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Resumo

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

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



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



Abstract

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

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



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

a population structure.



Sumario

(O | N 1210 510 07:X @ TSRO 15
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt et et s e s ese e s esesaesessesessaneeseseesansesensesaneas 23
2.1 ODbJetivOS BSPECITICOS .....eieiiieiiieirie ettt 23
3. MATERIAL ..ttt ettt ettt sttt se et e e b e st e b et e b e e e se s ese st ese s esesseneeseneetenes 24
£, IMETODOS ...ttt sttt s s sttt 25
4.1 DNA MITOCONAITAL ....cveiiiiieieieeeeese ettt ettt st b st e ene e 25
411 EXIragho 0O DINA ...ttt ettt st 25
4.1.2 Reagdo de PCR € SEQUENCIAMENTO. ......ccueruerereiieiieiertestesre ettt sa e enes 25
4.1.3 Edicdo e alinhamento das SEQUENCIAS ........ccveveeeeririsiesie ettt 26
4.2 SNIPS...o.eeeiteieetete ettt ettt ettt a et et e R et et et et et e ae e te s ese s enenteneenns 27
4.2 1 EXIraGho 08 DINA ...ttt sttt ettt et st e sae st st et et e e eneeneens 27
4.2.2 Construgéo da biblioteca ddRAD para SNPS.........ccccoeririrererieieieenesese e 27
4.2.3 DIgESLA0 BNZIMALICA ....veveeeiiieiirieieieiete ettt sttt sttt sttt b et b e sa e snene 27
4.2.4. Ligacao de taptatOresS .......cceveeeerierierieriesieieieieeieste st steste e ee et stessesaesaesseseneeneeneeneens 28
R 10 (o3¢ o Lo OO 28
4.2.6 Construgdo do POOI € Size SEIECHION........coueieieieiieirestee s 29
4.2.7 Andlise de BioINfOrMALICA.........ccveiririiisieieieeeeeee sttt ens 29
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ocoumiimrimiinerinesissessesssessssesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssessnnes 32
Capitulo 1-Evidéncias de diversidade genética e estruturacdo populacional no complexo taxonémico
das espécies ao género Cathorops na costa do Brasil. .........cccceeceviieecineccececeeeceee e 33
5. RESULTADOS. ..ottt sttt a et st e e e b et ese e ese e e se s esestesessenessenenseneesenes 34
5.1 Identificagdo molecular — marcadores MitoCONArIAIS. .......ceverveieieerererese e 34
5.2 SN Sttt h ekt h et b et bt b et ekt be e bt ne et 37
oI T [oT o T g0 4 o= WSS 37
5.2.2 GenOmMIca POPUIACIONAL............coviiiiieieieecee ettt et sttt 38
B.  DISCUSSAD.....oueeuierrireiteeese sttt ss sttt 44
Identificacao das espécies do GENEro CathOrOPS .......ccveveierierieiiitesie ettt 44
Estruturacéo genética nas populacdes de Cathorops agassizii € Cathorops sp..........cceceevevverveeenens 46
Capitulo 2 - Genémica populacional do género Genidens (Ariidae) para a costa Sudeste e Sul do Brasil
............................................................................................................................................................... 49
7. RESULTADOS ..ottt ettt ettt et et a et a et e s ese s esessesessesessesessaneesassesanensensesanens 50
A Yo L= oL o= Tot=To N g g o] F=Tot U F- PR 50
7.2 SINPS....ceeeeeeee ettt sttt et ettt et b e Rt a et e R et e st e s Rt et e Rt R e Rt e s et et et ese s enenteneanens 52
7.2.1 GeNOMICA POPUIACIONAL.........ecueeeeeiieeieieseee ettt ettt e s esaesressnenee s 52

8. DISCUSSAD ...ttt e oot et e e ee e te e e eeeeee e e eeeeesesesesesaeessssesatesesseesesesesesesesssesessssesesesnsesasannsnes 57



Identificacdo molecular das espécies do gEnero GENIAENS..........ccueerveerieerieirieeneere e 57

Diversidade Genética e estruturacao populacional nas espécies do género Genidens.................... 58
A sobrepesca em espécies de bagres marinhos do Atlantico SUAOESTE. ........ceevveveeeevieieece e, 60
9. CONSIDERAGOES ...ttt sttt n s eneenes 61
9. REFERENCIAS ..ottt ettt st sss sttt 62

10. SUPLEMENTAR ...ttt ettt r e st sre et b e s ae e e sneeneseeemeene 80



1 INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Na costa brasileira, a familia Ariidae esta distribuida em oito géneros e 21 espécies,
dentre estes géneros, o género Cathorops Jordan & Gilbert, 1883 inclui espécies distribuidas
ao longo da costa da América do Sul, da Guiana ao Brasil (Marceniuk, 2005a), caraterizados
pela auséncia das placas dentais associadas ao vomer e a presenca de um par de placas
acessorias pequenas e ovaladas, providas de dentes molariformes (Marceniuk & Menezes,
2007).
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O género Cathorops inclui trés espécies descritas para a costa do Brasil: Cathorops
agassizii (EIGENMANN & EIGENMANN, 1888) distribuido desde a América do Sul, Guiana,
Regido Nordeste do Brasil, possivelmente até o Estado de Sergipe (Figura 1) (Marceniuk,
2005). Cathorops arenatus (VALENCIENNES, 1840) com ampla distribuicdo na América do
Sul, Venezuela e regido Norte do estado do Para, estd presente nos habitats estuarinos,
ocorrendo também em aguas costeiras (Figura 1) (Marceniuk, 2005) e Cathorops spixii (SPIX
& AGASSIZ, 1829) distribuido na América do Sul, Guiana Francesa a regido Sul do Brasil,
possivelmente até Parand, nome popular: Bagre - amarelo (Figura 1) (Marceniuk, 2005).

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

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

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

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

machadoi. Foto: Matheus Marcos Rotundo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

génico entre as populacGes das especies.
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2. OBJETIVOS
O presente estudo teve como objetivo analisar a variabilidade populacional nas espécies
dos géneros Cathorops e Genidens (Ariidae) para costa do Brasil, utilizando marcadores

moleculares do tipo SNPs.

2.1 Objetivos especificos

e Analisar a eficiéncia dos marcadores genémicos SNPs em estudos genéticos
populacionais de Ariidae;

e Verificar a variabilidade genética intra e interpopulacional em espécies dos géneros
Cathorops e Genidens;

e Testar a hipdtese de que barreiras biogeograficas estdo influenciando os individuos das
espécies dos géneros Cathorops e Genidens a uma estruturacdo populacional.
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3. MATERIAL

No presente estudo foram amostrados na costa Norte, Nordeste e Sudeste, quatro
espécies do género Cathorops (C. arenatus, C. spixii, C. agassizii e Cathorops sp.) e na costa
Sudeste e Sul trés espécies do género Genidens (G. genidens, G. barbus, G. planifrons, G.
machadoi) (Figura 3, Suplementar S1). As coletas foram realizadas com o auxilio de
pesquisadores e pescadores colaboradores deste projeto, com amostragem em 12 estados da
costa do Brasil, conforme indicado na Figura 3.
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Figura 3. - Mapa ilustrando a amostragem de coleta de espécimes do género Cathorops e
Genidens, na costa do Brasil. Em destaque (pontos vermelhos), os estados costeiros Para
(PA); Piaui (PI); Ceara (CE); Alagoas (AL); Sergipe (SE); Bahia (BA); Espirito Santo (ES);
Rio de Janeiro (RJ); Sdo Paulo (SP); Parana (PR); Santa Catarina (SC); Rio Grande do Sul
(RS).

As identificagdes morfoldgicas foram realizadas pelos taxonomistas Dr. Matheus M.
Rotundo e Dr. Alexandre P. Marceniuk com base em chave taxondémica (Marceniuk, 2005) e
caracteres fenotipicos em nivel de espécie e alguns em género. Os peixes foram catalogados e
alguns espécimes foram fixados em formol a 10% e posteriormente conservados em etanol 70%
para revisao dos espécimes se necessario e depositadas na colecdo do Laboratério de Biologia
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e Genética de Peixes (LBP), da Universidade Estadual Paulista, UNESP - Botucatu,
credenciada no Ministério do Meio Ambiente como Fiel Depositaria de Amostras do
Patrimdnio Genetico.

As amostras de tecido muscular, barbilhdo e nadadeiras foram coletadas e preservadas
em etanol 96% e ambas foram depositadas na colecéo de tecidos do Laboratdrio de Biologia e
Geneética de Peixes (LBP), da Universidade Estadual Paulista, UNESP - Botucatu.

Além das analises realizadas de genética de populagfes com os marcadores SNPs, foram
inseridas ao conjunto de dados o estudo de identificacdo molecular com o uso de genes
mitocondriais (CytB e ATPase), a fim de compreender melhor a taxonomia do género, e assim,

elucidar com mais acuracia as analises populacionais em cada linhagem.

4. METODOS

4.1 DNA mitocondrial

4.1.1 Extracdo do DNA

O DNA total foi extraido a partir de um fragmento de tecido muscular, barbilhdo ou
nadadeiras preservadas em alcool 95%, utilizando o Kit Wizard ® Genomic DNA Purification
(Promega, EUA), conforme as instrugdes do fabricante.

4.1.2 Reacdo de PCR e Sequenciamento

Os genes mitocondriais Citocromo b (Cytb) e as subunidades 8 e 6 da ATP sintase
(ATPase 8/6) foram amplificados através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando
um conjunto de primers para o gene CytB (CytB NovoF e CytB 08RN) descrito por Claudio
Oliveira (comunicacéo pessoal) e outro para os genes ATPase 8/6 (ATP8.2-L8331 e COIlIl.2-
H9236) descrito por S. McCafferty (ndo publicado).

As reacOes de PCR foram realizadas em um volume final de 12,5 ul, contendo: 8,25 ul
de &gua ultra pura (milli-Q); 1,25 ul de tampé&o para PCR 10X (100mM Tris-HCI, 500mM KCI),
0,4 ul de MgCl, (50mM), 0,3 ul de dNTPs (2 mM), 0,5 ul (5 uM) de cada primer, 0,2 ul de Taq
DNA polimerase PHT (Phoneutria Biotecnologia e Servicos Ltda, Brasil; 5U/ul), e 2 ul de DNA

(50ng a 100ng). As condigdes de amplificagdes foram efetuadas no termociclador (Veriti® 96-
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well Thermal Cycler, Applied Biosystems™), utilizando: um passo inicial de pré-aquecimento
de 94°C por 5 minutos (min), seguidos por 32 ciclos: desnaturacdo a 94°C por 40 segundos (),
anelamento a 56°C por 30s e extensdo a 68°C por 1 min, seguidos de uma extensao final a 68°C
por 8 min. Os produtos de PCR foram verificados via eletroforese, visualizados em gel de
agarose 1% corado com GelGreen™ (Biotium, Inc.).

Os produtos de PCR amplificados foram purificados com ExoSap-IT® (USB
Corporation), seguindo o protocolo do fabricante. As reacGes de sequenciamento foram
realizadas a partir dos produtos de PCR purificados, utilizando o Kit “Big DyeTM Terminator
v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems) com reagdo: 2,9 ul de dgua
ultrapura; 1,05 ul de tampé&o de sequenciamento 5X; 0,7 ul de Dye Terminator mix v3.1; 0,35
ul do primer utilizado da reagdo de PCR e 1,0 ul do produto de PCR purificado. Os
procedimentos utilizados para o protocolo de termociclagem da reacéo para o sequenciamento
consistiram em: 2 min a 98°C seguidos por 35 ciclos de 45 s a 98°C, 1 min a 50°C e 4 min a
60°C.

Os produtos da reacdo de sequenciamento foram precipitados em EDTA, Acetato de
Sodio e Etanol (100%), e posteriormente ressuspendido em formamida deionizada para serem
inseridos no sequenciador automatico de DNA, modelo ABI 3130xI Genetic Analyzer (Applied

Biosystems™).

4.1.3 Edicdo e alinhamento das Sequéncias

As sequéncias obtidas dos genes CytB e ATPase foram editadas e alinhadas no software
Geneious 4.2.2 (http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) para verificar a presenca de
insercOes, delecdes ou codons de parada nos fragmentos codificantes para obtencdo das
sequéncias consenso. As analises foram comparadas com sequencias adicionadas de espécies
dos mesmos géneros em estudo, extraidas do GenBank (Betancur-R et al., 2007; Betancur-R.
2009; Betancur-R & Armbruster, 2009).

O conjunto de dados do género Cathorops incluiu 46 sequéncias (1.083 pb) de 18
espécies, e do género Genidens com 11 sequéncias (1.083 pb) para quatro espécies. As matrizes
para as analises de distancias genéticas foram construidas entre as espécies de cada género. As
distancias inter - e intraespecifica nas espécies foram verificadas utilizando o modelo de
substituicdo nucleotidica Kimura-2-pardmetros (K2P) (Kimura, 1980) no software MEGA
V7.0.26 (Kumar; Tamura, 2016).
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O método de distancia de Neighbour — Joining (NJ) foi utilizado na construcdo das
arvores, aplicado ao método o modelo K2P suportados por 1.000 réplicas de bootstrap
(Felsenstein, 1985).

4.2 SNPs

4.2.1 Extracdo de DNA

No desenvolvimento da biblioteca gendmica para obtencdo de SNPs, o DNA genémico
foi extraido do tecido muscular, nadadeiras ou barbilhdo com o Kit Wizard ® Genomic DNA
Purification (Promega, EUA). A fim de verificar a concentracdo do DNA as amostras foram
quantificadas no Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen), com o Qubit ™ dsDNA BR Assay Kit,
apos as etapas de quantificacdo, cada amostra foi padronizada para uma concentragdo final de

200ng/ul (Peterson et al., 2012), com volume final de 34 pl e resultando em 5,8 ng/ul.

4.2.2 Construcdo da biblioteca ddRAD para SNPs

A construcédo das bibliotecas genémicas utilizou o protocolo ddRADSeq adaptado por
Campos et al. (2017), seguindo as diretrizes de Peterson et al. (2012). A preparacao da primeira
biblioteca foi feita com 60 individuos de género Cathorops (Cathorops arenatus e Cathorops
sp.) no Laboratorio de Pesquisa em Analise Genéticas no Instituto de Biotecnologia (IBETC)
da UNESP campus Botucatu, em colabora¢do com Prof. Dr. Paulo Eduardo M. Ribolla.

A segunda biblioteca foi realizada no Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes
(LBP), com um total de 76 individuos, os quais 21 individuos pertencem ao género Cathorops

e 55 individuos ao género Genidens.

4.2.3 Digestdo enzimdtica

A preparacdo das bibliotecas genémicas reduzidas iniciou com a reacdo de dupla
digestdo enzimatica (Double digest), utilizamos 34 ul de DNA (5,8 ng/ul), 1 ul de cada enzima
EcoRI (20U/ul — corte raro) e Mspl (10U/ul — corte frequente) (Peterson et al., 2012), 4ul
TANGO buffer (Cut Smart), em um volume final de 40ul, o material foi digerido por trés horas

em temperatura a 37°C.
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As amostras do material digerido foram purificadas por beads (esferas) utilizando o kit
de Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o protocolo do fabricante,
eliminando fragmentos de tamanhos menores que 100 pares de bases. Depois da purificacdo do
DNA digerido, quantificamos as amostras novamente no Qubit, em seguida realizamos a

ligagcéo dos adaptadores.

4.2.4. Ligacdo de adaptadores

Os adaptadores P1 (2,0 mM) e P2 (5,0 mM) foram ligados aos fragmentos digeridos na
reacao de ligacdo, com o volume final de 40ul, com 2,0ul de adaptador especifico de cada uma
das enzimas, 4ul de T4 Ligase Buffer 1X (Promega), 0,5ul da enzima T4 Ligase (Promega), e
31,5ul do material digerido. Em seguida, as amostras ligadas aos adaptadores foram incubadas
a uma temperatura a 23°C em 30 min, 65°C a 10 min, 63°C a 90 s, diminuindo gradativamente
a temperatura a cada 2°C em 90 s, até atingir a temperatura de 23°C. Posteriormente, as

amostras da reacao de ligacdo dos adaptadores foram purificadas pelas beads.

4.2.5 Indexacao

Na reagéo de indexacdo foram inseridas em cada amostra a sequéncia de complemento
Nextera® Index Primers (Illumina, San Diego EUA) H5 e H7 (Nextera DNA CD Indexes), nos
incertos ligados aos adaptadores. A reacdo de indexacdo constituiu de 15ul do produto de
ligagdo, 5ul de cada index H5 e H7, 25ul de Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo
Scientific), a fim de obter um volume final de 50ul. A correta identificagdo das amostras foi
utilizada uma combinac&o Unica de index, com os respectivos tags.

A reacdo de PCR para indexacdo foi realizada de acordo com as seguintes condicdes de
ciclo: 72°C por 3 min, apés, duas etapas de desnaturacao a 95°C por 30 s, seguindo-se 16 ciclos
a 95°C por 30 s, um passo de anelamento a 55°C por 30 s, um passo de extensdo a 72°C por 30
s e a extensdo final a 72°C por 5 min. Apds a reacéo de PCR de indexacdo os amplicons foram

purificados com as beads (microesferas).
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4.2.6 Construcdo do Pool e Size selection

As amostras purificadas foram quantificadas no Qubit, em seguida as mesmas foram
padronizadas a uma concentragdo de 10ng/ul, em seguida, todas amostras foram mescladas em
um pool, purificado com beads e novamente quantificado.

Logo apo6s a quantificacdo do pool foi realizado um Size selection, com o objetivo de
selecionar o tamanho do fragmento de interesse (300-500 pb). A realizacdo do size selection o
volume total obtido (+ /- 40ul), foi inserido no gel de agarose a 1%, corado com o intercalante
SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), tendo como peso molecular o 1kb DNA Ladder. Ao
final, realizamos o size selection (corte) na regido do gel de agarose entre 300-500 pb.

Apbs o size selection realizamos as etapas de purificacdo do gel com o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA), seguindo instrucdes do fabricante, em
seguida, foi realizada a ultima quantificagdo no Qubit.

Apds a quantificacdo, a biblioteca foi novamente realizada por PCR em tempo real
(QPCR), desta forma, foi possivel determinar a concentragdo da biblioteca para o
sequenciamento. Depois desta etapa, a biblioteca foi normalizada e desnaturada. A mesma foi
sequenciada com leituras de extremidade unica de 150 pb (single end) na plataforma NGS
Illumina Nextseg550 no Laboratério de Pesquisa em Analise Genéticas no Instituto de
Biotecnologia (IBTEC) da Universidade Estadual Paulista, UNESP - Botucatu, em colaboracéo
com Prof. Dr. Paulo Eduardo M. Ribolla.

4.2.7 Andlise de Bioinforméatica

Apbs a etapa de sequenciamento da biblioteca no Nextseq550, foram obtidas as leituras
das sequéncias brutas (reads-raw date) pela plataforma Illumina. Foram utilizados dois
programas para verificar a acuracia de qualidade das reads, FastQC (Andrews, 2018) o qual
verifica diferentes parametros de qualidade das reads de cada amostra, e 0 MultiQC

(https://github.com/ewels/MultiQC), que combina os resultados do FastQC e aplica para todas

as amostras.

Os dados obtidos por meio destes programas, ilustrados através de grafico, indicam a
presenca ou auséncia de sequéncias de adaptadores usados na elaboracéo da biblioteca, reads
que apresentam qualidade um Phred Quality QScore (Q=10-60) e os tamanhos das reads em

pares de base (pb).
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Ap0s a etapa de verificagdo de qualidade, iniciamos as filtragens utilizando o programa
TRIMMOMATIC v.0.32 (Bolger et al., 2014) realizando trés filtragens:

1. Remocéo de pb com presenca de adaptadores;

2. Foram removidas reads que apresentaram qualidade inferior de QScore = 20
(Phred QScore);

3. Reads com presenca de sitios enzimaticos (digestéo in silico) foram removidos

segundo Driller et al. (2020).

Ap0s estas etapas de filtragens, realizamos uma busca em todas as amostras a fim de
identificar o nimero e o tamanho de reads restantes para cada amostra. A maior quantidade das
reads para as amostras do género Cathorops apresentavam 142 pb (Suplementar S2), e para as
amostras do género Genidens 134 pb (Suplementar S3), desta forma, as reads foram
padronizadas com estes respectivos tamanhos. Posteriormente, iniciamos o rastreio de
marcadores moleculares (SNPs) utilizando a pipeline do programa Stacks v. 2.1 (Catchen et al.,
2013), para identificar os SNPs.

As espécies do género Cathorops ndo apresentaram um genoma de referéncia, portanto,
a montagem do catalogo de marcadores foi realizada com as amostras que apresentaram maior
namero de reads e o rastreio de SNPs, utilizando a pipeline de novo do STACKS.

A deteccdo de SNPs, nesta pipeline utilizou parametros M e m, 0 M controla o nimero
de incompatibilidades permitidas entre os alelos de uma amostra heterozigota, o pardmetro m
controla o nimero de reads idénticas necessarias para indicar um possivel alelo. A melhor
definicdo destes parametros foi realizada diferentes testes m=2 ao 4, M=2 ao 5, como sugerido
por Paris et al. (2017). Ao final, foram selecionados m=2 e 3, M=2 e 3, conforme o conjunto de
dados.

Em seguida, com base no catalogo de marcadores desenvolvido pelas analises do de
novo, foi construido o indice de referéncia utilizando o programa Bowtie2 (v2.2.4),
posteriormente, foi utilizada a pipeline Ref map implementado no STACKS, tendo cada amostra
alinhada com a referéncia resultante do Bowtie2 (v2.2.4), a seguir, para a selecdo de SNPs
realizada no populations. Assim, foram utilizados SNPs que genotiparam pelo menos 50% dos
individuos de cada populagéo, paralelamente foi aplicado um filtro que eliminassem SNPs que
apresentassem valor de MAF (Minor allele frequency) <0.03 - 0.05.

A diversidade genética foi verificada pelo o nimero de alelos privados (Ap) utilizando
0 populations do STACKS, os valores de Heterozigosidade esperada (He) e Heterozigosidade
observada (Ho) através do programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al., 2010). O indice de
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coeficiente de endogamia (Fis) e a probabilidade de desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE P-value) atraves do programa GENEPOP v4.1.0 (Rousset, 2008).

A fim de avaliar a diferenciacdo genética entre as espécies e populacdes, foram obtidos
os indices de diferenciagéo genetica par-a-par (Fst) (Weir & Cockerham, 1984) utilizando o
programa ARLEQUIN 3.1, o teste mdltiplo foi conduzido com 10.000 permutacdes e os valores
significantes (P-value <0,05).

A investigacdo da estruturacdo genética entre os individuos e as localidades das
populacdes foram analisadas inicialmente segundo a amostragem da costa do Brasil. Uma
andlise bayesiana foi utilizada com o software STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al., 2000), e
foram testados os valores de K (K variando de 1 a 5) e os parametros utilizados nas analises
com 1.000.000 de interacdes de MCMC e burn-in de 10%, cada simulacao foi replicada 10
vezes para cada K (Evanno et al., 2005).

A identificacdo do nimero de clusters genéticos (K) foi feita através do método AK de
Evanno (Evanno et al., 2005), utilizando o programa STRUCTURE HARVESTER (Earl et al.,
2012), e quando o tamanho de amostra populacional era desigual, o valor de K ideal foi
estimado pelo software STRUCTURE SELECTOR (Li; Liu, 2018) com base no método de
Puechmaille (Puechmaille, 2016).

A Anadlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) realizada a partir do
pacote adegenet (Jombart & Ahmed, 2011) foi utilizado no pacote R. Esta andlise primeiro
transforma os dados usando uma andlise de componente principal (PCA), seguida, por uma
analise discriminante nas variaveis PCA ndo correlacionadas, produzindo funcdes
discriminantes sintéticas (eixos) que maximizam a variacdo entre 0S grupos enguanto
minimizam a variagdo dentro do grupo (Jombart, Devillard, & Balloux, 2010).

A anadlise de méaxima verossimilhanca (ML) dos dados foi realizada em RAXML v8
(Stamatakis, 2014) utilizando o algoritmo de suporte de bootstrap para os nos individuais. A
melhor busca para arvore de RaxML foi estimada utilizando o parametro - N =20, os quais filtra
os dados a fim de selecionar o nimero de execucdes probabilisticas em arvores inicias do
namero de parcimdnia distintas. A filogenia obtida foi visualizada e editada no FigTree
v1.4.3.(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo estdo separados em capitulos correspondentes aos géneros

analisados.

oo Capitulo 1 - Evidéncias de diversidade genética e estruturacdo populacional no complexo

taxondmico das espécies do género Cathorops da costa do Brasil.

oo Capitulo 2 — Genémica populacional do género Genidens (Ariidae) para a costa Sudeste e
Sul do Brasil.
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Capitulo 1-Evidéncias de diversidade genética e estruturacdo populacional no
complexo taxondmico das espécies ao género Cathorops na costa do Brasil.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacdo molecular — marcadores mitocondriais

No género Cathorops foram obtidas 60 sequéncias, destas, 30 sequéncias referentes ao
gene CytB e 30 sequéncias de ATPase 8/6. As sequéncias foram concatenadas e analisadas em
30 individuos (CytB / ATPase 8/6) do género Cathorops. Sequéncias adicionais foram obtidas
no banco de dados do Genbanck.

A identificacdo baseada nos genes CytB e ATPase 8/6, através do método Neighbor -
Joining (NJ) (Figura 4), mostrou, para a costa do Brasil, a existéncia de dois grupos, com uma
distancia genética acima de 2%. O grupo 1 (destacado pela cor azul) apresenta espécimes de
Cathorops agassizii (n = 10) e C. spixii (n=07) e o grupo 2 (evidenciado pela cor laranja),
apresenta individuos da espécie C. arenatus (n = 06) e Cathorops sp.(n=08).

LBPV 80112 Cathorops agassizii Para

LBPV 80110 Cathorops agassizii Para

LBPV 80117 Cathorops agassizii Alagoas

LBPV 80118 Cathorops agassizii Alagoas

LBPV 80120 Cathorops agassizii Alagoas

LBPV 80119 Cathorops agassizii Alagoas

LBPV 80113 Cathorops agassizii Para

LBPV 80111 Cathorops agassizii Para

LBPV 96478 Cathorops spixii Paré

LBPV 96481Cathorops spixii Paré

LPBV 80103 C: ps spixii Ceara

LBPV 80107 Cathorops spixii Sergipe

LBPV 80106Cathorops spixii Sergipe
LBPV 96482 Cathorops spixii Paréd

LBPV 96479 Cathorops spixii Paré

LBPV 83591Cathorops spixii Para
LBPV 80116 Cathorops agassizii Alagoas
Cathorops agassizii*

|»- LBPV 80104 Cathorops sp Ceara

Grupo 1

Cathorops agassizii / C. spixii

99%

LBPV 80101 Cathorops sp Ceara
LBPV 80102 Cathorops sp Ceara
LBPV83589 Cathorops arenatus Para
—— LBPV 86517 Cathorops sp Sdo Paulo
[ LBPV 82547 Cathorops sp Rio de Janeiro
99%) d LBPV 96920 Cathorops sp Bahia
‘ tLBPV 90128 Cathorops sp Bahia
Cathorops sp. / C. arenatus L{= LERV 80105 Cathorvps sp Sergipe
| — LBPV 96476 Cathorops arenatus Para
u‘ Cathorops arenatus”
| LBPV 82004 Cathorops arenatus Para
h LBPV 82003 Cathorops arenatus Para
LBPV 82001 Cathorops arenatus Para
Outros Cathorops*
;= Outros Cathorops*
C.

‘<— Outros Cathorops*

Grupo 2

71%)

0.008
Figura 4. A arvore de Neighbour - Joining (NJ) obtida em 30 espécimes do género Cathorops na costa
do Brasil, com base nas sequéncias do gene CytB e ATPase 6/8. Os nimeros dos ramos indicam os valores

de bootstrap (1000 pseudorréplicas). *sequencias obtidas do GenBank.

As informac6es obtidas por NJ, indicam para o grupo 1 que as sequéncias de ambas as

especies estdo mais relacionadas a C. agassizii, conforme ilustrado na tabela de distancia
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genética intraespecifica (0,000) (Tabela 1). As sequéncias extraidas do GenBank* foram
alocadas em um ramo a parte das demais amostras do presente estudo, com distancia genética
interespecifica de 0,003 (Tabela 1), indicando que ambas as identificacdes de C. agassizii
pertencem a mesma linhagem e a distancia genética entre ambas as espécies de 0,005.

E possivel observar para o grupo 2 que a distancia intraespecifica da espécie Cathorops
sp. de 0,008 e C. arenatus de 0,005. As sequéncias da espécie C. arenatus amostradas no Para
e de Cathorops sp. amostradas no Ceara, Bahia, Rio de Janeiro e S&o Paulo, foram alocadas no
mesmo grupo, sendo a distancia genética entre as espécies de 0,009 (Tabela 1). Devido as
carateristicas morfoldgicas marcantes entre as duas espécies, bem como distribuicéo e estilo de
vida, possivelmente os dois genes mitocondriais ndo apresentaram variagdo suficiente para
separacdo entre as duas linhagens

Os demais ramos representam as espécies de Cathorops com valores de distancia
genética interespecifica para as espécies do género, apresentando o valor méximo de 0,136 entre
C. tyra e C. dasycephalus e valor minimo de 0,014 entre C. arenatus™ e C. agassizii* (Tabela
1).
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Tabela 1. Distancia genética utilizando o modelo de substitui¢do de nucleotideos Kimura-2-parametros (K2P) entre as espécies do género Cathorops (abaixo da

diagonal) e os erros padréo (acima da diagonal). Os nimeros em negritos correspondem as distancias genéticas interespecificas das espécies do presente estudo

e 0s numeros em azul representa as distancias genéticas intraespecificas K2P.

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1. Cathorops sp. * 0,008 0,003 0,001 0,003 0,006 0,007 0,007 0,008 0,006 0,008 0,007 0,006 0,008 0,006 0,006 0,008 0,009 0,001 0,007 0,003
2. C. spixii * 0,020 0,009 0,003 0,001 0,006 0,007 0,007 0,008 0,006 0,008 0,006 0,006 0,008 0,006 0,007 0,008 0,009 0,003 0,007 0,002
3. C arenatus * 0,009 0,019 0,005 0,003 0,006 0,007 0,007 0,008 0,006 0,008 0,007 0,006 0,007 0,006 0,006 0,008 0,009 0,001 0,007 0,003
4. C. agassizii * 0,017 0,005 0,017 0,000 0,006 0,007 0,007 0,008 0,006 0,008 0,007 0,006 0,008 0,006 0,007 0,008 0,009 0,003 0,007 0,001
5. C. wayuu* 0,066 0,065 0,065 0,061 n/c 0,007 0,007 0,007 0,004 0,007 0,002 0,004 0,007 0,004 0,004 0,007 0,010 0,006 0,007 0,006
6. C. tuyra* 0,089 0,084 0,087 0,081 0,082 n/c 0,006 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0004 0007 0007 0,007 0010 0,007 0,007 0,007
7. C. taylori* 0,083 0,083 0,081 0,080 0,088 0,069 n/c 0,004 0,007 0,008 0,007 0,007 0,006 0,007 0007 0,008 0009 0,007 0007 0,007
8. C. steindachneri* 0,091 0,090 0,087 0,088 0,088 0,074 0,028 n/c 0,007 0,008 0,007 0,007 0,006 0,007 0,007 0,008 0,009 0,007 0,007 0,007
9. C. raredonae* 0,063 0,065 0,061 0,061 0,026 0,084 0,074 0,080 n/c 0,007 0,004 0,003 0,007 0,004 0,003 0,007 0009 0,006 0,007 0,006
10. C. multiradiatus* 0,097 0,099 0,096 0,095 0,085 0,086 0,091 0,094 0,086 n/c 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,004 0009 0,008 0,008 0,008
11. C. mapale* 0,065 0,066 0,064 0,062 0,010 0,084 0,088 0,087 0,024 0,085 n/c 0,004 0,007 0,004 0,004 0,007 0010 0,006 0,008 0,006
12. C. manglarensis* 0,062 0,063 0,061 0,059 0,026 0,080 0,077 0,082 0,015 0,085 0,026 n/c 0,007 0,004 0,003 0,007 0,009 0,006 0,007 0,006
13. C. hypohthalmus* 0,088 0,086 0,087 0,083 0,081 0,027 0,063 0,064 0,078 0,087 0,082 0,079 n/c 0,007 0,007 0,008 0,009 0,007 0,007 0,007
14. C. higuchii* 0,064 0,065 0,062 0,061 0,033 0,082 0,083 0,084 0,029 0,091 0,034 0,031 0,080 n/c 0,004 0,007 0,009 0,006 0,007 0,006
15. C. fuerthii* 0,067 0,068 0,065 0,064 0,029 0,084 0,082 0,088 0,018 0,085 0,029 0,013 0,082 0,035 n/c 0,007 0,009 0,006 0,007 0,006
16. C. festae* 0,096 0,099 0,096 0,095 0,090 0,091 0,089 0,094 0,088 0,020 0,088 0,089 0,092 0,094 0,090 n/c 0,009 0,008 0,008 0,008
17. C. dasycephalus* 0,131 0,133 0,127 0,131 0,134 0,136 0,130 0,132 0,123 0,119 0,134 0,127 0,127 0,132 0,127 0,127 n/c 0,009 0,009 0,009
18. C. arenatus™ 0,007 0,018 0,002 0,015 0,063 0,085 0,078 0,085 0,058 0,093 0,062 0,057 0,085 0,059 0,062 0,093 0,123 n/c 0,007 0,003
19. C. aguadulce* 0,087 0,087 0,085 0,084 0,086 0,078 0,084 0,087 0,079 0,091 0,086 0,080 0,077 0,086 0,082 0,094 0,120 0,083 n/lc 0,007
20. C. agassizii* 0,016 0,008 0,016 0,003 0,061 0,078 0,079 0,086 0,060 0,092 0,060 0,057 0,080 0,060 0,062 0,092 0,127 0,014 0,083 nlc

*Sequéncias obtidas no presente estudo.

*Sequéncias utilizadas do artigo de Betancur — R et al. (2007), extraidas do GenBank.
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5.2 SNPs

As analises dos dados de sequenciamento de 68 espécimes do género Cathorops,
resultou e um total de 50.351.491 reads. Apds as filtragens de dados de NGS foram
obtidos 38.319.574 reads. Apo0s o rastreio de marcadores e filtragens de dados foi obtido
um total de 5.578 SNPs.

5.2.1 Filogenémica

Na compreensao das relacdes em Cathorops realizamos uma anélise filogenémica
com os SNPs de todos os espécimes do género Cathorops neste estudo (n=64), resultando
em 883 marcadores. A arvore RaxML (Figura 5) alocou a espécie C. agassizii (n=21) e
C. spixii em um ramo com suporte estatistico (99%), contudo, as distancias dos ramos séo
menores entre as espécies, sugerindo que ambas sao relacionadas geneticamente.

As espécies C. arenatus (n=12) e Cathorops sp. (n=31) tiveram um valor de
bootstrap de 99%, neste ramo podendo ser notado uma segregacao entre as duas espécies

de C. arenatus e Cathorops sp. (Figura 5).

Cathorops sp.

C. arenatus

C. spixii

C. agassizii

0.09

Figura 5. Relaces filogendmicas do género Cathorops na costa do Brasil, com base na
analise de RaxML com 883 SNPs. Os valores de bootstrap sdo exibidos nos nos.

*Evidéncias de hibrido para a amostra 82010PA.
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5.2.2 Genbmica Populacional

As andlises bayesianas no STRUCTURE (Figura 6A) pelo método de
Puechmaille, indicou o valor provavel de K=3 (MaxMedk=3), mostrando a distribuicdo
de trés clusters, um cluster (cor azul) representado pelos individuos da espécie C.
agassizii (n=22) com amostras da costa Norte e Nordeste e cinco individuos da espécie
C. spixii amostradas da costa Norte. O segundo cluster (cor verde) para os individuos da
espécie C. arenatus (n=14) amostrado na costa Norte e o terceiro cluster (cor vermelho),
relacionado aos individuos da espécie Cathorops sp. (n=32) amostrado na costa Nordeste

e Sudeste, sugerindo a presenca de trés espécies de Cathorops (Figura 6B).

A)

Cathorops spixii

K=3

1. Cathorops agassizii 2. C. arenatus

3. Cathorops sp.

Figura 6. A. A analise Bayesiana (K=3) realizada para as espécies do género Cathorops na costa
do Brasil, com 5.478 SNPs, cada barra corresponde aos individuos amostrados das espécies, *
corresponde a um individuo da espécie C. spixii. B. Gréafico do Structure para as espécies do

género Cathorops.

Em reflexo a anélise bayesiana do STRUCTURE indicando trés clusters (K=3),
os cinco individuos identificados morfologicamente como Cathorops spixii (Figura 6A)
foram alocados no cluster formado pela linhagem C. agassizii, a partir deste resultando
essas duas espécies foram tratadas como a mesma linhagem de C. agassizii.

A andlise de diferenciacdo genetica (Fst) par-a-par entre as espécies Cathorops
agassizii e C. arenatus indicou um valor de Fst=0,309 (P-value 0.0000 + 0.0000), entre
as espécies C. agassizii e Cathorops sp. Fst = 0,555 (P-value 0.0000 + 0.0000) e para as
espécies Cathorops sp. e C. arenatus Fst = 0,128 (P-value 0.08237+0.0026) (Tabela 2),
sugerindo pelos indices de Fsr significativas diferencas entre elas, indicando trés distintas

linhagens no género Cathorops.
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Tabela 2. Andlise de estruturacdo par-a-par de Fst entre as espécies do género Cathorops,

na costa do Brasil. Abaixo da diagonal valores de Fst e acima valores de P-value.

Fst C. agassizii C. arenatus Cathorops sp.
1. C. agassizii 0.000020.0000 0.00000.0000
2. C. arenatus 0,309 0.08237£0.0026
3. Cathorops sp. 0,555 0,128

As Analises Discriminante de Componentes Principais (DAPC) corroboram com
as informagdes obtidas no STRUCTURE, identificando trés linhagens entre os 68
individuos (Figura 7), correspondendo as espécies C. arenatus (1, cor amarela); C.

agassizii (2, cor azul) e Cathorops sp. (3, cor vermelho).

PCA eigenvalues

|

DA eigenvalues

Cathorops arenatus

. Cathorops agassizii
@ Cathorops sp.

Figura 7. Gréfico de andlise discriminantes de componentes principais (DAPC) para 5.478SNPs

em trés linhagens do género Cathorops.
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A fim de obter uma melhor compreenséo sobre a dindmica das populacdes foram
elaborados novos rastreios de SNPs especificamente para cada espécie, e assim,
realizadas anélises intraespecificas de diversidade genética e estrutura populacional.

A espécie C. arenatus reteve 984 SNPs de 14 espécimes. Entre os indices de
diversidade genética foi obtido o indice de Heterozigosidade observada (Ho)=0,126 e
Heterozigosidade esperada (He)=0,154, coeficiente de endogamia (Fis)=0,310 (Tabela 3).
Estes resultados de diversidade genética indicaram um excesso de homozigotos e

endogamia em C. arenatus na costa norte do Brasil.

Tabela 3. indices de diversidade genética para as espécies do género Cathorops para as
regibes amostradas da costa do Brasil.

Espécies Localidade N Ap Ho He Fis
Cathorops arenatus  Norte 14 - 0,126 0,154 0,310
C. agassizii Norte 12 890 0,083 0,134 0,597
Nordeste 10 1,162 0,157 0,177 0,447
Cathorops sp. Nordeste 19 335 0,265 0,300 0,101
Sudeste 13 36 0,186 0,236 0,016

N: Numero de amostras, Ap: Numero de alelos privados, Ho: Heterozigosidade observada, He:

Heterozigosidade esperada, Fis: Coeficiente de endogamia.

O conjunto de dados referente a espécie C. agassizii resultou em 5.753 SNPs para
22 individuos. A diversidade genética na costa Norte (n=12) evidenciou um total de
Ap=890, com valores de Ho=0,083 e He=0,134 e indice de Fis=0,597. Na costa Sudeste
(n=10) o nimero de Ap=1,162, o valor de Ho=0,157 e He=0,117, e o valor de Fs=0,447
(Tabela 3). Os dados de diversidade genética indicam a ocorréncia de homozigotos e
endogamia para ambas as localidades.

A estimativa de estruturacdo genética par-a-par (Fst) entre a costa Norte e
Nordeste indicou valor de Fst=0,025 (P-value 0,14844+0,0109) (Tabela 4), sugerem

auséncia de estruturacdo genética entre as regides.
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Tabela 4. Resultado da andlise de Fst das espécies do género Cathorops entre as regides

amostradas. Os numeros destacados pela cor cinza indicam os valores de P-value.

Fst Regido NE SE
Cathorops agassizii Nordeste (NE) 0,14844%0,0109
Sudeste (SE) 0,025
Cathorops sp. Nordeste 0,0000 % 0,0000
Sudeste 0,070

A andlise bayesiana do STRUCTURE pelo método de Evanno foi de K=2 (Delta
K=939,57924), resultando em dois clusters, um cluster (cor vermelho) composto por
cinco individuos na costa norte (LBPV 96478; 96479; 96481; 86482 e 83591) os quais
compartilham alelos com os demais do nordeste, e um segundo cluster (cor verde) nos

individuos do norte e nordeste (Figura 8).

Norte Nordeste

1.00
0.80
0.60

K=2

0.40

020

0.00
Figura 8. Bar plot de analise do STRUCTURE para a espécie Cathorops agassizii pelo método

de Evanno de K=2 para costa Norte e Nordeste do Brasil.

Uma segunda andlise de diferenciacdo genética foi realizada de acordo com os
clusters identificados pelo STRUCTURE para melhor compreensdo dos dados. O
resultado indicou um valor de Fst = 0,046 (P-value 0,9851+0,027) (Tabela 5), sugerindo
auséncia de estruturacdo genética, assumindo uma Unica populagdo para a espécie C.

agassizii.
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Tabela 5. Andlise par-a-par de Fstbaseados nos clusters obtidos pelo STRUCTURE. Os
nimeros marcados com as respectivas cores, sdo correspondentes os clusters

identificados pelo STRUCTURE. Valores destacados na cor cinza, indicam os valores de

P-value.
Fsr Clusters 1 2

Cathorops agassizii 1 0,9851%0,027

2 0,046
Clusters 1 2 3

Cathorops sp. 1 0,00059+0,0002 0,0018820,0004
2 0,168 0,00000,0000
3 0,289 0,108

Em Cathorops sp. foram obtidos um total de 6.879 SNPs em 32 individuos 0s
quais as andlises de diversidade genética indicaram para costa Nordeste (n=19)
Ap=6.075, os indices de Ho=0,246 e He=0,277 e coeficiente de endogamia Fis=0,106. Na
costa Sudeste (n=13) a diversidade genética revelou valores de Ap=3,287, os indices de
Ho=0,174 e He=0,203 e o valor de Fis=0,013 (Tabela 3), indicando um excesso de
homozigotos e endogamia para a costa nordeste e sudeste.

Os resultados de diferenciacdo genética em Cathorops sp. entre as localidades do
nordeste e sudeste resultou em Fst=0,070 (P-value 0,00010+0,0001), indicando
estruturacdo genética entre as localidades. A analise Bayesiana realizada no
STRUCTURE, utilizando o método Evanno, indicou um valor de K mais provavel de
K=3 (Delta K=239,03252) (Figura 9), ilustrando a probabilidade de trés clusters para a
espécie. No primeiro cluster (cor verde) estdo representados os individuos amostrados do
Ceard, no segundo cluster (cor vermelho) individuos de Sergipe (SE), Rio de Janeiro (RJ)
e Sao Paulo (SP), e o terceiro cluster (cor azul) individuos amostrados no Espirito Santo
(ES) e Bahia (BA) (Figura 9).

1.00

080 4
060 4
K=3
040 4

020 4

000 =t

CE SE BA SE+RJ+SP ES
Figura 9. Demonstracdo gréafica da analise Bayesiana do STRUCTURE com 6.789 SNPs

para a espécie Cathorops sp. com valor de K=3 para costa Nordeste e Sudeste do Brasil.
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Novamente foi realizada a analise de diferenciacdo genética (Fst) baseada nos
clusters obtidos no STRUCTURE, no qual revelou entre o cluster 1 e 2 o valor de
Fst=0,168 (P-value 0,00059+0,0002), entre o cluster 1 e 3 0 valor de Fst=0,289 (P-value
0,00188+0,0004) e Fsr=0,108 (P-value 0,0000+0,0000) entre o cluster 2 e 3 (Tabela 5),

indicando estruturacdo genética entre os clusters para a espécie Cathorops sp.
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6. DISCUSSAO

O estudo apresenta a primeira investigagdo genémica em espécies do género
Cathorops coletadas nas costas Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil. Inicialmente, com o
uso da identificacdo molecular (mtDNA), foi possivel identificar Cathorops agassizii/ C.
spixii e Cathorops sp. e C. arenatus.

As anélises filogendmicas, com a utilizacdo de SNPs, identificaram trés espécies
para o género: C. agassizii, C. arenatus e Cathorops sp. Além disso, a investigacdo
populacional revelou diversidade genética intra e interpopulacional. Ainda foi detectada
uma baixa diversidade genética para as espécies do género, com estruturacdo
populacional significativa somente em individuos da espécie Cathorops sp. entre a costa
Nordeste e Sudeste do Brasil.

Identificacdo das espécies do género Cathorops

A identificacdo morfoldgica das espécies do género Cathorops é complexa devido
a plasticidade fenotipica, podendo ser influenciada pelas caracteristicas ambientais
especificas que podem resultar na diferenciacdo e manutencéo das linhagens (Marceniuk,
2005b, 2007; Marceniuk & Betancur-R, 2008; Marceniuk, Betancur-R, & Acero, 2009,
Marceniuk, Menezes, & Britto, 2012), mesmo assim algumas espécies sdo dificeis de
serem discriminadas, resultando em espécies sinonimias para o género.

Mediante ao uso de genes mitocondriais (MtDNA) foram possiveis identificar dois
grupos distintos, um referente a espécimes previamente identificados como Cathorops
agassizii (n=10) e C. spixii (n=07), e outro representado por individuos inicialmente
identificados como C. arenatus (n=06) e Cathorops sp. (n=08). Entretanto, as distancias
genéticas intraespecificas dos grupos foram baixas (>0,007) sugerindo que as amostras
poderiam corresponder a uma Unica espécie.

A auséncia de diferenciacdo genética em dados mitocondrias foi identificada entre
outras espécies de bagres marinhos do género Aspistor (A. quadriscutis e A. luniscutis),
que, segundo autores, pode ser devida a uma historia evolutiva recente de separacdo das
especies pertencentes ao género (Marceniuk et al., 2019). Segundo Marceniuk et al.
(2017), revisando um complexo de espécies de Notarius grandicassis do nordeste da
América do Sul e N. parmocassis, do leste e sul do Brasil ndo encontraram diferencas

genéticas entre essas linhagens com sequéncias mitocondriais de CytB e ATPase 8/6,
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embora tenham sido reescritas morfologicamente como linhagens distintas. Este conflito
taxondmico pode estar relacionado a recente historia evolutiva dessas espécies (Betancur-
R, 2009), que sdo encontradas em localidades geogréaficas distintas com condicdes
ambientais especificas, como visto para as espécies C. arenatus e Cathorops sp.

Evidéncias com marcadores mitocondriais, nucleares e genémicos, em espécies
da familia Ariidae foram realizadas a fim de compreender os mecanismos de especiacao
e a evolucdo dos caracteres morfologicos (Betancur-R et al., 2007, Marceniuk &
Menezes, 2007; Betancur-R, 2009; Betancur-R et al., 2010; Stage et al., 2018), todavia,
ainda hd um gap acerca deste assunto, pois a morfologia do género é complexa
(Marceniuk et al., 2012).

A éarvore filogendmica de RAXML com SNPs a priori evidencia dois ramos, as
espécies C. agassizii/ C. spixii e C. arenatus/Cathorops sp., sugerindo a hipotese de que
as mudancas na costa da América do Sul ocorridas no periodo do Mioceno (Bush &
Oliveira 2006) ao Pleistoceno (Ludt & Rocha, 2015), podem ter resultado na divergéncia
destes grupos. Tais mudangas tém sido associadas a refugios glaciais em espécies em

taxons marinhos costeiros de dguas tropicais (Ludt & Rocha, 2015).

Achados semelhantes de divergéncia genética em outras espécies estuarinas
relacionadas a esses eventos (Silva et al., 2018; Neves et al., 2021; Aderne et al., 2022)
evidenciam os efeitos dos ciclos glacias ocorrentes nos periodos do inicio do Pleistoceno,
como um fator determinante para o atual isolamento de espécies de peixes costeiras, bem
como em bagres marinhos da costa da America do Sul (Silva et al., 2016; Marceniuk et
al., 2017; 2019a; 2019b; 2022).

As analises de filogendmica segregou as espécies C. arenatus e Cathorops sp.
considerando ambas linhagens distintas e com suporte estatistico (bootstrap > 100%) para
a espécie Cathorops sp. Estes dados e os SNPs, possivelmente possibilitam discriminar
ambas as linhagens, os quais ndo foram resolutivos com o uso de marcadores
mitocondriais. O uso de SNPs em espécies marinhas tem evidenciado a confiabilidade
destes marcadores para auxiliar em conflitos taxonémicos (Pedraza-Marron et al., 2019;
Neves et al., 2021; Fahmi et al., 2021).

A hipdtese para a efetividade de considerar as duas espécies pode ser relacionada
ao fato de que ambas compartilham alguns alelos, possivelmente sugerindo uma relagéo
a um ancestral comum, como ilustrado pelo grafico do STRUCTURE e o valores de Fsr,

indicando que sdo duas espécies distintas mais que apresentam relagédo genética, com base
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nos resultados genémicos populacionais do género. Os dados filogendmicos corroboram
os resultados significativos de diferenciagdo genética (Fst) par-a-par, do STRUCTURE e
a DAPC, os quais, sugerem uma diferenciacdo moderada a espécie Cathorops sp. como
uma linhagem distinta das espécies C. arenatus e C. agassizii.

No geral, a heterozigosidade observada estimada em C. arenatus, em C. agassizii
e Cathorops sp. evidenciaram baixos valores (< 0,265) em relacéo a esperada (< 0,300),
que associados aos valores positivos de Fisindicam excesso de homozigotos e endogamia.

O valor das heterozigosidade das espécies Cathorops arenatus e C. agassizii do
presente estudo, sdo proximos ao encontrado em espécies que também apresentam o
mesmo tipo de ciclo bioldgico, como em Sparus aukata (Gkagkavouzis et al., 2021),
sendo para a espécie Cathorops sp. os indices de heterozigosidade préximos as espécies
Sillago japonica (Yang et al., 2020) e superior a espécie Brachionichthys hirsutus
(Appleyard et al., 2021) (Tabela 6). No geral, ambos os valores de heterozigosidade
indicam excesso de homozigotos e a presenca de endogamia associados aos valores de

Fis, estando, 0s mesmos presentes nas espécies do género Cathorops.

Tabela 6. Comparacao da diversidade genética em outras espécies de peixes marinhos. Os valores

apresentados sdo os valores maximos de Ho e He.

Género/Espécie Ho He Fis Trabalhos
Brachionichthys hirsutus 0,282 0,310 Positivo  Appleyard et al., 2021
Cathorops arenatus 0,126 0,154 Positivo  Presente estudo
Cathorops agassizii 0,157 0,177 Positivo  Presente estudo
Cathorops sp. 0,265 0,300 Positivo  Presente estudo
Sillago japonica 0,215 0,200 Positivo  Yan Yang et al., 2020
Sparus aukata 0,150 0,160 Positivo  Gkagkavouzis et al., 2021

Estruturacao genética nas populacdes de Cathorops agassizii e Cathorops sp.

Segundo Wright (1978), valores de Fstentre < 0,05; 0,05 e 0,015; e 0,15 e > 0,25
indicam baixo nivel ou auséncia, moderada, alta e elevada estruturacdo genética. A
especie C. agassizii apresentou valor ndo significativo de Fst (P-value > 0,05) menor que
0,05, sugerindo auséncia de estruturacdo entre os individuos da costa Norte e Nordeste
do Brasil. Os dados do STRUCTURE de K=2 e o valor de Fst entre os clusters foram
similares entre as costas, sugerindo a presenca de uma unica populacéo entre os espécimes

da costa Norte e Nordeste do Brasil.
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Em um estudo com SNPs foi possivel verificar a auséncia de estruturacdo genética
significativa entre as populacdes para a espécie Mugil curvidens amostrados entre dois
estuérios da costa do Nordeste brasileiro com distancias de 38 km, evidenciando que o
habitat heterdgeno composto por recifes de corais e plumas recorrentes de sedimentos dos
rios, ndo restringem o fluxo génico dos estuarios da costa Nordeste abrigando uma
populacdo panmitica de M. curvidens (Neves et al., 2021). Desta forma, pode-se aplicar
esta hipotese na espécie C. agassizii, cujo os habitats heterogéneos (temperatura,
sedimentos, salinidade) dos estuarios do norte em relacdo aos do Nordeste ndo restringem
o fluxo génico mantendo a conectividade genética da populacdo entre as costas.

Dantas et al. (2011) em estudo nos estuérios do Nordeste obtiveram resultados
importantes para as espécies de C. spixii e C. agassizii demostrando que as variaces na
ecoclina sazonal, principalmente o gradiente de salinidade e o oxigénio, podem definir a
distribuicdo e os movimentos das espécies ao longo de um gradiente espacial em todas as
fases ontogenéticas nos trés habitats do canal do estuario de Goiana no estado de
Pernambuco (superior, médio e inferior). Além disso, as flutua¢Bes sazonais na salinidade
(final seco e final chuvoso) e o oxigénio dissolvido (precoce chuvoso e final seco)
definiram o papel de bercéario, e uma densidade e biomassa relativa em juvenis de ambas
as espécies no meio do estuario durante o inicio da estagdo chuvosa.

A anélise de estruturacdo genética do STRUCTURE da espécie Cathorops sp.
indicou a presenca de trés clusters presentes na costa Nordeste, Leste e Sudeste do Brasil.
Os valores Fst foram significativos (p<0,05), evidenciando uma estruturacdo genética
entres os individuos das populagdes amostrados no estado do Ceara (CE); Bahia (BA) /
Espirito Santo (ES) e entre Sergipe (SE) / Rio de Janeiro (RJ) / Sdo Paulo (SP).

As condi¢bes ambientais distintas da costa do Nordeste e Sudeste do Brasil, como
niveis de salinidade, temperatura e eventos biogeograficos (variacdes do nivel do mar) do
periodo quaternario, podem ter contribuido para a restricio do fluxo génico nas
populacdes da espécie de Cathorops sp. da costa Nordeste (CE), Leste (BA e ES) e
Sudeste (SE, RJ e SP) do Brasil, como exemplo em espécies de Bagre bagre (Silva et al.,
2016) Menticirrhus americanos (Freitas et al., 2017) e Atherinella brasiliensis (Baggio
etal., 2017).

A auséncia de alelos compartilhados dentro da populacéo do CE e os valores de
Fst entre as populacdes da costa Leste (BA+ES) e Sudeste, sugere a hipotese que a

distancia geografica entre as costas pode estar relacionada a estruturagao genética, devido
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a populacdo do Nordeste indicar baixo fluxo génico com populagdes mais distantes
geograficamente. Esta hipOtese além de apontar a distancia de uma costa a outra,
(principalmente da costa Sudeste), pode se tratar de habitat preferencial por essa espécie,
como exemplo no Ceard, por apresentar aguas mais quentes e salina além de estuarios
mais amplos, resultando muitas vezes em lagoas com trechos para mangues (Kjerfve &
Lacerda, 1993).

Em contrapartida, as aguas da costa Leste sdo mais quentes e salinas, tendo pouca
presenca de rios, sendo as bacias mais significativas da costa Leste: Jequitinhonha (Bahia)
e a bacia Doce (Espirito Santo). Em relagdo, as dguas do Sudeste, mais frias e menos
salinas (Rossi-Wongtshchewski et al., 2006), essas variagdes ambientais podem estar
influenciando o fluxo génico entre as populacgdes da costa Leste e Sudeste do Brasil. Neste
caso, para as populac@es da costa Leste e Sudeste, estas caracteristicas contribuem para
restricdo do fluxo génico evidenciado pelo valor de Fsr.

Todavia, devido ao baixo nimero de individuos coletados na costa do Nordeste
(CE), é necessario aumentar o numero amostral da distribuicdo nesta localidade a fim de
compreender melhor o dinamismo dos espécimes nessa regido. Possivelmente os
individuos da localidade do SE incluidos a populacdo Sudeste foram coletados em areas
onde ha uma populacdo ndo residente, explicando a presenga destes individuos da
populagédo do Sudeste.

A presenca de barreiras biogeogréaficas simboliza em desafios para compreender
0S mecanismos que levam a estruturacdo de espécies marinhas em regides estuarinas e
costeiras, e a complexidade da taxonomia morfolégica no género em estudo leva a
necessidade de analises moleculares afim de compreender os tdxons.

Embora a espécie C. agassizii ndo tenha apresentado estruturacdo populacional, é
relevante conhecer a biologia da espécie e compreender como a mesma se adapta a
ambientes heterogéneos sem que haja na populacdo alteracbes no fluxo génico.
Diferentemente pode ser observado estruturacdo populacional nas trés populagdes em
Cathorops sp. indicando que distancia geografica e as barreiras biogeograficas podem

influenciar o fluxo génico nas populacgdes distribuidas na costa do Brasil.
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Capitulo 2 - Genémica populacional do género Genidens (Ariidae)
para a costa Sudeste e Sul do Brasil
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7. RESULTADOS

7.1 ldentificacdo molecular

As andlises de identificacdo molecular utilizando genes mitocondriais CytB e
ATPase 6/8 contaram com oito amostras do género Genidens no presente estudo. As
sequencias foram adicionadas ao conjunto de dados do GenBank, totalizando
representantes de quatro espécies: Genidens barbus, Genidens genidens, Genidens
machadoi e Genidens planifrons.

A arvore de NJ com base nos genes mitocondriais indicaram a presenca de dois
grupos (azul e vermelho) para o género. As amostras deste estudo identificadas
morfologicamente como G. genidens, G. barbus e G. machadoi coletadas no Brasil,
alocaram-se no mesmo grupo (Figura 10), evidenciando uma estreita relagéo entre essas
espécies.

————————————— LBPV 51374 Genidens baubus S&o Paulo
ﬁ Genidens barbus*®

Genidens machadoi”

LBPV 61 Genidens barbus Rio Grande do Sul

Grupo 1

LBPV 59 Genidens barbus Rio Grande do Sul

Genidens planifrons®

LBPV 57 Genidens barbus Rio Grande do Sul

- LBPV 73313 Genidens barbus Santa Catarina

Genidens genidens*

S 100%

LBPV 93963 Genidens genidens Espirito Santo

85%

LBPV 86539 Genidens genidens Sdo Paulo

Figura 10. Arvore de NJ com sequéncias do gene CytB e ATPase 8/6 do género Genidens.

Legenda: *Sequéncias extraidas do banco de dados GenBank, como ilustrado na tabela de distancia
genética. LBPV € a sigla das sequéncias resultantes do presente estudo.

No geral, o menor valor interespecifico foi observado entre as espécies G. barbus
e G. machadoi de 0,001, sendo o maior valor (0,026) entre as espécies G. genidens e G.
planifrons (Tabela 7).

A espécie G. barbus alocada no grupo 1, revelou valor de distancia genética
intraespecifica de 0,004 (Tabela 7), o menor valor de distancia intraespecifica deste grupo

foi observado entre as espécies G. barbus e G. machadoi com valor de 0,002, sendo o
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maior valor de 0,005 entre as espécies G. barbus e G. planifrons (Tabela 7). Com base
nestes valores, sugerimos que estas espécies pertencem, portanto, ao mesmo grupo,
corroborando com os resultados apresentados na arvore de NJ, ndo foi possivel
discriminar.

O segundo grupo (Figura 10) foi constituido por individuos da espécie G.
genidens, e ndo foram detectados conflitos taxonémicos entre as amostras deste estudo
relacionado com as sequéncias disponiveis no banco de dados do GenBank.

Na espécie G. genidens a distancia intraespecifica foi de 0,004, e a interespecifica
entre as sequéncias do GenBank de 0,002. O resultado de distancia genética indica que
estas linhagens sdo da mesma espécie de G. genidens. Quando relacionada as demais
espécies do grupo em relacdo a espécie G. genidens, os indices interespecificos
observados na tabela variam de 0,024+0,026, sugerindo serem espécies estruturadas

taxonomicamente quando confrontadas com G. genidens.

Tabela 7. Andlise da distancia genética Kimura-2-parametros (K2P) entre as espécies do género
Genidens (abaixo da diagonal) e os erros padrdo (acima da diagonal). Os nimeros em negritos

correspondem as distancias genéticas intraespecificas.

Espécies 1 2 3 4 5 6

1. Genidens genidens® 0,001 0,005 0,005 0,005 0,001 0,005
2. G. barbus* 0,025 0,004 0,002 0,001 0,004 0,001
3. G. planifrons* 0,026 0,005 n/c 0,001 0,004 0,001
4. G. machadoi* 0,025 0,002 0,002 n/c 0,003 0,001
5. G. genidens* 0,002 0,023 0,021 0,020 n/c 0,003
6. G. barbus* 0,024 0,003 0,003 0,001 0,019 n/c

*Sequéncias obtidas no presente estudo.
*Sequéncias utilizadas do artigo de Betancur — R et al. (2007), extraidas do GenBank.
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7.2 SNPs

Um total de 1.099 SNPs foram obtidos para 51 individuos do género Genidens
para a costa Sudeste e Sul do Brasil. As analises dos dados de sequenciamento resultaram
em 16.590.489 reads, e apos as etapas de filtragens de dados de NGS, 10.633.682 reads

foram retidas.

7.2.1 Genbmica populacional

A andlise pairwise com base nos valores de diferenciagdo genética (Fst) entre as
espécies Genidens genidens (n=27) e G. barbus (n=18) foi de 0,415 (P-value
0,0000+0,0000), entre as espécies G. genidens e G. machadoi (n=06) o valor de
Fs1=0,547 (P-value 0,0000+0,0000), e entre as espécies G. machadoi e G. barbus o indice
de Fst = 0,052 (P-value 0,85081+0,0036) (Tabela 8). Estes resultados indicam que as
espécies G. genidens e G. barbus sdo linhagens distintas, no entanto, G. barbus e G.

machadoi pertencem a uma linhagem com baixa divergéncia genética.

Tabela 8. Valores de Fsr par-a-par das espécies do género Genidens. Os nimeros destacados

pela cor cinza indicam os valores de P-value.

Valores de Fst par-a-par 1 2 3

1. Genidens genidens 0,00000+0,00000 0,0000+0,0000
2. G. barbus 0,415 0,85081+%0,0036
3. G. machadoi 0,547 0,052

As andlises Bayesianas no STRUCTURE pelo método de Puechmaille indicaram
o valor provavel de K=2 (MaxMedk=2) (Figura 11), apresentando um cluster para a
espécie G. genidens (verde), e o outro cluster (vermelho) em ambas as espécies G. barbus
e G. machadoi. Os resultados do STRUCTURE corroboram os indices de Fst entre as
espécies, sugerindo duas linhagens para o género: G. genidens (n=27) e G. barbus (n=24)
(Figura 11).

52



2

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

1. Genidens genidens 2. G. barbus 3. G. machadoi
Figura 11. Bar plot do STRUCTURE sugerindo um valor de K=2 com 1.099 SNPs para

os 51 individuos do género Genidens amostradas na costa Sudeste e Sul do Brasil.

A andlise discriminante de componentes principais (DAPC) indicaram trés
agrupamentos genéticos: 1. G. genidens (vermelho), 2. G. machadoi (amarelo) e 3. G.
barbus (azul) (Figural2). Observa-se que a espécie G. genidens forma um grupo genético
distinto em relacdo aos demais, todavia, as espécies G. machadoi e G. barbus se
sobrepdem, sugerindo que os individuos identificados como G. machadoi tem relacéo
genética entre os individuos de G. barbus. Com base no gréafico, os resultados sugerem
que G. machadoi esta mais relacionado geneticamente com a espécie G. barbus (Figura
12), corroborando os resultados do STRUCTURE (Figura 11).

@ Genidens genidens
G.machadoi
@ G.barbus

4

A

| 4

7

PCA eigenvalues

DA eigenvalues

Figura 12. Andlise de Discriminantes de Componentes Principais (DAPC) ilustrando a formagéo
de trés agrupamentos genéticos para o género Genidens, porém, pode ser observada uma
sobreposi¢do entre 0 agrupamento 2 e 3.
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Uma investigacdo populacional mais detalhada foi realizada para cada espécie
com o objetivo de compreender a dindmica das populag¢6es dentro das espécies do género.

Na espécie Genidens genidens foram identificados 702 SNPs em 27 individuos
amostrados na costa Sudeste (n=17) e Sul (n=10) do Brasil. As analises de diversidade
genética identificaram para a costa Sudeste 107 alelos privados (Ap), com indices de
heterozigosidade de Ho=0,384 e He=0,260. Na costa Sul foi identificado um valor de
Ap=97, apresentando valores de Ho=0,424 e He=0,144. Os valores para ambas as
localidades indicam excesso de heterozigotos. Os valores de indice de fixacdo ou
coeficiente de endogamia (Fis) para costa Sudeste foi de 0,178 e 0,110 para o Sul (Tabela

9), indicando ocorréncia de endogamia em ambas regides analisadas.

Tabela 9. Diversidade genética para as espécies do género Genidens para as regides

amostradas da costa do Brasil.

Espécies Localidade N Ap Ho He Fis

G. genidens Sudeste 17 107 0,384 0,260 0,178
Sul 10 97 0,424 0,144 0,110

G. barbus Sudeste 15 85 0,155 0,147 0,209
Sul 09 22 0,135 0,202 0,174

N: Numero de amostras, Ap: Numero de alelos privados, Ho: Heterozigosidade observada, He:

Heterozigosidade esperada, Fis: Coeficiente de endogamia.

A anélise de estruturacdo genética entre exemplares de G. genidens da costa
Sudeste e Sul resultou no valor de Fst=0,058 (P-value 0,03168+0,0017), indicando uma
estruturacdo genética inicial entre as regides (Tabela 10).

Tabela 10. indices de estruturacio par-a-par de Fst entre os individuos amostrados para
cada espécie na costa Sudeste e Sul do Brasil. Os numeros destacados pela cor cinza

indicam os valores de P-value.

Fst Regiéo Sudeste Sul
Genidens genidens Sudeste 0,03168+0,0017
Sul 0,058
G. barbus Sudeste 0,29403£0,0047
Sul 0,031

As andlises do STRUCTURE pelo método de Evanno, o valor de K mais provavel
foi de K=3 (Delta K=0,39070), indicando 3 clusters (Figura 13). O primeiro cluster
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(vermelho) entre os individuos da costa Sudeste e Sul (ES; RJ; SP e SC), o segundo
cluster (verde) apresentou um padrdo semelhante ao primeiro cluster, somando a
localidade do Rio Grande do Sul (RS) e o terceiro cluster (azul) apenas individuos de
Santa Catarina (SC).

ES RJ/SP SC RS
Figura 13. Bar plot do STRUCTURE estimada pela anélise Bayesiana evidenciando

valor de K=3 para os 27 individuos da espécie Genidens genidens e as localidades
correspondentes a amostragem. Legenda: Cluster 1 (vermelho), cluster 2 (verde) e
cluster 3 (azul). Localidades: Espirito Santo (ES); Rio de Janeiro (RJ); Sdo Paulo (SP) e
Rio Grande do Sul (RS).

A fim de compreender melhor a estruturacao inicial detectada foi realizada a
analise de Fst entre os clusters. Entretanto, as analises par-a-par ndo revelaram
estruturacdo populacional entre os cluster 1 e cluster 2 o valor de Fst=0,035 (P-value
0,36769+0,0051), entre o cluster 1 e 3 Fst=0,045 (P-value 0,00525+0,0007) e entre o
cluster 2 e 3 Fst=0,001 (P-value 0,05386+0,0025) (Tabela 11).

Tabela 11. indices de estruturacio par-a-par de Fst entre clusters em cada espécie do
género Genidens. Os numeros referentes aos clusters estdo marcados pelas cores

indicados pelo STRUCTURE, e os numeros destacados pela cor cinza indicam os valores

de P-value.
Fst Clusters 1 2 3
1 0,36769+0,0051  0,00525%0,0007
Genidens genidens 2 0,035 0,05386+0,0025
3 0,045 0,001
Clusters 1 2
G. barbus 1 0,00020%0,001
2 0.330
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Entre os individuos da espécie G. barbus (n=24) foram utilizados 331 SNPs de
individuos amostrados na costa Sudeste e Sul. Os indices de diversidade genética para a
costa Sudeste (n=15) identificaram 85 Ap, com valores de Ho=0,155 e He=0,147
indicando excesso de heterozigotos e valor de Fis=0,209, sugerindo indicios de
endogamia. Na costa do Sul (n=9) o numero de Ap=22, com valores de Ho=0,135 e
He=0,202, e o indice de Fis = 0,174 (Tabela 9), indicando um excesso de homozigotos.

O valor par-a-par de Fst entre a costa Sudeste e Sul foi de 0,031 (P-value
0,29403+0,0047) (Tabela 10), sugerindo auséncia de estruturacdo. A analise de
estruturacdo do STRUCTURE segundo o metodo de Evanno indicou um K=2 (Delta
K=96,76843), resultando em dois clusteres, um cluster (verde) para as localidades do Rio
de Janeiro (RJ), Sao Paulo (SP) e Santa Catarina (SC), e o segundo cluster (vermelho)
para trés individuos do Rio Grande do Sul (RS).

Quando investigado o indice de Fst entre os clusters, notavelmente indica
estruturacdo genética (0,330, P-value 0,00020+0,001), propondo que os individuos do
segundo cluster podem corresponder a uma nova linhagem.

1.00
0.80
0.60
K_ 0.40

020

0.00

RJ/SP/SC RS
Figura 14. Resultados do STRUCTURE com valor de K=2, na espécie Genidens barbus e as

respectivas areas de amostragem.
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8. DISCUSSAO

Neste estudo, foi possivel identificar com mtDNA a espécie Genidens genidens,
todavia, as demais espécies do género apresentaram conflitos taxonémicos (G. barbus,
G. machadoi e G. planifrons). As andlises utilizando marcadores moleculares do tipo
SNPs indicaram estruturagdo genética com base nos valores de Fstentre as espécies G.
barbus e G. genidens, no entanto, detectamos baixo valor de divergéncia entre as espécies
G. barbus e G. machadoi, sugerindo que ambas pertencem a mesma linhagem.

O género Genidens apresenta diversidade genética. A espécie G. genidens revelou
presenca inicial de estruturagdo populacional entre a costa Sudeste e Sul do Brasil,
diferentemente do encontrado em individuos da espécie G. barbus, que indicaram

auséncia de estruturacdo genética.

Identificacdo molecular das espécies do género Genidens

A éarvore de NJ com base nos genes mitocondriais revelou dois grupos, um
referente as sequéncias da espécie G. genidens, e o segundo grupo, com sequéncias dos
exemplares identificados como espécies G. barbus, G. machadoi e G. planifrons.

Resultados moleculares semelhantes ao deste estudo foram obtidos por Betancur-
R. (2009) e Silva et al. (2010), que também ndo encontraram diferencas genéticas entre
as espécies G. barbus, G. machadoi e G. planifrons, a auséncia de informacdes genéticas
com o uso de marcadores mitocondriais e nucleares para identificacdo genética, também
foram mencionadas no género Cathorops, sugerindo que a mesma hipdtese pode ocorrer
nas espécies em estudo de Genidens.

Em contra partida, os resultados de divergéncia genética com SNPs nas amostras
do presente estudo indicaram valores significativos (P-value >0,05) de Fst e valor de
K=2, os quais resultaram na identificacdo das espécies G. genidens e G. barbus para a
costa Sudeste e Sul do Brasil. Com base nestes dados podemos considerar que 0s
marcadores gendmicos sdo mais efetivos para discriminacdo das espécies do género,
como j& visto em alguns trabalhos anteriores com uso de SNPs em peixes (Behrens et al.,
2021; Mérot et al., 2022).

A espécie G. barbus reside preferencialmente em estuarios e na plataforma
continental, em até 40 metros de profundidade, do Sul da Bahia ao norte da Argentina. A

espécie G. machadoi ocorre em regides costeiras com profundidade de 80 metros na
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plataforma continental, do norte do Rio de Janeiro ao estreito de Magalhdes no Chile
(Marceniuk, 2005). O valor de Fst entre G. barbus e G. machadoi obtidos neste estudo
mostra que sdo geneticamente similares, podendo pertencer a uma mesma linhagem.

Ambas as espécies G. barbus e G. machadoi sdo morfologicamente bem definidas
com base nas variacdes do padrdo das placas de dentes da regido do palato com cerca de
46 caracteres morfoldgicos e plasticidade fenotipica relacionadas aos habitos de vida
(Marceniuk, 2005b). As anélises gendmicas do presente estudo propdem que a espécie G.
machadoi esteja mais relacionada geneticamente a G. barbus, e isto pode estar
relacionada aos diferentes ambientes podem estar resultando para a plasticidade
fenotipica.

A segunda hipdtese é a presencga de uma linhagem molecular (G. barbus) em duas
linhagens morfoldgicas que seriam de G. barbus e G. machadoi (Alexandre P. Marceniuk,
comunicacdo pessoal). O presente estudo é inovador, pois é o primeiro com SNPs a

sugerir auséncia de divergéncia genética entres as espécies G. barbus e G. machadoi.

Diversidade Genética e estruturacao populacional nas espécies do género Genidens

Na diversidade genética os valores maximos da heterozigosidade observada em
G. genidens (Ho=0,384 a 0,424) e G. barbus (Ho=0,135 a 0,155), bem como a esperada
(He=0,144 a 0,260) e (He=0,147 a 0,222), indicaram excesso de heterozigotos, exceto,
para os individuos da localidade do Rio Grande do Sul (RS) de G. barbus que indicaram
excesso de homozigotos. Quando comparados com espécies de peixes estuarinas e
costeiras de Collichthys lucidus (Ho=0,235 a 0,414 e He=0,227 a 0,348; Zhao et al.,
2021), Sillago japonica (Ho=0,235a 0,414 e He=0,227 a 0,348; Yang et al., 2020) e Solea
solea (Ho=0,330 a 0,360 e He=0,330 a 0,350; Diopere et al., 2018), foi observada uma
diversidade genética relativamente similar em G. genidens e mais sutil em G. barbus,
possivelmente pelo excesso de homozigotos presentes nos individuos do RS.

As espécies de bagres marinhos podem apresentar movimentos sazonais entre
habitats heterogéneos com diferenca na salinidade, relacionados a diferentes fases do
ciclo de vida, como reproducdo, alimentacdo e ontogenia (Schmidt et al., 2008; Avigliano
et al., 2019a). Essas movimentacOes sazonais podem elevar a diversidade genética para
algumas espécies, como também, gradientes de temperatura, salinidade e sedimentos
(Yang et al., 2020; Sebastian et al., 2021; Zhao et al., 2021). Os valores de Fis positivo
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podem estar indicando o inicio de um processo de endogamia, embora haja presenca de
heterozigotos sugerindo a presenca de variabilidade genética.

A espécie G. genidens apresenta uma estruturagdo genética inicial entre a costa
Sudeste e Sul com base nos valores significativos de Fst. A hipo6tese da presenca inicial
de estruturacdo seja que em periodos reprodutivos a espécie supostamente se afasta dos
estuarios e migra para as areas costeiras (Barbieri et al., 1992; Hostim-Silva et al., 2009),
outros autores (Maciel et al., 2018) sugerem auséncia de migragéo, e total dependéncia
de ambientes estuarinos para todos os ciclos de vida da espécie. Outros ainda indicam que
a espécie reside em ambos os habitats relacionados ao ciclo de vida (Santos et al., 2016;
Mendonca et al., 2020; Maciel et al., 2020). Sugerimos que a migracao restrita da espécie
pode estar associada ao habito de vida resultando a uma estruturago inicial.

Em contra partida, a espécie G. barbus indicou uma conectividade entre as
populacdes podendo estar associada ao fato de que os bagres marinhos na fase adulta
realizam migracOes reprodutivas na primavera para regides de baixa salinidade (rios,
lagoas costeiras ou estuarios), apos a desova das fémeas em ambientes com baixa
salinidade os machos retornam as aguas estuarinas com ovos dentro da cavidade
orofaringea onde os juvenis sdo liberados (Avigliano et al., 2017).

Essa migragdo segundo Avigliano et al., (2017) é denominada de migracéo ciclica,
como observado em bagres de G. barbus, que utiliza ambientes de agua doce, estuarinos
e marinhos com diferentes padrées migratorios que podem variar dependendo do estagio
ontogenético. As mudancas no habitat com a migracao ciclica remetem-se a sugestdo da
hipo6tese anterior para a conectividade das populacdes de G. barbus, e que as variacdes
de salinidade em ambientes heterogéneos ndo reduzem o fluxo génico entre as
populacdes, podendo ser aplicada para melhor compressdo da auséncia de estruturacao
evidenciada nesta espécie.

A presenga de estruturacdo genética de Fst (<0,25) entre o cluster representado
pelos trés individuos amostrados do Rio Grande do Sul (RS) em relagdo aos demais da
espécie G. barbus foi observado. A estruturacdo genética presente na espécie G. barbus
pode estar indicando que o cluster relacionado a regido do RS possivelmente seja uma
terceira linhagem que esteja ocorrendo ao género.

Sugerimos que esta linhagem possa estar sendo representada pela espécie G.
planifrons devido ao fato de ambas ocorrerem em simpatria, € a segunda especie ser
restrita ao Rio Grande do Sul (Marceniuk, 2005). Mais estudos serdo realizados na espécie

G. planifrons a fim de obter maiores informacdes.
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Este conjunto de dados ndo foi observado anteriormente nas analises de género,
pois para esta espécie foi elaborado um painel de SNPs que ocorriam apenas em G.
barbus. Com base nisto foi possivel notar esta estruturacdo genética. Futuramente, cabe
realizar uma amostragem maior na localidade do RS a fim de obter maior clareza da

hipdtese da ocorréncia da espécie G. planifrons.

A sobrepesca em espécies de bagres marinhos do Atlantico Sudoeste.

Dentre as espécies pescadas de Ariidae nos desembarques comerciais registradas
na costa Sul do Brasil, G. barbus e G. machadoi séo as mais comercializadas (Mendonca
et al., 2020). Em contrapartida, mesmo que no século passado uma notavel abundancia
de Ariidae tenha sido presenciada em desembarques ao longo da costa sudeste e sul do
Brasil, o monitoramento da pesca de bagres marinhos mostra sinais de declinio nas
espécies nos Ultimos anos (Velasco et al., 2007; Mendonga et al., 2020).

A espécie G. barbus e seus congéneres sofrem com sobrepesca, principalmente
durante o periodo reprodutivo. De acordo com os dados coletados (Machado et al., 2020),
a principal ocorréncia de G. barbus nos desembarques € de outubro a dezembro, periodo
que coincide com a época de desova da espécie (Reis, 1986, Baigun et al., 2012) tornando
um ponto critico, uma vez que as caracteristicas bioldgicas dessas espécies como baixa
fecundidade, crescimento lento e presenca de cuidado parental por machos (Velasco &
Oddone, 2004) implicam em cuidados para conservacgao.

Devido a auséncia de estruturacdo genética da espécie G. barbus entre as
localidades amostradas, é sugerido que a espécie seja panmitica, contudo, mesmo que
estudos evidenciem a ocorréncia de diferentes populacGes ao longo das areas estuarinas
da costa Sudeste (Mendonca et al., 2020).

Os dados aqui apresentados, ndo evidenciam estruturacdo, embora a espécie tenha
apresentado sinais de declinio populacional pela acdo da sobrepesca (Mendonca et al.,
2020), e a demora para a recuperacdo populacional devido ao comportamento
reprodutivo, maturacdo sexual tardia e grande longevidade desta espécie (até 30 anos)
(Velasco et al., 2007). Contudo, é necessario que haja adaptaces e monitoramento maior
nas metodologias da pratica pesqueira no periodo do defeso com objetivo de conservacao

das espécies.
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9. CONSIDERACOES

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

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

areas estuarinas do pais);

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

ciclo de vida.
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10. SUPLEMENTAR

S1. Relacdo da espécie em estudo do género Cathorops e Genidens de acordo com sua

classificacéo taxondmica e &reas amostradas.

Género Cathorops

Amostras Espécie Localidade
96484 Cathorops agassizii Braganga - PA
80112 Cathorops agassizii Braganga - PA
96487 Cathorops agassizii Braganca - PA
80111 Cathorops agassizii Braganca - PA
80110 Cathorops agassizii Braganca - PA
98814 Cathorops agassizii Soure - PA
83591 Cathorops spixii Braganga - PA
96478 Cathorops spixii Braganga - PA
96481 Cathorops spixii Braganga - PA
96479 Cathorops spixii Braganga - PA
96481 Cathorops spixii Braganca - PA
96482 Cathorops spixii Braganca - PA
85813 Cathorops agassizii Chaval - CE
85812 Cathorops agassizii Chaval - CE
85811 Cathorops agassizii Chaval - CE
85814 Cathorops agassizii Chaval - CE
85761 Cathorops agassizii Canérias - PI
85762 Cathorops agassizii Canérias - PI
84895 Cathorops agassizii Barra de Santo Antonio - AL
80118 Cathorops agassizii Macei6 - AL
80119 Cathorops agassizii Macei6 - AL
80120 Cathorops agassizii Macei6 - AL
82002 Cathorops arenatus Braganga - PA
96474 Cathorops arenatus Braganca - PA
83590 Cathorops arenatus Braganca - PA
96475 Cathorops arenatus Braganca - PA
96476 Cathorops arenatus Braganca - PA
82001 Cathorops arenatus Braganca - PA
96477 Cathorops arenatus Braganca - PA
82005 Cathorops arenatus Braganca - PA
82004 Cathorops arenatus Braganga - PA
83589 Cathorops arenatus Braganca - PA
83588 Cathorops arenatus Braganca - PA
82003 Cathorops arenatus Braganca - PA
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Continuacao

Amostras Espécie Localidade
98839 Cathorops agassizii Soure - PA
82003 Cathorops arenatus Braganga - PA
80101 Cathorops sp. Fortaleza - CE
80102 Cathorops sp. Fortaleza - CE
80103 Cathorops sp. Fortaleza - CE

S6 Cathorops sp. Aracaju - SE
S5 Cathorops sp. Aracaju - SE
S4 Cathorops sp. Aracaju - SE
80105 Cathorops sp. Aracaju - SE
96916 Cathorops sp. Valenca - BA
96922 Cathorops sp. Valenca - BA
96925 Cathorops sp. Valenga - BA
96920 Cathorops sp. Valenga - BA
96919 Cathorops sp. Valenga - BA
96915 Cathorops sp. Valenca - BA
96924 Cathorops sp. Valenca - BA
96918 Cathorops sp. Valenca - BA
90128 Cathorops sp. Valenga - BA
96923 Cathorops sp. Valenga - BA
96926 Cathorops sp. Valenga - BA
96917 Cathorops sp. Valenca - BA
90591 Cathorops sp. Anchieta - ES
82457 Cathorops sp. Rio de Janeiro - RJ
80053 Cathorops sp. Rio de Janeiro - RJ
82458 Cathorops sp. Rio de Janeiro - RJ
40605 Cathorops sp. Bertioga - SP
86518 Cathorops sp. Peruibe - SP
86516 Cathorops sp. Peruibe - SP
86517 Cathorops sp. Peruibe - SP
X3 Cathorops sp. Peruibe - SP
21088 Cathorops sp. Ubatuba - SP
51377 Cathorops sp. Cananéia - SP
51376 Cathorops sp. Cananéia - SP
86520 Cathorops sp. Peruibe - SP




Continuacao

Género Genidens

Amostras Espécie Localidade

06 Genidens genidens Laguna - SC

58 Genidens genidens Tramandai - RS

05 Genidens genidens Laguna - SC

18 Genidens genidens Laguna - SC

03 Genidens genidens Laguna - SC

10 Genidens genidens Laguna - SC

08 Genidens genidens Laguna - SC

21 Genidens genidens Laguna - SC

04 Genidens genidens Laguna - SC

09 Genidens genidens Laguna - SC
40604 Genidens genidens Ubatuba - SP
18770 Genidens genidens Ubatuba - SP
18769 Genidens genidens Ubatuba - SP
93786 Genidens genidens Peruibe -SP
86539 Genidens genidens Santos - SP
86540 Genidens genidens Santos - SP
82524 Genidens genidens Rio de Janeiro - RJ
82528 Genidens genidens Rio de Janeiro - RJ
82525 Genidens genidens Rio de Janeiro - RJ
82526 Genidens genidens Rio de Janeiro - RJ
82527 Genidens genidens Rio de Janeiro - RJ
91343 Genidens genidens Linhares - ES
98962 Genidens genidens Linhares - ES
98963 Genidens genidens Linhares - ES
98958 Genidens genidens Linhares - ES
98961 Genidens genidens Linhares - ES
98964 Genidens genidens Linhares - ES

57 Genidens barbus Tramandai Imbé - RS

59 Genidens barbus Tramandai Imbé - RS

61 Genidens barbus Tramandai Imbé - RS

02 Genidens barbus Laguna - SC
73313 Genidens barbus Balneario Camburio - SC
87309 Genidens barbus Santa Catarina - SC
86193 Genidens barbus Zimbros - Bombinha - SC

01 Genidens barbus Laguna - SC
86142 Genidens barbus Balneario Camburio - SC
18768 Genidens barbus Ubatuba - SP
48674 Genidens barbus Macaé - RJ
96546 Genidens barbus Sdo Vicente - SP
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Continuacao

Amostras Espécie Localidade
96547 Genidens barbus Sao Vicente - SP
51374 Genidens barbus Cananéia - SP
96545 Genidens barbus Sao Vicente - SP
82577 Genidens barbus Rio de Janeiro - RJ
82578 Genidens barbus Rio de Janeiro - RJ
82579 Genidens barbus Rio de Janeiro - RJ

01 Genidens barbus Santos - SP

02 Genidens barbus Santos - SP

05 Genidens barbus Santos - SP
85044 Genidens barbus Itanhaém - SP
90863 Genidens barbus Itanhaém - SP
91944 Genidens barbus Mongagué - SP
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S2. Sumario do sequenciamento ddRAD e processamento das sequéncias dos individuos do género Cathorops da costa do Brasil.

Amostras Espécie Localidade Raw Date | Quality Filtering | Non-Digested | 142 pb
20
S6 Cathorops sp. Aracaju - SE 1.944.659 1.943.142 1.586.584 1.541.229
96478 Cathorops spixii Braganca - PA 1.907.317 1.905.758 1.589.062 1.545.247
96916 Cathorops sp. Valenca - BA 1.895.223 1.893.792 1.576.931 1.533.789
96922 Cathorops sp. Valenca - BA 1.643.348 1.642.055 1.378.443 1.341.448
96925 Cathorops sp. Valenca - BA 1.616.438 1.615.187 1.349.503 1.313.767
82002 Cathorops arenatus Braganca - PA 1.494.002 1.492.951 1.208.459 1.174.748
40605 Cathorops sp. Bertioga - SP 1.472.378 1.471.300 1.214.888 1.181.276
96474 Cathorops arenatus Braganca - PA 1.424.944 1.423.859 1.190.249 1.158.029
96920 Cathorops sp. Valenga - BA 1.323.713 1.322.659 1.108.284 1.078.763
80101 Cathorops sp. Fortaleza - CE 1.321.058 1.320.077 1.106.372 1.076.532
83590 Cathorops arenatus Braganca - PA 1.303.571 1.302.507 1.066.025 1.037.672
96475 Cathorops arenatus Braganca - PA 1.276.311 1.275.367 1.056.805 1.029.122
96476 Cathorops arenatus Braganca - PA 1.182.300 1.181.374 992.635 966.612
80102 Cathorops sp. Fortaleza - CE 1.155.129 1.154.197 961.552 934.779
96919 Cathorops sp. Valenca - BA 1.126.171 1.125.315 940.795 915.350
82001 Cathorops sp. Braganca - PA 1.115.912 1.115.083 925.880 900.666
86518 Cathorops sp. Peruibe - SP 1.112.210 1.111.463 918.029 892.056
96915 Cathorops sp. Valenca - BA 1.098.629 1.097.802 921.906 897.197
96924 Cathorops sp. Valenca - BA 1.092.383 1.091.527 908.932 884.431
96477 Cathorops sp. Braganca - PA 1.002.006 1.001.218 832.184 810.446
96918 Cathorops sp. Valenca - BA 981.945 981.139 804.363 781.416
21088 Cathorops sp. Ubatuba - SP 947.984 947.268 789.537 767.939
82457 Cathorops sp. Rio de Janeiro - RJ 940.924 940.213 514.077 499.502

84



Amostras Espécie Localidade Raw Date | Quality Filtering | Non-Digested | 142 pb
20
86516 Cathorops sp. Peruibe - SP 902.171 901.493 749.209 728.454
80053 Cathorops sp. Rio de Janeiro - RJ 901.272 900.598 746.612 725.622
96481 Cathorops spixii Braganca - PA 881.031 880.291 708.317 687.572
82005 Cathorops arenatus Braganca - PA 861.805 861.149 715.203 696.224
80103 Cathorops sp. Fortaleza - CE 832.495 831.808 695.010 675.989
83589 Cathorops arenatus Braganca - PA 809.350 808.710 483.519 470.615
X3 Cathorops sp. Peruibe - SP 801.891 801.305 667.519 64.952
90128 Cathorops sp. Valenca - BA 796.606 795.958 670.960 653.239
82004 Cathorops arenatus Braganca - PA 763.943 763.458 627.635 610.760
96479 Cathorops spixii Braganca - PA 726.703 726.121 602.967 586.083
51376 Cathorops sp. Cananeia - SP 707.198 706.736 556.717 541.050
96923 Cathorops sp. Valenga - BA 697.541 697.083 579.137 563.028
84895 Cathorops agassizii Barra de Santo Anténio - 682.399 674.090 598.093 413.896
AL

51377 Cathorops sp. Cananeia - SP 628.241 627.725 529.507 515.450
86517 Cathorops sp. Peruibe - SP 609.616 609.140 507.659 493.443
83591 Cathorops spixii Braganca - PA 483.138 482.756 404.588 393.704
82003 Cathorops arenatus Braganca - PA 480.401 475.243 421.469 256.579
S5 Cathorops sp. Aracaju - SE 445,941 445,570 365.631 355.612
80112 Cathorops agassizii Braganca - PA 441.008 435.399 387.817 271.925
96484 Cathorops agassizii Braganca - PA 430.876 425.272 377.112 273.613
80118 Cathorops agassizii Macei6 - AL 367.322 363.525 323.685 222.029
83588 Cathorops arenatus Braganca - PA 344.423 344.159 286.859 279.077
85813 Cathorops agassizii Chaval - CE 338.858 335.290 299.503 200.412
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Amostras Espécie Localidade Raw Date | Quality Filtering | Non-Digested | 142 pb
20

96926 Cathorops sp. Valenca - BA 325.611 325.353 270.322 262.750
98839 Cathorops agassizii Soure - PA 312.516 308.795 275.474 190.192
83587 Cathorops arenatus Braganca - PA 312.216 309.489 275.751 191.361
80120 Cathorops agassizii Macei6 - AL 306.866 302.694 265.420 178.184
85812 Cathorops agassizii Chaval - CE 306.529 303.334 270.345 182.142
85762 Cathorops agassizii Canarias - Pl 288.596 285.645 253.755 171.647
96487 Cathorops agassizii Braganca - PA 286.997 283.439 251.615 176.363
80111 Cathorops agassizii Braganca - PA 277.957 274.569 244.433 164.862
85811 Cathorops agassizii Chaval - CE 276.350 273.699 243.877 166.312
80110 Cathorops agassizii Braganca - PA 256.100 252.791 224.291 156.130
80119 Cathorops agassizii Maceio - AL 252.157 248.845 217.371 151.243
90591 Cathorops sp. Anchieta - ES 251.970 249.740 220.000 166.875
85814 Cathorops agassizii Chaval - CE 238.632 236.404 211.743 143.633
85761 Cathorops agassizii Canérias - Pl 234.643 230.921 201.804 144.331
82458 Cathorops spixii Rio de Janeiro - RJ 210.396 210.179 121.916 117.405
98814 Cathorops agassizii Soure - PA 209.238 205.618 175.829 135.184
96482 Cathorops spixii Braganca - PA 168.299 168.162 137.573 133.550
82010 Cathorops agassizii Braganca - PA 162.905 161.020 145.237 113.106
S4 Cathorops sp. Aracaju - SE 158.451 158.334 130.244 126.511
80105 Cathorops sp. Aracaju - SE 146.397 146.294 120.747 117.386
86520 Cathorops sp. Peruibe - SP 118.975 118.892 98.516 95.566
96917 Cathorops sp. Valenca - BA 116.906 116.804 96.243 93.497
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S3. Sumario do sequenciamento ddRAD e processamento das sequéncias dos individuos do género Genidens da costa do Brasil.

Amostras Espécie Localidade Raw Date | Quality Filtering 20 | Non-Digested 134 pb
57 Genidens barbus Tramandai Imbé - RS 569.360 565.857 519.334 308.425
59 Genidens barbus Tramandai Imbé - RS 569.360 565.847 519.334 308.425
61 Genidens barbus Tramandai Imbé - RS 569.360 565.847 519.334 308.425
02 Genidens barbus Laguna - SC 545.751 542.026 498.824 332.787
4060 Genidens genidens Ubatuba - SP 538.186 534.527 490.645 309.973
91944 Genidens machadoi Mongagua - SP 526.437 520.059 468.214 323.020

06 Genidens genidens Laguna - SC 499.727 495,792 453.385 306.598
48674 Genidens barbus Rio de Janeiro - RJ 483.123 479.937 432.784 282.453
18770 Genidens genidens Ubatuba - SP 472.451 468.952 430.542 279.424
82527 Genidens genidens Rio de Janeiro 429.398 425.618 389.452 276.218
96546 Genidens barbus Santos - SP 421.979 417.845 379.121 293.321
91343 Genidens genidens Espirito Santo 419.652 416.003 378.377 258.637

58 Genidens genidens Rio Grande do Sul 401.745 398.462 364.595 281.025

01 Genidens machadoi Santos - SP 402.465 399.276 360.304 242.484
96547 Genidens barbus Santos - SP 397.154 394.022 354.408 250.653
18768 Genidens genidens Ubatuba - SP 382.125 378.861 346.566 238.654
73313 Genidens barbus Balneario Camburio - SC 368.755 364.811 326.867 244.908
18769 Genidens genidens Ubatuba - SP 361.863 359.074 321.465 227.272
98962 Genidens genidens Espirito Santo 334.269 331.682 303.013 219.936
98963 Genidens genidens Espirito Santo 334.269 331.682 303.013 219.936
85044 Genidens machadoi Itanhaém - SP 344.959 341.026 301.288 211.283

05 Genidens genidens Laguna - SC 322.590 319.455 290.921 217.304

18 Genidens genidens Laguna - SC 322.590 319.455 290.921 217.304
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Amostras Espécie Localidade Raw Date | Quality Filtering 20 | Non-Digested 134 pb
82524 Genidens genidens Rio de Janeiro 305.161 302.117 274.608 201.221
93786 Genidens genidens Peruibe -SP 300.099 297.101 268.248 200.823
98958 Genidens genidens Espirito Santo 290.888 287.735 262.357 194.148
86539 Genidens genidens Santos - SP 282.274 279.890 255.403 168.741
87309 Genidens barbus Santa Catarina - SC 284.832 281.493 252.672 184.496
98961 Genidens genidens Espirito Santo 275.442 273.101 249.757 195.453

05 Genidens machadoi Santos - SP 285.458 281.349 248.969 177.602
90863 Genidens machadoi Itanhaém - SP 271.408 267.690 239.640 176.081
82528 Genidens genidens Rio de Janeiro 265.636 262.402 237.114 185.355
51374 Genidens barbus Cananéia - SP 271.260 267.009 235.155 175.066
82579 Genidens barbus Rio de Janeiro - RJ 269.149 265.438 234.289 173.588
96545 Genidens barbus Santos - SP 258.929 255.662 229.274 173.529
82526 Genidens genidens Rio de Janeiro 253.452 251.265 228.442 160.773
86193 Genidens barbus Bombinha - SC 256.315 253.827 225.510 170.308
82525 Genidens genidens Rio de Janeiro 230.245 228.064 207.311 151.930

03 Genidens genidens Laguna - SC 226.607 224.436 205.052 161.964

10 Genidens genidens Laguna - SC 226.607 224.436 205.052 161.964
82577 Genidens barbus Rio de Janeiro - RJ 231.352 228.513 204.592 150.999

02 Genidens machadoi Santos - SP 230.362 227.237 202.129 143.259

01 Genidens barbus Laguna - SC 197.071 194.732 174.086 133.839
86142 Genidens genidens Balneario Camburio - SC 192.604 189.982 171.318 139.484

08 Genidens genidens Laguna - SC 189.102 186.824 168.218 142.148

21 Genidens genidens Laguna - SC 189.102 186.824 168.218 142.148

04 Genidens genidens Laguna - SC 166.861 164.193 146.749 139.554

09 Genidens genidens Laguna - SC 166.861 164.193 146.749 139.554
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Amostras Espécie Localidade Raw Date | Quality Filtering 20 | Non-Digested 134 pb
86540 Genidens genidens Santos - SP 161.961 159.468 140.880 110.475
82578 Genidens barbus Rio de Janeiro - RJ 159.982 157.289 135.241 109.415
98964 Genidens genidens Espirito Santo 133.901 132.119 117.354 111.300

89



B)

S4. Gréficos da analise Bayesiana do STRUCTURE evidenciando os testes realizados para os valores de K 1 a 5 estimados para o género Cathorops
e Genidens e suas respectivas espécies e 0 melhor valor de K. Legenda: A) Cathorops; B) Cathorops agassizii; C) Cathorops sp.; D) Genidens; E)

Genidens barbus; F) G. genidens.
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