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RESUMO

A familia Eleotridae compreende peixes anfidromos conhecidos como "sleepers", cuja
identificacdo taxonOmica ¢ historicamente complexa devido ao extremo conservadorismo
morfologico e a ocorréncia de espécies cripticas. O objetivo deste estudo foi diagnosticar o
status taxondmico de diferentes populagdes de Eleotris melanosoma por meio de DNA
Barcoding e da delimitacdo automatizada de espécies. Sequéncias do gene mitocondrial
Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI), totalizando um alinhamento de 573 pares de bases
(pb) e abrangendo 14 espécies do género Eleotris, foram obtidas de bancos de dados publicos
e analisadas por meio do método de agrupamento de Neighbor-Joining (K2P) e do algoritmo
Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD). A analise de distribui¢ao de distancias genéticas
revelou um padrdo bimodal marcante, evidenciando um hiato de codigo de barras (barcode
gap) bem definido que estabeleceu um consenso estdvel de 20 Unidades Taxondmicas
Operacionais Moleculares (MOTUs) para o género. A topologia filogenética demonstrou que
E. melanosoma n3ao compde um clado homogéneo, dividindo-se em trés linhagens
geneticamente divergentes e geograficamente estruturadas: a Linhagem 1, correspondente a
espécimes da Indonésia e Palau (divergéncia intraespecifica de 0,43%); a Linhagem 2, que
abrange individuos da Polinésia Francesa e Ilhas Salomao, apresentando a maior divergéncia
interna (1,3%); e a Linhagem 3, vinculada ao complexo Eleotris diamsoi na regido de
Madagascar, Mayotte e Africa do Sul (0,15%). A divergéncia genética interespecifica par a par
(distancia p) dentro do complexo atingiu 5,4% entre as Linhagens 1 e 2, e até 7,3% em relagdo
a Linhagem 3, confirmando a existéncia de espécies cripticas sob o morfotipo classico de E.
melanosoma. Adicionalmente, as analises recuperaram clusters estruturados para Eleotris fusca
e mantiveram as sequéncias de Eleotris perniger agregadas em uma tinica MOTU, embora sob
uma divergéncia intraespecifica relativamente alta de 1,3%, sugerindo um processo de
diferenciagdo geografica incipiente ou fluxo génico residual. Os resultados confirmam a
robustez do gene COI combinado ao algoritmo ABGD como ferramentas moleculares
fundamentais para refinar hipoteses evolutivas e guiar uma abordagem taxondmica integrativa

na familia Eleotridae.

Palavras-chave: Espécies cripticas. Taxonomia Integrativa. COI. ABGD. Diversidade.

Delimitacao de espécies.
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ABSTRACT
The family Eleotridae comprises amphidromous fishes commonly known as "sleepers", whose
taxonomic identification is historically complex due to extreme morphological conservatism
and the occurrence of cryptic species. The objective of this study was to diagnose the taxonomic
status of different populations of Eleotris melanosoma through DNA Barcoding and automated
species delimitation. Sequences of the mitochondrial Cytochrome C Oxidase Subunit I (COI)
gene, totaling an alignment of 573 base pairs (bp) and encompassing 14 species of the genus
Eleotris, were retrieved from public databases and analyzed using the Neighbor-Joining (K2P)
clustering method and the Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) algorithm. The
distribution analysis of genetic distances revealed a striking bimodal pattern, showing a well-
defined barcode gap that established a stable consensus of exactly 20 Molecular Operational
Taxonomic Units (MOTUs) for the genus. The phylogenetic topology demonstrated that E.
melanosoma does not compose a single homogeneous clade, dividing instead into three
genetically divergent and geographically structured lineages: Lineage 1, corresponding to
specimens from Indonesia and Palau (intra-specific divergence of 0.43%); Lineage 2, which
encompasses individuals from French Polynesia and Solomon Islands, presenting the highest
internal divergence (1.3%); and Lineage 3, linked to the Eleotris diamsoi complex in the region
of Madagascar, Mayotte, and South Africa (0.15%). The inter-specific pairwise genetic
divergence (p-distance) within the complex reached 5.4% between Lineages 1 and 2, and up to
7.3% in relation to Lineage 3, confirming the existence of cryptic species under the classical
morphotype of E. melanosoma. Additionally, the analyses recovered structured clusters for
Eleotris fusca and kept the sequences of Eleotris perniger aggregated into a single MOTU,
albeit under a relatively high intra-specific divergence of 1.3%, suggesting an incipient
geographic differentiation process or residual gene flow. The results confirm the robustness of
the COI gene combined with the ABGD algorithm as fundamental molecular tools to refine
evolutionary hypotheses and guide an integrative taxonomic approach within the family

Eleotridae.

Keywords: Cryptic species. Integrative taxonomy. COIL ABGD. Diversity. Species

delimitation.
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1. INTRODUCAO

Eleotridae (Bonaparte, 1835) ¢ uma familia de peixes pertencentes a ordem Gobiiformes
e a subordem Gobioidei (NELSON et al., 2016; FRICKE et al., 2026) (Figura 1). Na literatura
inglesa, os representantes da familia sdo comumente conhecidos como sleepers, em referéncia
ao comportamento de permanecerem relativamente imdveis sobre o substrato (MURDY;
HOESE, 2002). Atualmente, esse grupo compreende a terceira familia mais especiosa dentro
dos gobioides, com 153 espécies organizadas em 22 géneros validos, ocupando uma posicao de
destaque em termos de diversidade, apos Gobiidae e Oxudercidae (THACKER et al., 2023;
FRICKE, ESCHMEYER, VAN DER LAAN, 2026).

Figura 1. Representantes de alguns géneros da familia Eleotridae. Legenda: A) Eleotris; B)
Erotelis; C) Dormitator; D) Gobiomorus; E) Hemieleotris; F) Leptophilypnus ¢ G) Guavina.

Fonte: A. Guimaraes-Costa e Arturo Angulo.



Os eleotrideos possuem uma distribuicdo ampla e circumglobal, ocorrendo
predominantemente em habitats costeiros, como manguezais, estudrios e rios tropicais e
subtropicais das regides Afrotropical, do Indo-Pacifico e dos Neotropicos (YOKOO et al., 2006;
GUIMARAES-COSTA, 2016). Esses peixes apresentam um ciclo de vida anfidromo,
caracterizado pela desova em agua doce, seguida pela dispersdo das larvas para o mar, onde
passam por uma fase pelagica. Apos esse estadgio, as pds-larvas retornam aos rios, onde se
desenvolvem até a fase adulta e completam o ciclo reprodutivo (MAEDA & TACHIHARA,
2005; JARVIS et al., 2018). Essa adaptacao permite que os eleotrideos ocupem tanto habitats
dulcicolas quanto salobros (ARECHIGA-PALOMERA et al., 2022).

Do ponto de vista morfologico, os eleotrideos distinguem-se dos demais gobioides
principalmente por apresentarem as nadadeiras pélvicas separadas, sendo o principal carater
diagnostico que define a familia e a diferencia dos Gobiidae. Outras caracteristicas gerais
incluem um corpo robusto, cabeca curta e larga, escamas grandes do tipo cicloide ou ctendide
e linha lateral reduzida, substituida por fileiras de neuromastos livres (MURDY & HOESE,
1978). Entretanto, a identificacdo de espécies permanece desafiadora devido a conservagao
morfoldgica dentro da familia (PEZOLD & CAGE, 2002) e a ocorréncia de espécies cripticas
(GUIMARAES-COSTA et al., 2017; MENNESSON & KEITH, 2017; THACKER et al., 2023;
UNMACK et al., 2023).

As espécies do género Eleotris ndo sao facilmente distinguiveis com base somente na
morfologia, somente a combinag¢do dos caracteres meristicos, como o nimero de escalas laterais
e o padrdo de neuromastos cefalicos podem permitir a distingdo das espécies (PEZOLD &
CAGE, 2002) (Figura 2).

Figura 2. Regido cefalica das espécies Eleotris perniger e Eleotris amblyopsis. A comparagao
entre as imagens mostra os poros suborbitais destacados em pontos brancos, formando
diferentes padrdes de acordo com cada espécie.




Foto: Aurycéia Guimaraes. Esquema desenhado: Cedido pelos autores Pezold & Cage (2002).

Diante dessas limitagdes morfologicas, estudos moleculares tém revelado uma
diversidade oculta como espécies morfologicamente indistinguiveis em diferentes géneros de
Eleotridae, evidenciando as limitagdes da taxonomia morfoldgica e refor¢ando a necessidade
de abordagens complementares para uma classificagdo mais robusta, especialmente na distingao
de espécies cripticas (GUIMARAES-COSTA et al., 2016; GUIMARAES-COSTA et al., 2017;
MENNESSON et al., 2018; MENNESSON; KEITH, 2020, THACKER et al., 2023;
ABDULMALIK-LABE; QUILANG, 2024).

Entre os 22 géneros pertencentes a familia Eleotridae, o género Eleotris compreende
atualmente 24 espécies validas (FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2026). Entre elas,
destaca-se Eleotris melanosoma Bleeker, 1853 (Figura 4), espécie considerada amplamente
distribuida na regido do Indo-Pacifico, com registros em ambientes dulcicolas, salobros e
marinhos do Oceano Indico Oriental e Pacifico Ocidental (FRICKE; ESCHMEYER; VAN
DER LAAN, 2026). Entretanto, revisdes taxondmicas recentes baseadas em evidéncias
morfoldgicas demonstraram que a distribuicdo de E. melanosoma, em sentido estrito, ¢ mais
restrita do que se acreditava anteriormente, estando limitada ao Oceano Pacifico, com registros
confirmados na Indonésia, Filipinas, Taiwan, Papua-Nova Guin¢, Ilhas Salomdo e Nova
Caledonia, enquanto parte dos espécimes anteriormente identificados como E. melanosoma foi
posteriormente atribuida a outros taxons (MENNESSON; KEITH, 2020; MENNESSON et al.,
2021).

Figura 3. Distribuicdo geografica de Eleotris melanosoma sensu stricto no Oceano Pacifico.
Os pontos vermelhos representam os registros confirmados da espécie na Indonésia, Filipinas,

Taiwan, Papua-Nova Guiné, Ilhas Salomao e Nova Caledonia.



Fonte: Elaborado pelo autor com base em Mennesson et al. (2021).

Figura 4. Eleotris melanosoma, proveniente de Bali, Indonésia (58 mm comprimento padrio).

Fonte: N. Hubert.

A espécie € frequentemente encontrada em estuarios e nos trechos inferiores e médios
de rios costeiros, associados a substratos arenosos, lodosos ou rochosos sob influéncia das
marés (MENNESSON et al., 2021). Morfologicamente, caracteriza-se por apresentar corpo
alongado, cabeca deprimida e padrao caracteristico de neuromastos cefalicos 2.3.4 (AKIHITO,
1967), caracteres importantes para a distincao entre espécies do género (MENNESSON et al.,
2021). Apesar disso, a elevada semelhanca morfoldgica entre representantes de Eleotris
dificultou, durante décadas, a delimitacdo taxonOmica de E. melanosoma. Nesse contexto,
revisoes taxonOmicas revelaram que o complexo E. melanosoma abriga diversidade genética
previamente nao reconhecida, possibilitando a delimitagdo de novas espécies € o
reconhecimento de linhagens geneticamente distintas, o que refor¢a a importancia da utilizagao

de ferramentas moleculares, como o DNA Barcoding, na identificacio e delimitagdo



taxonomica de espécies do género Eleotris (MENNESSON; KEITH, 2020; MENNESSON et
al., 2021; SAHAMI; HABIBIE, 2021).

Nesse cenario, o DNA Barcoding destaca-se como uma ferramenta molecular
padronizada revolucionaria para identificagdo precisa de espécies, utilizando um fragmento
curto e padronizado do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI). Esse
fragmento, com cerca de 650 pares de base (pb), contém informagdes genéticas unicas que
permitem diferenciar espécies com base nas variagdes em suas sequéncias nucleotidicas
(HEBERT et al., 2003; DESALLE & GOLDSTEIN, 2019). O gene COI vem sendo o marcador
mais utilizado em peixes por sua universalidade, alta taxa de evolugdo mitocondrial e
capacidade de discriminar espécies proximas com divergéncias interespecificas de 2-5%,
superando a variacdo intraespecifica inferior a 1% (WARD et al., 2005; MACIEL, 2021).
Agregado ao DNA Barcoding, alguns métodos moleculares estdo disponiveis para a delimitacao
automatica de espécies com base em dados de um tnico locus, destacando o Automatic Barcode
Gap Discovery (ABGD) (PUILLANDRE et al., 2012), um método que, baseado em limiares
especificos de similaridade de sequéncias, identifica automaticamente a distancia em que se

localiza barcode gap, particionando o conjunto de dados em espécies candidatas.

2. JUSTIFICATIVA

A correta identificacdo das espécies e o mapeamento da biodiversidade global
constituem pilares fundamentais para a ecologia, evolu¢do e conserva¢do ambiental. No
entanto, a determinagdo taxonomica de peixes da ordem Gobiiformes, particularmente dentro
da familia Eleotridae, tem se mostrado historicamente complexa. O género Eleotris compreende
peixes carnivoros amplamente distribuidos em sistemas estuarinos e de d4guas doces tropicais e
subtropicais, exercendo papel ecoldgico central nesses ecossistemas. Apesar de sua relevancia,
a diagnose morfoldgica tradicional desses taxons enfrenta severas limitagdes em fung¢do de um
conservadorismo fenotipico extremo, onde variagdes meristicas sobrepostas, a degradacao de
caracteres em espécimes fixados e a sutil diferenciagdo nos padrdes de neuromastos cefalicos
frequentemente mascaram a real riqueza de espécies cripticas e endémicas.

Essa problematica reflete-se diretamente no cenario global de conservagdo. Espécies de
ampla distribuigdo geografica no Indo-Pacifico, como Eleotris melanosoma, vém sendo
tratadas pela comunidade cientifica como linhagens homogéneas, quando, na verdade, estudos

taxondmicos e filogeograficos recentes tém demonstrado que esses morfotipos ocultam uma



expressiva diversidade evolutiva e linhagens independentes isoladas por barreiras
biogeograficas. A incompreensao dessa diversidade oculta gera sérias implicacdes praticas:
status de ameaca e listas vermelhas de extingdo (IUCN) tornam-se imprecisos ao aglutinar
multiplas entidades biologicas sob um unico nome taxondmico, negligenciando o manejo
adequado de espécies raras ou de endemismo restrito.

Diante desse cenario de incerteza taxondmica, este estudo evidencia a necessidade de
aplicar e validar ferramentas moleculares robustas e reprodutiveis, como a aplicagdo da regido
do gene COI (DNA Barcoding) combinado com algoritmos automatizados de delimitagcao de
espécies (Automatic Barcode Gap Discovery - ABGD), para testar limites biologicos e refinar

hipoteses evolutivas no género Eleotris.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
O objetivo deste estudo ¢ diagnosticar o status taxonomico de diferentes populagdes de
Eleotris melanosoma por meio de DNA Barcoding e da delimitacdo automatica de espécies,

utilizando uma abordagem comparativa com as demais espécies do género Eleotris.

3.2. Objetivos Especificos

e Obter sequéncias de DNA barcode (gene COI) de espécimes de Eleotris por meio de
mineracdo de dados em bancos publicos (como GenBank e BOLD Systems),
abrangendo diferentes localidades de sua area de distribuicdo;

e Calcular as distancias genéticas intra e interespecificas (distancia p) para avaliar a
existéncia e a magnitude do barcode gap (intervalo de cddigo de barras) nas populacdes
analisadas;

e Executar o algoritmo de delimitagdo baseado em distancia ABGD (Automatic Barcode
Gap Discovery) para identificar o nimero de Unidades Taxondmicas Operacionais
Moleculares (MOTUs) dentro do género;

e Avaliar o status taxondmico e a distribui¢do geografica das MOTUs identificadas para
o complexo Eleotris melanosoma, validando a ocorréncia de linhagens evolutivas

independentes e potenciais espécies cripticas dentro deste taxon.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Analise das sequéncias
As sequéncias utilizadas nas analises foram obtidas dos bancos de dados BOLD Systems

(http://boldsystems.org/) e GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov/). O conjunto de dados

compreendeu 14 espécies reconhecidas para o género Eleotris, cuja distribuicdo abrange as
regides do Atlantico Noroeste e Regido do Caribe, incluindo parte do Mar do Caribe, Golfo do
México, costa da América Central, norte da América do Sul e o sudeste dos Estados Unidos;
Pacifico Oriental Tropical, incluindo costa ocidental das Américas Central ¢ do Sul; Indo-
Pacifico Central e Ocidental e Pacifico Sudoeste, incluindo norte e leste da Australia.

O alinhamento das sequéncias foi realizado de forma automatica no software Geneious
v8.0.5 (KEARSE et al., 2012). A estimativa da divergéncia intraespecifica considerou apenas
sequéncias com identificagdo taxondmica confirmada em nivel de espécie, sendo excluidos os
registros identificados apenas em nivel de género ou familia. A matriz de sequéncias e a arvore
filogenética pelo método Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987) foram construidas no
MEGA 12 (KUMAR et al., 2024), empregando o modelo de substituicdo Kimura 2-parametros
(K2P) (KIMURA, 1980). A robustez dos agrupamentos foi avaliada por meio de uma andlise
de bootstrap com 1.000 pseudorréplicas. As espécies Guavina guavina, Erotelis smaragdus,
Dormitator maculatus e Microphilypnus, todos da familia Eleotridae, foram alocados como
outgroup.

Por fim, a arvore filogenética resultante foi visualizada, editada graficamente e

exportada utilizando o software FigTree v1.4.4 (RAMBAUT, 2018).

4.2. Analise de Delimitacio de Espécies

Para este estudo, foi aplicado o método de delimitacdo de espécie ABGD, o qual foi
executado através da interface integrada do pacote iTaxoTools (v.1.0; STEINFARTZ et al.,
2022). Como matriz de entrada, utilizou-se o alinhamento de sequéncias do gene COI em
formato FASTA, sendo as distancias genéticas par a par calculadas internamente sob o modelo
de substituicdo nucleotidica de dois parametros de Kimura (K2P), com uma razido de
transicao/transversdao (ts/tv) fixada em 2.0. Os pardmetros de busca do algoritmo foram
configurados com valores de divergéncia intraespecifica a priori (P), variando entre um minimo
(Ppin) de 0,0010 e um maximo (PB4, ) de 0,1000, distribuidos em 10 estagios filogenéticos. O

parametro de largura relativa do hiato foi ajustado para X = 1,0 para otimizar a sensibilidade de


http://boldsystems.org/
http://ncbi.nlm.nih.gov/

detecgdo do barcode gap, enquanto os demais pardmetros do programa foram mantidos sob as
configuragdes padrdo. As parti¢cdes resultantes foram avaliadas quanto a sua estabilidade ao
longo do gradiente de P para a definicdo do numero final de unidades taxonomicas operacionais

moleculares (MOTUs).

5. RESULTADOS
5.1. Delimitacio de espécies
O conjunto de dados de gene COI foi composto por 573 pares de bases (pb). As figuras
5 e 6 mostram os resultados da analise do método ABGD. A analise de distribuicao das
distancias genéticas por este método revelou um padrao bimodal marcante, caracterizado por
um gap de codigo de barras (barcode gap) bem definido (Figura 5). O primeiro pico acumulou-
se estritamente abaixo de 0,01, refletindo baixos indices de divergéncia intraespecifica,
enquanto o bloco subsequente evidenciou distancias interespecificas expressivas distribuidas

predominantemente entre 0,11 e 0,20.

Figura 5. Histograma de frequéncias de distancias genéticas pareadas para o gene COI em
espécimes de Eleotris, baseadas no modelo de substitui¢do Kimura 2-parametros (K2P). O eixo
vertical representa o nimero de comparagdes € o eixo horizontal a distdncia genética.

282 .

2026 |

1801 |

1576 | —t

1351 |

126 |

675

450

Frequéncia / Nimero de Comparagdes

225

_ | | ]

=) Dist. value

= bl
o e
x ]

0

e e @ = o ] e e 2 o e o o o
- o = - - = o M
= 2 7 S 28 B2 ¥ o 5 3 S 8 -] o

000
100

Distdncia genética

Fonte: Imagem obtida dos resultados do método ABGD no programa iTaxoTools (v.1.0)



Essa clara separagdo foi corroborada pela andlise de delimitacdo primaria sob a
configuracdo de X=1.0 na qual a particao inicial (/nitial Partition) demonstrou estabilidade
notavel, fixando um consenso de exatamente 20 grupos taxonomicos moleculares operacionais
(MOTUs) para o género Eleotris ao longo de uma ampla janela de divergéncia genética a priori
(P= 10,0010 a 0,0129). Embora a particao recursiva (Recursive Partition) tenha indicado uma
intensa fragmentacdo populacional em valores extremamente baixos de P (0,0010) e 0,0017, a
mesma convergiu em direcao ao modelo principal a partir de P= 0,0046 validando a robustez
estatistica e a confiabilidade do gene COI na discriminagdo das 20 linhagens moleculares

identificadas.

Figura 6. Distribuicdo grafica do numero de grupos estimados pelo programa ABGD para o
marcador mitocondrial COI em Eleotris. O eixo vertical indica a quantidade de grupos
delimitados e o eixo horizontal exibe os valores de divergéncia méaxima a priori. Quadrados
cinzas detalham os resultados da parti¢ao inicial, enquanto os quadrados vermelhos indicam a
estabilidade dos subgrupos via parti¢do recursiva.
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Fonte: Imagem obtida dos resultados do método ABGD no programa iTaxoTools (v.1.0).

A arvore de Neighbor-Joining baseada nestas sequéncias recuperou agrupamentos bem

definidos para a maior parte das espécies de Eleotris, indicando que esse marcador apresentou



boa capacidade para discriminar espécies do género (Figura 7). Espécies como E. fusca, E.
perniger, E. pisonis, E. amblyopsis, E. oxycephala, E. acanthopoma, E. sumatraensis ¢ E. lutea
formaram clados préprios, evidenciando diferenciagcdo genética interespecifica.

A topologia evidenciou que os individuos de Eleotris melanosoma nao se agruparam
em um unico clado homogéneo. Em vez disso, as sequéncias foram distribuidas em trés
diferentes clusters geneticamente distintos, os quais apresentaram, em grande parte, associagao
com sua origem geografica: Eleotris melanosoma Linhagem 1, incluindo sequéncias de
espécimes da Indonésia e Palau (Indo-Pacifico Ocidental) (ver cluster destacado em verde na
topologia); Eleotris melanosoma Linhagem 2, que incluiu sequéncias de espécimes da Polinésia
Francesa (Pacifico Central) e Ilhas Salomao (Indo-Pacifico Ocidental) (cluster azul); Eleotris
melanosoma Linhagem 3, proveniente da Africa do Sul, Mayotte ¢ Madagascar (cluster
alaranjado). Esta Gltima linhagem esté identificada no BoldSystems e GenBank como Eleotris
melanosoma, no entanto, ela faz parte de complexo Eleotris diamsoi.

Em termos de divergéncias nucleotidicas, no complexo FEleotris melanosoma, a
linhagem 2 apresentou o maior valor intraespecifico do grupo (1,3%), contrastando com os
indices mais baixos das linhagens 1 (0,43%) e 3 (0,15%).

A andlise das divergéncias genéticas interespecificas (p-distance), revelou uma clara
divergéncia evolutiva entre as diferentes linhagens de Eleotris melanosoma e as demais
espécies do género Eleotris (Tabela 1 — nos APENDICES). Dentro do complexo, E.
melanosoma Linhagem 1 apresentou divergéncia genética de 5,4% em relag@o a Linhagem 2 (a
menor divergéncia observada entre os Eleotris), e de 7,3% em relagdo a Linhagem 3. J4 a
Linhagem 2 evidenciou divergéncia genética de 6,7% em relagdo a Linhagem 3.

Quando confrontadas com o restante do género, as linhagens de E. melanosoma
mantiveram distancias consistentemente elevadas, com destaque para o valor da divergéncia
genética de Eleotris oxycephala e E. melanosoma Linhagem 2, que registrou o maior indice
(21,7%).

A eficiéncia do gene COI como marcador de delimitagdo molecular para o complexo
Eleotris melanosoma foi confirmada pela clara evidéncia do barcoding gap. A maior distancia
genética intraespecifica registrada foi de 1,3% (Linhagem 2), valor significativamente inferior
a menor distancia interespecifica observada no grupo, que foi de 5,4% entre as Linhagens 1 e

2.
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Figura 7. Arvore filogenética parcial (Neighbor-Joining/K2P) do gene COI para o complexo
Eleotris melanosoma associada a sua distribuicdo geografica. A direita, clados coloridos
destacam as diferentes linhagens moleculares delimitadas, com valor de bootstrap indicado no
n6 (95%). A esquerda, o mapa mundi delimita geograficamente, por meio de elipses
correspondentes, as areas de ocorréncia de cada linhagem no Indo-Pacifico.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo confirmam, de forma robusta, a existéncia de uma
expressiva diversidade oculta no nimero de espécies do género Eleotris, corroborando a
tendéncia amplamente documentada na literatura de que a real riqueza de taxons na familia
Eleotridae permanece subestimada (PEZOLD & CAGE, 2001; GUIMARAES-COSTA et al.,
2016a, 2016b; UNMACK et al. 2023).

Mennesson et al. (2021) confirmaram E. melanosoma como uma espécie restrita ao
Oceano Pacifico (com ocorréncia registrada em locais como Sumatra, Java, Bali, Ceram,
Filipinas, Taiwan, Papua, Papua-Nova Guing, Ilhas Salomao e Nova Caledonia). Este estudo
foi baseado em caracteres morfologicos, e E. melanosoma foi diagnosticado pelo padrdo de
neuromastos suborbitais do tipo 2.3.4' (onde a segunda, terceira e quarta fileiras estendem-se
ventralmente além da fileira horizontal d) e por um padrao opercular fechado (fileira os
conectada com a fileira of). Meristicamente, apresenta de 16—17 raios na nadadeira peitoral,
45-52 escamas na série lateral e 3744 escamas na série pré-dorsal.

No presente estudo, nossa topologia filogenética a partir da analise molecular do gene
mitocondrial COI revelou que os individuos identificados como Eleotris melanosoma nao
compdem um clado homogéneo, mas dividem-se em trés clusters geneticamente divergentes e
geograficamente associados. A Linhagem 1 (Indonésia/Palau) e a Linhagem 2 (Polinésia
Francesa/llhas Salomao) apresentaram uma divergéncia interespecifica muatua de 5,4%, um
valor substancialmente elevado que reflete o isolamento evolutivo gerado pelo estilo de vida
anfidromo e pela restrita conectividade peldgica em ambientes de aguas abertas, como
observado no estudo de Mennesson et al. (2021). Essa acentuada diferenciagcdo nucleotidica
evidenciada aqui (que atinge até 7,3% em relagdo a Linhagem 3, vinculada ao complexo
Eleotris diamsoi do Oceano Indico) demonstra a ocorréncia de espécies cripticas dentro do
morfotipo classico de E. melanosoma.

Esse cenario de conservagdo morfologica extrema, em que barreiras geograficas
promovem especiagdo sem correspondente diferenciacdao fenotipica externa, assemelha-se ao
reportado para populagdes neotropicais de eleotrideos, como nos géneros Gobiomorus e
Dormitator (PEZOLD & CAGE, 2001; GALVAN-QUESADA et al. 2016; GUIMARAES-
COSTA et al. 2016), reafirmando que o conservadorismo morfoldgico € uma caracteristica
evolutiva intrinseca ao grupo e que mascara a verdadeira biodiversidade global dos

Gobiiformes.
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A detec¢do precisa desta descontinuidade evolutiva foi viabilizada pelo método ABGD,
cuja aplicagdo demonstrou ser uma ferramenta altamente eficiente e de suma importancia na
taxonomia molecular moderna. Ao modelar os limites biologicos da divergéncia intraespecifica
a priori, o algoritmo ABGD identificou um padrao bimodal marcante na matriz de distancias
genéticas par-a-par, revelando um barcode gap bem definido e fixando um consenso estavel
de 20 Unidades Taxonomicas Operacionais Moleculares (MOTUs) para o género Eleotris. A
relevancia dessa abordagem reside na sua capacidade de contornar as limitagdes da taxonomia
morfologica tradicional, a qual frequentemente incorre em erros devido a sobreposicao de
caracteres meristicos ¢ a degradagdo de neuromastos em espécimes fixados (GOMES et al.
2015; GARCIA-MELO et al. 2019; GUIMARAES-COSTA et al. 2020).

Conforme demonstrado teoricamente, métodos baseados em distancia como o ABGD
sdo computacionalmente rapidos (PUILLANDRE et al. 2012), ndo dependem da premissa de
um modelo filogenético ou de especiacao estrito (como o modelo de Yule exigido pelo GMYC),
e conseguem delimitar com precisdo linhagens evolutivas independentes, desde que haja uma
amostragem populacional representativa por tdxon. Assim, os resultados reforcam o papel
central do ABGD como uma etapa inicial automatizada e reprodutivel na formulacdo de
hipdteses de espécies, servindo como base indispensavel para uma abordagem taxondmica
integrativa que unifique dados genéticos, biogeograficos e morfologicos.

Em nosso estudo, também recuperamos uma forte estruturacdo genética em
agrupamentos distintos para a espécie Eleotris fusca. No entanto, a presenca desses clusters em
E. fusca ja havia sido documentada e recuperada em estudos filogeograficos e taxonémicos
anteriores (GUIMARAES-COSTA et al. 2016; MENNESSON & KEITH, 2017;
MENNESSON et al. 2018).

Nosso estudo também aborda os limites da divergéncia intraespecifica em linhagens de
ampla distribuicdo no Atlantico Ocidental, conforme observado para a espécie Eleotris
perniger. No estudo de Guimaraes-Costa et al. (2016), a analise de dados mitocondriais indicou
a separagdo dessa espécie em dois grupos distintos, evidenciando uma divergéncia nucleotidica
de 1,3% entre o clado formado por espécimes do México (Veracruz) + Caribe (Belize,
Barbados, Panam4 e Porto Rico) e o clado composto por individuos do Espirito Santo, no
sudeste do Brasil. Em contrapartida, no presente estudo, a analise automatizada do ABGD
recuperou todas as sequéncias de E. perniger agregadas em uma unica MOTU. No entanto, o

algoritmo validou esse agrupamento sob uma divergéncia intraespecifica relativamente alta de
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1,3%. Nossa hipdtese ¢ que haja a manuten¢do de um fluxo génico residual ou um processo de
diferenciagdo geografica incipiente que, embora expressivo na matriz de distidncias intra e
interespecifica, ainda ndo foi suficiente para estabelecer um barcode gap nitido capaz de

fragmentar o td&xon em entidades evolutivas totalmente independentes pelo método ABGD.

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a eficicia do uso de
ferramentas moleculares na resolucdo de complexidades taxondmicas historicas na familia
Eleotridae.

Diante das analises moleculares do marcador mitocondrial COI e da aplicagdo do
algoritmo automatizado ABGD, conclui-se que a metodologia de DNA Barcoding associada a
delimitacdo automatica de espécies via ABGD mostrou-se uma estratégia robusta e altamente
reprodutivel, validando a existéncia de um cddigo de barras valido (barcode gap) bimodal
nitido e discriminando estavelmente 20 Unidades Taxonomicas Operacionais Moleculares
(MOTUs) para o género Eleotris.

Além disso, verificamos que o morfotipo classico atribuido a Eleotris melanosoma nao
representa uma linhagem evolutiva homogénea, mas sim um complexo que abriga expressiva
diversidade criptica, fragmentado em trés clusters geneticamente divergentes e correlacionados
as suas respectivas distribuigdes biogeograficas no Indo-Pacifico e Oceano Indico.

As magnitudes de divergéncia interespecifica observadas entre as linhagens do
complexo E. melanosoma (atingindo até 7,3%) suportam o status de espécies candidatas
independentes, evidenciando o papel do ciclo anfidromo e das barreiras transoceanicas no
1solamento genético criptico dessas populagdes.

Por fim, o algoritmo ABGD demonstrou sensibilidade metodolégica refinada ao manter
as populagdes do Atlantico de Eleotris perniger agregadas sob uma tinica MOTU, indicando a
deteccao de um processo de diferenciagdao geografica incipiente ou fluxo génico residual (sob
divergéncia intraespecifica de 1,3%), sem que houvesse a consolidagdo de um hiato evolutivo

completo capaz de cindir o taxon.
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Tabela 1. Divergéncias nucleotidicas interespecificas (p-distance) para as sequencias do género Eleotris, baseadas no gene COI.

APENDICES

moarosons | mosmosoma | rciona | S sca | G st | S | Heots | Beoks | S| | St | | Sis || o | ot | S | S | Hoors | St
E. melanosoma - Linhagem 2
E. melanosoma - Linhagem 3 0,07
E. melanosoma - Linhagem 1 0,05 0,07
Eleotris fusca 3 0,08 0,11 0,11
Eleotris sp4 0,10 0,10 0,11 0,12
Eleotris acanthopoma 0,16 0,16 0,16 0,17 0,18
Eleotris fusca 2 0,13 0,14 0,13 0,13 0,11 0,16
Eleotris fusca 1 0,14 0,13 0,14 0,15 0,13 0,19 0,13
Eleotris amblyopsis 0,16 0,14 0,17 0,16 0,15 0,19 0,13 | 0,16
Eleotris oxycephala 0,20 0,18 0,18 0,20 0,22 0,20 0,18 | 0,24 | 0,18
Eleotris picta 0,18 0,18 0,17 0,18 0,16 0,16 0,16 | 0,20 | 0,18 0,21
Eleotris lutea 0,15 0,13 0,16 0,17 0,14 0,21 0,15 | 0,17 | 0,18 0,21 0,18
Eleotris sp1 0,19 0,18 0,17 0,19 0,16 0,19 0,15 | 0,17 | 0,10 0,21 0,18 | 0,21
Eleotris sumatraensis 0,11 0,10 0,12 0,12 0,10 0,17 0,11 | 0,11 0,13 0,21 0,17 | 0,15 | 0,17
Eleotris pisonis 0,17 0,16 0,16 0,17 0,15 0,18 0,16 | 0,17 | 0,13 0,20 | 0,18 | 0,20 | 0,14 0,15
Eleotris perniger 0,15 0,14 0,15 0,16 0,14 0,18 0,13 | 0,16 | 0,08 0,18 | 0,17 | 0,19 | 0,10 0,13 0,13
Eleotris Klunzingeri 0,14 0,14 0,14 0,16 0,12 0,17 0,06 | 0,16 | 0,17 0,18 | 0,18 | 0,16 | 0,19 0,11 0,17 | 0,16
Eleotris douniasi 0,14 0,14 0,14 0,16 0,12 0,18 0,12 | 0,14 | 0,15 0,21 0,18 | 0,16 | 0,17 0,13 0,17 | 0,14 0,14
Eleotris sp2 0,16 0,15 0,17 0,17 0,16 0,18 0,14 | 0,17 | 0,06 0,18 | 0,19 | 0,21 | 0,12 0,14 0,16 | 0,09 0,17 0,14
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