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Resumo

Otocinclus cocama Reis, 2004, uma espécie de peixe da subfamilia Hypoptopomatinae
descrita originalmente de Jenaro Herrera na bacia do rio Ucayali, Peru, se diferenca das
demais espécies de Otocinclus por dois caracteres autopomdarficos: o padrdo de coloracao,
que consiste em marcas grossas alongadas verticalmente desde a linha média dorsal até a
porcdo ventral dos flancos, e por uma linha lateral completa. A espécie é conhecida s6 da
localidade tipo e estima-se ser de distribuigéo restrito, sendo considera Em Perigo pela
IUCN. No entanto no comercio ornamental de peixes é conhecido um segundo morfétipo
de O. cocama coletada da bacia do rio Tigre com um maior nimero de manchas alongadas
verticalmente ao longo do corpo. Ambos morfétipos séo conhecidos e muito populares
no comeércio internacional de peixes de aquéarios, pelo menos desde o ano 2000, e sdo
exportados sob o nome de Otocinclus “zebra". O objetivo neste trabalho foi avaliar as
relacfes filogenéticas e variagGes significativas entre espécimes das diferentes areas
geograficas, testando a ocorréncia de divergéncia e especiacdo bioldgica entre as
diferentes populacdes de O. cocama, mediante 0 uso da morfometria geométrica e
sequéncias parciais de DNA de quatro genes mitocondriais. Foram analisados 61
exemplares depositados nas colecfes de peixes do Museo de Historia natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, lima, Peru (MHNSM) e do Museu de
Ciéncias e Tecnologia da PUCRS, Porto Alegre (MCP). As andlises de morfometria
geométrica com base em 11 landmarks homdlogos visando encontrar as possiveis
variagBes em quanto a forma e tamanho centroide ndo permitiram identificar diferenca
entre as populacdes das duas bacias. As analises filogenéticas baseadas na reconstrugédo
de arvores de maxima verossimilianca, distancia genética, delimitacdo de espécies pelo
modelo GMYC (Generalized Mixed Yule-Coalescence) e analises de redes de hapl6tipos
corroboraram que O. cocama é formado por um Unico grupo genético com dois
morfétipos que sdo bem diferenciados pelo padrdo bandas alongadas ao longo do corpo
para cada bacia hidrogréafica. Estes resultados contribuem para futuras investigacfes que
tenham por objetivo avaliar variagdo morfoldgica que poderia ocorrer entre as diferentes

populagdes das espécies de Otocinclus.

Palavras-chave: biodiversidade; marcadores moleculares; delimitagéo de espécie.



Abstract

Otocinclus Cocama, Reis, 2004, is placed in the subfamily Hypoptopomatinae originally
described from Jenaro Herrera in the Ucayali River, Peru, is distinguish from all its
congeners by two autapomorphies: a unique color pattern, consisting of vertically
elongated blotches spanning from a dorsal midline to the ventral portion of flanks, and by
a complete lateral line. The species is known only from the type locality and is estimated
to have a restricted distribution, being assessed as Endangered by the IUCN. However, in
the ornamental fish trade, a second morphotype of O. cocama collected in the Tigre River
basin is known, with a greater number of vertically elongated blotches spanning along the
body. Both morphotypes are known and very popular in the international aquarium fish
trade, at least since 2000, and are exported under the name Otocinclus "zebra". The aim
of this work was to assess the phylogenetic relationships and significant variations
between specimens from different geographic areas, testing the occurrence of divergence
and biological speciation between different populations of O. cocama, through the use of
geometric morphometry and partial DNA sequences of four mitochondrial genes. 61
specimens deposited in the fish collections of the Natural History Museum of the
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru (MHNSM) and the Museum of
Science and Technology PUCRS, Porto Alegre (MCP) were analyzed. The geometric
morphometric analysis based on 11 homologous landmarks in order to find possible
variations in terms of shape and size of the centroid did not allow to identify differences
between the populations of the two basins. Phylogenetic analyzes based on the
reconstruction of maximum likelihood trees, genetic distance, species delimitation by the
GMYC (Generalized Mixed Yule-Coalescence) model, and haplotype network analysis
confirmed that O. cocama is formed by a single genetic group with two morphotypes that
are well differentiated by the number of elongated blotches throughout the body for each
hydrographic basin. These results contribute to future research that aims to evaluate the
morphological variation that could occur between different populations of Otocinclus

species.

Keywords: biodiversity; molecular markers; species delimitation.
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1. Introducéo

Loricariidae constitui a maior familia de Siluriformes com mais de 1.000 espécies validas
alocadas em seis subfamilias: Delturinae, Hypoptopomatinae, Hypostominae,
Lithogeneinae, Loricariinae e Rhinelepinae. Hypoptopomatinae € a terceira subfamilia
com maior numero de espéecies dentro Loricariidae com 249 espécies validas alocadas em
31 géneros e trés tribos: Otothyrini, Neoplecostomini e Hypoptopomatini (Reis et al.,
20064a; Lujan et al., 2015; Eschmeyer et al., 2020). Sendo Hypoptopomatini conhecida
popularmente como a tribo dos cascudinhos por apresentar espécies de porte pequeno a
moderado (25 a 105 mm de comprimento padrdo), com uma cintura peitoral que esté total
ou parcialmente exposta na porcdo ventral do tronco e possui extensdes laminares do
cleitro e do coracoide que cobrem em grande parte ou totalmente as fossas dos muasculos
adutores da nadadeira peitoral (Schaefer, 1991, 1997; Aquino & Schaefer, 2010).
Baseado em caracteres morfolégicos Schaefer (1997, 1998) considerou
Hypoptopomatinae composta de duas tribos monofiléticas: Hypoptopomatini pela
auséncia de uma crista do levator arcus palatini na hiomandibula como consequéncia do
musculo levator reduzido; a presenca de poucas e relativamente grandes placas na
margem anterior do focinho; e uma dobra lateroventral da placa com canal da bochecha;
e Otothyrini pela presenca de um arco neural expandido no sétimo centro vertebral, a
terceira placa da linha lateral reduzida, com a area posterior do pterético composto
alargada, expondo as fenestras da bexiga natatéria. Baseados em dados moleculares
Chiachio et al. (2008) elevaram Otothyrini a subfamilia, sendo mais proximamente
relacionada com Neoplecostominae do que com Hypoptopomatini. Cramer et al. (2011),
usando marcadores nucleares e mitocondriais, analisaram as relacdes entre todos 0s
géneros de Hypoptopomatinae, Neoplecostominae e Otothyrinae, concluindo que todos
formavam um Unico clado composto pelas trés subfamilias (agora tratadas como tribos),
mas nenhum sendo suportado como monofilético. Finalmente, Lujan et al. (2015)
encontrou uma relacdo proxima entre os trés taxons sendo tratados novamente como

tribos de Hypoptopomatinae.

Dentro de Hypoptopomatini, um dos géneros mais estudados € Otocinclus (Schaefer,

1997; Britto, Moreira, 2002; Axenrot, Kullander, 2003; Reis, 2004; Lehmann et al.,

2010), com espécies de tamanho corporal moderadamente pequeno, de comprimento
7



padrdo menor que 60 mm, as quais estdo amplamente distribuidas na Ameérica do sul cis-
andina desde o norte da Venezuela até o norte da Argentina, habitualmente vivendo em
pequenos e médios corpos de agua (Reis, 2004). Otocinclus € reconhecido como
monofilético (Lehmann et al., 2010) baseado em cinco sinapomorfias exclusivas: borda
ventral do etmoidal lateral ausente; dentes faringianos reduzidos e dispostos em serie
Unica; spinelet da nadadeira dorsal em forma de V; diverticulo esofagico expandido em
bexiga natatOria acessoria; e 6rgao de contato presente na base da nadadeira caudal nos
machos; além de quatro sinapomorfias ndo exclusivas: superficie anteroventral do
mesetmoide com um par de processos uncinados; capsula da bexiga natatéria aumentada;
porcdo anterior do basipterygium aberta, com um par de fenestras; e lacunas entre os
poros do canal da série média de placas laterais (Delapieve et al., 2017). Assim,
Otocinclus representa 0 maior clado e o terceiro género mais rico entre 0s
hypoptopomatini, ap6s Hisonotus e Parotocinclus, dois géneros recuperados como
parafiléticos por estudos morfoldgicos e moleculares (Lehmann, et al., 2013; Cramer et
al., 2011; Lehmann, 2006; Gauger & Buckup, 2005; Chiachio et al., 2008).

Durante as ultimas décadas, Otocinclus recebeu forte interesse cientifico por parte
de muitos pesquisadores (Schaefer, 1997; Britto & Moreira, 2002; Axenrot & Kullander,
2003; Lehmann et al., 2010). A primeira analise filogenética de Otocinclus foi elaborada
por Schaefer (1997) incluindo 23 caracteres morfoldgicos e as 13 espécies reconhecidas
até aguele momento. Britto & Moreira (2002) descreveram O. tapirape de um tributario
do rio Pintado, no estado de Goias, Brasil, e realizaram uma nova filogenia das espécies
baseados em 27 caracteres morfoldgicos, obtendo relagdes ndo bem resolvidas, e
agrupando as espécies nos clados vestitus e orbis. Axenrot & Kullander (2003)
descreveram Otocinclus mimulus de um pequeno riacho no rio Parana no departamento
Caaguazu no Paraguai, e incluiram O. mimulus no clado formado por O. flexilis e O.
affinis. A hipoteses filogenética mais completa para Otocinclus foi fornecida por
Lehmann et al. (2010), que descreveu O. mangaba e demonstrou que Otocinclus estaria
formado por um clado bem suportado composto por espécies do escudo brasileiro (O.
xakriaba, O. mimulus, O. arnoldi, O. affinis e O. flexilis) e outro clado que inclui todas
as demais espécies de Otocinclus distribuidas nas bacias do Amazonas, Paraguai e
Orinoco. No entanto, apesar da adicdo de seis novos caracteres morfoldgicos aos 28

caracteres avaliados em outros estudos, as relacdes filogenéticas entre as espécies de



Otocinclus ndo ganharam muito mais resolugdo do que nos trabalhos prévios (Schaefer,
1997; Britto & Moreira, 2002; Axenrot & Kullander, 2003) encontrando-se politomias e
baixos valores de suporte dos ramos internos (Fig. 1A). A hipoteses de Otocinclus estar
formado por um clado com espécies do escudo brasileiro e outro clado com espécies de
ampla distribuicdo na bacia Amazonica ndo obteve suporte na filogenia de
Hypoptopomatini apresentada por Delapieve et al. (2017). Nesta avaliagcdo das relac6es
filogenéticas da subtribo Hypoptopomatini, Otocinclus xakriaba foi reconhecida como a
a linhagem irma de um grupo com as demais espécies estando divididas em dois clados
(Figura 1B), que ndo estariam obedecendo a um padrdo biogeografico como o sugerido
por Lehmann et al. (2010).

Microlepidogaster perforatus
Hisonotus notatus
Hypoptopoma group
O. xakriaba

Otocinclus xakriaba

O. vittatus

O. hoppei

O. macrospilus
O. huaorani

0. cocama
O. batmani
0. bororo

O. mariae
O. mura
O. sp. "madeira"

O. mimulus Otocinclus marige
0. arnoldi
0. affinis Otocinclus hasemani

; 0. flexilis Otocinclus vittatus

O. tapirape

O s Otocincius caxarari

O. caxarari Ofocinclus mangaba
O. vestitus Ofocinclus mura

Otacinclus hoppei

Otocinclus batmani

Otocinclus cocama

Qtocincius bororo
Otocinclus vestitus
Otocinclus arnoldi
5 Otocinclus flexilis

Figura 1: RelacGes filogenéticas do género Otocinclus segundo (A) Lehmann et al.
(2010), e (B) Delapieve et al. (2017).

Dessa forma, torna-se importante reavaliar a histéria e as relagdes biogeograficas do
género, por apresentar espécies distribuidas nas principais bacias de drenagem nas terras
baixas da América do Sul desde a Colémbia até o norte da Argentina, nas bacias do
Amazonas, Paraguai e Orinoco (Axenrot & Kullander, 2003; Lehmann et al., 2010). O
fato das espécies de Otocinclus serem peixes relativamente pequenos e com area de vida
limitada, restritos a corregos e rios menores de agua clara e bem oxigenada, condiciona a
maioria das espécies a ter uma capacidade limitada para a dispersé@o a longa distancia.

Esse ultimo fator sugere uma forte probabilidade de que padrdes de endemismo de



especies regionais de pequena escala sigam sendo representativos neste género. Por outro
lado, a taxonomia de algumas espécies de Otocinclus, como as do clado vestitus, que
apresenta uma amplia distribuicdo geografica, permanece confusa, podendo ser
diferenciadas apenas sob escrutinio rigoroso, as vezes com o limitante de nao estar bem
representados em cole¢des de museus (Schaefer, 1997). A delimitacdo de espécies € uma
tarefa complexa, a combinacdo de dados fenotipicos com marcadores moleculares em
um enfoque integrativo, tem sido usados como uma ferramenta eficiente em estudos de
populacdes de peixes, e seu uso tem contribuido a identificacdo de espécies cripticas
(Prizon et al., 2017; Fagundes et al., 2020). A taxonomia integrativa permite fornecer
melhores inferéncias sobre os limites das espécies (Padial et al., 2010). Entretanto, esta
delimitacdo entre as linhagens envolve o fato de que cada pesquisador aplica o conceito
que entende como o mais adequado (De Queiroz, 2007). Durante os dois ultimos séculos
muitos conceitos de espécie foram propostos baseados em diferentes propriedades
biologicas, como: morfologia, isolamento reprodutivo, filogenia, ecologia, etc., no
entanto, todos convergem em que as espécies sao linhagens de metapopulagdes evoluindo

separadamente (De Queiroz, 2007).

Otocinclus cocama Reis, 2004, foi descrita da localidade de Jenaro Herrera, Peru,
na bacia do rio Ucayali, e se distingue das demais espécies de Otocinclus por dois
caracteres autopomorficos, o padrdo de coloracdo muito diferente, que consiste em
marcas alongadas verticalmente, e por uma linha lateral completa. Durante o curso de
uma coleta de peixes ornamentais do Projeto PIAP-2-P-098-14 do Instituto de Pesquisas
da Amazonia Peruana—IIAP na bacia do rio Tigre, alguns lotes (cerca de 20 individuos)
foram provisoriamente identificados como Otocinclus cf. cocama. O morfétipo
proveniente da bacia do rio Tigre apresenta algumas diferencas em relacdo a descricao
original da espécie. Foram notadas diferencas no padrdo de coloracdo, observando-se um
maior numero de bandas alongadas verticalmente desde a linha média dorsal até a porcao
ventral dos flancos, em relacdo as quatro bandas que geralmente sdo reconhecidas nos
individuos da bacia do rio Ucayali. Ao mesmo tempo as bandas do morfétipo do rio Tigre
sdo mais finas do que as bandas grossas do morfétipo de Jenaro Herrera. Os exemplares
da bacia do Tigre sdo transportados por coletores artesanais de peixes ornamentais desde
a lagoa Huangana até a cidade de Iquitos, na provincia de Loreto, para exportacdo. Ambos
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0s morfétipos sdo conhecidos e muito populares no comércio de aquarios, pelo menos

desde 2000, e sdo exportados sob o0 nome de Otocinclus "zebra".

Um estudo integrativo de delimitacdo de espécies usando dados moleculares e
morfometria geométrica foi aplicado visando avaliar o reconhecimento de espécies de
populaces isoladas. A hipdtese a ser testada neste trabalho € a coespecificidade das duas
populacbes de Otocinclus cocama, e estudar a sua real distribuicdo geogréafica e as
relacBes filogenéticas das populacdes de O. cocama na Amazoénia Peruana. A hipétese
nula é que os individuos da bacia do rio Ucayali e os individuos bacia do rio Tigre
constituem a mesma espécie, enquanto a hipétese alternativa é que o morfétipo da
drenagem do rio Tigre represente uma espécie ndo descrita. E esperado que através de
diferentes analises morfoldgicas e moleculares sejam constatadas variacoes significativas
entre espécimes das diferentes areas geogréaficas, desta forma gerando evidencia que

suporte a ocorréncia de divergéncia e especiacao bioldgica entre eles.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta do material bioldgico

Durante julho de 2019 e janeiro de 2020, foram coletados 62 individuos dos dois
morfétipos de Otocinclus cocama reportados na Amazonia Peruana. 31 exemplares do
morfoétipo “Tigre”, provenientes da bacia baixa do rio Tigre (aprox. 03°03'S, 75°18'W) e
30 exemplares do morfdtipo “Jenaro Herrera” provenientes da quebrada Yanayacu
(aprox. 05°4°S, 73°43’W) em Jenaro Herrera, Provincia Requena, Departamento Loreto
(Figura 2). As coletas foram realizadas com redes de arrastro de 210 cm e com puca.
Todos os peixes coletados foram anestesiados e sacrificados por imersdo em agua gelada
(Ashley, 2007). Amostras de tecido muscular foram extraidas de cada individuo e
posteriormente conservadas em etanol 96%. Os espécimenes foram fixados em formol
10% e conservadas em etanol 70% para ser depositados na colecdo ictiolégica do Museo
de Historia natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, lima, Peru
(MUSM) e no Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS (MCP), Porto Alegre, Brasil.
Todos os individuos depositados foram emprestados para a realizacdo dos trabalhos de

morfoldgicos e moleculares no MCP.
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Figura 2: Distribuicdo e zonas de coleta dos espécimenes de Otocinclus cocama para
este estudo. a) Morfétipo coletado por pescadores artesanais na bacia do rio Tigre, 50,1

mm SL; b) Morf6tipo Jenaro Herrera, localidade-tipo = rio Ucayali, 43,5 mm SL.

2.2. Morfometria geométrica

Com a finalidade de capturar a informacédo relacionada a forma dos organismos foi
utilizada um conjunto de pontos cartesianos, denominados de landmarks ou marcos
anatdbmicos que sdo baseados em pontos homologos dos organismos, utilizados neste
estudo em duas dimensdes. A morfometria geométrica permite identificar as variacdes da
forma geométrica sendo este o componente mais informativo para definir entidades
bioldgicas, permitindo assim analisar o local da mudanca de forma, como e em que
magnitude ela ocorre (Monteiro-filho et al., 2002). Os marcos anatdmicos podem ter trés
tipos de classificacdo, de acordo com seu grau de confiabilidade quanto a homologia dos
pontos: Pontos do tipo 1 possuem homologia altamente confiavel, sendo formados pela
intersec¢cdo de membros (p. ex. a interseccdo do primeiro raio da nadadeira dorsal de um

peixe, com o seu dorso); Pontos do tipo 2 possuem homologia medianamente confiavel,
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sendo definidos por formacdes geomeétricas locais, como a extremidade de um processo
(p. ex. a ponta do focinho ou a extremidade anterior do olho); Pontos do tipo 3 possuem
homologia de baixa confiabilidade, sdo dependentes de outros pontos ou medidas
adjacentes (p. ex. 0 ponto na regido mais alta do dorso do peixe) (Rohlf & Marcus, 1993;
Fornel, 2010; Fornel & Estrela, 2012; Aguirre & Jiménez-Prado, 2018).

Foram analisadas um total de 61 individuos de Otocinclus cocama, do morfétipo Jenaro
Herrera (n=31; Figura 3) e do morfétipo Tigre (n=30; Figura 4). As imagens da vista
lateral dos espécimenes foram obtidas com a camera digital (Canon EOS REBEL T5,
Canon 18-55mm lens set at 55 mm). Foram selecionados um total de 11 marcos
anatdomicos (MA) seguindo o trabalho de Schaefer (1997). Os MA foram utilizados para
capturar a forma do corpo de cada morfétipo, sendo representados em duas dimensdes
(Figura 5, Tabela 1). As linhas entre os MA foram utilizadas para elaboracédo do grafico
do tipo “wireframe”, permitindo uma melhor visualizacdo das diferencas morfoldgicas
entre as populaces das areas analisadas. Todas as analises posteriores se realizaram
utilizando unicamente o componente assimétrico (Klingenberg et al., 2002) no MorphoJ
versdo 1.06 (Klingenberg, 2011). O software tpsUtil versdo 1.76 (Rohlf, 2008) foi
utilizado para converséo e ordenacdo das imagens digitalizadas em um mesmo arquivo
no formato TPS. Os pontos homologos foram digitalizados usando o software TPSdig2
v.2.17 (Rohlf, 2013). Para as analises de morfometria geométrica foram utilizados os
pacotes GEOMORPH (Adams et al., 2018); MORPHO (Schlager, 2017) e APE (Paradis
& Schliep, 2018) no software R versédo 3.6.1 (www.R-project.org/) e o software MorphoJ.
O tamanho geométrico de cada espécime foi estimado pelo tamanho do centroide, que é
definido como a raiz quadrada da soma das distancias ao quadrado entre cada marco
anatdmico e o centroide ou centro de gravidade da forma (Bookstein, 1991). Os espécimes
analisados foram submetidos a um alinhamento generalizado de Procrustes (GPA) para
remover os efeitos do tamanho, posi¢do e orientacdo dos espécimenes nos pontos de
referéncia selecionados, resultando em varidveis de forma que sdo independentes do

tamanho em auséncia de alometria (Rohlf & Slice, 1990).
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Figura 3: Otocinclus cocama, morfétipo Jenaro Herrera, MUSM 69232, 29.3 mm SL,
Macho. Quebrada Yanayau, Jenaro Herrera, Loreto, Peru.
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Figura 4: Otocinclus cocama, morfotipo Tigre, MUSM 69233; 41.3 mm SL, Fémea.
quebrada Huangana, rio Tigre, Loreto, Peru.

Foram avaliados o tamanho centroide e a medida do tamanho geométrico para cada
espécimen (Bookstein, 1991). A MANOVA foi utilizada para verificar se as variacdes de
forma entre os grupos possuem diferencas significativas, bem como a confiabilidade no
resultado de P significativo por meio do valor do teste F. O Analise de Componentes
Principais (PCA) foi aplicada na matriz das coordenadas de forma dos dois morfotipos
avaliados, a fim de identificar os padrdes e conjunto de caracteristicas morfolédgicas que
poderiam ser responsaveis pela separacdo dos morfotipos. A Andlise de Variaveis
Canonica (CVA) foi utilizada para descrever as diferencas de forma entre os morfétipos
e a direcdo na qual a média de cada uma delas difere, sendo feito um célculo de validacéo

cruzada para avaliar a robustez da atribuicdo morfométrica dos individuos. Todas as
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analises foram realizadas nos programas MorphoJ e Rstudio sob os pacotes geomorf e

morpho anteriormente mencionados.

Para comparar as variacfes de forma entre as populac@es sem interferéncia do tamanho
foi realizada uma regressdo multivariada seguida de testes de significancia de permutacao
(com 1000 repeticdes) colocando as coordenadas de Procrustes de cada organismo como
variavel dependente e o tamanho do centroide como independente, os residuos da
regressdo foram utilizados para as analises posteriores. Nas comparagdes realizadas na
CVA foram computados os valores de probabilidade a partir do teste de permutacées (n
= 10.000) para a distancia de Procrustes e distancia de Mahalanobis. A distancia de
Procrustes e a de Mahalanobis séo referentes & similaridade das formas analisadas, a
primeira € a distancia absoluta da média da forma do individuo para a média geral da
amostra e a segunda é a distancia relativa, colocando énfase na distancia da média da

forma do individuo para a tendéncia de variacdo geral da amostra.

Figura 5: Configuracdo dos marcos anatdmicos representado por numeros, e as

respectivas linhas para representacdo grafica.
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Tabela 1: Lista dos marcos anatdmicos utilizados para as analises de morfometria
geomeétrica e sua respectiva descricdo. A coluna Tipo indica o tipo de ponto de acordo

com sua homologia.

Marco : x
. tipo Descricéo
anatémico

1 Il ponta do focinho na linha media

2 | ponta posterior do supraoccipital

3 | borda anterior do primeiro espinho da nadadeira dorsal

4 I origem do ultimo raio da nadadeira dorsal

5 I contado do segundo raio procorrente dorsal da nadadeira
caudal com as demais placas do corpo

6 I contado do segundo raio procorrente ventral da nadadeira
caudal com as demais placas do corpo

7 | origem da nadadeira anal

8 | origem da nadadeira pélvica

9 Il ponta posterior do processo lateral do cleitro

10 Il vértice anterodorsal do opérculo

11 | unido da placa com canal com a placa anterior, na margem do

focinho

2.3. Dados moleculares

2.3.1. Extracéo, amplificacédo e sequenciamento do DNA

A extracdo do DNA foi realizada com o uso de kit de extracdo de DNA total DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen), a partir de tecido muscular preservado em alcool 70%,
seguindo o protocolo do fabricante. Com base na sua utilizacdo em estudos filogenéticos
anteriores e para maximizar a resolucdo da filogenia, foram amplificadas sequencias
parciais dos genes mitocondriais Cytochrome c oxidase subunit I (col), Cytochrome b
(cytb), 16s rRNA, e NADH subunidade2 (nd2). Os primers previamente publicados
(Tabela 2) foram usados para amplificacdo mediante a reacdo em cadeia da polimerase
PCR (Polymerase Chain Reaction). As amplificagBes foram realizadas em um volume de

12,5 pl de Master Mix, com um volume de concentragdo de 1,25 pl para cada primer
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(Foward e Reverse) e 6,0 ul de agua Mili-Q, totalizando 23 pl. Foram utilizados 2 ul do

DNA de cada amostra para a amplificacdo, completando 25 pul de reagao final.

Tabela 2: Regido, nome do primer utilizado e sua respectiva sequéncia foward e reverse.

Regido | Fragmento | Sequéncia do primer Referéncia
LCOI1490 F-5TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’ Folmer et
col HCO2198 | R-5’GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ al., 1994
cytb cytbFa F-5’-TCCCACCCGGACTCTAACCGA-3’ Lujan et al.,
cytbRa R-5"-CCGGATTACAAGACCGGCGCT-3’ 2015
16Sa F-5’-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’ Palumbi et
105 16Sh R-5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’ al., 1991
nd2_Dist f | F-5’-AGCTTTTGGGCCCATACCCCA-3’ Arroyave et
Nbz nd2_Dist_r | R-5’>-AGGRACTAGGAGATTTTCACTCCTGCT-3’ | al., 2013

As reacdo de PCR para os genes mitocondriais foram rodadas nas seguintes condicdes:
Para o0 gene col: desnaturacdo inicial de 94°C por 2 min, seguida por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 54°C por 30 s, extensdo de 72°C por 50 s, e
extensdo final de 72°C por 10 min. Para o gene cytb: desnaturacdo inicial a 94°C por 2
min, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 58°C, 56°C e
54°C por 20 s para cada, extensdo a 72°C por 50 s, e extensdo final a 72°C por 10 min.
Para o gene 16S: desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min, seguida por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 50°C e 48°C por 30 s para cada, extensdo a
72°C por 90 s, e extensdo final a 72°C por 10 min. Para o0 gene ND2: desnaturacao inicial
a 94°C por 2 min, seguida por 35 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 60 s, anelamento a
58°C por 60 s, extensdo a 72°C por 120 s, e extensao final a 72°C por 10 min. Os produtos
amplificados de DNA foram visualizados em gel de agarose 1% e comparados com
tamanhos conhecidos de DNA ladder 100 pb (Invitrogen) para verificar e registrar a
qualidade de amplificagdo do DNA antes do envio para 0 sequenciamento na empresa

Funcional Biosciences Inc, nos Estados Unidos.
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2.3.2. Alinhamento das sequéncias, particdo e selecdo de modelos de

substituicdo de nucleotideos

As sequéncias amplificadas foram inicialmente editadas manualmente para cada regido
mitocondrial no programa BioEdit (Hall, 1999) e alinhadas com o algoritmo Clustal W
(Thompson et al., 1994) disponivel no programa Mega X (Kumar; Stecher; Tamura,
2018). Os dados foram organizados em duas matrizes, uma s6 para o gene col e outra
para os dados concatenados (0s quatro genes), que foram utilizadas para analises
filogenéticas e delimitacdo das espécies. O programa PartitionFinder (Lanfear et al.,
2012) foi utilizado para determinar objetivamente os modelos 6timos de evolucéo e
esquema de particionamento simultaneamente para ambas matrizes. Os modelos de
melhor ajuste foram selecionados usando critérios de informacdo Bayesianos sob um
esquema de pesquisa “ganancioso” usando um subconjunto de modelos especificos para
cada programa usado os programas RAXML, Garli, e BEAST. A matriz de dados
concatenados foi definida em blocos dividindo as sequencias de cada gene em
subconjuntos refletindo a posi¢cdo do cddon. Informacdes adicionais sobre cada esquema

de particionamento especifico sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Esquema de particdo e modelo de substituicdo selecionado pelo Partitionfinder
usando Bayesian information criterion. a=primeira posi¢do, b= segunda posi¢éo, c=

terceira posicao.

Particdes Modelo de substituicdo selecionado
16s HKY

COl, + CYTBa TRNEF+I

COlp F81+l

COlc K81UF

CYTBb HKY +|

CYTB: + ND2. TRN+G

ND2, TIM+I

ND2y TRN+I
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2.3.3. Parametros populacionais e de diversidade génica

Apos a edicdo das sequéncias foram obtidos haplétipos Unicos no programa DNAsp 5.0
(Librado & Rozas, 2009) para as analises de delimitacdo posteriores. As diferencas
genéticas entre as populacbes geograficamente distintas foram estimadas baseadas nos
quatro genes mitocondriais sequenciados neste estudo (col, cytb, 16S, nd2). A
variabilidade foi estimada utilizando os parametros de diversidade genética: nimero de
sitios polimorficos (s), 0 numero de haplétipos (n), a diversidade haplotipica (hd), a
diversidade nucleotidica (m), ¢ os desvios padrdo, através do programa Arlequin v3.5
(Excoffier & Lischer, 2010). O programa Network v5.3 foi utilizado para construgao da
rede de hapl6tipos, utilizando o algoritmo median-joining que identifica os hapl6tipos
mais proximamente relacionados, com o critério de parcimdnia e favorecendo conexdes
mais curtas (Bandelt et al., 1999). Segundo Bandelt et al. (1999) o método utiliza “median
vectors (mv)”, que representam sequéncias consenso, podendo ser interpretadas como
sequéncias que nao foram amostradas no estudo ou ainda, possiveis sequéncias ancestrais
extintas. Para a estimativa da distancia genética entre as linhagens foi usado o programa
Mega X, para calcular as médias das distancias genéticas intra e interespecifica, usando
0 modelo de substituicdo Kimura 2-Parametros (K2P) (Kimura, 1980), e a op¢ao pairwise
deletion para o Tratamento de dados faltantes.

2.3.4. Analises e reconstrucao filogenética

As andlises filogenéticas foram realizadas utilizando os métodos de méxima
verosimilhanca (MV) e inferéncia bayesiana (IB). As analises de MV e o teste de
bootstrap foram realizadas no programa RaxML (Stamatakis, 2014) empregando a matriz
de dados concatenados e utilizando o modelo de evolucdo GTRCAT e 1000 réplicas de

bootstrap. Uma segunda andlise filogenética usando MV foi empregada usando o

programa Garli (Bazinet et at., 2014) (http://garli.nescent.org) e dividindo as sequencias de

cada gene em subconjuntos refletindo a posi¢éo do codon.

Para a realizacdo do analises de inferéncia Bayesiana (I1B) foi utilizada a matriz dos dados
dos haplotipos do gene COl com o uso dos programas BEAUTI v2 e BEAST v2
(Bouckaert et al., 2014). Foram realizadas duas corridas independentes com quatro
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cadeias de 100 milhdes de geracbGes cada. O modelo de substituicdo nucleotidica foi
selecionado com uso do programa Partitionfinder (Lanfear et al., 2012) utilizando o
Bayesian Information Criterion (BIC). O modelo de substituicdo nucleotidica com a
melhor probabilidade foi HKY+G. A arvore ultramétrica foi reconstruida utilizando o
relogio relaxado do tipo log normal e como prior da arvore foi testado o modelo de Yule.
As cadeias de Markov (MCMC) foram amostradas a intervalos de 1000 geragdes. Um
tamanho de amostra efetivo (ESS) para todas as métricas foi verificado no software Tracer
v1.7 (Rambaut et al., 2018) e a combinacdo das corridas foi realizada a partir dos arquivos
log e trees utilizando LogCombiner v.2.5.0, com burn-in de 25%. Finalmente o
TreeAnnotator (Rambaut & Drummond, 2015) foi utilizado para construir uma arvore de
consenso, com 10% das primeiras arvores geradas descartadas. Esta configuragdo foi
usada para obter a arvore ultramétrica empregada para a analise mista de coalescéncia
generalizada de Yule (Generalized Mixed Yule Coalescent). Para todas as analises,

Otocinclus mura e O. hoppei foram usadas como grupo externo.

2.3.5. Delimitacao de espécies

Para testar se os morfoétipos de Otocinclus cocama formam uma Unica unidade molecular,
foram utilizadas duas abordagens: Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) e o
bayesian Poisson Tree Processes (bPTP). o modelo bPTP busca delimitar as espécies
usando diretamente o nimero de substituicdes sem precisar de uma arvore ultramétrica
(Zang et al., 2013). A analise de PTP foi rodada no servidor (https://species.h-its.org/ptp/)
usando a filogenia gerada na analise filogenética com o software RaxML com a matriz
das sequencias do gene COl. O método GMYC (Pons et al., 2006; Fujisawa &
Barraclough, 2013) também analisa dados de um Unico locus, mas requer uma estimativa
ultramétrica da arvore genética. O GMYC utiliza os comprimentos de ramos de uma
arvore ultramétrica, isto €, que considera que os taxons estdo igualmente distantes da raiz
para estabelecer as relagdes intra (eventos de coalescéncia) e interespecificas (eventos de
extingdo e especiagéo). Utiliza o enfoque de probabilidade “likelihood” para identificar o
limite entre um processo de especiagdo de Yule e a coalescéncia intraespecifica. 1sso é
feito com referéncia aos tempos dos nos relativos em uma arvore ultramétrica (a arvore
construida usando o Beasts2, na se¢éo da reconstrucao filogenética). Apesar de haver sido

desenvolvidas versdes de limiar multiplo de GMYC (Monaghan et al., 2009), neste
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trabalho s6 usamos a versdo do limiar unico de GMYC que supera a versdao limiar
multiplo segundo trabalhos prévios (Fujisawa & Barraclough, 2013; Talavera et al.,
2013). A analise pelo GMYC foi realizada utilizando o pacote SPLITs (SPecies LImits
by Threshold Statistics) (Ezard et al.,, 2009) na plataforma R (http://R-Forge.R-
project.org), utilizando um unico threshold e parametro de intervalo padréo (intervalo =
¢ (1,10)). Para definir o nimero de OTU (unidade taxondmica operacional ) seguimos o
enfoque integrativo usando o modelo GMYC, bPTP e morfometria geométrica como
lineas independentes de evidencia para inferir o nimero de espécies dentro de O. cocama

seguindo o conceito unificado de espécie proposto por De Queiroz, 2007.

3. Resultados

3.1. Analise dos Componentes Principais

Dos 61 individuos incluidos nas analises morfoldgicas, trés foram excluidos das analises
por aparecerem como outliers. A Analise de Componentes Principais (ACP) para a forma
lateral dos morfétipos das duas localidades de Otocinclus cocama ndo permitiu observar
uma separacdo nitida entre as populac6es. Na abcissa, o PC1 inclui 28.4% da variacdo, e
na ordenada o PC2 inclui 14.7% da variacdo que ocorrem na forma lateral dos individuos
avaliados (Tabela 4). Os graficos de agrupamento por populacgdo e sexo (Figuras 6 e 7)

ndo evidenciaram nenhum tipo de separacdo com relacdo as condi¢des avaliadas.
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Figura 6: Analise dos Componentes Principais entre exemplares da populacdo do Tigre
(vermelho) e Jenaro Herrera (azul). Para cada componente principal sdo mostradas as
grades de deformacéo correspondentes aos extremos negativo e positivo dos escores do
PClePC2.

Nenhum dos graficos gerados por PCA obteve algum padrdo de separacdo entre as
populacBes avaliadas. Os pontos que, em média, mais influenciaram na variacdo dos
eixos, foram para 0 PC1, a ponta posterior do processo lateral do cleitro e a borda anterior
do primeiro espinho da nadadeira dorsal, e para 0 PC2, a ponta posterior do segundo raio

procorrente ventral da cauda e a origem da nadadeira pélvica.
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Figura 7:

Principal component 2

0,010

0,020

-0,030
-0,030

0,040

0,030

0,020

0,0104

0,0004

-0,010 0,000 0,010 0,020 0,030

Principal component 1

T
-0,020

Andlise dos Componentes Principais entre exemplares entre machos (M,

azul) e fémeas (F, vermelho) das duas populacbes de Otocinclus cocama. Os contornos

de forma representam a variacdo da forma correspondente aos extremos negativo e

positivo dos escores do PC1 e PC2.

Tabela 4: Porcentagem de variacdo dos eixos da Anélise dos Componentes Principais.

Eigenvalues

% Variance Cumulative %

© ®© N o g >~ w Do

e e =
A

0,00021123
0,00010981
0,00010254
0,00006494
0,00005314
0,00004723
0,00002958
0,00002657
0,00002296
0,00001743
0,00001249
0,00001191

28,417
14,773
13,795
8,736
7,148
6,354
3,979
3,574
3,089
2,345
1,681
1,602

2

8,417

43,189
56,984

6
7
7
8
8
8
9
9
9

5,720
2,869
9,222
3,202
6,776
9,865
2,210
3,891
5,492
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13.
14.
15.
16.
17.
18.

0,00000981
0,00000682
0,00000605
0,0000049
0,00000315
0,00000278

1,319 96,812
0,917 97,729
0,814 98,543
0,659 99,202
0,424 99,626
0,374 100

3.2. Analise de variaveis canonicas

No grafico da andlise de variaveis canbnicas para a vista lateral da forma do corpo,

obteve-se 0 primeiro eixo canonico separando as duas populacfes avaliadas (Figura 8).

Os individuos da populacdo do Tigre representam escores mais altos no primeiro eixo

candnico em relacdo aos individuos da populacdo de Jenaro Herrera. Na funcéo

discriminante, 10 individuos foram classificados erroneamente (seis do morfotipo Jenaro

Herrera e quatro do morfotipo do Tigre), ou seja, 16% dos 58 individuos que formam a

amostra final (Tabela 5).

Canonical variate 2

Canonical variate 1

Figura 8: Analise de variaveis candnicas entre exemplares do morfotipo do Tigre (Tl,

vermelho) e entre exemplares do morfétipo de Jenaro Herrera (JE, azul).
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Tabela 5: Validagdo cruzada entre exemplares da populacdo de Jenaro Herrera e da
populagdo do Tigre e suas respectivas porcentagens. Grupos originais nas linhas,
agrupamentos pela Andlise Discriminante nas colunas. NUmeros em negrito

correspondem aos individuos identificados erroneamente.

Grupos preditos %
Jenaro Herrera Tigre Total JE TI
S Jenaro 27 4 31 |JE 87.1 129
Grupos identificados |
Tigre 6 21 27 | Tl 222 778
Total 33 25 58

Os resultados da MANOVA (Tabela 6) evidenciaram diferencas significativas na forma
do corpo dos morfétipos (p<0,001). O valor de F foi de 23,414 o que significa que o
tamanho estaria explicando o0 23.4 % da diferenciacdo entre os morfotipos com base no
tamanho centroide. A variagdo do tamanho centroide médio (Figura 9) entre exemplares
do morfoétipo Jenaro Herrera e exemplares do morfotipo Tigre permitiu observar que
exemplares da bacia do rio Tigre sdo menores do que os de Jenaro Herrera quanto ao

tamanho centroide (Figura 9, 10).

Tabela 6: MANOVA par a par comparando os exemplares entre areas. df = graus de
liberdade; SS = soma dos quadrados; MS = meédia dos quadrados; Rsq = valor de R
quadrado; F = valor do teste de F; Z = escore de Z; p = valor de significancia.

df SS MS Rsq F YA p
Populagdes | 1 0.15148 0.15148 0.29483 23.414 19.764 1le-04 ***
Residuais | 56 0.36231 0.15148 0.70517

Total 57 0.51379
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Figura 9: Distribuicdo do tamanho centréide para individuos da populacdo de Jenaro
Herrera e individuos da populacdo do Tigre. Linha horizontal, média; linhas verticais,

intervalo de confianca de 95%.

Figura 10: Comparagdo da forma média entre exemplares do morfétipo Jenaro Herrera
(linhas vermelhas) e exemplares do morfétipo Tigre (linhas pretas). Nameros

representam oS marcos anatémicos.
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3.3. Parametros populacionais e de diversidade génica

Foram obtidas 56 sequencias parciais a partir de trés regides mitocondriais codificantes
(col, cytb e nd2) e uma nédo codificante (16s), resultando em uma matriz combinada de
3320 pares de bases (bp) (col, 651 bp; nd2, 990 bp; 16s, 587 bp; e cytb, 1092 bp). A
diversidade nucleotidica (Pi) e de haplétipos (Hd) para os dados concatenados foi de
0.00288 e 0.83247, respetivamente e foram encontrados um total de 35 sitios variaveis

dos quais 21 foram informativos para parcimonia (Tabela 7).

Tabela 7: Ndmero amostral de espécimes de Otocinclus cocama utilizados na analise
(N), e parametros populacionais e de diversidade genéticas considerando cada gene
individualmente: 16s, col, cytb e nd2. Exemplares com muitos dados faltantes ndo foram

considerados na analise.

) Concatenad
Parametros Genéticos 16S COl CYTB ND2
0
N° de sequencias (N) 56 56 56 56 56
N° de haplétipos (H) 5 4 8 10 11
Diversidade haplotipica (Hd)  0.7174 0,6798 0,7721 0,7682 0,83247
N° de bases nucleotidicas 587 651 1092 990 3320
N° total de sitios (excluindo
o 585 651 1092 990 3318
gaps/ missing data)
N° de sitios variaveis 4 4 14 13 35
N° de sitios conservados 579 647 1078 977 3281
Sitios informativos
) ) 3 13 9 29
parcimonia (P)
) _ ) ) 0,0021 0,0021 0,0041 0,0023
Diversidade nucleotidica (Pi) . . . . 0,00288

A rede de haplotipos concatenada (Figura 11), considerando 0s quatro genes

mitocondriais, apresentou um total de 11 haplotipos e uma estrutura genética relacionada

a area geografica de cada morfdtipo, com haplétipos exclusivos e ndo compartilhados.

Apesar de cada area geografica ter seu proprio grupo de haplotipos, ambos morfotipos
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estiveram mais relacionados entre si do que com as espécies do grupo externo (Otocinclus
mura e O. hoppei). As espécies do grupo externo apresentaram um nimero consideravel
de mutagdes separando-as do grupo interno (62 passos mutacionais), e individuos de O.
hoppei apresentaram um grande numero de passos mutacionais entre 0s exemplares

avaliados, sugerindo a possibilidade de incluir mais de uma espécie.

S

oK

i H2
. Morfotipo-Jenaro =
o Morfotipo-Tigre H_3
@ \edian vector
H_a (5"
Outgroup H_s @)

O Otocinclus mura

. Otocinclus hoppei

Figura 11: Rede de hapldtipos concatenada (col, cytb, 16S, nd2) entre morfétipos de
Otocinclus cocama. As barras entre os haplotipos indicam o numero de mutacdes que 0s
separam; o tamanho do circulo é proporcional ao nimero de exemplares agrupados em
cada haplétipo; H = haplétipo; vetores médios = sequéncias ndo amostradas. Exemplares

com muitos dados faltantes ndo foram considerados na analise.

A observacdo da rede de haplotipos para cada gene (Figura 11), possibilitou analisar o
guanto cada gene mitocondrial contribuiu para a rede concatenada. De forma geral, foi
observado o compartilhamento de haplotipos entre exemplares dos dois morfotipos
(col,16s), apesar de também portarem haplétipos exclusivos (cyth, nd2). Observou-se
uma baixa diferenciagdo entre as populagdes, com poucas mutacGes separando-as. Para o
gene col (Figura 12A) obteve-se um total de 650 pb, encontrando-se quatro sitios

polimorficos representados por quatro haplétipos diferentes (Hapl e Hap4: representando

29



s0 individuos da populagédo do Tigre; Hap2: representado por exemplares das populagdes
de Jenaro Herrera e do Tigre; e hap3: representando s6 por exemplares da populacéo de
Jenaro Herrera). Para a regido 16s (Figura 12B) obteve-se um total de 587 pb com quatro
sitios polimorficos e cinco haplotipos (Hapl: representado por individuos do morfotipo
Tigre e dois individuos do morfotipo Jenaro Herrera; Hap2 e Hap5: representado somente
por individuos do Tigre; Hap3 e Hap4: representado somente por individuos de Jenaro
Herrera). Para a regido cytb (Figura 12C) obteve-se um total de 1092 pb com 14 sitios
polimorficos e oito haplétipos (Hapl, Hap2, Hap3 e Hap8 representados por exemplares
do morfotipo Tigre apenas; Hap4, Hap5, Hap6 e Hap7 representados por exemplares do
morfo6tipo Jenaro Herrera apenas). Finalmente, para a regido nd2 (Figura 12D) obteve-ve
990 pb com 13 sitios polimérficos e 10 haplotipos (Hapl, Hap2, Hap9 e hapl0 foram
representados por individuos apenas da populacdo do Tigre; Hap3, Hap4, Hap5, Hap6,

Hap7 e Hap8 representados por individuos apenas da populacéo de Jenaro Herrera).

. Morfotipo-Jenaro

@ orfotipo-Tigre

Figura 12: Rede de hapldtipos por gene mitocondrial. As barras entre os haplotipos
indicam o numero de mutacgdes que os separam; o tamanho do circulo é proporcional ao

namero de exemplares agrupados em cada haplotipo; H = haplétipo.
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A distancia genética entre os morfotipos Tigre e Jenaro Herrera para os dados
concatenados (Tabela 8), aponta que ambas as populacgdes de Otocinclus cocama tem uma
porcentagem de diferenciagdo genética de apenas 0.4%. lgualmente, a distancia genética
unicamente para o gene col (Tabela 9), apresentou porcentagem de diferenciacéo genética
de 0.3%. Adicionalmente, a diferenciacdo genética entre as espécies usadas como grupo

externo (O. hoppei e O. mura) e as populagdes de O. cocama variou entre 7.4% e 8.2%.

Tabela 8: Distancia genética percentual entre os morfétipos de Otocinclus cocama para
0s genes mitocondriais concatenados. O erro standard é apresentado na diagonal acima

da distancia genética. A andlise usou o modelo Kimura 2 parametros.

O. hoppei O.mura Morfétipo Tigre Morfotipo Jenaro

O. hoppei - 0,00479 0,00423 0,00420

O. mura 8,257 - 0,00474 0,00481
Morfotipo Tigre 7,414 7,675 - 0,00085
Morfétipo Jenaro 7,446 7,723 0,426 -

Tabela 9: Distancia genética percentual entre os morfétipos de Otocinclus cocama para
0 gene col. O erro standard é apresentado na diagonal acima da distancia genética. A

analise usou 0 modelo Kimura 2 parametros.

O. hoppei O.mura Morfotipo Tigre Morfétipo Jenaro

O. hoppei - 1,411 1,267 1,265

O. mura 10,137 - 1,254 1,272
Morfétipo Tigre 8,883 7,647 - 0,187
Morfétipo Jenaro 8,852 7,756 0,324 -
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3.4. Reconstrucao filogenética

A analise filogenética por maxima verossimilhanca para os genes concatenados permitiu
observar uma estruturacdo na relacdo entre os exemplares de Otocinclus cocama nas
populacdes do Tigre e de Jenaro Herrera. Observou-se uma diferenciacdo entre os dois
morfotipos: o primeiro clado formado por todos os individuos da bacia do rio Tigre (Barra
azul na Figura 13) e mais dois clados formados pelos individuos da bacia do rio Ucayali
(barra vermelha na Figura 13). O suporte de Bootstrap para a relagéo entre os exemplares
do morfotipo Tigre e o parte do morfotipo Jenaro Herrera foi de 66%, e deste clado com
o0 restante foi de 100%. Ao mesmo tempo foram observadas politomias muito grandes
dentro de cada clado (Figura 13).

Morfétipo Tigre

100 R e JEOL

100 JEQS

0.02

Figura 13: Reconstrucdo filogenética por maxima verossimilhanga com base nos genes
mitocondriais concatenados (col, cytb, 16S, nd2) para as popula¢Ges de Otocinclus

cocama. Os niimeros dos nds correspondem ao suporte de Bootstrap.
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A filogenia realizada para o gene col (Figura 14), apresentou dois grandes clados: o
primeiro formado somente por exemplares do morfotipo Tigre, e o segundo formado por
dois subclados, um deles formado somente por exemplares do morfétipo Jenaro Herrera

e 0 segundo subclado formado por exemplares dos dois morfotipos.

T
S
Morfétipo Tigre

|

VNN

Mérfotipo Jenaro

——— Otocinclus_mural
L Otocinclus_mura3,
————— Otocinclus”_hoppei

Otocinclus_hoppeil
— Otocinclus:hoggeiz

0.609
Figura 14: Reconstrucéo filogenética por méaxima verossimilhanga (MV), com base no
gene col para as populacdes de Otocinclus cocama. A bacia de procedéncia dos
exemplares esta representada por barras de cor vermelho para bacia do Ucayali e barras

de cor azul para a bacia do rio Tigre.
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3.5. Delimitacdo de espécies

A érvore de genes obtida da analise inicial por inferéncia bayesiana no BEAST foi usada
como base para a elaboracdo de uma arvore de haplotipos, eliminando terminais idénticos
que induziriam a distancia de ramos igual a zero. A arvore de haplotipos por inferéncia
bayesiana foi usado na anélise por GMYC para avaliar a hipdtese de que cada morfétipo
representa uma linhagem evolutiva independente da outra. O resultado da anélise por
GMYC para o gene col sugeriu a existéncia de um unico clado para Otocinclus cocama
com méaxima verossimilhanca do modelo GMY C superior ao nulo e ndo estatisticamente
significante (Lobs = 23.49013, LO = 21.99301; P = 0.2237747n.s.), com um intervalo de
confianga de 1-2 clusters. A arvore ultramétrica estimada sob o modelo de coalescéncia
de Yule para as taxas de ramificacdo mostrou que o tempo limite foi de -0.08522043,
sendo que o tempo antes dos nos refletem eventos de diversificacdo (especiacao) e apos

0s nos refletem os eventos coalescentes (Figura 15).

2 3 57
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E Cl aplétipo02
@ E 0.081
|::aplc’mpoos

: 16tipo01
0.116 : [Ei'[:ap oo
E aplétipo04

Otocinclus mural

-0,2 -0,175 -0,15 -0,125 -0,1 -0,075 -0,05 -0,025 0

Figura 15: Arvore de inferéncia Bayesiana enraizada calibrada com relégio molecular
relaxado resultante de sequéncias parciais do gene col de Otocinclus cocama. Valores
acima dos ramos indicam a probabilidade posterior; linha preta representa OTU distintas,

linha vermelha representa a mesma OTU.
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A andlise de delimitacdo de espécies pelo método PTP demostrou que, para a matriz do
gene col por maxima verossimilhanca, os exemplares dos dois morfétipos de Otocinclus
cocama foram recuperados como uma Unica espécie, apresentando um valor de suporte
nulo (Figura 16). Adicionalmente, os trés exemplares do grupo externo O. hoppei foram
recuperadas como trés diferentes espécies, enquanto que os dois exemplares de O. mura

foram considerados uma Unica espécie (Tabela 10).

Tabela 10: Resultados do analises de delimitacdo de espécies pelo método bPTP.

Espécies . o
Codificacao de individuos
recuperadas

Espécie 1

Otocinclus hoppei
(support = 1.000)

1JE04,2JE10,2JE07,2JE06,2JE11,2JE05,2JE12,2JE08,2JE02,2JEQ9,2JEQ3,2JEQ

4,1JE03,
34842,2JE01,1JE08,2HU08,1JE05,1JE02,2HU05,1JE01,1HU01,1T103,1HUOS,
Espécie 2 1TI10,
(support =0.000) 1JE11,2HUO07,1JE07,1T107,1JE12,1JE06,2HU03,1HU05,1HU11,1TI11,2HU02
,ATI08,

2HU04,1HU10,1HU08,1T101,1HU07,1HU04,1T105,1HU03,2HU10,2HU12,1H
u02,1T102, 2HUO01,1T104,1T106,1HU09,2HU09,2HU06,2HU11,1TI09

Espécie 3

Otocinclus mura 3, Otocinclus mura 1
(support = 0.496)

Espécie 4

Otocinclus hoppei 1
(support = 0.450)

Espécie 5

Otocinclus hoppei 2
(support = 0.450)

35



45 Qtocinclus_spl
i-5ﬁ45 Otocinclus_ 5%2

_4£ 511JE04
51 2JE10
_f-45 2JEO07
45 2JEO6
_4#43 2JE11
432 JEO05
_4@-39 2JE12
39 2JEO08
_ 33 2JEO02
0o E 33 2JEO09

[e]

31 2JEO03
31 2JE04

n-4£'5'2 1JEO3

52 34842

R.o0 2JEOL

7|4 1JEO08
3.1 2HUO08
3; 1IEOS5

| £ r1IE02
20 2HUOS5
£ 1J EOo1

4ﬁ1HU01
411TIO3
411HU06
411TI 10
A 1JE1L
£ 2HUO7
[ 1JEO07
ﬁ 401TI107
401 JE12
331 JE06
f& .332HUO3
661 HUOS
771HU11
Z31T111
692HUO2
4 0.671T108
611 2HUO4
60 1HU10
581HUOS
4 571T101
.d2 Q-561HUO7

= Q-4

281 HUO4
fE 12 1TIOS
141HU03
-98 2HU10

08 2HU12
-36 1HUO2
431T102

L)
o)
Y

o

27 2HUOL
ki 271TI104
34 1TI06
191 HUO9
.192HUO09

©.6e42HUOG

D.812HUI11
-851T109

-50 Otocinclus__mura3
50 Otocinclus_mural
‘.l_OOOtOCIhClUS __hoppei

[ —
0.10

Figura 16: Arvore de delimitacdo de espécies de Otocinclus pelo bPTP. A cor azul
representa OTU distintas, enquanto que a cor vermelha representa a mesma OTU.
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4. Discussao

Loricariidae, como documentado em muitos estudos (Lujan et al., 2011, 2015; Silva et
al., 2016; Roxo et al., 2019), é um grupo de classificagdo controvertida. A plasticidade
fenotipica dos grupos dificulta o estabelecimento de caracteres diagnostico que permita a
delimitacdo de espécies baseados na morfologia (Armbruster, 2004; Armbruster & Page,
2006; Ferraris, 2007). Nestes casos, as analises moleculares tem sido utilizadas para
delimitar espécies cripticas e validar td&xons na medida em que os Motu sdo consideradas
entidades taxondmicas segundo 0 conceito de espécie, portanto, métodos e analises
integrativos sdo recomendados (Padial et al., 2010; Jones et al., 2011; Pereira et al., 2013;
Souza et al., 2018).

Em geral, as analises de morfometria geométrica revelaram que tanto o tamanho como a
forma do corpo variam dentro de cada populacgdo de Otocinclus cocama. Mesmo que esta
variacdo na forma ndo tenha sido detectada na Andlise dos Componentes Principais
(ACP), pela sobreposicéo de individuos da populacdo de Jenaro Herrera e individuos da
populacdo do Tigre, a Andlise de Variaveis Candnicas (AVC) recuperou os dois
morfétipos como unidades distintas (95% de confianca nas elipses AVC), permitindo
observar uma separacgdo entre as duas populacGes. Essa separacdo poderia ser explicada
pelas caracteristicas ambientais de cada habitat no local de coleta, o riacho Yanayacu na
bacia do rio Ucayali e os pequenos corpos de agua na bacia do rio Tigre. A distancia
geogréfica e o isolamento de duas populaces de uma mesma espécie fazem com que
cada populacdo, restrita a sua localidade, desenvolva ao longo do tempo caracteristicas
préprias e distintivas. O distanciamento geografico também impede ou limita o fluxo
génico entre populaces, reforcando ainda mais o0 seu isolamento e estruturacdo (Lowe-
McConnell, 1969; Frankham et al., 2002). De fato, estudos em outros loricarideos
mostraram a estreita relacdo entre a diversidade morfoldgica e as caracteristicas da
paisagem (Roxo et al., 2017). Em particular, a maioria das diferencas marcantes na forma
nos morfétipos estdo relacionadas a mudancgas na altura do corpo (desde a margem
anterior do primeiro espinho da nadadeira dorsal até origem da nadadeira peitoral) e
principalmente na altura do pedunculo caudal (desde a ponta posterior do segundo raio
procorrente dorsal até ponta posterior do segundo raio procorrente ventral ) ( Fig. 10), a

diferenca de outros estudos em loricarideos que assinalam as mudancas na conformacéo
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da cabega como as mais marcantes (Lujan & Conway, 2015; Silva et al., 2016; Roxo et
al., 2017). Os valores da funcdo discriminante ndo superaram o0s 90% de individuos
corretamente identificados. Para a populacdo de Jenaro Herrera foram identificados
corretamente 87% dos individuos, mas apenas 78% dos individuos da populacgéo do Tigre
foram identificados corretamente. Isso indicaria que a forma do corpo possivelmente seria
um caréter robusto para separar as popula¢fes de Otocinclus cocama. Estudos realizados
em populagdes de Ancistrus indicam que a forma do corpo foi um carater robusto para
separar populacdes que vivem em diferentes microbacias (Reis et al., 2006b). A
morfometria geométrica determinou que o morfotipo do Tigre e o morfétipo de Jenaro
Herrera representariam duas espécies relacionadas, o que foi refutado pela inclusdo de
outros métodos de discriminacdo de espécies que evidenciaram a similaridade das duas
populacdes de Otocinclus cocama. Existe uma complexa interacdo entre gendtipo,
fenotipo e 0 ambiente em que uma populacgéo se encontra. Alguns trabalhos demonstram
alteracbes fenotipicas em diferentes populacbes de uma mesma espécie quando
amostradas em diferentes locais como, por exemplo, ambientes I6ticos e Iénticos (Haas
et al. 2010; Franssen, 2011; Cureton & Broughton, 2014).

Os métodos de delimitacdo molecular de espécies (GMYC e bPTP) recuperaram o
morfétipo Tigre e o morfotipo Jenaro como uma Unica unidade taxonémica, apontando a
presenca de uma Unica unidade molecular, com uma distancia entre grupos de 0.4% para
os dados concatenados. Na realidade, esses métodos sdo mais refinados do que as
abordagens baseadas na distancia porque levam em consideracdo o tempo de
diversificacdo entre linhagens (GMYC) ou o nimero de substitui¢ces ao longo dos ramos
(bPTP, PTP) (Kapli et al., 2017). No entanto, deve ser apontado que os valores da
distdncia genética entre as populacdes de Otocinclus cocama foram muito préximos, a
divergéncia nas sequéncias col entre ambos os morfétipos foi de 0,3%, sendo inferior aos
valores de corte tradicionalmente usado para discriminar espécies por cédigo de barras
de DNA (Hebert et al., 2003; Ratnasingham & Hebert, 2013). Diversos trabalhos com
peixes neotropicais indicam que as distancias intraespecificas médias ndo ultrapassam 1%
(Laraetal., 2010; Rosso et al., 2012; Pereira et al., 2011, 2013; Gomes et al., 2015; Anjos
et al., 2020; Fagundes et al., 2020). A notavel falta de divergéncia genetica entre
populagdes de Otocinclus cocama de localidades geograficamente isoladas pela distancia

poderia dever-se a uma diversificacao explosiva e taxas de especiacdo rapidas. Como foi
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documentado em outros grupos (Lujan et al., 2011, 2015; Silva et al., 2016; Roxo et al.,
2019), o que deveria ser confirmado por estudos adicionais com outras populacdes e
espécies de Otocinclus avaliando o modelo de diversificagdo explosiva proposto para
Hypostomus em outras bacias neotropicais (Silva et al., 2016). Por outro lado cabe
destacar a possibilidade de que as duas populacGes O. cocama talvez ndo estejam
completamente isoladas. Ao menos mais uma populacdo é conhecida pelos coletores
ornamentais da boca do Ucayali (na confluéncia com o rio Marafion e Amazonas),
havendo a possibilidade de existirem outras populacdes intermediarias ndo descobertas
entre Jenaro Herrera e o Tigre. De forma geral a pesar de ter encontrado certa diferencacao
morfolégica na forma dos espécimenes dentro das populagdes avaliadas, Otocinclus
cocama ainda conserva hapl6tipos antigos comuns as duas bacias hidrograficas,
considerando alguns genes mitocondriais, mostrando pouca diferenciacdo genética entre
seus espécimes quanto as areas geograficas, se esses espécimes estivessem separados por
tempo suficiente, provavelmente haveria maiores diferengas fenotipicas e divergéncia
genética entre as populagdes resultando em diferentes espécies distribuidas ao longo das
duas bacias hidrogréaficas.. Segundo De Queiroz (2007) a confuséo entre a delimitacdo de
espécies estd associada ao fato a que diferentes métodos, incluindo diferentes
propriedades (morfoldgico o molecular), estdo focados em diferentes estados do processo
de especiacdo. Nao podemos considerar as duas populacdes de O. cocama como duas
linhagens evoluindo separadamente pela possibilidade de ter possiveis populacbes
intermediarias ainda ndo descobertas que poderiam manter o fluxo de genes entre as

populagdes.

5. Conclusao

Com base nas varias linhas de evidéncia apresentadas neste estudo, e mesmo com essas
barreiras geoldgicas evidentes, os espécimes de cada morfotipo correspondem a mesma
espécie, com uma leve estruturacdo populacional representada pelos haplotipos comuns
dos genes col e 16s entre as duas bacias hidrograficas. Os dois morfétipos de Otocinclus
cocama sdo diagnosticaveis fenotipicamente apenas pelo colorido, com cada fenétipo
sendo endémico de pequenas areas de drenagem na bacia do rio Ucayali e do rio Tigre,
com divergéncias no nimero de bandas transversais ao longo do corpo. A complexidade

da historia de dispersdo das espécies e a falta de estudos que avaliem a biogeografia do
39



género pode dar conta de casos de plasticidade fenotipica das espécies. Provavelmente,
estudos com Otocinclus aplicando datacdo molecular poderdo resultar em informagoes
relevantes para a biogeografia das bacias hidrograficas da Amazonia peruana e da

Ameérica do sul, devido a sua ampla distribuicdo e congruéncia com eventos geologicos.
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