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RESUMO

A regidao Neotropical apresenta grande biodiversidade, apresentando uma
ictiofauna diversificada com estimativa de cerca de oito mil espécies. Dentre as
familias que compdem essa fauna, temos Scoloplacidae, que possui um unico
género, Scoloplax, com seis espécies. Scoloplax distolothrix foi descrita em 1989
juntamente com a espécie irma S. empousa. Para o estudo filogeografico desta
espécie foram utilizados amostras do género coletadas previamente, sendo as
de S. distolothrix provenientes do alto e baixo rio Xingu e alto rio Araguaia.
Amplificando os genes COl e 16S, estimou-se a distancia genética das espécies
no programa MEGA. A inferéncia bayesiana foi feita no BEAST. As sequéncia
foram depositadas no BOLD-System para identificagdo. A distancia genética
encontrada do gene COI eram baixas, indicando que se trata apenas de uma
espécie, enquanto que na arvore filogenética pode-se perceber que as
populagdes de S. distolothrix e S. empousa foram separadas a cerca de 13 Ma,
periodo que coincide com a subsidéncia do Pantanal. Quanto a espécie S.
distolothrix, os individuos apresentaram maior diferenciacdo tanto de distancia
genética quanto na inferéncia bayesiana dos individuos do alto rio Xingu e do
alto rio Araguaia, inferindo-se que esta separacédo tenha ocorrido devido a
aparicao da Fossa do Araguaia. As sequéncias da espécie foram depositadas
no BOLD e foram identificadas como S. distolothrix.

Palavras-chave: scoloplacidae, peixe-miniatura, barcode, genética.



ABSTRACT

The Neotropical region provides great biodiversity, presenting a diverse
ichthyofauna with an estimated of 8000 species. Among the families that
compose this fauna, we have Scoloplacidae, which has a single genus,
Scoloplax, with six species. Scoloplax distolothrix was described in 1989, along
with the sister species S. empousa. For the phylogeographic study of this
species, the samples of the genus were previously collected, being S. distolothrix
collected from the upper and lower Xingu river and upper Araguaia river. By
amplifying the COI and 16S genes, the genetic distance of the species was
estimated in the MEGA program. Bayesian inference was made in BEAST. The
sequences were deposited in the BOLD system for identification. The genetic
distance found in the COI gene was low, confirm that is only one species, while
in the phylogenetic tree it can be seen that the statistics of S. distolothrix and S.
empousa were separated about 13 Ma, which coincides with a subsidence of
Pantanal. About the species S. distolothrix, the ones that are less differentiated
in genetic distance are from the upper Xingu and upper Araguaia individuals in
relation to the bayesian, inferring that this occurrence was caused by the
appearance of the Fossa do Araguaia. The sequences of species that were
deposited in BOLD were identified as S. distolothrix.

Keywords: scoloplacidae, miniature fish, barcode, genetic.
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1. Introducao

A Regiao Neotropical apresenta uma ictiofauna de agua doce extensa,
sendo estimado que a regido tenha 8000 espécies de peixes, o que
representa aproximadamente 25% de toda a diversidade de peixes existentes
na regidao (VARI & MALABARBA, 1998). Segundo REIS et al. (2003) essa
regidao apresenta 43 familias endémicas, entre elas esta a familia
Scoloplacidae.

A familia Scoloplacidae anteriormente foi considerada uma subfamilia
de Loricariidae (BAILEY & BASKIN, 1989), mas em estudos posteriores foi
elevada ao nivel de familia na década de 1980 (ISBRUKER,1980) e esta
distribuida nas bacias da América do Sul, como Amazobnica, Tocantins,
Parana e Paraguai (SCHAEFER, 2003).

As caracteristicas principais da familia sdo o seu pequeno tamanho,
tendo o maior exemplar encontrado apenas 1,99 cm e a presenca de placa
rostral mével localizada na cabega, a presenga de odontoides e o fato de
apresentarem duas séries bilaterais de placas dsseas entre as nadadeiras
caudal e anal (SCHAEFER, 2003). Acredita-se que a reprodugdo é por
inseminacgao interna (SPADELLA et al., 2008).

O género Scoloplax, o qual em 2012 teve a ultima descricdo de uma
espécie, abrange seis espécies no género, sendo elas: Scoloplax dicra
descrita por BAILEY & BASKIN (1976), S. empousa, S. distolothrix e S.
dolicholophia descritas por SCHAEFER et al. (1989), S. baskini descrita por
ROCHA et al. (2008) e S. baileyi descrita por ROCHA et al. (2012).

A espécie S. distolothrix é encontrada no Brasil e no Paraguai, sendo
distribuida pelos rios Xingu, Tocantins-Araguaia e alto Paraguai (SCHAEFER
et al., 1989; SCHAEFER, 2003; ROCHA et al., 2008), sendo o seu maior
exemplar encontrado por SCHAEFER et al. (1989) possuindo 1,79 cm. A
espécie se diferencia das demais pela presenca de trés raios na nadadeira
dorsal, pode ser diferenciada de S. empousa pela presenga de cinco raios na
nadadeira anal, e diferencia-se de S. dicra e S. dolicholophia pela presenca
de um par de barbilhdes no canto da boca, enquanto que para S. dicra ha
apenas um barbilhdo e S. dolicholophia nao possui nenhum (SCHAEFER et
al., 1989).
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Recentemente diversos estudos tem utilizado em conjunto com
analises filogenéticas e morfolégicas, o método do cddigo de barras do DNA
(barcode) para a delimitacdo de espécies de peixes. O uso do barcode tem
resolvido espécies com conflitos taxondmicos, que podem ser separadas
(CARVALHO et al.,2011; PEREIRA et al.,, 2011; RIBOLLI, et al., 2017;
ABDULLAH et al., 2017). Além disso, € uma ferramenta molecular que auxilia
na indicagdo da possibilidade de novas espécies (WARD et al., 2009;
PEREIRA et al., 2011).

Cada vez mais este método vem se comprovando eficaz na
identificagdo no nivel de espécie (CARVALHO et al., 2011). Com isso, cada
vez mais especialistas vem incluindo o coédigo de barras do DNA nas
descrigdes de espécies (WARD et al., 2009). Um grande ponto a favor desse
método também é o fato que no caso da falta de uma amostra completa para
a identificagdo morfoldgica, a identificacdo pode ser realizada através do
codigo de barras do DNA utilizando fragmentos do individuo ou até mesmo
ovos (WARD et al., 2009).

A filogeografia € o ramo de estudo que relaciona os componentes
historico e filogenético com a distribuigdo geografica de uma determinada
espécie (AVISE, 2000). Estudos filogeograficos sdo importantes para
entender como as espécies estdo distribuidas e qual foram os fatores que
levaram determinada espécie a estar distribuida daquela maneira. No
entanto, para espécies neotropicais 0s animais terrestres dominam os
estudos sobre filogeografia (MARTINS & DOMINGUES, 2011).

Um dos motivos seria que grande parte das hipoteses para explicar a
distribuicao da diversidade na Amazénia foram testadas com vertebrados
terrestres, como a hipotese de rio como barreiras realizado por WALLACE
(1852) envolvendo primatas, em que as populagdes estavam isoladas de
acordo com os rios, e a hipotese conhecida como Teoria de Refugios por
HAFFER (1969) que foi testada com aves, uma vez que o mesmo acreditava
que os rios nao seriam barreiras para as aves.

Varios eventos como mudanca de curso dos rios, incursées e
regressdbes marinhas, isolamento de drenagem contribuiram para a
diversificagdo e enriquecimento de espécies na biota aquatica na regiao
Neotropical (LUNDBERG et al., 1998).
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Para a familia Scoloplacidae houve um grande estudo envolvendo
toda a superfamilia Loricarioidea, no qual foi mostrado que as familias
Callicthyidade, Scoloplacidade, Astroblepidae e Loricariidae formam um
grupo monofilético e também foi apontado S. distolothrix como espécie irma
de S. empousa (SCHAEFER, 1990). Porém, sdo necessarios mais estudos
envolvendo a filogeografia da familia Scoloplacidae e as espécies do género
Scoloplax.

Para a espécie S. distolothrix temos apenas estudos envolvendo a
morfologia do seu espermatozoide (SPADELLA et al., 2006) e o seu sistema
reprodutivo (SPADELLA et al., 2008) e até mesmo o seu cariotipo (OLIVEIRA
et al., 2006). No entanto, ainda ha lacunas na sua historia evolutiva e para
isso é preciso que sejam feitos mais estudos para entender como ocorreu a
diversificagao da espécie, a historia da sua distribuicdo ao longo dos rios que
habita e como ocorreu essa distribuicdo ao longo de milhares de anos,
especialmente identificar se diferentes populagdes correspondem a apenas

uma espécie.

1.2 Objetivo Geral
e Investigar os processos evolutivos que resultaram nos padrbes de
distribuicdo espacial da diversidade genética da espécie Scoloplax

distolothrix nos rios Xingu e Araguaia.
1.3 Objetivos Especificos
e Relacionar o tempo de divergéncia das populagcdes de Scoloplax
distolothrix com as mudangas geoldgicas ocorridas no local;

e Analisar a variabilidade genética de Scoloplax distolothrix entre as

populagdes do alto e baixo rio Xingu e alto rio Araguaia.
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2. Material e métodos
2.1 Area de estudo e amostragem
O trabalho envolve o género Scoloplax com foco em S. distolothrix, assim
foram previamente coletadas amostras das espécies do género (exceto S.
baileyi). As amostras de S. distolothrix foram obtidas durante expedicbes
previamente realizadas na regiao do alto e baixo rio Xingu e alto rio Araguaia
(Figura 1). Totalizando nove amostras da espécie.

Figura 1: Localizagdo das amostras coletadas de Scoloplax distolothrix no baixo e alto rio Xingu
e no rio Araguaia.

2.2 Analise de dados

Todas as amostras do género foram previamente extraidas, amplificadas

e sequenciadas, utilizando-se os marcadores mitocondriais 16S rDNA e
Citocromo c oxidase subunidade | (COl). A edigao das sequéncias foi realizada
utilizando o programa Geneious (DRUMMOND et al., 2011). O alinhamento foi
realizado utilizando o Aliview (LARSON, 2014). A escolha do modelo evolutivo
mais apropriado para as sequéncias foi realizada utilizando o programa MEGA
X (KUMAR et al., 2018).

2.2.1 Distancia genética entre as populagdes

Para calcular a distancia genética entre as populacbes de Scoloplax
distolothrix foi realizada uma analise no programa MEGA X (KUMAR et al.,
2018), usando o modelo Kimura-2-Parametros (K2P) (KIMURA, 1980).

2.2.2 Relagoes filogenéticas
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Juntamente com as sequéncias de Scoloplax distolothrix foram utilizadas
como grupo externo Hemipsilichthys gobio, Astroblepus sp., Isbrueckerichthys
epakmos, Neoplec paranensi, Nematogenys inermis, Corydoras aeneu,
Hoplosternum littorale, Callichthys callichthys e Diplomystes mesembrinus sendo
a raiz, assim como as outras espécies da familia Scoloplacidae, sendo elas S.
dicra, S. empousa, S. dolicholophia e S. baskini. As amostras de COl e 16s foram
concatenadas utilizando o Sequence Matrix (VAIDYA et al., 2011). Para inferir
as relagbes filogenéticas entre as amostras a sequéncia concatenada foi
utilizada na analise de inferéncia bayesiana no programa BEAST 1.10.4
(BOUCKAERT et al.,, 2014). Estimou-se o tempo de divergéncia entre as
amostras utilizando o modelo relégio molecular relaxado ndo correlacionado
(lognormal), sendo a calibragdo feita seguindo a origem de Corydoras
estabelecendo um offset de 55 MA com base em um féssil de Corydoras
revelatus (ROXO et al., 2014), o modelo utilizado foi o Nascimento-Morte. Apos
todos os priors e calibracido feitos, a analise foi rodada por 50 milhdes de
geragbes com amostragem a cada mil geragdes. Em seguida, foi avaliado no
Tracer 1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018) se a analise foi feita corretamente
observando se todos os tamanhos efetivos da amostra (ESS) estavam acima de
200. Para realizagao do burn-in foi utilizado o LogCombiner com uma taxa de
10%. Uma arvore consenso foi gerada através do programa TreeAnotator e em

seguida a arvore consenso foi visualizada no FigTree 1.4.4 (RAMBAUT, 2018).

2.2.3 Codigo de barras do DNA
Para identificagdes de espécies utilizando o cédigo de barras do DNA as
sequéncias editadas foram depositadas no site BOLD-System (Barcode of Life

Data-Systems, disponivel em: http://www.boldsystems.org/).
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3. Resultados e Discussé&o

3.1 Analise de dados

A sequéncia final do marcador 16S contou com 456 bp e 436 bp para a
sequéncia de COI, sendo a sequéncia concatenada com 892 bp. Com base na
analise realizada, o melhor modelo evolutivo para o banco de dados foi o GTR +
G.

3.2 Distancia genética entre populagdes

A distancia genética entre as amostras coletadas no alto rio Xingu e baixo
rio Xingu com o marcador COI ficaram entre 0% a 1,19% (Tabela 1),
demonstrando que as populagdes de Scoloplax distolothrix ndo possuem muita
divergéncia no seu material genético apesar de estarem em localidades

diferentes.

Tabela 1: Distancia genética entre amostras de Scoloplax distolothrix coletadas no alto e baixo
rio Xingu, utilizando o marcador COIl e o modelo K2P realizado no programa MEGA X

Localidade Alto Xingu  Alto Xingu Alto Xingu Baixo Xingu Baixo Xingu Baixo Xingu
Alto Xingu

Alto Xingu 0,00%

Alto Xingu 0,00% 0,00%

Baixo Xingu 0,93% 0,93% 0,93%

Baixo Xingu 0,93% 0,93% 0,93% 0,00%

Baixo Xingu 1,17% 1,17% 1,17% 0,23% 0,23%

Para que as populag¢des sejam consideradas da mesma espécie muitos
autores adotam valores relevantes para o género ou familia e € proposto, no
entanto, que a disténcia genética entre individuos da mesma espécie deve ser
menor que 2% (WARD, 2009). Portanto, considera-se que apesar das distancias
geograficas Scoloplax distolothrix corresponde a apenas uma espécie. No
entanto, como cada espécie tem suas especificidades, em trabalhos realizados
com o género Rhamdia (RIBOLLI et al., 2017), por exemplo, foi observado que
as espeécies R. voulezi e R. branneri possuem diferengas morfoldgicas claras, no
entanto a taxa de divergéncia genética é de apenas 1,4%.

Dentre as espécies de um estudo realizado no rio Sao Francisco,
observou-se que duas espécies do mesmo género, Astyanax rivularis e A. cf.
fasciatus tinham uma divergéncia genética de apenas 0,93% (CARVALHO et al.,

2011). No entanto, as demais espécies apresentaram uma distancia genética
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média de até 10,54%. Para bagres da Maldsia a maior distancia genética
intraespecifica encontrada foi de 4,2% (ABDULLAH et al., 2017), enquanto que
em pesquisas com 190 espécies de peixes do Canada houve uma meédia de
0,27% de distancia genética intraespecifica, sendo o maior resultado 7,42%
(HUBERT et al., 2008).

Quanto as distancias genéticas entre as outras espécies do género
Scoloplax e S. distolothrix, os dados variam entre 10,45% e 22,13%. A menor
divergéncia encontrada dentro do género estudado € entre S. distolothrix e S.
empousa, 0 que era esperado, uma vez que sao consideradas espécies-irmas
(SCHAEFER, 1990). Nos peixes do rio Sdo Francisco foi encontrada uma média
de 10,61% entre espécies do mesmo género, com a maior divergéncia sendo de
22,88% (CARVALHO et al., 2011). Entre peixes de agua doce do Canada a maior
divergéncia interespecifica encontrada foi de 19,22%, com uma média de 8,37%
(HUBERT et al., 2008).

Tabela 2: Média da distancia genética de amostras de COIl do género Scoloplax.

Espécie S. empousa S. dicra S. dolicolophia S. baskini

S. distolothrix 10,46% 21,83% 22,13% 21,71%

Os resultados obtidos a partir das amostras de 16S incluem individuos
que pertencem ao alto Araguaia (Tabela 2). Sendo assim, destaca-se que as
distancias genéticas observadas entre Araguaia e as demais localidades séo
mais altas do que as do rio Xingu, uma vez que fazem parte de bacias diferentes.

Apesar disso, os numeros nao s&o maiores que 2%.

Tabela 3: Distancia genética entre amostras de Scoloplax distolothrix coletadas no alto e baixo
rio Xingu e no rio Araguaia, utilizando o marcador 16S e o modelo K2P realizado no programa
MEGA X.

Localidades Baixo Xingu  Baixo Xingu  Araguaia Araguaia Araguaia Alto Xingu
Baixo Xingu

Baixo Xingu 0,00%

Araguaia 0,92% 0,92%

Araguaia 1,38% 1,38% 0,23%

Araguaia 1,38% 1,38% 0,23% 0,00%

Alto Xingu 0,45% 0,45% 0,92% 1,38% 1,38%

Alto Xingu 0,45% 0,45% 0,92% 1,38% 1,38% 0,00%
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3.3 Relagdes filogenéticas

A arvore de inferéncia bayesiana gerada pelo BEAST tem como raiz a
espécie Diplomystes mesembrinus (Figura 2). Nesta observou-se que Scoloplax
empousa é especie-irma de S. distolothrix, corroborando com estudos realizados
anteriormente (SCHAEFER, 1990), também mostrando que a especiagao
ocorreu a cerca de 13 milhdes de anos e reforcando o resultado da distancia
genética entre as mesmas de serem as mais baixas dentro do género. Ambas
as espécies estdo em areas proximas, sendo S. empousa no Pantanal e S.
distolothrix no Xingu, uma distribuicdo ja encontrada para diversas espécie de
peixes (COSTA, 2010; RIBEIRO et al., 2013).

Figura 2: Inferéncia Bayesiana gerada no BEAST editada no Ink Scape para o familia
Scoloplacidae. Sendo Scoloplax empousa em rosa, individuos do Pantanal, S. distolothrix em
azul, individuos do Araguaia, em verde individuos do baixo Xingu e em vermelho individuos do

alto Xingu.
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Infere-se que as populacdes ancestrais de ambas as espécies, Scoloplax
distolothrix e S. empousa, tenham se diferenciado devido a ligagado que existia
entre o Pantanal e a alguns afluentes do rio Amazonas, ter sido quebrada com a
subsidéncia tectébnica do Pantanal que tenha ocorrido entre o Mioceno e o
Quaternario (ASSINE et al., 2015), separando assim as populagdes ancestrais
que deram origem as espécies atuais.

Pode-se observar esse mesmo padrao em outro grupos de peixes
endémicos da regido Neotropical, como no caso do género Spectrolebias
(COSTA, 2010) com inferéncias filogenéticas que corroboram a separagao de
espécies devido a esse evento ocorrido no Pantanal. Esse evento vicariante é
bastante discutido em diversos trabalhos, como a possivel explicacdo para
especiagcao na area que abrange o alto Paraguaia, alto Xingu e demais bacias
proximas, e corroborando também para peixes de agua doce reofilicos, de
espécies como Jupiaba acanthogaster (RIBEIRO et al., 2013).

Quanto a espécie Scoloplax distolothrix a arvore filogenética indica que
as amostras do rio Xingu e do rio Araguaia apresentam uma separacao de
aproximadamente quatro milhdes de anos, o que pode explicar as taxas de
distancia genética mais elevadas encontradas entre as amostras coletadas no
Xingu e as amostras coletadas no Araguaia.

Destaca-se que esta separacdo muito provavelmente ocorreu devido a
formacgao da Fossa do Araguaia que ocorreu no periodo Pleistocénico (SAADI,
1993). Durante esta subsidéncia a diregdo que os afluentes corriam mudou e
passou a ser de leste para oeste. Essa mudancga pode ter dificultado o fluxo
génico entre as populagdes que se encontram no alto Xingu e aquelas que estéao
no alto Araguaia.

A depressao do Araguaia juntamente com a subsidéncia do Pantanal
geraram uma atividade neotectdnica que modificou o rios que estavam nela,
sendo assim os provaveis responsaveis pela distribuicdo de inumeros taxons de
peixes, pois ambas permitiram a troca de populagdes entre as bacias que estao
localizadas em tais depressédes (LIMA & RIBEIRO, 2011).

Outro ponto importante também é que as sequéncias do alto Xingu e do
baixo Xingu foram separadas em grupos diferentes, com uma datagao de cerca

de 1,5 milhdes de anos, apesar da distancia genética ter sido de 0,45% para 16S
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e para COl entre 0,93% e 1,17%. No entanto, com os dados analisados nao é
possivel inferir que as duas populagdes sejam espécies diferentes, uma vez que

a distancia genética interespecifica de Scoloplax é geralmente maior que 10%.

3.4 Codigo de barras do DNA

Todas as sequéncias de COIl da espécie depositadas no site BOLD foram
identificadas como Scoloplax distolothrix, todas com probabilidade de atribuicao
maior que 98%, sendo as amostras do alto rio Xingu colocadas com uma
probabilidade de 100%. O que comprovou a sua eficiéncia na identificagao no
nivel de espécie. Essa metodologia também provou ser valida para espécies de
bagres da Malasia (ABDULLAH, 2017), assim como de Siluriformes também da
regido Neotropical (ROXO et al., 2015; RIBOLLI et al., 2011), e também na
distingao de outros peixes neotropicais de agua doce (PEREIRA et al., 2011).

No entanto, na base de dados existe apenas uma unica sequéncia da
espécie, que € proveniente de uma sequéncia colocada no GenBank. Para as
demais espécies do género Scoloplax ndo existem sequéncias no GenBank,
portanto nao foi possivel a confirmagao taxonémica através do codigo de barras
do DNA. Sendo assim, é necessaria uma maior quantidade de dados para que
melhore o alcance de identificagdo pelo BOLD (WARD et al., 2009).
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4. Conclusao

A espécie Scoloplax distolothrix em comparagcdo com as demais espécies
do género possui uma das menores distancias genéticas entre as suas diferentes
populagdes, sendo assim é possivel constatar que os individuos estudados
pertencem a mesma espécie, se considerado que para serem da mesma espécie
devem ter divergéncia menor que 2%. Apesar da distancia geografica e barreiras
geograficas, como a Fossa do Araguaia dificultar o fluxo genético, principalmente
para uma espécie de peixe de pequeno porte e com habito de vida sedentario,
nao houve diferenciagcdo suficiente para que as populagdes fossem
consideradas espécies distintas.

As analises realizadas no presente estudo foram suficientes para iniciar a
compreensao do padrao de distribuicdo, ndo apenas da espécie mas também do
seu grupo-irmao. Podendo observar que a subsidéncia do Pantanal teve grande
influéncia para que ambas as espécies se diferenciassem.

O caodigo de barra do DNA foi util para a identificacdo da espécie, porém
€ preciso que mais sequéncias do género Scoloplax sejam depositadas na base
de dados do BOLD para que seja possivel a separagao de outras espécies do

género.
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