma
bastante significativa (Tab. 16).

Por fim, uma terceira analise para o cytb teve como base o agrupamento de
espécimes do rio Taquari e do rio Uruguai: médio e alto rio das Antas mais o rio Pelotas
- como um grupo (1), o rio da Prata - como outro grupo (2), e as demais areas da bacia do
rio Uruguai (rio Chapeco, rio ljui, rio Passo Fundo, médio rio Uruguai e rio Canoas) -
como o terceiro grupo (3). AMOVA ainda indicou uma baixa variagdo entre 0s grupos
(8,35%), enquanto que a variacdo de areas dentro dos grupos foi significativa (42,07%),
assim como dentro das areas (49,59%) (Tab. 17).

Os valores de Fst par-a-par, de forma geral, foram altos e significativos (Tab. 18),
sugestivos de estruturacdo genética por area. Foi observado, por exemplo, altos valores
de diferenciacdo geografica entre os espécimes do rio Chapeco e do rio Passo Fundo em
relacdo as demais areas. Foram poucas as excecOes de falta de estruturacdo, sendo 0s
menores valores observados para 0s seguintes pares - alto rio das Antas x medio rio das
Antas (Fst = 0,03) - médio rio Uruguai X rio Pelotas (Fst = 0,01) - rio Pelotas X rio da
Prata (Fst = 0,1) - rio ljui x rio Canoas (Fst = 0,2) - rio Pelotas x rio Canoas (Fst = 0,2)
- médio rio Uruguai x rio ljui (Fst = 0,2) - rio Canoas x rio ljui (Fst = 0,2) - rio Canoas x
médio rio Uruguai (Fst = 0,2). Na filogenia concatenada é possivel observar a

proximidade dos pares anteriormente mencionados.

Tabela 15: Andlise de variancia molecular (AMOVA), considerando o gene cyth. VT (%) =
variagdo total. Fsr = indice de fixagdo; *valor significativo. Exemplares com muitos dados
faltantes ndo foram considerados na analise.

Fonte de variacao VT (%) Fsr
Entre areas 50,56% 0,5*
Dentro de areas 49,44%
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Tabela 16: Analise de variancia molecular (AMOVA) com base nos agrupamentos obtidos na
morfologia, considerando o gene cytb. VT (%) = variacéo total; ®ct = variagdo entre 0s grupos;
dsc = variagao entre areas; ®st = variagao dentro de areas; *valores significativos. Exemplares
com muitos dados faltantes ndo foram considerados na analise.

Fonte de variagéo VT (%)

Entre os grupos - 2
bacia do rio Taquari (incluindo rio Pelotas) 7,07% Oct = 0,07
+ bacia do rio Uruguai

Entre areas dentro de grupos 43,47% O 0,46*

Dentro das areas 49.46% O _ 0,50

Tabela 17: Anélise de variancia molecular (AMOVA) com base nos agrupamentos obtidos na
morfologia, considerando o gene cytb. VT (%) = variacdo total; ®ct = variacdo entre 0s grupos;
dsc = variacao entre areas; ®st = variacdo dentro de areas; *valores significativos. Exemplares
com muitos dados faltantes ndo foram considerados na analise.

Fonte de variacao VT (%)

Entre os grupos (3)
alto rio das Antas, médio rio das

9 Pct
Antas, rio Pelotas + rio da Prata + 8,35% - 0,08
bacia do rio Uruguai
Entre areas dentro de grupos 42,07% Dy 0,45+
Dentro das areas 49.59% D . 0,50
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Quando analisado o gene col, AMOVA gerou valores similares aos do cytb, contudo,
a variacdo dentro das areas (59,90%) foi maior do que a variacdo entre as areas (40,12%),
apesar de ambos os valores serem altos, com Fsr de 0,4 significativo (p<0,05; Tab. 19).
Os valores par-a-par de Fst, de forma geral, ndo foram significativos, apesar de serem
altos (Tab. 20). O rio Canoas apresentou alguns valores estatisticamente significativos
(Variacdo do Fst: 0,25-0,76); outras areas como o médio rio Uruguai (Variacao do Fsr:
0,31-0,75), o rio Passo Fundo (Variagcdo do Fst: 0,60-0,80) e 0 médio rio das Antas
(\Variagédo do Fst: 0,60-0,80) apresentaram alguns valores altos e significativos.

Tabela 19: Andlise de variancia molecular (AMOVA), considerando o gene col. VT (%) = variacdo
total; Fst = indice de fixacdo; *valor significativo. Exemplares com muitos dados
faltantes ndo foram considerados na analise.

Fonte de variacéo VT (%) Fsr
, 40,12% 0,4*
Entre areas
Dentro de areas 59,90%
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4. DISCUSSAO

4.1 Analise Morfoldgica

A espécie em estudo € descrita do alto rio Pelotas, bacia do rio Uruguai, com a
presenca de odontédeos delicados sobre o focinho, geralmente mais desenvolvidos na
porcdo anterior do focinho e nas laterais da cabecga (Pereira, Reis, 2002). A analise de
espécimes de diferentes areas possibilitou a observacdo mais detalhada desses padroes.
De maneira geral, apesar de alguns exemplares de diferentes localidades apresentarem
odontddeos também sobre o focinho, esses se mostram mais desenvolvidos nas laterais
da cabeca dos machos, concordando com o estudo de descricdo da espécie (Pereira, Reis,
2002).

Pareiorhaphis hystrix ndo é descrita com a presenca de odontddeos bem
desenvolvidos na regido anterior da cabeca, caracter analisado de forma mais detalhada
nesse estudo, com uma amostragem maior e considerando as diferentes localidades de
ocorréncia. E possivel observar tanto odontédeos grandes e desenvolvidos, como
odontddeos pequenos e delicados junto a intumescéncia lateral, essa também mostrando
variacdo quanto ao seu tamanho. Quando a intumescéncia desses espéecimes se mostra
bem desenvolvida, os odontddeos costumam ser pouco visiveis, considerando que s&o
estruturas fixadas ao 0sso, emergindo através da intumescéncia.

Apesar de alguns pesquisadores sugerirem que a presenca de odontddeos
desenvolvidos em machos estaria associada com a época reprodutiva, sdo comumente
observados espécimes de P. hystrix com odontodeos ao longo de diferentes épocas do
ano. Feltrin (2005, dados ndo publicados) estudou a dindmica populacional de duas
espécies de Pareiorhaphis, P. nudula (Reis & Pereira, 1999) e P. stomias (Pereira & Reis,
2002), descobrindo que as espécies ndo apresentaram periodo especifico de reproducdo e
desova. O autor destaca que, possivelmente, alguns ambientes podem ndo apresentar
fatores limitantes ao longo de um periodo, possibilitando que a reproducao se prolongue
por Varios meses, 0 que seria 0 caso dessas duas espécies. Dessa forma, esses e outros
fatores poderiam justificar a auséncia de um periodo reprodutivo especifico também para
P. hystrix e a explicacdo para a ocorréncia de espécimes com odontddeos evidentes ao
longo do ano.

Apesar das diferentes suposicées discutidas, ndo ha estudos que confirmem que o
desenvolvimento de odontddeos, na regido do focinho de espécimes de P. hystrix, esteja

diretamente associado a reproducdo, 0 que torna importante pesquisas que busquem
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estudar aspectos ecoldgicos no género Pareiorhaphis. Em Siluriformes do género
Hoplosternum e Callichthys, por exemplo, observou-se que os odontddeos encontrados
no espinho da nadadeira peitoral se desenvolvem notavelmente na época de reproducéo
(Py-Daniel, COX Fernandes, 2005). Este ndo parece ser o caso de P. hystrix, que ndo
mostrou, de forma geral, um padrdo bem desenvolvido nessa regido, onde os odontédeos
estdo estaveis e na maioria das vezes menores ao longo de todo ano. Esse padrdo tende a
variar dentro do género, onde por exemplo, P. stephanus (Oliveira & Oyakawa, 1999)
desenvolve longos odontddeos ao longo do espinho da nadadeira peitoral, similares
aqueles presentes na lateral da cabeca de P. hystrix. Alguns machos de P. hystrix podem
apresentar odont6deos mais visiveis no espinho da nadadeira peitoral, comumente quando
0s odontddeos na regido lateral da cabeca também estdo desenvolvidos, contudo, néo é
uma regra para espécie, ndo sendo observado de forma continua, considerando os machos
adultos com odontddeos analisados nesse estudo.

Assim como as variagdes no desenvolvimento de odontddeos e da intumescéncia
lateral de machos, as variacdes observadas no colorido da espécie ndo indicam apenas um
padrdo em cada area ou dentro das diferentes areas estudadas, provavelmente tratando-se
de variagdes intrapopulacionais. As variagdes melhor observadas foram quanto a padrdes
de pontuacgdes ao longo da superficie dorsal do corpo de alguns espécimes. Ainda, 0
colorido é mais evidente em espécimes mais jovens, como ja observado por Pereira, Reis
(2002), mas neste estudo a analise é realizada especificamente em exemplares adultos.

Ha varios estudos com espécies de peixes que relataram variacGes intra e
interpopulacionais, quanto ao padrdo de colorido. Por exemplo, Chavez et al. (2006)
relatam variaces no padrdo de colorido abdominal do loricarideo Pterygoplichthys
disjunctivus (Weber, 1991), coletado ao longo da Laguna de Bay, nas Filipinas, ilha de
Luzon, do qual foram observados diferentes padrdes manchados nos espécimes. Ainda,
outro estudo similar foi realizado por Silva et al. (2010), com Cambeva iheringi
(Eigenmann, 1917), um siluriforme da familia Trichomycteridae, comum na regido
sudeste do Brasil. Alguns autores sugerem que o padrao de colorido é uma caracteristica
importante para o diagndstico de espécies de Trichomycteridae, contudo, nesse estudo 0s
autores relatam tratar apenas variacdes intraespecificas entre os espécimes - que
apresentaram distintos padrdes de pigmentacao corporal.

Pereira, Reis (2002), ao descreverem a espécie, ndo apontaram a presencga de
placas na regido abdominal como uma caracteristica em P. hystrix, mas destacaram um

abddmen completamente nu. Dessa forma, a presenca de placas nessa regido se trata de
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uma novidade para a espécie. No género Pareiorhaphis algumas espécies como P. nasuta
Pereira, Vieira & Reis, 2007 e P. scutula Pereira, Viera & Reis, 2010, descritas da bacia
do rio Doce, P. ruschii Pereira, Lehmann & Reis, 2012, descrita de afluentes dos rios
Piraqué-Acu e Reis Magos, e P. parmula Pereira, 2005, da bacia do rio Paran,
apresentam placas abdominais. Essas espécies possuem algumas placas distribuidas em
cada lado da cintura peitoral, logo apds a abertura das branquias, com excecao de P.
scutula, que também pode apresentar placas espalhadas ao longo de toda regido
abdominal, desde a cintura peitoral até a insercdo da nadadeira pélvica.

Pareiorhaphis hystrix apresenta poucas placas na regido abdominal, assim como
a maioria das espécies de Pareiorhaphis destacadas anteriormente. A fungdo dessas
placas ainda é desconhecida, podendo apresentar algum importante papel ecoldgico, ou
ndo. Sugestivamente, espécimes que apresentam uma grande concentracdo de placas no
abdémen podem possuir maior facilidade na fixacdo em pedras, ambiente comum para
Loricariidae. Contudo, para a maioria das espécies do género, o nimero de placas na
regido € muito pequeno e restrito a uma porcao do abdémen (Pereira, 2005; Vieira et al.,
2007; Pereira, Reis, 2012). Ainda, para a espécie estudada, as placas ndo sdo observadas
em todos os exemplares adultos analisados.

Dentre as analises morfologicas, a analise de variancia (ANOVA) permitiu uma
observacdo mais detalhada nos padrdes meristicos, identificando tendéncias geogréaficas
nos espécimes de P. hystrix. Na ANOVA, a variacdo significativa encontrada para
algumas contagens, como por exemplo, no nimero de dentes do pré-maxilar e do
dentario, pode ser devido ao fato dos espécimes perderem e reporem seus dentes
frequentemente (Py-Daniel, Fernandes, 2005), podendo assim, ter apresentado variacdo
entre os exemplares que estavam em diferentes etapas de reposicdo. Apesar de ainda
serem observados outros valores significativos, as diferencas entre as contagens séo
minimas e se enquadram dentro da variacdo esperada para a espécie (Pereira, Reis, 2002).

Ainda, € possivel observar uma tendéncia de separacdo por bacia hidrografica,
com a excec¢do do rio Pelotas, que mostrou maior proximidade aos espécimes da bacia
adjacente - do rio Taquari. A analise discriminante linear (LDA), utilizada para os dados
morfométricos, apresentou maior divergéncia entre as bacias em relacdo a analise de
componentes principais (PCA). Ainda, a LDA corroborou os dados meristicos anteriores,
indicando uma maior proximidade do rio Pelotas a bacia do rio Taquari, assim como com
a presenca de placas abdominais encontradas nos espécimes do rio Uruguai, com exce¢do

do rio Pelotas.
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4.2 Analise Molecular

De forma geral, o formato das redes de haplétipos obtidas é caracteristico de uma
rede estrelar, com um haplétipo central, e os demais partindo deste com poucas mutacdes
(Genes col, 16S, 12S), sugestivo de uma expansdo recente do haplétipo parental (Arnaud
et al., 1999; Vasconcellos et al., 2008; Joy et al., 2016, Subburaj et al., 2017). Ainda, foi
possivel observar um nimero de haplétipos alto, considerando o nimero amostral em
algumas areas geogréaficas, sequido pela pequena diversidade de nucleotideos - poucas
mutacdes entre 0s hapl6tipos, também corroborando para uma expansao recente (Grant,
Bowen 1998; Mondin et al., 2018). H& pequenas variacfes entre os espécimes das
diferentes &reas, com as duas bacias, de forma geral, compartilhando o haplétipo central
entre si.

O gene cytb foi mais informativo quando comparado aos outros genes nas redes
de haplotipos obtidas, com a maioria das localidades portando seus préprios haplétipos e
com um nimero de mutagGes um pouco maior as separando. A rede concatenada, quando
considerado todos 0s genes, perdeu o padréo estrelar observado individualmente, com as
areas apresentando haplotipos préprios e uma maior distancia entre eles. Os valores de
distancia genética, considerando os dados concatenados, apontam para uma maior
separacdo dos espécimes do rio ChapecO e do rio Passo Fundo das demais areas,
mostrando concordancia com as redes e com a filogenia obtida.

Para Pareiorhaphis, existe apenas um estudo envolvendo andlise populacional
com dados moleculares (Lima et al., 2017), juntamente com o desenvolvimento de rede
haplotipica, para P. garbei (lhering, 1911), encontrada na bacia do rio Macaé, sudeste do
Brasil. Neste estudo, com base na rede de haplétipos gerada (col e cytb separadamente),
nenhum haplétipo encontrado nas diferentes populacdes foi compartilhado com a outra,
mostrando ainda, um grande nimero de passos mutacionais. O gene cytb sugeriu maior
diferenciacdo entre as areas, aparentemente como no presente estudo. Essa estruturacdo
populacional entre as areas foi confirmada pelas reconstrucoes filogenéticas dentro de P.
garbei. Adicionalmente, uma das populacGes estudadas (Macaé) apresentou alta
estruturacdo genética, quando comparada as demais, sugerindo fortemente que 0s
espécimes desses dois grupos representam espécies diferentes, considerando ainda,
analises morfoldgicas prévias.

Outro estudo similar, realizado com diferentes populaces de Diapoma itaimbe
(Malabarba & Weitzman, 2003), um lambari comum das drenagens do sul do Brasil,

mostrou evidéncia de estruturacdo dos espécimes por area geogréfica, facilmente
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observavel pela rede de haplotipos gerada, considerando dois genes mitocondriais
concatenados (col+NAD2) (Hirschmann et al., 2015). As analises moleculares indicaram
trés grupos evolutivos que divergiram um do outro com uma estimativa de 1.600.000 e
450.000 de anos.

Apesar do presente estudo apresentar hapldtipos exclusivos entre as areas
estudadas, assim como para as populac6es de P. garbei e do lambari D. itaimbe, 0 nimero
de mutacgBes que as separam ainda é menor, sendo ainda observada bastante variabilidade
interna por area geografica. Contudo, ja é relatada diferenciacdo por area geografica,
observada por testes de estruturacdo genética - AMOVA, e ainda, outras analises
moleculares. O rio Passo e o0 rio Chapecd apresentaram maior nimero de mutagdes e
separacao nas analises moleculares, mas ainda ndo ha evidéncia suficiente na morfologia
para sugerir a existéncia de uma espécie separada, restrita a por¢do média-superior da
bacia do rio Uruguai.

Apesar da analise de delimitacdo de espécies por coalescéncia (GMYC - cytb e
col) sugerir a existéncia de diferentes OTUS, essa separacdo ndo é observada nas demais
analises moleculares e morfolégicas. Para o gene col, a distancia genética nao indica a
existéncia de mais de uma espécie, uma vez que quando utilizado na identificacdo de
novas espécies sugere-se um limite de 2%, considerando os individuos em analise (Ward
et al., 2009; Jumawan et al., 2011; Roxo et al., 2015b; Shimabukuro-Dias et al., 2016;
Ribolli et al., 2017, dentre outros). Assim, 0s resultados sugerem a presenca de apenas
uma espécie, considerando as pequenas variagdes entre as areas estudadas, com apenas
algumas ultrapassando 1% de diferenciacdo genética - o rio da Prata e o rio Canoas, 0 que
pode ter influenciado nas OTUS.

Sugere-se que a inclusdo de espécies distantes geneticamente (como grupos
externos) na filogenia gerada, pode vir a comprimir eventos coalescentes em direcdo as
pontas das arvores, tornando dificil a diferenciacdo de espécies proximas para 0 modelo
(Michonneau, 2016). Contudo, é importante destacar que mesmo apds a retirada de
espécies distantes, 0s agrupamentos que foram mantidos e a sugestao de trés OTUS - gene
col, ainda é pouco provavel. O rio Canoas foi a area mais diferenciada em dados
meristicos, na morfologia e em algumas analises moleculares. Contudo, € observado que
nem todos os espécimes da area apresentaram o mesmo padrdo de diferenciagdo. Os
resultados obtidos para o gene cytb, com ou sem o grupo externo (P. steindachneri e P.
azygolechis), indicaram 0s mesmos agrupamentos e as quatro OTUS, apesar deste padréo

também ndo ser corroborado pelos demais dados desse trabalho.
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Uma espécie do grupo externo, Pareiorhaphis vestigipinnis, apresentou muita
proximidade aos espécimes de P. hystrix, 0 que sugere que ela é pouco diferenciada da
espécie estudada, principalmente com base em dados moleculares. A principal
caracteristica distintiva desta espécie na morfologia é a auséncia da nadadeira adiposa
(Pereira, Reis, 1992), a qual esté presente em P. hystrix. Pereira, Reis (2017) ao estudarem
a filogenia de Neoplecostominae, com dados morfolégicos, observaram a proximidade
das duas espécies, agrupadas em um mesmo ramo na filogenia.

Quanto a distancia genética, apesar de P. vestigipinnis apresentar valores maiores
quando comparado aos espécimes de P. hystrix, os valores ainda sdo consideravelmente
baixos, uma vez que P. azygolechis e P. steindachneri, também pertencentes ao grupo
externo, mostram uma variacao acima de 3% dos espécimes de P. hystrix. Na filogenia e
na analise por coalescéncia (GMYC) realizada com o col, é possivel observar a espécie
proximamente relacionada com espécimes do rio Canoas, do rio da Prata e do médio rio
Uruguai. Contudo, apesar da similaridade com o grupo interno, ha uma separacdo das
espécies na filogenia com os genes concatenados, na qual P. vestigipinnis € recuperada
como grupo-irméo de P. hystrix, assim como na rede de haplétipos concatenada, onde €
possivel observar, de forma geral, uma separacdo maior da espécie, considerando o
numero de mutacbes em relacdo ao grupo interno.

Aparentemente, 0s genes col e cytb sdo os que melhor contribuem a nivel de
diferenciacdo interespecifica, considerando as demais espécies de Pareiorhaphis. Esses
dois genes apresentam uma variacao de 2-10%, separando P. hystrix de espécies como P.
parmula, P. splendens (Bizerril, 1995), P. eurycephalus (Pereira & Reis, 2002) e P.
bahianus (Gosline, 1947) enquanto 0 16S e o 12S apresentam uma diferenciacdo menor,
de 1-6% (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Pareiorhaphis vestigipinnis, de forma
geral, apresenta uma diferenciacdo menor, corroborando os presentes dados, para 0s
quatro genes mitocondriais utilizados nesse estudo (1-2%). A diferenciacdo a nivel de
género, dentro de Neoplecostominae, corrobora a maior contribuicdo do col e do cytb,
onde para P. hystrix ha valores de diferenciacdo de aproximadamente 6-8% comparado a
Neoplecostomus ribeirensis Langeani, 1990 e Neoplecostomus sp.

O padréo geral de diferenciacdo genética, com base nos dados do GenBank, esta
acima de 2% como visto para os dados deste estudo, com raras excec¢des, como P.
vestigipinnis. Entre os espécimes deste estudo, a varia¢do entre areas ndo chegou a 1%
para 0s genes concatenados, com alguns poucos valores ultrapassando 1% apenas para o

col, e a variacdo na morfologia ndo foi eficiente a nivel interespecifico. Ainda, é possivel
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observar a baixa diferenciacdo da espécie considerando suas &reas geograficas na
filogenia, onde os espécimes estdo em uma grande politomia (gene col). Contudo, o limiar
de 2% de diferenciacéo interespecifica, comumente utilizado para o gene col, parece nao
se aplicar a todas espécies de Pareiorhaphis. Pareiorhaphis vestigipinnis, por exemplo,
apresentou divergéncias genéeticas, com valores de diferenciacdo até mesmo inferiores a
1% quando comparada a outras areas com espécimes de P. hystrix. Um nimero amostral
maior e uma andalise mais detalhada para P. vestigipinnis seria necessaria, para assim
chegar a conclusdes mais precisas.

Os dados da morfologia, indicando uma tendéncia de separagdo por bacia
hidrogréafica, com excecdo do rio Pelotas, ndo foram corroborados pelos dados
moleculares. Foi observado um compartilhamento de haplotipos entre as duas bacias e
poucas mutacdes separando os haplétipos entre si. Contudo, alguns espécimes do rio
Pelotas apresentaram maior proximidade com os da bacia do rio Taquari, como observado
mais especificamente na rede de haplotipos concatenada e com o gene cytb, e ainda na
distancia genética com o col.

AMOVA ndo mostra de forma clara a relacdo do rio Pelotas com a bacia do rio
Taquari. Enquanto alguns exemplares do rio Pelotas estdo mais relacionados a bacia
adjacente, outros estdo mais proximos a propria bacia, ou até mesmo a ambas as bacias.
Em algumas redes (col, 12S e 16S) pode ser observado o compartilhamento de haplotipos
entre o rio Pelotas e espéecimes de ambas as bacias hidrograficas. Uma maior proximidade
de espécimes de bacias adjacentes, poderia ser explicado por eventos de captura de
cabeceira, muito comum e bem relatado na dispersdo em peixes (Lucena et al., 2012;
Silva et al., 2013; Roxo et al., 2015a; Silva et al., 2016). Esses eventos sdo conhecidos
biogeograficamente por alterar o curso d'agua de uma bacia hidrogréafica para outra, e
dessa forma misturar diferentes grupos de espécies, elevando consideravelmente os niveis
regionais de riqueza interespecifica (Albert, Reis, 2011).

Roxo et al. (2014) estudou Neoplecostominae, no sudeste do Brasil, sugerindo
que a captura da cabeceira tenha influenciado as distribuicdes de peixes ancestrais ao
longo das drenagens adjacentes, permitindo que os ancestrais desse grupo atinjam a bacia
do alto Parand, corroborando com estudos anteriores (Roxo et al., 2012). Dessa forma,
observa-se que eventos naturais podem influenciar na atual distribuicdo das espécies e
explicar a similaridade interespecifica de areas geograficamente distintas.

Por fim, apesar da AMOVA ser sugestiva de estruturagdo genética entre as areas

geograficas, com valores de Fst altos e alguns significativos, essa estruturacdo ndo é
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corroborada pelos dados de forma geral. Ainda, valores altos e significativos também
foram observados dentro das areas analisadas, caracterizando a variabilidade de cada uma
das localidades amostradas internamente. Essa variagdo interna poderia ser explicada pela
presenca de mais de um haplotipo por area, agrupando somente um individuo, garantindo
assim maior variabilidade entre os espécimes por unidade amostral. Um nimero amostral
maior de exemplares por area geografica seria mais eficiente para esse tipo de analise,
podendo assim chegar a conclusdes mais precisas e testar se o padrdo alto de

diferenciagéo seria mantido ou se haveria uma estabilizagdo entre as localidades.

4.3 Baixa diversidade do género em areas comuns a Pareiorhaphis hystrix

Apesar de Pareiorhaphis ser amplamente distribuido em varias regi6es do Brasil,
é observada a baixa diversidade de espécies compartilnando a mesma area de ocorréncia
de P. hystrix, nas bacias do alto e médio rio Uruguai e no rio Taquari. No sul do Brasil,
apenas duas espécies dividem a mesma area geografica com P. hystrix: P. vestigipinnis e
P. eurycephalus, ambos da bacia do rio Uruguai, ocorrentes no rio Canoas e seus
afluentes.

Muitas coletas foram realizadas ao longo do tempo por pesquisadores da PUCRS,
nas bacias do rio Uruguai e do rio Taquari, e a diversidade de espécies do género nessas
areas € baixa. O oposto é observado em outro género de Loricariidae, amplamente
distribuido no sul do Brasil, Eurycheilichthys, membro de Hypoptopomatinae. A espécie-
tipo, E. pantherinus (Schaefer & Reis, 1992), foi descrita ha 27 anos do curso superior do
rio Uruguai, no sul do Brasil, e alguns anos apos a descoberta E. limulus Reis & Schaefer,
1998 foi descrita da porcéo superior do rio Jacui, principal afluente do sistema da laguna
dos Patos. Apoés essas descric@es, uma grande diversidade anteriormente ndo detectada
na bacia do rio Taquari foi descoberta, e proporcionou o reconhecimento de sete novas
espécies (Reis, 2017). Atualmente, o género é composto por nove espécies, e apresenta
uma alta diversidade na mesma area geogréafica de P. hystrix.

Ao contrério de Eurycheilichthys, a historia evolutiva de Pareiorhaphis parece ser
mais recente no sul do Brasil. Segundo Reis (2017), dentro da bacia do rio Taquari, apenas
E. paucidens Reis, 2017 e E. luisae Reis, 2017 sdo simpatricas a outras espécies, enquanto
que cada uma das cinco espécies restantes € endémica de um Unico riacho ou microbacia,
sendo os habitats de corredeiras usados por Eurycheilichthys isolados uns dos outros, por
trechos profundos, que atuam como barreiras a sua dispersdo. Reis (2017) acredita que o

padrdo de distribuigdo, isolamento e diversificagdo do género na regido pode ter ocorrido
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por capturas de riachos de cabeceira entre os tributarios superiores dos rios Uruguai, Jacui
e Taquari e entre os afluentes tributarios do proprio rio Taquari.

As andlises deste estudo indicam que P. hystrix ainda conserva haplétipos antigos
comuns as duas bacias hidrograficas, considerando alguns genes mitocondriais,
mostrando pouca diferenciacdo entre seus espécimes quanto as areas geogréaficas. Se esses
espécimes estivessem separados por tempo suficiente, provavelmente haveria diferentes

espécies do género distribuidas ao longo das duas bacias hidrogréficas.

5. Conclusoes

Os resultados moleculares, de maneira geral, apontam para uma leve estruturacéo
populacional de Pareiorhaphis hystrix, considerando as areas de ocorréncias analisadas
no sul do Brasil. As bacias do rio Uruguai e do rio Taquari ndo apresentaram grandes
diferenciagdes. Os dados indicam que areas geograficamente proximas ndo s&o
necessariamente aquelas mais similares, a exemplo do rio Passo Fundo e do rio Chapeco,
ambas na porcdo oeste da bacia do rio Uruguai superior. Quanto a morfologia, ha uma
separacao dos especimes com base na sua bacia hidrogréafica, com excecdo do rio Pelotas,
que € mais préximo ao Taquari do que ao restante da bacia do rio Uruguai, sugestivo de
eventos de captura de cabeceira, ja relatados para a subfamilia. A selecdo natural parece
estar atuando de forma diferencial na morfologia e na genética dos espécimes de P.
hystrix.

De forma geral, os dados desse estudo sugerem que P. hystrix é composto por uma
espécie bioldgica, de forma a ndo refutar a hipdtese nula. Esse trabalho vem a contribuir
para a melhor compreensdo entre as diferentes populaces de P. hystrix, com base nas

suas areas de ocorréncia no sul do Brasil.
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