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Resumo

Os bagres marinhos dos géneros Cathorops e Genidens, apresentam uma historia evolutiva
recente resultando em plasticidade fenotipica, refletida em uma taxonomia complexa. Diante
dessa complexidade, o objetivo deste estudo foi avaliar a divergéncia, diversidade e
estruturacdo genética desses géneros ao longo da costa do Brasil, e testar a hipdtese de que as
barreiras ecoldgicas e marinhas podem estar influenciando nas caracteristicas biologicas das
espécies do presente estudo. No género Cathorops quatro espécies foram identificadas
morfologicamente Cathorops arenatus, Cathorops spixii, Cathorops agassizii, e Cathorops sp.
para 68 individuos, enquanto que as analises com mtDNA (CytB e ATPase 6/8) identificaram
as espécies C. agassizii/C. spixii e C. arenatus/Cathorops sp. Um total de 5.578 SNPs para as
espécies do género Cathorops foram obtidos, através da metodologia ddRAD, os resultados da
RaxML e das analises de divergéncia genética (Fst, STRUCTURE e DAPC) indicaram a
ocorréncia das espécies C. agassizii (n=22), C. arenatus (n=14) e Cathorops sp. (n=32) para a
costa do Brasil. A diversidade genética das espécies C. arenatus, C. agassizii e Cathorops sp.
com base nos valores da heterozigosidade (Ho/He) e Fis indicaram excesso de homozigotos e
endogamia, sugerindo baixa diversidade genética para as trés espécies. Os resultados
populacionais da espécie C. agassizii da costa do Brasil, indicaram auséncia de estruturacdo
populacional (Fst >0,025). Em contrapartida, na espécie Cathorops sp. foi detectada uma
estruturacdo genética (Fst = 0,070) entre a costa Nordeste e Sudeste. O STRUCTURE resultou
em um K=3, um cluster com amostras do Ceara, o segundo cluster na Bahia e Espirito Santo e
o terceiro cluster para os individuos de Sergipe, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Quando avaliados
os valores de Fst entre os clusters (Fst >0,108) indicaram também uma estruturacdo
populacional. No género Genidens 51 individuos foram amostrados da costa Sudeste ao Sul do
Brasil, com trés espécies identificadas morfologicamente como Genidens barbus (n=18),
Genidens genidens (n=27) e Genidens machadoi (n=06). A andlise de identificacdo molecular
com o uso de mtDNA sugeriu a existéncia de apenas uma espécie. Todavia, a divergéncia
genética utilizando 1.099 SNPs permitiu identificar uma divergéncia genética entre as espécies
G. barbus e G. genidens (Fst 0,415, STRUCTURE e DAPC). A comparacao entre as espécies
G. machadoi e G. barbus resultou num valor moderado de Fst = 0,052. Esses dados mostram
que h& uma diferenciacdo genética entre G. barbus e G. genidens, e uma baixa diferenciacdo
genética entre as espécies G. machadoi e G. barbus. Os resultados de diversidade genética para
a espécie G. barbus e G. genidens dos valores da heterozigosidade (Ho/Hg) indicaram excesso

de heterozigotos, mesmo tendo sido verificado um valor de Fis positivo, sugerindo presenca de



diversidade genética para as espécies do género Genidens. Os individuos da G. barbus
amostrados na costa Sudeste e Sul do Brasil ndo apresentaram estruturacdo genética (Fst =
0,031). Contudo, quando avaliado o valor de Fsr com base nos clusters detectados no
STRUCTURE (K=2), foi identificado um Fst = 0,330, resultando na estruturacdo genética entre
exemplares de G. barbus e trés individuos do Rio Grande do Sul. As hipoteses para
compreender 0s resultados obtidos neste estudo, indicam que a auséncia de estruturacdo
populacional em C. agassizii, pode ser devida ao fato das espécies se adaptarem a ambientes
estuarinos heterogéneos. Em relacdo a espécie Cathorops sp. a presenca de estruturacédo
genética observada entre as populaces, pode estar associada a distancia geogréfica de
amostragem, e as variacdes do nivel do mar, que poderiam influenciar a dispersdo destas
populacdes. Enquanto que no género Genidens, a auséncia de estruturacdo pode estar
relacionada a capacidade das espécies migrarem para diferentes porcGes estuarinas no periodo
de reproducdo, e as conectividade das populacGes através dos ciclos pluviais, ndo ocorrendo
influéncia de possiveis barreiras biogeogréaficas (temperatura, salinidade e sedimentos). Assim,
apesar da complexidade taxondmica dos bagres marinhos dos géneros Cathorops e Genidens,
que apresentam grande plasticidade fenotipica, foi possivel identificar as espécies que estdo
distribuidas na Costa do Brasil, e entender como, as barreiras biogeograficas estdo
influenciando os individuos das espécies do género Cathorops e Genidens a uma estruturacdo
populacional.



Abstract

Marine catfishes of the genera Cathorops and Genidens have a recent evolutionary history
resulting in phenotypic plasticity, reflected in a complex taxonomy. Given this complexity, the
objective of this study was to evaluate the divergence, diversity and genetic structure of these
genera along the coast of Brazil, and to test the hypothesis that ecological and marine barriers
may be influencing the biological characteristics of the species. In the genus Cathorops, four
species were morphologically identified Cathorops arenatus, Cathorops spixii, Cathorops
agassizii and Cathorops sp. for 68 individuals, while mtDNA analyzes (CytB and ATPase 6/8)
identified only one species: C. agassizii. A total of 5.578 SNPs for the species of the genus
Cathorops were obtained, through the ddRAD methodology, the results of RaxML and genetic
divergence analyzes (Fst, STRUCTURE and DAPC) indicated the occurrence of the species C.
agassizii (n=22), C. arenatus (n =14) and Cathorops sp. (n=32) in Brazilian coast. The genetic
diversity of C. arenatus, C. agassizii and Cathorops sp. based on heterozygosity values (Ho/Hg)
and Fis indicated excess of homozygotes and inbreeding, suggesting low genetic diversity for
the three species. The population results for the species C. agassizii from the coast of Brazil
indicated the absence of population structure (Fst >0.025). On the other hand, in Cathorops sp.
a genetic structure was detected (Fst = 0.070) between the Southeast and South coasts.
STRUCTURE resulted in K=3, the first cluster with samples from Ceara, the second cluster in
Bahia and Espirito Santo and the third cluster for individuals from Sergipe, Rio de Janeiro de
Janeiro and S&o Paulo. When the Fsr values between the clusters (Fst >0.108) were evaluated,
they also indicated a population structure. In the genus Genidens 51 individuals were sampled
from the Northeast coast to the South of Brazil, with three species morphologically identified
as Genidens barbus (n=18), Genidens genidens (n=27) and Genidens machadoi (n=06).
Molecular identification analyzes using mtDNA suggested the existence of only one species.
However, the genetic divergence using 1.099 SNPs allowed to identify a genetic divergence
between the species G. barbus and G. genidens (Fst 0.415, STRUCTURE and DAPC). The
comparison between the species G. machadoi and G. barbus resulted in a moderate value of
Fst = 0.052. These data show that there is a genetic differentiation between G. barbus and G.
genidens, and a low genetic differentiation between the species G. machadoi and G. barbus.
The results of genetic diversity for the species G. barbus and G. genidens of the heterozygosity
values (Ho/HE) indicated excess of heterozygotes, even though a positive Fis value was verified,
suggesting the presence of genetic diversity for the species of the genus Genidens. The

individuals of G. barbus sampled in the Southeast and South coast of Brazil did not present



genetic structure (Fst = 0.031). However, when evaluating the Fst value based on the clusters
detected in the STRUCTURE (K=2), an Fst = 0.330, was identified, resulting in the genetic
structure between specimens of G. barbus and three individuals from Rio Grande do Sul. The
hypotheses to understand the results obtained in this study indicate that the absence of a
population structure in C. agassizii may be due to the fact that the is species adapts to
heterogeneous environments in estuaries. In relation to Cathorops sp. the presence of genetic
structuring observed among populations may be associated with geographic sampling distance,
and sea level variations, which could influence the dispersion of these populations. While in
the genus Genidens the lack of structure may be related to the ability of the species to migrate
to different estuarine portions during the reproduction period, with population connectivity
through rainfall cycles, without the influence of possible biogeographic barriers (temperature,
salinity and sediments). Thus, despite the taxonomic complexity of marine catfish of the genera
Cathorops and Genidens, that present great phenotypic plasticity, it was possible to identify the
species that are distributed along the Brazilian coast, and understand how the biogeographic
barriers are influencing the individuals of the species of the genus Cathorops and Genidens to

a population structure.
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1 INTRODUCAO

Os ambientes marinhos passaram por eventos glaciais (congelamento e
descongelamento), apresentando diferentes padrbes de correntes oceanicas, além disso,
podendo apresentar barreiras biogeograficas, caracterizadas por condi¢Ges ecoldgicas
(gradientes de salinidade, ph e temperatura), entre outros, os quais séo fatores importantes para
a compreensdo dos processos evolutivos e as caracteristicas biologicas das espécies estuarinas
e costeiras (Silva et al., 2016; Freitas et al., 2017; Pinheiro et al., 2018; Jeffries et al., 2019).
Em uma linha evolutiva, as caracteristicas das espécies e populagdes estuarinas e marinhas
foram grandemente afetas pelos ciclos glaciais e interglaciais do Pleistoceno, respetivamente,
devido a eventos eustaticos (Brown & Lomolino, 2006) em regides tropicais e temperadas
(Jeffries et al., 2019; Thomaz & Knowles, 2020; Buckely et al., 2020).

Os eventos de regresséo e transgressdo, no decorrer dos ciclos de glaciagdo, podem ter
resultado em varia¢6es do nivel do mar, temperatura e salinidade, bem como mudangas nos
padrdes das correntes oceanicas, impulsionando espécies de peixes estuarinos e costeiros a
procura por novos habitats podendo influenciar a especiacdo a dispersao destas espécies. Além
disso, os habitats de espécies costeiras 0s quais foram fragmentados na plataforma continental
da América do Sul (Sprechmann, 1978), refletem na demografia histdrica de espécies estuarinas
e marinhas costeiras, resultando no alto ou baixo nimero sucessivos de populacdes,
relacionadas a flutuac@es no clima (Fernandez-Iriarte et al., 2011; Baggio et al., 2017).

Alguns estudos com peixes estuarinos e marinhos ao longo da costa do Atléantico
demonstram expansdes populacionais com padrées filogeograficos, provavelmente resultante
de tais flutuacGes (Da Silva et al., 2018; Thomaz & Knowles, 2020; Pio & Carvalho, 2021).
Inclusive, algumas espécies podem ndo apresentar alta divergéncia genética pos periodos
glaciais como visto em espécies do género Macrodon (Aderne et al., 2022). Sendo assim, é
importante compreender os padrdes de variagdes genéticas, intra e interpopulacionais para
identificar a diversidade e estruturacdo destas espécies pos periodos glaciais.

Os estuarios podem ser definidos como corpos d’agua que ocupam a regido de transi¢ao
entre 0S oceanos e os rios, sendo um ambiente costeiro semi-fechado com ligagéo livre com o
oceano aberto (Schaeffer-Novelli et al., 2001). Os estuarios representam atividades vitais no
ciclo de vida de varias espécies de ictiofauna, no caso de espécies sedentarias; regides de
passagem para especies anddromas e diddromas, areas de migracdo sazonal relacionada aos

habitos alimentares e ainda, regides para reproducdo de especies marinhas e de agua doce
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(Vendel & Chaves, 2001; Santos, 2001; Able, 2005), tornado - 0 um dos ambientes importantes
para a manutencéo da pesca mundial (Blaber, 2000).

A distribuicdo de peixes estuarinos e a migracdo de juvenis para populacfes adultas
estdo dentre os fatores ambientais mais suscetiveis a fatores bioticos (por exemplo predacéo,
disponibilidade de alimentos, recrutamento), abioticos (salinidade, oxigénio dissolvido,
temperatura) e paisagisticos (tamanho do habitat, conectividade do habitat) (Beck et al., 2003;
Barletta et al., 2005; 2008). Varios estudos demostram que 0s ambientes estuarinos representam
habitats heterogéneos podendo levar ou ndo a divergéncias genéticas para algumas espécies de
peixes (Silva et al., 2016; Cortinhas et al., 2016; Jeffries et al., 2019; Sebastian et al., 2021).

As populagdes de peixes estuarinos e costeiros podem representar uma conectividade
populacional, influenciada pelos fatores bioldgicos de comportamento migratorio e fatores
abioticos, como temperatura, salinidade, sedimentos, e padrdes de correntes oceanicas (Freitas
et al., 2017; Maciel et al., 2020). Logo a genética populacional é relevante na compreensdo da
diversidade e estrutura genética de organismos marinhos.

A familia Ariidae é de grande relevancia ao ambiente estuarino devido a sua alta
diversidade, ampla distribuicdo e abundancia (Barletta et al., 2003, 2005; Nelson, 2016). As
espécies desta familia podem apresentar movimentos sazonais entre ambientes com diferentes
salinidades, associadas a diferentes aspectos bioldgicos, como reproducdo, alimentacdo e
ontogenia (Schmidt et al., 2008; Avigliano et al., 2017a).

A familia é composta por 34 géneros com cerca de 155 espécies com distribuicdo
circumglobal (Fricke et al., 2021), exibe uma ampla distribuicdo geogréafica ao longo das costas
oceanicas marinhas tropicais e subtropicais (Marceniuk & Menezes, 2007). Habitam aguas
costeiras migrando para estuarios e/ou varzeas costeiras para desova (Rimmer, 1985), tendo 0s
estuarios como areas prioritarias de alimentacdo, reproducéo e abrigo (Schmidt et al., 2008;
Silva-Junior et al., 2013; Avigliano et al., 2017a), sdo espécies demersais com comportamento
migratdrio restrito e cuidado parental (retencéo de larvas) (Marceniuk, 2005a).

Na costa brasileira, a familia Ariidae esta distribuida em oito géneros e 21 espécies,
dentre estes géneros, o género Cathorops Jordan & Gilbert, 1883 inclui espécies distribuidas
ao longo da costa da América do Sul, da Guiana ao Brasil (Marceniuk, 2005a), caraterizados
pela auséncia das placas dentais associadas ao vomer e a presenca de um par de placas
acessorias pequenas e ovaladas, providas de dentes molariformes (Marceniuk & Menezes,
2007).
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0272771419305608?casa_token=TMT4BlabMdAAAAAA:3M6RtaMdqjrq_cD5ml94Om9ErJe5o4dESiAHN0Ap6VceZ1rurAtTFYCv_KkVGDuCnj_9MJAsk-Cx#bib10

O género Cathorops inclui trés espécies descritas para a costa do Brasil: Cathorops
agassizii (EIGENMANN & EIGENMANN, 1888) distribuido desde a América do Sul, Guiana,
Regido Nordeste do Brasil, possivelmente até o Estado de Sergipe (Figura 1) (Marceniuk,
2005). Cathorops arenatus (VALENCIENNES, 1840) com ampla distribuicdo na América do
Sul, Venezuela e regido Norte do estado do Para, estd presente nos habitats estuarinos,
ocorrendo também em aguas costeiras (Figura 1) (Marceniuk, 2005) e Cathorops spixii (SPIX
& AGASSIZ, 1829) distribuido na América do Sul, Guiana Francesa a regido Sul do Brasil,
possivelmente até Parand, nome popular: Bagre - amarelo (Figura 1) (Marceniuk, 2005).

Muitas espécies incluidas no género Cathorops apresentam status taxondémico
indefinido devido a plasticidade fenotipica, resultando em conflitos taxondémicos observados
no género (Marceniuk, 2005), tornando um interessante grupo para estudos moleculares

adicionais a fim de compreender a taxonomia do grupo.
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Figura 1. Exemplares das espécies do género Cathorops coletados na costa norte, nordeste e
sudeste do Brasil. Legenda: A. Cathorops agassizii; B. Cathorops arenatus; C. Cathorops

spixii. Foto: Matheus Marcos Rotundo
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Um segundo género Genidens Castelnau 1855, correspondente ao presente estudo
apresenta espécies endémicas da costa na Atlantico Sul da América do Sul (Higuchi, 1982;
Marceniuk & Ferraris, 2003). O género Genidens inclui quatro espécies bem caracterizadas
morfologicamente (Higuchi, 1982; Marceniuk, 2005): Genidens genidens (Cuvier, 1829) com
distribuicdo somente na costa brasiliera, do estado da Bahia ao estado do Rio Grande do Sul,
ocorrendo em &guas costerias e regides estuarinas, conhecido popularmente como bagre-urutu
(Marceniuk, 2005); Genidens planifrons (Higuchi, Reis & Araujo, 1982) possui distribuicdo
restrita ao estado do Rio Grande do Sul no Brasil, ocorrendo principalmente em regides de
estuario, com preferéncia em regies de agua costeira (Marceniuk, 2005); Genidens barbus
(Lacepéde, 1803) apresenta distribuicdo na América do Sul, do Brasil, com amostragem no
Estado do Rio de Janeiro, ao norte da Argentina, habita dguas costeiras, estuarios e curso
inferior de rios, conhecido popularmente como Bagre-branco, Bagre-ariagu e Bagre-do-mar
(Marceniuk, 2005) e Genidens machadoi (Miranda-Ribeiro, 1918) com distribui¢cdo na América
do Sul, a partir do Estado do Rio de Janeiro até Estreito de Magalh&es, no Chile, conhecido

popularmente como Bagre-do-Corso (Marceniuk, 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Exemplares das espécies do género Genidens do presente estudo coletados na costa
Sudeste e Sul do Brasil. Legenda: A. Genidens barbus; B. Genidens genidens; C. Genidens

machadoi. Foto: Matheus Marcos Rotundo.

As espécies Genidens barbus, G. planifrons e G. machadoi ndo foram diferenciadas
geneticamente pelos marcadores moleculares (mitocondriais e nucleares) utilizados por
Betancur-R (2009). Por outro lado, a definicdo das espécies de Genidens é fundamental para o
entendimento de sua biologia e conservacdo, tendo em vista que essas espécies possuem
relevancia econémica para pesca comercial e artesanal da regido Sudeste e Sul do Brasil, além
de apresentarem uma importante funcdo ecoldgica na manutencdo das regides estuarinas e
costeiras (Machado et al., 2012).

A taxonomia e sisteméatica do grupo de Ariidae é pouco esclarecedora, devido as
elevadas similaridades morfoldgicas, plasticidade fenotipica e pouca consisténcia dos
caracteres utilizados para discriminacédo das espécies (Marceniuk et al., 2007; Silva et al., 2016;
Marceniuk et al., 2017; 2019) podendo representar um excelente modelo de estudo para a

compreensdo dos processos de especiagdo no ambiente marinho (Stepien et al., 2001; Betancur-
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R et al., 2010). Estes estudos s&o considerados relevantes, ndo apenas para a descricdo das
espécies, bem como, para melhor entendimento da utilizacdo dos recursos relacionados ao
habitat e desenvolvimento desses grupos (Barletta-Bergan et al., 2005; Brown et al., 2004).

O desenvolvimento de tecnologias voltadas a gendmica e a reducéo dos custos com o
uso de plataformas atuais de sequenciamento de nova geracdo (NGS), tem contribuido para a
genotipagem em larga escala do genoma nas espécies em geral tornado os métodos mais
acessiveis (Silva-Junior et al., 2015). Logo, por meio dessas tecnologias, torna-se possivel o
rastreamento dos locus que estejam relacionados a selecdo, deriva genética, fluxo génico e
endogamia (Luikart et al., 2003).

Dentre 0os métodos com base em NGS, muitos tem como componente principal, 0 uso
de enzimas de restricdo especificas para reduzir a complexidade gendmica nas espécies alvo
(Stapley et al., 2010). O método de reducdo gendmica permite o sequenciamento simultaneo de
varios individuos ao mesmo tempo, em virtude da combinacdo de adaptadores ligados a tags
de DNA associados a cada amostra a ser sequenciada, permitindo assim, discriminar e agrupar
as sequéncias de acordo com cada tags (Stapley et al., 2010).

Dentre esses métodos, pode se destacar o RAD-seq (Sequenciamento do DNA associado
ao sitio de restricdo), um método de sequenciamento de genoma que utiliza enzimas de restricdo
para cortar o genoma em sitio de restricdo especifico de uma enzima. A vantagem deste método
€ uma maior amplitude de cobertura por locus, reduzindo as regides dos genomas a serem
estudados (Miller et al., 2007; Baird et al., 2008).

O uso de RADseq em genémica populacional foi descrito pela primeira vez em Davey
&Blaxter. (2010), uma progresséo natural do estudo seminal de Baird et al. (2008) sobre 0 uso
de RADseq para genotipar individuos utilizando SNPs. O RADseq néo requer necessariamente
nenhuma informacéo a priori acerca do genoma para os taxons em estudo, podendo ser aplicado
em estudos ecoldgicos e evolutivos de organismos ndo-modelos (Andrews et al., 2016).

Uma variacao para 0 RADseq € 0o ddRAD (double digestion Restriction Associated DNA
sequencing) que utiliza duas enzimas de restricdo, seguidas por uma selecéo de fragmentos de
DNA que séo utilizados na construgdo de bibliotecas (resultando em fragmentos genémicos
mais seletivos, além do custo beneficio da construcdo de bibliotecas (Peterson et al., 2012).
Esses fragmentos podem conter regides variaveis referidas como polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs). A metodologia do ddRAD utilizando SNPs tem contribuido para estudos em

espécies marinhas, respondendo questdes acerca da biodiversidade, conservacao, espécies em
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cultivos e estudos voltados para estruturacdo populacional (Cayuela et al., 2019, Leone et al.,
2019; Saha et al., 2021; Yamahira et al., 2022).

Os marcadores SNPs séo polimorfismos como origem por mutagdes pontuais que se
fixaram ao longo do tempo, de bases unicas da cadeia de bases nitrogenadas (Adenina, Citosina,
Timina e Guanina), sendo as mutagdes mais comuns séo as transi¢des, nos quais ocorrem trocas
de uma purina por outra purina (A/G) ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C/T), e as
menos frequentes, as transversdes quando ha troca de uma purina por uma pirimidina, ou vice-
versa (C/T;A/G) (Caetano et al., 2009).

Estes marcadores estdo distribuidos aleatoriamente por todo genoma sendo bastante
abundantes, podem ser bialélicos, ou seja, duas variantes alélicas estdo segregando na
populacéo, ou triallélicos, podendo ser encontrados em genomas humanos (Hodgkinson, et al.,
2009), ocorrendo em regides codificadoras ou em espacos intergénicos do genoma. Além dos
marcadores SNPs serem abundantes, suas bases moleculares permitem que haja uma
distribuicdo homogénea de SNPs pelo genoma (Caetano et al., 2009) e genotipagem de
populacdes em larga escala (Davey; Blaxter, 2010; Poland et al., 2012).

O estudo com SNPs tém contribuido grandemente na resolucdo de complexos de
espécies em peixes (Neves et al., 2021; Behrens et al., 2021; Mérot et al., 2022), genbmica
populacional (Machado et al., 2020; Benestan et al., 2021; Zhao et al., 2021; I-Kongsstovi et
al., 2022) e filogenémica (Olave et al., 2020; Unmack et al., 2022), sendo eficientes e viaveis
para estudos de conservacao de espécies (Begossi et al., 2021), em virtude de serem marcadores
abundantes no genoma (Ganal et al., 2009; Morin et al., 2009). No entanto, ndo havia estudos
voltados a gendmica populacional de bagres marinhos utilizando os marcadores SNPs.

Com base no que foi exposto acima, propusemos 0 presente projeto de pesquisa, que
analisou o estudo de gendmica populacional das espécies dos géneros Cathorops e Genidens,
distribuidos na costa do Brasil. Neste trabalho foram utilizados os marcadores SNPs, para gerar
dados que permitissem as analises da diversidade e estruturacdo genética, bem como o fluxo

génico entre as populacGes das especies.
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9. CONSIDERACOES

A uma complexidade taxonémica que foi um pouco elucidada com SNPs;

Este estudo fornece informacgfes importantes relacionadas a genética de
populacdes com SNPs, e evidéncia a necessidade da implementacdo das praticas
de conservacdo dos ecossistemas estuarinos visto a importancia desses ambientes,
que sdo menos protegidos pelas areas de protecdo integral brasileiras (~0,2% das

areas estuarinas do pais);

Representam extrema importancia biologica, principalmente para as espécies
presentes nesse estudo, que dependem do bioma estuarino para completar seu

ciclo de vida.
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