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Resumo

O objetivo deste trabalho é analisar as espécies do género Trichomycterus presentes na sub bacia do
rio Cuiabd, drenagem do rio Paraguai, através de analises morfoldégicas e moleculares, e um breve
ensaio sobre o complexo de espécies T. brasiliensis através de analises moleculares. Os resultados
obtidos foram divididos em duas partes: na primeira parte sdo apresentados os resultados das
analises morfol6gicas e moleculares dos exemplares de Trichomycterus, e uma anélise da morfologia
externa de T. johnsoni; e na segunda parte sdo apresentadas as analises moleculares de alguns
espécimes que pertencem ao complexo de espécies T. brasiliensis. Foram identificadas quatro novas
espécies, T. sp. n1, T. sp. n2, T. sp. n3, T. sp. n4 que divergem entre elas pelo seguintes conjuntos
de caracteres, respectivamente: Nimero de odontdideos na placa pré-opercular (9 versus 20-22
versus 17-18 versus 14); nimero de odontoideos na placa inter-opercular (16-17 versus 27-31 versus
21-25 versus 22-25); T. sp. n1 diverge de seus congéneres pelo nimero de raios na nadadeira
peitoral (i+6 versus i+5). O numero de raios da nadadeira anal permite diferenciar T. sp. n1 (ii+4) de
T. sp. n2 (ii+5) e T. sp. n3 (ii+5) e T. sp. n4 (ii+6), sendo essa carater compartilhado entre T. sp. n2 e
T. sp. n3. As espécies compartilham o nimero de raios da nadadeira dorsal (ii+7), 0 nimero de raios
da nadadeira caudal (i+11+i), € 0 nUmero de raios na nadadeira pélvica. Com relagdo aos canais
laterosensorias, 7. sp. n1 e T. sp. n3 apresentaram a auséncia do canal infra-orbital i1 e i3. Nas
andlises osteoldgicas, a Unica variagdo encontrada entre as espécies citadas (com excegao de T. sp.
n4) foi a formacdo da nadadeira pélvica, em relacdo a estruturas dos ossos pélvicos e do processo
mesial. Nas andlises moleculares foi amplificado e sequenciado parte do gene mitocondrial Citocromo
Oxidase sub-unidade |, e foi elaborada uma matriz com 634 pb. Foi gerado um dendograma obtido
pelo método UPGMA com o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura-2-parametros para calculo
das distancias genéticas. A divergéncia entre as espécies variaram de 8,0 a 10,2% enquanto a
divergéncia intra-especifica variou de 0,15% a 3,38% para T. sp. n1; 0,79% a 3,22% para T. sp. n2 e
1,27% a 5,90% para T. sp. n3, e divergiram entre 12,16% a 21,18% de T. brasiliensis. Com relagdo
ao complexo de espécies, foi gerado um dendograma obtido pelo método UPGMA com o modelo de
substituicdo nucleotidica Kimura-2-parametros para céalculo das distancias genéticas, testado pelo
método de bootstrap com 1000 pseudo-réplicas. Foram observados dois clados: o primeiro composto
por pelas espécies da drenagem da bacia do Grande + bacia do Sao Francisco + bacia do Ribeira do
Iguape; e o segundo da bacia do Paranapanema e bacia do Tieté. As andlises morfolégicas e
moleculares corroboraram as distingbes das espécies, com excecdo de Trichomycterus sp. nd. A
inferéncia com relacdo ao status de complexo de espécies de T. brasiliensis se mantém dubia,
necessitando de um amplo estudo com relagao a diversidade, distribuicéo e biogeografia do grupo

Palavras-chave: Riachos; Cerrado; Trichomycteridae; Taxonomia; Descrigao
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Abstract

The objective of this work is analyze the Trichomycterus species presents in the Cuiaba river sub
basin, Paraguay river drainage, through morphologic and molecular analyze, and make a briefing
essay species complex of T. brasiliensis with molecular analyses. The results had been divided in two
parts: in the first part are presented the results of the morphologic and molecular analyses of
Trichomycterus, and an analysis of the external morphology of T. johnsoni; e in the second part is
presented the molecular analyses of some specimens that comprise to the species complex of T.
brasiliensis. The species had been identified to four new species, T. sp. n1, T. sp. n2, T. sp.n3 and T.
sp. n4, that they diverge between them for the following characters: Number of odontodes in the
opercular plate (9 versus 20-22 versus 17-18 versus 14); number of odontodes in the Interopercular
plate (16-17 versus 27-31 versus 21-25 versus 22-25); T. sp. n1 diverge of all species for the number
of rays in the pectoral fins (i+6 versus i+5). The number of rays of the anal fins allows differente in T.
sp. n1 (ii+4) of T. sp. n2 (ii+5) and T. sp. n3 (ii+5) and T. sp. n4 (ii+6), being this character shared
between T. sp. n2 and T. sp. n3. All species share the number of rays of the dorsal fins (ii+7), the
number of caudal fins rays (i+11+i), and the number of the pelvic fins rays. With regard to the
laterosensory canals, T. sp. n1 and T. sp. n3 had presented the absence of the infra-orbital canals i1
and i3. In the osteology analyses, the only variation of all species cited (with exception of T. sp. n4)
was the pelvic fins, where the variation of the pelvic bones structures and the mesial process diverge
between them. In the molecular analyses it was amplified and sequence part of the mitochondrial
gene Citocromo Oxidase | sub-unit, and was elaborated a matrix with 634 pb. The dendogram with
method UPGMA with the model of nucleotic substitution was generated for Kimura-2-parameters for
calculation of the genetic distances. The divergence between had varied of 8,0% to 10.2%, when the
intra-specific divergence varied of 0,15% to 3.38% for T. sp. n1; 0.79% to 3.22% for T. sp. n2 and
1.27% to 5.90% for T. sp. n3, and divergence between 12,16% to 21.18% of T. brasiliensis. With
relationship to the species complex of T. brasiliensis, the dendogram was generated for method
UPGMA with the model of nucleotide substitution Kimura-2-parameters for calculation of the genetic
distances, tested for the method of bootstrap with 1000 pseudo-reply. Had been observed two clades:
the first composition for the species of the Grande basin drainege + Sao Francisco basin + Ribeira do
Iguape basin; and the second clade of the Paranapanema basin and the Tieté basin. The morphologic
and molecular analyses had corroborated the distinctions of the species, with exception of
Trichomycterus sp. n4, for without samples for molecular analyzes. The inference with to the status of
species complex of T. brasiliensis keeps dubious, being necessary an ample study with the diversity,
distribution and biogeography of the group.

Key words: Streams; Cerrado; Trichomycteridae; Taxonomy; Description
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1 - Introducgao

A Superordem Ostariophysi, composta pelas ordens Gonorynchiformes, Cypriniformes
(carpas), Characiformes (curimbas, lambaris, piaus), Gymnotiformes (poraqués, sarapés, tuviras) e
Siluriformes (bagres, cascudos, jundias), constitui 0 mais diversificado grupo de peixes de agua doce
no planeta (Rosen e Greenwood, 1970; Fink e Fink, 1981, 1996; Nelson, 2006).

Das ordens que compdem a superordem Ostariophysi, a mais especiosa de todas é a ordem
Siluriformes, com cerca de 1800 espécies, e com a mais ampla distribuicdo geografica, ocupando
quase todos os continentes (Nelson, 2006; Ferraris, 2007).

Dentro da ordem Siluriformes a superfamilia Loricarioidea é considerada um grupo
monofilético, cujo relacionamento é considerado bem determinado (Arratia, 1987; 1990a; 1990b;
1998; de Pinna, 1992; 1998). Fazem parte da superfamilia Loricarioidea as familias Loricariidae,
Astroblepidae, Scoloplacidae, Callichthyidae, Trichomycteridae e Nematogenyidae (Schaefer, 1990;
de Pinna, 1998). Enquanto as familias Astroblepidae, Scoloplacidae e Nematogenyidae s&o
monotipicas ou formadas por um nUumero pequeno de espécies, as familias Loricariidae,
Callichthyidae e Trichomycteridae apresentam um grande nimero de espécies e estdo divididas em
varias subfamilias (Nelson, 2006).

As espécies da superfamilia Loricarioidea estdo distribuidas unicamente na regido
Neotropical, ocorrendo numa grande variedade de habitats, incluindo corredeiras em riachos a 3.000
metros de altitude até ambientes Iénticos como em lagos. A sua composicdo é primordialmente de
ordem primaria (Helfman et al, 1997; Nelson, 2006). Apesar dos membros da superfamilia
Loricarioidea terem ampla distribuicao, muitas espécies sao caracteristicas por formarem populagées
restritas a pequenas areas. Isto provavelmente faz com que esta superfamilia apresente uma das

maiores diversidades de formas de todos os peixes.

1.1 - Sistematica e taxonomia de peixes neotropicais
A ictiofauna da regido Neotropical € a mais diversificada no mundo, com aproximadamente
5.000 espécies descritas (Reis et al., 2003). Entretanto, as estimativas atuais para esse nimero de
espécies tendem a aumentar pela ampla diversidade de ambientes presentes e razées que envolvem
fatores histéricos e ecolégicos na América do Sul (Schaefer, 1998; Vari e Malabarba, 1998). Assim,

Schaefer (1998), em uma avaliacdo das tendéncias histdricas de descricdo de espécies entre as



Familias Characidae e Loricariidae, calculou que poderiam existir cerca de 8.000 espécies de peixes
de 4gua doce neotropicais correspondendo a 25% de todas as espécies de peixes do mundo.

O registro de espécies desconhecidas de peixes ainda & mais comum em regides de
cabeceiras (Vari e Malabarba, 1998), que geralmente sdo menos exploradas. Além disso, regides de
cabeceiras sédo caracterizadas pelo elevado grau de endemismo, conceituado por Béhlke et al. (1978)
como o0 processo de evolucdo histérica das espécies em dareas que se mantiveram
geomorfologicamente isoladas das demais bacias hidrograficas.

Os riachos de cabeceiras apresentam ictiofauna pouco conhecida e extremamente ameacada
por acdes antrépicas, de forma que é urgente o estudo de sua composicdo taxonémica (Castro,
1999). Além disso, regides de cabeceiras sdo caracterizadas pelo alto grau de endemismo, que
possivelmente possa estar relacionado ao isolamento dos grupos ali presentes (Buckup, 1999).

No inicio do “século da extingao” (Dubois 2003), a ciéncia da biologia esta enfrentando um
novo paradigma, resultado da combinagado de dois fatos diferentes: a crise da biodiversidade e o
chamado “impedimento taxonémico” (Dubois, 2008).

Segundo Margules e Pressey (2000) “S6 se pode conservar o que se conhece”, por isso, a
primeira etapa para conservar a biodiversidade é descrevé-la e mapea-la, onde fundamentalmente o
trabalho do taxonomista é essencial.

Em contraponto & necessidade cada vez mais urgente do taxonomista, h4 um declinio do
nimero destes profissionais em uma escala mundial (e.g., Hopkins e Freckleton, 2002). Este
processo foi denominado de “impedimento taxondmico”, ou seja, a impossibilidade de cumprir a tarefa
de descrever a biodiversidade devido ao baixo nimero de taxonomistas (Carvalho et al., 2005).

Desde a segunda metade da década de 70 do século XX, a sistematica filogenética (ou
cladistica), tornou-se o paradigma para o estabelecimento de rela¢cdes entre os organismos (de
Pinna, 1991). Desde muito cedo, antes da cladistica, € mesmo da teoria evolutiva, a nogdo de
homologia é vista como uma peca fundamental para o conhecimento das relagdes entre as partes
(Rieppel, 1988; de Pinna, 1991). Com advento da cladistica, dois estagios epistemoldgicos podem ser
identificados no processo de descoberta da homologia: a homologia primaria, que corresponde a fase
inicial, hipotética, baseada simplesmente no conceito de correspondéncia entre as partes de
diferentes organismos (i.e. a etapa de construgdo da matriz de dados), e a homologia secundaria, que

corresponde a fase subseqlente, testada através de uma analise de congruéncia (parcimdnia) com



outros caracteres (i.e. outras hip6teses de homologia primaria), equivalendo, na cladistica, ao
conceito de sinapomorfia (Patterson, 1982; de Pinna, 1991).

Com o aprimoramento das técnicas de andlises no que diz respeito aos peixes de agua doce,
a Biologia Molecular tem disponibilizado diversas ferramentas capazes de acessar a variacao
genética existente nesses grupos e identificar os possiveis grupos monofiléticos (e.g. Alves-Gomes et
al.,1995; Moyer et al.,, 2004; Hardman, 2005; Chiachio et al., 2008; Cardoso e Montoya-Burgos,
2009).

Os principais genes seqgilenciados sdo os presentes nas mitocondrias. O genoma
mitocondrial apresenta tamanhos bastante variaveis, apresentando valores em torno de 16
quilobases (kb) nos vertebrados até 570 kb em algumas espécies de plantas (Lewin, 1994).

O interesse de estudos em relacdo ao DNA mitocondrial é relacionado ao fato de que os
genes presentes nesse DNA apresentam uma série de particularidades importantes como sua
heranga materna e sua presenga nos organismos em numero hapléide, o que torna muito raros os
eventos de recombinagéo (Kocher e Stepien, 1997).

Segundo Lewin (1994) considerando que as condigcdes nas organelas sdo diferentes
daquelas encontradas no nudcleo das células, as taxas de evolugdo dos genes em cada
compartimento celular sdo independentes.

A introducdo da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) facilitou, grandemente, a
obtencédo de dados de seqliéncias de nucleotideos e tem permitido uma analise filogenética mais
apurada (Kocher e Stepien, 1997).

Para peixes, segundo Kocher e Stepien (1997) a possibilidade de utilizacdo de seqiiéncias de
nucleotideos para construcdo de filogenias torna possivel ndo s6 uma melhor interpretacdo da
histéria evolutiva das espécies em si, como também permite a andlise simultdnea dos padrdes
evolutivos seguidos por outros caracteres, que por sua vez apresentam menor possibilidade de
interpretacao filogenética.

A elaboracao de filogenias moleculares permite também testar hipoteses de relacionamento
construidas com base em outros caracteres como os caracteres morfolégicos (e.g. Alves-Gomes et
al.,1995; Lydeard et al., 1995; Moyer et al., 2004, Hardman, 2005; Chiachio et al., 2008; Cardoso e
Montoya-Burgos, 2009), a unido destas duas ferramentas podem ser a resposta a inimeras davidas

da sistematica de peixes neotropicais.



1.2 - Ordem Siluriformes e superfamilia Loricarioidea

Estudos relacionados a ordem Siluriformes progridem desde sua designacéo primaria, feita
por Rafinesque em 1815, porém, os estudos sempre foram direcionados para as rela¢des das
familias que compdem a ordem, consistindo entre estes estudos o de Cuvier (1817), Bleeker (1862,
1863), Ginther (1864), Gill (1872), Eigenmann e Eigenmann (1890) Bridge e Haddon (1893)
Boulenger (1904), Goodrich (1909), Regan (1911) e Chardon (1968).

O numero de estudos relacionados a ordem Siluriformes aumentou consideravelmente nas
Ultimas trés décadas devido ao advento da Sistematica Filogenética ou Cladistica, utilizada desde a
metade do século passado para familias (e.g., Lundberg, 1970, 1982: Ictaluridae; Bornbusch, 1991:
Siluridae; Chen e Lundberg, 1994: Amblycipitidae; Bockmann, 1998: Heptapterinae; Reis, 1998:
Callichthyidae; Baskin, 1973; Wosiacki, 2002: Trichomycteridae) ou para alguns grupos de familias
(e.g., Baskin, 1973; Howes, 1983; Schaefer, 1990: Loricarioidea; de Pinna, 1996: Sisoroidea).
Entretanto, em nenhum desses estudos tentou-se esclarecer as relagdes dessas familias ou grupos
dentro da ordem como um todo. A maioria dos trabalhos direcionada a esse tema focalizou quase
exclusivamente a familia Diplomystidae, reconhecida como o taxon mais basal de Siluriformes (e.g.,
Regan, 1911; Chardon, 1968; Grande, 1987; Arratia, 1987, 1992).

De fato, apesar de sua importancia evidente, muitos autores do periodo “pré cladistico” (veja
definicdo em De Pinna, 1998) conduziram seus estudos ao tratar os relacionamentos dos siluriformes,
de uma forma altamente desconcertantes, agrupando determinados taxons devido a presenca de
caracteres plesiomorficos e altamente homoplasticos, ou simplesmente sem a menor explanagao
consistente para sua sustentabilidade (Diogo, 2004).

Conseqguentemente, para uma explanagao mais objetiva e coerente, as conclusées de todos
estes estudos, precedidos destes métodos “pré-cladisticos” resultaram em filogenias sem a
aplicabilidade de uma visao evolutiva direta, porém com riquezas de detalhes que aplicados aos
métodos cladisticos, forneceram bases para a taxonomia e para a classificagdo corrente da ordem
Siluriformes (de Pinna,1998).

Os trabalhos, utilizando a metodologia cladisticas, que apresentaram cladogramas com as
relagbes entre as familias da ordem (ou partes das familias) foram os de: Howes (1983:
Loricarioidea), Grande (1987: redescricao de tHypsidoris farsonensis), Schaefer (1990:

Scoloplacidae), Mo (1991: Bagridae), Arratia (1992: desenvolvimento e variagdo do suspensorium),



De Pinna (1992: Copionodontinae , 1996: Sisoridae, 1998: Siluriformes neotropicais), Lundberg
(1993: Siluriformes africanos e da America do sul) e o de He et al. (1999: Amphiliidae).

Os trabalhos mais recentes foram o de Britto (2002) e o de Diogo (2004), que fizeram uma
analise sistematica de representantes de todos os principais grupos dessa ordem, sugerindo que
algumas familias formam agrupamentos polifiléticos enquanto varios grupos tradicionais tiveram seu
monofiletismo confirmado.

Dentro da ordem Siluriformes a superfamilia Loricarioidea é considerada um grupo
monofilético, cujo relacionamento é considerado bem determinado (Arratia, 1987; 1990a; 1998; de
Pinna, 1992; 1998). Fazem parte da superfamilia Loricarioidea as familias Loricariidae, Astroblepidae,
Scoloplacidae, Callichthyidae, Trichomycteridae e Nematogenyidae (Schaefer, 1990; de Pinna, 1998).
Enquanto as familias Astroblepidae, Scoloplacidae e Nematogenyidae sao monotipicas ou formadas
por um numero pequeno de espécies, as familias Loricariidae, Callichthyidae e Trichomycteridae
apresentam um grande ndmero de espécies e estao divididas em vérias subfamilias (Nelson, 2006).

Segundo Grande (1987), esclarecer as relagbes entre os diversos grupos de Siluriformes
constituira um dos mais desafiadores e intrigantes problemas em Ictiologia. Da mesma maneira, a
compreensdo das relagbes de um grande grupo monofilético que inclui trés de suas familias
neotropicais mais especiosas, Loricariidae (cerca de 660 espécies), Trichomycteridae (cerca de 210
espécies) e Callichthyidae (cerca de 160 espécies), além de Astroblepidae (aproximadamente 40
espécies), Scoloplacidae (quatro espécies) e Nematogenyidae (uma espécie), representa uma das
mais relevantes questdes da Sistematica de Siluriformes (Schaefer, 1990; de Pinna, 1998; Nelson,
2006).

As espécies da superfamilia Loricarioidea estdo distribuidas unicamente na regido
Neotropical, ocorrendo numa grande variedade de habitats, incluindo corredeiras em riachos a 3.000
metros de altitude até ambientes Iénticos como em lagos. A sua composicao é primordialmente de
ordem priméaria (Helfman et al, 1997; Nelson, 2006). Apesar dos membros da superfamilia
Loricarioidea terem ampla distribuicdo, muitas espécies sdo caracterizadas por formarem populagdes
restritas a pequenas areas. Isto provavelmente faz com que esta superfamilia apresente uma das
maiores diversidades de formas de todos os peixes, sendo a familia Trichomycteridae um dos
principais componentes taxonémicos que contribui para o incremento dessa diversidade de espécies

neotropicais.



1.3 - A familia Trichomycteridae

A familia Trichomycteridae representa um dos mais importantes componentes taxonémicos
de Loricarioidea. Com cerca de 210 espécies conhecidas (Ferraris, 2007) e numerosas formas ainda
nao descritas, esta dividida em oito subfamilias: Copionodontinae, Glanapteryginae, Sarcoglanidinae,
Stegophilinae (incluindo Pareiodontinae), Trichogeninae, Trichomycterinae, Tridentinae e Vandelliinae
de acordo com de Pinna (1998). Uma hipotese de relacionamento entre essas familias foi
apresentada e discutida por de Pinna (1998). Nessa hip6tese os géneros Scleronema e Ituglanis nao
sdo assinalados para nenhuma subfamilia conhecida e as subfamilias Copionodontinae e
Trichogeninae formam uma tricotomia com os demais membros da familia Trichomycteridae.

Apesar de seu monofiletismo ter sido corroborado, seu grupo familiar mais inclusivo,
Trichomycterinae, permanece polifilético, sendo que Trichomycterus seu respectivo género mais
especioso, complexo e amplamente distribuido, ndo constitui um grupo natural (de Pinna e Wosiacki,
2003). Alguns estudos com dados morfoldégicos vém sendo realizados na tentativa de elucidar as
relagbes entre espécies de Trichomycterus (e. g. Costa, 1992; Barbosa e Costa, 2003), mas sua
enorme diversidade aliada a auséncia de sinapomorfias intragenéricas inequivocas dificultam muito a
proposigdo de hipoteses de relacionamento confiaveis (Bockmann e Sazima, 2004). Segundo de
Pinna (1998) o problema mais formidavel presente na sistematica da familia Trichomycteridae é o
género Trichomycterus, fundamentalmente em relagdo ao nivel de espécie, a diversidade presente
dentro do género, e a abrangéncia de sua distribuicdo (de Pinna, 1989; 1992; de Pinna e Wosiacki,
2003; Wosiacki e Garavello, 2004; Wosiacki e de Pinna, 2007), que favorece a constituicdo de
populacdes geograficamente restritas, na maioria das vezes em cabeceiras de riachos, resultando no
elevado grau de endemismo de suas espécies (de Pinna, 1992; Barbosa e Costa, 2003).

Nas &guas continentais brasileiras, sdo validas mais de 50 espécies nominais de
Trichomycterus (de Pinna e Wosiacki, 2003, Wosiacki e de Pinna, 2007) e, para a Bacia do Paraguai,
apenas uma espécie, Trichomycterus jonhsoni (Fowler, 1932), foi assinalada, sendo as demais

pertencentes a outros grupos como ao género /tuglanis, conforme Costa e Bockmann (1993).

1.4 - Historico da familia Trichomycteridae e do género Trichomycterus
Tanto Trichomycteridae como o préprio género Trichomycterus apresentam uma longa e

obscura historia taxonémica. Valenciennes (1832) faz uma clara descricdo ao constituir esse novo



género com base em um Unico exemplar proveniente das regibes costeiras de Santa Catarina,
Trichomycterus nigricans, coletado por Saint Hilaire. Enfatizando uma relagdo préxima ao género
Eremophilus mutisii descrito por Humbodit, 1805.

Trichomycterus precede de uma variacdo de Thrichomycterus proposto inicialmente por
Humbodlt (1805) nome este (Thrichomycterus) criado como uma alternativa para a descricdo de
novas espécies diferentes do género Eremophilus, porém a pequena alteracdo na grafia feita por
Valenciennes, implicou em que Eremophilus, por ser designado primeiramente como 0 nome de um
taxon, fosse sinénimo sénior de Thrichomycterus (com mesmo ano de publicacdo, 1805 feita por
Humboldt), este em questdo sendo invalidado, prevalecendo assim Trichomycterus, mesmo baseado
na publicagao de uma espécie diferente da espécie tipo de Eremophilus.

Em 1890, Eigenmann e Eigenmann, refutaram o nome Trichomycterus e defenderam o nome
Pygidium descrito por Meyen em 1834. Estes autores argumentaram que o nome Trichomycterus, por
ser muito similar a Thrichomycterus, dificilmente seria considerado distinto, principalmente pelo relato
de Valenciennes (in Humboldt e Valenciennes, 1832) inferir que o nome primariamente foi criado por
Humboldt, como citado a cima.

Todavia, a origem do nome Pygidium é mais complexa do que o nome Trichomycterus.
Pygidium foi descrito por Meyen (1834) a partir de um Unico exemplar encontrado morto em um rio
desconhecido do Peru (Tchernavin, 1944). Sendo sua espécie tipo Pygidium fuscum. A diagnose feita
por Meyen é a seguinte: auséncia da nadadeira dorsal, auséncia de barbilhdo nasal, presenca de
nadadeira adiposa, dentes no palatino e abertura branquial estreita. Meyen também relacionou uma
leve similaridade ao género Malapterus. A diagnose feita por Meyen, mostra que o peixe por ele
encontrado, ndo se assimila em nenhum momento com as diagnoses relatadas ao género
Trichomycterus.

Em 1835, Wiegmann, examinou a espécie tipo de Pygidium fuscum, e apresentou uma nova
diagnose, totalmente contraria a inferida por Meyen: presenca de barbilhdes nasais, presenga de
nadadeira dorsal, odontéideos opérculares e inter-operculares e auséncia de dentes no vémer e de
nadadeira adiposa. Mostrando assim muito mais similaridades com a diagnose para o género
Trichomycterus e extremamente distinta da feita inicialmente por Meyen para Pygidium.

Em 1845, Tschudi teve acesso ao espécime analisado por Wiegmann em 1835, que seria a

espécie tipo de Pygidium fuscum. Nesta nova analise, Tschudi apresenta resultados idénticos aos de



Wiegmann, com ressalvas apenas em relagédo a auséncia de dentes no palatino e no vémer. Segundo
a descricao de Tschudi o espécime em questdo é distinto de Trichomycterus, e ressaltou que
Valenciennes nunca teve em mao um espécime de Pygidium (Tschudi, 1845; Tchernavin, 1944).

ApoOs o exposto acima, pode-se inferir que o género Pygidium é valido, porém, o fato em
questao é que tanto Wiegmann quanto Tchudi analisaram espécies particularmente distintas de
Trichomycteridae (em relagdo a descricdo de ambos os trabalhos: presenca de dente no vémer
versus auséncia de dentes no vémer) provenientes da colecdo de Meyen (Tchernavin, 1944), e o
possivel holotipo de Pygidium fuscum é distintamente diferente dos relatos supracitados, como
exemplo a descricdo de Trichomycterus nigricans. Além disso, hoje o hol6tipo de Pygidium fuscum
esta aparentemente perdido (Tchernavin, 1944). Com base nos relatos citados, é possivel admitir que
Trichomycterus € um nome valido, quando referente a grupos de individuos que compartilham
caracteres com base em sua espécie tipo, T. nigricans Valenciennes, 1832; e Pygidium torna-se um
nome em aberto, porém com a perda de seu holétipo, 0 mesmo colocado numa posi¢ao dubia.

Em 1872, Gill em seu trabalho “Arrangement of the families of fishes, or classes Pisces,
Marsipobranchii, and Leptocardii’ foi o primeiro a reconhecer a familia Trichomycteridae, incluso na
Ordem Nematognathi, que caracterizava a ordem pela fuséo de diversos elementos do neurocranio e
da cintura peitoral. Porém o maior trabalho inicial envolvendo os Siluriformes neotropicais apareceu
com a publicacdo de Eigenmann e Eigenmann (1890) do trabalho “A revision of the South American
Nematognathi” com uma revisao taxonémica das familias conhecidas ate o momento para regido. Por
outro lado, os autores utilizaram o nome Pygiididae (=Trichomycteridae), onde estavam inclusos os
géneros Hemicetopsis, Cetopsis e Pseudocetopsis. Posteriormente ao trabalho de Eigenmann e
Eigenmann (1890), Regan (1911) publicou o trabalho “The classification of the teleostean fishes of the
order Ostariophysi” onde considerou novamente a familia Trichomycteridae, alocando na mesma os
géneros Nematogenys, Trichomycterus, Eremophilus, Pareiodon, Stegophilus, Vandellia, Tridens e
Miuroglanis.

O maior estudo com relagdo a familia Trichomycteridae foi o de Eigenmann (1918) “The
Pygidiidae, a family of South American Catfishes”, ainda com o nome Pygiidae, onde transcreveu as
descricoes originais das espécies e acrescentou novas espécies. Neste trabalho Eigenmann
subdividiu Trichomycteridae (=Pygiididae) em seis subfamilias: Nematogeninae, Pygiidinae,

Pareiodontinae, Stegophilinae, Vandellinae e Tridentinae. Eigenmann conclui seu trabalho inferindo
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que Cetopsis pertence a uma familia diferente, mas n&o determina qual diagnose foi utilizada para tal
inferéncia.

Dois ultimos trabalhos com relacdo a Siluriformes, e envolvendo a complexa familia
Trichomycteridae, foram os de Peyer (1922) com relagdo aos odontédeos de loricarioidea, onde
exclui desta superfamilia o género Cetopsis (=Cetopsidae) pela auséncia deste carater, e o trabalho
de Berg (1940) onde revalida Trichomycteridae, e inclui a familia Cetopsidae como mais basal de
Siluriformes (ver detalhes em de Pinna, 1998).

Tchernavin (1944), fez uma analise dos materiais de Trichomycterinae do Bristish Museum of
Natural History, revisou a questdo nomenclatural e sinomizou Pygiididae como Trichomycteridae, e

transcreve a descri¢éo feita por Meyen (1834):

“Pygidium Char. Gen. Corpus elongatum, caudaum versus compressum. Cirri
maxillares 4, nasales nulli. Pinnae pectorales ut pinnaeabdominales dua cum pinna anali circa
anum positae. Pinna adiposa parva.”

Pygidium fuscum. Corpore nudo longit 5-6 pollic. Coloris fusci. Maxillis labialis, maxilla

superiori majori. Pinnis pectoralibus radiis — 9, pinnis caudalibus radiss -12”

Com suas andlises, Tchernavin conclui todo o impasse com relagéao a regra nomenclatural e a
validade de Trichomycteridae, e com o mesmo trabalho expdem os principais caracteres
fundamentais para analises sistematicas do género Trichomycterus.

Em 1973, Baskin fez um detalhado trabalho em sua tese “Structure and relationships of the
Trichomycteridae” (néo publicada) das relacdes filogenéticas da subfamilia Trichomycterinae, porém
ndo consegui comprovar o monofiletismo da mesma, que posteriormente foi testado por de Pinna
(1989) que apontou para um possivel polifiletismo do grupo. Cabe ressaltar que os trabalhos de
Eigenmann (1918) e de Baskin (1973) sdo as duas maiores obras com relagdo a subfamilia
Trichomycterinae, efetuadas no século XX.

A partir da década de 90 do século passado, apenas quatro trabalhos diretamente
relacionados a subfamilia Trichomycterinae tiveram real importancia para os estudos sistematicos
deste grupo: Arratia (1990b), Costa e Bockmann (1993), Arratia (1998) e Wosiacki (2002), este ultimo

nao publicado.
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Arratia (1990) prop6s quatro sinapomorfias para Trichomycterinae, onde a subfamilia seria
composta pelos géneros Eremophilus, Rhizosomichthys, Scleronema e Trychomycterus. Todavia,
também deixou claro que estabelecer os limites de Trichomycterinae e de Trichomycterus requereria
uma analise completa de todas as espécies de subfamilia.

Em 1993, Costa e Bockmann descrevem o género ltuglanis, sem uma subfamilia definida,
mais sugerindo ser esse grupo irmao de Tridentinae, Stegophilinae, Vandellinae, Sacorglanidinae e
Glanapteriginae. Com esta nova descricdo um novo passo na tentativa da elucidacdo da problematica
da familia é feito.

Com a descricao de Silvinichthys, Arratia (1998) fragmenta novamente as alocagbes dentro
de Trichomycterinae, sua nova descrigéo e feita para a locagdao de Trichomycterus mendozensis, e
tentando inferir o possivel monofiletismo de Trichomycterinae, porém falha ao utilizar um conjunto de
autapomorfias de uma Unica espécie (ver detalhes em Arratia, 1998).

Wosiacki (2002) estudando 205 caracteres morfoldgicos de 74 espécies de Trichomycteridae
encontrou quatro arvores igualmente parcimoniosas para a familia que quando resumidas em um
cladograma de consenso estrito resultou na identificagédo de 70 clados. Para uma correta organizagéao
das espécies, frente aos resultados obtidos, Wosiacki (2002), propde a criagao de 14 novos géneros
e 14 novas subfamilias. No estudo citado foi confirmado o polifiletismo de Trichomycterinae, ja

apontado por outros autores, como de Pinna (1998).

1.5 - Distribuicao do género Trichomycterus na Bacia do Paraguai

Nas aguas continentais brasileiras, sdo validas mais de 50 espécies nominais do género
Trichomycterus (de Pinna e Wosiacki, 2003, Wosiacki e de Pinna, 2007) e, para a bacia do Paraguai,
apenas uma espécie, Trichomycterus jonhsoni (Fowler, 1932). Britski et al. (2007) mantiveram como
valida a denominagao Trichomycterus brasiliensis, como presente na bacia do Paraguai. Em virtude
de seu trabalho ter abrangido apenas as areas dos grandes rios da formagao da bacia do Paraguai, é
compreensivel a lacuna com relagao aos riachos que compdem as formagdes menores (sub-bacias)
que estruturam esse grande sistema, que segundo Bohlke et al. (1978) “O conhecimento dos peixes
do grande sistema Parana-Paraguai é muito limitado em relagdo ao tamanho e a complexidade de

sua fauna”.
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Recentemente Mehanna e Penha (2010, submetido.) relatam a presenca de possiveis
espécies novas para o género Trichomycterus, considerando que a Unica espécie de Trichomycterus
descrita para a regido da bacia do Paraguai, € da sub-bacia do rio Cuiaba, é T. johnsoni, que nao

corresponde as amostras coletadas nos riacho da sub-bacia do rio Cuiaba.

1.6 — Notas sobre o complexo de espécies Trichomycterus brasiliensis

O elevado endemismo das regides de cabeceira tem sido atribuido ao isolamento dos grupos
de peixes nelas presentes (Buckup, 1999). Isso provavelmente contribuiu para que também as
populagdes de Trichomycterus se diversificassem isoladamente nessas regides ao longo da histéria
evolutiva do grupo, caracterizando um elevado nimero de formas endémicas recentes. E nesse
cenario que se insere o grupo de peixes que constituira o complexo de espécies identificado como
Trichomycterus brasiliensis.

Trichomycterus brasiliensis foi originalmente descrita da foz do rio das Velhas, bacia do rio
Sao Francisco, estado de Minas Gerais. Sua distribuicdo é assinalada para o alto rio Sao Francisco
no estado de Minas Gerais e pequenas bacias adjacentes no sudeste do Brasil (de Pinna e Wosiacki,
2003). No entanto, nos Ultimos anos essa espécie tem sido registrada sistematicamente em diversas
outras localidades da regido sudeste do pais, indicando que pode se tratar de um complexo de
espécies. Adicionalmente, de acordo com Britski et al. (1988) e Cassati e Castro (1998), espécies
como T. brasiliensis, que apresentam ampla distribuicdo e estdo presentes em diversos habitats,
constituem provavelmente intrincados complexos de espécies, uma tendéncia comum dentro do
género Trichomycterus (de Pinna, 1998).

Segundo Nelson (1999) um complexo de espécies consiste de duas ou mais espécies
biolégicas, porém os limites dos componentes diagnosticos destas espécies sdo atualmente
impossiveis de identificar durante toda sua escala evolutiva. No caso de ocorréncias mdltiplas de
espécies que alinham-se onde é pouco pratico ou impossivel tratar a espécie no contexto da
taxonomia Linneana utilizando caracteres morfolégicos.

De acordo com Bockmann e Sazima (2004), o complexo de espécies Trichomycterus
brasiliensis, como ficou conhecido, inclui até o momento seis espécies vélidas (T. brasiliensis, T.
iheringi, T. maracaya, T. mimonha, T. potschi e T. vermiculatus), além de vérias outras formas ainda

nao descritas, aparentemente endémicas das principais bacias que drenam o Escudo Brasileiro. Os
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autores indicam que todas essas espécies sdo assinaladas ao complexo T. brasiliensis por
compartilharem os seguintes caracteres apomérficos exclusivos para o grupo: a) quatro fileiras
longitudinais de manchas bem definidas, formadas pela densa concentragcao de cromatéforos escuros
situados profundamente no tegumento e b) nadadeira peitoral com | + 5 - 6 raios. De maneira geral,
constituem também caracteres diagndsticos para esse agrupamento o arranjo dos odontédeos
operculares (dispostos obliquamente) e o padrao de colorido (pintas aglutinadas sobre a cabeca € o
flanco). No entanto, grandes variagdes nesses caracteres tém dificultado bastante o trabalho de
identificacdo correta das espécies e a descricdo de novas formas, muito similares entre si. Quando
essas descricbes ndo sdo baseadas em uma gama de dados consistentes, muitas vezes em fungao
da natureza dos caracteres utilizados, diversos problemas surgem. A auséncia desses caracteres
pode levar a descricdo errbnea de muitas espécies, no caso da diferenciacdo das formas
eventualmente analisadas ser, por exemplo, devida apenas a uma variagcao geografica intraespecifica
(Mayr e Ashlock, 1991). E possivel acontecer também de dados pouco consistentes ndo sejam
capazes de discriminar uma variagao interespecifica estatisticamente significativa, o que acarretaria o
nao reconhecimento de espécies novas, subestimando-se uma real diversidade ja estabelecida
(Gould 1979; Wilson 1992).

A distribuicdo de um organismo ndo pode ser considerada estética, de forma que o mesmo
pode ampliar ou reduzir os seus limites geogréficos (Mayr, 1977). Assim, definir com exatiddo a
amplitude de distribuicdo de uma espécie, ou grupo de espécies nao é uma tarefa trivial. O padrao de
distribuigdo geografica de muitas espécies dificulta ainda a compreensao de suas relagbes com as
congéneres, como no caso de Trichomycterus brasiliensis. Considerando as localidades-tipo das
espécies formalmente assinaladas ao complexo T. brasiliensis, percebemos que sua ampla
distribuicdo pode ser considerada um dos principais fatores que apontam para a necessidade de
estudos sistematicos mais apurados incluindo seus membros. Essas espécies foram descritas para
as principais areas de endemismo ictiofaunistico do pais e todas elas sdo muito similares entre si,
com diferengas pouco expressivas (v. Bockmann e Sazima, 2004), sendo que T. brasiliensis é
descrita da bacia do alto rio Sdo Francisco, T. iheringi e T. maracaya Bockmann sdo descritas da
bacia do alto rio Parand, T. mimonha e T. vermiculatus séo descritas da bacia do rio Paraiba do Sul e
T. potschi Barbosa e Costa é descrita de bacias costeiras no estado do Rio de Janeiro (Reis et al.,

2003; Buckup et al., 2007).



14

1.7 - O DNA Mitocondrial e um breve ensaio sobre Filogenia Molecular

O DNA mitocondrial € uma molécula linear em muitas plantas e fungos, mas em metazoarios
€ uma molécula circular, hapléide, de heranca maternal, que em geral ndo sofre recombinacao
(Scheffler, 1999; Avise, 2004). O fato de essa molécula ser hapléide e herdada uniparentalmente faz
com que o tempo médio de coalescéncia dessa molécula como um todo seja quatro vezes superior
quando comparada a genes nucleares (Avise, 2004). Diferentes genes da molécula apresentam taxas
de evolucao distintas, refletindo assim as restricdes especificas a que estdao submetidos (Scheffler,
1999).

E importante a utilizagdo de marcadores que segregam de forma independente, como é o
caso do uso em conjunto de seqliéncias mitocondriais e nucleares, para se testar se as topologias
sugeridas por cada um destes marcadores sao congruentes, e em caso negativo tentar entender
quais processos estariam envolvidos na resolucao diferencial entre ambos (Avise, 2004).

O desenvolvimento de métodos de seqiienciamento de DNA (Maxam e Gilbert, 1977; Sanger
et al., 1977; Saiki et al., 1985) permitiu a analise de genes ao nivel dos seus nucleotideos
constituintes. Por esta razao, tal ferramenta tem sido utilizada em muitas 4reas de pesquisa (i.e.
Graur e Li, 2000; Nei e Kumar, 2000; Felsenstein, 2003; Avise, 2004; Hedrick, 2005).

Até o desenvolvimento da “Polymerase Chain Reaction” (PCR) (Saiki et al., 1985), o uso de
seqUéncia dos genes para a analise filogenéticas eram raramente feitas por causa do enorme
investimento exigido em clonar genes homélogos provenientes de amostras multiplas. A introdugéo
das primeiras seqiliéncias com uso de “primers” com de utilizacdo para inferéncias filogenéticas
("universal primers"; e.g. Kocher et al. 1989) permitido assim a obtencao rapida de seqiiéncias
provenientes de segmentos particulares de um grande nimero de amostras, permitiu uma explosédo
de estudos usando sequéncias de DNA para tentar elucidar inimeras perguntas filogenéticas.

Este método simula in vitro a replicacdo que ocorre naturalmente em células vivas; a partir de
DNA genbmico total, do uso de oligonucleotideos iniciadores que flanqueiam a regido de interesse
(primers), da presenca dos desoxirribonucleotideos, e de uma DNA polimerase especial capaz de
resistir a altas temperaturas (Taq polimerase), sdo geradas copias da regido-alvo em ritmo
exponencial, a partir de ciclos sucessivos de desnaturacdo do DNA, hibridacdo dos primers, e
extensdo da nova fita de DNA. Apds 25-40 ciclos, séo obtidas copias em grande nimero, de maneira

a ser possivel a checagem do sucesso da reagdo pela presenga de uma banda em um gel de
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agarose ou poliacrilamida submetido a um diferencial de potencial elétrico (Saiki et al., 1988; Scharf
et al., 1986; Mullis e Faloona, 1987).

As informagdes de seqUéncia moleculares tém um numero de vantagens inerentes em
relacdo a outros tipos de dados. Primeiramente, o fornecimento de um nimero essencialmente
ilimitado de caracteres, onde cada seqiiéncia é potencialmente informativa para a analise filogenética.
Em segundo, estes caracteres sdo Uteis para estudar relacionamentos entre diversos grupos
relacionados. Cada gene, assim como cada /ocus individuais dentro de um gene, evolui em uma taxa
especifica em funcdo de sua variacao relacionada ao seu confinamento funcional, podendo assim ser
Uteis para distinguir relacionamentos entre grupos altamente divergentes (Hillis et al., 1992; Scheffler,
1999; Avise, 2004).

As areas mais rapidas em desenvolvimento, tais como a regido de controle do DNA
mitocondrial, podem ser Uteis para inferir relacionamentos sistematicos entre populacdes e espécie.
Em regides de codificacdo, a variacdo em seqiiéncias do DNA pode ser avaliada entre diversas
regides do codon, com o intuito de aumentar o potencial filogenético a um nivel sistematico mais
elevado (Scheffler, 1999; Avise, 2004).

As regidbes do DNA Mitocondrial sdo constantemente estudadas em peixes, e com o
conhecimento de sequiéncias de “Primers universais” (Kocher et al., 1989; Meyer et al., 1990, Simon
et al., 2004; Palumbi, 1996) as amplificacio e a obtencao de seqgliéncias tornaram-se acessiveis.

O uso de diferentes segmentos génicos, torna-se um fator fundamental no estudo aplicado a
filogenia molecular, porque a historia evolutiva de um Unico gene pode ser diferente da histéria média
de um genoma inteiro (Avise, 2004), tal cuidado deve ser primariamente usado em interpretar arvores
geradas com o uso de genes mitocondriais com o intuito de refletir a histéria das populagdes em
estudo (Kocher e Stepien, 1997).

Ha duas linhas de pensamento entre os sistematas a respeito da combinacdo de dados
morfolégicos e moleculares. A primeira € a aproximagéo por "total evidence" (Mickevich e Johnson,
1976; Kluge e Wolf, 1993) que consiste na andlise simultinea de todos os conjuntos de dados,
usando assim toda a evidéncia possivel. A hipétese nula para esta aproximagdo € que ndo ha
nenhuma diferenga ou divisdo significativa dentro da série de dados, isto é, que ha somente uma
histéria evolutiva para o clado em questédo. Huelsenbeck (1995) sugerem que a evidéncia total leva a

um menor erro do que com analises separadas de dados baseados em poucos caracteres.
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Preconiza-se que os testes totais da evidéncia devem examinar se os diversos dados tém sinais
significativamente diferentes e estas separagcdes devem ser testadas a fim de encontrar a série
combinante (de Queiroz, 1993; Bull et al. 1993; Ballard, 1996).

Outra linha de pensamento sugere que as séries de dados devem ser analisadas
separadamente (Bull et al. 1993; Miyamoto e Fitch, 1995). Com o intuito de relacionar que diferentes
taxas que sao congruentes em analises separadas, informardo resultados suportados fortemente em
seus cladogramas, desta forma, as congruéncias dos dados, a partir de analises separadas, usando
genes diferentes, ou entre séries de dados morfolégicas e moleculares, indicaram a sustentacao
maxima dos relacionamentos filogenéticos e assim serdo provavelmente condizentes com a historia
evolutiva (Bull et al. 1993; Miyamoto e Fitch, 1995). Miyamoto e Fitch (1995) sugerem que os
relacionamentos entre os taxa que sao suportados por séries de dados independentes sejam
particularmente robustos, equivalendo a verificacdo independente de uma hipétese experimental
proveniente de uma hipotese empirica diferente. Este tipo independente de verificagdo pode ser
perdido em combinar diferentes séries de dados para inferéncias filogenéticas.

A Maxima Parciménia tem suas origens nos conceitos de Hennig (1966), e também numa
sugestdo de Edwards e Cavalli-Sforza (1963) acerca das propriedades que um critério filogenético
analitico deva possuir. O conceito fundamental de Hennig € que taxons que compartilham estados
derivados (apomérficos) devem ser descendentes de um ancestral comum que apresentava estados
mais primitivos (plesiomorfias), que teriam sofrido mutagdes até adquirirem os estados atuais nos
descendentes.

De forma geral, o principio de maxima parciménia no contexto filogenético estabelece que o
numero de mudancas de estados numa dada filogenia deve ser o menor possivel dada a observagéo
dos estados atuais nos taxons analisados. Assim sendo, a Maxima Parciménia pode ser interpretada
como um tipo de derivagéo, dentro do ramo da biologia evolutiva, do principio filos6fico da navalha de
Ockham, formulado pelo fil6sofo inglés William de Ockham (Graur € Li, 2000). Tal principio rege que a
explicagdo mais provavel para um determinado conjunto de observagdes deve ser a mais simples,
envolvendo o menor ndmero possivel de premissas. Edwards e Cavalli-Sforza (1963) também
sugeriram que a melhor estimativa de relacées de parentesco deve ser aquela que envolva a menor

quantidade total de evolugéo.
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Camin e Sokal (1965) foram os primeiros a atribuir a palavra “parciménia” a um método de
reconstrucdo filogenética baseada em estados discretos. A primeira aplicacdo do método para
sequéncias moleculares foi com o uso de proteinas (Eck e Dayhoff, 1966); posteriormente (Fitch,
1977) a Maxima Parciménia passou a ser inferida também a partir de nucleotideos. De acordo com
este método, para cada topologia possivel relacionada a um determinado nimero de taxons, a
evolugdo mais parcimoniosa para cada carater € inferida através de um algoritmo que minimiza o
nimero de passos necessarios para explicar os estados observados nos ramos terminais (Fitch,
1971), e este processo é entdo realizado para todas as posi¢cdes do alinhamento. Ao final, a arvore
com menor nimero de passos dos caracteres como um todo é escolhida como arvore mais
parcimoniosa. Este método tem premissas simples, é intuitivo e € computacionalmente mais rapido
que métodos baseados em probabilidades. Entretanto, a reconstrugdo topolégica por Méaxima
Parciménia pode nao representar de maneira adequada o modo de evolugdo de seqiiéncias: o
método assume implicitamente que a taxa de evolugdo é homogénea ao longo de toda a seqiiéncia;
ramos longos (ou seja, porcdes da arvore que acumularam um numero de substituicbes maior que
outros ramos) podem se atrair uns aos outros devido a paralelismos e convergéncias (Felsenstein,
1978; Hendy e Penny, 1989; Bergsten, 2005); similaridade de composicéo nucleotidica em algumas
das sequéncias analisadas pode fazer com estas se atraiam; o nimero de substituicdes inferidas é
sempre uma estimativa do valor real para seqiiéncias que divergiram ha um tempo relativamente
longo (Jukes e Cantor, 1969; Kimura, 1980); a inferéncia do niUmero de substituicbes em cada ramo
da arvore pode ser ambigua em muitos casos (Felsenstein, 2003); e o método nao oferece
tratabilidade estatistica, ou seja, ndo ha uma maneira direta de se obter relagbes matematicas e
variancias a partir do niumero minimo de passos (Nei e Kumar, 2000; Felsenstein, 2003).

O uso de modelos evolutivos é uma das caracteristicas da reconstrugao filogenética por
Maxima Parcimbnia é a estimativa do niumero de passos evolutivos, sendo a magnitude do desvio
proporcional ao tempo de separagéo entre duas linhagens, o que pode acarretar em problemas néo
s6 quanto ao célculo de tamanhos de ramo, como também em relagdo a propria topologia em si
(Felsenstein, 2003). Jukes e Cantor (1969) desenvolveram um modelo envolvendo a “correcdo de
Poisson” para corrigir este problema. Entretanto, esse modelo ndo engloba uma série de premissas
provenientes das observagdes de padrdes de evolugdo molecular, como, por exemplo diferencas nas

taxas entre transigbes (mudangas entre purinas - A e G - ou entre pirimidinas - C e T) e transversdes
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(transformagdes entre uma purina e uma pirimidina). Tais diferengcas foram abordadas no modelo
proposto por Kimura (1980), onde h&d um pardmetro que define a taxa de transigdo, e outro a de
transversao. Outro modelo postulado posteriormente (Felsenstein, 1981; Hasegawa et al., 1985) foi a
quantidade diferencial de cada uma das bases, que até entdo eram assumidas como tendo
freqUéncias equivalentes e constantes ao longo da topologia. Com o tempo, modelos com cada vez
mais parametros foram sendo descritos (Lid e Goldman, 1998; Felsenstein, 2003), sendo inclusive
abordado o uso de fungbes que contabilizam a variagdo de taxas ao longo da cadeia de
seqglienciamento (Golding, 1983; Nei e Gojobori, 1986; Jin e Nei, 1990; Yang, 1994; Yang e Kumar,
1996).

Uma forma mais apropriada de se tratar a evolugdo de uma seqiiéncia é através do uso de
matrizes que englobam todos os parametros mencionados acima. Um pressuposto na utilizagéo
dessas matrizes é a “propriedade de Markov’, em que a probabilidade de um nucleotideo ser
posicionado em um determinado estado ao longo de sua evolugdo dependera apenas do seu estado
atual, e portanto elas sao denominadas “matrizes de Markov” (Lid e Goldman, 1998). Usualmente,
essas matrizes assumem que 0 processo evolutivo € homogéneo, onde as taxas dos diferentes tipos
de substituicdes sdo constantes em todos os ramos de uma topologia ao longo do tempo, e as
freqiéncias de cada base se encontram em equilibrio, e sdo passiveis de reversao, onde a chance de
uma determinada base mudar para outra € a mesma que a ocorréncia em sentido oposto (Lio e
Goldman, 1998; Jayaswal et al., 2005). A ocorréncia de irreversibilidade, assim como outros fatores,
pode ser implementada nesse modelo geral (Barry e Hartigan, 1987; Jayaswal et al., 2005).

Embora existam questbes delicadas quanto ao tratamento matematico (Felsenstein, 2003),
diversos pressupostos assumidos por essa classe de matrizes, e assim estendidas aos métodos de
reconstrucao filogenética que condizem desses modelos, a evolugdo de cada posicdo nucleotidica é
independente das outras, e que todos os demais caracteres sdo provenientes de uma mesma
distribuicao subjacente (Felsenstein, 1981; 2003), suposi¢cdes estas que podem também ser flexiveis
com o uso de um maior nimero de parametros nas matrizes de Markov.

A Maxima Verossimilhangca é uma adaptagéo proposta por Edwards e Cavalli-Sforza (1963)
aplicada ao campo da filogenia molecular, de um método estatistico geral desenvolvido por Fisher
(1922, 1956). O principio da Maxima Verossimilhanca para calcular uma arvore a partir de dados de

freqliéncia génica foi adaptada por Felsenstein (1981) para estimativas filogenéticas baseadas em
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sitios individuais, dado um alinhamento prévio, desta forma assumindo que a probabilidades das
hipéteses a priori, no entanto, € motivo de controvérsias (Fisher, 1922; Felsenstein, 2003); porém, a
medida que a amostragem de dados aumenta, a probabilidade a priori tende a perder peso na
equacao, tornando uma correlacdo menos dependente do valor inicial. A denominacdo de
verossimilhanga € importante para ressaltar que esta grandeza nao equivale a um valor de
probabilidade propriamente dito (Fisher, 1922). A razao para essa diferenciagdo decorre do seguinte
aspecto: quando se varia os valores dos parametros da hipotese a ser testada, obtém um gréfico de
valores de probabilidade para quantidades diferentes; esse grafico, no entanto, ndo representa uma
distribuicao, ja que nas distribuicoes estatisticas o que varia sao justamente os dados, e estima-se a
probabilidade de se obté-los fixando-se os valores dos parametros da distribuicdo, na
verossimilhanga ocorre o inverso: o conjunto de dados é fixo, sendo aplicadas as probabilidades do
mesmo para diferentes valores dos parametros da hipétese; portanto esse grafico ndo indica as
probabilidades de se obter dados mutuamente exclusivos, agindo da mesma forma como ocorre com
distribuicoes probabilisticas (Felsenstein, 2003).

A verossimilhanca de uma dada topologia € calculada da seguinte maneira: para cada
posicao do alinhamento, calculam-se as probabilidades de cada um dos 4 nucleotideos (ou estados)
ocuparem os noés internos, multiplicada pela probabilidade de cada uma dessas bases sofrer mutagéo
através de um ramo com determinado comprimento e gerar cada um dos 4 estados na outra ponta do
ramo (sempre assumindo reversibilidade); esse passo é repetido sucessivamente através de todos os
ramos da filogenia, até que se atinja um nucleotideo observado de um ramo terminal, e esse
procedimento é realizado até que todas as probabilidades de transi¢do “markovianas”, para todos os
ramos internos e externos, tenham sido calculadas. Esse algoritmo é repetido para todas as posicoes
do alinhamento, assumindo-se 0s pressupostos de independéncia e distribuicdo idénticas em cada
sitio, e para todos os ramos da topologia. Os logaritmos das verossimilhancas dos sitios individuais
sao entdao somados para uma mesma arvore. Os tamanhos de ramo sao otimizados para cada arvore
examinada. O processo, deve ser reiterado algumas vezes, até que haja estabilizagcdo dos tamanhos
de ramo na arvore (Felsenstein, 1981). Os valores das probabilidades de transicdo “markovianas”
relativas ao modelo escolhido podem ser estipuladas pela maxima verossimilhanga em conjunto com

a otimizacao de tamanhos de ramos (Felsenstein, 1981).
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Um grande atrativo que a Maxima Verossimilhanga incorpora é o uso de modelos evolutivos,
onde por incorporar diferentes parametros explicitamente, esse método pode refletir uma
aproximacao do verdadeiro processo molecular gerador do padrao filogenético a ser estimado,
durante a evolucao do grupo (Lid0 e Goldman, 1998).

Do ponto de vista das aplicacbes estatisticas em geral, estimativas utilizando o principio da
maxima verossimilhanga sdo consistentes, robustas e eficientes (Fisher, 1956). Sob determinadas
condicbes, esta demonstrado que essas mesmas caracteristicas se aplicam a Maxima
Verossimilhanga enquanto base fundamental para estimar arvores filogenéticas (Felsenstein, 2003).

Entretanto, as premissas para o uso de Maxima Verossimilhanga em andlises filogenética
molecular nem sempre sdo garantidas, baseando que alguns sitios evoluem independentemente,
precedidos assim de uma distribuicdo heterogénea, faz com que o uso deste modelo um fator
minimamente adequado, inferindo assim em tamanhos de ramo imprecisos (Felsenstein, 2003;
Jayaswal et al., 2005).

A andlise bayesiana busca a probabilidade da hipétese, dadas as verossimilhancas das
diferentes arvores e suas respectivas probabilidades a priori. E de fato a estimativa que se deseja
obter ao analisarem os dados. Ha, entretanto, muita discussdo quanto ao uso de probabilidades a
priori (Fisher, 1922; Holder e Lewis, 2003; Beaumont e Rannala, 2004), embora o peso destas seja
cada vez menor a medida que a quantidade de dados aumenta. A implementagdo da analise
bayesiana se da, na pratica, pelo método denominado “Markov-chain Monte Carlo”, baseada no
trabalho de Metropolis et al. (1953), e mais tarde modificada por Hastings (1970). O algoritmo
Metropolis-Hastings, aplicado a analise bayesiana, usa matrizes Markoviana como mecanismo de
ligacdo entre os estados atuais e novos estados propostos, sendo os valores de probabilidades a
priori desses parametros obtidos por numeros aleatérios sorteados a partir de distribuicoes
previamente estipuladas.

Dessa forma, a chance de uma arvore proposta ser aceita € proporcional a diferenca de cada
probabilidade gerada; se uma determinada arvore tem probabilidade alta, ela tenderd a ser “visitada”
mais vezes, e topologias com baixa probabilidade serdo “visitadas” menos; isto indica que as
probabilidades posteriores das topologias podem ser estimadas a partir da freqliéncia com que tais
estados sdo aceitos (Felsenstein, 2003; Huelsenbeck e Ronquist, 2005). Entretanto, para que essa

aproximacdo seja aceitavel, a amostragem dos estados deve ser realizada na regido de equilibrio
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estacionario, condizentes com as regides do espago amostral multi-paramétricos, onde a chance de
se chegar a um determinado estado a partir de um outro estado especifico seja a mesma que no
sentido oposto, mas ndo ha uma maneira de se dizer com certeza se o ponto de equilibrio em
questdo é um 6timo global ou uma regido sub-6tima (Felsenstein, 2003; Holder e Lewis, 2003;
Beaumont e Rannala, 2004; Huelsenbeck e Ronquist, 2005).

Huelsenbeck et al. (2001) e Huelsenbeck e Ronquist (2005) acreditam que a freqiiéncia de
amostragem de uma dada arvore analisada por ‘Markov-chain Monte Carlo” seja realmente
equivalente a sua probabilidade posterior, e que portanto esse valor representa a chance daquela
topologia ser correta. Entretanto, outros trabalhos mostram que os valores de suporte bayesiano para
ramos individuais sao superiores aos gerados por outros indices, sendo a magnitude da
superestimacao maior que as subestimativas observadas para outros indices, como bootstrap (Suzuki
et al., 2002; Simmons et al., 2004). Assim, deve-se encarar com cautela estimativas de probabilidade
posterior, a0 menos com relagao ao suporte de ramos.

E extremamente leviano inferir qual dos trés métodos acima descritos estima com maior
precisédo a topologia baseada num conjunto de dados; Huelsenbeck (1995) comparou o desempenho
de diferentes métodos filogenéticos analisando simulagées em uma topologia nao-enraizada de
quatro taxons, onde os tamanhos de ramos variavam consideravelmente, e apresentou variagdes
peculiares com sua topologia (v. detalhes em Huelsenbeck, 1995). Outros estudos (Hillis et al., 1992;
Sanson et al.,, 2002) mostraram, através da evolug¢do in vitro de seqiéncias nucleotidicas, que para
divergéncias relativamente baixas, todos métodos inferem a verdadeira topologia com alta precisao.

O fato de alinhamentos de forma geral envolver a presenga de indels (inser¢cdo ou delegéo)
em maior ou menor grau torna importante a consideragdo de posicées do alinhamento que
apresentem lacunas (gaps) para alguns taxons (Giribet e Wheeler, 1999). A partir do momento em
que se determina um alinhamento como sendo 0 mais correto, pode-se admitir que 0s gaps presentes
sejam resultado do processo evolutivo que gerou as seqiliéncias observadas. Partindo desse
pressuposto, gaps podem constituir uma informacao filogenética, e segundo Giribet e Wheeler (1999)
métodos que nao os incluam nas analises podem vir a reconstituir a arvore filogenética com menor
fidelidade, ja que eles deixam de lado parte da informacéao histérica. Nos métodos supracitados, entre
a exclusdo das posigbes nucleotidicas em que apareca um gap para todos os taxons, ou entdo

considerar a presenca de gaps como “missing data” (falta de resolugéo na determinagéo da base) o
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uso da maxima parciménia condiz como o método de reconstrugdo mais eficiente, que nestes casos
tende a resgatar a verdadeira topologia com maior probabilidade (Yang, 1996, 1997; Siddall, 1998;

Giribet e Wheeler, 1999).



23

@é}’etz'voo“

1, e ~ .
'© sibio nio 6 o homem que
ﬁrnece as verdadeiras respostas, € ague/é

, "
Yueﬁ.z as Vert[ktlézra.fferjunta&.

- Glaude Levi-Strauss -



24

2 - Objetivos

Considerando o exposto acima, o objetivo primordial deste trabalho é testar a hipétese de que
os exemplares de Trichomycterus coletados nos riachos formadores do rio Cuiabd, na Chapada dos
Guimaraes, correspondem a uma ou mais espécies ainda nao descritas para sub-bacia do rio Cuiaba
(bacia do Paraguai), e propor, a partir de analises moleculares, novas hipéteses sobre o complexo de

espécie Trichomycterus brasiliensis (sensu Bockmann e Sazima, 2004).
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3 - Material e Métodos

3.1 — Caracterizacao area de Estudo de Chapada dos Guimaraes

Um dos principais divisores de aguas no Estado do Mato Grosso, localizado na regido centro-
sul do estado, é o planalto dos Guimaraes (Chapada dos Guimaraes), que serve como divisor de
aguas entre os rios que correm para a bacia do rio Paraguai (rio Cuiaba, Coxipé e Manso) e para a
bacia do Tocantins (rio das Mortes). O planalto dos Guimardes abrange uma area de
aproximadamente 1.560 km?, englobando em seu contexto os territérios dos municipios de Chapada
dos Guimaraes, Nobres, Rosario Oeste, Nova Brasilandia, Planalto da Serra, Santa Rita do Trivelato
(Ministério das Minas e Energias, 1982; Schwenk, 2005). Na regidao de Chapada dos Guimaraes
estdo presentes os riachos formadores da sub-bacia do rio Cuiaba, bem como o rio Manso e seus
afluentes (rios da Casca e Quilombo), que correm em uma regido de cerrado stricto sensu (Maitelli,

2005; Schwenk, 2005).

3.2 - Material

O material estudado foi coletado em afluentes do rio Cuiaba (Mato Grosso). A metodologia de
coleta aplicada foi a de métodos ativos de coleta (redes de méao, pucas e peneiras) onde as capturas
por esse método sdo altamente dependentes da habilidade do coletor (Uieda & Castro, 1999). Em
funcdo da necessidade de realizar levantamentos faunisticos com maior precisao e de forma rapida,
este método foi escolhido por sua maior eficiéncia por unidade de tempo, e em fungcéo que, a coleta
de peixes de cabeceira é particularmente dificil em fungdo da elevada correnteza e transparéncia,
fatores caracteristicos desses corpos d’agua (Uieda & Castro, 1999).

Foram considerados os levantamentos prévios ja realizados na regiao por Mehanna e Penha
(2010, Submetido) e foram escolhidos os pontos, onde foi constatada a presenca de espécimes de
Trichomycterus. Para efeito de comparagdo foram também analisados exemplares de T. johnsoni
obtidos do Museu de La Plata, e de outras espécies similares de outras localidades da bacia do
Paraguai. Deve-se ressaltar o uso, para andlises, de todos os exemplares coletados por Mehanna e
Penha (2010, submetido) depositados no Museu Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(105 exemplares); do Nucleo de Pesquisas Limnoldgicas (30 exemplares) e mais 93 exemplares

depositados Laboratério de Biologia e Genética de Peixes — UNESP, campus de Botucatu.
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Para as analises moleculares foram utilizados 88 amostras para estudos moleculares. Para
analises moleculares, em relacdo ao complexo de espécies de Trichomycterus brasiliensis, foram
sequenciados 54 exemplares provenientes das localidades-tipo, ou adjacéncias, de representantes
de todas as espécies formalmente assinaladas ao complexo T. brasiliensis (com exceg¢do de T.
postch e T. iheringe) que se encontravam depositadas no Laboratério de Biologia e Genética de

Peixes — Unesp, campus de Botucatu.

3.3 — Métodos Morfoldgicos

Os dados morfolégicos e meristicos foram mensurados conforme Tchernavin (1944),
Ringuelet et al. (1967) e de Pinna (1992). As medidas foram feitas em relacdo ao lado esquerdo de
cada espécime com paquimetro de calibre digital sob um microscopio binocular, com excec¢ao do
comprimento dos barbilhdes (Figura 1). A preparagao osteoldgica procedeu de acordo com o método
de diafanizacao de Potthoff (1984) e Taylor e Van Dyke (1985), e a terminologia osteolégica segundo
Baskin (1973) e de Pinna (1989; 1998) e as definicdes para lingua portuguesa segundo Castro e

Castro (1987). A terminologia dos canais laterosensoriais foram de acordo com Northcutt (1989).

3.4 — Métodos Moleculares

O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras de diferentes tecidos, utilizando o protocolo
descrito por Aljanabi e Martinez (1997) modificado no presente trabalho:

1. Colocar em um tubo de microcentrifuga (1,5 ml): 290 pl de tampéo de extracdo (descrito
abaixo), 10 pl de proteinase K (10 mg/ml) e um pedago de tecido; 2. Colocar em banho-maria a 55°C
por 2-3 horas; 3. Adicionar 100 pl de NaCl 5 M e inverter o tubo de microcentrifuga vagarosamente
para homogeneizar o material; 4. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente; 5.
Remover 300 pl de sobrenadante e transferir para um novo tubo de microcentrifuga (1,5 ml); 5.
Adicionar 600 ul de etanol 100 % gelado; 6. Deixar no freezer -70°C por 20 minutos; 7. Centrifugar a
12000 rpm por 40 minutos a 4°C; 8. Descartar o Etanol; 9. Secar a 45°C por 30 minutos ou até ficar
completamente seco; 10. Adicionar 400 pl de agua milli-Q autoclavada; 11. Deixar hidratando a

temperatura ambiente por 24 horas; 12. Aquecer a 35°C por 15 minutos; 13. Centrifugar a 12000 rpm
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por 20 minutos a 4°C; 14. Aliquotar 150 pl para guardar no freezer -20° (solugao estoque) e o restante
manter na geladeira 4°C (solucao de uso).

“Polymerase Chain Reaction” (PCR) utilizadas: Para caracterizagdo das amostras, foram
obtidas seqliéncias parciais do gene mitocondrial Citocromo oxidase sub unidade | (COIl) (FishF1 5’ -
TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC -3’ e FishR1 5- TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG
AAT CA -3') (Ward et al., 2005).

O “Mix” de cada amostra e as PCR utilizadas para o segmento génico COIl: 5,30 ul de agua
ultrapura autoclavada; 6,20 pyl de GoTag®; 0,25 yl de Primer F (Forward) e 0,25 pl de Primer R
(Reverse) e 0,5 pl do DNA.

A PCR procedeu com os seguintes ciclos: 12 Ciclo - 95°C por 5 minutos; 22 Ciclo — 95°C por
30 segundos; 32 Ciclo — 50°C por 30 segundos; 4° Ciclo — 722 por 45 segundos; Repetir o 2° ciclo ao
42 ciclo 35 vezes; 52 Ciclo - 72° por 7 minutos e 6° Ciclo — 122 por tempo indeterminado. Como etapa
final os segmentos de DNA amplificados nas reacoes de PCR foram visualizados em gel de agarose
0,10 %.

Para a limpeza e purificagdo das amostras amplificadas, foram utilizadas o seguinte “Mix”:
0,13 pl de enzima Exo-Sap® e 1,87 ul de agua ultrapura autoclavada. Para cada reagao utilizou 2 pl
do “Mix” supracitado, e 5 pl de DNA, procedendo os seguintes ciclos: 12 Ciclo — 37°C por 60 Minutos
e 80°C por 15 Minutos.

O DNA foi amplificado para o sequenciamento com o kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Standart Version 3.1 (Applied Biosystems). O material obtido foi sequenciado por um
seqUenciador automatico de DNA modelo ABI 3130, de quatro capilares, disponivel no Laboratério de
Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncia, UNESP,
campus de Botucatu. As sequiéncias de DNA obtidas foram alinhadas utilizando a ferramenta Muscle
- A multiple sequence alignment method with reduced time and space complexity - (Edgar, 2004).

Foi utilizado o modelo de distancia genética a andlise de UPGMA, para melhor compreender
a construgao de uma arvore de similaridades fenotipicas das espécies em estudo, utilizando o modelo
de substituicdo nucleotidica Kimura-2-parametros para célculo das distancias genéticas. As analises
foram feitas no programa Mega 4 (Tamura et al., 2007). Apenas as analises com relacdo as espécies
do complexo Trichomycterus brasiliensis foram testados pelo método de bootstrap (Felsenstein,

1985).
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4 - Resultados

Os resultados obtidos foram divididos em duas partes: na primeira parte sédo apresentados os
resultados das analises morfoldgicas e moleculares dos exemplares de Trichomycterus provenientes
de Chapada dos Guimaraes, e uma descricdo da morfologia externa de Trichomycterus johnsoni; e
na segunda parte sdo apresentadas as andlises moleculares de alguns espécimes que pertencem ao

complexo de espécies Trichomycterus brasiliensis.

4.1 - Analises morfologicas

Trichomycterus johnsoni (Fowler, 1932) (Figura 2)

Material examinado: Lote 246 - Argentina, Cuenca del Rio Parana, Esteiro Del Ibera, canal de
estrada a laguna disparo, 282 39' 0.2” S — 572 49’ 1.4” W: Lote 246 — 10 exemplares, 14,6 - 10,2 mm;

coletores: J. Bechara et al. — 11/X11/2003.

Descricao: Cabeca circular e deprimida, Corpo alongado, cilindrico na regido anterior e lateralmente
achatado na base do pedunculo caudal. Corpo reto ou levemente curvado na regido ventral do corpo.
Focinho circular e curto. Boca subterminal. Dentes conicos, pontudos e pouco curvados. Olhos
posicionados no meio da cabeca, equidistante entre o focinho e a placa opercular de odontéideos.
Barbilhdes nasal, maxilar e rictal bem desenvolvidos. Barbilhdo nasal chegando entre a margem
posterior da placa inter opercular de odontéideos e a margem posterior da placa opercular de
odontdideos. Barbilhdo maxilar indo além da margem posterior da placa interopercular de
odontbideos. Barbilhdo rictal chegando entre o0 meio da placa interopercular de odontéideos e a
margem posterior da placa opercular de odonto6ideos. Narina anterior posicionada na margem anterior
do barbilhdo nasal. Narinas posicionadas na parte distal da cabecga proximas a boca e distante do
olho. Placa opercular com 12 odontdideos, placa interopercular com 8 odonto6ideos; odont6ideos
cOnicos, pontudos e levemente curvados. Nadadeiras dorsal e anal em formatos aproximadamente
triangulares. Origem da nadadeira dorsal posterior a metade do corpo. Origem da nadadeira anal em
paralelo a nadadeira dorsal. Nadadeira caudal em formato arredondado, ndo apresentado extensao
dorsal e ventral. Nadadeira peitoral com i+5, sendo o primeiro raio apresentado um filamento

sutilmente prolongado. Nadadeira pélvica com 4 raios. Nadadeira dorsal com i+7 raios; nadadeira
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anal com i+6; nadadeira caudal principal com i+9+i raios. Membranas branquiais ligadas na parte
central do istmo.

Coloracao em alcool: Marrom claro, opaco; apresenta oito pontos pequenos escuros, pareados e
equidistantes ao longo da linha lateral, Ultimo na base da nadadeira caudal. Manchas escuras nas
bases da nadadeira dorsal e de anal e ao longo dos raios, de forma irregular e difusa. Nadadeiras

hialinas, com pontos acastanhados claros. Barbilhdes transparentes com pontos escuros na base.

Comentario: Nao foi possivel obter amostras desta espécie para analises moleculares. Sua relagao
com Trichomycterus hasemani (Eigenmann, 1914) da bacia amazénica deve ser analisada, pois sao

possivelmente as duas Unicas do género que apresentam miniaturizagao.

Trichomycterus sp. n1 (Figura 3)

Holotipo: Retirado do lote MNRJ 29348 - tributario do rio Arica-mirim (bacia do rio Cuiaba), préximo a
serra de Sao Vicente, Area de Protegdo Ambiental de Chapada dos Guimaraes, MT; 152 46’ 4” S —

55° 30’ 44” W. Coletores: N. G. Machado & W. R. C. Assuncgao. Data de coleta: 25/X1/2005.

Paratipos: mesmo dados que o Holétipo; 2 exemplares. MNRJ 29292 (4 exemplares); MNRJ 29293
(1 exemplar); Riacho proximo a Usina Hidroelétrica de Manso, tributario do rio Manso (bacia do rio
Cuiaba) , na regidao de Fazenda Nova, MT. 152 77 117 S — 552 58’ 43” W. Coletores: M. N. Mehanna &
W. R. C. Assuncgéo. Data de Coleta: 19/VI/2005. Observagao: compreendem a mesma espécie e
com mesma data e local de coleta, triados e separados equivocadamente. MNRJ 29361 - 5
exemplares, tributario do rio Arica-mirim (bacia do rio Cuiabd), préximo a serra de Sao Vicente, Area
de Protecdo Ambiental de Chapada dos Guimaraes, MT; 152 47’ 28” S — 552 29’ 46” W. Coletores: F.
Modesto & A. Fiorentino. Data de coleta: 27/X1/2005. MNRJ 29375 — 3 exemplares, Riacho a 22 km
da cidade de Chapada dos Guimaraes, tributario direito do rio Coxipé (bacia do rio Cuiaba), MT; 15°
14’ 217 S — 552 31’ 39” W. Coletores: F. R. Rosa & F. Modesto. Data de coleta: 03/X11/2005. MNRJ
29381 — 3 exemplares, Riacho a 22 km da cidade de Chapada dos Guimaraes, tributario direito do rio

Coxip6 (bacia do rio Cuiaba), MT; 152 14’ 15” S — 55° 31’ 45” W. Coletores: F. R. Rosa & F. Modesto.
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Data de coleta: 03/X11/2005. NUP 2867 — 12 exemplares, 2 diafanizados; Cérrego Sdo Joaquim,
afluente do rio Cuiab4, bacia do rio Paraguai, mun. de Chapada dos Guimarées, MT, 20/VI/.2001, 14°

42’'S — 562 15’ W; coletores: Nupélia.

Descricdo: Dados morfométricos e meristicos presentes na Tabela 1. Cabega trapeizodal e
deprimida, Corpo alongado, cilindrico na regido anterior e lateralmente achatado na base do
pedinculo caudal. Corpo reto ou levemente curvado na regido anterior do corpo. Papilas dérmicas
diminutas distribuidas na cabeca. Focinho circular e curto. Boca subterminal. Dentes cénicos,
pontudos e pouco curvados. Pré-maxilar com dentes distribuidos em 3 séries. Dentario com 2 séries
dentes. Olhos posicionados no meio da cabeca (entre 40,18% a 48,51%), mais préximos do focinho
do que da placa opercular de odontéideos. Barbilhdes nasal, maxilar e rictal bem desenvolvidos.
Barbilhdo nasal chegando entre a margem posterior da placa inter opercular de odontodideos e a
margem posterior da placa opercular de odontdéideos. Barbilhdo maxilar indo além da margem
posterior da placa inter opercular de odontoideos. Barbilhdo rictal chegando entre o meio da placa
inter opercular de odontdideos e a margem posterior da placa opercular de odontdideos. Narina
anterior posicionada na margem anterior do barbilh&o nasal. Narinas posicionadas na parte distal da
cabeca proximas a boca e distante do olho. Placa pré opercular com 9 odontéideos, placa inter
opercular com 16-17 odontodideos; odontbideos conicos, pontudos e levemente curvados. Nadadeiras
dorsal e anal em formato aproximadamente triangular. Origem da nadadeira dorsal posterior a
metade do corpo (entre 67,29% a 67,62%), em uma vertical entre a 142 e a 202 vértebras. Origem da
nadadeira anal posterior a nadadeira dorsal (origem da nadadeira anal em uma vertical através da
base do 5°? raio na nadadeira dorsal); origem da nadadeira anal em uma vertical entre a 172 e a 222
vértebras. Nadadeira caudal em formato retangular, ndo apresentado extensdo dorsal ou ventral.
Nadadeira peitoral com i+6, sendo o primeiro raio apresentado um filamento longo. Nadadeira pélvica
com 5 raios. Nadadeira dorsal com ii+7 raios; nadadeira anal com ii+4; nadadeira caudal principal
com i+11+i raios; 18 raios pré-correntes dorsais e 13 raios pro-correntes ventrais. Pares de costelas
pleurais 13. Vértebras totais 32-33. Membranas branquiais ligadas apenas no ponto mais anterior do

istmo. Raios branquiostegais 5.
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Coloracao em alcool: Parte dorsal da cabega e do corpo com coloragio palida, em tons opacos
amarelados da boca a base da cauda. Cromatéfaros dispersos irregularmente ao longo do corpo,
com aspecto marmorizado, sob visao dorsal e ao longo do flanco. A pigmentacao do flanco continua
com manchas peculiares fusionadas diretamente. A parte lateral do corpo como descrita acima,
apresenta uma formagéao continua de concentragdo de cromatoéfaros. Os barbilhées quando expostos
a luz, apresentam pontos marrons e dorsalmente uma coloracdo clara opaca. Regidao ventral de
coloragdo continua de tons amarelos claros sem formagéao de pigmentagdo. As nadadeiras dorsais,
peitorais e anais quando dispostas a luz, apresentam pontos marrons escuros concentrados na base,
e dispersos ao longo dos raios. A parte lateral do corpo como descrita acima, apresentam também
pequenas maculas escuras envolvendo todo o corpo com excegdo da regido ventral, esta com
coloragdo continua de tons claros sem formagéo de pigmentagédo até o inicio da anal. Nadadeiras
caudal, peitoral e dorsal hialinas. Individuos pequenos apresentam uma ténue concentragdo de

cromatofaros na parte central do flanco.

Trichomycterus sp. n2 (Figura 4)

Holétipo: Retirado do lote MNRJ 29382 - Riacho a 22 km da cidade de Chapada dos Guimaraes,
tributério direito do rio Coxipd (bacia do rio Cuiaba), MT; 152 13’ 42" S — 55° 32’ 42” W. Coletores: F.

R. Rosa & F. Modesto. Data de coleta: 04/X11/2005.

Paratipos: mesmo lote que o Hol6tipo; 5 exemplares. MNRJ 29291 - 13 exemplares, riacho préximo a
Usina Hidroelétrica de Manso, tributario do rio Manso (bacia do rio Cuiabd) , na regiao de Fazenda
Nova, MT. 152 7 117 S — 552 58’ 43" W. Coletores: M. N. Mehanna & W. R. C. Assuncdo. Data de
coleta: 19/VI/2005; MNRJ 29368 - 2 exemplares, riacho proximo a Chapada dos Guimaraes, tributario
direito do rio Coxip6 (bacia do rio Cuiabd), MT. 152 25" 42” S — 552 50’ 4” W. Coletores: F. Modesto &
A. Fiorentino. Data de coleta: 01/X11/2005; MNRJ 29387 - 6 exemplares, Riacho a aproximadamente a
22 km da cidade de Chapada dos Guimaraes, tributario direito do rio Coxipd (bacia do rio Cuiaba),
MT. 152 13’ 117 S — 552 33’ 45” W. Coletores: F. R. Rosa & F. Modesto. Data de coleta: 04/XI1/2005;

MNRJ 29299 - 2 exemplares, Riacho préximo a rodovia Cuiaba-Chapada dos Guimaraes, tributario
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esquerdo do rio Coxipé (bacia do rio Cuiaba), MT; 152 17’ 52" S — 552 58’ 17” W. Coletores: M. N.
Mehanna & W. R. C. Assuncdo. Data de coleta: 20/VI/2005; NUP 2868 — 16 exemplares, 2
diafanizados, Cérrego Sao Joaquim, afluente do rio Cuiaba, bacia do rio Paraguai, municipio de
Chapada dos Guimaraes, MT, [11/2001, 14° 42’ S — 56° 15’ W; Coletores: Nupélia.

Observacao: os lotes MNRJ 29384 (1 exemplares), MNRJ 29385 (2 exemplares), compreendem a
mesma espécie e com mesma data e local de coleta do lote de designacao do holétipo, triados e

separados equivocadamente.

Descricao: Dados morfométricos estao presentes na Tabela 2. Cabecga trapeizodal e deprimida,
Corpo alongado, cilindrico na regiao anterior e lateralmente achatado na base do pedinculo caudal.
Corpo reto ou levemente curvado na regido anterior do corpo. Papilas dérmicas diminutas distribuidas
na cabeca. Focinho circular e curto. Boca subterminal. Dentes conicos, pontudos e pouco curvados.
Pré-maxilar com dentes distribuidos em 3 séries. Dentario com 2 séries dentes. Olhos posicionados
no meio da cabeca (entre 42,54% a 49,95%), mais préximos do focinho do que da placa opercular de
odontéideos. Barbilhées nasal, maxilar e rictial bem desenvolvidos. Barbilhdo nasal chegando entre a
margem posterior da placa interopercular de odontéideos e a margem posterior da placa opercular de
odontéideos. Barbilhdo maxilar indo além da margem posterior da placa interopercular de
odontoéideos. Barbilhdo rictal chegando entre 0 meio da placa interopercular de odontéideos e a
margem posterior da placa opercular de odontéideos. Narina anterior posicionada na margem anterior
do barbilhdo nasal. Narinas posicionadas na parte distal da cabecga proximas a boca e distante do
olho. Placa pré opercular com 22-20 odontéideos, placa inter opercular com 31-27 odonto6ideos;
odontdideos conicos, pontudos e levemente curvados. Nadadeiras dorsal e anal em formato
aproximadamente triangular. Origem da nadadeira dorsal posterior a metade do corpo (66,13% a
68,08%), em uma vertical entre a 162 e a 212 vértebras. Origem da nadadeira anal posterior a
nadadeira dorsal (origem da nadadeira anal em uma vertical através da base do 4° raio na nadadeira
dorsal); origem da nadadeira anal em uma vertical entre a 202 e a 232 vértebras. Nadadeira caudal
em formato arredondado, ndo apresentado extensao dorsal ou ventral. Nadadeira peitoral com i+5, o
primeiro raio ndo prolongado em um filamento longo. Nadadeira pélvica com 5 raios. Nadadeira
dorsal com ii+7 raios; nadadeira anal com ii+5; nadadeira caudal principal com i+11+i raios; 19 raios

pro-correntes dorsais e 12 raios pro-correntes ventrais. Pares de costelas pleurais 11. Vértebras totais
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25-27. Membranas branquiais ligadas apenas no ponto mais anterior do istmo. Raios branquiostegais

5.

Coloracao em alcool: Parte dorsal da cabeca e do corpo com maculas maiores € menores
distribuidas heterogeneamente, difusas e separadas entre si. As maculas de tons marrons escuro,
sem sobreposicdo entre as maiores e as menores, as manchas apresentam pigmentos em duas
escalas: a 12 pelas maculas maiores e a 2° pelas menores, dando o aspecto de malha. Ao longo do
flanco apresenta uma concentracdo central de maculas maiores dispostas linearmente, com 9 a 12
maculas. A parte lateral do corpo como descrita acima, apresentam também pequenas maculas
envolvendo todo o corpo com excecao da regido ventral, esta com coloragdo continua de tons claros
amarelados, sem formacgéo de pigmentagao até o inicio da anal, onde apresenta novamente maculas
dispersas. Barbilhdes quando expostos a luz, apresentam pontos marrons dorsal ndao se prolongando
a suas extremidades distais, concentrados somente na base. Nadadeira dorsal, peitoral e caudal

hialinas, apresentando pigmentagao distribuida em pequenas maculas em seus raios.

Comentario: Vive de forma simpatrica com Trichomycterus sp n1, sendo diversas vezes capturadas

juntas.

Trichomycterus sp. n3 (Figura 5)

Holotipo: Retirado do lote MNRJ 29342 - tributario do rio Arica-mirim (bacia do rio Cuiabd), préximo a
serra de Sao Vicente, Area de Protecdo Ambiental de Chapada dos Guimaraes, MT; 152 46’ 4” S —

552 30’ 44” W. Coletores N. G. Machado & W. R. C. Assuncédo. Data de coleta: 25/X1/2005.

Paratipos: MNRJ 29360 - tributario do rio Arica-mirim (bacia do rio Cuiabd), préximo a serra de Sao
Vicente, Area de Protecdo Ambiental de Chapada dos Guimardes, MT; 152 47’ 28” S — 55° 29’ 46” W.
Coletores N. G. Modesto & A. Fiorentino. Data de coleta: 25/X1/2005. LBP5056, 3 exemplares, D;
LBP5057, 6 exemplares; LBP5058, 7 exemplares; LBP5059, 2 exemplares; LBP5060, 3 exemplares;

LBP5061, 10 exemplares; LBP5062, 8 exemplares; LBP5063, 1 exemplares; LBP5064, 1 exemplares;
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LBP5065, 1 exemplares - tributario do rio Arica-mirim (bacia do rio Cuiabd), préximo a serra de Sao
Vicente, Area de Protecdo Ambiental de Chapada dos Guimaraes, MT; 15° 46’ 4" S — 552 30° 44” W.
Coletores M. Mehanna & A. Ferreira. Data de coleta: 07/1X/2007. LBP5066, 3 exemplares; LBP5067,
2 exemplares; LBP5068, 4 exemplares; LBP5069, 19 exemplares; LBP5070, 4 exemplares; LBP5071,
1 exemplares; Mesma localidade que descriminado anteriormente. Coletores M. Mehanna & A.
Ferreira. Data de coleta: 08/1X/2007. LBP5650, 2 exemplares; LBP5651, 5 exemplares; LBP5652, 2
exemplares; LBP5653, 2 exemplares; LBP5654, 2 exemplares; LBP5655, 2 exemplares; LBP5656, 2
exemplares; LBP5657, 2 exemplares; LBP5658, 3 exemplares; LBP5659, 3 exemplares; Mesma
localidade que descriminado anteriormente. Coletores M. Mehanna & A. Ferreira. Data de coleta:
11/X1/2007. LBP5660, 2 exemplares; Mesma localidade que descriminado anteriormente. Coletores
M. Mehanna & A. Ferreira. Data de coleta: 07/1X/2007. LBP7640, 9 exemplares; Mesma localidade
que descriminado anteriormente. Coletores M. Mehanna & A. Ferreira. Data de coleta: 18/V/2008.

Observacgéao: os lotes MNRJ 29343 (7 exemplares), MNRJ 29344 (6 exemplares), MNRJ 29345 (3
exemplares), MNRJ 29346 (11 exemplares), MNRJ 29347 (4 exemplares) e MNRJ 29349 (2
exemplares) compreendem a mesma espécie e como mesma data e local de coleta do lote de

designacao do holétipo, triados e separados equivocadamente.

Descricdo: Dados morfométricos estdo presentes na Tabela 3. Cabeca trapeizodal e deprimida,
Corpo alongado, cilindrico na regido anterior e lateralmente achatado na base do peddnculo caudal.
Corpo reto ou levemente curvado na regido anterior do corpo. Papilas dérmicas diminutas distribuidas
na cabeca. Focinho circular e curto. Boca subterminal. Dentes conicos, pontudos e pouco curvados.
Pré-maxilar com dentes distribuidos em 3 séries. E dentario com 2 séries dentes. Olhos posicionados
no meio da cabeca cabeca (47,61% & 51,22%), mais préximos da opercular de odontéideos do que
do focinho. Barbilhdes nasal, maxilar e rictal bem desenvolvidos. Barbilhdo nasal chegando entre a
margem posterior da placa inter opercular de odontéideos e a margem posterior da placa opercular
de odontdideos. Barbilhdo maxilar indo além da margem posterior da placa inter opercular de
odontoéideos. Barbilhdo rictal chegando entre o meio da placa inter opercular de odontéideos e a
margem posterior da placa opercular de odontéideos. Narina anterior posicionada na margem anterior
do barbilhdo nasal. Narinas posicionadas na parte distal da cabeca proximas a boca e distante do

olho. Placa pré-opercular com 17-18 odontéideos, placa inter opercular com 21-25 odonto6ideos;



37

odontdideos conicos, pontudos e levemente curvados. Nadadeiras dorsal e anal em formato

Q.

aproximadamente triangular. Origem da nadadeira dorsal posterior a metade do corpo (44,18%

Q-

50,72%), em uma vertical entre a 172 e a 222 vértebras. Origem da nadadeira anal posterior
nadadeira dorsal (origem da nadadeira anal em uma vertical através da base do 5° raio na nadadeira
dorsal); origem da nadadeira anal em uma vertical entre a 212 e a 262 vértebras. Nadadeira caudal
em formato arredondado, ndo apresentado extensao dorsal ou ventral. Nadadeira peitoral com i+5, o
primeiro raio prolongado em um filamento ndo muito longo, mais visivelmente mais robusto em
relacdo aos demais. Nadadeira pélvica com 5 raios. Nadadeira dorsal com ii+7 raios; nadadeira anal
com ii+5; nadadeira caudal principal com i+11+i raios; 15-16 raios pré-correntes dorsais e 12-13 raios
pro-correntes ventrais. Pares de costelas pleurais 13. Vértebras totais 25-27. Membranas branquiais

ligadas apenas no ponto mais anterior do istmo. Raios branquiostegais 5.

Coloracao em alcool: Parte dorsal da cabeca e do corpo com maculas difusas e sobrepostas entre
si, apresentando um aspecto rajado. Sob visdo dorsal concentragcdo de maculas do focinho a base da
caudal. A pigmentacdo do flanco com maculas dispostas irregularmente, com tamanho diminuto no
inicio da ventral. A parte lateral do corpo como descrita acima, apresentam também pequenas
maculas envolvendo todo o corpo com exceg¢do da regido ventral, esta com coloragdo continua de
tons claros sem formagao de pigmentacao até o inicio da anal. Barbilhdes quando expostos a luz,
apresentam pontos marrons dorsal prolongando em toda sua extremidade. As nadadeiras dorsais,
peitorais e anais quando dispostas a luz, apresentam pontos marrons escuros concentrados apenas
em sua base. A parte lateral do corpo como descrita acima, apresentam também pequenas maculas
envolvendo todo o corpo com exce¢do da regido ventral, esta com coloragao continua de tons claros

sem formacao de pigmentacao até o inicio da anal. Nadadeiras caudal, peitoral e dorsal hialinas.
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Trichomycterus sp. n4 (Figura 6)

Holétipo: Retirado do lote MNRJ 29274 - riacho na sede da horticultura do vale da bengao, proximo
ao apoio indigena, tributario do rio Coxipd (Bacia do rio Cuiaba), MT; 152 36’ 50” S — 55° 24’ 25" W.
Coletores N. G. Machado & W. R. C. Assungao. Data de coleta: 25/X1/2005.

Paratipos: mesmo lote que o Hol6tipo; 1 exemplar.

Observagao: os lotes MNRJ 29275 (1 exemplar) e MNRJ 29276 (1 exemplar) compreendem a
mesma espécie e com mesma data e local de coleta do lote de designacdo do holétipo, triados e

separados equivocadamente.

Descricao: Dados morfométricos estdo presentes na Tabela 4. Cabeca trapeizodal e deprimida,
Corpo alongado, cilindrico na regido anterior e lateralmente achatado na base do peddnculo caudal.
Corpo reto ou levemente curvado na regiao anterior do corpo. Papilas dérmicas diminutas. Focinho
truncado e curto. Boca subterminal. Olhos posicionados no meio da cabecga( entre 35,17% a 48,71%),
mais proximos do focinho do que da placa opercular de odontéideos. Barbilhdes nasal, maxilar e rictal
bem desenvolvidos. Barbilhdo nasal chegando entre a margem posterior da placa inter opercular de
odontdideos e a margem posterior da placa opercular de odont6ideos. Barbilhdo maxilar indo além da
margem posterior da placa inter opercular de odontéideos. Barbilhdo rictal chegando entre o meio da
placa inter opercular de odontéideos e a margem posterior da placa opercular de odontoéideos. Narina
anterior posicionada na margem anterior do barbilhdo nasal. Narina posterior localizada na metade da
distdncia entre a narina anterior e o olho. Placa pré-opercular com 14 odontéideos Placa inter
opercular com 22-25 odontoéideos; odontdideos conicos, pontudos e levemente curvados. Nadadeiras
dorsal e anal em formato aproximadamente triangular. Origem da nadadeira dorsal posicionada a
metade do corpo (44,59% & 49,27%). Nadadeira caudal em formato arrendodado, ndo apresentado
extensao dorsal ou ventral. Nadadeira peitoral com i+5 ndo apresentando prolongamento do primeiro
raio. Nadadeira pélvica com 5 raios. Nadadeira dorsal com ii+7 raios; nadadeira anal com i+6;

nadadeira caudal principal com i+11+i raios.

Coloracao em alcool: Parte dorsal da cabeca e do corpo com maculas difusas e grandes. Sob visdo

dorsal apresenta maculas continuas e lineares, separadas da base da cabeca a base do pedinculo
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caudal. O flanco apresenta concentragdo de cromatéfaros, dando o aspecto de faixas, sendo que a
primeira na parte superior do flanco, interrompida em diversos pontos, a segunda na parte central do
flanco, com pequenas interrupcdes, porém com aspecto geral de forma continua e na base do flanco
com pequenas maculas dispersas linearmente. Regidao ventral com coloracdo continua de tons claros
sem formacgao de pigmentagéo até o inicio da anal. Barbilhdes quando dispostos a luz, apresentam
pontos marrons dorsal prolongando em toda sua extremidade. As nadadeiras dorsais, peitorais e
anais quando dispostas a luz, apresentam tons marrons escuros em toda sua estrutura. Nadadeiras
caudal, peitoral e dorsal hialinas. Caudal com cromatéfaros mais concentrados na base e disperso
nos raios, Peitoral com cromatéforos na base e na parte central dos raios; Nadadeira dorsal e anal

com cromatoéforos na base e nos raios.

Comentario: Nao foi possivel obter amostras desta espécie para analise molecular, mas os

morfologicos condizem como uma espécie distinta das demais.

Distribuicao das espécies: Todas as espécies aqui descritas apresentam distribuicdo nos riachos da

Chapada do Guimaréaes (Figura 7).

Notas sobre o habitat: As localidades-tipos e as demais localidades das espécies compreendem
riachos de agua clara com forte correnteza, e com profundidade variando de 5 a 40 cm. Os peixes

foram coletados junto a pequenas pedras e vegetacao aquatica.

Diagnose entre as espécies dos Riachos de Chapada dos Guimaraes: As espécies presentes nos
riachos de Chapada dos Guimaraes, Trichomycterus sp. n1, Trichomycterus sp. n2, Trichomycterus
sp. n3, Trichomycterus sp. n4 divergem entre elas pelo seguintes conjuntos de caracteres,
respectivamente: Numero de odontéideos na placa pré-opercular (9 versus 20-22 versus 17-18
versus 14); numero de odontéideos na placa inter-opercular (16-17 versus 27-31 versus 21-25 versus
22-25); Trichomycterus sp. n1 diverge de seus congéneres pelo nimero de raios na nadadeira
peitoral (i+6 versus i+5). O numero de raios da nadadeira anal permite diferenciar Trichomycterus sp.
n1 (ii+4) de Trichomycterus sp. n2 (ii+5) e Trichomycterus sp. n3 (ii+5) e Trichomycterus sp. n4 (ii+6),

sendo essa carater compartilhado entre Trichomycterus sp. n2 e Trichomycterus sp. n3. As espécies
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supracitadas compartilham o ndmero de raios da nadadeira dorsal (ii+7), o nimero de raios da
nadadeira caudal (i+11+i), € 0 niumero de raios na nadadeira pélvica. Com relacdo aos canais
laterosensorias, Trichomycterus sp. n1 e Trichomycterus sp. n3 apresentou a auséncia do canal infra-
orbital i1 e i3, e presentes nas demais espécies (Figura 8); Nas analises osteoldgicas, a Unica
variacdo encontrada entres as espécies citadas (com excecdo de Trichomycterus sp. n4) foi a
formagao da nadadeira pélvica, onde a variagao das estruturas dos ossos pélvicos e a formacao do

processo mesial divergiu entre elas (Figura 9).

Comentario geral: a diferenciagdo entre as espécies aqui descritas e seus respectivos congéneres
Trichomycterus brasiliensis e T. johnsoni se mostrou desnecessaria tendo em vista os seguintes
argumentos. A localidade tipo de T. brasiliensis é a foz do Rio das Velhas (bacia do rio Sao
Francisco) e ainda que essa espécie pudesse estar distribuida na bacia dos rios Parana/Paraguai sua
presenca na parte alta da Chapada do Guimaraes seria pouco provavel. T. johnsoni é uma espécie
muito peculiar morfologicamente, devido a sua possivel origem por miniaturizacdo, como discutido
acima. Assim, apesar de amostras desta espécie terem sido incluidas neste trabalho ndo ha
parametros para comparagao entre ela e as demais descritas aqui. Deve-se, de qualquer maneira,
ressaltar a necessidade de um estudo mais aprofundado para analisar sua relagdo com outras

espécies de Trichomycterus, principalmente T. hasemani.

4.2 - Analises moleculares das espécies de Chapada dos Guimaraes

Foram realizados os procedimentos necessarios para amplificacdo e sequenciamento de
parte do gene mitocondrial Citocromo Oxidase sub-unidade | (COI) de 35 amostras. No alinhamento
das sequiéncias, foi gerada uma matriz com 634 pb. A Figura 10 mostra o dendograma obtido pelo
método UPGMA com o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura-2-parametros para célculo das
distancias genéticas. A divergéncia entre as espécies estudadas variaram de 8,0 a 10,2% enquanto a
divergéncia intra-especifica variou de 0,15% a 3,38% para Trichomycterus sp. n1; 0,79% a 3,22%
para Trichomycterus sp. n2 e 1,27% a 5,90% para Trichomycterus sp. n3, e divergiram entre 12,16%

a 21,18% de Trichomycterus brasiliensis (Tabela 5).
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4.3 - Analise molecular do complexo de espécie de Trichomycterus brasiliensis

Foi seqlienciado um segmento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase sub-unidade | (COl)
de 54 amostras, incluindo as espécies identificadas como: T. mimonha (Drenagem da bacia do
Grande), T. cf. brasiliensis (Drenagem da bacia do Grande), T. vermiculatus (Drenagem da bacia do
Grande), T. brasiliensis (Drenagem do Rio das Velhas), T. paolence (Drenagem da bacia do Rio Tieté
e do Rio Ribeira de Iguape), T. maracaya (Drenagem da bacia do Grande), T. pauciradiatus
(Drenagem do Rio Grande), T. cf brasiliensis (Drenagem da bacia do Rio Paranapanema), T.
triguttatus (Drenagem da bacia do Rio Tieté) e ltuglanis eichorniarum (Drenagem da bacia do
Paraguai) este como grupo externo. No alinhamento das seqiiéncias, foi gerada uma matriz com 634
pb. A Figura 11 mostra o dendograma obtido pelo método UPGMA com o modelo de substituicdo
nucleotidica Kimura-2-pardmetros para calculo das distancias genéticas, testado pelo método de
bootstrap com 1000 pseudo-réplicas. No dendrograma foram observado dois clados: o primeiro
composto por pelas espécies da drenagem da bacia do Grande + bacia do S&o Francisco + bacia do

Ribeira do Iguape; e o segundo pelas espécies da bacia do Paranapanema e bacia do Tieté.
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5 - Discussao

Quantas espécies vivas sdo conhecidas? Esta sem duvida é a pergunta mais importante
quanto nos referimos a biodiversidade, principalmente em relacdo a regido Neotropical. Com o
advento da Biologia Molecular tornou-se possivel o uso de marcadores moleculares, como
seqUéncias de DNA, para o estudo de espécimes que representam taxa ainda ndo descritos. Dubois
(2003) inferiu que este século representara o “século da extingdo”, ndo pelo que a priori se faz pelo
descaso do estudo da biodiversidade, mais sim pela falta de flexibilidade de pesquisadores em
agregar conhecimento com a juncao de diferentes areas.

Conforme citado, as espécies de Trichomycterus para a bacia do Paraguai se restringiam a
duas espécies nominais validas, de acordo com Britski et al. (2007). Mehanna e Penha (2010,
submetido) ao avaliar a composigcao da ictiofauna dos riachos de Chapada dos Guimaraes,
constataram a presenca de novas espécies de Trichomycterus nessa regido. As analises
morfolégicas e moleculares realizadas no presente estudo corroboraram essas observagdes prévias,
mostrando a presenga de trés novas espécies (Trichomycterus sp n1, Trichomycterus sp n2 e
Trichomycterus sp n3) (Figuras 3, 4 e 5 respectivamente) e uma quarta espécie identificada apenas
pelas analises morfolégicas ( Trichomycterus sp n4) (Figura 6).

Ainda que Britski et al. (2007) citam a ocorréncia de Trichomycterus brasiliensis para a bacia
do Paraguai, deve-se levar em conta que a localidade tipo desta espécie € a foz do Rio das Velhas
(bacia do Rio Sao Francisco), uma drenagem distante da referida area de estudo. A sugestido de
ocorréncia de tal espécie pode ser compreendida pela complexidade do género Trichomycterus
(LUtken, 1875; Tchernavin, 1944; Baskin, 1973). A taxonomia é a ciéncia da classificagdo dos
organismos, os taxa podem ser definidos de acordo com um paradigma taxondmico, isto é, uma
teoria de classificagcao biolégica (sensu Dubois, 2003). A nomenclatura é a técnica de nomear os
taxa. Um nome é apenas um “rétulo”, ndo uma descrigdo, um diagnostico, uma definicao, um modelo
ou uma teoria. Tendo em vista estes conceitos é compreensiva a citacdo de Trichomycterus
brasiliensis feita por Britski et al. (2007) considerando uma possivel ampla distribuicdo desta espécie.

Trichomycterus brasiliensis tem sido o alvo de diversos estudos na ultima década,
principalmente por representar, segundo diversos autores, um “complexo de espécies” (Costa, 1992;
Bockmann e Sazima, 2004). Os resultados obtidos pelas andlises moleculares, utilizando quatro

espécies que pertenceriam a esse “complexo de espécies” (T. vermiculatus, T. maracaya, T.
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mimonha e T. brasiliensis) (sensu Bockmann e Sazima, 2004) e outras espécies de drenagens
adjacentes mostraram que as variag¢des intra-especificas, apesar de ocorrerem, ndo ultrapassam os
limites das espécies (Figura 11). Os dois clados formados nas andlises moleculares, foram: o clado 1,
distribuido nas drenagens da bacia do Rio Grande, bacia do Rio Sao Francisco e Bacia do Rio
Ribeira do Iguape; e o clado 2, distribuido nas drenagens da bacia do Rio Paranapanema e da bacia
do Rio Tieté.

Eigenmann (1918) foi o unico ao tentar inferir um mapa de distribuicdo da familia
Trichomycteridae (=Pygidiidae), porém as dificuldades de se obter amostras completas eram grandes
para época. Como hipétese o autor propds que as bacias hidrograficas supracitadas possuem origens
hibridas, tendo sido fragmentadas e recebido fragcdes de outras bacias adjacentes, desencadeando
fendmenos de vicariancia e dispersao.

Com relagédo ao contexto filoséfico de complexo de espécie, um nome ndo é um taxon, um
taxon pode ser definido sem ser nomeado, pode simplesmente ser descrito, diagnosticado ou
definido, ou pode ser designado por um cédigo ou por um nimero. Um complexo pode ser criado sem
designar um taxon (nomen nudum) (Dubois, 2008). Diversas designag¢des podem referir-se ao mesmo
taxon (sinonimia). Mas a inferéncia de um complexo, pode designar taxa diferentes, pela simples
necessidade de se aplicar uma identidade ou a similaridade entre grupos particularmente
relacionados, mais biologicamente diferentes (Nelson, 1999). Com base nestas premissas é possivel
aceitar o status de complexo de espécie para Trichomycterus brasiliensis, e a citagdo desta espécie
por Britski et al. (2007). Porém um estudo mais amplo deve ser feito, com a jungéo de diferentes
metodologias, isso incluindo analises biogeogréaficas, e assim tentar responder a diversidade e a
complexidade que envolve a familia Trichomycteridae.

Pinna (1998) conclui que uma definicdo dos relacionamentos filogenéticos dentro de
Trichomycterus apresenta-se como um desafio formidavel. Com base neste contexto Costa &
Bockmann (1993) deram o primeiro passo para a compreensdo destas relagdes filogenéticas.
Entretanto, as evidéncias de relacionamentos entre os géneros da subfamilia Trichomycterinae ainda
estéo restritas, pois se baseiam num conjunto limitado de caracteres. Do mesmo modo, ndo se pode
inferir neste tempo, de forma conclusiva, sobre a inclusdo de espécies novas, sem entendermos o
contexto do complexo de espécies relacionadas a Trichomycterus brasiliensis, proposto original por

Costa (1992) e discutido mais tarde por Barbosa e Costa (2003) e Bockmann e Sazima (2004).
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Assim, amplos estudos se fazem necessarios para um melhor conhecimento da diversidade de

espécies da América do Sul, particularmente dentro dos chamados “complexos de espécies”.
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6 — Conclusao

- As analises morfolégicas e moleculares corroboraram a hipétese de existéncia de trés novas
espécies de Trichomycterus em Chapadas do Guimaraes, identificadas aqui como Trichomycterus sp.
n1, Trichomycterus sp. n2 e Trichomycterus sp. n3.

- Analises morfolégicas mostram ainda a existéncia de uma quarta espécie nova de
Trichomycterus na Chapadas do Guimaraes, identificada aqui como Trichomycterus sp. n4.

- A inferéncia com relagéo ao status de complexo de espécies de Trichomycterus brasiliensis
se mantém dlbia, necessitando de um amplo estudo com relacdo a diversidade, distribuicao e

biogeografia do grupo em questao.
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Figura 2 — Trichomycterus johnsoni— 14,6 mm comprimento padrao (CP); A) visao lateral; B) Visao

dorsal; C) Visao ventral
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Figura 3 — Trichomycterus sp. n1 — Hol6tipo - 55,28 mm (CP); A) visao lateral; B) Viséo dorsal; C)
Visao ventral
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Figura 4 — Trichomycterus sp. n2 — Holotipo — 41,24 mm (CP); A) visao lateral; B) Visao dorsal; C)
Visdo ventral
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Figura 5 — Trichomycterus sp. n3 — Holotipo — 53,98 mm (CP); A) visao lateral; B) Visao dorsal; C)
Visédo ventral
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Figura 6 — Trichomycterus sp. n4 — Hol6tipo — 38,38 mm (CP); A) visao lateral; B) Visao dorsal; C)
Visao ventral
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Figura 8 — Diagrama dos canais laterosensoriais; A) Trichomycterus sp. n1; B) Trichomycterus sp. n2;
C) Trichomycterus sp. n3; D) Trichomycterus sp. n4. Abreviacoes: s1-s3-s6= poros supraorbitais; i10-
i11=Poros infraorbitais; po1-po2= Poros sensoriais pds 6éticos; i1-i3= Poros infraorbitais; I11= Poro da

linha lateral.
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Figura 9 — Nadadeira pélvica e estruturas associadas, vista ventral; A) Trichomycterus sp. n1; B)

Trichomycterus sp. n2; C) Trichomycterus sp. n3. PM: Processo mesial.
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Figura 10- Dendograma obtido pelo método UPGMA com o modelo de substituigdo nucleotidica
Kimura-2-parametros para calculo das distancias genéticas dos Trichomycterus de Chapada dos

Guimaraes e de Trichomycterus brasiliensis
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Kimura-2-parametros para célculo das distancias genéticas de espécies de Trichomycterus do

complexo Brasiliensis,testado pelo método de bootstrap com 1000 pseudo-réplicas.
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