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RESUMO

A familia Heptapteridae, endémica da regido Neotropical, é composta por individuos de
tamanhos reduzidos, até espécies de medio porte, possuindo uma grande diversidade dentro
da ordem Siluriformes. A maioria dos heptapterideos apresentam problemas taxonémicos e
sistematicos devido a grande similaridade morfoldgica entre as espécies, 0 que em muitos
casos esta associada a presenca de espécies cripticas. O género Mastiglanis, até
recentemente monotipico, é frequentemente identificado de forma errénea em estudos de
levantamento de biota e de ecologia como Imparfinis por apresentarem caracteristicas
morfolégicas semelhantes como barbilndes maxilares longos, nadadeira caudal
profundamente furcada e corpo com pouca pigmentagdo. O presente estudo tem como
objetivo realizar a primeira inferéncia molecular direcionada ao género Mastiglanis,
investigar a monofilia do género a partir de dados moleculares, determinar a relagdo entre as
espécies presentes no género e entre outros membros da familia Heptapteridae, bem como
inferir quais eventos biogeogréficos possivelmente influenciaram na distribuicdao atual do
género. As sequéncias produzidas para os individuos morfologicamente identificaveis como
Mastiglanis asopos provem de diferentes bacias (Amazonas, Orinoco e Essequibo) da
regido Neotropical. Com o auxilio das analises de delimitacdo de espécies (ABGD, GMYC,
bPTP) e de filogeografia utilizando o gene ribossomal RNA 16S, observamos que o género
foi recuperado como monofilético, porém, M. asopos ndo foi recuperado como uma
linhagem monofilética, sendo um complexo de espécies contendo 21 espécies putativas.
Nossos dados indicam o provavel surgimento do género durante o Mioceno intermediario,
habitando os tributarios do Lago Pebas. O primeiro evento de especiacao do género ocorreu
em ~12Ma, provavelmente, devido as introgressdes marinhas; as subsequentes
diversificacbes das linhagens ocorreram durante o Mioceno tardio e o Plioceno
possivelmente influenciadas por eventos paleogeogréaficos; e as linhagens mais recentes
podem ter se diversificado sob a influéncia das glaciacbes que ocorreram durante o
Quaternario. O presente estudo € primeiro a abordar os aspectos filogenéticos e
biogeograficos do género Mastiglanis, apontando a presenca de linhagens cripticas nao
descritas ao longo de uma grande area de amostragem. Entretanto, sua ampla area de
dispersdo no Continente Sul Americano reforca a necessidade de amostragem adicional bem
como revisOes sistematicas mais apuradas para a correta descri¢do e delimitacdo das novas
espécies putativas, o que levara a um aumento significativo na diversidade desta espécie
Neotropical.

Palavras-chave: especiacdo, peixes neotropicais, delimitacdo de espécies, glaciacdes,
América do Sul.



ABSTRACT

The Heptapteridae family, endemic to the Neotropical region, is composed of individuals of
small sizes, even medium-sized species, with great diversity within the order Siluriformes.
Most heptapterids have taxonomic and systematic problems due to the great morphological
similarity between species, which in many cases is associated with the presence of cryptic
species. The genus Mastiglanis, until recently monotypic, is frequently wrongly identified in
studies of biota and ecology surveys as Imparfinis because they present similar morphological
characteristics such as long maxillary barbels, deeply forced caudal fin and body with little
pigmentation. The present study aims to carry out the first molecular inference directed to the
genus Mastiglanis, to investigate the monophyly of the genus from molecular data, to
determine the relationship between the species present in the genus and among other
members of the Heptapteridae family, as well as to infer which biogeographic events possibly
influenced the current gender distribution. The sequences produced for individuals
morphologically identifiable as Mastiglanis asopos come from different basins (Amazonas,
Orinoco and Essequibo) in the Neotropical region. With the aid of species delimitation
analysis (ABGD, GMYC, bPTP) and phylogeography using the 16S ribosomal RNA gene,
we observed that the genus was recovered as monophyletic, however, M. asopos was not
recovered as a monophyletic lineage, being a complex species containing 21 putative species.
Our data indicate the probable emergence of the genus during the Middle Miocene, inhabiting
the tributaries of Lake Pebas. The first speciation event of the genus occurred at ~12Ma,
probably due to marine introgressions; the subsequent diversification of the lineages occurred
during the late Miocene and Pliocene possibly influenced by paleogeographic events; and the
more recent lineages may have diversified under the influence of the glaciations that occurred
during the Quaternary. The present study is the first to address the phylogenetic and
biogeographic aspects of the genus Mastiglanis, pointing out the presence of cryptic species
not described over a large sampling area. However, its wide area of dispersion in the South
American continent reinforces the need for additional sampling as well as more accurate
systematic reviews for the correct description and delimitation of the new putative species,

which will lead to a significant increase in the diversity of this Neotropical species.

Keywords: speciation, neotropical fish, species delimitation, glaciations, South America.



Capitulo Geral

1.INTRODUCAO GERAL
1.1 DIVERSIDADE DA ICTIOFAUNA NEOTROPICAL E BIOGEOGRAFIA

A regido Neotropical possui uma das maiores riquezas de espécies de peixes de agua
doce, estimando-se chegar a, aproximadamente, 7.000 espécies distintas na América Central e
América do Sul (Albert & Reis, 2011). Estima-se que sé na América do Sul estdo descritos
5.160 espécies, 739 géneros, 69 familias e 20 ordens de peixes de agua doce (Reis et al.,
2016), sendo que a descoberta de novas espécies para regidao é constante. As principais bacias
hidrogréaficas sdo as do rio Amazonas, do rio Orinoco e do rio Parana-Paraguai, juntas detém
cerca de 3.599 espécies, sendo que a bacia do rio Amazonas possui 111 géneros e 1.089

espécies endémicas (Reis et al., 2016).

A diversidade dos peixes neotropicais ndo esta distribuida de forma homogénea. Mais
de 90% das espécies de peixes da Amazodnia estdo distribuidos em apenas quatro ordens:
Siluriformes, Characiformes, Perciformes e Cyprinodontiformes (van der Sleen & Albert,
2018). Buckup, Menezes & Ghazzi (2007) catalogaram 2.587 espécies validas de peixes
exclusivamente de &gua doce presentes no Brasil, sendo que a maior parte estd dentro da

ordem Siluriformes.

Os Siluriformes séo popularmente conhecidos como bagres, cascudos, mandis e peixe-
gato, a ordem possui 39 familias e cerca de 3.981 espécies validas (Fricke, Eschmeyer &
Fong, 2020). Morfologicamente faceis de serem identificados pois possuem o corpo envolto
por pele espessa e/ou coberta por placas dsseas (Britski et al., 1988); nadadeiras raiadas sendo
que o primeiro raio das nadadeiras dorsal e peitoral quase sempre apresenta um aculeo;
nadadeira adiposa presente e, em geral, bem desenvolvida; e presenca de trés pares de

barbilhdes sensitivos (Mees, 1974).

Vérias hipoteses tentam explicar o desenvolvimento de tamanha diversidade nos
neotropicos. Dentre as mais aceitas estdo: a hipdtese do museu (diferenciagdo alopatrica nos
planaltos estaveis e posterior acumulagdo nas terras baixas; Fjeldsa, 1994; Roy et al., 1997;
Nores, 1999), a hipdtese paleogeografica (diferenciacdo alopatrica através de paleoarcos

provocada pela dindmica dos Andes; Réasénen et al., 1990, 1992; Patton et al., 1994; Hoorn et



al., 1995; Patton & Da Silva, 1998) e a hipotese do rio (fragmentagdo das biotas subsequente
ao estabelecimento final dos principais canais dos rios da América do Sul; Wallace, 1852;
Patton et al., 1994; Bates et al., 1998; Hall & Harvey, 2002).

1.2 FAMILIA HEPTAPTERIDAE Gill, 1861

Uma das familias contidas na ordem Siluriformes que vem sendo alvo de revisGes
recentes, € a familia Heptapteridae, composta por 226 espécies validas e 24 géneros (Fricke,
Eschmeyer & Fong, 2020). Muitas proposicdes acerca da origem dessa familia foram feitas a
partir de dados morfolégicos. Inicialmente era apenas um clado ndo-nomeado, porém
monofilético, dentro de Pimelodidae (Lundberg, 1986) composto pelos géneros Brachyglanis
Eigenmann, 1912, Brachyrhamdia Myers, 1927, Cetopsorhamdia Eigenmann & Fisher, 1916,
Goeldiella Eigenmann & Norris, 1900, Heptapterus Bleeker, 1858, Imparfinis Eigenmann &
Norris, 1900, Myoglanis Eigenmann, 1912, Nannorhamdia, Pariolius Cope, 1872,
Pimelodella Eigenmann & Eigenmann, 1888, Pimelodus Lacépéde, 1803, Rhamdella
Eigenmann & Eigenmann, 1888, Rhamdia e Typhlobagrus.

Este clado foi nomeado posteriormente por Ferraris (1988) de “Brachyrhamdia clade”
0 qual também reconheceu o sub-clado “Nemuroglanis” cujas espécies incluidas ndo possuem
a borda orbital livre e o primeiro raio das nadadeiras peitoral e dorsal mole. Lundberg et al.,
(1991) propés a divisdo da familia Pimelodidae nas subfamilias Pimelodinae,
Pseudopimelodinae e Rhamdiinae (sendo que esta subfamilia contém o clado Brachyrhamdia
e ainda adicionou mais 13 géneros). Porém, De Pinna (1998) eleva Rhamdiinae ao nivel de
familia, Rhamdiidae, que em seguida foi estabelecido como familia Heptapteridae (Bockmann
& Guazzelli, 2003). Posteriormente, com base em dados moleculares que apoiaram a
monofilia do clado ((Pimelodidae, Pseudopimelodidae) Heptapteridae), foi proposto o uso do
nome Pimelodoidea como a superfamilia que engloba este clado (Hardman, 2005; Sullivan et
al., 2006).

Os heptapterideos podem ser diferenciados dos demais siluriformes por varias
caracteristicas (Mees, 1974; Britski et al., 1988; Bockmann & Guazzelli, 2003) como: pele
nua; tamanho pequeno, geralmente 20 cm ou menos de comprimento padrdo; narinas bem
separadas e sem barbilhdes; 3 pares de barbilhdes: maxilar e mentonianos interior e exterior;

nadadeira adiposa bem desenvolvida; nadadeira caudal extremamente bifurcada, recortada,
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arredondada ou lanceolada; membranas branquiais livres, com as aberturas branquiais nédo
restritas; margem orbital livre ou ndo; e o primeiro raio das nadadeiras dorsal e peitoral
variando entre possuir espinhos até completamente flexiveis ou segmentados (Bockmann,
1998).

S&o organismos endémicos da regido Neotropical e um dos principais componentes da
ordem Siluriformes nos rios da América do Sul e Central (Bockmann, 1998). Apresentam
adaptacOes para a vida bentdnica e possuem maior atividade durante o creplsculo e a noite.
Durante o dia, buscam reflgio em pedras, folhas e vegetacdo marginal ou até mesmo
escondendo-se na areia. De forma geral sdo solitarios e possuem o habito alimentar
considerado onivoro com tendéncia a insetivoria. Os membros da familia habitam
principalmente rios de pequeno porte, em locais com profundidade média ou baixa, quando

presentes em rios de grande porte estdo associados as margens (Bockmann, 1998).

A sistematica de Heptapteridae ainda permanece sem resolucdes definitivas, tendo
alguns géneros com status taxondémico confuso ou nédo estabelecido. Dentre 0s géneros da
familia apenas Gladioglanis (Lundberg et al., 1991), Mastiglanis Bockmann, 1994,
Nemuroglanis (Bockmann & Ferraris, 2005) e Rhamdella (Bockmann & Miquelarena, 2008)
foram diagnosticados com base na metodologia de analise filogenética, enquanto os demais
géneros foram diagnosticados por uma combinacdo de caracteres imprecisos e sem
caracteristicas unicamente derivadas (Bockmann & Guazzelli, 2003). Além disso, algumas
teses e dissertacGes abordando a sistematica da familia ou de alguns géneros ainda ndo foram
publicadas (Bockmann, 1998; Guazzelli, 2003; Cunha, 2008; Garcia, 2009; Peixoto, 2011,
Slobodian, 2013; Fuster, 2017; Almeida, 2019), dificultando ainda mais o esclarecimento das

relagOes dentro da familia, assim como na taxonomia ao nivel de espécie.

1.3 GENERO MASTIGLANIS Bockmann, 1994

O género Mastiglanis foi descrito por Bockmann (1994), o qual pertence a familia
Heptapteridae e, até recentemente, era um género monotipico formado apenas por Mastiglanis
asopos Bockmann, 1994. Atualmente, é composto por trés espécies morfologicamente
validas, M. asopos (Fig. 1), Mastiglanis durantoni De Pinna & Keith, 2019 e Mastiglanis
yaguas Faustino-Fuster & Ortega, 2020, porém possui outras cinco espécies em processo de
descricdo (Almeida, 2019).
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Figura 1. llustracdo do M. asopos ressaltando (setas vermelhas) as caracteristicas externas que separam o grupo:
primeiro elemento da nadadeira dorsal e peitoral prolongada em um longo filamento e barbilhfes maxilares

longos que ultrapassam a origem da nadadeira adiposa. Imagem retirada de Bockmann & Slobodian, 2018.

Os membros do género podem ser distinguido dos demais heptapterideos pelas
seguintes sinapomorfias (Bockmann, 1994; De Pinna & Keith, 2019): pigmentacdo do
tegumento bem reduzida; primeiro elemento da nadadeira dorsal prolongada em um longo
filamento; primeiro elemento da nadadeira peitoral prolongada em um longo filamento;
largura internarinal anterior maior que a posterior; frontal estreito na porgéo supra-orbital; um
processo tipo plataforma orientado anterodorsal na regido symphysial da prémaxilla;
mesetmoide abruptamente assumindo uma direcéo invertida no seu comprimento médio; um
metapterigoide alongado; uma lamina na margem anterodorsal do opérculo; porcdo traseira do
0sso opercular afilado e curvado ventralmente. Outras caracteristicas plesiomorficas porém
Uteis para identificacdo sdo: barbilhGes maxilares longos que ultrapassam a origem da
nadadeira adiposa, boca ventral e nadadeiras peitorais triangulares.

Com a descoberta das novas espécies as autapomorfias de M. asopos tornam-se
sinapomorfias do género. De Pinna & Keith (2019) sugeriram que M. asopos seria uma
metaespéecie (Donoghue, 1985; De Pinna, 1999). Almeida (2019) revisou 0s caracteres
morfologicos que definiam a espécie M. asopos e propds mais cinco novas especies distintas
(temporariamente nomeadas de “Mastiglanis sp. n. 1 a sp. n. 6”), sendo que nenhuma
corresponde a M. durantoni e a espécie “Mastiglanis sp. n. 5” corresponde a M. yaguas. A
autora também propds uma chave de identificagdo para o género (sem incluir M. durantoni
pois ambos os estudos foram publicados concomitantemente). Assim, Almeida (2019)
observou que a presenca de poucos melanoforos restritos a cabega, a metade dorsal do tronco
e a regido terminal do pedunculo caudal ¢ a caracteristica que distingue M. asopos de todas as

outras espécies por ela proposta.
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O género é constituido por organismos bentdnicos de hébitats psamofilos (ambientes
aquaticos de fundo arenoso), de atividade noturna e passam o dia enterrados superficialmente
na areia (Brejao et al., 2013). Devido a semelhanca na estrutura oral e na denticdo de M.
asopos e M. durantoni, De Pinna & Keith (2019) sugerem que o forrageio e a alimentacao de
ambas as espécies sdo similares. Segundo Zaunon et al. (2006), seu comportamento de
forrageio é o de emboscada (conhecido como sit-and-wait), ele se equilibra na parte inferior e
se sustenta por um tripé formado por suas barbatanas pélvicas e anal, espalha seus longos
barbilhGes e filamentos dorsais e peitorais, formando assim uma espécie de "armadilha de
deriva" (Fig. 2), interceptada e lancada contra particulas de comida a deriva. Sua alimentacéo
€ composta por pequenas larvas de tricopteros (Trichoptera Kirby 1813) e efemerdpteros
(Ephemeroptera Hyatt & Arms, 1891).

Figura 2: Postura de M. asopos durante o comportamento de forrageio. Imagem retirada de Zaunon et al., 2006.

M. asopos possui uma larga distribuicdo na América do Sul, estado presente na bacia
do rio Amazonas, rio Orinoco e em drenagens do escudo das Guianas (Bockmann, 1994;
Zaunon et al., 2006; Bockmann & Slobodian, 2018). J& M. durantoni foi descrito como
endémico dos tributdrios do Rio Maroni, na Guiana Francesa (De Pinna & Keith, 2019) e M.
yaguas € encontrada apenas na bacia do Alto Amazonas, no Peru. Apesar de ser um peixe
bastante coletado para estudos com énfase em comunidades aquaticas (Corréa et al., 2012; Le
Bail et al., 2012; Costa et al., 2017), estudos sobre o comportamento reprodutivo, ciclo de
vida, desenvolvimento e identificacdo larval, citogenética e outros aspectos da biologia de
Mastiglanis ainda sdo desconhecidos. Além disso, seu reconhecimento taxonémico gera
duvidas sendo confundido com algumas espécies do género Imparfinis Eigenmann & Norris,

1900. Parte desse problema ocorre devido a falta de caracteres taxondmicos bem definidos



13

para as espécies de Imparfinis o que dificulta a identificacdo desse género, que mesmo com
essas dificuldades de identificacdo, o género Imparfinis possui 21 espécies reconhecidas
enquanto o género Mastiglanis ainda permanece com apenas trés espécies descritas. Dessa
forma, mais estudos sdo necessarios para obter uma maior compreensdao do género

Mastiglanis e sua relacdo com os outros géneros dentro de Heptapteridae.

Em alguns tadxons é possivel encontrar variagdes morfolégicas dentro de uma
populacdo, porém de forma indistinguivel entre populacgdes, pois a diferenca é menor entre
populacdes do que dentro das populacdes. Este € um fator limitante para a identificacdo de
novas espécies e, considerando o histérico de analises e problemas de identificacdo
morfolégica na familia Heptapteridae, pode ser um dos pontos que dificulta a diagnose
adequada do género Mastiglanis. Porém, estudos utilizando dados moleculares para outros
géneros de heptapterideos ja foram realizados e foram de extrema importancia para o
entendimento de certos géneros (Ferreira et al., 2014; Ribolli et al., 2017; Usso et al., 2018).
Devido a isso, com o auxilio de métodos filogenéticos utilizando o gene ribossomal RNA 16S
visamos melhorar o entendimento sobre a definicdo de espécies presentes no género
Mastiglanis e no entendimento da diversidade, filogenia e biogeografia presentes na

amostragem disponibilizada do género para esse estudo.

2. OBJETIVOS

Geral: Verificar a presenca de linhagens cripticas dentro do género Mastiglanis bem
como o status de linhagem evolutiva distinta em relacdo a Imparfinis. Adicionalmente,
inferir se a distribuicdo das possiveis linhagens encontradas no presente estudo, foram

influenciadas por eventos biogeograficos ao longo de sua area de distribuigéo.
Especificos:

1) Realizar a primeira inferéncia molecular direcionada ao género Mastiglanis;
i) Verificar a monofilia do género Mastiglanis a partir de dados moleculares;

iii) Determinar a relacéo entre as espécies presentes no género e entre outros
membros da familia Heptapteridae;

iv) Verificar quais eventos biogeograficos que influenciaram na distribuicéo atual
do género.
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Capitulo |

Formatado seguindo as normas da revista Molecular Phylogenetics and Evolution

Sistemética Molecular e biogeografia do género Mastiglanis Bockmann,
1994 (Siluriformes: Heptapteridae)

RESUMO

A familia Heptapteridae, endémica da regido Neotropical, é composta por individuos de
tamanhos reduzidos, até espécies de médio porte, possuindo uma grande diversidade dentro
da ordem Siluriformes. A maioria dos heptapterideos apresentam problemas taxonémicos e
sistematicos devido a grande similaridade morfoldgica entre as espécies, 0 que em muitos
casos esta associada a presenca de espécies cripticas. O género Mastiglanis, até recentemente
monotipico, € frequentemente identificado de forma errénea em estudos de levantamento de
biota e de ecologia como Imparfinis por apresentarem caracteristicas morfologicas
semelhantes como barbilhdes maxilares longos, nadadeira caudal profundamente furcada e
corpo com pouca pigmentacdo. O presente estudo tem como objetivo realizar a primeira
inferéncia molecular direcionada ao género Mastiglanis, investigar a monofilia do género a
partir de dados moleculares, determinar a relagcdo entre as espécies presentes no género e
entre outros membros da familia Heptapteridae, bem como inferir quais eventos
biogeograficos possivelmente influenciaram na distribuicdo atual do género. As sequéncias
produzidas para os individuos morfologicamente identificaveis como Mastiglanis asopos
provem de diferentes bacias (Amazonas, Orinoco e Essequibo) da regido Neotropical. Com o
auxilio das analises de delimitacdo de espécies (ABGD, GMYC, bPTP) e de filogeografia
utilizando o gene mitocondrial 16S, observamos que o género foi recuperado como
monofilético, porém, M. asopos ndo foi recuperado como uma linhagem monofilética, sendo
um complexo de espécies contendo 21 espécies putativas. Nossos dados indicam o provavel
surgimento do género durante o Mioceno intermediario, habitando os tributarios do Lago
Pebas. O primeiro evento de especiacdo do género ocorreu em ~12Ma, provavelmente,
devido as introgressdes marinhas; as subsequentes diversificacdes das linhagens ocorreram
durante o Mioceno tardio e o Plioceno possivelmente influenciadas por eventos
paleogeograficos; e as linhagens mais recentes podem ter se diversificado sob a influéncia
das glaciacGes que ocorreram durante o Quaternario. O presente estudo € primeiro a abordar
os aspectos filogenéticos e biogeograficos do género Mastiglanis, apontando a presenca de
linhagens cripticas ndo descritas ao longo de uma grande area de amostragem. Entretanto, sua
ampla area de dispersdo no Continente Sul Americano reforca a necessidade de amostragem
adicional bem como revisbes sistematicas mais apuradas para a correta descricdo e
delimitacdo das novas espécies putativas, o que levara a um aumento significativo na
diversidade desta espécie Neotropical.

Palavras-chave: especiacdo, peixes neotropicais, delimitacdo de espécies, glaciaces,
América do Sul.
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1. INTRODUCAO

A regido Neotropical é conhecida por abrigar uma alta diversidade biologica e dentre
0S grupos que se destacam, estdo as espécies de peixes de d&gua doce compreendendo
nameros estimados superiores a 7.000 espécies (Albert e Reis, 2011). Os principais processos
que podem ter promovido essa riqueza de espécies na regido da Amazonia e em bacias
proximas foram as mudancas no nivel do mar, os constantes movimentos tectdnicos e varios
periodos de flutuacGes climaticas globais (Lundberg et al., 1998; Hoorn et al., 2010;
Wesselingh e Hoorn, 2011). Outros fatores que também atuam na especiacdo dos grupos de
peixes na regido sdo aspectos ecoldgicos como as caracteristicas fisico-quimicas da agua
(Cooke et al., 2012), fragmentacdo de habitats (Dias et al., 2013) e temperatura (Hanly et al.,
2017).

Devido a diferengas nas respostas individuais especificas, a estes fatores, a
diversidade dos peixes neotropicais nao apresenta uma divisao geografica homogénea entre
0s taxons. Mais de 90% das espécies de peixes da Amazoénia estdo distribuidos em apenas
quatro ordens: Siluriformes, Characiformes, Perciformes e Cyprinodontiformes (van der
Sleen e Albert, 2018). Destes, a ordem Siluriformes Cuvier, 1817, apresenta uma importancia
bioldgica e econdmica relevante para a regido, sendo atualmente constituidos por 39 familias

e aproximadamente 3.965 espécies validas (Fricke et al., 2020).

Um dos principais clados dentro de Siluriformes é a superfamilia Pimelodoidea, que
abrange as familias Heptapteridae, Pimelodidae, Pseudopimelodidae e os géneros
Phreatobius e Conorhynchos. Segundo Sullivan et al. (2013), as rela¢Ges internas dentro da
superfamilia estdo dispostas da seguinte forma: ((Conorhynchos, Heptapteride),
(Pimelodidae, Pseudopimelodidae e Phreatobius)), com Phreatobius sendo considerado um
incertae sedis. Os heptapterideos sdo o clado mais antigo entre os pimelodoides (Hardman e
Lundberg, 2006; Sullivan et al., 2013) e possuem uma grande diversidade de organismos,
sendo composto por ~226 espécies validas e 24 géneros (Bockmann e Slobodian, 2018;
Fricke et al., 2020).

Entretanto, a familia Heptapteridae permanece sem resolugdes internas definitivas e
com a presenga de alguns géneros com status taxondmico indeterminado ou ndo estabelecido,
devido a falta de caracteres morfoldgicos mais informativos (Bockmann e Guazzelli, 2003).

Estudos que visam auxiliar no entendimento dos géneros através de dados moleculares sdo
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escassos e restritos a alguns géneros como Heptapterus Bleeker, 1858 (Faustino-Fuster et al.,
2019), Imparfinis Eigenmann e Norris, 1900 (Ferreira et al., 2014) e Rhamdia Bleeker, 1858
(Hernandez et al., 2015; Ribolli et al., 2017; Rios et al., 2017; Angrizani e Malabarba, 2018;

Usso et al., 2019).

Dentre os géneros que ainda precisam de uma revisao mais aprofundada, esta o
género Mastiglanis proposto por Bockmann, 1994, que até recentemente era monotipico,
constituido pela espécie Mastiglanis asopos Bockmann, 1994. Originalmente, M. asopos
possuia uma grande &rea ocorréncia nas bacias dos Rios Amazonas, Orinoco e Essequibo
(Bockmann e Slobodian, 2018), ocupando héabitats que apresentam muita heterogeneidade
geografica, fatores estes que normalmente provocam especiacao em espécies com baixo
potencial de dispersdo como os membros do género Mastiglanis (Albert e Reis, 2011).
Revisdes morfoldgicas apontam que a diversidade de espécies que compdem o género seja
maior do que previamente reconhecida (De Pinna e Keith, 2019; Almeida, 2019), tendo estas
suspeitas em parte confirmadas recentemente com a descri¢do da segunda espécie valida para
0 género, Mastiglanis durantoni De Pinna e Keith, 2019, espécie atualmente restrita aos
tributarios do Rio Marouni, na Guiana Francesa. Mesmo com a descri¢do de M. durantoni,
De Pinna e Keith (2019) ressaltam que a falta de caracteres autapomorficos para o género
dificulta a identificacdo correta e que por meio de apenas diagnose genérica tradicional

provavelmente os individuos seriam identificados como Imparfinis (Bockmann, 1994).

De Pinna e Keith (2019) também destacam a necessidade de mais estudos serem
conduzidos com foco no género, principalmente porgue pouco se sabe sobre suas relagdes
filogenéticas e seus padrdes biogeograficos. Dessa forma, com o uso do gene ribossomal
RNA 16S, o presente estudo possui quatro objetivos: i) realizar a primeira inferéncia
molecular direcionada ao género Mastiglanis; ii) verificar a monofilia do género Mastiglanis
a partir de dados moleculares; iii) determinar a relacéo entre as espécies presentes no género
e entre outros membros da familia Heptapteridae; iv) verificar quais eventos biogeograficos

que influenciaram na distribuicdo atual do género.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostragem

Um total de 28 novos espécimes de pequenos heptapterideos foram coletados em

drenagens do Rio Guama, Rio Marapanim, Rio Maracana, Rio Quatipuru, Rio Caeté e
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proximo a localidade tipo no Rio Trombetas (PA, Brasil; Figura 1). Com base nas
caracteristicas externas primarias, estes especimes foram previamente identificados como
espécimes de Mastiglanis ou Imparfinis, sendo atribuidos a estes nimeros de tombo da
colecdo ictiologica do GPLII, UFPA (Dados suplementares 1). Um pequeno pedaco de tecido
muscular foi retirado de cada individuo e acondicionado em tubos eppendorfs contendo
etanol absoluto, sendo, posteriormente, acondicionados em freezer a -4°C até 0 momento das
extracOes de DNA. Adicionalmente aos individuos coletados, 66 amostras teciduais
identificadas como M. asopos representando outras drenagens na América do Sul foram

concedidas por diversas colecdes (Figura 1; Dados Suplementares 1).

Sequéncias de membros da superfamilia Pimelodoidea foram baixadas do portal
Genbank e implementadas no banco de dados do presente estudo para composicéo final do
banco de dado. Para a verificacdo do posicionamento interno de Mastiglanis dentro de
Heptapteridae, foram incluidos mais oito géneros da familia (Cetopsorhamdia,
Chrasmocranus, Gladioglanis, Goeldiella, Heptapterus, Imparfinis, Myoglanis Pimelodella).
Além de representantes das familias Pimelodidae (Batrochoglanis, Pimelodina e Pimelodus)
e Pseudopimelodidae (Cephalosilurus, Lophiosilurus e Pseudopimelodus), incluindo

Phreatobius e Conorhyncos.
2.2 Extracédo, PCR e sequenciamento

O isolamento do DNA foi realizado por meio da extracdo CTAB (Doyle e Doyle,
1987), modificado para utilizar apenas cloroférmio e alcool isoamilico (CIAA) na proporc¢ao
de 1:1. Para amplificar o gene ribossomal RNA 16S foram utilizados os primers L1987: 5’ -
GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC-3’ ¢ H2609: 5°-CGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’
retirados de Palumbi et al., (1991) nos volumes: H2O 7,1 ul; dNTP 2,4 ul; Buffer 1,5 pl;
MgCI 1,0 pl; primers 0,5 pl; Tag 0,2 pul e DNA 2,0 pl, com o volume final de 15 pl. O
sequenciamento bidirecional foi realizado utilizando o kit de sequenciamento Big Dye
(Applied Biosystems) e as amostras foram sequenciadas no Applied Biosystems 3730XL 96-
capillary DNA Analyzer.

2.3 Analises filogenéticas

O banco de dados do presente estudo foi alinhado utilizando o software Geneious R9
(Kearse et al., 2012). Posteriormente, inspecdes visuais foram feitas para verificar possiveis

erros do alinhamento automatico como insercdes de gaps em excesso entre os taxons. Para as
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reconstrucdes filogenéticas duas inferéncias diferentes foram utilizadas. Arvores filogenéticas
de Maxima Verossimilhanca (ML) e de Inferéncia Baeysiana (BI) foram geradas nos
programas PhyML 3.0 (Guidon et al., 2010) e pelo Mr. Bayes v. 3.2 (Ronquist et al., 2012),
respectivamente. Os melhores modelos evolutivos que refletem as taxas de mutacdo do banco
de dados gerado no presente estudo, foram estimados no programa jModelTest 2 (Darriba et
al., 2012). O suporte nos ramos da arvore de maxima verossimilhanca foi obtido através de

1000 pseudo-réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985).

As arvores de inferéncias bayesiana foram estimadas com base na amostragem de
MCMC (Markov Chain Monte Carlo), sendo realizadas quatro corridas simultaneas com 10
milhdes de geracBes, cada uma consistindo em quatro cadeias (uma fria e trés aquecidas). As
probabilidades bayesianas a posteriori foram definidas utilizando 60% de regra de consenso,
sendo amostragem feitas a cada 1000 geracGes e 10% das arvores iniciais foram descartadas
como burn-in. Os parametros das corridas foram avaliados no programa Tracer v.1.4
(Rambaut e Drummond, 2007) onde apenas corridas com valores de ESS superiores a 200

foram utilizados.
2.4 Delimitacao de espécies

Para as analises de delimitacdo de espécies utilizamos trés métodos: inicialmente
usamos o método de threshold implementado na ferramenta de delimitacdo de espécies
ABGD (Automatic Barcoding Gap Discovery) (Puillandre et al., 2012). Adicionalmente dois
métodos baseados em coalescéncia foram utilizados, 0 GMYC (General Mixed Yule
Coalescent) (Fujisawa e Barraclough, 2013) e por fim o método de bPTP (Bayesian
implementation of PTP) (Zhang et al., 2013). Os resultados de GYMC foram gerados
utilizando-se o pacote spLITS (Ezard et al., 2009) implementado no programa R utilizando-se
tanto as opgdes de thresold individual e maltiplos. Para a analise de GMYC, uma arvore
ultramérica sem grupos externos foi gerada no programa BEAST v.1.7.4 (Drummond e
Rambaut, 2007) como arvore de input para a analise. Uma arvore de ML foi gerada no
programa PhyML 3.0 para ser utilizada na analise de bPTP, a qual foi feita no servidor on-
line (http://species.hits.org/).

2.5 Tempo de divergéncia

Para estimar o tempo de divergéncia utilizamos o programa BEAST 2 (Bouckaert et

al., 2014) e um banco de dados contendo apenas as espécies putativas de Mastiglanis e os
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pontos de calibracdo. O modelo evolutivo HKY+1+G foi previamente estimado no programa
jModelTest 2 para o banco de dados utilizado na estimativa de tempo de divergéncia. Para o
parametro tree prior, utilizamos Birth Death com reldgio estrito (Drummond et al., 2006).
Devido a auséncia de estudos prévios com especiacdo de membros da familia Heptapteridae,
utilizamos como calibra¢c6es dois pontos mais gerais para Siluriformes, retirados do trabalho
de Sullivan et al. (2013): (i) a separacdo dos Pimelodidae em relacéo as outras familias dentro

dos siluriformes (40-30 Ma); e surgimento dos Pseudopimelodidae (15,9-11,5 Ma).

Quatro corridas independentes de MCMC foram realizadas com 100 milhdes de
geracOes, com amostragem a cada 1.000 geragdes. Apenas corridas com valores de ESS
superiores a 200 para todos os parametros marginais foram utilizadas, sendo visualizadas no
programa Tracer; v.1.4 (Rambaut e Drummond, 2007). A arvore de tempo de divergéncia foi
construida no programa TreeAnnotator 2, descartando-se as primeiras 10% das arvores como

burn-in.
3. RESULTADOS
3.1 Anélises filogenéticas e delimitacéo de espécies

Um total de 612 pares de base do gene ribossomal RNA 16S foram obtidos para o
presente estudo. Deste total 108 pares de base foram deletados apds o alinhamento final, onde
estes continham indels, o dificultam o alinhamento do banco de dados. Desta forma, apenas
504 pares de base foram utilizados no banco de dados finais. O modelo evolutivo estimado
para as reconstrucdes filogenéticas de ML e IB foi o TIM2ef+1+G para ambas as inferéncias
(-InL: 2614.1428). As arvores filogenéticas recuperadas para o 16S resultam em topologias
similares por ambos 0s métodos, e assim representamos a sinese de informacdo de suporte na

arvore resultante da Inferéncia Baeysiana (Figura 2).

As reconstrucdes filogenéticas confirmam a monofilia do género Mastiglanis e a
presenca de varias linhagens mitocondriais representando unidades geogréficas distintas
identificadas abaixo do nome de Mastiglanis asopos nas coleg¢des ictiologicas. O género mais
correlacionado com Mastiglanis dentro da familia é o género Gladioglanis (valor de suporte
acima de 95%), de acordo com 0 16S rDNA. Contudo, nossas amostras das bacias dos rios
Maracand, Quatipuru e Caeté estdo mais relacionadas com Imparfinis stictonotus com um

alto valor de suporte (acima de 95%).
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As analises de delimitacdo de espécie apresentaram resultados divergentes (Figura 2 -
barras verticais). A analise de GMYC separou as amostras em apenas dois grupos e ndo fez a
distincdo entre as espécies validas (M. asopos, M. durantoni e M. yaguas) além de inclui-las
no mesmo clado. Os resultados ndo estéo representados em figuras porque houve o
agrupamento de somente 11 amostras (MXR38, MXR39, MXR40, MRR43, MRR44,
MNR45, MNR46, MIR47, MIR48, MNR49 e MTR97) de partes distintas da arvore
filogenética. A analise de bPTP também identificou apenas trés grupos, separando M.
durantoni e uma linhagem do Rio Manapiare (Venezuela) das demais amostras.

Ja a andlise com o0 método ABGD empregando a divergéncia maxima prévia da
diversidade intraespecifica (prior maximum divergence of intraespecific diversity, P)
P=0,0028 (0,28%) apresentou cinco grupos distintos (Figura 2 — ABGD+) sendo que ndo
houve distingdo entre as espécies validas descritas. A analise ABGD utilizando o limiar de
particdo P=0.0017 (0,17%) delimitou vinte e seis grupos (Figura 2 — ABGD-) havendo a
distincdo das duas espécies validas M. asopos e M. durantoni, porém M. yaguas apresentou
duas espécies distintas, além de alguns dos morf6tipos descritos como espécies na dissertacdo
de Almeida (2019). Por ser a Unica analise de delimitacdo de espécies que é condizente com
as espécies validas descritas anteriormente baseado em morfologia, seguimos utilizando os

resultados de ABGD- como linhagens que representam espécies putativas.

O primeiro clado que divergiu dos demais contém as espécies | e 11, que também estéo
identificadas como duas espécies nas analises ABGD+ e ABGD-. O préximo clado a separar
dos demais é representado por uma Unica espécie (I11) do Rio Rupununi (Guiana) e é
diretamente equivalente a espécie “Mastiglanis sp. n. 6 de Almeida (2019). Em seguida, 0
clado contendo as espécies putativas IV e V (ambas do Peru, mas de tributarios distintos)
representa uma situacdo onde o ABGD+ ndo identificou esse clado como uma espécie e o
ABGD- delimitou duas espécies distintas, porém, foram consideradas como um Gnico
morfétipo na analise morfoldgica de Almeida (2019) agrupados na espécie “Mastiglanis sp.

n. 5” e posteriormente descrita como M. yaguas.

Em seguida ha quatro clados com uma Unica especie putativa em cada (VI-1X). O
clado contendo a espécie putativa VI com distribuicdo no Rio Negro e cabeceiras do Rio
Orinoco (Manapiare e Ventuari), também foi apoiado como espécie na analise ABGD+. Os

clados contendo as espécies putativas VII-VIII (do Rio Madeira) e 1X (dos rios Alto Negro e
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Alto Tapajos) somente foram separados pela analise ABGD-, mas divergiram anteriormente

que a especiacao do ancestral comum das espécies validas M. asopos e M. durantoni.

O clado contendo as espécies X-XI1I é composto pelas espécies ja descritas para o
género e mais duas espécies (ambas do Rio Preto da Eva). As espécies putativas X e XII
formam um grupo monofilético recente, junto com a espécie putativa X1 do Rio Trombetas,
PA (proximo a localidade tipo e considerada correspondente a espécie M. asopos), sendo as
Unicas espécies que podem pertencer a M. asopos. A espécie putativa XIII do Rio Litanie,
divisa entre o Suriname e a Guiana Francesa, corresponde a espécie recentemente descrita

como M. durantoni (Mark H. Sabaj, comunicacdo pessoal).

As demais espécies putativas XIV-XXVI1 formam dois grandes clados. O primeiro
clado contém as espécies putativas XIV-XI1X dos rios Xingu e Madeira, sendo que as
espécies do Rio Xingu séo separadas geograficamente entre as por¢des superiores e
intermediarias do rio, além de um dos seus tributarios (Rio Bacaja). O segundo clado com
espécies delimitadas pelo ABGD- sdo oriundas de drenagens do Rio Tocantins e rios
costeiros menores perto do lado sul do delta do Rio Amazonas (espécies putativas XXII-
XXVI) e um tributario do Rio Orinoco no leste da VVenezuela que drena o escudo das guianas
(espécie XXI). As espécies putativas Il, VI (considerando apenas as amostras dos rios
Manapiare e Ventuari), XI1X e XX, que possuem o suporte de pelo menos um método de
delimitacdo de espécies, foram analisadas morfologicamente por Almeida (2019) e

consideradas como um Unico morf6tipo, sendo descridas como “Mastiglanis sp. n. 4”.
3.2 Estimativa do tempo de divergéncia

A andlise de tempo de divergéncia sugere que o ancestral do género Mastiglanis
surgiu aproximadamente no médio Mioceno. O primeiro evento cladogénico ocorreu a ~12
Ma (Tabela 1; Figura 3 — NG A), separando o ancestral comum dos Rios Tapajos e Xingu
(espécies putativas | e 11) com o ancestral das demais linhagens. O segundo evento de ~10 Ma
Tabela 1; Figura 3 — N0 B) separou o clado contendo as espécies putativas Il (da Guiana), IV
e V (do Peru) das espécies VI-XXVI. Duas cladogéneses ocorreram ha ~7 Ma, uma
separando a espécie putativa 11 das espécies putativas IV e V (Tabela 1; Figura3 - NGO E), e
outra separando a espécie putativa VI (rios Orinoco e Negro) das espécies VII-XXVI (Tabela
2; Figura 3 — NO D). Eventos do Plioceno, ~4Ma, foram responsaveis por trés eventos

cladogénicos: o primeiro separou as espécies putativas | e 1l (Tabela 1; figura 3 — N6 C); o
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segundo separou linhagens internas na espécie putativa VI (amostras do Rio Manapiare, do
leste da Bacia do Orinoco vs. amostras do Rio Ventuari no Alto Orinoco e do Rio Negro;
Tabela 1; Figura 3 — N6 G); e o terceiro separou 0s ancestrais das espécies putativas VIl e
VIl (do Rio Madeira em Rondénia) e das espécies putativas IX-XXVI (Tabela 1; Figura 3 —
NO F). No fim do Plioceno, ~2.96, houve a separacdo das espécies putativas XV-XIX (Tabela
1; Figura 3 — N6 H) e durante o Pleistoceno houve varios processos de especiacao que

culminaram na diversificacdo das espécies putativas VII-XXVI.
4. DISCUSSAO
4.1 Filogenia do género Mastiglanis

A familia Heptapteridae possui um histérico bem longo de mudangas até ser
considerada como uma familia de fato. Mesmo com a dificuldade de identificacdo dos
géneros, Ferraris (1988) propds a criagdo do sub-clado Nemuroglanis, que posteriormente foi
confirmado por Bockmann (1994), com base em caracteres morfoldgicos. Dentro desse sub-
clado estdo Imparfinis, Heptapterus, Cetopsorhamdia, Chasmochanus, Mastiglanis e mais
outros sete géneros. Contudo, nossos resultados mostram que Mastiglanis tem como género
irmao Gladioglanis, que néo pertence ao sub-clado proposto por Ferraris (1988). Lundberg et
al. (1991) sugeriu que Gladioglanis compartilhava algumas caracteristicas com o sub-clado,
sendo um possivel integrante de Nemuroglanis. Com base nisso, nossos dados sugerem que
as subdivisdes dentro de Heptapteridae necessitam de revisdes mais aprofundadas e que

integrem dados morfol6gicos e moleculares.

Nossos resultados também revelam uma alta diversidade genética dentro do género
Mastiglanis. A espécie M. asopos, espécie tipo para o género, ndo foi recuperada como uma
linhagem monofilética e forma um complexo de espécies, como ja havia sido hipotetizado
durante a descricdo de M. durantoni (De Pinna e Keith, 2019). As amostras estudadas
apresentam estruturacdo geografica por drenagem de ocorréncia, sugerindo ndo somente a
presenca de diversas espéecies cripticas dentro da nossa amostragem, mas também a presenca
de outras espeécies cripticas adicionais indisponiveis para este estudo (ou por falta de
amostragem, ou porque nao foram acessiveis ou identificadas como Mastiglanis em

colecdes).

As andlises de delimitagdo de espécies apresentaram cenarios diferentes. As analises

de GMYC e bPTP, apresentaram poucos grupos distintos e ndo foram informativos
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considerando a diversidade morfologica conhecida. Segundo Luo et al. (2018), quando a
quantidade de populagdes presente em um banco € alta e o tempo de divergéncia entre elas é
baixo, como 0s nossos dados, ambos 0s métodos se mostram nédo informativos, além de
dependerem circunstancialmente do balanceamento e tamanho da amostragem. Entretanto,
analises baseadas em distancia, como 0 ABGD, ndo apresentam tal tipo de limitagéo
(Dellicour e Flot, 2018) e foi 0 tnico método de delimitacao de espécies que diferenciou
ambas as espécies validas (ABGD-). Entretanto, no ABGD observamos a discrepancia entre a
quantidade de grupos em relagéo ao valor de P, isso ocorre porque, segundo Puillandre et al.
(2012), os grupos formados considerando um valor de P maior (ABGD+) derivam de eventos
cladogenéticos antigos que séo facilmente detectados, enquanto os grupos formados
considerando um valor de P menor (ABGD-) derivam de eventos de especia¢cdo muito

recentes.

Algumas das espécies sendo descritas por Almeida (2019) apresentam uma alta
variabilidade genética e a adi¢cdo de novas populacdes a elas mostra que a resolucéo
taxondmica do género ainda esta distante. Por exemplo, o caso de “Mastiglanis sp. n. 4” de
Almeida (2019), foi recuperada como polifilética, com espécies putativas distintas (Il, VI,
XIX e XX) dentro da sua ampla area de distribuicdo geografica; entretanto, a espécie
identificada como “Mastiglanis sp. n. 5” por Almeida (2019) foi recentemente descrita como
M. yaguas, apesar de ser monofilética, apresenta linhagens distintas entre os rios Nanay e
Itaya (espécies putativas IV e V neste estudo). Por outro lado, a espécie “Mastiglanis sp. n. 6”
de Almeida (2019) do Rio Rupununi foi recuperada tanto nas analises filogenéticas como no
ABGD em ambos os limiares de particdo (aqui identificada como espécie putativa Il1), como

grupo monofilético com alto valor de suporte.

Esse fendmeno de complexo de espécies cripticas ja tem sido evidenciado para outros
membros da familia Heptapteridae, como em Rhamdia quelen (Rios et al., 2017) e, mais
recentemente, em Heptapterus mustelinus (Faustino-Fuster et al., 2019). A espécie R. quelen
também possui uma larga distribuicdo na América do Sul e devido as dificuldades em
identificar os limites que definem a espécie, muitos nomes foram sinonimizados (Silfvergrip,
1996; Bockmann e Guazelli, 2003). Porém, com o auxilio da sistematica integrativa, varias
espécies ja foram removidas do complexo (Hernandez et al., 2015; Rios et al., 2017;
Angrizani e Malabarba, 2018) e a redescricdo de R. quelen foi recentemente proposta
(Angrizani e Malabarba, 2020).
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Baseado no material disponivel e uma interpretacdo que integra o conhecimento de
descricdes morfoldgicas publicadas e analises filogeneéticas (incluindo delimitacéo de
espécies), propomos que 0 género consiste de no minimo as trés especies validas ja descritas,
cinco espécies em processo de descrigdo (Almeida, 2019) e mais 21 espécies putativas

adicionais (baseadas no resultado da analise ABGD-).
4.2 Historia biogeografica do género

Estudos afirmam que a origem da superfamilia Pimelodoidea ocorreu na América do
Sul entre 110 e 95 milhdes de anos durante o Cretaceo, quando os continentes africano e sul-
americano ainda ndo haviam sido separados completamente (Lundberg et al., 1998; Maysei,
2000; Sullivan et al., 2006; Sullivan et al., 2013). Entre 99-78 Ma, houve uma rapida
diversificacdo dos pimelodoides e o primeiro clado a divergir do ancestral foram 0s
heptapiterideos no final do Cretaceo (Sullivan et al., 2006; Sullivan et al., 2013; Kappas et
al., 2016).

Nossos dados mostram que a divergéncia do ancestral do género Mastiglanis foi bem
mais recente, durante 0 Mioceno. Supomos que esse ancestral habitou tributérios nas areas de
conex&o entre a bacia de Llanos e o0 “Lago Pebas”, conforme sugerido por Lundberg et al.
(1998). A primeira diversificacdo das linhagens ocorreu a ~12 Ma (Figura 3 — N6 A),
possivelmente um reflexo de uma segunda introgressd@o marinha que ocorreu na regido entre
16-12 Ma (Jaramillo et al., 2017) que pode ter isolado populac6es de tributérios distintos.
Esse evento pode ter separado populagdes do sul da distribuicdo ancestral das demais
populacgdes resultando no ancestral das espécies putativas I e I1. Nao podemos aprofundar
sobre a biogeografia desse ramo devido a falta de informag&o/amostragem dos ancestrais

desse clado.

Durante o Mioceno inferior houveram varios eventos como: o soerguimento da
Cordilheira dos Andes no Noroeste e 0 soerguimento do Mérida Andes, bloqueando o canal
entre 0 Lago Pebas e o Caribe; a elevagdo do Arco de Vaupes, que separou a bacia do Rio
Amazonas das bacias do Rio Llanos e do Rio Orinoco; a diminui¢do do nivel global do mar;
bem como o esfriamento global; o aumento da deposicéo de sedimentos do Andes; e a
formacéo do Sistema Acre (Lundberg et al., 1998; Figueiredo et al., 2009; Hoorn et al., 2010;
Bloom & Lovejoy, 2011; Albert et al., 2018). Esses processos de mudanga de ambiente
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podem ter culminado na especiacdo do ancestral das espécies putativas Ill, IV e V, do

ancestral das demais espécies a ~10 Ma (Figura 3 — N6 B).

Ainda no Mioceno inferior, entre 9.4 Ma e 9 Ma, houve o rompimento do Arco do
Purus, levando ao estabelecimento do fluxo transcontinental do Rio Amazonas (Hoorn et al.,
2017; Albert et al., 2018). Entre ~8-6 Ma houve o eventual desaparecimento das grandes
areas alagadas na Amazonia ocidental, levando ao declinio do Sistema Acre, e, devido a
principal fonte de sedimentos do Rio Amazonas serem advindos da erosdo dos Andes, houve
uma mudanca de componentes do substrato (Hoorn et al., 1993; Figueiredo et al., 2009;
Hoorn et al., 2010) e o padrdo de distribuicdo de muitos pequenos tributarios na planicie de
inundacdo. Esses eventos podem ter influenciado na especiacao dos ancestrais das espécies
putativas 11 (isolado nas drenagens do norte), IV e V nas cabeceiras no oeste do novo Rio
Amazonas (Figura 3 — No E), assim como pode ter influenciado na separagdo do ancestral da
espécie putativa VI (drenagens do norte) do ancestral das demais espécies validas e putativas
(VII-XXVI) no Rio Amazonas (Figura 3 — N6 D). Porém, algumas amostras potencialmente
representam colonizacéo cruzada posterior entre essas bacias (amostra MNR103 pode ter
colonizado do Norte para o0 Sul e MMR54 do Sul para o Norte).

Segundo Aalto et al. (2006), o fluxo de sedimentos advindos dos Andes em direcédo a
Amazonia ndo era continuo, resultando em pulsos de deposicdo em direcdo ao leste. Durante
o0 Plioceno (~4 Ma) houve a elevacdo do Arco Fitzcarrald gerando a compartimentalizagéo da
Amazonia ocidental, separando o Rio Madeira do Rio Amazonas (Espurt et al. 2007). Com o
isolamento de rio amazonas pelos Arcos de Vaupes e Fitzcarrald, a entrada de sedimentos no
rio aumentou (Espurt et al., 2010). Esse evento pode ter influenciado a diversificacdo do
ancestral das espécies VI e VIII, no atual Rio Madeira (Figura 3 — NO F). Nesse mesmo
periodo (~4 Ma), houve a diferenciacédo entre as localidades que fazem parte da espécie VI
(Figura 3 — N6 G), porém, sem maior amostragem ndo podemos discutir a historia desse
grupo. Uma andlise aprofundada de Mastiglanis das cabeceiras do Orinoco e Negro pode ser
uma valiosa para ajudar a definir datacdo da formacédo do canal Casiquiare, que até entdo nao
tem datacéo estabelecida (Winemiller et al., 2008). Durante a transi¢do entre o Plioceno para
o0 Pleistoceno foi uma fase de consolidacdo do Rio Amazonas transcontinental e de flutuacgoes
climaticas devido aos periodos glaciais-interglaciais. Ao longo desse periodo houve uma
rapida diversificacdo do género (Figura 3 — N6 G), onde também podemos observar uma

estruturacdo genetica em pontos proximos do mesmo rio. Segundo Ochoa et al. (2015), as
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glaciacGes promoveram o isolamento de drenagens e fragmentacao de habitats o que
influenciou na estruturacdo genética das populacdes de peixes com baixa capacidade de

dispersao.
5. CONCLUSAO

O presente estudo € o primeiro a abordar os aspectos filogeograficos do género
Mastiglanis, a inferir possiveis eventos que levaram a diversificacdo desses heptapterideos
que estdo distribuidos amplamente pela regido Neotropical e a definir, por meios
filogenéticos, Mastiglanis asopos como complexo de espécies. Diferente do que foi proposto
por meios morfoldgicos, o género irmdo de Mastiglanis deve ser o género Gladioglanis,
sendo que o Imparfinis foi recuperado como irmédo de ambos. Além das trés espécies validas,
cinco espécies em processo de descri¢do, propomos mais 21 espécies putativas adicionais
para o género. Com base nos nossos dados, o ancestral de Mastiglanis surgiu no Mioceno
intermediario nos tributérios ao redor da regido do Lago Pebas. Diversos eventos
paleogeogréaficos que podem ter levado a especiacdo dentro do género incluindo as incursbes
marinhas, os pulsos de deposicéo de sedimentos advindos dos Andes durante a transigdo entre
0 Mioceno inferior e o Plioceno, e as glaciacGes que ocorreram durante o Pleistoceno. Ainda
assim, o estudo demonstra que a diversidade desse grupo ainda é muito subestimada e mais
esforco amostral, bem como a integracdo de dados morfoldgicos e genéticos, Sdo necessarios

para esclarecer os componentes e suas relacfes dentro do género.
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Figura 1. Mapa mostrando: a distribuicdo de Mastiglanis segundo o GBIF
(https://www.gbif.org/ ; area branca); pontos de amostragem ou distribui¢do das cinco espécies

propostas por Almeida (2019); pontos de amostragem do presente estudo (circulos vermelhos);
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preenchidas (coloridas ou em cinza) representam espécies (validas e putativas) distintas
identificadas pelos métodos e barras ndo preenchidas (brancas) representam amostras com falta
de resolucéo especifica pelo método de analise. A barra representando analises morfoldgicas
(MORF) segue os resultados de Almeida (2019) e as espécies validas descritas. As amostras
que foram utilizadas tanto neste estudo quanto por Almeida (2019) estdo em colorido, as quais
sdo: “Mastiglanis sp. n. 4” (barra amarela) ¢ “Mastiglanis sp. n. 6” (barra azul claro). As cores
destas barras estdo correlacionadas com as cores na Figura 1. Demais barras representam
espécies putativas delimitadas pelos métodos bPTP e ABGD (ABGD+ threshold igual a
0.0028; ABGD- threshold igual a 0.0017). Espécies putativas estdo nomeadas com nimeros
romanos para evitar confusdo com os algarismos arabicos usado para nomear as espécies de
Almeida (2019).
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de divergéncia estimados no presente estudo e sumarizados na Tabela 1. Nimeros romanos

representam as espécies putativas definidas com base na analise de delimitacdo ABGD-.

Tabela 1. Tempo de divergéncia estimado, com seus respectivos intervalos de confianca e
probabilidades a posteriori para as espécies de Mastiglanis analisadas no presente estudo.

No Tempo (Ma) 95% HPD (Ma) Posterior
A 12.06 4.218-21.902 1

B 10.13 3.643-18.376 0.62

C 4.36 1.141-8.530 1

D 7.89 2.5-14.299 0.68

E 7.34 2.318-13.645 0.73

F 4.23 1.35-7.936 1

G 4.01 1.060-7.907 1

H 2.96 0.925-5.441 0.98




Dados Suplementares 1. Espécies, codigos, localidades das amostras, nimero de tombamento e sequéncias retiradas do GenBank utilizadas
nesse estudo. Linhas em negrito mostram as amostras utilizadas tanto neste estudo quanto por Almeida (2019).

Espécie Sp.*/ ABGD- Cddigo Local de coleta Voucher Genbank
Mastiglanis sp. -1 XXVI MGRO03 Baixo Rio Guama/Castanhal-PA, Brasil CEABIO 18M003
Mastiglanis sp. -1 XXVI MGRO04 Baixo Rio Guama /Castanhal-PA, Brasil CEABIO 18M004
Mastiglanis sp. -/ XXVl MGRO05 Baixo Rio Guama /Castanhal-PA, Brasil CEABIO 18M005

Imparfinis sp. -/- ICRO9 Rio Caeté/Bonito-PA, Brasil CEABIO 18M009
Imparfinis sp. -/ - ICR10 Rio Caeté /Bonito-PA, Brasil CEABIO 18M010
Imparfinis sp. -/ - ICR11 Rio Caeté /Bonito-PA, Brasil CEABIO 18M011
Imparfinis sp. -/- ICR13 Rio Caeté /Bonito-PA, Brasil CEABIO 18M013
Imparfinis sp. -/- ICR14 Rio Caeté /Bonito-PA, Brasil CEABIO 18M014
Imparfinis sp. -/ - ICR15 Rio Caeté /Bonito-PA, Brasil CEABIO 18M015
Imparfinis sp. -/ - IQR17 Rio Quatipuru/Tracuateua-PA, Brasil CEABIO 18M017
Imparfinis sp. -/- IQR18 Rio Quatipuru /Tracuateua-PA, Brasil CEABIO 18M018
Imparfinis sp. -/- IQR19 Rio Quatipuru /Tracuateua-PA, Brasil CEABIO 18M019
Imparfinis sp. -/ - IQR20 Rio Quatipuru /Tracuateua-PA, Brasil CEABIO 18M020
Imparfinis sp. -/ - IQR21 Rio Quatipuru /Tracuateua-PA, Brasil CEABIO 18M021
Imparfinis sp. -/ - IQR22 Rio Quatipuru /Tracuateua-PA, Brasil CEABIO 18M022
Mastiglanis sp. -/ XXII MMR23 Rio Marapanim/Sao Francisco do Para-PA, Brasil CEABIO 18M023
Mastiglanis sp. -/ XXI MMR24 Rio Marapanim /S8o Francisco do Para-PA, Brasil CEABIO 18M024
Mastiglanis sp. -/ XXI MMR25 Rio Marapanim /S&o Francisco do Para-PA, Brasil CEABIO 18M025
Mastiglanis sp. -/ XXV MMR26 Rio Marapanim /S&o Francisco do Para-PA, Brasil CEABIO 18M026
Imparfinis sp. -/- IMR34 Rio Maracanéd/Capanema-PA, Brasil CEABIO 18M034

Imparfinis sp. -/ - IMR35 Rio Maracana /Capanema-PA, Brasil CEABIO 18M035



Imparfinis sp. -/ - IMR36 Rio Maracana /Capanema-PA, Brasil CEABIO 18M036

Mastiglanis sp. 41 XI1X MBR37 Rio Bacaja-PA, Brasil ANSP 194592
Mastiglanis sp. 4111 MXR38 Rio Xingu-PA, Brasil ANSP 198692
Mastiglanis sp. 4711 MXR39 Rio Xingu -PA, Brasil INPA 40246
Mastiglanis sp. 4711 MXR40 Rio Xingu -PA, Brasil ANSP 199569
Mastiglanis sp. 4111 MXR41 Rio Xingu-PA, Brasil ANSP 198692
Mastiglanis sp. 6/11 MRRA42 Rio Rupununi-Guiana ANSP 179732
Mastiglanis sp. 6/l MRR43 Rio Rupununi -Guiana ANSP 179732
Mastiglanis sp. 6/l MRR44 Rio Rupununi -Guiana ANSP 179732
Mastiglanis sp. A MNR45 Rio Nanay-Peru ANSP 53736
Mastiglanis yaguas Véalida/V  MNR46 Rio Nanay-Peru ANSP 182750
Mastiglanis yaguas Vélida/ 1V MIR47 Rio ltaya-Peru ANSP 179014
Mastiglanis yaguas Vélida/ 1V  MIR48 Rio Itaya -Peru ANSP 179014
Mastiglanis yaguas Vélida/V  MNR49 Rio Nanay-Peru ANSP 180407
Mastiglanis sp. A MNR50 Rio Nanay -Peru SIUC 23030
Mastiglanis durantoni Valida / XIlI  MLR52 Rio Litanie-Suriname ANSP 189106
Mastiglanis sp. 4/ XX MMR54 Rio Manapiare-Venezuela ANSP 182789
Mastiglanis sp. 4/ VI MMR57 Rio Manapiare -Venezuela ANSP 182789
Mastiglanis sp. 4/ VI MVR55 Rio Ventuari-Venezuela ANSP 191332
Mastiglanis sp. 4/ VI MMR58 Rio Ventuari -Venezuela ANSP 182259
Mastiglanis sp. -/ Xl MPER59 Rio Preto da Eva-AM, Brasil LBP 19323
Mastiglanis sp. -/ X MPERG0 Rio Preto da Eva-AM, Brasil LBP 19324
Mastiglanis sp. -1 X MPERG61 Rio Preto da Eva-AM, Brasil LBP 19326
Mastiglanis sp. -/ XXIV  MARG62 Rio Araguaia/Barra das Gargas-MT, Brasil LBP 27651
Mastiglanis sp. -/ XXIV  MARG63 Rio Araguaia /Barra das Gargas-MT, Brasil LBP 27652
Mastiglanis sp. -/ XXIV  MAR64 Rio Araguaia /Barra das Gargas-MT, Brasil LBP 27653
Mastiglanis sp. -/ XXIV  MARG65 Rio Araguaia /Barra das Gargas-MT, Brasil LBP 27654



Mastiglanis sp.

Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.

-11X MNRG66

-11X MNRG67
-1 XIV MMR68
-1 XIV MMR69
-1 XIV MMR70
-1 XIV MMR71
-1 XIV MMRT72

-/VII MMR?73
-/ VI MMR74
-/ VI MMR75
AV MMRY76
AV MMR77
-V MMR78
-V MMR79
-V MMR80
-V MMR81

-1 XVI MXR82
-1 XVI MXR83
-1 XVI MXR84
-1 XVI MXR85
-1 XVI MXR86
-1 XVII MXR87
-1 XVII MXR88
-1 XV MXR89
-/ XVII MXR90

-1 X MPER91

Alto Rio Negro/Sao Gabriel da Cachoeira-AM,
Brasil

Alto Rio Negro /Sdo Gabriel da Cachoeira-AM,
Brasil

Rio Madeira/Ariguemes-RO, Brasil
Rio Madeira /Ariquemes-RO, Brasil
Rio Madeira /Ariquemes-RO, Brasil
Rio Madeira /Ariquemes-RO, Brasil
Rio Madeira /Ariquemes-RO, Brasil
Rio Madeira /Porto Velho-RO, Brasil
Rio Madeira /Porto Velho-RO, Brasil
Rio Madeira /Porto Velho-RO, Brasil
Rio Madeira /Porto Velho-RO, Brasil
Rio Madeira /Porto Velho-RO, Brasil
Rio Madeira /Guajarad Mirim-RO, Brasil
Rio Madeira /Guajarad Mirim-RO, Brasil
Rio Madeira /Guajara Mirim-RO, Brasil
Rio Madeira /Guajara Mirim-RO, Brasil
Rio Xingu/Ribeirdo Cascalheira-MT, Brasil
Rio Xingu/Ribeirdo Cascalheira-MT, Brasil
Rio Xingu/Ribeirdo Cascalheira-MT, Brasil
Rio Xingu/Ribeirdo Cascalheira-MT, Brasil
Rio Xingu/Ribeirdo Cascalheira-MT, Brasil
Rio Xingu/Altamira-PA, Brasil
Rio Xingu/Altamira-PA, Brasil
Rio Xingu/Altamira-PA, Brasil
Rio Xingu/Altamira-PA, Brasil
Rio Preto da Eva-AM, Brasil

LBP 33371

LBP 33372
LBP 50050
LBP 50051
LBP 50052
LBP 50053
LBP 50054
LBP 50351
LBP 50352
LBP 50353
LBP 50354
LBP 50355
LBP 50450
LBP 50451
LBP 50452
LBP 50453
LBP 64706
LBP 64707
LBP 64708
LBP 64709
LBP 64710
LBP 67717
LBP 67718
LBP 67719
LBP 67720
LBP 72431
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Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis sp.
Mastiglanis asopos
Mastiglanis asopos
Batrochoglanis raninus
Cephalosilurus apurensis
Cetopsorhamdia insidiosa
Cetopsorhamdia sp.
Chasmocranus brevior
Conorhynchos conirostris
Gladioglanis machadoi
Goeldiella eques
Heptapterus sympterygium
Imparfinis cochabambae
Imparfinis stictonotus
Lophiosilurus alexandri
Myoglanis sp.

-/ X1
-1 X
-1 X
-1 X
-/ XX
-/
-1
-1
-1
-1
-11X
-1 VI
Valida / XII
Valida / XII

MPER92
MPER93
MPER94
MPER95
MAR96
MTR97
MTR98
MTR99
MTR100
MTR101
MTR102
MNR103
MTR109
MTR111

Rio Preto da Eva-AM, Brasil
Rio Preto da Eva-AM, Brasil
Rio Preto da Eva-AM, Brasil
Rio Preto da Eva-AM, Brasil
Rio Araguaia/Barra do Gar¢a-MT, Brasil
Alto Rio Tapajos/Teles Pires-PA, Brasil
Alto Rio Tapajos/Teles Pires-PA, Brasil
Alto Rio Tapajos/Teles Pires-PA, Brasil
Alto Rio Tapajos/Teles Pires-PA, Brasil
Alto Rio Tapajos/Teles Pires-PA, Brasil
Alto Rio Tapajos/Teles Pires-PA, Brasil
Médio Rio Negro/Barcelos-AM, Brasil
Rio Trombetas-PA, Brasil
Rio Trombetas-PA, Brasil

LBP 72432
LBP 72433
LBP 72434
LBP 72435
LBP 817651
LBP 92798
LBP 92799
LBP 92800
LBP 92801
LBP 92802
LBP 92865
LBP 97389
CEABIO 18M109
CEABIO 18M111

1X899730
1X899729
1X899735
DQ990579
1X899736
1X899737
1X899744
JF898719
1X899734
1X899732
1X899733
1X899728
1X899738
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Phreatobius cisternarum
Phreatobius dracunculus
Pimelodella cristata
Pimelodina flavipinnis
Pimelodus ornatus
Pimelodus ornaus
Pseudopimelodus bufonius
Pseudopimelodus mangurus
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JX899741
JX899740
MH286809
JF898681
JF898678
JF898680
JX899727
JF898718




