UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE ZOOLOGIA

TESTANDO A MONOFILIA DE PACHYURINAE (PERCIFORMES, SCIAENIDAE) E DE
SEUS COMPONENTES COM BASE EM DOIS GENES MITOCONDRIAIS

Curitiba
2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE ZOOLOGIA

TESTANDO A MONOFILIA DE PACHYURINAE (PERCIFORMES, SCIAENIDAE) E DE
SEUS COMPONENTES COM BASE EM DOIS GENES MITOCONDRIAIS

Aluna: Leticia de Bittencourt Zagonel
Académica do curso de Ciéncias Bioldgicas

Orientador: Prof. Walter A. P. Boeger, Ph.D.
Setor de Ciéncias Biologicas
Departamento de Zoologia

Co-orientador: M. Sc. Marcio R. Pie
Setor de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Zoologia

Curitiba
2006



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todas as pessoas que ajudaram no desenvolvimento deste trabalho,
tornando-o possivel. Agradego ao meu orientador Prof. Walter A. P. Boeger e co-orientador Marcio
R. Pie por toda a ajuda, dedicagdo e paciéncia concedida.

A todos os colegas e amigos do laboratorio (incluindo orientador e co-orientador), pelos
bons momentos proporcionados, seja nos “happy hours” de sexta-feira (...), nos almogos no “My
little corner” ou no “Celacanto”. E mesmo no proprio decorrer do dia de trabalho, em meio a boas
(e nem tdo boas) piadas, e aquelas musicas guauchescas que insistem em tocar.

Gostaria de agradecer também ao Prof. Rodrigo A. Torres, por ter sido quem me introduziu
neste campo de trabalho, me ensinando todos os procedimentos moleculares de que precisava para
seguir em frente.

Agradego também as pessoas que ajudaram nas coletas, em especial aquelas que enviaram

material de outros estados, sem os quais este trabalho ndo seria 0 mesmo.

it



INDICE

R ESUITIO. .ottt e e e e et v ee e eeeseaeamaasesaeneeaanaasesanneanasasatennanaesesssstsaneesenensnsaeesssnnnnasnsannss 01

INEEOQUGHO. ..ottt ettt et e et e e et e e be e s bt e e sanesste e e antaesnaeseee e e et e neeenneen 02

Material e Métodos

Coleta de dados.......cocueeuiirieeiieiie ettt eveeeeete e eae 06

Procedimento mMOLECUIAT. ......cccouiiiiiiiiiiiiie ettt 06

ANALISES fIIOZENELICAS. .......ceeeeeeieeceeieee ettt e e e resene s e e e v aessasee e seeesnenaesanens 08
Resultados

Andlises com 0 gene 16S TRINAL ...ttt ee e ce e se e s ee s enee 09

Analises cOm 0 gENe CItOCTOMO D......oeeiiiiiiieriieiieieeteeee ettt st ert et e svessresanesaenis 12

Analises conjuntas dos fragmentos dos genes 16S rRNA e citocromo b..........ccceecevceeviveenncn. 14
DDISCUSSAO. ¢ veeueeeurerterereseieeteetertasee e reassaesseeestessaensesestensesasessteeneeestaesteessesansasrestaastasaseassesaessueessorseons 17
Referéncias BibliografiCas......c.oiiiiiiiiiiiieei ettt ettt st ebt e e e st s 20



RESUMO

As espécies de Sciaenidae (Perciformes), comumente conhecidas por corvina, pescada-
branca, betara, dentre outros, sdo organismos que possuem grande importincia comercial e de
subsisténcia. Distribuem-se por toda a regido tropical e subtropical do mundo, em ambientes
marinhos, estuarinos e de agua doce. A familia Sciaenidae ¢ composta por aproximadamente 70
géneros dos quais quatro sdo exclusivos de agua-doce da América do Sul: Pachyurus, Pachypops,
Petilipinnis e Plagioscion. Os tré€s primeiros formam a sub-familia Pachyurinae, objeto de estudo
deste trabalho. Casatti (2000) propds a unica hipotese filogenética existente para as espécies desta
sub-familia, sugerindo a monofilia do grupo, baseada em dados morfolégicos. De acordo com essa
hipétese, a invasdo do ambiente continental se deu uma unica vez pelo ancestral de Pachyurinae.
Boeger (comunicagio pessoal) encontrou evidéncias baseadas em parasitos que podem sugerir uma
nova hipoétese filogenética para a sub-familia: a de ndo-monofilia. Assim, os genes mitocondriais
16S rRNA e citocromo b foram utilizados com o objetivo de testar a monofilia e as reia§6es
filogenéticas existentes entre as espécies desta sub-familia. A matriz utilizada foi composta por
novas seQﬁéncias de espécies de paquiurineos de diversas bacias hidrograficas brasileiras, além de
representantes marinhos. Seqiiéncias dos grupos externos (Centropomus undecimalis e Epinephelus
coioides) foram obtidas no site do GenBank. A andlise foi realizada com o programa PAUP* 4b10 e
Mr Bayes v3.0B4. Os resultados das andlises filogenéticas sugerem tanto a monofilia quanto a ndo-
monofilia de Pachyurinae e ambos sdo suportados por elevados valores de bootstrap e/ou
probabilidade posterior. As espécies de Petilipinnis e Pachypops sempre aparecem inseridas dentro
do clado de Pachyurus, com elevados valores de suporte das referidas estatisticas. Portanto,
considera-los como géneros validos torna Pachyurus um género nio monofilético. Os resultados do
presente trabalho nfo sdo consistentes com estudos prévios sobre a filogenia dos Pachyurinae, nas

quais os géneros que compde a sub-familia sdo todos monofiléticos.



TESTANDO A MONOFILIA DE PACHYURINAE (PERCIFORMES, SCIAENIDAE) E DE
SEUS COMPONENTES COM BASE EM DOIS GENES MITOCONDRIAIS

INTRODUCAO

Sciaenidae ¢ uma familia de Perciformes que inclui peixes popularmente conhecidos como
corvina, pescada, betara, maria-luisa, pescadinha, goete, dentre outros; variando de acordo com a
regifio. Muitas espécies dessa familia sdo consideradas um excelente recurso pesqueiro, de grande
importincia comercial, além de muito utilizadas em comunidades de pescadores para garantia da
propria subsisténcia. Sciaenidae é composta por aproximadamente 70 géneros e 270 espécies, as
quais se distinguem das demais por apresentarem o conjunto das seguintes caracteristicas: “parte
espinhosa anterior da nadadeira dorsal continua com a parte mole posterior, havendo entre ambas
um entalhe profundo (com excegédo de Isopisthus, onde as duas partes sdo separadas); nadadeira
anal com um ou dois espinhos; linha lateral estendendo-se até a mafgem posterior da nadadeira
caudal” (Menezes & Figueiredo, 1980). A familia possui representantes distribuidos por toda a
regido tropical e subtropical do mundo, ocorrendo em ambientes de agua doce, estuarinos e
marinhos costeiros, incluindo os oceanos Atlantico, Indico e Pacifico (Froese & Pauly, 2006).

Existem apenas seis géneros que apresentam espécies exclusivamente de dgua doce, sendo
eles Aplodinotus Rafinesque, 1819, Boesemania Bleeker, 1858, Plagioscion Gill, 1861, Pachypops
Gill, 1861, Pachyurus Agassiz, 1831 e Petilipinnis Jardine & Schomburgk, 1843 (Froese & Pauly,
2006; Casatti, 2000). Espécies de Aplodinotus t€m sua distribuigio restrita 8 América do Norte €
América Central (Page & Burr, 1991), enquanto as espécies de Boesemania ocorrem na Asia, da
Taildndia ao Vietnd e em Sumatra (Sasaki, 2001). J& as espécies dos outros quatro géneros sdo
encontradas no continente Sul Americano: Plagioscion distribui-se nas Guianas, rios costeiros do
Suriname, nas bacias dos rios Amazonas ¢ Magdalena, na Venezuela (Rio Orinoco), Peru, Brasil e
Paraguai (Robins et al., 1991; Eschmeyer, 2003; Casatti, 2003; Aguilera & Aguilera, 2001; Goémez
& Chebez, 1996), Pachypops ocorre mais restritamente ao norte da América do Sul, na regido das
Bacias dos rios Orinoco € Amazonas e Bacia das Guianas (Casatti, 2000; Ferreira et al., 1996),
Petilipinnis distribui-se ao longo da Bacia Amazonica e das Bacias dos Rios Cuyuni e Essequibo na
Venezuela e na Guiana Inglesa (Casatti, 2003), e Pachyurus tem ocorréncia ao longo de quase todo
o continente, desde o norte, nas Bacias dos rios Orinoco e Amazonas, passando pelas bacias dos
rios S#o Francisco, Tocantins, Mucuri, Doce, Paraiba do Sul, até regiGes mais ao Sul chegando aos

Rios do Sistema Parana-Paraguai-Uruguai. Também pode ser encontrado na Colombia e leste do



Equador, nos rios Napo e Aguarico (Casatti & Chao, 2002; Ortega & Vari, 1986; Casatti, 2003;
Robins et al., 1991; McAllister, 1990).

Segundo Sasaki (1989) e Casatti (2000), as espécies dos quatro géneros Sul Americanos ndo
formam um grupo natural, pois Plagioscion pertence a uma linhagem diferente dos outros trés
géneros. Sasaki (1989) sugeriu a criagdo da sub-familia Pachyurinae para abrigar os géneros
Pachypops e Pachyurus. Apds Casatti (2001) ter proposto o novo género Petilipinnis para Corvina
grunniens Schomburgk, 1843, e re-descrito Petilipinnis grunniens, a autora propds a incluso desta
espécie, unica para o género Petilipinnis, na sub-familia Pachyurinae.

No intuito de compreender os padrGes de evolugdo de um determinado grupo, assim como
seus padrdes biogeogréficos, se faz necessario primeiramente o entendimento das relagdes
filogenéticas existentes entre os taxons (Lovejoy, 2001). Padrdes biogeograficos de transigio entre
ambientes marinhos e de d4gua-doce podem ser prontamente explicados a partir destas relagbes. A
unica filogenia atualmente disponivel das espécies de Pachyurinae foi proposta por Cassati (2000),
a qual utilizou dados morfoldgicos para sugerir a hipétese de monofilia desta sub-familia (Figura 1),
assim como a dos géneros que a compde (Figura 2). Esta monofilia implica que a colonizagdo do
ambiente continental tenha ocorrido uma unica vez pelo ancestral dos Pachyurinae. Segundo
Boeger & Kritsky (2003), para espécies de Plagioscion, esta colonizagdo parece ter ocorrido junto
com transgressdes marinhas no norte da América do sul, na regido do Sistema Paleo-Amazonas-
Orinoco (Lundberg et al., 1998). Depois, houve dispersdo destas espécies para o Sul por meio de
um evento de captura de cabeceiras do Sistema Orinoco-Amazonas pelo Rio Parana, o qual
propiciou uma ligagdo temporaria entre estas duas bacias, dando origem a fauna das bacias do Sul.

Um método bastante utilizado para reconstruir a histdria biogeografica de certos grupos de
animais € baseado na historia evolutiva de seus parasitos (Brooks & McLennan, 1991). Na tentativa
de reconstruir a histéria coevolutiva entre Pachyurinae e seus parasitos Monogenoidea, Fehlauer
(2005) deparou-se com uma associagdo parasito-hospedeiro cuja compreensio dependeria do status
da subfamilia dos hospedeiros. Pachyurus adspersus, a Unica espécie de Pachyurinae conhecida de
algumas das pequenas bacias atlanticas costeiras no Brasil ¢ parasitada por uma Unica espécie de
Monogenédideo Diplectanideo, Spinomatrix penteormos Boeger & Fehlauer, 2006. Este parasito ¢
grupo irmdo de espécies parasitas de peixes marinhos, da subfamilia Rhamnocercinae (Domingues
& Boeger, 2006). Sendo assim, este parasito ndo € parte do clado de diplectanideo que

hipoteticamente colonizou o ambiente continental junto com o ancestral de Pachyurinae.
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Aceitando a hipdtese de Casatti (2000), Fehlauer (2005) propde que a linhagem de
Diplectanidae que colonizou o ambiente continental com Pachyurinae foi extinta durante a
dispersdo desses peixes para as bacias do sul. Com o hospedeiro disponivel, o ancestral de S.
penteormos colonizou P. adspersus, oriundo de um ancestral parasito de um peixe marinho,
em ambiente estuarino. Porém, outra hipotese compete com esta, sugerindo que Pachyurinae
ndo seja monofilético, que P. adspersus ndo seja membro da subfamilia e que a sua associagio
com S. penteormos seja historica, resultado de coespeciagdo. O ancestral de P. adspersus teria,
nesse cendrio, colonizado o ambiente continental independentemente e trazido junto a si o
ancestral de S. penteormos.

A reconstrugdo filogenética baseada em dados moleculares vem sendo aplicada de
maneira ampla para responder questdes de relacionamento entre organismos com 0s mais
variados niveis de proximidade (Hillis ef al., 1996). Devido a alta taxa de mutagio, os genes
mitocondriais sdo uma boa opg¢do nas analises filogenéticas entre tixons que apresentam
tempo de divergéncia recente (Meyer, 1994), como ocorre no caso de espécies. Além disso,
estes genes geralmente ndo sofrem recombinagdo, o que garante a manutengdo das linhagens
mitocondriais. Os métodos empregados vém sendo extensivamente utilizados por diversos
pesquisadores € varios genes ja se encontram bem caracterizados para grupos de peixes como
€ o caso do citocromo b e do 16S rRNA (Santos et al., 2003; Lovejoy & Collette, 2001; Craig
et al., 2001; Tsigenopoulos & Berrebi, 2000; Vinson ef al., 2004; Near et al., 2003; Orti &
Meyer, 1997; Lovejoy & de Araujo, 2000).

Com o objetivo de testar a monofilia de Pachyurinae, assim como a de seus
componentes, uma andlise filogenética baseada em dados moleculares € proposta no presente

trabalho, utilizando-se os genes mitocondriais 16S rRNA e citocromo b.



MATERIAIS E METODOS

Coleta de dados

As coletas foram realizadas com ajuda de colaboradores nas seguintes bacias
hidrograficas: Bacia Amazdnica, Bacia do Tocantins, Bacia do Rio Paraiba do Sul, Bacia do
Rio S#o Francisco e Bacia dos Rios Parana-Paraguai-Uruguai. Espécies de cianideos marinhos
foram capturadas em Barra Velha — SC. Os locais de coleta e demais dados de campo estdo
apresentados na Tabela I. Todos os espécimes estdo tombados em livro de registro do
laboratdrio. As amostras de tecido obtidas das branquias, figado e musculo foram fixadas em
etanol absoluto e preservadas em tampdo de EDTA-DMSO (Seutin et al., 1991). A
identificagdo dos peixes foi realizada através de especialistas do grupo, e de acordo com o
Manual de Peixes Marinhos do Sudeste do Brasil — IV. Teleostei (3), de Menezes &
Figueiredo (1980).

Procedimento molecular

ExtragGes foram realizadas utilizando-se o kit EZ-DNA, conforme orientagdo do
fabricante (Biosystems, Brasil). De 1 a 7 individuos de cada espécie foram utilizados para a
obteng¢do de seqiiéncias dos genes mitocondriais 16S rRNA e citocromo b. Para a amplificagio
dos fragmentos desejados, a Reagdo da Polimerase em Cadeia (PCR) (Mullis & Faloona,
1987) foi realizada em termocicladores Eppendorf (Personal Thermocycler). Para o gene 16S
TRNA, cada 25 pl da reag@o continha concentragdes finais de 2 uM de cada primer (forward /
reverse), 0,18 mM de ANTP, 6 mM de MgCl, 2,5 U de Taq polimerase, tampdo (buffer) 1x, e
2,4 ng/ul de amostra do DNA do peixe. Para o gene citocromo b, cada 25 pl da reagdo
continha 2 pM de cada primer (forward / reverse), 0,2 mM de dNTP, 3 mM de MgCl, 2,5 U de
Taq polimerase, tampdo (buffer) 1x, e 2,4 ng/pl de amostra do DNA do peixe. Os primers
utilizados para amplifica¢do do fragmento do gene 16S rRNA foram 16S ar e 16S Br (Palumbi
et al., 1991); e para o gene citocromo b, L14725L e HMVZ16 (Santos et al., 2003), os quais
amplificam seqiiéncias com aproximadamente 500 e 800 pares de bases, respectivamente

(Tabela II).



Tabela I. Espécimes coletados, seus respectivos codigos de tombamento, data e local de coleta.
Asterisco indica individuos cuja seqiiéncia foi utilizada na reconstrugéo da filogenia de Pachyurinae.

Nome da espécie Codigo Data Local de coleta - Bacia hidrografica
Pachypops fourcroi PARA 371*  --/07/05 Rio Almas - Bacia do Tocantins
Petilipinnis grunniens PARA 165 --/--/-- Bacia Amazdnica-Tocantins
PARA 353 --/07/05  Rio Tocantins — Jusante - Bacia do Tocantins
PARA 354*  --/07/05 Rio Almas - Bacia do Tocantins
PARA 355 --/07/05 Rio Almas - Bacia do Tocantins
PARA 361 --/07/05 Rio Tocantins — Jusantg - Bacia do Tocantins
Pogo da Barra, Rio Paraiba do Sul — RJ
Pachyurus adspersus PARA 315 16/10/03 Bacia do Rio Paraiba do Sul
+ Pogo da Barra, Rio Paraiba do Sul — RJ
PARA 316 16/10/03 Bacia do Rio Paraiba do Sul
Pogo da Barra, Rio Paraiba do Sul - RJ
PARA 317 16/10/03 Bacia do Rio Paraiba do Sul
Pogo da Barra, Rio Paraiba do Sul — RJ
PARA 318 16/10/03 Bacia do Rio Paraiba do Sul
Pogo da Barra, Rio Paraiba do Sul — RJ
PARA 320 16/10/03 "B ia do Rio Parafba do Sul
Pogo da Barra, Rio Paraiba do Sul — RJ
PARA 321 16/10/03 Bacia do Rio Paraiba do Sul
Pachyurus bonariensis PARA 182 05/03/03  Rio Uruguai - Bacia dos Rios Parana-Paraguai-Uruguai
PARA 183*  05/03/03  Rio Uruguai - Bacia dos Rios Parana-Paraguai-Uruguai
PARA 185 05/03/03  Rio Uruguai - Bacia dos Rios Parana-Paraguai-Uruguai
Pachyurus francisci PARA 322 09/05/02  UHE Trés Marias - Bacia do Rio S3o Francisco
PARA 326 09/05/02  Rio Sdo Francisco - Bacia do Rio Sdo Francisco
PARA 331 09/05/02 Rio Sdo Francisco - Bacia do Rio S3o Francisco
PARA 332 09/05/02  Rio Sdo Francisco - Bacia do Rio Sdo Francisco
PARA 344*  09/05/02 Rio S#o Francisco - Bacia do Rio S3o Francisco
PARA 345 09/05/02 Rio S#o Francisco - Bacia do Rio Sdo Francisco
Pachyurus junki PARA 131 01/12/02  Rio Crixas, Brejinho de Nazaré - Bacia do Tocantins
PARA 142 01/12/02  Rio Crixas, Brejinho de Nazaré - Bacia do Tocantins
PARA 150 18/11/02  Rio Sdo Valério, Santa Rosa - Bacia do Tocantins
PARA 163*  21/11/02  Rio Tocantins, Ipueiras - Bacia do Tocartins
Pachyurus squamipennis PARA 338 09/05/02  UHE Trés Marias - Bacia do Rio Sdo Francisco
PARA 339 09/05/02  Rio Sdo Francisco - Bacia do Rio Sdo Francisco
PARA 340 09/05/02  Rio Sdo Francisco - Bacia do Rio Sdo Francisco
PARA 341 09/05/02  Rio Sdo Francisco - Bacia do Rio Sdo Francisco
PARA 342*  (09/05/02 Rio S3o Francisco - Bacia do Rio S&o Francisco
PARA 343 09/05/02  Rio Sdo Francisco - Bacia do Rio Sdo Francisco
PARA 348 09/05/02  Rio Sdo Francisco - Bacia do Rio Sdo Francisco
Isopisthus parvipinnis PARA 385*  02/04/06 Barra Velha / SC - Marinho :
Paralonchurus brasiliensis PARA 386*  02/04/06 Barra Velha / SC - Marinho
Micropogonias furnieri PARA 388*  02/04/06 Barra Velha/ SC - Marinho
Larimus breviceps PARA 389* 02/04/06 Barra Velha/ SC - Marinho
Menticirrhus americanus PARA 390* 02/04/06 Barra Velha/ SC - Marinho
Stellifer rastrifer PARA 393*  02/04/06

Barra Velha / SC - Maginho

Tabela II. Nomes e respectivas seqiiéncias de nucleotideos dos primers utilizados na amplificagdo dos
genes 16S rRNA e citocromo b. '

Nome do Primer Sentido Seqiiéncia de nucleotideos

168 ar senso 5" CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3°

16S Br antisenso 5" CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3°

L14725L senso 5" CGAAACTAATGACTTGAAAAACCACCGTTG 3
HMVZ16 antisenso 5" AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT 3°




Para ambos os genes, a PCR foi realizada com 30 ou 35 ciclos (16S rRNA e citocromo
b, respectivamente). Cada ciclo de PCR teve as seguintes temperaturas de desnaturagio,
anelamento e extensdo: 92°C por 30 segundos, 57°C por 40 segundos (para o 16S rRNA) e por
1 minuto (para o citocromo b), e 72°C por 30 segundos. No inicio do primeiro ciclo a
temperatura foi mantida a 95°C por 4 minutos (desnaturagdo inicial) e no término do dltimo
ciclo, a 72°C por 5 minutos (extensio final).

A visualizagdo do produto do PCR foi realizada através de eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultra-violeta (no
equipamento Vilber Lourmat®). O produto de PCR foi purificado através do kit Minelute
(Qiagen) e o produto resultante foi utilizado diretamente na reagdo de seqiienciamento. Estas
reagOes foram realizadas com o kit Big Dye v3 (Applied Biosystems®) e as amostras foram
seqiienciadas em um seqiienciador ABI3130. As seqiiéncias geradas foram conferidas no Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), através do alinhamento dos nucleotideos com seqii€ncias
ja conhecidas. Posteriormente, estas seqiiéncias serdo depositadas no banco de dados do
GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/).

Analises Filogenéticas

O teste da monofilia de Pachyurinae e de seus componentes foi realizado através de
analises filogenéticas baseadas nos genes mitocondriais das espécies disponiveis desta sub-
familia e de outros cianideos representando taxons marinhos (Tabela I). A seqiiéncia de apenas
um individuo de cada espécie foi utilizada nas analises. O grupo externo utilizado no
enraizamento das arvores foi representado por Epinephelus coioides Hamilton, 1822 e
Cénif&pomus undecimalis Bloch, 1792 (numeros de acesso no GenBank: DQ154105 e
AF247436, para o gene 16S rRNA; e DQ354156 ¢ AF240739 para o gene citocromo b). As
seqiiéncias foram alinhadas com a ajuda do programa Bioedit versdo 7.0.5.2 (Hall, 1999) e
Clustal W versdo 1.4 (Thompson et al:, 1994), além de ajustadas manualmente.

Hipdteses filogenéticas moleculares foram produzidas com o uso do programa PAUP*
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) versdo 4.0b10 (Swofford 2003), utilizando-se os
critérios da parcimdnia e maxima verossimilhanga (MV). O programa MrBayes versdo 3.0B4
(Huelsenbeck & Ronquist 2001) foi utilizado para as analises de inferéncia Bayesiana (BI). As
andlises foram realizadas tanto independentemente para cada gene, quanto em conjunto.

Nas reconstru¢des que empregaram o método da parcimonia, os caracteres receberam
pesos iguais e foram considerados ndo-ordenados. As analises foram realizadas através de

busca heuristica com 1000 repeti¢des, nas quais as arvores iniciais foram obtidas através de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.ncbi.nih.gov/

adigdo passo-a-passo (stepwise addition), com adi¢do de seqiiéncias aleatoria e TBR (tree
bisection — reconection) como o algoritmo de troca de ramos (Branch-swapping). Estatisticas
de suporte de ramos foram apresentadas através de reamostragem (bootstrap) com 5000
repetigdes para as analises que utilizaram o critério da parciménia e através de probabilidade
posterior dos ramos para as andlises de inferéncia Bayesiana.

Para a escolha do modelo de substituigdo de nucleotideos, utilizou-se o programa
ModelTest versdo 3.7 (Posada & Crandall, 1998). Conseqiientemente, para as andlises de
maxima-verossimilhanga e inferéncia Bayesiana, foi utilizado o modelo GTR (Lanave e al.,
1984; Tavaré, 1986 ¢ Rodriguez et al., 1990) + I + I' (Gu et al., 1995 ¢ Waddell & Penny,
1996). Para a andlise de maxima verossimilhanga os valores das frequéncias dos nucleotideos
foram: A = 0,31360, C = 0,23620, G = 0,21700 e T = 0,23320 (para o gene 16S rRNA); A =
0,24640, C = 0,41400, G = 0,13570 ¢ T = 0,20390 (para o gene citocromo b); € A = 0,27460,
C = 0,33790, G = 0,16590 e T = 0,22160 (para os genes 16S rRNA e citocromo b em
conjunto). A propor¢do assumida para sitios invariantes foi de 0,3445 (16S rRNA), 0,4781
(citocromo b) € 0,4593 (16S rRNA mais citocromo b); e o pardmetro para a distribui¢do gama
foi de 0,4253 (16S rRNA), 0,616 (citocromo b) e 0,618 (16S rRNA mais citocromo b). Para a
andlise de inferéncia Bayesiana foram realizadas 2.000.000 de gerag¢Ges utilizando 4 cadeias
de Markov e a probabilidade posterior dos ramos foi obtida depois das 1000 primeiras

geragdes (burn-in).

RESULTADOS

Anilises com o gene 16S rRNA

Foram obtidas 71 seqii€ncias do gene 16S rRNA, com até 588 pares de bases. As
extremidades das seqiiéncias, as quais alinhavam com os primers, foram removidas da matriz
de dados, assim como as regides de alinhamento ambiguo. Desta forma 511 caracteres foram
utilizados na anélise.

A analise de parcimdnia resultou em 339 caracteres constantes, 86 caracteres variaveis,
mas ndo informativos para parcimdnia e 86 caracteres informativos. Esta analise produziu 6
arvores igualmente parcimoniosas (comprimento = 342 passos, IC = 0,6550, IR = 0,4936),
cujo consenso € apresentado na Figura 3. A anélise de Parcimodnia de Pachyurinae sugere que

o grupo seja ndo-monofilético. Entretanto, apesar da falta de suporte para alguns ramos, como



claramente indicado na arvore de consenso como uma grande politomia, alguns clados sdo
bem suportados. As espécies Pp. fourcroi, P. junki ¢ P. bonariensis formam um clado em
todas as arvores igualmente parcimoniosas (AIP), o qual é bem suportado por um valor de
bootstrap de 98%. Petilipinnis grunniens aparece sempre como grupo irmdo deste clado,
também suportado por um elevado valor de bootstrap (96%). Outro clado bastante sustentado
nesta andlise € o formado por P. francisci e P. squamipennis (bootstrap = 93%), ambas
espécies endémicas do rio Sdo Francisco. As espécies marinhas aparecem ora unidas em um
mesmo clado, ora em dois clados distintos, separados pelas espécies de dgua-doce do rio Sio
Francisco. Porém, seus ramos aparecem colapsados na arvore de consenso, pois, nenhum
destes clados apresenta valor de suporte superior a 50%. As espécies de Pachyurus parecem
ndo compartilhar um ancestral comum. Sendo assim, Pachyurus ndo forma um agrupamento
monofilético.

“As andlises de maxima-verossimilhanga e inferéncia Bayesiana resultaram em apenas
uma arvore com topologias idénticas (Figuras 4-5). Menticirrhus americanus é o taxon basal
dos Sciaenidae. As demais espécies marinhas formam um clado que ¢ irmdo daquele composto
por todas as espécies de Pachyurinae. A sub-familia nessas duas analises, portanto, é
monofilética e suportada por um valor de probabilidade posterior (pb) de 64%.

Nessas duas andlises, Pachyurinae ¢ internamente dividido em outros dois clados
irméos basais. Um deles agrupa Pe. grunniens, Pp. fourcroi, P. junki e P. bonariensis. As trés
primeiras espécies ocorrem nas bacias do norte da América do Sul, enquanto a ultima ocorre
na bacia dos Sistemas Parana-Paraguai-Uruguai. Este clado se mostra bem suportado (pb =
89%). O outro clado agrupa as duas espécies endémicas do rio Sado Francisco (P. francisci e P.
squamipennis) com P. adspersus, espécie que ocorre nas Bacias dos rios Paraiba do Sul, Doce
e Mucuri (pb = 63%). Ao contrario da parcimdnia, ambas as analises sugerem a hipétese de
monofilia de Pachyurinae. No entanto, as Gnicas espécies dos géneros Petilipinnis e
Pachypops presentes na andlise aparecem dentro do clado de Pachyurus, sugerindo a néo-

monofilia do género.
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Analises com o gene citocromo b

Foram obtidas 83 seqii€ncias do fragmento do gene citocromo b (CYTB), com até 823
pares de base. As extremidades das seqiiéncias que se alinhavam com os primers foram
removidas da matriz de dados. Desta forma, 742 posi¢des homdlogas alinhadas foram
analisadas.

A andlise de parcimdnia resultou em 432 caracteres constantes, 74 caracteres variaveis,
mas ndo informativos para parcimonia, e 236 caracteres informativos. Esta analise produziu 2
arvores igualmente parcimoniosas (comprimento = 934 passos, [C = 0,498, IR = 0,358), cujo
consenso ¢ apresentado na Figura 6. Pachyurinae e Pachyurus, conforme esta analise, ndo sdo
monofiléticos. As espécies endémicas do rio Sdo Francisco (P. francisci e P. squamipennis)
aparecem como grupo irmé@o em um clado suportado por um valor de bootstrap de 100%.
Pachyurus adspersus aparece como grupo irmdo deste clado, sustentado por um elevado
suporte estatistico (Bootstrap = 93%). As outras espécies de Pachyurinae aparecem agrupadas
em um mesmo clado, grupo irmdo de M. americanus, uma espécie marinha. Porém, este
relacionamento ¢ suportado por valores de bootstrap inferiores a 50%.

As andlises de maxima-verossimilhanga e inferéncia Bayesiana resultaram em apenas
uma arvore cada, com a mesma topologia (Figuras 7-8). Assim como ocorreu na analise de
parcimdnia, P. adspersus, P. francisci e P. squamipennis aparecem unidos em um mesmo
clado, o qual apresenta probabilidade posterior igual a 93%. As outras espécies de
Pachyurinae (Pe. grunniens, Pp. fourcroi, P. junki e P. bonariensis) aparecem unidas em um
clado distinto, cuja probabilidade posterior é igual a 89%. Este clado apresenta M. americanus
como grupo irmdo, € € suportado por um valor de 90% de probabilidade posterior.
Posicionando-se entre os dois clados representados pelas espécies de Pachyurinae, existe um
clado formado pelas demais espécies de cianideos marinhos. As espécies de Pachyurinae das
bacias dos rios Sdo Francisco, Paraiba do Sul e Doce, sdo separadas das demais por um ramo
que apresenta probabilidade posterior igual & 100%. Desta forma, as analises de MV e BI

indicam que Pachyurinae e Pachyurus sejam grupos ndo-monofiléticos.
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Analises conjuntas dos fragmentos dos genes 16S rRNA e citocromo b

Uma matriz de dados foi gerada agrupando-se as seqiiéncias alinhadas dos dois genes,
com o devido cuidado de utilizar sempre as seqiiéncias do mesmo individuo. A partir da
jungdo dos fragmentos dos dois genes (16S rRNA e citocromo b), obteve-se uma matriz com
1253 pares de bases. A analise de parcimonia resultou em 771 caracteres constantes, 160
caracteres varidveis mas ndo informativos para parcimdnia e 322 caracteres informativos. Esta
andlise produziu apenas uma arvore (comprimento = 1297 passos, IC = 0,5312, IR = 0,3693),
a qual é apresentada na Figura 9. A arvore nos mostra Pachyurinae e Pachyurus como grupos
polifiléticos. Pachypops fourcroi, P. bonariensis e Pe. grunniens formam um clado com as
espécies marinhas M. americanus (grupo irmdo de Pe. grunniens) e Paralonchurus
brasiliensis (espécie basal e irma de todo o clado). Mais uma vez, as espécies representantes
do rio Sdo Francisco (P. francisci e P. squamipennis) aparecem agrupadas (Bootstrap =
100%), tendo P. adspersus como grupo irm3o.

As analises de maxima-verossimilhanga e inferéncia Bayesiana resultaram em uma
arvore com a mesma topologia (Figuras 10-11). As espécies representantes de Pachyurinae
aparecem reunidas em um mesmo clado, o qual apresenta probabilidade posterior igual a 82%.
O clado da sub-familia se sub-divide em dois clados internos. O primeiro agrupa P. adspersus,
P. francisci e P. squamipennis, com probabilidade posterior de 99%. O segundo agrupa o
restante das espécies de Pachyurinae (Pp. fourcroi, P. junki, P. bonariensis ¢ Pe. grunniens),
com 100% de probabilidade posterior. Pachyurinae, conforme esta analise, ¢ monofilético,

mas Pachyurus ¢, como nas demais analises, ndo-monofilético.
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Para uma melhor visualizagdo dos resultados, a Tabela 3 resume o status de

Pachyurinae em cada uma das analises de acordo com o critério utilizado.

Tabela 3. Resultados obtidos nas analises filogenéticas em relagdo ao status de Pachyurinae, de acordo
com o critério utilizado. Nimeros entre parenteses se referem aos valores de suporte estatisticos das
andlises (bootstrap para parcimdnia e probabilidade posterior para Inferencia Bayesiana)

Critério utilizado 16S rRNA CYTB Genes em conjunto
Parciménia Polifilético (<50%)  Polifilético (<50%) Polifilético (<50%)
Maxima-Verossimilhanga  Monofilético Polifilético Monofilético

Inferéncia Bayesiana Monofilético (64%) Polifilético (90%)  Monofilético (82%)
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DISCUSSAO

As diversas andlises filogenéticas realizadas no presente estudo apresentaram
diferengas significativas. ‘Estas diferen¢as podem ser notadas ndo apenas quando comparamos
os resultados obtidos separadamente para os genes 16S rRNA e CYTB, mas também, quando
consideramos os diferentes métodos de andlise realizados para o mesmo gene.

Os resultados das andlises de parcimOnia realizadas tanto para cada gene
separadamente quanto em conjunto apontam para a ndo-monofilia de Pachyurinae. Porém, se
avaliarmos os valores de Bootstrap de cada uma dessas andlises, notaremos que em nenhuma
delas o valor dos clados que causam a nio monofilia ultrapassa 50%. Desta forma, as analises
que utilizaram o critério da parcimdnia ndo permitiram um teste definitivo da monofilia de
Pachyurinae.

~ As andlises de méaxima-verossimilhanga e inferéncia Bayesiana sugerem duas hip6teses
diferentes: a de monofilia da sub-familia, com base no gene 16S rRNA e na analise conjunta
dos genes; € a hipotese de ndo-monofilia, baseada na analise do gene CYTB. Entretanto, existe
suporte estatistico (valores de probabilidade posterior) relativamente alto para os clados que
resultam em ambas as hipéteses. Para o gene 16S rRNA e para a analise conjunta dos genes,
os valores da referida estatistica sdo de 64 e 82%, respectivamente. Ja o valor de probabilidade
posterior que suporta a hipotese de ndo-monofilia da sub-familia, de acordo com o gene
CYTB, ¢ de 90%.

Apesar das grandes diferengas observadas entre as filogenias propostas, também
existem algumas semelhangas marcantes. As espécies de Pachyurinae sempre aparecem
divididas em dois grandes grupos principais, tanto nas analises que apontam para a monofilia
do grupo, quanto nas que sugerem a ndo-monofilia. O primeiro grupo € formado por P.
francisci, P. squamipennis e P. adspersus. Em todas as andlises, P. francisci e P.
squamipennis aparecem como grupo irmdo. Este clado sempre apresenta elevados valores de
suporte, sendo que o menor valor foi de 89% de probabilidade posterior (na andlise de
inferéncia Bayesiana, baseada no gene 16S rRNA) e o maior foi de 100% (em todas as
analises realizadas para o gene CYTB e para os dois genes em conjunto).

Pachyurus francisci e P. squamipennis distribuem-se ao longo do sistema da Bacia do
Rio S3o Francisco, ndo havendo ocorréncia em outras bacias. Neste caso, existe uma forte
evidéncia de que a colonizagdo do Rio Sdo Francisco se deu por uma unica espécie de
Pachyurinae e que esta, por especiagdo subseqiiente, deu origem as duas atuais espécies.

Pachyurus adspersus parece compartilhar um ancestral comum com estas duas espécies,

17



apesar de aparecer separado deste clado em duas das seis arvores mais parcimoniosas
resultantes da analise com o gene 16S rRNA. Nas demais andlises (com o gene CYTB e dos
fragmentos em conjunto), os valores de bootstrap e probabilidade posterior que agrupam P.
adspersus com as duas espécies do Sdo Francisco foram iguais ou superiores a 93%. Esta
espécie se distribui em rios da regido sudeste do Brasil, nas bacias dos rios Paraiba do Sul,
Doce ¢ Mucuri. Pressupondo tanto a monofilia de Pachyurinae quanto a nio-monofilia, a
hipotese de que a associa¢io entre P. adspersus com o parasito S. penteormos seja historica
ndo € suportada. Se considerarmos a monofilia do grupo, cinco eventos de extingdes locais
deveriam ser assumidos para explicar a auséncia deste parasito nas demais espécies da sub-
familia. Considerando a ndo-monofilia, pelo menos dois eventos de extingdo locais deveriam
ser assumidos, ja& que P. francisci e P. squamipennis ndo possuem registro de serem
hospedeiros deste parasito. Assim, a hipotese mais suportada é a de Fehlauer (2005). A
associagdo entre parasito € hospedeiro deve ser de fato resultante de dispersdo, troca de
hospedeiro, subseqgiiente a colonizagdo do ambiente continental pelos Pachyurinae.

Petilipinnis grunniens, Pp. fourcroi, P. junki ¢ P. bonariensis aparecem sempre unidos,
formando o outro grande clado de Pachyurinae. O clado que agrupa estas espécies sempre
apresenta elevados valores de suporte estatistico (probabilidade posterior igual ou superior a
89%). As trés primeiras espécies ocorrem na Bacia do Amazonas-Tocantins enquanto que a
tltima se distribui na Bacia dos Rios Parana-Paraguai-Uruguai. Esta relagio parece refletir o
evento de captura de cabeceiras do Sistema Orinoco-Amazonas pelo Rio Parana (Lundberg et
al., 1998), o qual deve ter resultado na captura de representantes da ictiofauna Amazdnica
pelos rios do Sistema Parana-Paraguai-Uruguai. Porém, nas analises em que o critério da
parcimoénia foi utilizado, o clado aparece entremeado por espécies de cianideos marinhos. No
entanto, nenhum dos clados resultantes apresentou valor de suporte (bootstrap) maior que
50%.

Os resultados conflitantes entre protocolos e fragmentos analigidos podem estar pelo
menos parcialmente relacionados com a escolha dos grupos externos das analises. Epinephelus
coioides e Centropomus undecimalis pertencem as familias Serranidae e Centropomidae,
respectivamente. Estas também sdo familias de Perciformes, assim como Sciaenidae, porém,
ndo tio proximas filogeneticamente (Vinson et al., 2004). Esta escolha foi realizada por se
tratar de peixes Perciformes, ndo pertencentes a familia Sciaenidae e que possuiam seqiiéncias
dos dois genes analisados neste trabalho depositadas no GenBank. Muito provavelmente esta

escolha devera ser revista em analises futuras. Além disso, novas andlises utilizando-se genes



diferentes, especialmente nucleares, se fazem necessarias para obtermos uma resolugdo mais
robusta para os problemas encontrados neste trabalho.

As validades dos géneros Pachyurus, Petilipinnis e Pachypops parecem ser
questionaveis. A tnica espécie de Petilipinnis e a espécie disponivel de Pachypops estdo
sempre inseridas dentro de clados que incluem espécies de Pachyurus. Curiosamente, dados
da literatura nos mostram que Pachypops fourcroi ja foi considerado anteriormente como
pertencente ao gé€nero Pachyurus, sob o nome Pachyurus natteri Steindachner, 1863, enquanto
que Pachyurus adspersus era também conhecido como Pachypops adspersus Steindachner,
1879 (Casatti, 2002 e Froese & Pauly, 2006). O género Petilipinnis foi recentemente proposto
por Casatti (2001), em substituigdo de Corvina, nome que ja estava sendo ocupado em Aves,
além de ser sinonimia de Sciaena Linnaeus, 1758. Segundo a autora, esta espécie ndo pertence
aos géneros ja descritos (Pachyurus e Pachypops) devido a presenga de apenas um espinho na
nadadeira caudal, diferentemente dos outros dois que possuem dois espinhos. A partir das
filogenias encontradas para o presente trabalho, uma reavaliagdo dos géneros de Pachyurinaé

se faz necessaria.
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