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RESUMO

Menticirrhus (Sciaenidae) inclui 12 espécies de peixes marinhos e/ou estuarinos, conhecidos
popularmente como betara e papa terra, e sdo distribuidos na zona costeira dos oceanos
Atlantico ocidental e Pacifico oriental. Filogeneticamente, o género ocupa diferentes
posi¢des nas topologias propostas para Sciaenidae e muito pouco se sabe sobre as suas
relagdes interespecificas. De fato, as filogenias pretéritas foram baseadas em dados de
matrizes de caracteres morfoldgicos e/ou com base em um nimero reduzido de genes.
Contudo, com desenvolvimento da bioinformética e da biologia molecular, a utilizagdo de
dados gendmicos nesse tipo de abordagem vem fornecendo novas visdes sobre a sistematica
e a histéria evolutiva dos peixes. Nesse sentido, objetivamos investigar as relagdes
filogenéticas dentro de Menticirrhus a partir de uma abordagem multiloci, bem como
descrever o genoma mitocondrial das espécies M. martinicensis e M. littoralis, posicionando
o género na familia Sciaenidae com base em 15 marcadores moleculares desse genoma. Os
resultados sugerem que o género ¢ monofilético e que o ancestral comum mais recente de
Menticirrhus viveu durante o Mioceno. Os dados mostram ainda que a formacao do Istmo
do Panama parece ter influenciado na cladogénese de espécies do Atlantico e Pacifico. A
hipotese filogenética ¢ de que héd dois clados principais, o clado 1 exclusivamente com
espécies do Pacifico (M. panamensis, M. ophicephalus, M. nasus e M. paitensis), que
provavelmente devido a insuficiéncia de dados ndo foi possivel inferir as relagdes de
parentesco entre elas, e o clado 2 com espécies que ocorrem dos dois lados do Istmo (M.
undulatus, M. elongatus, M. littoralis, M. cuiaranensis, M. gracilis, M. saxatilis ¢ M.
martinicensis € M. americanus), e suas relagdes foram recuperadas com altos valores de
suporte estatistico. Finalmente, a partir das informagdes do genoma mitocondrial,

observamos uma relagdo proxima entre Menticirrhus e Paralonchurus.

Palavras-chave: Menticirrhus, mtDNA, Filogenia.
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ABSTRACT

Menticirrhus are marine and / or estuarine fish, popularly known as betara and papa terra,
and representatives of the family Sciaenidae. The genus has 12 species described and
distributed in the coastal zone of the western Atlantic and eastern Pacific oceans.
Phylogenetically, Menticirrhus occupies different positions in the topologies proposed for
Sciaenidae and very little is known about the relationships of inter-specific relatives. Genetic
data has been widely generated for many organisms and the availability of complete
genomes provides a new field for inference about the evolutionary history of fish,
particularly. Thus, the purpose of this study is to investigate the phylogenetic relationships
between Menticirrhus species from a multiloci approach, as well as to describe the
mitochondrial genome of two species of the genus, M. martinicensis and M. littoralis,
placing the genus in the family based on in 15 molecular markers of this genome. The results
suggest that the genus is monophyletic and that its most recent common ancestor of
Menticirrhus lived during the Miocene, and that the formation of the Isthmus of Panama
appears to have influenced the cladogenesis of Atlantic and Pacific species. The
phylogenetic hypothesis is that there are two main clades, clade 1 exclusively with Pacific
species (M. panamensis, M. ophicephalus, M. nasus and M. paitensis), which probably due
to insufficient data it was not possible to infer the relationships of kinship between them,
and clade 2, with species that occur on both sides of the Isthmus (M. undulatus, M. elongatus,
M. littoralis, M. cuiaranensis, M. gracilis, M. saxatilis and M. martinicensis and M.
americanus), supported with high values of statistical support. Finally, from the information
from the mitochondrial genome, we observe the next relationship between Menticirrhus and

Paralonchurus.

Keyword: Menticirrhus, mtDNA, Phylogeny.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Regioes Biogeograficas Marinhas Tropicais

O Pacifico Oriental Tropical (TEP) e Atlantico Ocidental tropical (TWA) sdo dois
dos quatro principais centros de biodiversidade marinha tropical. A primeira Regido
Biogeografica, correspondente a Regido Zoogeografica do Pacifico Oriental de Brusca
(1980), compreendendo a 4rea da Baia de Magdalena, abrangendo a costa sul da Baixa
California e o Golfo da Califérnia, ao norte do Peru, e inclui cinco ilhas e grupos de ilhas
(Fig. 1). Segundo Giinther (1868) esta area ja esteve conectada Atlantico Ocidental, antes da

interrupgao dessa ligacdo com fechamento total do Istmo do Panama.

Tropical Eastern Pacific |

Pacifico Oriental Tropical s .

Figura 1. O Pacifico Oriental Tropical. Fonte: Robertson e Allen (2015).
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O Atlantico Oeste Tropical (TWA) inclui a regido biogeografica marinha chamada
Grande Caribe (Greater Caribbean), que compreende a costa centro-leste da Florida, o
Golfo do México, costa da América Central e norte da América do Sul até Trinidad (Fig. 2)

e o Brasil (BRIGGS, 1974).

Figura 2. Topografia terrestre da Grande Caribe. Fonte: Robertson and Van Tassell (2019).

Durante o Mioceno, hé cerca de 12 Ma, iniciou um processo gradual de formacao de
uma barreira na regido do Panamd, conhecida Istmo do Panama (COLLINS et al., 1996)
(Fig. 3). Esta barreira fisica fechou completamente a ligacao entre o Atlantico e Pacifico, ha
3 milhdes de anos (JACKSON; BUDD; COATES, 1996), isolou popula¢des marinhas do
Atlantico e Pacifico, e permitiu a conexdo da fauna terrestre entre as américas, evento
conhecido como “Grande Intercambio Americano” (Lessios, 2008). Vale ressaltar que a
presenga do Istmo ¢ considerada um importante evento vicariante, responsavel por processos

de especiacdo em peixes. (Bernardi et al., 2008; Swart et al., 2015).
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Figura 3. Localizac¢ao do Istmo do Panama. Fonte: Google

Segundo Lessios (2008), o fluxo atual, a salinidade, a temperatura e a produtividade
priméaria do Pacifico e do Atlantico também foram afetadas pelo soerguimento do Istmo,
fazendo com que espécies marinhas ndo extintas pelo evento tenham divergido e tragado
suas proprias trajetorias evolutivas.

As espécies separadas preteritamente pelo soerguimento dos Istmo sdo denominadas
por Jordan (1908) de espécies geminadas (espécies gémeas), cada uma representando a outra
em lados opostos de uma barreira, como pode ser o caso de espécies de peixes que vivem
dos dois lados do Istmo do Panama. Provavelmente, as populagdes viviam essencialmente
nas mesmas condi¢des e eram consideradas similares nas duas margens do istmo, mas
sofreram mudangas no final do Mioceno devido sua ascensdo, e posteriormente tornaram-se
duas espécies reconheciveis. Dentre outros varios exemplos podemos citar Menticirrhus

littoralis (na costa do Atlantico) e M. elongatus (na costa do Pacifico)

1.2.  Utilizacdo de Marcadores Moleculares na Sistematica

Devido aos avancos tecnoldgicos das ultimas décadas, como o sequenciamento de
DNA (Acido Desoxirribonucleico) e o aprimoramento na area da bioinformatica, muitos
estudos em diversos campos da biologia foram desenvolvidos, como as filogenias

moleculares e de genética de populagdes. As sequéncias de DNA se tornaram as principais
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fontes de informagdo para o entendimento das relacdes genéticas e evolutivas entre os
organismos (HAJIBABAEI et al., 2007).

Antes da era molecular as filogenias eram inferidas com base em caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas, comportamentais ou qualquer outra passivel de observagdo. No
entanto, estudos taxondmicos baseados exclusivamente em caracteres morfoldgicos, por
exemplo, podem ser limitados para tratar algumas questdes como no caso de espécies
cripticas (HEBERT et al., 2003).

Estudos que buscavam avaliar grau de estruturagao genética intra e interpopulacional
frequentemente usavam marcadores enzimaticos e endonucleases de restricdo, até o
surgimento da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) os anos 80 (STEPIEN e
KOCHER, 1997). Esta técnica aliada ao uso do DNA presente nas mitocondrias (mtDNA)
como marcador molecular na década de 70, produziu grandes impactos nos estudos
moleculares da genética de populagdes e evolucdo (AVISE; LANSMAN; SHADE, 1979;
BROWN; GEORGE; WILSON, 1979). Segundo Avise et al., (1987), os marcadores
moleculares mitocondriais apresentam aspectos relevantes para estudos filogenéticos como:
estrutura genética simples, sem DNA repetitivo, introns, elementos transponiveis e
pseudogenes; facil de isolar; heranga sem recombinacdo ou outro rearranjo genético;
evolugado rapida; e estar presente distintivamente em uma variedade de organismos.

Estruturalmente, o mtDNA constitui uma molécula compacta de DNA circular em
fita dupla com cerca de 16.500 pares de bases (CLARK-WALKER, 1985; MORITZ;
DOWLING; BROWN, 1987). Possui 37 regides génicas, sendo 13 genes codificadores de
proteinas, os quais correspondem a 90% deste genoma, 22 RNAs transportadores (tRNAs),
dois RNAs ribossomicos (12S e 16S rRNA); apresenta ainda uma regido ndo codificadora
chamada de Regido Controle (MEYER, 1993), também conhecida por Dloop, rica em
contetido de AT e importante por conter os promotores de transcri¢do de cadeia leve (L) e

pesada (H) (Clayton, 1982) (Figura 4).
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Figura 4. Genoma Mitocondrial de Menticirrhus littoralis gerado por Circos implementado no Mitofish a
partir dos dados de Freitas et al., (2020).

O DNA mitocondrial apresenta estrutura e organizagdo similar em peixes
(Prosdocimi et al., 2012), assim como em outros vertebrados (ANDERSON et al., 1981;
ZHANG etal., 2005). As varias regides do mtDNA apresentam diferentes taxas mutacionais,
o que possibilita a aplicagdo em diferentes abordagens, utilizando os marcadores para
solucionar diferentes problematicas dentro da ictiofauna, como estudos de estrutura genética
populacional, filogenéticos e filogeograficos (GOMES et al., 2008; WATANABE et al.,
2014), em especial entre os cianideos (SANTOS et al., 2003, 2006; BARBOSA et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2014; FREITAS et al., 2017; DA SILVA et al., 2018).

Por exemplo, o gene COI (Citocromo Oxidase subunidade I) possui cerca de 1.550
pb e ganhou destaque entre os marcadores moleculares quando Hebert et al., (2003)
propuseram que um fragmento de cerca de 650 pb deste marcador poderia servir como um
sistema de identificagdo animal, um tipo de codigo de barras da vida, o DNA barcoding. Ele
apresenta uma das menores taxas de substituicdo ndo-sindnima e uma das maiores em

relacdo a substituicdo sindnima do genoma mitocondrial, sendo 22 vezes maior que em genes
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nucleares (SACONNE et al., 1999) e tém sido usados para discriminar espécies cripticas
(ZEMLAK et al., 2009; GUIMARAES-COSTA et al., 2016).

Assim como o COI, o Cyt b também tém aplicabilidade em andlises a nivel de espécie
e familia, se mostrando util em reconstrugdes filogenéticas e filogeograficas em peixes
(KARTAVTSEV e LEE, 2006; KARTAVTSEV et al., 2007; LIVI; SOLA; CROSETTI,
2011). De fato, inferéncias filogenéticas envolvendo todos os marcadores mitocondriais t€ém
sido realizadas em vdrios grupos de peixes, como feito por Yamanoue et al., (2007) que
utilizaram as 37 regides génicas deste genoma para posicionar os Tetradontiformes entre os
teledsteos.

Embora o DNA mitocondrial apresente taxa de evolucdo mais acelerada do que o
DNA nuclear, por exemplo, o fato dos genes serem de origem uniparental (haplotipica), isso
lhe confere limitagdo, uma vez que fornecem apenas uma estimativa da arvore de espécie
(MOORE, 1995).

Os genes mitocondriais sdo indicados para estimar eventos mais recentes, € 0s genes
nucleares, por terem um maior nivel de conservacgao, podem inferir sobre o ancestral de um
clado em uma escala maior de tempo. Nesse sentido, para tentar reduzir os erros nas
filogenias, ¢ recomendavel associar dados mitocondriais e nucleares, como observado em
estudos filogenéticos realizados em peixes ciclideos (Fabrin et al., 2014).

Lo et al. (2015) utilizaram seis marcadores moleculares (COI, Cyt b, RH, RAGI,
EGRI e EGR2B) para acessar a filogenia de Sciaenidae, investigar a origem, bem como

testar as hipoteses que podem explicar os atuais padrdes biogeograficos do grupo.

1.3.  Caracteristicas gerais da familia Sciaenidae com énfase em Menticirrhus

Nelson; Grande; Wilson (2016) reconhecem 85 ordens e 536 familias de peixes,
dentre elas estd Sciaenidae. Os peixes desta familia sdo popularmente conhecidos como
pescadas e corvinas, originalmente marinhos e estuarinos, compreendem cerca de 67 géneros
e cerca de 294 espécies distribuidas nos oceanos Atlantico, Indico e Pacifico, com alguns
representantes dulcicolas nas Américas (CHAO et al., 2015; FRICKE; ESCHMEYER; VAN
DER LAAN, 2020).

Os cianideos se caracterizam morfologicamente pela presenca de duas nadadeiras
dorsais diferentes (uma por¢ao com espinho e outra sem) e continuas; uma linha lateral que

se estende até o fim da nadadeira caudal; presenca de grandes otolitos; e bexiga natatoria
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bem desenvolvida, exceto em Menticirrhus, que funciona como um 6rgio de ressonancia

produzindo um som caracteristico decorrente das vibragdes produzidas por musculos que

estdo ligados a ela (CHAO, 1978; MENEZES e FIGUEIREDO, 1980; NELSON, 2006).

1.3.1. Aspectos Gerais do Género Menticirrhus

O género Menticirrhus, descrito por Gill em 1871, ¢ um dos 21 géneros que
representam a familia Sciaenidae no Atlantico Ocidental, e ¢ constituido por 12 espécies de
peixes marinhos que estdo distribuidas em regides tropicais e temperadas no Atlantico e no
Pacifico. Destas, seis espécies podem ser encontradas no leste do Oceano Pacifico (M.
elongatus, M. nasus, M. ophicephalus, M. paitensis, M. panamensis € M. undulatus), seis no
oeste do Atlantico (M. americanus, M. martinicensis, M. littoralis, M. gracilis, M.
cuiaranensis € M. saxatilis) e 13 espécies nominais sdo reconhecidas como sinénimos

juniores (Fig. 5) (CHAO, 1978; MARCENIUK et al., 2020; FRICKE, 2020).

M. undulatus

Figura 5. Desenho esquematico com algumas espécies de Menticirrhus. Fonte: FishBase
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Popularmente conhecidos como papa terra e betarra, esses peixes demersais sao
encontrados em fundos arenosos e lamosos da regido litordnea. Sdo comuns na pesca
comercial e recreativa, além de comporem a fauna acompanhante na pesca de arrasto de
camarao (MENEZES e FIGUEIREDO, 1980; CHAO et al., 2015). Sdo carnivoros e
apresentam habito alimentar bastante diversificado, alimentando-se principalmente de
anfipodas, poliquetas e crusticeos (RODRIGUES e VIEIRA, 2010).

A similaridade morfologica ¢ grande entre os cianideos em geral, o que em alguns
casos, pode levar a subestimativa da diversidade do grupo, e essa dificuldade em identificar
as espécies da familia se estende ao género Menticirrhus. Alguns caracteres tém sido usados
com frequéncia na tentativa de distinguir as espécies e tragar hipdteses filogenética entre elas
(CHAO, 1978; SASAKI, 1989; MARCENIUK et al., 2020).

As espécies de Menticirrhus em geral apresentam corpo alongado, recoberto por
escamas ctendides de tamanhos variaveis, as quais ja foram usadas para diferenciar espécies,
como M. americanus ¢ M. littoralis (Menezes e Figueiredo, 1980). Essas espécies se
diferenciam dos demais cianideos por apresentarem um Unico barbilhdo curto e rigido na
porc¢do anterior da mandibula com dois poros laterais e um poro apical, quanto ao otélito e
morfologia da bexiga natatdria, a qual ¢ atrofiada nos individuos juvenis e vestigial nos

adultos (Fig. 6).
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Figura 6

Caracteristicas morfologicas de Menticirrhus segundo Chao (1978). A: Vista ventral da boca de M. saxatilis.
B: Otolito de M. saxatilis (B: vista superficie interna, B’: superficie externa, b: vista lateral). C: Bexiga
natatoria de M. saxatilis. D: Poros do focinho de M. americanus. E: tnico barbilhdo na mandibula
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1.3.2. Distribui¢do das Espécies de Menticirrhus
Das 12 espécies de Menticirrhus, seis podem ser encontradas no Atlantico ocidental

e seis no Pacifico oriental, sendo que a grande maioria ocorre em simpatria (Fig. 7).

B M. saxatilis
. M. undulatus

M. americanus
.M elongatus
M. panamensis M. littoralis
WM. nasus W M. martinicensis
. M. paitensis M. cuiaranensis

M. ophicephalus .M gracilis

Figura 7. Distribuicao das espécies de Menticirrhus. As cores nos mapas se referem as espécies na legenda.

As espécies presentes no Atlantico ocidental, em geral apresentam curtas areas de
distribuicdo. A espécie M. americanus (Linnaeus, 1758), por exemplo, estd restrita a costa
leste dos Estados Unidos e Golfo do México; M. cuiaranensis pode ser encontrada nas costas
norte e nordeste do Brasil; M. gracilis (Cuvier, 1830), no sudeste e sul da costa brasileira;,
M. littoralis (Holbrook, 1860) da costa leste dos Estados Unidos ao Golfo do México, M.
martinicensis (Cuvier, 1830) do Caribe a costa do Atlantico sul; e M. saxatilis (Block &
Schneider, 1801), que habita dguas costeiras do sul da Florida (EUA) ao Golfo do México
(CHAO, 1978; MARCENIUK et al., 2020).

No Pacifico Leste também hé espécies que apresentam distribuicdo mais restrita,
como ¢ o caso de M. ophicephalus (Jenyns, 1842), presente apenas do Equador ao Chile,
enquanto, que M. undulatus (Girard, 1854) ocorre da California (Estados Unidos) e Baixa

California (México). Por outro lado, ha espécies que exibem ampla distribui¢do, como € o
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caso de M. elongatus (Glinther, 1864) que ocorre da Baixa Califoérnia e parte do Golfo da
California (México) ao Peru; M. paitensis (Hildebrand, 1946) distribuida do Golfo da
California (México) a Paita (Peru); M. nasus (Giinther, 1868), abrange a Baixa California,
Golfo da Califérnia ao Peru; e M. panamensis (Steindachner, 1876), encontrada na Baixa

California, Golfo da Califoérnia, no México, ao Chile (ROBERTSON e ALLEN, 2015).

1.3.3. Estudos Taxonomicos, Filogenéticos e Filogeogrdficos em Menticirrhus

Analisando o sistema acustico - laterais (poros), a bexiga natatéria e musculos
percussores e otolito sacular, Trewavas (1977) agrupou 65 espécies de cianideos do Indo -
Oeste do Pacifico em 27 géneros e 10 tribos, e dentre outros, sugeriu que os géneros do Novo
Mundo (Sciaena, Umbrina e provavelmente Menticirrhus) sdo a base da subfamilia
Sciaeninae e dentro desta da tribo Sciaenini.

Chao (1978) se propods a esclarecer limites genéricos, definir grupos supragenéricos,
descrevendo as tendéncias evolutivas dos Sciaenidae do Atlantico ocidental, analisando
caracteres como morfologia externa da bexiga natatdria e do otdlito em 21 géneros e 57
espécies. O autor reconheceu Menticirrhus como um dos 11 grupos supragenéricos
analisando trés (M. americanus, M. littoralis e M. saxatilis) das seis espécies atualmente
descritas para a area, e intimamente relacionado a Paralonchurus/Lonchurus. Contudo, a

posicao filogenética do género na familia variou de acordo com o carater observado (Fig. 8).

Larimus e Cy110SCION
. Sciaena e Menticirrhus
I
L — — Menticirrhus - Lonchurus
A: Bexiga natatdria B: Otolito
NO APICAL PORE )
Ctenosciaena
ONE BARBEL
—— Umbrina
WITH AN APICAL PORE Menticirrhus

C: Morfologia externa

Figura 8. Hipoteses filogenéticas da posig¢do de Menticirrhus em Sciaenidae baseadas em caracteres
morfologicos segundo Chao (1978).
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A revisdo da sistemadtica de Sciaenidae feita por Sasaki (1989) analisou uma serie de
caracteres osteologicos e mioldgicos em 87 espécies provenientes de 60 géneros amplamente
distribuidos, e subdividiu a familia em quatro grupos com base em sinapomorfias: grupo I,
I, OI e IV. O género Menticirrhus surge em uma politomia dentro do subgrupo III
juntamente com Cheilotrema, Umbrina, Leiostomus, "Sciaena" callaensis, "S." deliciosa,
"S." gilberti, Seriphus, Sciaena umbra, Pogonias, Aplodinotus, Sciaenops, Roncador e
Genyonemus. Embora tenha sido um amplo estudo envolvendo um grande nimero de taxons,
muitas das relacdes filogenéticas dentro e entre os subgrupos permaneceram incertas (Fig.

9).

Cheirotrema

Umbrina

Menticirrhus

Leiostomus

————— “Sciaena’callaenisis

C3 L “Sciaena’deliciosa

“Sciaena” gilberti

Seriphus

Sciaena umbra

Pogonias

Aplodinotus

Sciaenops

Roncador

Genyonemus

Figura 9. Cladograma das relagdes filogenéticas entre géneros do subgrupo C3 de Sciaenidae, segundo
Sasaki (1989).
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Do ponto de vista molecular, vérios estudos t€ém sido desenvolvidos em Sciaenidae.
Muitas vezes, as relacdes filogenéticas entre os cianideos sdo inferidas com base em alguns
poucos marcadores moleculares e, naqueles que incluem o género Menticirrhus, um nimero
reduzido de espécies ¢ amostrado. A exemplo, temos o trabalho de Vinson et al., (2004) que
analisaram, com uso do gene mitocondrial 16S, a relacdo filogenética entre 15 espécies de
oito géneros da Sciaenidae do estudrio do Rio Caeté, no norte do Brasil. A politomia do
grupo de cianideos do Atlantico Sul analisados ndo permite fazer inferéncias sobre as
relacdes filogenéticas entre os géneros, inclusive para Menticirrhus. No caso deste género,
os autores chamam atencdo para a divergéncia nucleotidica de 8,3% entre M. martinicensis
e M. cuiaranensis, que ¢ maior do que os valores de divergéncia intergenérica na familia, e
sugerem um estudo mais detalhado que inclua todas as demais espécies do género
Menticirrhus, distribuidas no Atlantico e no Pacifico, para compreender melhor o tempo e o
modo da evolugdo das espécies congenéricas.

As relagdes filogenéticas entre os cianideos do Atlantico Sul Ocidental também
foram investigada por Santos et al., (2013), com dados nucleares e mitocondriais (Tmo-4C4,
COI e rRNA 16S). Incluindo as duas espécies de Menticirrhus que ocorrem na area
amostrada, o género foi apontado como monofilético e proximamente relacionado ao clado
que inclui Ctenosciaena e Plagioscion, além de ocupar a posi¢do basal em relacdo aos
demais géneros estudados. Este estudo também sugere que Cynoscion ndo ¢ monofilético, a
existéncia de dois grupos distintos em Stellifer, a relagdo proxima entre Lonchurus e
Paralonchurus, e a diversificagdo de populacdes de Larimus breviceps.

O estudo filogenético mais amplo feito com Sciaenidae atualmente ¢ o de Lo et al.,
(2015), o qual por meio de uma abordagem multiloci (COI, Cyt b, Ragl, Rodopsina, EGR1
e EGR2B), e incluindo um numero superior de tdxons (93 espécies de 52 géneros), inferiu
as relacdes filogenéticas e a historia biogeografica dos cianideos. Os dados mostram que a
provavel origem de Sciaenidae ocorreu ha cerca de 27,3 Ma (Oligoceno tardio), com um
primeiro processo de expansdo transoceanica (incluindo a linhagem 3 e Pogonias) ha cerca
de 21,3 Ma e uma segunda expansdo, ha 20,6 Ma, que deu origem ao ramo que contém as
linhagens de Aplodinotus, Menticirrhus e uma terceira linhagem, a linhagem 11, proposta
por Chao (1978). Nesse estudo, identificaram 15 linhagens bem apoiadas, algumas das quais
ndo haviam sido reconhecidas até entdo, e inferiram a monofilia de Menticirrhus (M.

americanus ¢ M. undulatus), corroborando trabalhos anteriores.
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Posteriormente, Freitas et al., (2020) descreverem o genoma mitocondrial de
Menticirrhus cuiaranensis e inferiram as relagcdes filogenéticas entre 24 espécies de
Sciaenidae distribuidas em diferentes regides, baseados em 15 marcadores moleculares
mitocondriais (13 codificantes de proteina e 2 rRNAs). Na arvore filogenética, Menticirrhus
aparece posicionado como grupo-irmado dos demais cianideos amostrados.

Uma revisao taxondmica recente sobre Menticirrhus, com dados morfoldgicos e do
gene COI, sugeriu a existéncia de trés complexos de espécies entre as amostras: o complexo
Menticirrhus americanus, M. littoralis e M. nasus, além de descrever uma nova espécie na
costa brasileira, M. cuiaranensis (MARCENIUK et al., 2020). Este estudo redefiniu os
limites geograficos das espécies: M. americanus passou a ocupar a area que compreende a
costa dos Estados Unidos e Golfo do México, e M. martinicensis ocupando a area que vai
do Caribe até a Argentina (4rea que antes era ocupada por M. americanus). Ja M. littoralis
ficou restrita a area que compreende o leste dos Estados Unidos até o Golfo do México, e M.
gracilis que pode ser encontrada no sul e sudeste brasileiro, € M. cuiaranensis nos litorais
norte, nordeste e leste do Brasil (areas que anteriormente eram ocupadas por M. littoralis).
De acordo com os autores, as amostras de M. nasus do Golfo da California diferem em cerca
de 5% de distancia genética para a amostra do Peru. A hipotese filogenética para o género €
a existéncia de 13 linhagens e 3 grupos: um clado contendo [M. americanus+ M.
martinicensis + M. saxatilis]; outro clado com [M. elongatus + M. undulatus+ M.
cuiaranensis + M. littoralis + M. gracilis]; e o terceiro agrupamento incluindo [M.
panamensis + M. nasus + M. ophicephalus + M. paitensis].

Andlises filogeograficas para os cianideos tém revelado uma diversidade
subestimada na familia. A subestrutura¢do genética observada em Macrodon e Ophioscion
(SANTOS et al., 2006, 2003; RODRIGUES et al., 2014; DA SILVA et al., 2018), por
exemplo, revelaram uma problematica que merecia atengdo. Pelo fato de haver entre os
Menticirrhus, espécies com ampla distribui¢ao geografica, e essas espécies ocorrerem em
regides onde ja havia sido mostrada divergéncia genética elevada na familia, alguns estudos
filogeograficos também foram desenvolvidos para o género.

Marquez et al., (2013) investigaram a estrutura genética populacional em M. gracilis
de 4 pontos amostrais de Sdo Paulo a costa Atlantica do Uruguai, utilizando sequéncias da

Regido Controle do DNA mitocondrial de 27 espécimes. Os resultados mostraram auséncia
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de estruturagdo genética entre as populacdes, com compartilhamento de haplétipos entre as
amostras. A presen¢a em aguas uruguaias amplia a drea de ocorréncia da espécie.

Em 2017, Freitas e colaboradores publicaram um estudo filogeografico com
Menticirrhus martinicensis (previamente chamada de M. americanus) de 11 localidades ao
longo da costa do Atlantico sul ocidental e, também por meio das informagdes presentes na
Regido Controle do DNA mitocondrial, verificaram a ocorréncia de trés grupos genéticos
distintos de populagdes: o grupo I constituido por populacdes das regides Norte e Nordeste
do Brasil; o grupo II contendo as populagdes do Sudeste e Sul brasileiras e o grupo III com
as populacdes do Uruguai. A maior diversidade genética foi apresentada pelo grupo I. Como
o isolamento pela distancia ndo foi capaz de explicar a diversidade observada entre as
populacdes de M. martinicensis da costa brasileira, os fatores hidrodindmicos e fisico
quimicos da 4gua na regido de cadeia Vitoria-Trindade foram apontados com a possivel
barreira relativa ao fluxo génico entre os grupos I e II. Em relacdo a clara separagao das
populagdes do Uruguai das do Brasil, o padrdo de padrao de temperatura e salinidade
causado pela presenca da Zona de Convergéncia Brasil/Malvinas poderiam explicar o
isolamento entre os grupos do Brasil e o grupo I1I, como o que foi visto por Rodrigues et al.,
(2014). Os resultados observados por Freitas et al., (2017) para as amostras do Espirito Santo

ao Rio da Prata foram corroborados por Marquez et al., (2017).
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1.4.  Justificativa

Os cianideos pertencem a uma grande familia de peixes, com aproximadamente 300
espécies distribuidas nos oceanos Atlantico e Pacifico. Os estudos filogenéticos que buscam
reconstruir a relagdo de parentesco entre elas ndo compreendem nem metade da sua
diversidade, além de estarem voltados para a compreensdo das relagdes intrafamiliares, e
incluirem géneros pouco representados, como € o caso de Menticirrhus

Atualmente, sdo propostas 12 espécies de Menticirrhus, em um cendrio filogenético
ainda controversa na familia Sciaenidae, possivelmente devido ao nimero de taxons
amostrados e/ou caracteres utilizados nos diferentes estudos. Na publicagdo com a maior
nimero de espécies congenéricas, as relacdes filogenéticas entre elas ndo sdo discutidas e
um consenso em relacdo a sua posicao ainda nao foi alcangado.

Com o avanco da tecnologia, os estudos moleculares no campo da biologia tornaram-
se mais robustos. Cada vez mais informagao ¢ gerada e disponibilizada em bancos de dados
publicos, permitindo a elaboracdo de novas hipdteses, que até entdo ndo eram possiveis,
sobre a histdria evolutiva dos organismos.

A descricao de genomas mitocondriais de peixes tem aumentado significativamente
nos ultimos anos, e filogenias baseadas nesses dados tém sido propostas, inclusive para
Sciaenidae. Contudo, atualmente, estdo disponiveis em bancos de dados gendmicos, cerca
de 32 mitogenomas de cianideos, dos quais apenas um ¢ de Menticirrhus, descrito pelos
dados gerados pela presente tese, o que ¢ ainda incipiente quando comparado a
biodiversidade da familia. Apesar do aumento no nimero de dados dessa natureza ser
desafiador, ¢ de fundamental importancia para elucidar uma série de questdes dentro do
grupo, uma vez que os marcadores moleculares mitocondriais sdo comprovadamente
eficientes e comumente utilizados em estudos filogenéticos, filogeograficos e identificagao
taxondmica dentro da ictiofauna.

Nesse sentido, torna-se necessdria uma investigagdo mais aprofundada sobre esse
grupo de peixes, por meio de andlises mais robustas e que possibilitem fazer inferéncias
filogenéticas precisas entre as espécies. Assim ¢ possivel assegurar o monofiletismo do

género e propor a sua posi¢do dentro da familia.
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1.5. OBJETIVOS
1.5.1. Objetivo geral

v Inferir as relacdes filogenéticas interespecifica de Menticirrhus; descrever os
genomas mitocondriais de M. cuiaranensis e M. martinicensis, € posicionar o género

na familia Sciaenidae com base no genoma mitocondrial;

1.5.2. Objetivos especificos

v Testar a monofilia do género Menticirrhus;

v Testar a monofilia das espécies de Menticirrhus atualmente reconhecidas;

v Estimar tempo de divergéncia entre os clados intragenéricos;

v Estimar as distancias genéticas entre os taxons;

v Inferir o papel da formagdo do Istmo do Panaméd na histéria evolutiva de
Menticirrhus.

v Verificar a composi¢do e arranjo estrutural do genoma mitocondrial de M.
cuiaranensis;

v Verificar a composi¢do e arranjo estrutural do genoma mitocondrial de M.
martinicensis;

v Posicionar o género Menticirrhus na familia Sciaenidae a partir dos mitogenomas

disponiveis;

v Descrever primers para amplificacdo de regides do genoma de cianideos.
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CAPITULO 1

Este artigo trata sobre as relagdes filogenéticas interespecificas em Menticirrhus. Nos
pretendemos submeté-lo a revista Hydrobiologia e seguiremos o estilo de referéncias e
citagdes que ela recomenda. Para referéncias citadas no texto ¢ usado o sistema nome e ano,
como por exemplo (Freitas, 2017), e para a lista de referéncias os periédicos ndo sdo

abreviados, apenas niimeros de volume (ndo edi¢des) sao fornecidos e apenas fontes normais

sdo usadas, sem negrito ou italico.
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ABSTRACT

Menticirrhus is one of 67 genera in the family Sciaenidae, encompassing 12 recognized
species distributed in the Atlantic and Pacific oceans. The interspecific phylogenetic
relationships in Menticirrhus are poorly defined since studies involving a large number of
congeneric species are absent. Based on data from six molecular markers (COI, Cyt b,
EGRI1, RAGI, RH, and EGR2B), we corroborated the monophyletic status of Menticirrhus
and identified two highly supported main clades (1: M. undulatus, M. elongatus, M. littoralis,
M. cuiaranensis, M. gracilis, M. saxatilis, M. americanus and M. martinicensis, and 2: M.
panamensis, M. ophicephalus, M. nasus and M. paitensis). The interrelationships among
species from clade 1 were well supported in all topologies. On the other hand, the
phylogenetic relationships within clade 2 remained unclear because of the low support
values on nodes. The analysis of divergence time suggested that the genus emerged during
the Middle Miocene and several recent diversifications (about 2 Ma) were responsible for
the emergence of M. americanus, M. martinicensis, M. undulatus, M. elongatus, M.
ophicephalus and M. nasus. This report is the most robust phylogenetic analysis carried out
in Menticirrhus so far and the present findings fill an important gap for the better
understanding of the evolutionary relationships in this genus and the systematics of

Sciaenidae fishes.

Keywords: Systematics; M. americanus; Mitochondrial DNA; Nuclear DNA; Speciation.
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1. INTRODUCTION

The family Sciaenidae (order Perciformes) encompasses a large group of fishes,
known as croakers or drums, widespread throughout tropical and subtropical waters.
Currently, 294 species from 67 genera are recognized in this family, mostly inhabiting
marine ecosystems with a few freshwater representatives (Chao, 1978; Fricke, 2020). The
sciaenids are morphologically similar, but they can be distinguished from other taxa by the
presence of large otoliths, a lateral line that extends from the head up to the end of the caudal
fin and well-developed swim bladder (Trewavas, 1962; Chao, 1978), excepting for the
species of Menticirrhus in which the swim bladder is vestigial or absent (Chao, 1978;
Figueiredo and Menezes, 1980).

The genus Menticirrhus was described by Gill in 1861 and encompasses 12 valid
species. Six of them are found in Eastern Pacific: M. elongatus (Giinther, 1864), M. nasus
(Giinther, 1868), M. ophicephalus (Jenyns, 1840), M. paitensis Hildebrand, 1946, M.
panamensis (Steindachner, 1876) and M. undulatus (Girard, 1854); while the remaining one
are distributed along Western Atlantic: M. americanus (Linnaeus, 1758), M. littoralis
(Holbrook, 1847), M. saxatilis (Bloch & Schneider, 1801), M. cuiaranensis Marceniuk,
2020, M. gracilis (Cuvier, 1830) and M. martinicensis (Cuvier, 1830). This is a group of
demersal fish, inhabiting coastal water and feeding on small invertebrates. Most species are
caught in recreational fishing and usually compose a by-catch in shrimp fisheries, being
found for sale in local markets (Figueiredo and Menezes, 1980; Maia et al., 2016).

Most studies in Menticirrhus are focused on ecological aspects (Freitas et al., 2011;
Anderson et al., 2012; Rondineli et al., 2018; Carvalho et al., 2020), while taxonomic and
phylogenetic approaches are still scarce for this group. So far, the few reports that included
Menticirrhus species in phylogenetic analyses were directed to infer the relationships of the
family Sciaenidae or included few representatives of this genus (Chao 1978; Santos et al.,
2013; Lo et al., 2015; Marceniuk et al., 2020). In addition, studies based on DNA sequences
revealed high interspecific diversity and intraspecific structuring in Menticirrhus (Vinson et
al., 2004; Freitas et al., 2017).

Furthermore, the remarkable morphological similarity among Menticirrhus species
might underestimate the actual diversity of this genus. Recently, Marceniuk et al., (2020)

revised the taxonomic status of Menticirrhus using morphological traits and DNA sequences
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based on COI gene, proposing three species complexes: (1) Menticirrhus americanus, (2)
Menticirrhus littoralis and (3) Menticirrhus nasus. In this study, the authors also recognized
the species status to putative synonym taxa (M. martinicensis and M. gracilis, a former
synonym of M. americanus and M. littoralis, respectively) and identified a new species for
the Brazilian coast (M. cuiaranensis). Nonetheless, the interspecific relationships of
Menticirrhus remained unknown. In this context, the goal of the present study was to infer
the phylogenetic relationships of Menticirrhus encompassing the 12 recognized species in
this genus and based on multiloci approach that included both mitochondrial (COI and Cyt
b) and nuclear (RAG1, Rhodopsin, EGRI and EGR2B) markers.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Sampling

A total of 35 specimens of Menticirrhus collected in different locations were
analyzed: M. americanus (n=3), M. martinicensis (n=8), M. littoralis (n=3), M. cuiaranensis
(n=5), M. gracilis (n=2), M. elongatus (n=4), M. nasus (n=3), M. paitensis (n=5) and M.
panamensis (n=2). The species were identified based on the specialized literature (Chao,
1978; Bussing and Lopez, 1999; Figueredo and Menezes, 1980). Fragments of muscle tissue
stored in 100% ethanol were used to isolate DNA samples. All specimens and tissues are

deposited in ichthyological collections (Table 1).
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Table 1. List of Menticirrhus species and their respective specimen codes, institutions where the tissues are
stored and geographic origin of analyzed specimens.

Species Code Institution Locality

M. americanus MeMx08 UMSNH Tamiahua,Veracruz, México
MeMx13 UMSNH Tamiahua,Veracruz, México
MeMx 14 UMSNH Tamiahua, Veracruz, México

M. martinicensis MAPA84 UFPA Ajuruteua, Pard, Brasil
MAPi20 UFPA Parnaiba, Piaui, Brasil
MamCEOQ1 UFPA Fortaleza, Ceara, Brasil
MamCEQ2 UFPA Fortaleza, Ceara, Brasil
MAPbL49 UFPA Lucena, Paraiba, Brasil
MABA19 UFPA Valenga, Bahia, Brasil
MeRS07 UFPA Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil
UNMDP-T UNMDP Laguna Mar Chiquita, Buenos Aires,
2102 Argentina

M. elongatus MelonCR41  UCR Agua Buena, Puntarenas, Costa Rica
MECR64 UFPA Puntarenas, Puntarenas, Costa Rica
10985 UMSNH La Saladita, Michoacan, México
11489 UMSNH Pichilinguillo, Michoacan, México

M. littoralis MeMx20 UMSNH Tamiahua,Veracruz, México
MeMx21 UMSNH Tamiahua,Veracruz, México
MeMx22 UMSNH Tamiahua,Veracruz, México

M. cuiaranensis MLPAQO6 UFPA Ajuruteua, Pard, Brasil
MLPAOQ7 UFPA Ajuruteua, Pard, Brasil
MIiCEO1 UFPA Fortaleza, Ceara, Brasil
MIiCE02 UFPA Fortaleza, Ceara, Brasil
MLPBOS8 UFPA Lucena, Paraiba, Brasil

M. gracilis MLiSCO01 UFPA Florianopolis, Santa Catarina, Brasil
MeRSO05 UFPA Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil

M. nasus MNCR79 UFPA Puntarenas, Puntarenas, Costa Rica
MNCRS3 UFPA Puntarenas, Puntarenas, Costa Rica
MePN7 UFPA Panama City, Panama

M. paitensis MelonCR98  UCR Savegre de Aguirre, Puntarenas, Costa Rica
MelonCR136 UCR Uvita, Puntarenas, Costa Rica
Mpaitl UFPA Puntarenas, Puntarenas, Costa Rica
Mpait2 UFPA Puntarenas, Puntarenas, Costa Rica
12287 UMSNH Nexpa, Michoacan, México

M. panamensis ~ MpanaCR78  UCR Isla Zacate, Puntarenas, Costa Rica
MPCR90 UFPA Puntarenas, Puntarenas, Costa Rica

UMSNH: Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (México); UFPA: Universidade Federal do Para
(Brasil); UNMDP: Universidade Nacional de Mar del Plata (Argentina); UCR: Universidad de Costa Rica

(Costa Rica).
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Additional sequences of Menticirrhus (M. saxatilis, M. ophicephalus and M.
undulatus), as well as other taxa were included as external groups in phylogenetic analyses
using the public Genbank database (Supplementary Tablel). Therefore, we included the
species Aplodinotus grunniens Rafinesque, 1819, Totoaba macdonaldi (Gilbert, 1890),
Argyrosomus regius (Asso, 1801) and A. japonicus (Temminck and Schlegel, 1843) since
these species composed a polytomy with Menticirrhus in one of the clades of the family
Sciaenidae (Lo et al., 2015), and Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) from the family

Moronidae, which according to Chen et al. (2007), is closely related to Sciaenidae.

2.2. Laboratory Procedures

The total DNA was isolated using the commercial Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega), following the manufacturer's recommendations. Six molecular
markers were selected in the present analyses, including two mitochondrial sequences -
Cytochrome Oxidase Subunit I (COI) and Cytochrome b (Cy? b) — and four nuclear regions:
Rhodopsin (RH), Recombination Activation Gene 1 (RAGI), Early Growth Response Gene
1 (EGRI) and Early Growth Response Gene 2B (EGR2B) (Table 2).

The amplification via polymerase chain reaction (PCR) encompassed an initial
denaturation step at 95 °C for 4 min, followed by 35 cycles of denaturation at 95 °C for 30
s, annealing for 45 s and extension at 72 °C for 45 s, plus a final extension step at 72 °C for
5 min. Each PCR comprised 2 pl of dNTPs (1.25 mM), 1.25 ul of buffer (10x), 0.5 ul of
MgCl; (50 mM), 0.5 ul of each primer (50 ng/ul), 1 ul of template DNA (100 ng/ul), 0.1 pl
of Taq DNA polymerase (5U/ ul) and purified water to a final volume of 15 pl.

The PCRs products were purified with polyethylene glycol (PEG 8000) and ethanol
(Paithankar and Prasad, 1991) and the reaction sequencing followed the dideoxy method
using BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems)
according to the manufacturer’s instructions. The sequences were read in ABI 3500 XL

Genetic Analyzer Automatic sequencer (Applied Biosystems).
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Table 2. Molecular markers and primers used in the study with their respective references.

Locus/Primer Primer sequence (5°-3’) Reference

cor

Fish F1 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC Ward et al., 2005
Fish F1 TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC Ward et al., 2005
Cytb

FishcytB F ACCACCGTTGTTATTCAACTACAAGAAC Sevilla et al., 2007
TruccytB R CCGACTTCCGGATTACAAGACCG Sevilla et al., 2007
RAGI

R1 2533F CTGAGCTGCAGTCAGTACCATAAGATGT Lopez et al., 2004
R1 4090R CTGAGTCCTTGTGAGCTTCCATRAAYTT  Lopez et al., 2004
Rhodopsin

RH 1F ATGAACGGCACAGARGGAC Chen et al., 2013
RH 1039R TGCTTGTTCATGCAGATGTAGA Chen et al., 2003
EGRI

E1 290F TMTCTTACACAGGCCGYTTCAC Chen et al., 2008
E1 1118R CTTCTTGTCCTTCTGCCGYAGRT Chen et al., 2013
EGR2

E2B ex1PcoF CYAAAACTTTGGAGAAAGTGC Loetal., 2015
E2B 1121R CCTCAGGTGGATTTTAGTGTGTC Chen et al., 2013
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2.3. Sequence Editing and database

The DNA sequences were checked and edited in the software BioEdit 7.0.5.3 (Hall,
1999). The database was aligned in the online version of Mafft 7 (Katoh et al., 2019), using
default settings and concatenated in SequenceMatrix 1.8 (Vaidya et al., 2011). The best
schemed of data partitioning and the respective evolutionary models of each partition were
estimated in PartitionFinder 2 (Lanfear et al., 2017), using Bayesian Information Criterion
(BIC) for the selection of the model, considering the codon position. PartitionFinder
estimated a scheme with two partitions: partition 1 with the third codon position of Cyt b
and COI; and Partition 2 with RH, EGR2B, RAG1, EGR1 and the first and second codon
positions of COI and Cyt b.

2.4. Phylogenetic Analyses

The analysis of Maximum likelihood (ML) was performed in IQ-TREE (Nguyen et
al., 2015) with 1,000 searches of the most likely tree and the support values on nodes were
based on 1,000 bootstrap pseudo-replicates. We applied the HKY + I + G models for
partition 1 and TIM + G for partition 2. The Bayesian Inference was performed in the
software MrBayes 3.2.1 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) applying the evolutionary
models estimated in PartitionFinder, including two independent runs with four Markov
Monte Carlo (MCMC) chains (one cold and three hot), 10 million generations, sampling the
parameters every 1,000 generations and 20% of burn-in. The runs were evaluated in Tracer

1.7 (Rambaut et al., 2018).

2.5. Estimation of Divergence Time

We estimated the divergence time among the taxa in BEAST 1.8 (Drummond et al.,
2012). The markers were regarded as unlinked evolutionary models and were estimated in
IQ-TREE, as follows: Tn93+I+G for COI and Cyt b, HKY+I for EGR1, and HKY+G for
RAGI, RH and EGR2B. An uncorrelated relaxed clock was used to estimate the length rates
in branches using Yule process as prior of the tree. The molecular clock was calibrated at
three points: 20.6 million years ago (Ma), as estimated by Lo et al. (2015) for the second
transoceanic expansion of the Sciaenidae that restricts the time to the most recent common
ancestor (tMRCA) of the clade that includes Aplodinotus, Menticirrhus and the lineage 11;
the fossil of Argyrosomus regius from late Langhian period (Brzobohaty et al., 2007) for
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restricting the clade tMRCA [Argyrosomus regius + A. japonicas] between 13.6 Ma and 15
Ma; and 7.5 Ma suggested by Lo et al. (2015) as a minimum separation time between
Menticirrhus undulatus and M. americanus. We carried out a run with 500 million
generations, sampling the parameters and trees at every thousand generations. We evaluated
the convergence of runs in Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018) considering Effective Sample
Size (ESS) values above 200 as satisfactory. A 20% burn-in was used and the trees were
summarized in TreeAnnotator 1.7 (Drummond et al., 2012).

All trees were visualized and edited in FigTree 1.4.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3. RESULTS

3.1. Phylogenetic Relationships and Time of Divergence

The six molecular markers obtained from 50 specimens in this study generated a total
database of 6,198 bp, of which 579 bp refer to COI, 1,014 to Cyt b, 828 bp to EGR1, 1,452
bp to EGR2B, 1,469 bp to RAG1 and 856 bp HR, with 1,151 variable sites and 762
informative sites for parsimony.

The phylogenetic tree based on ML and BI reliably supported with high statistic
values the monophyly of Menticirrhus, as well as the monophyly of the current 12 species
recognized in this genus (Figure 1). We recovered two main clades in Menticirrhus: (1)
including M. panamensis, M. ophicephalus, M. nasus and M. paitensis and (2) encompassing
the species M. undulatus, M. elongatus, M. littoralis, M. cuiaranensis, M. gracilis, M.
saxatilis, M. martinicensis and M. americanus.

The phylogenetic relationships among the species of clade 2 were well supported in
both topologies and suggest that M. americanus and M. martinicensis are sister species as
well as a close relationship between this clade and M. saxatilis. In this clade, we also
recovered M. cuiaranensis and M. gracilis as sister species being closely related to M.
littoralis. The clade that integrates this last three species is sister of the clade [M. undulatus
+ M. elongates]. In clade 1, M. nasus and M. ophicephalus were recovered as sister species
in both phylogenetic analyses (ML and BI) but with low support values. On the other hand,
the topologies generated by ML and BI differed in relation to the position of M. paitensis.
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Whereas in ML inferences, this species appeared as a sister taxon of the clade [M. nasus +
M. ophicephalus], in Bl tree M. paitensis and M. panamensis were more closely related to

each other.

— Aplodinotus grunniens
Menticirthus americanus MamAlaA Menticirrhus paitensis Mpait1
a Menticihus americanus GB: KF461202 b Menticirhus paitensis Mpait2
Menticirrtus americanus MeMx08 Menticirhus paitensis MelonCR136
Menticirtus americanus MeMx14 Menticinthus paitensis UMSNH12287
Menticirtus americanus MeMx13 0.6 Menticirhus paitensis MelonCR98
Menticirhus americanus GB:MG837951 1 Mentiithus panamensis MPCR90
Menticirtus martinicensis UNMDPT2102 0.5 Menticirhus panamensis MpanaCR78.
Menticintius martinicensis GB: KF930121 1 Mentiirhus ophicephalus GB: KY572876
Menticirtus martinicensis MABA19 Menticirtus ophicephalus GB: KY572877
Menticirhus martinicensis MAPA25. 0.5 Menticirhus nasus MNCRS3
Menticirhus martinicensis MamCEO1 11 Menicirhus nasus MNCR79
Menticirhus martinicensis MamCE02 Mentcirhus nasus MePN7
Menticirtus martinicensis MAPD49 Menticinhus americanus GB: KF461202
Menticinhus martinicensis MAPI20 Menticintius americanus MeMx13
Menticirhus martiicensis MeRS07 Menticintius americanus MeMx08
Mentiirhus saxatils GB: KCO15658 Menticintius americanus MeMx14
Menticintus saxatiis GB: KF30122 Menticihus americanus MamAlaA
Menticirhus elongatus MelonCR41 Menticinhus americanus GBMG837951
Menticirhus elongatus UMSNH 10985 Menticirthus martinicensis MAPi20
Menticirhus elongatus MECR64 Menticinhus martinicensis MamCE02
Menticirhus elongatus UMSNH 11489 08 Menticirthus martinicensis MAPb49
Menticirhus undulatus MunA - Menticithus martinicensis MamCEO1
Mentcintus cuiaranensis MLICEOT Menticirhus martiicensis MABA19
Menticitus cuiaranensis MLICE02 Menticirthus martiicensis MAPA2S
Menticirtus cuiaranensis MLPAOS Menticittius martinicensis MeRSO7
Menticirtus cuiaranensis MLPAO7 Menticirthus martinicensis GB: KF9a0121
Menticirtus cuiaranensis MLPb0S Menticirhus martinicensis UNMDPT2102
Menticirhus gracilis MeRS05 Menticirhus saxatils GB: KF930122
Menticinhus gracilis MiSco1 Menticirthus saxatils GB: KCO15658
M MiexA Menticirhs litoralis MiMexA
Menticirhus littoralis MeMx20 Mentiirrhus litoralls Mehx22
Mentcirhus litoralis MeMx21 Menticirhus litoralls MeMx21
Menticirhus littoralis MeMx22 — Menticirhus litorals MeMx20
Menticirhus nasus MNCR79 Menticirthus gracils MeRS05
100 L. Menticirhus nasus MNCRE3 Menticirthus gracilis MISco1
39 Menticirhus nasus MePN7 Menticinhus cuiaranensis MLICEO1
100~ Mentiihus ophicephalus GB: KY572677 Mentcirthus cuiaranensis MLICEO2
80 Menticirhus ophicephalus GB: KY572876 Menticihus cuiaranensis MLPAOG
2 Menticirhus patensis UMSNH12287 Menticihus cuiaranensis MLPAO7
Menticirhus patensis MelonCR136 Menticihus cuiaranensis MLPb0S
e 100 Menticirthus paitensis Mpait! - Menticithus elongatus MECR64
Menticirhus paitensis Mpait2. - Menticirhus elongatus MelonCR41
Menticirhus patensis MelonCR98. L Menticirhus elongatus UMSNH 10985
100~ Mentiintus panamensis MpanaCR78 Menticirtus elongatus UMSNH 11489
L Menticirhus panamensis MPCRI0 Mentcihus undulatus MunA
2 Totoaba macdonald 0.9 - Totoaba macdonali
- e ol o
Argyrosomus regius ~ Argyrosomus japonicus

Figure 1. Phylogenetic relationships of the genus Menticirrhus based on DNA sequences of six molecular
markers (COIL, Cyt b, RAGI1, RH, EGR1 and EGR2B). The numbers on nodes refer to bootstrap and posterior
probability values for the ML (a) and BI (b) trees, respectively.

Regarding to the time of divergence among clades, our estimate suggests that the
most recent common ancestor (MRCA) of Menticirrhus emerged about 14.5 (HPD:10.4 -
15.2) million years ago, during the Middle Miocene. The two main clades appear to have
diverged at 12.7 Ma (HPD: 11.1 - 14), with the diversification of clade 1 diversification
starting from around 12.3 Ma (HPD: 6.0 - 13.0), being M. panamensis the first one to
diverge. The clade 2 diverged at about 7.5 Ma originating two clades: one including M.
saxatilis, M. martinicensis and M. americanus, and another encompassing M. undulatus, M.
elongatus, M. cuiaranensis, M. gracilis and M. littoralis. According to this analysis, the
species with the most recent divergence (< 2 Ma) were M. martinicensis and M. americanus,
M. undulatus and M. elongatus, and M. ophicephalus and M. nasus. On the other hand, the
species M. littoralis, M. cuiaranensis and M. gracilis diverged in the Atlantic Ocean at 5 Ma

(Figure 2).
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Figure 2. Estimation of divergence time among Menticirrhus species. The stars correspond
to the calibration points in the molecular clock.

4. DISCUSSION

The sciaenids represent a highly diversified fish family characterized by many
uncertainties about their taxonomic, systematic and phylogenetic aspects. Here, we reported
a thorough phylogeny of the genus Menticirrhus, a genus described in the middle of the 19%
century, whose taxonomic studies have been developed almost exclusively based on
morphological evidence. Formerly, nine species were recognized within Menticirrhus, but
Marceniuk et al. (2020) revalidated two species and described a new species. In the present
study, molecular information obtained from DNA sequences of mitochondrial and nuclear
markers corroborated the current knowledge about the diversity of the genus, supporting the
hypothesis of 12 valid species valid of Menticirrhus.

So far, the interspecific relationships of Menticirrhus were scarce since the

phylogenetic reports using representatives of this genus were focused on resolving the
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evolutionary relationships of Sciaenidae as a whole and included only two Menticirrhus
species (Vinson et al., 2004; Santos et al., 2013; Lo et al., 2015). Invariably, both species
have been recovered as reciprocally monophyletic groups. Later, Marceniuk et al. (2020)
generated a ML tree based on COI marker, but since this inference used a single gene the
relationships among taxa could not be properly inferred and, probably for this reason, these
authors avoided discussing the phylogeny of Menticirrhus. On the other hand, the present
report included information from six makers (four nuclear and two mitochondrial regions),
representing therefore the most robust phylogenetic inference available in Menticirrhus.

The data herein obtained resolved the polytomy previously shown in the
phylogenetic tree by Marceniuk et al.,, (2020), which lacked an outgroup. We also
corroborated the cluster M. martinicensis + M. americanus + M. saxatilis, as well as the
status of M. elongatus and M. undulatus as sister taxa in relation to the complex Menticirrhus
littoralis, with high support values. Furthermore, the phylogenetic relationships among the
species within the complex Menticirrhus littoralis were well defined, placing M.
cuiaranensis as a sister group of M. gracilis, and this clade as closely related to M. littoralis.

Distinct hypotheses have been proposed about the relationships in the clade
composed of M. panamensis, M. nasus, M. ophicephalus and M. paitensis. While Marceniuk
et al. (2020) inferred that M. nasus was the first to diverge and M. ophicephalus should be a
sister taxon of M. paitensis, we recovered M. ophicephalus and M. nasus as sister taxa while
M. panamensis was less related to the other members in this clade. On the other hand, the
Bayesian inference suggested a third arrangement, in which M. ophicephalus would be a
sister group of M. nasus, while M. panamensis and M. paitensis should be closely related to
each other, Unfortunately, the low support values on branches and the distinct position of
taxa in each tree (Figure 1) hindered a reliable phylogenetic inference for this clade. Most
likely, the poor resolution on nodes is related to the lack of additional genetic data in M.
ophicephalus, once only COI sequences were available for this species, generating a large
amount of missing data and incongruencies in the present analysis.

Our results also indicated that the species from Western Atlantic (M. americanus, M.
saxatilis, M. littoralis, M. cuiaranensis and M. gracilis) are not a monophyletic group
inasmuch as M. littoralis, M. cuiaranensis and M. gracilis composed a clade closely related
to M. undulatus and M. elongatus from Eastern Pacific. Such relatedness between Atlantic

and Pacific species are usually associated with taxa that have been separated by the uprising
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of the Panama isthmus during Miocene, as formerly proposed for M. littoralis and M.
elongatus (Jordan, 1908). Moreover, the estimated time of divergence suggested that both
species were separated around 6.3 Ma (Fig. 2). Therefore, the total closure of the Panama
isthmus (about 3 Ma) maintained these populations in isolation, eventually leading to
allopatric speciation.

The analysis of divergence time also revealed that the most recent common ancestor
(MMCA) of Menticirrhus appeared during Miocene around 14.5 Ma (HPD:10.4 — 15.2),
while the diversification of this group has probably initiated about 12.7 Ma (HPD: 11.1 —
14). According to Lo et al., (2015), the MMCA of Menticirrhus has lived in Western Atlantic
around 19.5 Ma, but the origin of the genus Menticirrhus has probably taken place in the
Pacific Ocean, about 12.3 Ma.

The most recent speciation events (less than 2 Ma) were observed between M.
americanus and M. martinicensis, M. undulatus and M. elongatus, and M ophicephalus and
M. nasus, i.e., after the closure of the Panama isthmus. According to previous data, several
ecological, biological and historical features as well as the dynamics of the coastal regions
could account for the speciation in Sciaenidae fishes, particularly those species found in
Western Atlantic (da Silva et al., 2018; Pereira et al., 2009; Santos et al., 2003).

Accordingly, the evolutionary history of many coastal species might have been
influenced by glacial and interglacial periods during Pleistocene that changed the seascape
such as significant alterations in sea level (Durand et al., 2005). Since M. americanus is an
estuarine species foraging over sandy bottom along the coastline (Haluch, 2008), this species
could be particularly susceptible to past climate changes. In fact, the analysis of time
divergence showed that the divergence between the former and M. martinicensis took place
around 1.8 Ma. Therefore, the sea level changes during Pleistocene might have driven the
population expansion and retraction of M. americanus along the South Atlantic coast (Freitas
et al., 2017; Marquez et al., 2017).

Similar patterns of genetic structuring with divergent lineages in a single nominal taxon,
including distinct “populations” between Mexico Gulf and the Caribbean, have been
reported in other coastal and benthic fish groups like Gobiomorus dormitor (Eleotridae;
Guimaraes-Costa et al., 2017). Even pelagic species such as the tarpon Megalops atlanticus
(Megalopidae; McMillen-Jackson et al., 2005) but with larvae and juveniles that depend on

estuaries to develop (as also observed in M. americanus) or reef species like Stegastes
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partitus (Pomacentridae; Sdnchez et al., 2014) have been followed this pattern of divergence.
In addition, the distribution of both species that compose the complex Menticirrhus
americanus, as proposed by Marceniuk et al. (2020) fits the general biogeographic pattern
reported by Robertson and Cramer (2014) for species from muddy or sandy bottoms, since
M. americanus is restricted to the Northern Province (Southeastern coast of USA and
Mexico Gulf) while M. martinicensis is found in Central and Southern Provinces (the
Caribbean and Atlantic coast of South America). Similar events that have been inferred to
explain the structuring of M. americanus could account for the speciation process in M.
gracilis and M. cuiaranensis in Western Atlantic. According to our estimates, these species
diverged from the sister taxon (M. littoralis) around 5.8 Ma. Furthermore, cases of speciation
along the Western Atlantic coast have also been reported in Macrodon (Santos et al., 2003;

2006) and Ophioscion (da Silva et al., 2018).

5. CONCLUSION

This study represents most robust about phylogenetic inference among species of
Menticirrhus. Based on a multiloci approach, we corroborate the monophyly of this genus,
including the 12 species recognized so far. Moreover, we estimated the phylogenetic
relationships among species of clade 2 (M. undulatus, M. elongatus, M. littoralis, M.
cuiaranensis, M. gracilis, M. saxatilis, M. martinicensis and M. americanus) with high
support values in all topologies. However, due to the absence of additional genetic
information in M. ophicephalus, the relationships among species in clade 1 (M. panamensis,
M. ophicephalus, M. nasus and M. paitensis) remained poorly resolved. According to the
analysis of divergence time, Menticirrhus emerged at 14.5 Ma and has undergone two main

diversification events around 12.3 Ma and 7.5 Ma.
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TS1- Additional sequences obtained from GenBank and used in this study.
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Molecular Markers

T f GenBank Cod Localit
axa from Senban ode ocatty col Cyt B RH RAGI EGRI  EGR2B
Menticirrhus americanus  MamAlaA  Alabama, USA  KP722736  KP722647 KP723012 KP722923 KP722830 KP723103
MamAlaB  Alabama, USA  KF461202 - - - - -
MamBel Belize KF930121 - - - - -
MamMexA Mexico MGS837951 - - - - -
Menticirrhus littoralis MIliMexA Mexico MXV0279 - - - - -
Menticirrhus MopA Peru KY572876 - - - - -
ophicephalus MopB Peru KYS572877 - - - - -
Menticirrhus saxatilis MsaA USA KC015658 - - - - -
MsaB USA KF930122 - - - - -
Menticirrhus undulatus MunA - KP722737  KP722648 KP723013 KP722924 KP722831 KP723104
Outgroup
Aplodinotus grunniens - - KP722699  KP722606 KP722970 KP722882 KP722788 KP723062
Argyrosomus japonicus - - KP722700  KP722607 KP722971 KP72288 KP722789 KP723063
Argyrosomus regius - - KP722701  KP722608 KP722972 KP722884 KP722790 KP723064
Totoaba macdonaldi - - KP722782  KP722693 KP723056 KP722963 KP722875 KP723145
Dicentrarchus labrax - - FN689114  EU036430 Y18673 EF095651 KC442100 KC442134
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CAPITULO I

Neste capitulo, descrevemos o genoma mitocondrial de Menticirrhus littoralis € o
posicionamos na familia Sciaenidae com base em 15 marcadores genéticos desde genoma.
O artigo esta publicado no periddico Mitochondrial DNA Part B, sob o DOI:
doi.org/10.1080/23802359.2020.1772681
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ABSTRACT

We describe the mitochondrial genome of the Menticirrhus littoralis and infer the
phylogenetic position of Menticirrhus in the family Sciaenidae. The genome contains 16,499
base pairs distributed in gene regions (13 protein-coding regions, 2 rRNAs and 22 tRNAs)
and a control region (CR). Our phylogenetic analysis suggests, with strong statistical

support, that Menticirrhus is a sister group of the other sciaenids.

Keywords: mtDNA, Phylogeny, M. littoralis, Fish, Perciformes
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1. INTRODUTION

The gulf kingfish, Menticirrhus littoralis (Holbrook, 1860), Perciformes of
Sciaenidae, is widely distributed in the Western Atlantic, from the USA to Uruguay
(Mérquez et al., 2013). They are common in shallow and frequent waters as companion
fauna in shrimp fishing (Menezes and Figueiredo, 1980). Previous research has been unable
to define satisfactorily the phylogenetic position of the genus Menticirrhus in the family
Sciaenidae (Chao, 1978; Sasaki, 1989; Santos et al., 2013; Lo et al., 2015), what is one of
the objectives of this work besides the description of the complete mitochondrial genome of

the species.

2. MATERIALS AND METHODS

One individual of M. littoralis collected in the Caeté River estuary (0 49'10" S 46
36'30" W) was used for genome sequencing and was deposited in the ichthyological
collection of the Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), under voucher number MPEG
38936.

For DNA extraction was used the commercial Wizard® Genomic DNA purification
kit (Promega). We developed 20 primers pairs for the PCR, and we sequenced the samples
by Sanger et al. (1977). The complete sequence was annotated in the MitoAnnotator
(Iwasaki et al. 2013), and reevaluated the tRNAs in tRNAscan-SE1.21 (Lowe and Eddy
1997). The phylogenetic tree was based on the Maximum Likelihood in RAXMLGUI
(Silvestro and Michalak 2012) using 13 PCGs and two rRNA genes.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The mitochondrial genome of M. littoralis (GenBank accession number: MT199157)
has a total of 16,499 base pairs (bps), arranged in two rRNAs (12S and 16S), 13 protein-
coding genes, 22 tRNAs, and a Control Region. The nucleotide composition of the adenine
is 26.3%, 32% cytosine, 16.9% guanine and 24.8% thymine. The size, structural
organization, and location of the different components of the mitogenome are consistent with
those of other organisms (Anderson et al. 1981).

The start codon of all coding regions is ATG, that is, the amino acid Methionine, a

variety of stop codons, and in many cases are incomplete stop codon T or TA, which can
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presumably be completed to TAA via post-transcriptional polyadenylation (Ojala et al.
1981).

As in other vertebrates, the 12S and 16S ribosomal genes are located between tRNA-
Phe and tRNA-Leu (UUR), and all 22 tRNAs can be folded into typical cloverleaf secondary
structures, except for tRNA-Ser (AGY), which lacks the DHU stem.

The Control Region has a total length of 824 bps, and has a higher than average A + T
content (62.2%) in comparison with the mitogenome as a whole (51.1%), which found to be
a characteristic of the Percoidei (Xu et al. 2011).

The phylogenetics result of present study placed M. littoralis as a sister group of all
the other sciaenids analyzed, with strong statistical support (Figure 1). This finding provide
new insights into the phylogenetic position of Menticirrhus within the family Sciaenidae, in
addition to contributing to the understanding of the evolutionary history of the sciaenids

through the sequencing of fish mitogenomes.
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Figure 1. The Maximum Likelihood topology of the Sciaenidae, based on the mitogenome, showing the
phylogenetic position of M. littoralis (in red). Numbers at nodes represent bootstrap values in percentage.
Values below 70% are not shown. The tree is rooted with Lutjanus rivulatus and Sparus aurata. GB is the

GenBank Accession Number.
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CAPITULO I1I
Este capitulo consiste em um artigo com a descri¢do do genoma mitocondrial de
Menticirrhus martinicensis ¢ posicdo filogenética em Sciaenidae. Este trabalho sera

submetido a revista cientifica Mitochondrial DNA Part B.

Mitochondrial DNA Part B

RESOURCES

OMA taaCCOrs

EVOLUTION




65

The Complete Mitochondrial Genome of Menticirrhus martinicensis (Sciaenidae,

Perciformes) and its Phylogeny

Adrianne Freitas', Jeferson Carneiro', Iracilda Sampaio'~

I Genomics and Systems Biology Center, Universidade Federal do Pard, Belém, Brazil

Institute of Coastal Studies, Universidade Federal do Para, Campus Universitario de

Braganga, Pard, Brazil.

Corresponding author: Adrianne dos Santos Freitas

e-mail: adriannefreitas@hotmail.com

Postal address: Genomics and Systems Biology Center, Universidade Federal do Para,

Avenida Augusto Corréa, 66.075-110, Belém, Para- Brasil.



66

The Complete Mitochondrial Genome of Menticirrhus martinicensis (Sciaenidae,
Perciformes) and its Phylogeny

We describe the mitochondrial genome of the Menticirrhus martinicensis and infer the
phylogenetic position of Menticirrhus in the family Sciaenidae. The genome contains 16.504
base pairs distributed in gene regions (13 protein-coding regions, 2 rRNAs and 22 tRNAs)
and a control region (CR). Our phylogenetic analysis suggests that Menticirrhus is

monophyletic and is a sister group of the Paralonchurus.

Keywords: mtDNA, Phylogeny, M. martinicensis, Fish, Perciformes
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INTRODUCTION

The specie Menticirrhus martinicensis (Cuvier, 1830) is one of six representatives
of the genus in the western Atlantic, found in the estuarine environment from the Caribbean
to Argentina (Marceniuk et al., 2020). Prior to redescription, individuals who are now M.
martinicensis were considered M. americanus, which occurs from the USA to the Gulf of
Mexico. These fishes are estuarine, common in sandy and muddy bottoms of the coastal
zone, being targeted by both commercial fisheries and recreational anglers (Chao, 1995).
Phylogeographic study with M. americanus detected genetic substructure on the western
Atlantic coast (Freitas et al., 2017), also observed in other sciaenids that occur in the area
(da Silva et al., 2018; Rodrigues et al., 2014; Santos et al., 2006, 2003). In the present study,
we describe the mitochondrial genome of M. martinicensis and infer its phylogenetic

relationship with others in the family Sciaenidae (TS1).

MATERIAL AND METHODS

One individual of M. martinicensis collected in the Caeté River estuary (0 49°10” S
46 36°30” W) was used for genome sequencing and was deposited in the ichthyological
collection of the Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), under voucher number MPEG
38937.

For DNA extraction was used the commercial Wizard® Genomic DNA purification
kit (Promega). We used 13 primer pairs designed for M. littoralis (Freitas et al., 2020) and
10 more specific for M. martinicensis for the PCR (TS2), and we sequenced the samples by
Sanger et al., (1977). The complete sequence was annotated in the MitoAnnotator (Iwasaki
et al., 2013), and reevaluated the tRNAs in tRNAscan-SE1.21 (Lowe and Eddy, 1997). The
phylogenetic tree was based on the Maximum Likelihood in 1Q-Tree (Nguyen et al., 2015)
using 13 PCGs and two rRNA genes. The sequences were aligned in MAFFT online (Katoh
et al., 2019), and edited manually in BioEdit (Hall, 1999). The markers were concatenated
in SequenceMatrix (Vaidya et al., 2011), and PartitionFinder v. 2 (Lanfear et al., 2017) was
used to identify the optimal data partitioning and evolutionary models (TS3).
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RESULTS AND DISCUSSION

The mitochondrial genome of M. martinicensis has a total of 16.504 base pairs (bps),
arranged in two rRNAs (12S and 82 168S), 13 protein-coding genes, 22 tRNAs, and a Control
Region (FS1). The nucleotide composition of the adenine is 26.7%, 32% cytosine, 16.7%
guanine and 24.6% thymine (TS4). The size, structural organization, and location of the
different components of the mitogenome are consistent with those of other organisms
(Anderson et al., 1981).

The start codon of all coding regions is ATG (TSS5), that is the amino acid
Methionine, a variety of stop codons, and in many cases are incomplete stop codon T or TA,
which can presumably be completed to TAA via post-transcriptional polyadenylation (Ojala
et al., 1981).

As in other vertebrates, the 12S and 16S ribosomal genes are located between tRNA-
Phe and tRNA-Leu (UUR), and all 22 tRNAs can be folded into typical cloverleaf secondary
structures, except for tRNA-Ser (AGY), which lacks the DHU stem. The Control Region
has a total length of 822 bps, and has a higher than average A + T content (61.9%) in
comparison with the mitogenome as a whole (51.3%), which found to be a characteristic of
the Percoidei (Xu et al., 2011).

We analyzed 18 of the 67 genera of Sciaenidae and inferred the phylogenetic
relationships between them. The results show strong support for most branches (Fig. 1) and
point to the Menticirrhus monophyletic status, in addition to its close relationship with
Paralonchurus, corroborating Chao (1978). The Menticirrhus martinicensis /| M. littoralis
clade appears as the sibling of the other analyzed ciaenids, and Aplodinotus as sibling group
of the Sciaenops, however the non-significant bootstrap support, keeps Menticirrhus

phylogenetic position in Sciaenidae uncertain as Lo et al., (2015).
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Paralonchurus dumerilii GB: MT904198
Menticirrhus littoralis GB: MT199157
Menticirrhus martinicensis

Aplodinotus grunniens GB: MG599474

- Sciaenops ocellatus GB: JQ286004

Astrobucca nibe GB: MF004314
Chrysochir aureus GB: JQ692068
Protonibea diacanthus GB: KJ643927
Dendrophysa russelii GB: JQ728562
Johnius amblycephalus GB: MF083698
Johnius belangerii GB: KF211426
Johnius grypotus GB: KC491206
Johnius trewavasae GB: MF083700
Johnius carouna GB: MF004312
Johnius borneensis NC: 041308
Johnius distinctus GB: MF083699
Nibea albiflora GB: HQ890947

Nibea mitsukurii GB: APO0O6003

Nibea coibor GB: KM233452
Pennahia argentata GB: HQ890946
Pennahia pawak GB: KY978753
Pennahia macrocephalus GB: KX576460
Otolithes ruber GB: KX929060
Bahaba taipingensis GB: JX232404
Miichthys miiuy GB: HM447240
Collichthys lucidus GB: HMA447239
Collichthys niveatus GB: HM219223
Larimichthys polyactis GB: FJ618559
Larimichthys crocea GB: EU339149
Pseudotolithus elongatus NC: 044717
Argyrosomus amoyensis GB: KM257863
Argyrosomus japonicus GB: JQ728563
Dicentrarchus labrax NC: 026074
Sparus aurata GB: LK022698
Monotaxis grandoculis NC: 010957

Figure 1. The Maximum Likelihood topology of the Sciaenidae, based on the mitogenome, showing the
phylogenetic position of M. martinicensis (in red). Numbers at nodes represent bootstrap values in percentage.
Values below 70% are not shown. The tree is rooted with Monotaxis grandoculis, Dicentrauchus labrax and
Sparus aurata. GB is the GenBank Accession Number.
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Figure S1. The organization of the mitochondrial genome of M. martinicensis created by Circos. The

innermost circle represents GC% per every Sbp of the mitogenome; the darker lines are, the higher their GC%
are.



Table S1. List of species included in the phylogenetic analysis, with the respective accession numbers.
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Species

Accession Number NCBI/GenBank

Aplodinotus grunniens
Argyrosomus amoyensis
Argyrosomus japonicus
Astrobucca nibe
Bahaba taipingensis
Chrysochir aureus
Collichthys lucidus
Collichthys niveatus
Dendrophysa russelii
Dicentrarchus labrax*
Johnius amblycephalus
Johnius belangerii
Johnius borneensis
Johnius carouna
Johnius distinctus
Johnius grypotus
Johnius trewavasae
Larimichthys crocea
Larimichthys polyactis
Menticirrhus littoralis

Menticirrhus martinicensis

Miichthys miiuy
Monotaxis grandoculis*
Nibea albiflora

Nibea coibor

Nibea mitsukurii
Otolithes ruber
Paralonchurus dumerilii
Pennahia argentata
Pennahia macrocephalus
Pennahia pawak
Protonibea diacanthus
Pseudotolithus elongatus
Sciaenops ocellatus
Sparus aurata™

MG599474
KM257863
JQ728563
MF004314
JX232404
JQ692068
HM447239
HM219223
JQ728562
NC026074
MF083698
KF211426
NC041308
MF004312
MF083699
KC491206
MF083700
EU339149
FJ618559
MT199157
This study
HM447240
NC010957
HQ890947
KM233452
AP006003
KX929060
MT904198
HQ890946
KX576460
KY978753
KJ643927
NC044717
JQ286004
LK022698

* correspond to the outgroup
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Table S2. Primers used to amplify the M. martinicensis mitochondrial genome.

Fragment Size

Primers (bp) Region of genome Sequence (5°-3’)
MLIT1F 1015 tRNA-Phe to 16S rRNA GGCCAAGTTGCGTCCGTACTATAC
MLITIR - GGGCATTCTCACAGGGGTGCGG
MLIT2F 1061 12S rRNA to 16S rRNA CGAGGGCTTGACTGTCTCCC
MLIT2R - GGGGAGGAAGTGGAGGGGCGG
MLIT3F 919 ND1 to tRNA-Met CCCTCGCCATCATGCCACTAAT
MLIT3R - GCGTCAGGGTGTTGTCCTGAG
MLIT4F 499 tRNA-Ile to ND2 CGCCCGACATGGCATTCCCTCG
MLIT4R - GGCCGATGGCCATCATGGCCC
MLIT5F 1084 ND2 to COI GGCCTTTTCCGCCAAACGAG
MLITSR - GCCGAGCTGAGCAGGATGGGCC
MLIT6F 918 COlI to COII GCCCGCAGTAGCAATCCTCAC
MLIT6R - CCTGGTGATTGGAAGTCACT
MLIT7F 967 COII to ATPase 6 GACTTCACGGCTGCCCBCCHCC
MLIT7R - TTTAGCTTAAAAGGCTAAYGC
MLITSF 1129 tRNA-Lys to COIII CGGCTTCTTCCCAACCGTCATC
MLITS8R - CGGCAGATGTGGGCTACGGATG
MLIT10F 1136 ND3 to ND4 CACCACTTCGGATTYGAAGCRGC
MLITI10R - GTTGTGTGGTTTTGGCTTGCRAG
MLIT11F ND4 AAAGCCTATCAGARACAGGBTGAAC
MLITI1R GGAGTGGGGGGAGGGCNAGGTTGGC
MLITI12F 1395 ND4 to ND5 CTATTYTGCCTHGCCAAYACAA
MLIT12R - TAGDGCKGAGACBGGNGTGGG
MLIT13F 1296 ND5 to ND6 ATYRGCTGATGAHATGGCCG
MLITI13R - CCTYGYTGGGHRTTGCTTGT
MLIT15F 1242 CYTBtoRC GGYTTGAAAAACCVCCGTTGT
MLIT15R - GGTTTACAAGACCGRYGCTCTGA
Mame 1F RC to 12S rRNA GGCCAAGTTGCGTCCGTACTATAC
Mame 1R GGGCATTCTCACAGGGGTGCGG
Mame 2F 16S rRNA to ND1 CGAGGGCTTGACTGTCTCCC
Mame 2R - GGGGAGGAAGTGGAGGGGCGG
Mame 3F 721 ND2 CCCTCGCCATCATGCCACTAAT
Mame 3R - GCGTCAGGGTGTTGTCCTGAG
Mame 4F 521 COlI CGCCCGACATGGCATTCCCTCG
Mame 4R - GGCCGATGGCCATCATGGCCC
Mame SF 847 con GGCCTTTTCCGCCAAACGAG
Mame SR - GCCGAGCTGAGCAGGATGGGCC
Mame 6F 955 COIII to ND3 GCCCGCAGTAGCAATCCTCAC
Mame 6R - CCTGGTGATTGGAAGTCACT
Mame 7F 904 ND5 CGCCCTAACAGGAGCAGGGACCC
Mame 7R - GCGGCAAGGATCAGGCCA
Mame 8F 325 ND6 to CYT B CGGCTTCTTCCCAACCGTCATC
Mame 8R - CGGCAGATGTGGGCTACGGATG
Mame 9F - ND4 to ND5 CGCCCTAACAGGAGCAGGGACC
Mame 9R GCGGCAAGGATCAGGCCTAGG
Mame 10F RC to 12S rRNA GCCCCGGGTTTTTGCGCGTTA
Mame 10R GGGCATTCTCACAGGGGTGCGG
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Table S3. Scheme of data partition and evolutionary models.

Subset Best Model Sites  Partition Names

1 SYM+I+G 1985  COI posl, COI posl, ND4L posl, COIl posl

2 GTR +I+ G 1737  ATPase8 pos2

3 TVM+I+ G 1156 ND6 pos3

4 GTR + I+G 1251  ND3 posl, ND4 pos2, ND2 pos2, ND4L pos2,
ATP6 pos2

5 GTR+I+G 2977 COI pos3, ND3 pos3, ND4L pos3, COIIl pos2,
NDI1 pos3, ND5 pos3, ATPase6 pos3, ATPase8 pos3,
ND2 pos3, ND4 pos3

6 GTR+I+G 1249 ND6 posl, ATPase8 posl, ND5 posl

7 GTR+I+G 1098  COI pos2, NDI1 pos2, COIIl pos2

8 TRN+I1+G 226 COII_pos2

9 HKY +1+G 226 COIII_pos3

10 GTR+I+G 538 Cytb _posl, ND6 pos3

11 TVM+1+G 366 Cytb _pos2

12 K80+I+G 685 Cytb pos3

13 GTR+1+G 746 NDS5 pos2, ND6 pos2

Pos: the position of the codon



Table S4. Base composition of the M. martinicensis mitochondrial genome.
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Composition (%)

Gene/Region
A A+T

Protein coding

Ist 24,6 32,2 27,1 16,2 51,7
2 nd 244 32,6 26,4 16,7 50,8
3rd 25,0 31,2 26,7 17.1 51,7
Total 24,6 32,0 26,7 16,7 51,3
tRNA 20.9 26.5 31.9 20.8 54,3
sRNA 20.9 26.5 31.9 20.8 52,8
Control Region 30.3 21.4 31.6 16.7 61,9
Overall 24.6 32 26.7 16.7 51,3




Table S5 - Characteristics of the mitochondrial genome of M. martinicensis.
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Position Size(bp) Codon .

Gene . Amin Interge?nlc Strand
From To Nucleotids Acid Start Stop* Nucleotide**
tRNAPhe | 62 62 0 H
12S rRNA 63 1017 955 0 H
{RNA Val 1018 1089 72 0 H
16S rRNA 1090 2799 1710 0 H
RNALEU(TAA) o800 2873 74 0 H
ND1 2876 3847 972 324 ATG  TAA 2 H
tRNAllE 3852 3919 68 4 H
RNAGIN 3919 3989 71 -1 L
tRNAMet 3989 4057 69 -1 H
ND2 4058 5103 1046 348 ATG TA- 0 H
{RNATTP 5104 5174 71 0 H
fRNAALR 5176 5244 69 2 L
fRNAASD 5247 5319 73 37 L
RNACYS 5357 5419 66 3 L
fRNATYT 5423 5492 70 8 L
col 5501 7057 1557 519 ATG  AGA 4 H
RNASer(TGA) 7953 7124 72 3 L
RNAASP 7128 7196 69 4 H
COIl 7201 7891 691 230 ATG T-- 0 H
tRNALYS 7892 7965 74 1 H
ATPase8 7967 8134 168 56 ATG  TAA -8 H
ATPase6 8125 8813 688 229 ATG TA- 0 H
COlII 8814 9598 785 261 ATG TA- 0 H
RNAGLY 9599 9669 71 0 H
ND3 9670 10015 346 115 ATG T-- 0 H
{RNAATS 10016 10084 69 0 H
ND4L 10085 10381 297 99 ATG  TAA -5 H
ND4 10375 11755 1381 460 ATG T-- 0 H
tRNAHIS 11756 11824 69 0 H
RNASEI(GCT) 11825 11892 68 4 H
RNALEU(TAG) 11897 11969 73 0 H
ND5 11970 13808 1839 613 ATG  TAA 2 H
ND6 13805 14326 522 173 ATG  TAA 0 L
RNACGI 14327 14395 69 4 L
Cytb 14400 15404 1005 335 ATG  TAA 135 H
{RNATHT 15539 15610 72 2 H
tRNAPTO 15613 15682 70 0 L
Control Region 15683 16504 822
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese reuniu uma série de informagdes sobre o género Menticirrhus. A partir de dados
moleculares investigamos as relagdes filogenéticas entre as espécies, posicionamos o género na
familia Sciaenidae e descrevemos o genoma mitocondrial de duas das 12 espécies que o

representam.

Menticirrhus ¢ um género monofilético, porém as espécies do Pacifico oriental ndo;

O ancestral do género data de 14.5 milhdes de anos atras, durante o Mioceno;
¢ O soerguimento e fechamento do Istmo do Panama foi responséavel pela atual distribuicao
das espécies;

Com dados multiloci corroboramos a ocorréncia dos complexos Menticirrhus americanus

e M. littoralis proposto por estudo anterior;

Os Menticirrhus sdo divididos em dois principais grupos: um com M. undulatus, M.
elongatus, M. littoralis, M. cuiaranensis, M. gracilis, M. saxatilis, M. americanus e M.
martinicensis, que divergiu ha 12.3 Ma, e outro com M. panamensis, M. ophicephalus,
M. nasus e M. paitensis, com tempo de divergéncia estimado em 7.5 Ma;

e A primeira espécie a divergir foi M. panamensis;

e As relagdes filogenéticas interespecificas do clado dois ndo foram bem apoiadas,

provavelmente devido falta de dados;

e Em relagdo a posicado filogenética de Menticirrhus na familia Sciaenidae, de acordo com

15 marcadores mitocondriais, o género € irmao de Paralonchurus;
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¢ O genoma mitocondrial de M. littoralis (atualmente M. cuiaranensis) possui 16,499 e a
composi¢do nucleotidica ¢ de 26.3% de adenina, 32% de citosina, 16.9% de guanina e
24.8% de timina.

¢ O genoma mitocondrial de M. martinicensis possui 16.504 pb e a composi¢ao nucleotidica

¢ de 26.7% de adenina, 32% de citosina, 16.7% de guanina e 24.6% de timina.



