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RESUMO

A bacia Amazonica apresenta uma grande biodiversidade, e abriga uma grande
riqueza de espécies da ictiofauna, porém ainda ha escassez de informacdes
sobre as relagbes filogenéticas dentro e entre 0os muitos grupos de peixes
destas areas. Analises com DNA Barcode foi utilizada para a averiguacdo de
divergéncias entra populacdes de Scoloplax dicra da bacia amazobnica.
Processos biogeograficos como soerguimento do Andes e mudancas dos
cursos dos rios da bacia foram utilizados para tentar explicar tais divergéncias
encontradas.

Palavras-Chave: Divergéncia; Ictiofauna; barcode; biogeografia



ABSTRACT

Amazon basin has a great biodiversity, and hosts a great richness of
ichthyofauna species, but there is still a lack of information on phylogenetic
relationships within and among the many fish groups in these areas. Barcode
DNA analysis was used to investigate divergences between populations of
Scoloplax dicra from the Amazon basin. Biogeographic processes such as the
uplift of the Andes and changes in the course of the rivers of the basin were
used to try to explain such divergences found.

Keywords: Divergence; barcode; biogeographic
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1. INTRODUCAO

Segundo DAGOSTA e de PINNA (2017) a bacia amazobnica € o maior
sistema hidrografico do mundo, e pela sua grandeza € conhecida por possuir
uma grande biodiversidade. A bacia amazobnica estd localizada na regido
Neotropical, que inclui tanto a América Central, quanto a América do Sul, e que
abriga uma grande riqueza de espécies da ictiofauna, 5400 espécies
registradas, sendo sua estimativa para 8000 a 9000 espécies (REIAS et al.,
2016). Especificamente a ictiofauna na bacia amazodnica € composta por 2716
espécies validas, incluidas em 529 géneros, 60 familias e 18 ordens.
(DAGOSTA & de PINNA, 2019). E assim como muitos dos diversos
ecossistemas de agua doce do mundo, a bacia Amazénica apresenta uma
dominancia de peixes da superordem Ostariophysi, onde mais de 80% de suas
espécies sdo Characiformes, Siluriformes ou Gymnotiformes (DAGOSTA & de
PINNA, 2017)

Dentro desta grande diversidade esta a familia Scoloplacidae, sendo a
sua primeira vez citado como Bunocephalus sp por LUNDBERG & BASKIN
(1969), seguida posteriormente por uma descricdo de BAILEY & BASKIN
(1976) como uma nova subfamilia Scoloplacinae, pertencente a familia
Loricariidae, porém apo6s quatro anos ISBRUCKER (1980) elevou
Scoloplacinae ao status de familia.

A familia esta distribuida nos tributarios da bacia Amazénica, Parana e
Paraguai (SCHAEFER, 2003), e suas principais caracteristicas sdo a presenca
de pequenos odontoides na parte superior do focinho, a presenca de duas
series bilaterais de placas 6sseas caudal e dorsal, e uma outra seria de placas
também entre as nadadeiras caudal e anal, além da presenca de barbilhdes no
maxilar bem desenvolvidos, e principalmente o seu pequeno tamanho, sendo
seu maior representante capturado medindo 1,99 cm de comprimento
(SCHAEFER, 2003).

No total a familia possui 6 espécies, todas pertencentes a0 mesmo
género o Scoloplax, sendo a primeira descrita S. dicra descrita (BAILEY &
BASKIN, 1976); em seguida S. empousa, S. distolothrix e S. dolichotophia
foram descritas por SCHAEFER et al.,, 1979; a quinta S. baskin descrita por
ROCHA et al. (2008); e por ultimo o S. baileyi descrita por ROCHA et al.,

(2012). S. dicra apresenta um par de placas 0sseas que suportam poucos
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odontodes entre a base da nadadeira pélvica e o anus, o que a diferencia das
demais especies (SCHAEFER, 1989), e essa espécie foi descrita para o rio
Iténez na Bolivia, sendo o rio conhecido no lado brasileiro como rio Guaporé, e
h& coletas de amostras desses individuos no rio Javari, como em demais
localidades da bacia. Logo dentro do género, o S. dicra é a espécie que
apresenta a maior distribuicdo dentro da bacia Amazénica (ROCHA, 2013).

A filogeografia € definida por AVISE et al. (1987) como o estudo dos
principios e processos que determinam a distribuicdo geogréfica de linhagens
genealdgicas. Os estudos biogeograficos, tentam explicar como ocorrem 0s
padrées de distribuicdo das espécies, concomitante com as suas formacdes
atraves da historia geologica e dos eventos evolutivos (POSADAS et al., 2006).
Os peixes de agua doce sdo excelentes modelos para realizar estudos
biogeograficos, pois apresentam uma dispersdo limitada nas bacias de
drenagem, que possuem grandes mudancas nas reconfiguracdes
geomorfologicas (WENDT et al., 2019) onde essas mudancas sdo geradas
principalmente pela ativacdo de falhas neotectonicas no quaternario, como por
exemplo, capturas de rios entre drenagens continentais e costeiras e formagao
de barreiras, causando, respectivamente, conexao e isolamento da linhagem, e
também pelas flutuacGes no nivel do mar que promoveram conexdes e
isolamentos de paleodrenagem durante o Pleistoceno (WENDT et al, 2019).
Porém ainda para se conhecer como ocorre a distibuicdo de peixes na regido
ha grandes obstaculos, que estdo relacionados principalmente com a
escassez de informacfes sobre as relacdes filogenéticas dentro e entre os
muitos grupos de peixes destas areas, e também pela informacgéo fragmentada
quanto a diversidade ao nivel especifico da maior parte dos taxons habitantes
desta regido (VARI & MALABARBA,1998). Seguindo este pensamento o
trabalho possui o intuito de apontar os processos evolutivos que moldaram a

distribuicdo das populacdes de S. dicra dentro da bacia Amazonica.

1.1 OBJETIVO GERAL
e Investigar o processo de divergéncia de populacbes de Scolopax
dicra nos rios Guaporeé, Cautario e Javari
1.2 OBEJTIVOS ESPECIFICOS

e Medir se ha variabilidade genética dentro das populagdes isoladas
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e Aferir a ocorréncia de distincdo entre as populacdes isoladas

utilizando o método de Barcode

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras
Foram utilizadas para a reconstrucdo filogenética, 67 amostras de

peixes da ordem Siluriformes (Apéndice A), das quais seis sdo da espécie
Scoloplax dicra. As amostras de tecidos foram cedidas pela Cole¢do Zoologica
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), e foram coletadas em

pontos do rio Guaporé, Cautario e Javari (figura 1).

Figura 1: Localizag&o das coletas de S. dicra nos rios Javari, Guaporé e Cautério.

Localizagdo de Scoloplax dicra folaie

trés localidades das coletas de S. dicra: Javari, Cautario e Guaporé

o
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Equador
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Mato; Grosso

Fonte: Modificado do Google Earth, 2019

2.2 Procedimentos
As amostras foram sequenciadas utilizando os marcadores mitocondriais

Subunidade 1 do citocromo oxicidade ¢ — COIl e 16s rRNA. Posteriormente as
sequéncias foram editadas no programa Geneious (DRUMMOND et al., 2011)
e alinhadas utilizando software Aliview. O modelo evolutivo mais adequado foi
escolhido pelo programa MEGA X

2.2.1 Distancia Genética
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Para calcular as distancias genéticas entre e dentro das populacdes de
S. dicra, foi utilizado o programa MEGA X (TAMURA et al., 2018) e o modelo
utilizado foi Kimura-2-Parameter (K2P) (KIMURA, 1980).

O método o de Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) disponivel em
<http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html>, que atua na
identificacdo de clusters de sequéncias de possiveis espécies, com base em
pares de distancias genéticas e nas diferencas entre as variacdes intra e
interespecificas (barcoding gap) foram utilizadas como ferramentas online para
calcular as distancias usando o Kimura 2- parametros (K2P) como modelo de
distancia (KIMURA, 1980).

2.2.2 Reconstrucdao Filogenética

A reconstrucéo filogenética foi realizada utilizando as sequencias de COI
e 16S concatenadas (Apéndice A) através do programa MEGA X (TAMURA et
al., 2018) e foram definidos os parametros por Inferéncia Bayesiana
implementada no programa Beauti v 1.10.4. Como parametros foi estimado
uncorrelated relaxed molecular clock (lognormal) com a calibragcdo seguindo a
datacao féssil de Corydoras revelatus (Callichthyidae) com o n6 de 55 milhdes
de anos, estabelecendo assim um offset de 55 MA (ROXO et al 2014), com o
modelo Birth-Death sendo o escolhido. Posteriormente para os priors e
calibracdes realizadas foi rodada a analise para 50 milhdes de gera¢des sendo
captadas amostragens a cada mil geracdes feitas. A analise dos parametros foi
feita utilizando o Tracer v.1.6 (RAMBAUT et al.,, 2014). Foi utlizado o
LogCombiner para a execucdo do burn-in com taxa de 10%. A arvore foi
gerada a partir da funcdo de maxima credibilidade de clados disponivel no
TreeAnnotator 1.10.4 (BOUCKAERT et al, 2014) com a visualizagdo no
FigTree 1.4.4 (RAMBAUT et al., 2014).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Amostras

Com excecéo de duas sequencias que tiveram um tamanho de 430 pb,
todas as outras tiveram um tamanho de 436 pb. O modelo evolutivo GTR + G
foi 0 mais adequado apés a analise realizada. Todas as espécies analisadas
formaram grupos monofileticas (Figura 2).

Distancia Genética
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As distancias médias de K2P dentro da espécie, género e ordem foram
de 11,45%, 16,39 e 23,51% respectivamente (Tabela 1), bem diferente do que
foi encontrado por DE CARVALHO et al. (2011), cuja média encontrada para
distancia dentro da espécie foi de 0,5%, ou de PEREIRA et al. (2011) onde a
distancia média de K2P dos espécimes dentro das espécies foi de 0,13%, bem
menor do que encontrado para S. dicra. Para PEREIRA et al. (2013, 2011),
HENRIQUES et al. (2015) e WARD et al. (2009), distancias intraespecificas
médias ndo ultrapassam 1%, logo vemos que S. dicra ndo segue este padréo
para as medias intraespecificas. A caracteristica de apresentar divergencias
mais elevadas por S. dicra se repetiu também em relacdo as médias para
género (apendice A), onde DE CARVALHO et al. (2011) encontrou para género
10,6% e PEREIRA at al. (2011) que foi de 10,36% dentro dos géneros.

Ja para a ordem DE CARVALHO et al. (2011) encontraram 0 inverso
sendo a distancia de 24,4%, o interresante neste resultados € que as espécies
trabalhadas por DE CARVALHO et al. (2011) sdo na sua maioria de espécies
migratorias e de grande porte, totalmente o inverso das caracteriticas do S.
dicra, que € uma espécies de pequeno porte e que vive em pequenos
tributarios, com caractéristicas mais sedentarias, sendo esta uma possivel
explicacdo para que possua uma divergéncia bem maior em nivel de espécies
do que aquela encontrada por ele. Além de que as amostras de S. dicra sédo de
populacbées de rios distantes dentro da bacia amazbnica, Javari e Cautario
(Figura 1), sendo a distancia das populacbes um fator para que seja ainda
maior a sua divergéncia, pois ndo estdo em contato.

A menor divergéncia dentro da espécie encontrada foi de 6,59%,
(Tabela 1) detectada entre as duas amostras de S. dicra coletadas do rio
Javari, se comparado com PEREIRA et al. (2011) que encontrou para
Characidium alipioi uma distancia dentro da espécie de 0,1%, um padrédo que
também se repete para Geophagus proximus que também apresenta uma
distancia de apenas 0,1% dentro de um mesmo cluster, sendo bem menores
do que é observado em S. dicra, o que também pode ser comparado
divergencias que foram detectadas entre A. bimaculatus lacustris e A.
bimaculatus (0%), Astyanax cf. fasciatus e Astyanax rivularis (0,93%) por DE
CARVALHO et al. (2011), que s&o especies congeneéricas. Ainda analisando

esta distdncia minima pode ser comparado com Zungaro zungaro e Zungaro
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jahu que obtiveram uma distancia de 2,6% respectivamente no trabalho
realizado por PIRES (2014), onde ele considera uma distancia significativa para
a diferenciacdo de espécies, mesmo sendo para uma distancia interespecifica
de espécies de bacias diferentes. O que mais uma vez comprova que a
distancia intraespecifica encntrada para S. dicra estd muita mais elevada do
gue o encontrado em outros trabalhos, o que porém pode ser dado pelo gap
elevado de amostragens entre o rio Gauporé e o rio Javari, gerando assim uma
maximizagéo dessas distancias.

Também foi encontrado uma distancia maxima de 16,55% entre
amostras coletadas no rio Cuatario e rio Javari (Tabela 2), o que pode ser
comparado a Pimelodella vittata (DE CARVALHO et al, 2011), que apresentam
maiores valores observados (10%), também sendo uma espécies de pequeno
porte, assim como S. dicra, o que ele apresentam sendo um dos fatores
possiveis para essa divergéncia a divisdo de clados antigos e a especiacao
enigmatica, e que essa caracteristica de alta divergéncia genética
intraespecifica € observada em varias espécies de pequeno porte.

Tabela 1: Distancia genética COI (K2P) para espécie, familia e ordem.

Cautéario Javari Javari
Cautario
Javari 11,21%
Javari 16,55% 6,59%

Tabela 2: Distancia genética intraespecifica de S. dicra COIl (K2P) para amostras do

rio Cautario e Javari.

S
Distancia minima (%) Distancia média (%)  Distancia Méaxima (%)

Dentro da espécie 6,59 11,45 16,55
Dentro do género 0,00 16,39 28,15
Dentro da ordem 0,00 23,51 47,91

Para sequéncias do RNA ribossomal 16s, as distancias médias de
K2P dentro da espécie, genero e ordem foram de 2,80%, 8,05 e 12,01
respectivamente (Tabela 3), sendo a menor distancia observada dentro da
espécie S. dicra de 0,00% e a maior de 7,00% observada entre as amostras
de S.dicra coletadas no rio Guaporé e no rio Cautario (Tabela 4)
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Tabela 3: Distancia genética 16s (K2P) para espécie, familia e ordem.

Cautério Cautario Cautario _

Cautario

Cautario 0,00%

Cautario 0,00% 0,00%
- 7,00% 6,98% 6,98%

Tabela 4: Distancia intraespecifica S. dicra 16s (K2P) para amostras do rio Cautéario e

Guaporeé.
Distancia minima (%) Distancia média (%) Distancia maxima (%)
Dentro da espécie 0,00 2,80 7,00
Dentro do género 0,00 8,05 15,17
Dentro da ordem 0,00 12,01 27,62

O método de delimitacdo ABDG formou 26 grupos ao total referente a
todas as amostras disponiveis, onde que a partir da sua delimitacdo com base
em pares de distancias genéticas separou as trés amostras de S. dicra como
sendo cada uma um grupo diferente (Apéndice B), logo sendo assim, a partir
da delimitacdo por gap aponta que essas amostras de S. dicra sdo espécies
diferentes.

Reconstrucéo Filogenética

O resultado da reconstrucao filogenética a partir da arvore de
inferéncia bayesiana (Figura 2) mostrou que amostras de S. dicra observar
nesta reconstrucdo grupo ficou como grupo irmao das demais espécies da
familia Scoloplacidae (S. dolichophi, S. empousa, S. baskini e S. distolothrix)
assim como ja tinha sido apresentado por SCHAEFER et al. (1989) e com uma
essa separacdo ocorrido a aproximadamente 53 milhdes de anos. Essa
separacao converge com resultados apresentados por HOORN et al. (2010)
gue entre aproximadamente 65 a 23 milhdes de anos, durante os tempos do
Paleogene, ainda ocorria a migragao nos rios para o oeste.

As amostras representantes da populacdo de S. dicra sdo separadas
em dois grupos, o primeiro grupo composto pelas amostras do Guaporé e

Javari e um segundo apenas pelas amostras do rio Cautario. As amostras
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referentes as populagbes do rio Javari e Guaporé sdo grupo irmdo com uma
especiacdo ocorrida aproximadamente a 10 milhdes de anos o que
corresponde com o0s eventos no Plioceno, quando o rio Amazonas comegou a
escavar o seu atual curso em direcdo ao leste, entre os planaltos do Brasil e
das Guianas, desaguando no oceano Atlantico, que coincidindo com a queda
global do nivel do mar e o resfriamento do clima (MENIN, 2016; HOORN et al.,
2010), logo houve uma diminuicdo dos niveis dos rios nessa regido e fazendo
com que os dois rios (Javari e Guaporé) estivessem totalmente isolados um do
outro.

As amostras do rio Javari e Guaporé, sao grupo irmdo das demais
amostras pertencentes ao rio Cautario, com essa separacao entre a populacdo
do rio Guaporé e Javari da populacdo do rio Cautario tendo ocorrido a
aproximadamente 23 milhdes de anos o que pode corresponder com oS
eventos de incursdes marinhas juntamente com a elevacéo da cadeia andina
contribui significativamente para grandes mudancas hidrologicas, com a grande
mudanca da fonte dos sedimentos, e nas e mudangas no ambiente durante o
Mioceno (HOORN, 1993; RIBEIRO, 2018)

Todas essas separacdes ocorreram dentro da era Cenozoica, sendo a
separacdo do Cautario de Javari e Guaporé ocorrido mais especificamente
durante o Mioceno. Diferente do que foi apontado por LUNDBERG et al.
(1998) que apontou que os padrdes distribucionais da ictiofauna para a regido
neotropical tenham sido influenciados desde o periodo Cretaceo (entre 145
milhdes e 65 milhdes de anos), e muito da diversificacdo ocorreu no Cretaceo
Superior, logo para o S. dicra e até mesmo sendo possivel, para sua familia
Scoloplacidae, essa diversificacao tenha vindo a ocorrer posteriormente.
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Figura 2 — Arvore de Inferéncia Bayesiana gerada no BEAST, Azul: representacdo das

amostras do Cautario. Verde escuro: representacdo das amostras do Javari. Verde claro:

representacdo da amostra do Guaporé
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A espécie Scoloplax dicra apresenta distancias genéticas muito

elevadas em comparacao com as demais espécies da familia, o que mesmo
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seguindo o padrao de outros autores para especiacdo a partir de medias de
distancias intraespecificas de 1%, ndo podem ser classificadas como
espécies diferentes, devido a falta de maiores amostragens da espécie,
ainda mais para esta espécie em especifico, que vive em pequenos
tributario, com habito de vida sedentério e que é de pequeno porte, logo se
€ esperado que apresente alta divergéncia intraespecifica, pois sao
populacdes isoladas.

As amostras foram identificadas morfologicamente como S. dicra,
porém com a analise de ABDG se mostraram como espécies distintas,
sendo assim uma grande distingdo ndo sO entre as populacdes, mas
também dentro das espécies em um todo, 0 que se leva juntamente com as
altas divergéncias se ha uma necessidade de novas analises taxondmicas
para esta espécie. Juntamente com o fator de isoladas geograficamente
pelo processo de variancia da mudanca dos cursos dos rios ocorridas na

bacia amazobnica durante a era Cenozoica.
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APENDICE A - Lista de espécies da ordem Siluriforme utilizadas

Espécies

N° de Amostras

Astroblepus GB

Callichthys callichthys GB
Corydoras aeneus GB
Corydoras ourastigma GB
Diplomystes mesembrinus GB
Hemipsilichthys gobio GB
Hemipsilichthys papillatus GB
Hoplosternum_littorale GB
Isbrueckerichthys epakmos GB
Nematogenys inermis GB
Neoplecostomus paranensis GB
Scoloplax baskini

Scoloplax dicra

Scoloplax distolothrix
Scoloplax dolicholophia
Scoloplax empousa
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APENDICE B - Resultados de analise ABGD

Distancia Maxima anterior P= 0,001000
Numero de Grupos formados = 26

Grupo[ 1] n: 1 ;id: Astroblepus GB

Grupo[ 2] n: 1 ;id: Callichthys callichthys_GB

Grupo[ 3] n: 1;id: Corydoras aeneus GB

Grupo[ 4] n: 1 ;id: Corydoras ourastigma GB

Grupo[ 5] n: 1 ;id: Diplomystes mesembrinus GB

Grupo[ 6] n: 1 ;id: Hemipsilichthys gobio GB

Grupo[ 7] n: 1 ;id: Hemipsilichthys papillatus GB

Grupo[ 8] n: 1 ;id: Hoplosternum littorale GB

Grupo[ 9] n: 1 ;id: Isbrueckerichthys epakmos GB

Grupo[ 10 ] n: 1 ;id: Nematogenys inermis GB

Grupo[ 11 ] n: 2 ;id: Neoplecostomus paranensis - Neoplecostomus
paranensis

Grupo[ 12 ] n: 2 ;id:

N -

S. baskini, Demeni — S. baskini Demeni
Grupo[ 13 ] n: 2;id: S. baskini, Purus — S. baskini Purus
Grupo[ 14 ] n: 2;id: S. baskini, Palhalzinho - S. baskini, Palhalzinho
Grupo[ 15] n: 1;id: S. dicra, Cautério
Grupo[ 16 ] n: 1;id: S. dicra, Javari
Grupo[ 17 ] n: 1;id: S. dicra, Javari
Grupo[ 18] n: 3;id: S. distolothrix, Altamira - S. distolothrix, Altamira - S.
distolothrix, Altamira

Grupo[ 19] n: 4 ;id: S. dolicholophia, SGC - S. dolicholophia, Jufari - S.
dolicholophia, Iranduba - S. dolicholophia, Iranduba

Grupo[ 20] n: 5;id: S. empousa, Pocone - S. empousa, Miranda - S. empousa
Miranda - S. empousa, Miranda - S. empousa, Miranda

Grupo[ 21 ] n: 6;id: S. empousa, Piraveve - S. empousa, Piraveve - S.
empousa, Piraveve - S. empousa, Guirai - S. empousa, Guirai - S. empousa,
Guirai

Grupo[ 22 ] n: 3;id: S. distolothrix, Alto Xingu - S. distolothrix, Alto Xingu - S.
distolothrix, Alto Xingu

Grupo[ 23] n: 3;id: S. dolicholophia, Taruma - S. dolicholophia, Taruma - S.
dolicholophia, Taruma

Grupo[ 24 ] n: 1;id: S. dolicholophia, Jufari

Grupo[ 25] n: 1;id: S. dolicholophia, Iranduba

Grupo[ 26 ] n: 1;id: S. dolicholophia, Iranduba

Particdo 2: encontrado 26 grupos ( distancia maxima anterior P = 0,001668)
Particdo 3: encontrou 22 grupos (distancia maxima anterior P = 0,002783)

Particdo 4: encontrou 22 grupos (distancia maxima anterior P = 0,004642)

Particdo 5: encontrado 22 grupos (distancia maxima anterior P = 0,007743)
Particdo 6: encontrado 21 grupos (distancia maxima anterior P = 0,012915)
Particdo 7: encontrado 21 grupos (distdncia maxima anterior P = 0,021544)
Particdo 8: encontrado 21 grupos (anterior distancia maxima P = 0,035938)
Particdo 9: encontrado 21 grupos (distancia maxima anterior P = 0,059948)
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