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RESUMO

Os estudos biogeograficos com a ictiofauna neotropical sdo escassos, Visto
isso pesquisas para dada area da ciéncia sao bem-vindas. A analise de
diversos meétodos de delimitacdo foi utilizada para buscar a melhor
compreensao da espécie Scoloplax empousa e sua distribuicdo nas Bacias do
Alto Parana e Paraguai. Abordagens taxondémicas moleculares como o DNA
Barcode, vem sendo utilizadas com sucesso nos mais variados niveis e grupos
taxondmicos, promovendo a descoberta de espécies cripticas, a resolucdo da
variagdo morfolégica e a explicagdo das ambiguidades dentro de um grupo
taxondmico. Essa abordagem é importante para a determinacdo de faunas
pouco conhecidas, como é o caso da espécie Scoloplax empousa e o género
Scoloplax no geral. Estudos com DNA Barcode se mostraram muito eficientes
em delimitar dois grupos identificados morfologicamente como S. empousa
coincidentemente nas regides isoladas de tais bacias. Processos
biogeograficos como barreiras vicariantes foram considerados para explicar tal
divergéncia genética entre as duas populacdes, ainda usando como
comparativo o grupo taxonoémico irmé&o S. distolothrix.

Palavras-chave: Barcode, Vicariancia, Ictiofauna



ABSTRACT

Biogeographic studies with neotropical ichthyofauna are scarce, since research
for a given area of science is welcome. The analysis of several delimitation
methods was used to better understand the species Scoloplax empousa and its
distribution in the Upper Parana and Paraguay Basins. Molecular taxonomic
approaches such as Barcode DNA have been successfully used in various
taxonomic levels and groups, promoting the discovery of cryptic species, the
resolution of morphological variation and the explanation of ambiguities within a
taxonomic group. This approach is important for the determination of poorly
known faunas, such as the Scoloplax empousa species and the genus
Scoloplax in general. Studies with Barcode DNA proved to be very efficient in
delimiting two morphologically identified groups as S. empousa coincidentally in
the isolated regions of such basins. Biogeographic processes such as vicarious
barriers were considered to explain such genetic divergence between the two
populations, still using as comparative the brother taxonomic group S.
distolothrix.

Keyword: Barcode, Vicariance, Ichthyofauna
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1. INTRODUCAO

Segundo Neil et al. (2006) a Amazbnia é caracterizada por ser a maior floresta
tropical, possuindo também a maior drenagem do mundo. Seu territorio se
estende por nove paises, sendo 63% de sua totalidade em territério nacional
brasileiro, e 0os 37% restantes nos paises arredores ao Brasil. Ndo somente seu
territério € extenso como também sua bacia hidrografica, que constituida por
rios de diferentes classificacdes, que Ihe garantem a definicdo de maior bacia
de drenagem do mundo. Um dos grandes destaques da Amazodnia é sua
grande diversidade de espécies de vertebrados (SILVA et al., 2005).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2006) a regido hidrografica amazonica
representa aproximadamente 40% do territorio brasileiro e estima-se que ela
seja portadora de mais de 60% de toda a disponibilidade hidrica do pais. A
hidrografia da regido amazobnica apresenta, além do curso principal, o rio
Solim6es/Amazonas, além de cursos de dguas que complementam essa bacia
de drenagem. Dessa forma um grande e denso conjunto de rios e cursos de
agua de menor porte, extensdo e volume, constituem uma rede que banha o
Amazonas. De acordo com Vari & Malabarba (1998) estima-se que a regiao
hidrogréafica neotropical possua 8000 espécies de peixes se caracteriza como
25% da diversidade de peixes existentes no mundo.

Essa vasta distribuicdo hidrografica abriga 43 familias endémicas de peixes,
ainda apresentando uma grande variedade de espécies de vertebrados com
caracteristicas diferenciadas e historias de distribuicbes geogréficas distintas.
Atualmente diversas pesquisas buscam inferir como determinadas espécies se
distribuiram na bacia hidrografica amazoénica com a influéncia de fatores
histéricos e geogréficos, tendo em vista que a Bacia Amazodnica se encontra
em formacé&o ainda atualmente.

Dentre as 43 familias endémicas confirmadas por Reis et al. (2003) esta a
Scoloplacidae. Anteriormente foi considerada uma subfamilia de Loricariidae
(BAILEY & BASKIN, 1989), mas em estudos que aconteceram na década de
80 a mesma foi elevada ao nivel de familia (SCHAEFER, 2003). Atualmente a
familia € composta por seis espécies, todas pertencentes ao género Scoloplax,

sendo um grupo endémico da regido neotropical, esse grupo também ocorre
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em tributérios da bacia amazobnica, Parana e Paraguai, ndo sendo encontrados
na bacia do Sdo Francisco. Os mesmos habitam pequenos cursos de aguas de
fundos com folhas e galhos. (SCHAEFER et al., 1989; SCHAEFER, 1990;
SCHAEFER, 2003; ROCHA et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 2009).

As caracteristicas anatbmicas das seis espécies da familia Scoloplacidae
apresentam similaridades, sendo elas o tamanho reduzido, que pode variar em
tamanho até 1,99 cm. As espécies deste género apresentam na regiao superior
ao focinho uma placa com pequenos odontoides, também uma placa éssea
bilateral na linha dorsal entre as nadadeiras dorsal e caudal, e por ultimo outra
série de placas Osseas entre as nadadeiras anal e caudal. (ROCHA et al.,
2008).

Ainda, exemplares de Scoloplax podem ser caracterizados por possuirem
barbilhdo maxilar bem desenvolvido, podendo alcancar a inser¢géo do espinho
peitoral; barbilhdes mentonianos na linha mediana situados logo
posteriormente a sinfise mandibular, podendo ser um Unico par ou dois pares;
e barbilhdes mandibulares presentes ou ausentes, situados entre os barbilhdes
mentonianos e maxilares. Odontoides também estdo presentes na cabeca,
nadadeiras dorsal, peitoral e pélvica, e também nas placas 0ésseas
(SCHAEFER, 2003; ROCHA et al., 2008).

A espécie em questédo foi objeto de estudo para compreender a distribuicdo de
uma espeécie da familia Scoloplacidae através de filogeografia. A espécie
Scoloplax empousa se caracteriza segundo Sazima et. al (2000), como uma
espécie que ocorre no Pantanal localizado na bacia do Paraguai, rio lvinhema
no alto Parana e alto Guaporé na Bacia Amazo6nica. Embora sejam peixes, 0s
grandes rios atuam como barreiras, restringindo sua distribuicdo. Um estudo
conduzido por Schaefer (1990) o qual envolveu toda a superfamilia
Loricarioidea, mostra que as familias Callichtyidae, Scoloplacidae,
Astroblepidae e Loricariidae constituem um grupo monofilético e também indica
gue Scoloplax empousa € grupo irméo de Scoloplax distolothrix.

Com o uso da filogeografia que € o estudo dos principios e processos que
determinam a distribuicdo geografica de linhagens genealdgicas (AVISE e col.,
1987) o estudo de Scoloplax empousa busca atribuir mais conhecimentos

sobre os padrbes de distribuicdo da espécie, através de analises filogenéticas
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para discutir o tempo de divergéncia da espécie, assim comparando com 0
fator historico de isolamento das bacias hidrograficas, e também determinar a
distancia genética entre as populagfes de S. empousa.

Estudos filogeograficos sdo abundantes, mas se mostram escassos para
espeécies de vertebrados aquaticos, contendo um ndimero maior para espécies
de vertebrados de terra firme. As teorias utilizadas para tais estudos séo as de
rios como barreiras apresentada por Wallace e as de reflgios pleistocénicos de
Haffer (1969). Segundo Lundberg et al. (1998) os estudos filogeogréaficos para
vertebrados aquaticos fazem uso de eventos histéricos e mudancas
geograficas como, por exemplo, a alteracdo do curso dos rios, as regressdes e
incursées marinhas, e o0s processos de drenagem e isolamento que foram
pontos importantes para que as espécies da biota aquatica fossem bem
distribuidas e enriquecidas na regido hidrografica amazénica. Diante disso,
estudos utilizando DNA barcoding tém sido amplamente utilizados para
delimitacao e resolucédo de complexo de espécies (DE CARVALHO et al., 2011;
LARA et al., 2010; HEBERT & GREGORY, 2005; PEREIRA et al., 2013, 2011;
VALDEZ-MORENO et al., 2009). O DNA barcoding corresponde ao gene
mitocondrial da Subunidade 1 da Citocromo ¢ Oxidase (COIl). Esse gene € a
principal ferramenta do projeto mundial Consortium for the Barcodes of Life
(CBoL) para animais, funcionando como um coédigo de barras individual
(HEBERT et al., 2003).

As distancias genéticas para o gene COI, foram testadas dentro dos valores
percentuais de 1% e 3%, que sd0 0S mais comuns para estudos com a
ictiofauna neotropical (LARA et al., 2010; PEREIRA et al., 2013, 2011). Ainda
foram utilizados métodos que levam em conta teorias evolutivas como o
Automatic Barcode Gap Discovery (ABDG) (PUILLANDRE et al., 2012),
General Mixed Yule Coaslescent (GMYC) (FUJISAWA & BARRACLOUGH,
2013; PONS et al.,, 2006) e o Poisson Tree Processes (PTP) (ZHANG et al.,
2013). Esses dois ultimos métodos fazem a combinacdo da teoria de
coalescéncia com modelos de diversificacdo e como resultado geram limites
que delimitam linhagens que evoluem independentemente, conhecidas como
OTU’s (Operational Taxonomic Unit) (FLOYD et al., 2002).
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2. OBJETIVO GERAL

Determinar os padrées de distribuicdo biogeografica e o tempo de divergéncia
entre as populacdes de Scoloplax empousa da bacia do Parana e do Paraguai

e também entre a espécie e seu grupo irmao.

2.1  Objetivos Especificos

e Comparar as populacbes com uso de barcode para verificar se as

mesmas podem ser discriminadas.

e Comparar o tempo de divergéncia das populacbes com o tempo de

isolamento das bacias hidrograficas do Parana e Paraguai.

e Estimar a distancia genética das populacdes de S. empousa

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

A distribuicéo atual de Scoloplax empousa corresponde ao Pantanal na
bacia do rio Paraguai, rio lvinhema no Alto rio Parana e Alto rio Guaporé na
Bacia Amazobnica. Foram amostrados individuos de S. empousa dos rios
lvinhema, Miranda e Poconé (todos da bacia do rio Paraguai). Amostras de
tecidos musculares foram cedidas do acervo da colecédo zooldgica do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia. No total foram analisados 11 individuos

de S. empousa de 4 localidades (Fig. 1).
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Figura 1 — Mapa de distribuicdo de Scoloplax empousa e seu grupo taxondmico irméo
S. distolothrix nas bacias do Paraguai e Parana.

TOCANTINS

MATO GROSSO

S distolothrix

GOIAS

MINAS GERAIS

SAO PAULO

Fonte: Google Earth — adaptado

Os procedimentos apos a obtencdo das amostras foram realizados
seguindo os protocolos indicados pelo laboratorio.

A amostragem também incluiu representantes de outras espécies de
Scoloplax (S. dicra, S. baskini, S. dolicholophia, S. distolothrix) e outras
espécies da ordem Siluriformes. Para efeito de comparagédo, espécies
consideradas basais foram escolhidas como outgroup de todos os Siluriformes,

a espécie Diplomystes mesembrinus foi utilizada como raiz para o outgroup.
3.2 Extracdo e amplificagdo de DNA
O DNA foi extraido do tecido dos espécimes com o kit comercial A1125

da marca Promega, seguindo as instru¢cdes do fabricante. A quantificacdo do

DNA foi realizada por meio do gel de agarose. Os genes mitocondriais
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amplificados por meio de reacdes de polimerase em cadeia foram COIl e 16s,
com primers especificos.

A amplificacdo foi realizada por meio de termociclador disponivel no
laboratério. A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando o protocolo
utilizado para outros siluriformes. O resultado da amplificacdo foi visualizado
em eletroforese em gel de agarose para comparacdo com tamanhos
conhecidos de DNA ladder 100pb. A purificacdo dos produtos amplificados foi
realizada com a utilizacdo de polietilenoglicol (PEG) 8000 20%, seguindo 0s
protocolos disponiveis. Para o sequenciamento houve a utilizacdo do kit

BigDye® Terminator 3.1, e o sequenciador 3130x da Applied Biosystems.

3.3 Reconstrucéo Filogenética

Apds o sequenciamento as sequéncias foram editadas e alinhadas
manualmente utilizando o algoritmo MUSCLE, adaptado ao software Aliview
(LARSON, 2014). Todas as sequéncias foram analisadas e verificadas
certificando de que todas seguiram o padrdo de leitura correto e ndo incluiam
cbédons de parada.

AplOs esse processo as sequencias referentes aos dois marcadores
mitocondriais foram concatenadas em uma matriz Unica para as analises
filogenéticas através do software Mega X (TAMURA et al., 2018).

Segundo Carstens et al. (2013) é recomendada a utilizacdo de mais de
um teste de delimitacdo de OTU’s. Sendo assim trés abordagens foram
utilizadas para delimitar as possiveis OTU’s, sendo essas ABGD, PTP e
GMYC.

Os dois ultimos métodos (PTP e GMYC) diferente do ABGD, necessitam
da entrada de uma arvore filogenética para ajustarem 0s processos de
especiacao e de coalescéncia (TANG et al., 2014). Tais arvores necessarias
para o input nos testes foram geradas por meio de métodos estatisticos de
maxima verossimilhanga (ML) (STAMATAKIS, 2006) e inferéncia bayesiana
(IB) (HUELSENBECK, 2001).

Segundo Puillandre et al. (2012) o teste ABGD funciona agindo na

identificacdo de clusters de sequencias de possiveis espécies, baseado em
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pares de distancias genéticas e nas diferencas entre as variacfes intra e
interespecificas (barcoding gap).

O teste de ABGD é realizado online com o auxilio de um tutorial
introdutdrio (https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html) e seguindo a
proposta de Puillandre et al. (2012) o modelo de substituicdo nucleotidica
selecionado € Kimura 2 — parametros (K2P).

A andlise de maxima verossimilhancga (ML) foi feita no software MEGA X,
utilizando o modelo de substituicdo nucleotidica GTR. A arvore resultado desta
andlise foi enraizada e utilizada para o teste PTP disponivel no enderego
http://species.h-its.org/ptp/. O teste PTP calcula 0 momento de transicao entre
eventos de especiacao (entre espécies) e eventos de ramificacdo (dentro da
espécie).

Com relacédo a arvore ultramétrica, a mesma foi construida com base no
método estatistico de inferéncia bayesiana no programa Beauti v.1.10.4
(DRUMMOND et al., 2006), com as seguintes definicdes: Cadeias de MCMC
para 10 milhbes de geragcbes, com amostragem de arvores a cada 1000
geracles; Reldgio molecular relaxado ndo correlacionado ou seja, permitem
gue cada ramo de uma arvore filogenética tenha sua propria taxa evolutiva
(DRUMMOND et al., 2006). Ap6s a escolha dos parametros no programa
Beauti, um arquivo XML foi gerado e o mesmo foi inserido no programa BEAST
v.1.10.4 (DRUMMOND et al., 2006) para a construcao da arvore ultramétrica. A
verificacdo da convergéncia das cadeias e o effective sampling size (ESS >
200) foi realizada no software Tracer v.1.5 (DRUMMOND & RAMBAUT, 2007).

A arvore resultante da analise no BEAST foi utilizada para o teste
GMYC, que identifica o ponto de transicdo entre o processo de especiacao
(YULE, 1925) e coalescéncia (HUDSON, 1990).

As distancias genéticas entre Scoloplax empousa e seu grupo irmao
Scoloplax distolothrix foram calculadas utilizando o modelo de substituicdo K2P

no programa Mega X.

3.4 Datacao Molecular

Para a obtencdo de dados referentes ao tempo de divergéncia e dados

que permitissem inferir os principais processos e eventos que moldaram a
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distribuicdo das espécies de Scoloplax, foi gerada uma arvore filogenética
enraizada com Diplomystes mesembrinus. Para construcdo dessa arvore foi
utilizado o mesmo procedimento de criacdo da arvore de entrada do GMYC, o

unico diferencial é que esta foi enraizada.

4. RESULTADOS

O total de sequencias de ambos os marcadores mitocondriais obtido foi
56. Especificamente para Scoloplax empousa (n=11) e para 0 grupo irmao
Scoloplax distolothrix (n=7), as 38 sequéncias restantes representam espécies
usadas para compor uma analise filogenética geral.

Com relacao a delimitagdo das OTU’s, foram obtidas arvores de Maxima
Verossimilhanca e inferéncia Bayesiana, que nos seus ramos apresentaram
valores de suporte altos, assim como de bootstrap e de probabilidade a
posteriori, respectivamente. Os dados relativos a esses testes foram usados na

construcéo de uma arvore de IB com os OTU’s e dados de GMYC. (Figura 2)

Figura 2. Arvore filogenética de inferéncia bayesiana construida com o uso de
sequéncias concatenadas de COIl e 16s, barras coloridas indicam as OTU’s delimitadas pelos
testes ABGD, PTP e GMYC, respectivamente
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A delimitacdo de OTU’s pelos métodos de PTP e GMYC, foi efetuada
com auxilio das &rvores obtidas. Os resultados das analises de ABGD, PTP e
GMYC séo representados na Figura 2, junto do tempo de divergéncia estimado
entre as espécies. Cada OTU que o GMYC definiu representou um grupo, que
teve sua denominacdo relacionada com o nome da espécie, ou bacia
hidrografica a qual pertence. No total foram obtidos 26 grupos pelos testes.
(Apéndice A)

Para visualizar as amostras especificas com as delimitacbes de OTU’s
checar o Apéndice B.

Todos os testes apontam dois grupos para a espécie Scoloplax
empousa, com distancias genéticas para o marcador mitocondrial COI de 0,4%
a 11% (intraespecifica e interespecifica) que se agruparam com organizacdes
diferentes, o primeiro grupo foi composto por individuos da bacia hidrografica
do alto Paraguai e o segundo com individuos da bacia hidrogréafica do Parana e

0S grupos restantes. (Tabela 1)

Tabela 1. Distancia genética utilizando o marcador mitocondrial COl e o modelo Kimura 2-
Parametros. Interespecifica (coluna abaixo da diagonal) e intraespecifica (linha na diagonal) dos

grupos de S. empousa (Bacia do Alto Paraguai e Bacia do Parand) delimitados pelos testes

Alto Alto Alto Alto Alto Parand Parana Parana Parana Parana
Paraguai  Paraguai  Paraguai  Paraguai  Paraguai
Alto Paraguai
Alto Paraguai 0,46%
Alto Paraguai 0,23% 0,23%
Alto Paraguai 0,46% 0.46% 0,23%
Alto Paraguai 0.23% 0.23% 0.00% 0,23%

Parana | 1176%  1176%  1142%  1142%  1142%

Parana | 11.76%  11,76%  1142%  1142%  1142%  0,00%

Parana | 11,76%  11.76%  1142%  1142%  1142% 0,00%  0,00%

Parana | 11,76%  1176%  1142%  1142%  1142% 0,00%  0,00%  0,00%

Parana | 11,76%  1176%  1142%  1142%  1142% 000% 000% 000% 0,00%
Parana | 11,76%  1176%  1142%  1142%  1142% 000% 000% 000% 000% 0,00%

Fonte: Martins, 2019
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Apoés o teste de distancia genética K2P para os dois grupos de S.
empousa feito com o marcador mitocondrial COl, foi realizado o mesmo teste
com os dois grupos delimitados de S. distolothrix, com individuos do alto e
baixo Xingu, também utilizando o marcador COI.

Onde os mesmos demonstraram distancias genéticas interespecificas
entre o grupo de S. distolothrix do baixo e alto Xingu para com o grupo da

Bacia do Alto Paraguai equivalentes a 8%. (Tabela 2)

2. Distancia genética com o marcador mitocondrial COIl utilizando Kimura 2- Parametros.

Interespecifica (coluna abaixo da diagonal) e intraespecifica (linha na diagonal) dos grupos de S. empousa

(Bacia do Alto Paraguai e Bacia do Parana) e dos grupos de S. distolothrix (Bacia do Baixo e Alto Xingu)

S.d S.d S d Sd S.d S.d S e S e S e S e S e S e S e S e S e S e
5. distolothrix
S distolothrix | 0,93%
S distolothrix | 023% 1,17%
5. distolothrix | 0,00%  0,93%  0,23%
5 distolothrix | 0,93%  0,00% 117% 0,93%
5 distolothrix | 093%  0,00% 117% 0,93% 0,00%
S empousa | 811% 872% TB84% 81% B872% 8,72%
S empousa | 811% 872% T84% 8M11% B872% 872% 0,46%
S empousa | T780% 841% TH4% TB0% B4%  B4%  023% 0,23%
S empousa | T80% B841% TB4% TB0% B84%  B41%  046% 046% 0,23%
S empousa | T780% B841% TH4% TB0% 841%  B41%  023%  023% 0,00% 0,23%
5 empousa | 11,97% 12,65% 1227% 11,97% 1265% 1265% 1176% 1176% 11,42% 1142% 11,42%
5 empousa | 11,97% 12,65% 1227% 11,97% 1265% 1265% 1176% 1176% 11,42% 1142% 11,42% 0,00%
S empousa | 11,97% 12,65% 1227% 11,97% 1265% 1265% 1176% 1176% 11,42% 11,42% 11,42% 000% 0,00%
S empousa | 11,97% 12,65% 1227% 11,97% 1265% 1265% 1176% 1176% 11,42% 11,42% 11,42% 000% 0,00% 0,00%
S empousa | 11,97% 12,65% 1227% 11,97% 1265% 1265% 1176% 1176% 11,42% 11,42% 11,42% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
S empousa | 11,97% 12,65% 1227% 11,97% 1265% 1265% 1176% 1176% 11,42% 11,42% 11,42% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Fonte: Martins, 2019

5. DISCUSSAO

Em todos os testes utilizados para delimitacdo, obtivemos dois grupos
identificados morfologicamente como Scoloplax empousa, com uma distancia
genética de 11% entre si, isso indica que temos dois grupos diferentes
geneticamente. A variacdo intraespecifica consiste nas diferencas genéticas
comuns entre individuos da mesma espécies. A divergéncia interespecifica sdo
as diferencas que se acumulam entre as espécies. Esse indicador de distancia

genética é considerado alto e logo pode indicar alta possibilidade de espécies
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diferentes. Nos trabalhos de Hebert et al. (2003) um valor igual a 3% € aceito
como um limite suficiente para separar duas espécies. Ainda levando em
consideragdo diversos outros trabalhos com a ictiofauna neotropical, as
distancias intraespecificas médias néo ultrapassam 1%. (GOMES et al., 2015;
LARA et al., 2010; PEREIRA et al., 2013, 2011; ROSSO et al., 2012).

E possivel relacionar as datacBes encontradas com eventos
biogeograficos recentes pois as duas espécies se encontram em bacias que
atualmente se encontram isoladas. A separacdo das bacias do Parana e
Amazobnica ocorreu ha 42 — 15 Ma com o soerguimento do Arco Michicola
(DECELLES & HORTON, 2003). A data de tal evento corresponde a separacao
de S. dicra, uma espécie encontrada na Bacia Amazobnica com S. empousa e
S. distolothrix, nas bacias de drenagem do Parané e Paraguai. (Figura 2)

Segundo a distancia K2P obtidas para as duas populacdes de S.
empousa (Tabela 1), é possivel segundo Hebert et al. (2003) descriminar esses
dois grupos coletados e identificados morfologicamente como S. empousa com
altos valores de divergéncia genética, como possivelmente duas espécies
diferentes.

Os dois grupos se encontram em regidées geomorfoldgicas recentes que
datam 14 Ma, no Quaternario, onde o evento de subsidéncia do Pantanal
ocorreu no final do Mioceno. Tal evento foi responsavel pelo isolamento das
bacias do Alto Parana e Paraguai que uma vez foram ligadas (ASSINE et al,
2015). Esse isolamento funcionou como barreira vicariante, assim gerando a
especiacao do grupo de Scoloplax empousa da Bacia do Paraguai com o grupo
da bacia do Parana. Hoje como duas bacias isoladas, € possivel inferir que tal
acontecimento tenha sido um fator biogeografico vicariante, e que os individuos
hoje encontrados na Bacia do Alto Parana sao divergentes geneticamente dos
encontrados na Bacia do Paraguai no Pantanal.

Segundo as analises com o grupo taxondmico irméao S. distolothrix, os
valores de distancia genética de 8%, caracterizam como uma espécie diferente
0 grupo de S. empousa da Bacia do Paraguai. E o tempo de surgimento dos
grupos de S. empousa da bacia do Paraguai € de 1 Ma, indicando uma
especiacao recente do grupo da bacia do Parana. Desta forma mais um fator

colabora para a confirmacdo de que temos uma nova espécie de Scoloplax
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para a bacia do Paraguai no Pantanal, visto que a localidade-tipo para a
espécie é do Parana.

As hipoteses de migragdo ou vicariancia foram consideradas, entretanto
a mais aplicavel ao estudo é a de vicariancia, visto que nos estudos de Sazima
(2000), a espécie S. empousa € caracterizada como sedentaria e de habitos
noturnos, habitando partes rasas dos rios, e desenvolvendo uma técnica de
caca que envolve o método de “sentar e esperar” até a presa aparecer em seu
campo de acdo. Logo considerando essas informagdes, migragédo se torna um
fator dificultoso para peixes em miniatura como esses.

Apoés os resultados obtidos pode-se considerar um aumento no numero de
espécies para a bacia do Paraguai e a Bacia do Parana.

O registro das amostras identificadas morfologicamente como Scoloplax
empousa foram depositadas e registradas no site BOLD onde ndo haviam
registros da espécie anteriormente gerando a dificuldade de identificacdo para
comparar a probabilidade de similaridade genética. Com relacdo as espécies
restantes do género Scoloplax, ndo existem sequencias registradas, apenas
para Scoloplax distolothrix, portanto a identificacdo nao foi possivel. A pesquisa
entdo gerou a complementacdo do banco de dados do site, referentes a

espécie estudada.

6. CONCLUSAO

Por meio desse estudo houve o aumento de informacdes referentes a
espécie S. empousa, 0 redirecionamento para uma possivel revisdo
taxondmica com relacdo a um dos grupos definidos pelos testes realizados e o
entendimento inicial de padrées biogeograficos para a espécie. A hipbétese de
vicariancia foi sugerida como fator para a divergéncia dos dois grupos
delimitados, visto o fator de isolamento das bacias de drenagem nas quais se
encontram por meio do soerguimento do arco Michicola. O estudo também

gerou a atualizacdo do banco de dados de S. empousa no site BOLD.
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APENDICE A

Resultados ABGD
Numero de grupos encontrados: 26

Distancia maxima anterior: P = 0,001000

Grupo [ 1] n: 1: Corydoras_aeneus_GB

Grupo [ 2] n: 1: Corydoras_ourastigma_GB

Grupo [ 3] n: 1: Callichthys_callichthys GB

Grupo [ 4] n: 1: Hoplosternum_littorale_GB

Grupo [ 5] n: 6: S_empousa_84 Piraveve S_empousa_85 Piraveve

S _empousa_86_ Piraveve S_empousa_87_Guirai S_empousa_88_ Guirali

S _empousa_89 Guirai

Grupo [ 6] n: 5: S_empousa_35 Pocone S_empousa_39 Miranda
S_empousa_52_ Miranda S_empousa_51_Miranda S_empousa_53_Miranda
Grupo [ 7] n: 3: S_distolothrix_44 Alto_Xingu S_distolothrix_83_ Alto_Xingu
S_distolothrix_MCP_40282_Alto_Xingu

Grupo [8] n: 2: S virua_34 S_virua_70

Grupo [ 9] n: 1: S_dolicholophia_79_Iranduba

Grupo [10] n: 2: S_purus_38 S_purus_45
Grupo [ 11 ] n: 2: S_baskini_43_Palhalzinho S_baskini_56 Palhalzinho
Grupo [ 12] n: 1: S_dicra_25_Cautario
Grupo [ 13] n: 1: 32129 Mafish_G12
Grupo [ 14] n: 1: 32610 _Mafish_ H12
Grupo [ 15] n: 1: Diplomystes_mesembrinus_GB

Grupo [ 16 ] n: 1: Nematogenys_inermis_GB

Grupo [ 17 ] n: 1: Isbrueckerichthys_epakmos_GB

Grupo [ 18] n: 2: Neoplec_paranensis_GB_17441
Neoplec_paranensis_ GB_ 17444

Grupo [ 19] n: 1: Astroblepus_GB

Grupo [ 20 ] n: 1: Hemipsilichthys_gobio_GB

Grupo [ 21 ] n: 1: Hemipsilichthys_papillatus_GB

Grupo [ 22 ] n: 3: S_distolothrix_36_Altamira S_distolothrix_73_Altamira
S_distolothrix_72_Altamira

Grupo [ 23] n: 3: S_dolicholophia_42_Taruma S_dolicholophia_54_ Taruma
S _dolicholophia_71 Taruma

Grupo [ 24 ] n: 1: S_dolicholophia_75_Jufari

Grupo [ 25] n: 1: S_dolicholophia_77_lranduba

Grupo [ 26 ] n: 4: S_dolicholophia_40_SGC

S_dolicholophia_74 JufarS_dolicholophia_78 Iranduba
S_dolicholophia_80_Iranduba

N
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Mapa com nome das amostras e delimitagcao de OTU’s
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