.
Servico Publico Federal P PG _[// :

Universidade Federal do Para v\;ﬂ.);.,[l:‘it«‘:xIt;e\»[:gt:s-(:|§:x::u::\§:cu:;u
Campus Universitario de Altamira
PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM BIODIVERSIDADE E CONSERVAQAO

Keila Xavier Magalhées

DELII\/IITACAO DE ESPECIES DE Baryancistrus RAPP PY-DANIEL, 1989
(SILURIFORMES: LORICARIIDAE) DO RIO XINGU E FILOGEOGRAFIA
DE Baryancistrus xanthellus RAPP PY-DANIEL, ZUANON E OLIVEIRA, 2011

Orientador: Prof. Dr. Leandro Melo de Sousa

Coorientadora: Prof2. Drd Janice Muriel

Fernandes Lima da Cunha

ALTAMIRA - PA

ABRIL - 2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

CAMPUS ALTAMIRA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIODIVERSIDADE DE CONSERVAGCAO

Keila Xavier Magalhées

DELII\/IITACAO DE ESPECIES DE Baryancistrus RAPP PY-DANIEL, 1989
(SILURIFORMES: LORICARIIDAE) DO RIO XINGU E FILOGEOGRAFIA
DE Baryancistrus xanthellus RAPP PY-DANIEL, ZUANON E OLIVEIRA, 2011

Orientador: Prof. Dr. Leandro Melo de Sousa

Coorientadora: Proft. Drd. Janice Muriel

Fernandes Lima da Cunha

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
do Pard, como parte das exigéncias do Programa
de Pos-graduacdo em Biodiversidade e
Conservacao para obtencdo do titulo de Mestre

em Biodiversidade e Conservacao.

ALTAMIRA - PA

ABRIL - 2017



Keila Xavier Magalhées

DELIMITAC}AO DE ESPECIES DE Baryancistrus RAPP PY-DANIEL, 1989
(SILURIFORMES: LORICARIIDAE) DO RIO XINGU E FILOGEOGRAFIA
DE Baryancistrus xanthellus RAPP PY-DANIEL, ZUANON E OLIVEIRA, 2011

Orientador: Prof. Dr. Leandro Melo de Sousa

Coorientadora: Profé. Dr2 Janice Muriel

Fernandes Lima da Cunha

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
do Para, como parte das exigéncias do Programa
de Pos-graduacdo em  Biodiversidade e
Conservacao para obtencdo do titulo de Mestre

em Biodiversidade e Conservacao.
Aprovado em 07 de abril de 2017.

Banca Examinadora:

Dr. Claudio de Oliveira (UNESP)
http://lattes.cnpq.br/0297419882161114

Dr. italo Martins da Costa Mourthé (UFPA)
http://lattes.cnpg.br/0147415006930129

PhD. Lucia Helena Rapp Py-Daniel (INPA)
http://lattes.cnpq.br/2412972837389427

Dr. Pedro Hollanda Carvalho (UFRJ)
http://lattes.cnpq.br/9551567862449740

ALTAMIRA - PA

ABRIL - 2017


http://lattes.cnpq.br/2412972837389427
http://lattes.cnpq.br/9551567862449740

Dados Internacionais de Catalogagédo-na-Publicacdo (CIP)
UFPA — Campus de Altamira — Biblioteca

Magalhaes, Keila Xavier

Delimitacdo de espécies de Baryancistrus Rapp Py - Daniel, 1989
(Siluriformes: Loricariidae) do rio Xingu e filogeografia de
Baryancistrus xantehellus Rapp Py-Daniel, Zuanon e Oliveira, 2011/
Keila Xavier Magalhaes: orientador, Prof. Dr. Leandro Melo de Sousa. -
2017.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal do Pard, Campus
Universitario de Altamira, Programa de Po6s-Graduacdo em
Biodiversidade e Conservacdo, Altamira, 2017.

1. Acari (Peixes). 2. Taxonomia. 3. DNA Mitocondrial. I.Titulo

CDD: 597.49

“Permitida a copia total ou parcial deste documento desde que citada a fonte - O autor”



Dedico este trabalho a meus amados pais,
irmao e amigos que com muito apoio e
carinho contribuiram para que mais esta

etapa fosse concluida.



Vi

“Somos todos geniais. Mas se vocé julgar
um peixe por sua capacidade de subir em
arvores, ele passara sua vida inteira

acreditando ser estipido”.

Albert Einstein



vii
AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Para (UFPA) por meio do Programa de Pés
Graduagio em Biodiversidade e Conservagao (PPGBC) que permitiu o aperfeicoamento
dos meus conhecimentos em torno do vasto mundo da Biodiversidade.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessao de bolsa durante o periodo de mestrado.

A meu orientador Leandro Sousa, por ter aceitado mais uma vez a missao de me
orientar, pelos conhecimentos compartilhados, pela atencao e incentivo, tornando
possivel a realizacao deste trabalho. Muito obrigada.

A minha coorientadora Janice Cunha pelo carinho e ter me recebido tdo bem em
Braganca e em seu laboratério, LABISA, e muito ajudou para a conclusiao deste
trabalho.

A professora Grazielle Gomes por ter me acolhido no Laboratério de Genética
Aplicada (LAGA) e té-lo cedido para a realizacdo de todos procedimentos laboratoriais
presentes neste trabalho, além de sua dedicacdao e carinho compartilhando comigo
muitos dos seus conhecimentos. Muito obrigada.

A meu amigo Raimundo Silva (Everest) que com muita paciéncia compartilhou
comigo todos os seus conhecimentos acerca das analises de genética populacional,
tenho certeza que sem sua ajuda nao teria sido possivel a conclusio deste trabalho.
Muito obrigada.

A Alany Goncalves por toda a ajuda, amizade e ensinamentos, sendo sempre
muito solicita, ajudando em todas as horas do desespero.

A Yrlene Ferreira pela amizade e por ter ajudado nos procedimentos
laboratoriais.

Ao Renildo Oliveira e André Sawakuchi pela ajuda e consideracées dadas ao
trabalho.

A familia do Laboratério de Ictiologia de Altamira (LIA), por ter me acolhido
por todo esses anos e ter me proporcionado muitos aprendizados que contribuiram para
meu crescimento pessoal e profissional além de todos os dias de alegria.

A meus queridos amigos Mateus Santana, Pedro Rocha e Felipe Gomes, pelo
apoio, amizade e convivio diario, quero leva-los sempre comigo.

A minha amigas fatness Renata Lima e Dayanne Silva, a amizade de vocés foi



viii

um grande presente que ganhei durante o mestrado, todo o apoio e carinho tornaram
estes dias mais faceis e felizes. Muito obrigada.

A minhas amigas do quinteto, Tarcyanny Zanelato, Magda de Freitas, Geiza
Raposo, Maira Correia e aos meus amigos Carlos Augusto e André Martins por sempre
estarem torcendo pelo meu sucesso.

Aos amigos que fiz em Braganca durante o periodo de analise laboratorial:
Danillo Silva, Ivana Veneza, Leila Freitas, Kellyta Martins, Rafael Correa, Nana Sousa,
Phillipe Figueiredo, Joao Netto, Brenda Gomes, Barbara Branches e Keila Araajo.

A meu amigo Renan Leao por todo carinho, amizade e ter me dado abrigo
durante todo o periodo que estive em Braganca.

Um agradecimento especial a meus pais, Jodo Batista e Maria de Fatima, e
irmdos Erivan Magalhdes e Kerlen Magalhdes, por todo carinho, dedicacdo e por
sempre torcerem pelo meu sucesso. Nada seria possivel se vocés ndo estivessem ao meu
lado.

Agradeco a Deus que me deu forgas para continuar mais essa caminhada com
sabedoria e sempre nos momentos que pensei em desistir uma forca maior me fazia
seguir em frente

Muito obrigada a todos que torceram por mim e que de alguma forma
contribuiram para que fosse possivel a conclusdo deste trabalho.



Sumario
ORGANIZACAO GERAL ..o, XI
RESUMO ...ttt a e e e ar e e e b e e e be e e aneeeanes Xl
A B S T R A T e e nrre e X1
L INTRODUGAOD ...ttt sttt 14
1. 1. CONSIAEraChES GEIAIS........ccevererereieieeeieiceeeeeet sttt 14
1. 2. O gENEI0 BaryanCIStIUS.........ccceueuiueueeiieiieiieiiisestssee st 16
1. 3. Baryancistrus ChrySOIOMUS .........ccccuiuiiiiicciesssee et 16
1. 4. Baryancistrus XanthellUS ..........cooiieiniiieie e 17
1. 5. BaryanCiStrus SP. “VEIde” ..........ccoviiiueuiirriieeieieisieeie ettt esseenes 19
1. 6. Baryancistrus aff. NIVEATUS...........covcirieiiriiceieies e 20
1. 7. Marcadores MOIECUIAIES .........cccueueeuieieeees e 20
1. 8. JUSHITICATIVA ....cvvii ettt 22
2. OBIETIVO GERAL ..ottt 23
2. 1. ObJetivos €SPECITICOS .....cucviuieieceieieciie e 23
LITERATURA CITADA . ..ottt sttt sttt 23
(0= o 11 0] [0 1072 TSRORPSN 28
Delimitacdo molecular das espécies de Baryancistrus Rapp Py-Daniel, 1989
(Siluriformes: Loricariidae) da bacia do rio Xingu........c.ccocevevviienencnencncnene 29
RESUIMIO ...ttt 30
I 1 oo [T o TSR TT TR 31
2. Material € MELOAOS .........coieerieieee et ses 33
2. 1. Area de eStudo € AMOSEFAGEM ..........cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eee e 33
2. 2. Procedimentos Laboratoriais ..........cccoveieueieiriniieeeensese e eseesessssens 35
2. 2. 1. Isolamento do Material Genético e Regides Gendmicas ...........ccccceueneeee 35
2. 2. 2. SEQUENCIAMENTO.......ooiiiiiieieieie ettt bbb bbb seais 36
2.2.3.BanCO 08 AAUODS ......coovririeieieiririeee et 36
2. 3. ANAlLISES POPUIACIONAIS......cucueeieieieiiiiiiiiieisessss et 36
2. 4. DelimitaCao 0E ESPECIES.......ccceiieiriiieieesesestst sttt 37
3L RESUITATOS ...ttt 37
4, DISCUSSEO ...eeuveteriiriseseietetessetstasistesess e esesssetesesseesesesese s s s esesesetesesstsesesebesessseassesesesnas 42
AGradeCiMENTOS.......c.oiieeieiiietee ettt sa et et e s s se e ssenas 45
FINANCIAMENTO .....eiee ettt es 45

R I BINCIAS ... ettt et et e e e et et e e e e et eeae e e et eeae et eeeeseeeeaaeeas 45



(0F=T o1 (1] [o X0 < TSSO 52

Filogeografia de Baryancistrus xanthellus Rapp Py-Daniel, Zuanon e de Oliveira,
2011 (Siluriformes: Loricariidae), um peixe endémico da bacia do rio Xingu ....53

RESUIMIO ...ttt b ettt be e 94
INEFOTUGAD ...ttt 55
Material € MELOTOS .......ccevviiieeecietessce ettt 57
Area de eStUdO € AMOSTFAGEM ...........oveveeeeeeeeeeeeeeee e ses s eee s 57
Procedimentos LaboratOrials ...t 60
Isolamento do Material Genético e Regifes GENOMICAS............cceveveverevererererereeennnns 60
SEQUENCIAMENTO ...ttt bbb ae s n s 61
Preparagao dos Danco de dados ...t 61
Andlises Populacionais € FilogeografiCas..........cccoeirrnieniiencereeeeeeseeiees 62
RESUITAAOS ...ttt ee 63
Caracterizacdo dos Bancos e Niveis de Diversidade Genética..............ccceeveerenennnee. 63
Estrutura genética populacional ...............ccccueveveieiereereieececeeeeeee e 65
Neutralidade e Historia DemografiCa............ccccoeeveerereievcccccceeee e 72
DISCUSSAD. ......cucueeeieiiiiseieiete ettt sttt s sttt se ettt e st e s et et e s sese st essnens 74
DIVErsSidade GENETICA.........c.cviieeeeeeieiriri ettt 74
Estrutura Populacional e Filogeografia ...........ccceeviieeininnceesrn e 76
HistOria DEMOQGIAfiCa .......ccuovieieiciee e 78
CoNSIAEIAGOES FINAIS .....cocveveeeeeeieieicicccceee et 80
AGFradECIMENTOS. .......veveieieieieieiee ettt s e s s st st es s sesesns 81
RETEIENCIAS ... ettt snns 81

CONCIUSAD GEIAL.......ociiiieee et re e e e re et 86



Xi
ORGANIZACAO GERAL

A presente dissertacdo encontra-se organizada em trés capitulos. O primeiro
deles corresponde ao capitulo integrador, descrevendo aspectos gerais da familia
Loricariidae dando énfase ao género Baryancistrus e a espécie alvo do estudo,
Baryancistrus xanthellus, além de abordar a importancia dos estudos filogeograficos e o
uso dos marcadores moleculares. Apresenta, dessa forma, a fundamentacdo teorica
necessaria para a compreensdo das questdes que serdo abordadas nos capitulos
seguintes, além dos objetivos do trabalho.

O capitulo Il é apresentado sob forma de artigo cientifico, tratando sobre a
delimitacdo das espécies do género Baryancistrus que ocorrem na bacia do rio Xingu,
dando énfase a suposta espécie nova para o grupo conhecida como Baryancistrus sp.
“verde” e Seu posicionamento no género.

O capitulo 11l também € a apresentado no formato de artigo cientifico, no qual
sdo abordados os padrdes filogeograficos da espécie B. xanthellus ao longo de toda sua

distribuicdo geogréafica conhecida.
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RESUMO

A diversidade de padrfes de coloracdo em Baryancistrus varia de acordo com a sua
localidade, fazendo com que uma mesma espécie apresente varios morfotipos
reconhecidos com cddigos-L no comércio de peixes ornamentais. Baryancistrus
xanthellus, conhecida popularmente como acari-amarelinho possui grande importancia
no comércio de peixes ornamentais. Entretanto, ao longo de sua distribuicdo é possivel
observar diferentes padrdes de pigmentacdo amarela em formato de pontos, distribuidos
ao longo do corpo dos individuos, levantando suspeitas em relacdo a taxonomia da
espécie. Apesar da importancia comercial desta espécie, pouco se sabe sobre a genética
de populagbes de B. xanthellus, devido a escassez de trabalhos. Os objetivos do presente
estudo foram delimitar as espécies do género Baryancistrus que ocorrem na bacia do rio
Xingu através da utilizacdo de sequéncias de um fragmento do gene mitocondrial
Cytocromo b e utilizar marcadores mitocondriais e nucleares para realizar inferéncias
sobre a diversidade genética, estrutura populacional e histéria demografica da espécie B.
xanthellus. Nossos resultados demonstraram a existéncia de sete Unidades Taxonomicas
Operacionais Molecular (Molecular Operational Taxonomic Unit, MOTU) de
Baryancistrus para esta bacia, sendo que a suposta espécie nova Baryancistrus sp.
“verde”, na verdade, trata-se de uma variacdo de coloracdo da espécie conhecida como
B. xanthellus, ressaltando a importancia da taxonomia integrativa combinando
informacbes baseadas em identificacdo morfolégica com dados moleculares. Os
resultados das analises populacionais revelaram a existéncia de cinco haplogrupos de B.
xanthellus distribuidas ao longo do rio, padrdo que pode estar relacionado a possiveis
variacOes fisiograficas do rio Xingu resultantes de mudancas hidroldgicas ocorridas na

Amazdnia durante o Quaternario tardio.

Palavras-chave: DNA mitocondrial, introns, MOTUs, Haplogrupos.
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ABSTRACT

The diversity of coloring patterns in genus Baryancistrus varies obeying its location,
doing that a same species exhibits several morphotypes recognized with L-codes in the
Ornamental Fish Trade. Baryancistrus xanthellus, commonly known, as acari-
amarelinho displays huge importance in the ornamental fish trade. However, throughout
its distribution is possible to observe distinguished patterns of yellow pigmentation
forming small dots distributed in the body of the individuals, raising up to several
suspicions regarding of the taxonomy of this species. Despite of the commercial
relevance, little is known about the genetics of populations of B. xanthellus, due to the
lack of studies. The goals of the present study were identify species boundaries of genus
Baryancistrus that occur in the Xingu river basin using DNA sequences from a
fragment of Cytochrome b mitochondrial gene, and, through mitochondrial and nuclear
markers perform some inferences about the genetic diversity, population structure and
demographic history of B. xanthellus. Our results showed the existence of seven
molecular operational taxonomy units (MOTUSs) to genus Baryancistrus to this basin,
being that a new candidate species Baryancistrus sp. “verde”, in fact, it is a color
variation of the species known as B. xanthellus, emphasizing to the importance of an
integrative taxonomy approach mixing morphological identification and molecular data.
In addition, all population analysis reveleated the existence of five haplogroups of B.
xanthellus distributed along of the river. This pattern found may be related to possible
physiographic xingu River variations, resulting from hydrological changes in the
Amazon forest during the late quaternary.

Keywords: Mitochondrial DNA, Intron, MOTUs, Haplogroups.
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1. INTRODUCAO

1.1. Considerac0es Gerais

Desde o Cenozdico, quando se deu inicio a diferenciacdo da fauna da regido
Amazodnica, até os dias atuais, esta regido vem passando por diversos processos
evolutivos que fizeram com que ela possuisse a maior diversidade de espécies do
mundo, tanto em ambientes terrestres quanto em aquaticos (HAFFER, 2008).

Quanto a hidrografia dessa regido, o rio Xingu é considerado o quarto maior
tributdrio da bacia Amazbnica, possuindo 2.045 km de extensdo e uma bacia
hidrografica que ocupa uma area de 520.292 km? (GOULDING et al., 2003). Este rio é
caracterizado pela sua alta diversidade de ambientes, possuindo desde remansos a
grandes corredeiras, caracteristicas tais que fazem com que possua umas das maiores
diversidades de peixes da regido Amazonica, abrigando cerca de 480 espécies, sendo
destas, 50 endémicas para esta regido (ZUANON, 1999; WINEMILLER et al., 2016).

Além disso, ele oferece um excelente cendrio para estudos biogeogréaficos. Seus
mais de 2000 km de extensdo sdo permeados por inUmeras corredeiras de aguas
cristalinas correndo sobre formacdes rochosas do pré-cambriano no escudo do Brasil
Central (ALMEIDA, 1978; GOULDING et al.,, 2003), propiciando isolamento
geografico e/ou ecoldgico com potenciais influéncias histdricas sobre a diversidade de
fenotipos e gendtipos das populagdes de peixes ao longo desta regiao.

Dentro dos grupos de peixes que caracterizam a ictiofauna do rio Xingu, temos a
ordem Siluriformes considerada a segunda maior ordem de peixes da regido
Neotropical. Os Siluriformes agregam cerca de 3.730 espécies distribuidas em 490
géneros, que representam cerca de 10% do total da diversidade de peixes conhecida na
regido Amazonica (CRAMER et al., 2011; FERRARIS, 2007; NELSON et al., 2016).
As espécies pertencentes a este grupo sdo conhecidas popularmente como bagres
(catfish), por apresentarem o corpo sem escamas, podendo ser liso ou recoberto por
placas, além da presenca de até trés pares de barbilhGes ao redor da boca (BRITSKI et
al., 1988; NELSON et al., 2016).

Os Siluriformes s&o constituidos por 40 familias, com destaque para
Loricariidae, que representa um dos grupos de peixes mais diversos da regido
Neotropical, sendo endémico para a mesma, comportando aproximadamente 936
especies validas (ESCHMEYER e FONG, 2016) distribuidas em sete subfamilias:
Lithogeninae, Neoplescostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae, Hypostaminae,
Ancistrinae e Delturinae (ARMBRUSTER, 2004; REIS et al., 2006; FERRARIS, 2007).
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Os Loricariidae sao conhecidos popularmente como cascudos ou acaris devido a
presenca de placas dérmicas que recobrem toda a sua parede corporal. Além disso,
podem ser diferenciados das espécies de outras familias por possuirem a regido ventral
achatada e uma boca inferior em forma de ventosa (REIS et al., 2003, NELSON et al.,
2016) (Figura 1).

Os acaris ou cascudinhos sdo peixes que variam de porte pequeno a médio, com
algumas espécies medindo até um metro de comprimento. Alimentam-se principalmente
de algas e detritos, sendo classificados quase sempre como espécies detritivoras.
Entretanto, a medida que mais estudos de dieta e comportamento sdo feitos, observa-se
que varias espécies sdo, na realidade onivoras tendendo a carnivoria (larvas de insetos,
moluscos e demais invertebrados bentonicos) (L. M. SOUSA, com. pess.). Podem ser
capturados em todos os tipos de aguas, desde ambientes I6ticos, com alta correnteza,
como as fortes corredeiras do rio Xingu, até grandes lagos (REIS et al., 2003;
CRAMER, 2009; LUJAN et al., 2010).

Loricariidae € um grupo emblemético em relacdo a diversidade de espécies,
além de exibirem distintos padrbes de pigmentacdo corporal, na qual a mesma espécie
pode apresentar uma dezena de variantes de acordo com sua area de ocorréncia
(CAMARGO e GHILARDI, 2009). Encontram-se amplamente distribuidos em toda a
América do Sul, sendo encontrados desde o Uruguai e sul da Argentina até o norte da
Costa Rica (REIS et al., 2003; CAMARGO et al., 2004).

Figura 1. Foto de Pseudacanthicus pirarara (espécime vivo) destacando a morfologia externa
bésica de um exemplar tipico da familia Loricariidae. Em destaque, vista ventral da boca. (Foto de

Leandro Sousa).
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1.2. O género Baryancistrus Rapp Py-Daniel, 1989

A familia Loricariidae atualmente é composta por 92 géneros, sendo
Baryancistrus representado por seis espécies: Baryancistrus niveatus (CASTELNAU
1855), Baryancistrus chrysolomus Rapp Py-Daniel, Zuanon e de Oliveira 2011,
Baryancistrus beggini Lujan, Arcer e Armbrister 2009, Baryancistrus longipinnis
(KINDLE 1895), Baryancistrus demantoides Werneke, Sabaj, Lujan e Armbrister 2005
e Baryancistrus xanthellus Rapp Py-Daniel, Zuanon e de Oliveira 2011.

As espécies de Baryancistrus podem ser diferenciadas dentre os demais géneros
de Loricariidae por uma combinacdo de caracteres, tais como: presenca de uma
membrana hipertrofiada posterior ao ultimo raio da nadadeira dorsal alcangando a placa
de sustentacdo da nadadeira adiposa, (exceto B. beggini a qual esta totalmente conectada
ao espinho da nadadeira adiposa); pré-maxilas paralelas ao focinho com grande nimero
de dentes e abertura branquial relativamente curta quando comparada a Parancistrus
(RAPP PY-DANIEL et al., 2011; WERNEKE et al., 2005).

Ainda estas espécies possuem um padrdo de colorido muito atraente, o que faz
com que elas sejam amplamente utilizadas no mercado de peixes ornamentais
(CAMARGO e GHILARDI JR, 2009; RAPP PY-DANIEL et al., 2011; CAMARGO et
al., 2013). Na bacia do rio Xingu, foram descritas duas espécies: B. chrysolomus e B.
xanthellus, e ao menos duas possiveis novas espécies de Baryancistrus foram

registradas para esta drenagem: Baryancistrus aff. nivetaus e Baryancistrus sp. "verde".

1.3. Baryancistrus chrysolomus

Baryancistrus chrysolomus é uma espécie endémica da bacia do rio Xingu,
conhecida popularmente como acari-aba-amarela. Esta espécie é diferenciada das
demais do género, exceto de B. xanthellus, por possuir faixas amarelas nas extremidades
das nadadeiras caudal e dorsal e um corpo escuro com pontos claros esmanecidos
(Figura 2). Os individuos desta espécie habitam fendas rochosas em ambientes de
correnteza lenta a moderada, onde ha acumulo de sedimentos. Alimentam-se
principalmente de diatomaceas e larvas de insetos que estdo associadas aos sedimentos
(RAPP PY-DANIEL et al., 2011).

De acordo com Lujan et al. (2015), a classificacdo taxondmica de Baryancistrus
chrysolomus é:

Ordem: Siluriformes
Familia: Loricariidae
Subfamilia: Hypostominae
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Género: Baryancistrus
Espécie: Baryancistrus chrysolomus

Figura 2. Imagem da espécie Baryancistrus chrysolomus (Comprimentro padrdo=8,3 cm). (Foto:
Leandro Melo de Sousa).

1.4. Baryancistrus xanthellus

Conhecida popularmente como acari-amarelinho ou cascudo-pepita-de-ouro, B.
xanthellus (Figura 3) tem grande importancia comercial, sendo muito apreciada na
aquariofilia, além de ser, em tamanho adulto, usada como fonte de alimentagdo pelos
ribeirinhos e populacdo da regido da cidade de Altamira. E endémica da bacia do rio
Xingu e possui uma ampla distribuicdo dentro deste rio, podendo ser capturada desde a
porcdo media do rio Xingu, em S&o Félix do Xingu até Belo Monte, no baixo curso da
mesma bacia (RAPP PY-DANIEL et al., 2011; L. M. SOUSA, com. pess.).

Esta espécie é diferenciada de seus congéneres devido a presenca de pontos
amarelos que abrangem todo o seu corpo, e pela presenca de faixas conspicuas na
extremidade das nadadeiras caudal e dorsal. As faixas manchas nas nadadeiras estio
presentes nos individuos juvenis dessa espécie e vao desaparecendo quando 0s mesmos
se tornam adultos (RAPP PY-DANIEL et al., 2011).
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Figura 3. Imagens de individuos da espécie Baryancistrus xanthellus. A. Representante de um
individuo jovem (CP=14,6 cm) e B. Representante de individuo adulto (Comprimentro padrdao=23,8

cm). (Foto: Leandro Melo de Sousa).

Classificacdo taxondmica de Baryancistrus xanthellus estabelecida segundo o
estudo de Lujan et al. (2015) segue abaixo:

Ordem: Siluriformes
Familia: Loricariidae
Subfamilia: Hypostominae
Género: Baryancistrus
Espécie: Baryancistrus xanthellus

Baryancistrus xanthellus é uma espécie tipicamente reofilica, comumente
encontrada associada a ambientes com blocos e matacdes de rocha e em corredeiras
rasas, podendo ser capturada em ambientes de até 20 metros de profundidade com
correnteza forte a moderada. Sao animais noturnos que, assim como a maioria dos

Loricariidae, sdo classificados como detritivoros, alimentando-se praticamente de algas
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e diatomaceas (ZUANON, 1999; L. M. SOUSA, com. pess.). Esta espécie se reproduz
de julho a setembro, depositando os seus ovos em fendas de rochas, embaixo ou sobre
as mesmas (ELETROBRAS, 2009).

As varias expedicOes realizadas nos ultimos anos ao rio Xingu possibilitaram
verificar e registrar uma variacdo nos padrfes de pigmentacdo da espécie ao longo da
sua area de distribuicdo. Foi possivel observar pelo menos quatro aspectos nos padrdes
de pigmentacdo amarela em formato de pontos, distribuidos ao longo do corpo dos
individuos de B. xanthellus: i) Pigmentacdo amarela intensa em forma de pontos
grandes (maiores que um quarto do didmetro ocular); ii) Pigmentacdo amarela intensa
em forma de pontos pequenos (menores que um quarto do diametro ocular); iii)
Pigmentacdo amarela esmaecida em forma de pontos pequenos (menores que um quarto

do didmetro ocular); iv) Auséncia de pigmentacdo amarela em forma de pontos.
1. 5. Baryancistrus sp. “verde”

A espécie ainda ndo descrita conhecida como Baryancistrus sp. “verde” ¢
diferenciada por ser totalmente verde, sem pontos claros ao longo do corpo e sem
bandas claras nas margens distais das nadadeiras (Figura 4). Este morfotipo tem sido
chamado de Baryancistrus sp. "verde™ ou Baryancistrus sp. "marrom™ em trabalhos
cientificos de levantamento ictiofaunistico e sdo conhecidos localmente pelos
pescadores como acari-amarelinho-feio. Observacfes em campo sugerem que essa nova
espécie possivelmente trata-se de uma variagdo morfolégica de B. xanthellus, gerando,
dessa forma, mais duvidas em relacdo a real identidade dessa espécie, da real
distribuicéo e estruturacdo populacional da mesma.

Figura 4. Imagem da suposta espécie nova Baryancistrus sp. “verde” (Comprimentro padrdo=11,4

cm). (Foto: Leandro Melo de Sousa).
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1. 6. Baryancistrus aff. niveatus

A espécie ainda ndo descrita Baryancistrus aff. niveatus, conhecida localmente
como acari-comum, é muito apreciada na pesca comercial e ornamental. E uma espécie
de grande porte podendo chegar até 33 cm, caracterizada por ter um corpo escuro com
presenca de manchas brancas irregularmente distribuidas, que sdo numerosas nos
adultos (CAMARGO et al., 2013) (Figura 5). Sdo peixes encontrados em locais com

forte correnteza, habitando fendas entre blocos rochosos.

Figura 5. Imagem da espécie nova Baryancistrus aff. niveatus (Comprimentro padrdo=13,1 cm).
(Foto: Leandro Melo de Sousa).

1. 7. Marcadores Moleculares

Diante deste cenario de incertezas taxondmicas, abordagens moleculares se
fazem essenciais. Atualmente, os marcadores moleculares sdo ferramentas importantes
na area da conservagdo, pois possibilitam que sejam realizadas inferéncias sobre a
histéria demografica, tamanho populacional, fluxo génico e estrutura da populagdo
(DRUMOND et al., 2005; STEINER et al., 2013). Além disso, a escolha correta do
marcador pode ajudar na identificacdo de espécies com problemas na taxonomia e na
deteccéo de espécies cripticas (SOLE-CAVA, 2001; ALLENDOREF et al., 2010).

Alguns dos marcadores mais usados pertencem ao genoma mitocondrial
(mtDNA). O DNA mitocondrial dos vertebrados é uma molécula circular formada por
37 genes, possuindo cerca de 17000 pares de bases. Dois destes genes codificam RNA
ribossomal, 22 codificam diferentes moléculas de RNA transportador e 13 sdo
codificadores de polipeptideos. Além destes genes, 0 mtDNA possui também uma
regido controle, ou D-loop (Displacement loop), onde a replicacdo do DNA inicia
(AVISE, 2009).
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Os estudos com o uso do mtDNA tiveram inicio na década de 1970, e até os dias
atuais ele é amplamente utilizado para estudos sobre a estrutura e historia evolutiva
recente de populagdes (BALLARD e WHITLOCK, 2004), devido as suas caracteristicas
peculiares que ha muito tempo vem sendo discutidas no campo da genética, tais como a
facil amplificacdo devido a seu elevado nimero de cdpias por célula, heranga materna,
taxa elevada de mutacdo, auséncia de recombinacéo, auséncia de intron, além de ser
considerado de evolucdo neutra (BROWN, 2008; GALTIER et al., 2009).

Dentre as regifes mitocondriais que sdo amplamente usadas no campo da
genética temos o gene Cytocromo b (Cyt b). O Cytocromo b é uma enzima que esta
presente na cadeia respiratoria do processo de respiracdo celular que ocorre na
mitocdndria, chamada de subunidade catalitica central da ubiquinol citocromo ¢
reductase. O Cyt b é um marcador amplamente utilizado em estudos populacionais,
devido a presenca de regides conservadas e altamente variaveis (MEYER, 1994). Vérios
trabalhos realizados com peixes vem usando este marcador para realizar inferéncias
filogeogréficas, filogenéticas e divergéncias interes e intraespecifica (HARDMAN,
2004; GUO e ZHANG, 2005; KARTAVTSEV et al., 2007; HABIB et al., 2011; AN et
al, 2012; SINGH et al., 2012; GORDEEVA e VOLKOQV, 2016; LI et al., 2017).

Apesar de todas as caracteristicas que tornam o DNA mitocondrial um marcador
ideal para estudos genéticos, atualmente, varios artigos criticam 0 uso estrito deste
marcador para a realizagdo de inferéncias demograficas e estudos evolutivos de
populacdes (GALTIER, et al., 2009). Por exemplo, a heranca uniparental do mtDNA
torna este marcador incapaz de fazer inferéncias precisas em casos de hibridizacao,
separacdo incompleta de linhagens e introgresséo (BERMINGHAM e MORITZ, 1998).

Com isso, a cada dia mais trabalhos vem sendo realizados onde além do uso do
DNA mitocondrial também sdo sequenciados genes nucleares, permitindo assim um
conhecimento mais profundo sobre a historia evolutiva dos organismos (AVISE, 2009;
Ll etal., 2010).

Os genes do DNA nuclear sdo formados por regides codificantes, os éxons, e
regides ndo codificantes, chamadas de introns. Para alguns genes, geralmente, os introns
possuem uma variabilidade mais elevada, sendo considerados marcadores neutros,
estando associados a regides codificantes mais conservadas, 0s éxons, possuindo assim
caracteristicas ideais para estudos genéticos (CORTE-REAL et al., 1994; TOURIYA et
al., 2003; CREER, 2007; LI et al., 2010).
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1. 8. Justificativa

Apesar da sua rica diversidade, ainda sdo poucos os trabalhos realizados na
regido Neotropical que busquem avaliar a estrutura populacional das espécies,
ocasionando a escassez de conhecimento acerca da formagdo das drenagens desta
regido, e da relacdo entre as espécies que nelas habitam. Quando falamos em trabalhos
relacionados a familia Loricariidae este niUmero ainda é menor. Alguns dos trabalhos
que se destacam s&o referentes ao género Hypostomus, como o estudo de Carvalho et al.
(2015), realizado na bacia do rio Parand, onde ele descreve o padréo filogeogréfico da
espéecie Hypostumus ancistroides, verificando que durante o Quaternario as populacdes
de H. ancistroides sofreram um processo de isolamento, mas que ndo foi capaz de
causar especiacdo nessa espécie.

Em um outro estudo realizado na bacia do rio Parana, Borba et al., (2013)
buscou testar se as populacdes da espécie Hypostomus strigaticeps representam um
grupo de espécies cripticas ou populacdes estruturadas. Eles constataram que as
diferentes populagdes analisadas sdo representadas pela mesma espécie de H.
strigaticeps.

Liedke (2007) estudou o padrdo filogeografico do género Eurycheilichthys
fazendo com que seja possivel conhecer os processos evolutivos que originaram este
grupo endémico para regido sul do Brasil.

Até a presente data ndo existem trabalhos com descri¢cbes da estrutura genética
de populacgdes e limites interespecificos entre as espécies do género Baryancistrus, nao
existindo desta forma nenhum trabalho que trate da historia evolutiva da espécie B.
xanthellus.

Diante da importancia deste grupo para a regido do Xingu e enorme variacao
morfocromatica encontrada que impede a identificacdo acurada das espécies por meio
de métodos taxondmicos classicos em ictiologia, tornam-se necessarios estudos
utilizando sistematica molecular e filogeografia para uma melhor compreensdo da
historia evolutiva desse grupo. Além disso, devido ao fato de que B. xanthellus ser uma
espécie altamente valorizada no comércio de peixes ornamentais e que, vem passando
por grandes ameagas com a construcéo de grandes projetos como a hidrelétrica de Belo
Monte.

O barramento de um rio afeta diretamente sua dindmica hidroldgica,
ocasionando a perda de habitats (SABAJ PEREZ, 2015; LEES et al., 2016) que para
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esta espécie € essencial, pois ela esta diretamente associada a ambientes de corredeiras,
as quais estdo desaparecendo com o barramento.

Portanto, o presente trabalho avaliou o status das espécies do género
Baryancistrus que ocorrem no rio Xingu, utilizando o marcador mitocondrial Cyt b.
Além disso utilizando marcadores do genoma mitocondrial (Cyt b) e nuclear (RPL3 e
Prolactina), foi avaliada a estrutura genética populacional da espécie B. xanthellus com
finalidade de revelar potenciais padrfes de diferenciagdo da espécie relativas a evolugdo
da paisagem geoldgica da bacia e criar subsidios para elaboracao de estratégias eficazes

para conservacdo da mesma.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Identificar os limites interespecificos das espécies do género Baryancistrus que
ocorrem na bacia do rio Xingu e avaliar os padrdes filogeograficos de B. xanthellus com
finalidade de revelar potenciais padrées de diferenciacdo genética neste td&xon em
relagdo a evolugdo da paisagem geologica da bacia, utilizando marcadores

mitocondriais e nucleares.

3.2. Objetivos especificos

v" Verificar o status e validacdo taxondmica da espécie Baryancistrus sp. “verde”;

v" Descrever a estruturacdo populacional de B. xanthellus;

v" Realizar inferéncias sobre a histéria demografica de B. xanthellus;

v" Inferir o fluxo génico e capacidade de dispersdo entre as diferentes populacdes
de B. xanthellus e testar a hipdtese de que os diferentes sitios de amostragem

representem areas de endemismo independentes para a espécie.
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Resumo

As espécies de Baryancistrus apresentam uma grande diversidade de padrdes de
coloragéo, que varia dependendo da localidade onde habitam. Estes padrdes resultam
nos varios morfotipos reconhecidos como codigo-L no comércio de peixes ornamentais.
Nos utilizamos sequéncias de um fragmento do gene mitocondrial Cytocromo b para
caracterizar e delimitar as espécies do género Baryancistrus que ocorrem na bacia do rio
Xingu. De acordo com 0s nossos dados existem sete Unidades Taxonomicas
Operacionais Molecular (MOTUSs) de Baryancistrus para esta bacia, sendo que a
suposta espécie nova Baryancistrus sp. “verde”, na verdade trata-se de uma variagédo de
coloragéo de B. xanthellus, que neste trabalho, apareceu subdividida em cinco grupos
pelo resultado do BAPS. A abordagem aqui empregada foi Gtil para delimitar as
espécies de Baryancistrus, o que ressalta a importancia da taxonomia integrativa
combinando informacdes baseadas em identificacdo morfoldgica com dados
moleculares, utilizando marcadores de DNA espécie-especificos. Isso torna possivel o
reconhecimento e/ou validacao de espécies em grupos com taxonomia mal resolvida,
contribuindo para um maior conhecimento da ictiodiversidade e a elaboracéo de planos

de conservacao.

Palavras-chave: Cytocromo b, Loricariidae, Marcadores moleculares, MOTUs
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1. Introducgéo

O género Baryancistrus Rapp Py-Daniel, 1989 pertencente a familia
Loricariidae é representado por seis espécies: Baryancistrus beggini Lujan, Arce and
Armbruster 2009, Baryancistrus niveatus (Castelnau, 1855), Baryancistrus demantoides
Werneke, Sabaj, Lujan and Armbruster, 2005, Baryancistrus longipinnis (Kindle 1895),
Baryancistrus chrysolomus Rapp Py-Daniel, Zuanon e de Oliveira, 2011, e
Baryancistrus xanthellus Rapp Py-Daniel, Zuanon e de Oliveira, 2011.

As espécies de Baryancistrus podem ser diferenciadas dos demais géneros de
Loricariidae utilizando-se uma combinacéo de caracteres, tais como: presenca de uma
membrana hipertrofiada posterior ao Gltimo raio da nadadeira dorsal alcangcando a placa
de sustentacdo da nadadeira adiposa, (exceto B. beggini a qual esta totalmente conectada
ao espinho da nadadeira adiposa); pré-maxilas paralelas ao focinho com grande numero
de dentes e abertura branquial relativamente curta quando comparada a Parancistrus
(Werneke et al., 2005; Rapp Py-Daniel et al., 2011).

Por apresentar uma grande diversidade de padrées de colorido, com cores
vibrantes e bonitas, as espécies do género tornam-se muito requisitadas no comércio de
peixes ornamentais (Camargo e Ghilardi, 2009; Rapp Py-Daniel et al., 2011). Além
disso, algumas espécies apresentam uma grande variacao de coloracdo (e. g. B.
xanthellus) dependendo da localidade onde € coletada, fazendo com que uma mesma
espécie apresente varios morfotipos reconhecidos com cédigo-L (sistema de
classificacdo ndo cientifica criada pela revista DATZ, Stawikowski, 1982). Esta grande
variacdo pode-se tornar um problema para taxonomia classica, principalmente em
grupos onde o colorido é fundamental para a diferenciacéo das espécies, necessitando,
assim, do uso de outras ferramentas, como técnicas moleculares para complementar os
dados morfolégicos, embasando de maneira mais acurada e robusta a determinacao de
espécies ou até mesmo identificando o polimorfismo em relacéo ao colorido.

Recentemente, duas espécies do género foram descritas para a bacia do rio
Xingu: B. chrysolomus e B. xanthellus. Além destas, ao menos duas possiveis novas
especies sdo encontradas, Baryancistrus aff. nivetaus e Baryancistrus sp. "verde". Essa
ultima é caracterizada por apresentar o colorido totalmente verde, sem pontos claros ao
longo do corpo e sem bandas claras nas margens distais das nadadeiras. Este morfotipo
também é conhecido como Baryancistrus sp. "marrom™ em alguns trabalhos cientificos
de levantamento ictiofaunistico. E conhecido localmente pelos pescadores ornamentais

como "acari-amarelinho-feio". Interessante notar que "acari-amarelinho" é o nome
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popular de B. xanthellus, evidenciando o entendimento dos pescadores, ainda que
empiricamente, sobre parentesco destas duas especies.

Atualmente, os marcadores moleculares, aléem de serem Uteis na identificacdo
répida de espécies, estdo sendo usados para realizar a delimitagdo das mesmas, que é um
fator importante em diversas areas biologicas, pois permite conhecer a diversidade e
distribuicdo das espécies, auxiliando na elaboracéo de estratégias eficazes para a
conservacao da biodiversidade (Agapow et al., 2004; Yang e Rannala, 2014).

A abordagem molecular usando DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido
amplamente utilizada em estudos com peixes, pois 0 MtDNA tem se mostrado um
marcador util para fornecer informac@es de diferencas genéticas a nivel de espécie (An
et al., 2012; Pereira et al., 2013). Dentre as regides do mtDNA que sdo usadas para
estudos com peixes, destaca-se o gene cytocromo b (Cyt b) que é uma regido bem
conservada, sendo considerada em varios trabalhos como uma ferramenta Gtil para
identificacdo de espécies de peixes (Gordeeva e Volkov, 2016; Habib et al., 2011;
Kartavtsev et al., 2007; Singh et al., 2012).

Portanto, considerando o cenario de incertezas taxonémicas relacionado as
espécies que compde Baryancistrus ocorrentes no rio Xingu, o objetivo do presente
trabalho foi identificar as diferencas genéticas interespecificas neste grupo, utilizando o
marcador mitocondrial Cyt b e dessa forma auxiliar na identificacdo e diferenciacéo

dessas espécies, contribuindo com a taxonomia e sistematica do grupo.
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2. Material e métodos

2.1. Area de estudo e amostragem

rio Bacajd /7%

4

55 55 7 ) 51

Fig. 1: Mapa dos pontos de amostragem de Baryancistrus ao longo do rio Xingu. 1: Vit6ria do Xingu; 2:
Belo Monte; 3: Jericod; 4: Percata; 5: Pariaxd; 6: Seca Farinha; 7: Ilha da fazenda; 8: lgarapé Itat4; 9:
Cotovelo; 10: Gorgulho da Rita; 11: Boa Esperanga; 12: Cachoeira Grande; 13: Boa Esperanga (Resex);
14: Cachoeira das Minhocas; 15: llha do Papagaio; 16: Cachoerinha; 17: Ressaca da Califdrnia; 18:
Lajeiro; 19: Sdo Lucas; 20: Beng; 21: Pousada; 22: Porto Zé Carlos; 23: Zéfa; 24: Irineu; 25: Xingu,
acima da Confluéncia Xingu/lriri; 26: Balisa; 27: Pedra Preta (Resex); 28: Estragado; 29: Morro Grande;
30: Bela Vista; 31: Bom Jardim; 32: Sdo Gongalo; 33: Serra do Pardo; 34: Travessdo do Nazareé; 35:
Araraquara; 36: Remansinho; 37: Xadai; 38: Pedra Preta; 39: Onca.
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Foram realizadas coletas em 39 localidades ao longo da porcéo média da bacia
do rio Xingu, desde a regido de Vitoria do Xingu a S&o Félix do Xingu. As coletas
foram distribuidas em 24 pontos na calha principal do rio Xingu, 13 pontos no rio Iriri
um de seus principais tributérios e dois no rio Bacaja, um pequeno afluente da regido da
Volta Grande do rio Xingu (Tab. 1 e Fig. 1).

As coletas foram realizadas entre os anos de 2012 e 2016, obtendo um total de
420 individuos capturados de quatro espécies: B. chrysolomus, Baryancistrus aff.
niveatus, Baryancistrus sp. “verde” e B. xanthellus. Todos os individuos tiveram
amostras de tecido bioldgico coletadas, acondicionadas em tubos criogénicos,
preservadas em alcool 96% e mantidas em freezer a -20° até a extracdo do DNA.

Todos os exemplares foram previamente identificados em campo com o auxilio
de literatura especializada (Rapp Py-Daniel et al., 2011) e posteriormente confirmada a
identificacdo em laboratdrio e depositados em colecdes ictioldgicas nas seguintes
instituicbes: LIA, Laboratorio de Ictiologia de Altamira, Universidade Federal do Para,
Brasil; INPA-ICT, Colecdo de Peixes do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia,
AM, Brasil, e ANSP, Academy of Natural Sciences of Philadelphia, PA, USA.

Tabela 1: Numero de amostras das espécies de Baryancistrus que ocorrem no rio Xingu

distribuidas por localidade de coleta.

N° de amostras por espécie

Localidades B. xanthellus B. aff. niveatus B. chrysolomus B. sp. ""verde"
1 Vitdria do Xingu (XVX) 1
2 Belo Monte (XBM) 10 2 27
3 Jericoa (XJC) 21 1
4 Percata (BPT) 1 3

5 Pariaxa (BPX) 13 4

6 Seca Farinha (BSF) 10 1

7 llha da fazenda (XIF) 30 6

8 lgarapé Itata (XII) 4

9 Cotovelo (XCT) 23 9

10 Gorgulho da Rita (XGR) 8

11 Boa Esperanca (XBE) 14 1

12 Cachoeira Grande (ICG) 25 1 4

13 Boa Esperanca/Iriri (IBE) 1

14 Cachoeira das Minhocas (ICL) 4

15 llha do Papagaio (I1P) 5

16 Cachoeirinha (ICA) 5

17 Ressaca da Califérnia (IRC) 1

18 Lajeiro (ILJ) 10

19 S&o Lucas (ISL) 4
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Tabela 1 (Continuacéo): Numero de amostras das espécies de Baryancistrus que

ocorrem no rio Xingu distribuidas por localidade de coleta.

N° de amostras por espécie
Localidades B. xanthellus B. aff. niveatus B. chrysolomus B. sp. "'verde"

20 Bené (IBN) 6 1
21 Pousada (IPD) 2
22 Porto Zé Carlos (IPC) 2
23 Zefa (1ZF)
24 Irineu (11V)
25 Acima da confluéncia (XCC)
26 Balisa (XBL)
27 Pedra Preta/Resex (XRP)
28 Estragado (XED)
29 Morro Grande (XMG)
30 Bela Vista (XBV)
31 Bom Jardim (XBJ)
32 Séo Gongalo (XSG)
33 Serra do Pardo (XSP)
34 Travessdo do Nazaré (XTZ)
35 Araraquara (XAR)
36 Remasinho (XRE)
37 Xadai (XXA)
38 Pedra Preta (XPP)
39 Onga (XON)
TOTAL 329 40 22 29
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2.2. Procedimentos laboratoriais

2.2.1. Isolamento do Material Genético e Regides Genbmicas

Para obtencdo do material genético, foi utilizado o kit comercial Wizard
Genomic-PROMEGA, conforme as instrugdes do fabricante. A qualidade do DNA
obtido foi avaliada através de Eletroforese submarina horizontal, onde uma mistura de 2
uL de DNA e 2 uL Gel Red™ (BIOTIUM) foram aplicadas em minigel de agarose
(1%) e migradas por 30 minutos, a 60 Volts. Apds a realizacao da eletroforese, as
amostras foram visualizadas em transiluminador sob luz UV e fotodocumentadas.

O fragmento do marcador mitocondrial Cyt b foi isolado por meio da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando os iniciadores FishCytbF (5°-
ACCACCGTTGTTATTCAACTACAAGAAC-3") e TrucCytbR (5’-
CCGACTTCCGGATTACAAGACCG-3’) desenvolvidos por Sevilla et al. (2007).

A reacédo ocorreu com um volume final de 15 pL, sendo 2,4 uLL. de DNTP (1,25
mM), 1,5 uLL de tampao (Buffer) (10x), 0,6 pL de MgCl12 (50 mM), 0,6 uL de cada
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iniciador (50 ng/uL), 0,6 uL de DNA total (aproximadamente 100 ng), 0,1 uL de Taq
DNA polimerase (5 U/uL) ¢ agua purificada para completar o volume final da reagédo.
As condigdes de amplificacdo empregadas foram: desnaturacado inicial a 94 °C por 3
minutos; 35 ciclos de desnaturagdo a 94° C por 30 segundos, hibridizagéo a 55° por 35
segundos, e extensdo a 72 °C por 50 segundos e uma extenséo final a 72 °C por 2
minutos.

2.2.2. Sequenciamento

As amostras amplificadas foram purificadas com PEG (Polietileno Glicol) de
acordo com o protocolo descrito por Paithankar e Prasad (1991) e em seguida
submetidas a reacdo de sequenciamento utilizando o método formulado por Sanger et al.
(1977), com os reagentes do kit Big Dye (ABI PrismTMDyeTerminator
CycleSequencing.ReadingReaction-Life Techlogies), sendo o produto precipitado
submetido a eletroforese no sequenciador automatico capilar ABI 3500 (Applied

Biosystems).
2.2.3. Banco de dados

As sequéncias de DNA foram visualizadas e editadas manualmente utilizando o
programa BioEdit (Hall, 1999). Apoés as correcdes, o alinhamento automatico foi
realizado no CLUSTALW (Thompson et al., 1994) implementado no BioEdit (Hall,
1999). A caracterizacdo dos haplétipos (identificagdo do nimero e frequéncia nas

populacgdes), foi realizada no programa DNAsp (Librado e Rozas, 2009).
2.3. Analises populacionais

Para verificar a relacdo espacial e genealdgica dos haplétipos das diferentes
espécies analisadas foi construida uma rede de hapl6tipos no programa
HAPLOVIEWER (Salzburger et al., 2011), obtida a partir de uma arvore de Maxima
Verossimilhanga implementada no programa PhyML (Guindon et al., 2010), de acordo
com o modelo evolutivo sugerido pelo programa Kakusan (Tanabe, 2007).

Para identificar grupos genéticos divergentes foi realizada uma anélise de
estruturacdo populacional apenas com as espécies B. xanthellus e Baryancistrus sp.
“verde”, utilizando a Analise Bayesiana de Estruturacao Populacional (Bayesian
Analysis of Population Structure), implementada no programa BAPS6 (Corander e
Marttinen, 2006), onde o resultado encontrado foi utilizado para gerar a arvore guia para
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a analise de delimitac@o. Nesta analise, 0 nimero de agrupamentos € definido usando
um algoritmo Bayesiano que estima a distribuicdo das frequéncias alélicas de todas as
populagdes em teste (Corander et al., 2003).

Os niveis de divergéncia genética inter e intrapopulacionais (distancia P néo

corrigida), foram verificados no programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016).
2.4. Delimitacao de espécies

A reconstrucdo das relacdes filogenéticas usando a abordagem de Maxima
Verossimilhanca foi realizada utilizando apenas uma sequéncia representante para cada
hapldtipo do banco. A analise foi conduzida no programa RAXML verséo 8.1
(Randomized Axelerated Maximum Likelihood) (Stamatakis, 2006), sendo a
significancia dos agrupamentos da arvore estimada pela analise de bootstrap, gerada a
partir de 1000 pseudoréplicas.

A delimitacdo de espécies foi conduzida no programa BPP versédo 3.3 (Bayesian
Phylogenetics and Phylogeography). Este programa usa uma arvore de espécies guia e
gera distribuicGes a posteriori de modelos de delimitacdo de espécies (Yang e Rannala,
2010). Foi utilizada a topologia gerada pelo RAXML (bem como os agrupamentos
visualizados no BAPS) como arvore guia usada no BPP para minimizar o nimero de
cenarios da delimitacdo de possiveis espécies. Portanto, foram assumidas oito Unidades
Taxondmicas Operacionais Molecular (Molecular Operational Taxonomic Unit,
MOTU) na anélise, onde cada grupo formado no BAPS para B. xanthellus foi
considerado como sendo um MOTU. Com a finalidade de testar o efeito de diferentes
tamanhos efetivos (grande, pequeno e médio) sobre a delimitacdo de espécies, as
simulacdes foram conduzidas sob trés distintas combinac@es de priors (6 =2 1000, 6 =2
10000, 6 =2 100000 e T =2 1000).

3. Resultados

Utilizando-se o marcador mitocondrial Cyt b (717pb) foram obtidas 327
sequéncias para B. xanthellus (123 haplétipo), 22 para B. chrysolomus (14 haplétipo),
40 para Baryancistrus aff. niveatus (8 haplotipo) e 29 para Baryancistrus sp. “verde”
(15 haplotipo).

Na distribuicdo genealdgica dos haplétipos das quatro morfo-espécies, foi
verificada a presenca de apenas trés unidades monofiléticas de Baryancistrus para a

regido do medio Xingu, sendo que Baryancistrus sp. “verde”, até ha pouco tempo
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considerada uma espécie nova e em processo de descri¢do (L. Sousa e R. R. de Oliveira,
informacao pessoal), encontra-se compartilhando os mesmos haplétipos com B.
xanthellus formando com este apenas um grupo. Ja B. chrysolomus e Baryancistrus aff.
niveatus foram recuperadas na anélise como distintas entre si e de B. xanthellus por um

grande nimero de passos mutacionais (Fig. 2).

€

B. xanthellus .

B. sp. “verde” .

B. chrysolomus .

B. niveatus .

Figura. 2: Rede haplotipica representando a distribuicdo dos hapl6tipos das quatro morfoespécies de

Baryancistrus que ocorrem no rio Xingu. As cores abaixo da rede representam as espécies.

Baseado no resultado da analise BAPS, néo foi possivel reconhecer B. xanthellus
e Baryancistrus sp. “verde” como espécies distintas. Entretanto, as populacées de B.
xanthellus apresentaram-se estruturadas em cinco agrupamentos (Probabilidade=1). O
primeiro grupo foi formado por individuos dos pontos (10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23 e 25) que compreendem a regido da Resex do rio Iriri (Grupo A); 0
segundo grupo (2, 10, 26, 27, 28, 29, 30 e 31) com individuos da Resex do rio Xingu
(Grupo B); o terceiro grupo (1, 2, 3, 3,4,5,6,7,8.9, 10 e 11) formado por individuos
da Volta Grande do Xingu (Grupo C), no qual o morfotipo Baryancistrus sp. “verde”
ficou inserido; o quarto grupo (32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 e 39) formado com um nimero
menor de individuos da regido de Sdo Félix do Xingu (Grupo D), e ultimo e quinto
grupo (20, 21, 22, 23 e 24) com um menor numero de individuos da Estagdo Ecoldgica
da Terra do Meio-Iriri (Grupo E) (Fig. 3).



39

Fig. 3: Gréfico do resultado da analise bayesiana realizada no programa BAPS para estimar o nimero de
agrupamentos nas populacdes de B. xanthellus e B. sp. “verde” ao longo do médio rio Xingu
evidenciando cinco grupos indicados pelas cores Verde (Grupo A), Laranja (Grupo B), Rosa (Grupo C),
Azul (Grupo D) e Amarelo (Grupo E).

Quanto a delimitacdo molecular de espécies, assumindo a existéncia de oito
MOTUs, o resultado da analise de delimitacdo, gerou uma arvore com probabilidades 1
para quase todos os nds, com exceg¢do para Baryancistrus sp. “verde”, que apresenta
valores de probabilidade posteriori proximos a zero, ndo obtendo, portanto, suporte
como uma espécie valida (Fig. 4).

Na arvore de Maxima Verossimilhanca realizada apenas com os hapl6tipos das
quatro morfo-espécies estudadas, é possivel ver a separacdo entre as espécies B.
chrysolomus, Baryancistrus aff. niveatus. B. xanthellus mais uma vez veio separada em
cinco grupos com Baryancistrus sp. “verde” fazendo parte de uma das suas populagdes,
corroborando os resultados encontrados na anélise Bayaesiana (Bayesian Phylogenetics
and Phylogeography) (Fig. 5). Portanto, estima-se a presenca de sete MOTUS de
Baryancistrus para a bacia do rio Xingu.

A distancia genética entre os grupos gerados pelo BAPS, incluindo
Baryancistrus sp. “verde” dentro de B. xanthellus e as espécies Baryancistrus aff.
niveatus e B. chrysolomus, variou de 0,015 a 0,072 entre B. xanthellus (Grupo A) e B.
xanthellus (Grupo C) e Baryancistrus aff. niveatus e B. xanthellus (Grupo B),

respectivamente (Tab. 2).
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Fig. 4: Cladograma com resultado da anélise Bayesiana de delimitacdo para as espécies do género

Baryancistrus do médio rio Xingu, assumindo uma arvore guia com oito espécies. Os valores dos nos, sdo

referentes ao tamanho populacional grande, médio e pequeno, respectivamente.

Tabela 2: Distancia genética p (ndo corrigida) entre as espécies B. chrysolomus, Baryancistrus aff.

niveatus e os agrupamentos de B. xanthellus formados pelo BAPS.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7

1 B. niveatus 0,008 0,009 0,008 0,008 0,009 0,009
2 B. chrysolomus 0,065 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007
3 B. xanthellus (Grupo B) 0,072 0,048 0,005 0,005 0,006 0,006
4 B. xanthellus (Grupo A) 0,063 0,047 0,024 0,004 0,005 0,005
5 B. xanthellus (Grupo C) 0,062 0,046 0,023 0,015 0,005 0,004
6 B. xanthellus (Grupo D) 0,068 0,049 0,036 0,028 0,023 0,005

7 B. xanthellus (Grupo E) 0,064 0,047 0,030 0,025 0,018 0,020
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Fig. 5: Arvore de Maxima Verossimilhanca obtida a partir do fragmento mitocondrial Cyt b. As diferentes
cores representam as espécies dentro dos grupos reveladas pelo resultado da delimitacdo de espécies.
Tons em roxo representam o grupo da Volta Grande do Xingu; verde: Resex do rio Iriri; azul: Sao Félix
do Xingu; vermelho: Resex do rio Xingu; amarelo: Estagdo Ecologica da Terra do Meio. As siglas Bx,
Bn, Bc e Bv sdo referentes ao nome das espécies, sendo Bx: B. xanthellus; Bn: Baryancistrus aff.

niveatus; Bc: B. chrysolomus e Bv: Baryancistrus sp. “verde”.

4. Discussao

Sao enumerados cerca de 24 diferentes conceitos de espécies, todos em sua
maioria conflitantes (Mayden, 1997). Esses varios conceitos, frequentemente levam a
discordancias sobre limites ou numeros de espécies (De Queiroz, 2007; Willis, 2017).
A adocdo equivocada de um conceito de espécie pode levar ao reconhecimento de um
namero errdneo de espécies, comprometendo estudos futuros e dificultando medidas
eficazes de conservacdo das mesmas (Wiens, 2007).

Tradicionalmente, as espécies sdo descritas fazendo-se uso de caracteres
morfoldgicos, no entanto, o uso exclusivo de caracteres com alto polimorfismo e
plasticidade fenotipica na sistematica filogenética e taxonomia pode levar a vérias
inconsisténcias devido a forte influéncia da selecdo natural na evolugéo de tracos
morfoldgicos convergentes (Yang e Rannala, 2014). Atualmente, os dados moleculares
fornecem informaces adicionais sobre muitos fatores relacionados a identificacdo de
espécies, principalmente em casos de espécies cripticas (Fujita et al., 2012).

Em diversos casos, os cenarios de delimitacdo de espécies obtidos com
caracteres morfoldgicos e moleculares mostram incongruéncias. Um bom exemplo em
Loricariidae é reportado para o género Neoplecostomus, no qual foram verificadas
incongruéncias entre o numero de espécies apontadas pelos dados moleculares em
comparacao com os dados morfoldgicos. Os métodos moleculares delimitaram de nove
a 11 espécies, ao passo que a taxonomia classica reconhece 13 espécies validas para o
grupo (Roxo et al., 2015). Willis et al. (2012) estudando os ciclideos amazdnicos do
género Cichla, utilizando dados multilocus, também observaram um menor nimero de
especies do que a taxonomia morfologica permitiu reconhecer para esse grupo de
peixes. Harrington e Near (2012) encontraram esse mesmo padrao para o género
Etheostoma, peixes nativos da América do Norte, no qual foram reconhecidas apenas
trés espécies validas das seis propostas com base em caracteres morfoldgicos. E

possivel encontrar exemplos com essa mesma divergéncias em outros grupos como nas
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Salamandras (Amphibia) Pachytriton brevipes (Wu e Murphy, 2015) e em Insetos
Ophion Fabricius (Schwarzfeld e Sperling, 2015).

Os agrupamentos do BAPS revelaram que B. xanthellus e Baryancistrus sp.
“verde” sdo geneticamente similares, indicando que o morfotipo “verde” seria paenas
uma populacao de B. xanthellus ocorrente na VVolta Grande do rio Xingu, resultado
corroborado por diferentes analises. Nesse contexto, alguns estudos vem demostrando a
eficiéncia do uso de métodos de agrupamento bayesiano, como o BAPS para a posterior
inferéncia de nimero de espécies, via métodos de delimitacdo de espécies. Por exemplo,
Dejaco et al. (2016) encontraram resultados relevantes utilizando esta analise para
delimitar espécies de insetos do género Machilis, apoiando dessa forma o uso do BAPS
para estudos de delimitacdo. Estudando uma espécie de lagarto endémica do Cerrado,
Norops meridionalis, Guarnizo et al. (2016) também utilizaram esta ferramenta para
inferir o nUmero de agrupamentos dentro da espécie e assim realizar a delimitacdo por
meio do BPP, verificando que os agrupamentos identificados possuiam uma alta
probabilidade de serem espécies distintas.

No presente estudo a utilizacdo do método BPP para delimitacdo de espécies
permitiu discriminar os diferentes grupos dentro das populacées de B. xanthellus. Além
de elucidar as davidas em relacdo ao morfotipo Baryancistrus sp. “verde”, evidenciando
ndo se tratar, afinal, de uma espécie nova, mas provavelmente uma variacdo fenotipica
de B. xanthellus. Cabe ressaltar que este fenotipo “verde” ja era conhecido por
pescadores ornamentais locais como “acari-amarelinho-feio” por ndo apresentar pintas
cobrindo todo o seu corpo.

Este método para delimitar espécies ja foi usado em outros trabalhos. Ruane et
al. (2014) fez uso do BPP para delimitar as espécies de um grupo de cobras do género
Lampropeltis utilizando o marcador Cyt b, verificando que este grupo apresenta um
maior nimero de espécies. Para Profundulidae, uma familia de peixes da ordem
Cyprinodontiformes, a analise Bayesiana forneceu evidéncias que a diversidade
taxdnomica para este grupo é bem maior do que ja havia sido registrado (Morcillo et al.,
2016). Utilizando a mesma analise, Lamanna et al. (2016) prop6s a delimitacao para
espécies da familia de peixes elétricos africana (Mormyridae), sendo possivel ainda
confirmar a presenca de uma espécie ndo descrita.

No presente estudo, a delimitacdo foi abordada utilizando apenas o marcador
mitocondrial Cyt b. Embora o BPP seja um método multilocus para delimitacdo de

espécies, ele produz resultados confiaveis com altas probabilidades de suporte usando
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apenas um locus (Yang e Rannala, 2016). Além disso, diversos trabalhos realizados
com diferentes espécies de peixes, vem demostrando que o gene Cyt b € um marcador
valioso para a deteccdo de diferencas genéticas tanto interespecificas como
intraespecifica (An et al., 2012; DiBattista et al., 2013; Gordeeva e VVolkov, 2016; Guo
et al., 2005; Habib et al., 2011; Hardman, 2004; Kartavtsev et al., 2007; Li et al., 2017,
Singh et al., 2012).

A topologia mostrada na arvore de Maxima Verossimilhanga corresponde ao que
foi encontrado na trabalho de Lujan et al. (2015) onde Baryancistrus aff. niveatus foi
recuperado como grupo irméo de todas as outras espécies do género para o rio Xingu,
além de corroborar os resultados encontrados para Cyt b, ndo suportando Baryancistrus
sp. “verde’ como espécie valida, mas sim uma variagdo dentro de B. xanthellus.

Em observagdes realizadas em campo, foi possivel verificar um gradiente na
variacdo do padrdo de colorido na populacédo de B. xanthellus. Proximo ao ponto
conhecido como Jericoa na Volta Grande do Xingu, alguns exemplares sem pintas
amarelas aparecem na populagéo de B. xanthellus (com o colorido correspondente ao
descrito por Rapp Py-Daniel et al., 2011), ao passo que em Belo Monte, onde a
populacdo é quase toda sem pintas (Baryancistrus sp. “verde”), podem-se encontrar
exemplares com os pintas amarelas ao longo do corpo, porém em frequéncia muito mais
baixa.

Nossos resultados evidenciam a ocorréncia de sete MOTUs de Baryancitrus para
a bacia do rio Xingu, sendo cinco apenas dentro de B. xanthellus e as demais sendo B.
chrysolomus e Baryancistrus aff. niveatus. Nao foi possivel reconhecer B. xanthellus e
Baryancistrus sp. “verde” como espécies distintas, revelando que essa espécie possui
uma distribuicdo mais ampla do que previamente reportado.

Os altos valores de divergéncia genética encontrados entre as linhagens de B.
xanthellus chega a ser expressivo quando comparados com os valores de distancia desta
espécie com outras do grupo Baryancistrus, o que sugere que esta espécie na verdade
trata-se de um complexo de espécies cripticas. Esta diversidade criptica torna-se um
desafio quando estudamos espécies exploradas comercialmente, pois a mesma é vendida
no comércio de aquariofilia como sendo apenas uma espécie, fazendo com que o
impacto da pesca comercial seja alto. Este fato associado a instalagdo e funcionamento
da usina de Belo Monte culminam na reduc&o do nimero populacional. O barramento
de um rio altera sua dinamica hidroldgica ocasionando perda de habitat em areas de

corredeiras, ambientes cruciais para a sobrevivéncia desse grupo de peixes, além de
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influenciar diretamente na disponibilidade de alimentos (Sabaj Perez, 2015; Lees et al.,
2016). Esses fatores colocam em risco de extincao varias espécies.

O reconhecimento de espécies com problemas na taxonomia é de enorme
importancia para a conservacao bioldgica, ainda mais se tratando de um grupo de peixes
altamente explorado no comércio de peixes ornamentais, que vem sofrendo
constantemente com a ameaca de perda de habitat devido a construcéo de grandes
empreendimentos nos rios da Amazonia (Winemiller et al., 2016). A grande
semelhanca morfoldgica encontrada entre alguns representantes do género
Baryancistrus torna o uso de marcadores moleculares essencial para a identificacdo das
espécies.

Esses resultados ressaltam a importancia da taxonomia integrativa combinando
informacdes baseadas em identificacdo morfolégica com dados moleculares, utilizando
marcadores de DNA espécie-especificos. 1sso torna possivel o reconhecimento e/ou
validacao de espécies em grupos com taxonomia mal resolvida, contribuindo para um

maior conhecimento da ictiodiversidade e a elaboragéo de planos de conservacéo.
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Resumo

Baryancistrus xanthellus é uma espécie endémica da bacia do rio Xingu, pertencente a
familia Loricariidae e comumente encontrada associada a ambientes com blocos
rochosos e em corredeiras rasas. Conhecida como acari-amarelinho possui grande
importancia no comércio de peixes ornamentais. Entretanto, ao longo de sua
distribuicdo € possivel observar diferentes padrdes de pigmentacdo amarela em formato
de pontos, distribuidos ao longo do corpo dos individuos, levantando suspeitas em
relacdo a taxonomia da espécie. Apesar da importancia comercial desta espécie, pouco
se sabe sobre a genética de populagdes de B. xanthellus, devido a escassez de trabalhos.
No presente trabalho, nos utilizamos marcadores mitocondriais e nucleares, para realizar
inferéncias sobre a diversidade genética, estrutura populacional e histéria demografica
da espécie. Os resultados das analises populacionais revelaram a existéncia de cinco
haplogrupos de B. xanthellus distribuidas ao longo do rio. Este padrdo de estruturacao
pode estar relacionado a possiveis variacdes fisiograficas do rio Xingu resultantes de

mudancas hidroldgicas ocorridas na Amaz6énia durante o Quaternario tardio.

Palavras-chaves: Estrutura populacional, Marcadores moleculares, Quaternario tardio.
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Introducéo

Conhecidos como acaris ou cascudinhos, os membros de Loricariidae
representam uma das maiores familias de peixes dentro da ordem Siluriformes,
comportando cerca de 936 espécies organizadas em 92 géneros e sete subfamilias [1-3].
Sdo peixes emblematicos em relacdo a diversidade de espécies, exibindo distintos
padrdes de pigmentacao corporal, onde a mesma espécie pode apresentar uma dezena de
variantes de colorido de acordo com sua area de ocorréncia [4]. Encontram-se
amplamente distribuidos em toda a América do Sul, sendo encontrados desde o Uruguai
e sul da Argentina até o norte da Costa Rica [5,6].

A espécie Baryancistrus xanthellus é conhecida popularmente como acari-
amarelinho ou cascudo-pepita-de-ouro. O seu padrdo de coloracdo, com presenca de
pontos amarelos que abrangem todo o seu corpo e faixas conspicuas nas nadadeiras
caudal e dorsal [7], faz com que seja uma espécie muito apreciada na aquariofilia, tendo
assim uma grande importancia comercial [8], além de ser muito usada na alimentacédo
humana ao longo de sua distribuicdo (L.M. SOUSA, com. pess.).

Baryancistrus xanthellus é endémica da bacia do rio Xingu, possuindo uma
ampla distribuicdo ao longo deste rio, podendo ser encontrada desde a por¢do média do
rio Xingu, em Sdo Félix do Xingu até Vitdria do Xingu, no baixo curso da mesma bacia.
Essa espécie é comumente encontrada associada a ambientes com blocos e matacdes de
rocha e em corredeiras rasas, podendo ser capturados em ambientes de até 20 metros de
profundidade com correnteza forte a moderada. S&o animais noturnos, que assim como
a maioria dos Loricariidae sdo classificados como detritivoros, alimentando-se
praticamente de algas e diatomaceas ([9]; L. M. SOUSA, com. pess.).

As vérias expedicdes realizadas nos Ultimos anos ao rio Xingu possibilitaram

verificar e registrar uma variacdo nos padrdes de pigmentacdo da espécie ao longo da



60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

56

sua area de distribuicdo. Foi possivel observar ao menos quatro padrfes de organizagao
de pigmentacdo amarela em formato de pontos, distribuidos ao longo do corpo dos
individuos de B. xanthellus: i) Pigmentacdo amarela intensa em forma de pontos
grandes (maiores que um quarto do didmetro ocular); ii) Pigmentagdo amarela intensa
em forma de pontos pequenos (menores que um quarto do didmetro ocular); iii)
Pigmentacdo amarela esmaecida em forma de pontos pequenos (menores que um quarto
do didmetro ocular). iv) Auséncia de pigmentacdo amarela em formas de pontos.

Essa grande variacdo morfoldgica intraespecifica encontrada em B. xanthellus
pode estar relacionada a interferéncias do ambiente 0 que torna necessario o uso de
ferramentas filogeograficas, que faz uso de dados moleculares para entender como as
forgas evolutivas e eventos demograficos atuaram na distribuicdo de linhagens e na
variabilidade genética de uma espécie [10,11].

Dados moleculares sédo ferramentas importantes no campo da conservacéo,
possibilitando inferéncias de estruturas populacionais, sistematica e delimitacdo de
taxons, especialmente para grupos de diversificacdo recente e com taxonomia ainda mal
resolvida [12,13]. O uso combinado de marcadores mitocondriais e nucleares fornecem
evidéncias mais precisas sobre a historia evolutiva das espécies [11].

Até 0 momento sdo poucos os estudos realizados com espécies de Baryancistrus,
e ha caréncia de estudos sobre a estrutura populacional dos taxons, do género, em
especial para B. xanthellus. Uma caracterizacao citogenética desta espécie mostrou que
B. xanthellus mantém a macroestrutura cariotipica mais comum para a tribo Ancistrini,
2n=52, além de evidenciar a posi¢do basal de Baryancistrus nesta tribo [8].

Por ser uma espécie altamente valorizada no mercado de peixes ornamentais,
importante fonte de proteinas para as populagdes locais e ser endémica de uma &rea que

atualmente estd sofrendo impactos severos devido a implementacdo de projetos
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hidrelétricos que alteraram a dindmica hidrolégica do rio e disponibilidade de habitats, é
necessario que investigacGes sejam realizadas para conhecer com profundidade a
estrutura genética das populacBes e aspectos filogeograficos de B. xanthellus. Essas
informagdes poderdo subsidiar planos de manejo desta espécie na bacia do Xingu e
orientar a criacdo de estratégias efetivas para a conservacdo da mesma.

Dessa forma, o objetivo principal do presente estudo foi avaliar os padrdes
filogeogréficos e a estrutura populacional de B. xanthellus na bacia do rio Xingu/Iriri
(médio e baixo Xingu) a fim de avaliar a ocorréncia de diferenciacdo genética neste
taxon e sua relagdo a evolugdo da paisagem geoldgica da bacia, utilizando marcadores
do genoma mitocondrial (Cyt b) e nuclear (Ribossomal Protein L3 — intron 5 - RPL3 e

Prolactina — intron 1).

Material e Métodos

Area de estudo e amostragem

Foram realizadas coletas em 39 localidades distribuidas ao longo do rio Xingu,
desde a regido de S8o Félix do Xingu até Vitoéria do Xingu, sendo 24 pontos na calha
principal do rio Xingu, 13 pontos no rio Iriri um dos principais tributéarios do rio Xingu
e dois no rio Bacaja afluente da margem direita do rio Xingu, na regido da Volta Grande

do rio Xingu (Fig. 1 e Tab. 1).



103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

58

rio Bacaja

\
‘3%, S0 Félix do Xingu
37 -‘36
.g(j‘fgd 3

56 35 34 53 5 31
Fig. 1. Mapa dos pontos de coleta de Baryancistrus xanthellus ao longo do rio Xingu. 1: Vitdria do
Xingu; 2: Belo Monte; 3: Jericoa; 4: Percata; 5: Pariaxa; 6: Seca Farinha; 7: llha da fazenda; 8: Igarapé
Itatd; 9: Cotovelo; 10: Gorgulho da Rita; 11: Boa Esperanca; 12: Cachoeira Grande; 13:Boa Esperancga
(Resex); 14: Cachoeira das Minhocas; 15: llha do Papagaio; 16: Cachoerinha; 17: Ressaca da California;
18: Lajeiro; 19: Séo Lucas; 20: Bené; 21: Pousada; 22: Porto Zé Carlos; 23: Zéfa; 24: Irineu; 25: Acima
da Confluéncia; 26: Balisa; 27: Pedra Preta (Resex); 28: Estragado; 29: Morro Grande; 30: Bela Vista;
31: Bom Jardim; 32: Sdo Gongalo; 33: Serra do Pardo; 34: Travessdo do Nazaré; 35: Araraquara; 36:

Remansinho; 37: Xadai; 38: Pedra Preta; 39: Onca

As coletas foram realizadas entre os anos de 2012 e 2016 obtendo-se um total de
358 exemplares de B. xanthellus ao longo do rio Xingu. Todos os individuos foram

identificados ainda em campo e confirmadas com o auxilio de literatura especializada
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[7]. Dos exemplares capturados foram retiradas amostras do tecido muscular ou um da
nadadeira pélvica, sendo em seguida acondicionadas em tubos criogénicos com alcool
96%. Exemplares testemunhos foram etiquetados, fixados em formol 10%,
posteriormente conservados em alcool 70% e depositados nas cole¢des das seguintes
instituicdes: Laboratorio de Ictiologia de Altamira, Universidade Federal do Para (LIA),
Brasil; Colecdo de Peixes do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA-ICT),
Brasil, e na, Academy of Natural Sciences of Philadelphia (ANSP), EUA.

Tabela 1: Amostragem de Baryancistrus xanthellus, destacando as localidades de coleta, numeradas de

acordo com o mapa da Figura 1.

Localidades N° de amostras
1 Vitéria do Xingu (XVX) 1
2 Belo Monte (XBM) 37
3 Jericoa (XJC) 22
4 Percata (BPT) 1
5 Pariaxa (BPX) 13
6 Seca Farinha (BSF) 10
7 llha da fazenda (XIF) 30
8 lgarapé Itata (XII) 4
9 Cotovelo (XCT) 23
10 Gorgulho da Rita (XGR) 8
11 Boa Esperanca (XBE) 14
12 Cachoeira Grande (ICG) 25
13 Boa Esperanca/Iriri (IBE) 1
14 Cachoeira das Minhocas (ICL) 4
15 llha do Papagaio (11P) 5
16 Cachoeirinha (ICA) 5
17 Ressaca da Califérnia (IRC) 1
18 Lajeiro (ILJ) 10
19 Sdo Lucas (ISL) 4
20 Bené (IBN) 6
21 Pousada (IPD) 1
22 Porto Zé Carlos (IPC) 8
23 Zefa (1ZF) 6
24 Irineu (11U) 1
25 Acima da confluéncia (XCC) 5
26 Balisa (XBL) 2
27 Pedra Preta/Resex (XRP) 8
28 Estragado (XED) 5
29 Morro Grande (XMG) 1
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Tabela 1 (Continuacdo): Amostragem de Baryancistrus xanthellus, destacando as localidades de coleta,

numeradas de acordo com o mapa da Figura 1.

Localidades N° de amostras

30 Bela Vista (XBV) 2
31 Bom Jardim (XBJ) 2
32 Séo Gongalo (XSG) 5
33 Serra do Pardo (XSP) 5
34 Travessdo do Nazaré (XTZ) 2
35 Araraquara (XAR) 16
36 Remansinho (XRE) 5
37 Xadai (XXA) 15
38 Pedra Preta (XPP) 15
39 Onca (XON) 30

TOTAL 358

Obs.: Nas siglas, “X” indica localidades no rio Xingu, “I” rio Iriri e “B” rio Bacaja.

Procedimentos laboratoriais

Isolamento do Material Genético e Regides Gendmicas

O DNA total foi obtido utilizando-se o kit comercial Wizard Genomic-
PROMEGA, seguindo instrucdes do fabricante. A qualidade do material genético de
cada amostra foi avaliada em Eletroforese horizontal, onde uma mistura de 2 pL de
DNA e 2 uL Gel Red™ (BIOTIUM) foi aplicadaa em gel de agarose (1%) e submetida
a 60 Volts por 30 minutos. Apbs a realizacdo da eletroforese, as amostras foram
visualizadas em transiluminador sob luz ultravioleta e fotodocumentadas.

Para o presente estudo foram utilizados fragmentos de trés regides genémicas
(mitocondrial - gene codificador da Cytocromo b (Cyt b); nucleares - introns dos genes
- Proteina Ribossomal L3 (RPL3) e Prolactina (Prl)) (Tabela 2), amplificadas por meio
da Reacéo de Cadeia da Polimerase (PCR). As reac¢Ges ocorreram com um volume final
de 15uL, sendo 2,4 uL. de DNTP (1,25 mM), 1,5 puL de tampao (Buffer) (10x), 0,6 uL
de MgCI? (50 mM), 0,6 puL de cada iniciador (50 ng/uL), 0,6 pL de DNA total

(aproximadamente 100 ng), 0,1 uL de Taq DNA polimerase (5 U/uL) e agua purificada
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para completar o volume final da reacdo. As temperaturas de hibridizacdo empregadas
para 0s marcadores estdo listadas na Tabela 2, juntamente com a especificacdo dos

iniciadores utilizados.
Sequenciamento

As PCRs positivas foram purificadas com PEG (Polietileno Glicol) de acordo
com o protocolo descrito por Paithankar e Prasad [14] e em seguida foram submetidas a
reacdo de sequenciamento utilizando o método didesoxi terminal, proposto por Sanger
et al. [15], com os reagentes do kit Big Dye (ABI PrismTMDyeTerminator
CycleSequencing.ReadingReaction-Life Techlogies), sendo o produto precipitado
submetido a eletroforese capilar no sequenciador automéatico ABI 3500 (Applied

Biosystems).

Tabela 2. Sequéncias dos Iniciadores que foram utilizados no presente estudo com o respectivo marcador

que foi isolado.

Marcador Iniciadores Sequéncia- 5°- 3’ Referéncia Hibridizacéo

Cyth FishCytbF  ACCACCGTTGTTATTCAACTACAAGAAC [16] 55°
TrucCytbR CCGACTTCCGGATTACAAGACCG

RPL 3 RPL35F AAGAAGTCYCACCTCATGGAGAT [17] 54°
RPL36R TTRCGKGGCAGTTTCTTTGTGTGCCA

Prl Pri1F GACAARCTKCACTCBCTCAGCCA [18] 64°
Pri1R TGNAGDGAGGABGTGTGRCAC

Preparacao dos bancos de dados

As sequéncias foram editadas manualmente, quando necessario, utilizando o
programa BioEdit [19], sendo alinhadas de modo automatico usando o método
CLUSTALW [20] implementado no BioEdit [19]. Para os marcadores nucleares, as
fases gaméticas dos individuos foram definidas empregando o algoritmo Phase v.2.0

[21] implementado no DNAsp v.5.10 [22]. Foi utilizado o software SegPhase para
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converter os arquivos de saida do Phase [23]. Somente os haplétipos que retornaram
com uma probabilidade maior que 0,6 foram utilizados nas anélises subsequentes. A
existéncia de eventos de recombinacdo foi estimada por meio do teste Phil [24],
disponivel no SplitsTree v.4.14.4 [25].

A caracterizacdo dos haplotipos (identificagdo do numero e frequéncia nas
populagdes), foi realizada no programa DNAsp v.5.10 [22], onde também foi gerado o

arquivo com formato de entrada para o programa Arlequin [26].

Analises Populacionais e Filogeograficas

Para cada marcador estudado foram calculados parametros descritivos para
caracterizacdo dos niveis de diversidade genética, como 0 nudmero de sitios
polimorficos, diversidade nucleotidica () e haplotipica (h), para isso foi utilizado o
programa Arlequin v.3.5.1.2 [26]. Para verificar a relacdo espacial e genealdgica dos
haplotipos foi construida uma rede de haplétipos no programa HAPLOVIEWER [27]
que foi obtida para cada marcador e conduzida com base em uma arvore de Maxima
Verossimilhanca obtida no pacote PhyML [28].

A estruturacdo populacional de B. xanthellus, foi verificada utilizando a Analise
Bayesiana de Estruturacdo Populacional (Bayesian Analysis of Population Structure),
implementada no programa BAPS6 [29]. Nesta analise, 0 numero de agrupamentos é
definido usando um algoritmo Bayesiano que estima a distribuicdo das frequéncias
alélicas de todas as populag¢fes em teste [30].

A andlise de variancia molecular (AMOVA) [31] e o indice de fixag&do par a par
(FsT) [32] foram usados para avaliar o fluxo génico entre as localidades amostradas e
desta forma, inferir o padréo de estruturacdo das populac6es de B. xanthellus ao longo

do rio Xingu. Essas analises foram efetuadas no Arlequin v.3.5.1.2 [26].
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Uma representacdo geografica da distribuicdo e frequéncia dos haplétipos foi
conduzida no programa Gengis v2.2.0. [33].

Para testar possiveis desvios da neutralidade, podendo assim apontar processos
evolutivos que estejam ocorrendo nas populagdes de B. xanthellus, foram calculadas as
estatisticas Fs [34] e D [35]. Estas andlises foram conduzidas no Arlequin v.3.5.1.2
[26], com uma significancia de 10.000 permutacdes.

A histéria demografica da espécie B. xanthellus foi inferida por meio do método
de Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP), implementado no programa BEAST v.1.8
[36]. Foi empregado o reldgio estrito, utilizando uma taxa de mutacdo de 0,76 % dentro
de linhagens/milhdes de ano, como sugerido por Zardoya & Doadrio [37] para o
Cytocromo b, utilizando o modelo evolutivo sugerido pelo Kakusan v.4 [38].

A anélise de EBSP foi baseada em 100 milhdes de gera¢des, sendo que uma
genealogia foi amostrada a cada 10.000 passos. A qualidade dos resultados foi

visualizada no Tracer v.1.6 (Disponivel em: http://beast.bio.ed.ac.uk/tracer), pela

andlise de ESS (Effective Sample Size). Todos os valores de ESS permaneceram acima

de 200.

Resultados

Caracterizacdo dos Bancos e Niveis de Diversidade Genética

Analises preliminares utilizando o BAPS sugeriram cinco agrupamentos de B.
xanthellus (A, B, C, D e E), dentro da sua area de distribuicdo. Esses agrupamentos
foram usados nas analises subsequentes.

Obteve-se um fragmento de 717 pb do gene Cyt b para os 358 individuos, onde
observou-se 135 haplétipos e 169 sitios polimdérficos. O haplétipo mais comum foi o

H41 compartilhado por 69 individuos do agrupamento C, seguido do H4 compartilhado
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por 19, exclusivo do agrupamento A. Na maioria dos casos os haplétipos foram Unicos,
aproximadamente 69%.

Para as regides autossomicas por meio do teste de Phiw n&o foram observados
eventos de recombinacdo, obtendo valores ndo significativos para ambos os introns:
RPL3 (p = 0.9059) e Prolactina (p = 0.1623).

Apos a determinacdo das fases gaméticas, para o intron RPL3 obteve-se 225 pb
em 221 individuos, representando 60 hapldtipos. Desses, 123 compartilharam o H1,
seguido do H4 compartilhado por 42 individuos. Ja para o intron prolactina obteve-se
479 pb distribuidos em 203 haplétipos para os 224 individuos sequenciados, sendo 0s
hapldtipos mais comuns o H1 e HS5 compartilhado por 59 e 32 individuos,
respectivamente (Tabela 3).

Em relacdo aos niveis de variacdo genética para 0s cinco agrupamentos,
analisando o marcador mitocondrial Cyt b, foram encontrados valores de diversidade
haplotipica (h) que variaram entre 0.944+0.012 (D) e 0.275+0.148 (E), ja os valores de
diversidade nucleotidica (x) permaneceram entre 0.0023+0.0016 (B) e 0.0076+0.0041
(D). Observando as regides nucleares, para o intron RPL3 os indices de diversidade
haplotipica e nucleotidica variaram entre h = 0.809+0.023 (A) e 0.244+0.052 (D); = =
0.0061+0.0042 (A) e 0.0014+0.0016 (D). Ja para o intron Prolactina variou entre h =
0.971+0.006 (C) e 0.894+0.078 (E); = = 0.0075+0.0043 (B) e 0.0048+0.0030 (D)

(Tabela 3).
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Tabela 3: Valores dos indices de diversidade genética e estatisticas de neutralidade Fs e D, para B.

xanthellus, calculados de acordo com os agrupamentos identificados no BAPS. Numero de individuos

(N), nimero de haplotipos (Nh), sitios polimoérficos (S), diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (7).

Populagbes N Nh S h+dp n+dp Tajima (D) Fu (FS)
Cytb
A 71 26 28 0.891+/- 0.025 0.0033 +/-0.0020  -1,875*  -20,025**
B 21 12 14 0.910 +/- 0.048 0.0023 +/-0.0016  -2,059**  -8,681**
C 159 57 67 0.806 +/- 0.033 0.0027 +/-0.0017  -2,585**  -27,356**
D 92 37 45 0.944+/- 0.012 0.0076 +/- 0.0041 -1,219 -18,205**
E 15 3 15 0.275+/- 0.148 0.0030 +/-0.0020  -2,225** 2,795
RPL3
A 106 12 9 0.809 +/- 0.023 0.0061 +/-0.0042 -0,513 -4,171*
B 42 8 7 0.453+/-0.094 0.0031+/-0.0027 -1,563* -4,922*
C 162 25 17 0.799 +/- 0.026 0.0059 +/- 0.0041  -1,484*  -21,532**
D 122 11 6 0.244+/- 0.052 0.0014 +/-0.0016  -1,571*  -13,493**
E 10 4 4 0.533+/- 0.180 0.0054 +/- 0.0043 -0,521 -0,459
PRL
A 100 57 40 0.966 +/- 0.009 0.0071 +/-0.0041  -1,701*  -26,219**
B 42 23 22 0.962 +/- 0.013 0.0075 +/- 0.0043 -0,986 -14,194**
C 170 84 34 0.971+/- 0.006 0.0053 +/-0.0032  -1,675*  -26,839**
D 124 31 18 0.930+/- 0.010 0.0048 +/- 0.0030 -0,847 -23,352**
E 12 8 9 0.894+/- 0.078 0.0060 +/- 0.0038 -0,118 -2,683

**P < 0.01. *P < 0.05.
O namero amostral (N) para os introns estdo duplicados devido os heterozigotos.

Estrutura genética populacional

O BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure) revelou cinco grupos de B.

xanthellus para o marcador mitocondrial Cyt b (logML= -3688,8922; probabilidade= 1)

(Figura 2). O primeiro grupo, chamado de Resex do rio Iriri (A) contém 71 individuos

das localidades: Boa Esperanca, Gorgulho da Rita (no rio Xingu, abaixo da sua

confluéncia com o rio Iriri), Cachoeira Grande, Zéfa, Bené, Porto Zé Carlos, Pousada,

acima da confluéncia, Lajeiro, Sdo Lucas, Cachoeirinha, Ressaca da California, ilha do

Papagaio, Cachoeira das Minhocas e Boa Esperanca (lriri) (rio Iriri, acima da

confluéncia). O segundo grupo Resex do rio Xingu (B) abrange 21 individuos

distribuidos nos pontos de Belo Monte, Gorgulho da Rita, Balisa, Pedra Preta (Resex),
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Estragado, Morro Grande, Bela Vista e Bom Jardim. Um terceiro grupo (C) comporta o
maior numero de individuos (159), da regido conhecida como Volta Grande do Xingu
incluindo as localidades no rio Bacaja, distribuidos nos pontos de Vitoria do Xingu,
Belo Monte, Pariaxd, Percata, Seca Farinha, Ilha da Fazenda, Jericod, Igarapé Itata,
Cotovelo, Gorgulho da Rita, Boa Esperanca. O quarto grupo (D) inclui 92 individuos da
regido de montante do rio Xingu, Sao Felix do Xingu, abrangendo as localidades do Sao
Gongalo, Serra do Pardo, Travessdo do Nazaré, Araraquara, Remansinho, Xadai, Pedra
Preta, Onga e Bom Jardim. O quinto grupo (E) que esta localizado na regido da Estacdo
Ecoldgica da Terra do Meio no rio Iriri apresenta 0 menor numero de individuos (15),
presentes nas localidades conhecidas como Bené, Porto Zé Carlos, Zéfa e Irineu, (Fig.

2).

Fig. 2: Estimativa do nimero de agrupamentos de B. xanthellus ao longo do rio Xingu com base na
analise bayesiana realizada no programa BAPS. Os cinco grupos foram indicados pelas cores Verde
(Grupo A), Laranja (Grupo B), Rosa (Grupo C), Azul (Grupo D) e Amarelo (Grupo E).

O resultado da AMOVA indicou que a maior parte da diferenciacdo para o
marcador Cyt b ocorre entre estas cinco populacdes (81.64 %), em vez de dentro delas
(18.36%) (¢ST= 0.816) (Tabela 4). O resultado do Fst para comparagdo entre todas as
localidades (Fig. 3) e também para os grupos (Tabela 5), corroborou com este cenario,

apresentando valores elevados e altamente significativos para todas as comparagoes,
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podendo-se notar no grafico do marcador Cyt b para todos os pontos amostrados a

presenca dos cinco grupos.

Tabela 4: Analise de Variancia Molecular (Amova) estimada para avaliar a diferenca entre e dentro das

cinco populacdes de B. xanthellus apontadas pelo resultado do BAPS.

Fonte de variacéo Componente de Variancia Variancia %  Estatistica ¢
Cytb

Entre Populages 6.50929 Va 81.64 ¢ST =0.816*
Dentro de Populacdes 1.46341 Vb 18.36

RPL3

Entre Populagdes 0.05293 Va 9.62 ¢ST =0.096*
Dentro de Populagdes 0.49746 Vb 90.38

PRL

Entre Populagdes 0.20710 Va 12.14 ¢ST =0.12*
Dentro de Populagdes 1.49900 Vb 87.86

Os valores significativos (P < 0,01) estdo destacados asterisco

Tabela 5: Estimativas do indice de Fixacdo (FST) par-a-par entre as cinco populacdes de B. xanthellus
distribuidas ao longo do rio Xingu.

Cytb A B C D E
A -

B 0.87564* -

C 0.80954* 0.88426* -

D 0.79873* 0.82177* 0.80393* -

E 0.87165* 0.91604* 0.84973* 0.65659* -
RPL3

A -

B 0.07146* -

C 0.08864* 0.03844* -

D 0.15358* 0.02008 0.11811* -

E -0.00899 0.03766 0.03896 0.21359* -
PRL

A -

B 0.13620* -

C 0.04134* 0.06452* -

D 0.24421* 0.05564* 0.14433* -

-0.01509 0.11282* 0.00860 0.27834* -

E
Os valores significativos (P < 0,01) de Fsr estdo destacados asterisco.
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Fig. 3: Indice de Fixagdo (FST) para o marcador mitocondrial Cyt b para todos os pontos de amostragem
de B. xanthellus. Os valores da comparagéo par-a-par encontram-se coloridos de acordo com a escala de

correlacdo apresentada a esquerda.

Os indicios de subestruturardo para populagdes de B. xanthellus distribuidas ao
longo do rio Xingu também foram corroborados pela distribuicdo dos haplétipos na rede
utilizando o Cyt b, onde foi possivel visualizar a presenga desses cinco grupos. Um
grupo compreende & maior parte dos representantes da regido da Volta Grande do
Xingu. Os outros grupos separam respectivamente individuos da regido de S&o Feélix do
Xingu, da Resex do Xingu, Resex do Iriri e da Estacdo Ecoldgica do Xingu,
apresentando populagdes bem subestruturadas ao longo destes trechos do rio Xingu e
Iriri. No entanto ainda é possivel perceber o compartilhamento de hapl6tipos entre

alguns desses grupos (Fig. 4).
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Fig. 4: Rede haplotipica que representa a distribuicdo dos 134 haplétipos de B. xanthellus para o

marcador mitocondrial Cyt b. As cores abaixo da rede representam os 39 pontos amostrados nesse estudo.

Tons em roxo representam o grupo da Volta Grande do Xingu (C); verde: Resex do rio Iriri (A); azul: Séo

Félix do Xingu (D); vermelho: Resex do rio Xingu (B); amarelo: Estacdo Ecoldgica da Terra do Meio

(E).

Na visualizacdo dos haplétipos distribuidos no mapa foi possivel verificar que

ainda existe compartilhamento de haplo6tipos entre algumas dessas populaces,

podendo-se notar que no grupo da Volta Grande (C) é possivel ver a presenca de

haplétipos de individuos da populacdo de S&o Félix do Xingu (D) (Fig. 5).
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Fig. 5: Distribuicdo dos haplétipos no mapa de distribuicdo de B. xanthellus, cada cor representa uma

linhagem, Verde: Grupo A; Laranja: Grupo B; Rosa: Grupo C; Azul: Grupo D; Amarelo: Grupo E.

Este cenério de subestruturacdo genética ndo foi observado para as regides
nucleares. Tanto para 0 RPL3 quanto para a Prolactina, a AMOVA apontou que a maior
parte da diferenciacdo estd dentro dos cinco grupos ao invés de entre eles (90.38 % e
87.86%) (Tabela 4), sendo este resultado bastante similar com obtido no Fst (Tabela 5).
A auséncia de sub-estruturacdo genética para as regides nucleares também foi observada
nas redes de haplétipos, ndo sendo possivel observar uma correspondéncia geografica

para a distribuicdo dos haplétipos (Fig. 6 e 7).
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Fig. 6: Rede haplotipica representando a distribuicdo dos 60 haplotipos de B. xanthellus para o marcador

nuclear RPL3. As cores abaixo da rede representam os pontos amostrados nesse estudo. Tons em roxo
representam o grupo da Volta Grande do Xingu (C); verde: Resex do rio Iriri (A); azul: Sdo Félix do

Xingu (D); vermelho: Resex do rio Xingu (B); amarelo: Estacdo Ecolégica da Terra do Meio (E).
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Fig. 7: Rede haplotipica representando a distribuicdo dos 156 hapl6tipos de B. xanthellus para o marcador
nuclear PRL As cores abaixo da rede representam os pontos amostrados nesse estudo. Tons em roxo
representam o grupo da Volta Grande do Xingu (C); verde: Resex do rio Iriri (A); azul: S&o Félix do

Xingu (D); vermelho: Resex do rio Xingu (B); amarelo: Estacdo Ecoldgica da Terra do Meio (E).
Neutralidade e Historia demografica

Para as estatisticas Fs e D foram verificados valores negativos e significantes
para o0 marcador mitocondrial e também para os marcadores nucleares, para quase todos
0s cinco agrupamentos de B. xanthellus analisados (Tabela 3).

Foi inferido por meio de Extended Bayesian Skyline Plot a historia demografica
para cada um dos grupos (A, B, C, D e E) resultantes das demais analises. Nos gréaficos
das populacdes A e C, é possivel verificar uma expansdo populacional que teve inicio
por volta de 200 mil anos atras. Ja para os grupos B e D, percebe-se uma estabilidade no
tamanho efetivo populacional (Ne) para a populagdo, enquanto que para o grupo E
observa-se um aparente aumento no tamanho populacional datado em aproximadamente

5 mil anos (Fig. 8).
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322 Fig. 8: Bayesian Skyline Plot para as cinco linhagens de Baryancistrus xanthellus distribuidas ao longo
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323 do Xingu (A, B, C, D e E). As curvas correspondem a todos os marcadores concatenados. O eixo y

324  corresponde ao tamanho efetivo populacional (Ne) e o eixo x ao tempo médio em milhdes de anos.
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Discussao

O presente estudo € a primeira caracterizacdo dos padrbes filogeograficos da
espécie B. xanthellus, sendo este também o primeiro estudo sobre estruturacdo
populacional para o grupo Baryancistrus, com base de dados robusta, sustentada por
sequéncias de 358 individuos da espécie B. xanthellus, incluindo marcadores
mitocondriais e nucleares, que permitiu identificar cinco haplogrupos ao longo do rio
Xingu, com base no padréo evolutivo do marcador mitocondrial Cyt b.

Os padrdes filogeogréficos observados sdo discutidos em termos de possiveis
variaces fisiograficas do rio Xingu resultantes de mudancas hidroldgicas ocorridas na

Amazodnia durante o Quaternério tardio [39].
Diversidade Genética

Foram verificados valores elevados de diversidade haplotipica (h) e valores
reduzidos de diversidade nucleotidica (z) para o marcador mitocondrial Cyt b na
maioria dos agrupamentos analisados neste estudo. Para os grupos Resex do rio Iriri,
Resex do rio Xingu e Volta grande, foram observados valores elevados de h associada a
valores reduzidos de z. Baixos valores de diversidade nucleotidica associados a altos
valores de diversidade haplotipica € uma caracteristica de eventos de gargalo
populacional seguido de expansdo populacional, resultando na acumulacdo mutacGes
novas [40,41]. Padrdo similar ja foi reportado para um outro membro da familia
Loricariidae, Hypostomus ancistroides [42] e também para outras familias da ordem
Siluriformes [43-45], estando sempre relacionado a eventos de expansdo populacional
das espécies.

Um padréo diferente foi observado para o grupo de Sdo Félix do Xingu, no qual
foi verificada uma combinacdo de altos valores de h e z, tipico de popula¢Ges grandes e

estaveis com uma longa historia evolutiva [41]. Ja para o grupo da Estagdo Ecoldgica da
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Terra do Meio, foram gerados baixos valores de h e z, 0 que pode estar associado ao
namero reduzido de individuos coletados nesta regido, assim como encontrado para
uma das linhagens de uma espécie da familia Aridae (Siluriformes), Bagre bagre [46].

Um menor valor de diversidade haplotipica, quando comparado com os demais
grupos, foi encontrado para o grupo da Volta Grande do Xingu. Este resultado pode
estar relacionado a pesca excessiva de individuos nesta regido, devido a proximidade da
cidade de Altamira de onde se iniciou a pesca para exportagdo ao mercado aquariofilista
no final da década de 1970, tornando-se mais acessivel a coleta dos individuos de B.
xanthellus na regido. A pesca especializada por mergulhos nas corredeiras se
desenvolveu e se concentrou na regido da Volta Grande, ndo se deslocando para outros
locais mais distantes, como Sao Félix do Xingu. Além disso, o trecho da Volta Grande
abriga a maior variacdo de coloracdo da espécie, tornando assim a pesca destes
individuos mais intensa nessa regido ao longo destes 40 anos. Isso pode também estar
relacionado a baixa diversidade genética, onde este grupo apresentou 0 maior nimero
de individuos compartilhando o mesmo haplétipo, indicando possivelmente ocorréncia
de gargalo populacional nesta populagéo.

Com os impactos causados pela Usina hidrelétrica de Belo Monte, que comecou
operar no primeiro semestre de 2016, essa perda de diversidade pode aumentar em
escala temporal e espacial, uma vez que essa populacdo de B. xanthellus, da Volta
Grande do Xingu serd atingida diretamente pela perda de héabitat e diminuicdo na
disponibilidade de alimento, principalmente devido ao recobrimento de substratos
rochosos por sedimentos e reducdo e fragmentagdo dos habitats de corredeiras [47,48].
A mudanca de um ambiente I6tico para Iéntico pode reduzir drasticamente populagdes
de peixes reolificos devido & perda de habitats, mudanca na qualidade da agua e

velocidade da corrente, chegando até a erradicar as mesmas [49,50].
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No rio Xingu, j& existem casos de espécies endémicas de Loricariidae que estdo
ameacadas de extin¢do devido a pressao da pesca, como o caso da espécie Hypancistrus
zebra, um peixe de grande valor comercial que é muito apreciado no comércio de peixes
ornamentais que atualmente encontra-se na lista do Ministério do Meio Ambiente como

espécie criticamente ameacada [51].
Estrutura Populacional e Filogeografia

Os resultados de estruturacdo populacional para o Cyt b evidenciaram a presenga
de cinco haplogrupos de B. xanthellus distribuidos ao longo do rio Xingu. Nessas
populacbes foi possivel observar uma maior variacao intraespecifica. Isto evidencia a
forte subestruturacdo destas populagdes.

O rio Xingu apresenta uma enorme variedade de ambientes aquaticos, pois
alterna setores dominados por substratos rochosos e corredeiras, com setores com
substratos formados por sedimentos e remansos [52]. Também destaca-se por apresentar
setores com canais multiplos de conexdo restrita, grande variacdo de profundidade e
desniveis abruptos que formam cachoeiras. Esta diversidade geomorfoldgica confere
alta variedade de habitats aquaticos no rio Xingu, tanto nos setores de substrato rochoso
quanto nos setores com acumulo de sedimentos.

Baryancistrys xanthellus é uma espécie altamente adaptada aos ambientes de
corredeiras, além de ser um peixe territorialista como a maioria dos Loricarideos, ndo
realizando grandes migracdes para a reproducdo. Estas caracteristicas podem restringir
o fluxo génico entre populagdes ao longo do rio [53]. Ao longo da distribuicdo dos
cincos haplogrupos encontrados neste estudo, € possivel verificar a presencga de grandes
areas de remansos em zonas com canal mais profundo e areas com acumulo de
sedimentos arenosos, que fragmentam os habitats de corredeiras e substratos rochosos e

que poderiam limitar o deslocamento destas populacbes para as outras localidades.
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Assim, este isolamento dos trechos de corredeiras por zonas de remanso e/ou substrato
arenoso aliado as caracteristicas biologicas da espécie poderiam estar exercendo grande
influéncia no cenario de diferenciagdo genética observada entre as populacdes de B.
xanthellus.

Na rede de haplétipos e na representacdo geogréafica dos mesmos para o
marcador Cyt b é possivel observar o compartilhamento de hapl6tipos entre algumas
populacOes. Esse fato pode estar relacionado a dindmica hidroldgica do rio, que em
épocas de cheia sazonal ampliam o leito do rio e criam canais que podem permitir
algum fluxo génico [53]. A conexdo temporaria e sazonal entre setores isolados de
corredeiras também pode ocorrer durante periodos de maior precipitacdo na bacia do
Xingu enquanto que fases de menor precipitacéo favoreceriam acimulo de sedimentos e
fragmentacéo e reducéo dos héabitats de corredeiras.

Em relagdo a paisagem geoldgica, a regido leste da Amazonia, onde insere-se a
bacia do Xingu, passou por grandes variacGes de precipitacdo durante o Quaternario
tardio [39,54]. Durante o dltimo méaximo glacial h4 aproximadamente 21.000 anos, a
precipitacdo no leste da AmazoOnia teria sido reduzida e representaria 58% da
precipitacdo atual enquanto que a precipitacdo no Holoceno médio (6.000 anos atras)
seria elevada e equivaleria a 142% da precipitacdo atual [54]. Eventos climaticos
abruptos, tal como o Heinrich Stadial 1 (HS1) entre 18.000 e 15.000 anos atras,
provocaram aumento abrupto na precipitacdo da Amazoénia [55].

Estes extremos hidrologicos milenares podem ter resultado em alteracOes
significativas na fisiografia do rio Xingu. Periodos de maior precipitacdo, tais como
durante o HS1 e Holoceno médio, provocariam incisdo fluvial e maior continuidade dos
habitats de substrato rochoso e corredeiras. J& fases climéaticas mais secas, como durante

0 ultimo méaximo glacial, favoreceriam acimulo de sedimentos e fragmentacdo dos
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setores de substrato rochoso e corredeiras e forcariam o isolamento de populagdes
dependentes destes habitats.

Este padrdo de estruturacdo populacional na familia Loricariidae ja foi
evidenciado para espécies do género Hypostomus. Carvalho et al. [42] utilizando
sequéncias do marcador mitocondrial ATPase 6/8 descreveram o0s padrdes
filogeogréficos da espécie Hypostomus ancistroides na bacia do rio Parana, onde
identificou 12 populaces bem estruturadas com profundas diferencas genéticas, padrdo
que segundo os autores pode estar relacionado as caracteristicas das espécies e mudanca
nas condi¢Oes dos ambientes. Ja Borba et al. [56] com intuito de testar se as populagdes
de Hypostomus strigaticeps de quatro sub bacias do rio Parand encontravam-se
estruturadas ou compreendiam espécies cripticas realizaram anéalises filogeograficas e
filogenéticas utilizando também o marcador ATPase 6/8. Assim, estes autores
constataram a separagdo dessas populacdes em duas linhagens, no entanto,
representativas da mesma espécie.

Em relacdo aos marcadores nucleares, quase todas as analises de estrutura
populacional ndo corroboraram o cenério de subdivisdo observado com 0 mtDNA. Isto,
ndo descarta a existéncia das cinco populagdes de B. xanthellus ao longo de sua area de
distribuicdo, pois regides nucleares retratam eventos mais antigos quando comparados
com os marcadores mitocondriais. Desse modo, essas regides nucleares podem néo

retratar eventos recentes de separacdo de linhagens [57].
Historia Demografica

As estatisticas D e Fs apresentaram valores negativos para praticamente todas as
amostras, rejeitando a hipdtese de evolucdo neutra e que poderia indicar que a

populacéo total poderia estar sob influéncia de processo de expanséo recente, conforme

Fu [34].
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Em adicdo as curvas do EBSP corroboram os resultados dos testes de
neutralidade, sugerindo que as populacdes A e C iniciaram uma expansdo populacional
ha cerca de 200 mil anos. Em contraste, as popula¢des B e D permaneceram estaveis.

As mudancgas climéaticas ocorrentes no Pleistoceno estiveram fortemente
relacionadas a alteraces no ciclo hidroldgico dos rios. A precipitagdo amazonica recebe
grande influéncia do Sistema de Moncdo da América do Sul (SMAS) [58], cuja
intensidade seguiu ciclos de insolacdo, pontuados por eventos climéaticos abruptos
durante o Quaternério tardio [39]. Variabilidade correspondente é observada para a
vazdo dos rios amazénicos durante os ultimos 250.000 anos [59]. O acoplamento entre
precipitacdo amazobnica e mudancas climaticas globais permite deduzir mudanga na
variabilidade do SMAS e consequente alteracdo da dindmica hidroldgica amaz6nica
apos a transicdo climatica do Pleistoceno médio, finalizada ha 700.000 anos [60]. A
partir de 700.000 anos atras, ocorreu importante aumento da amplitude e diminuicdo da
frequéncia dos ciclos climaticos, os quais passaram a ser dominados por ciclos de
100.000 anos (periodos glaciais e interglaciais) forcados por variacfes de insolacdo
governadas pela excentricidade da orbita da Terra. Esta mudanca do sistema climéatico
terrestre proporcionaria fases secas e Umidas mais extremas de maior duragdo e com
capacidade de induzirem mudancas fisiograficas mais persistentes e de maior
abrangéncia geogréfica.

A expansdo populacional de B. xanthellus descrita para os tltimos 200.000 anos
pode resultar da expansdo de longo prazo dos ambientes de corredeiras devido ao
fortalecimento do SMAS. Contudo, periodos milenares mais secos, tal como durante o
ultimo méximo glacial, provocariam fragmentacdo e redugdo de curta duracdo dos
habitats de corredeiras. Esta dindmica hidrologica com ciclos de 100.000 anos

sobrepostos por variabilidade milenar poderia explicar a alta diversidade genética e
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expansdo populacional de B. xanthellus. Esta hipdtese implica ocorréncia deste padréo
filogeografico para outras espécies da familia Loricariidae, com mesma dindmica

bioldgica e tempo de geracao.

Considerac0es finais

Este trabalho € o primeiro esforco realizado para avaliar os padrdes
filogeogréaficos da espécie B. xanthellus, usando marcadores mitocondriais e nucleares e
uma ampla amostragem abrangendo toda sua area de distribuicéo.

Para o marcador Cyt b, os resultados demonstraram que B. xanthellus apresenta
cinco haplogrupos bem definidos com altos valores de diversidade genética, que pode
estar relacionado a mudancas hidroldgicas ocorridas na Amazbnia durante o
Quaternario tardio. Este mesmo padrdo ndo foi verificado para os marcadores nucleares,
certamente por tratar-se de eventos recentes de diversificacao.

Também foi verificado por meio das inferéncias demograficas que algumas
dessa populaces sofreram um evento de expansao populacional, que provavelmente
pode ser resultado do fortalecimento do Sistema de Moncao da América do Sul (SMAS)
durante o Pleistoceno, periodo no qual a correnteza do rio Xingu era mais forte,
conectanto regides que hoje estdo separadas por remansos intercalados.

Estratégias de conservacdo para a espécie devem levar em consideracdo esse
padrdo filogeografico, uma vez que impactos locais irreversiveis causados pela Usina
Hidrelétrica de Belo Monte podem causar perda de variabilidade genética ao impedir,
abruptamente, o fluxo génico. Além disso, devem ser consideradas as atividades de
pesca ornamental com cautela e monitoramento, incentivando-se a captura moderada

em diversas regides evitando, assim, a sobrepesca em apenas um local.
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CONCLUSAO GERAL

No estudo ndo foi possivel reconhecer B. xanthellus e Baryancistrus sp. “verde”
como espécies distintas, além disso, Baryancistrus é representado por sete MOTUS,
sendo cinco apenas dentro de B. xanthellus e as demais sendo B. chrysolomus e
Baryancistrus aff. niveatus.

Esses resultados ressaltam a importancia da taxonomia integrativa combinando
informacdes baseadas em identificacdo morfologica com dados moleculares, utilizando
marcadores de DNA espécie-especificos.

Em relacdo ao padrdo filogeogréafico de B. xanthellus, os resultados para o
marcador mitocondrial Cyt b apresentam cinco haplogrupos com altos valores de
diversidade, que pode estar relacionado a mudancas hidrolégicas ocorridas na
Amazonia durante o Quaternario tardio. Este mesmo padrdo ndo foi verificado para os
marcadores nucleares, certamente por que se tratam de eventos recentes de
diversificacao.

Também foi verificado por meio das inferéncias demograficas que algumas
dessa populacBes sofreram um evento de expansdo populacional, que provavelmente
pode ser resultado do fortalecimento do Sistema de Moncéo da América do Sul (SMAS)
durante o Pleistoceno.

Estratégias de conservacdo para espécie devem levar em consideracdo esse
padrdo filogeogréafico, uma vez que impactos locais causados pela Usina Hidrelétrica de
Belo Monte podem causar perda de variabilidade genética e impedir o fluxo génico.
Além disso, devem ser consideradas as atividades de pesca ornamental com cautela,
incentivando-se a captura moderada em diversas regifes, evitando, assim, a sobrepesca

em apenas um local.



