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RESUMO

Os peixes do género Schizodon possuem representacdo importante nas maiores
bacias da América do Sul. Historicamente passaram por varias revisées taxonémicas,
devido a alta plasticidade fenotipica e os caracteres ontogénicos encontrados entre
as espécies desse grupo. O objetivo desse trabalho foi avaliar a congruéncia entre as
unidades moleculares (MOTUs) e as denominacdes das espécies nominais de
Schizodon reconhecidas como validas na presente taxonomia, utilizando a ferramenta
DNA barcoding. Foi realizada a extragdo do DNA e a amplificacdo e analise da regido
COI de 68 amostras; adicionalmente, 19 sequéncias disponiveis no BOLD system
foram adicionadas a analise. Para edicdo das sequéncias e alinhamento fez-se uso
do programa CodonCode Aligner. As distancias genéticas foram calculadas no
software MEGA 7, usando o modelo de substituicdo K2P (Kimura 2-Parametros). Para
a delimitacdo de espécies baseada em distancia, utilizou-se o método DNA barcoding
com trés valores diferentes de thresholds (2%, 1,4% e 1%). Embora evidenciando
diferentes niumeros de MOTUSs, os resultados foram congruentes em sugerir uma
possivel sinonimia de S. jacuiensis e S. platae. Com os thresholds 1,4% e 1%, S.
vittatus subdividiu-se em duas MOTUSs, evidenciando a existéncia de uma espécie
criptica dentro dessa denominacgéo. Esses resultados foram corroborados na analise
de delimitacdo de espécies do GMYC (Generalized Mixed Yule-coalescent). Assim,
os achados desse trabalho mostram que ha discordancias e concordancias entre as
unidades moleculares e a taxonomia atualmente valida para o género, indicando a
necessidade de uma revisao taxondmica extensa, utilizando ferramentas morfolégicas
e moleculares que incluam diferentes genes, para uma melhor deciséo sobre o status
taxondmico dentro do género Schizodon.

Palavras-Chaves: DNA barcoding, peixe, delimitacdo de espécie, GMYC, MOTU



ABSTRACT

Fish of the Schizodon genus have important representation in the largest South
American basins. Historically they underwent through several taxonomic revisions, due
to their high phenotypic plasticity and the ontogenetic characters found among the
species of this group. The goal of this work was to evaluate the congruence between
the molecular units (MOTUSs) and the nominal species currently valid, using the DNA
barcoding and coalescent methods. DNA extraction, amplification and analysis of the
mitochondrial COI region from 68 samples were performed; additionally, 19 sequences
available on the BOLD system were added to the analyses. The CodonCode Aligner
program was used to edit the sequences and alignment. The genetic distances were
calculated in the MEGA 7 software, using the K2P model (Kimura 2-Parameters). For
the distance-based species delimitation, the DNA barcoding method was used with
three different values of thresholds (2%, 1.4% and 1%). Although evidencing different
numbers of MOTUSs, the results were congruent in suggesting a possible synonymy of
S. jacuiensis and S. platae. With the thresholds 1.4% and 1%, S. vittatus was
subdivided into two MOTUSs, evidencing the existence of a potential cryptic species.
These results were corroborated in the GMYC (Generalized Mixed Yule-coalescent)
species delimitation analysis. Thus, the findings of this work show that there are
disagreements between the molecular units and the currently valid taxonomy for the
genus. This indicates that an extensive taxonomic revision, using morphological and
molecular tools, which include different genes, is still needed for a better decision on

the taxonomic status within the Schizodon genus.

Keywords: DNA barcoding, fish, species delimitation, GMYC, MOTU.
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1. INTRODUCAO

A diversidade bioldgica sempre passou por grandes extingdes ao longo de eras
geoldgicas e atualmente a ac¢do antropica faz aumentar a taxa de desaparecimento
das espécies. Na corrida para a preservacao, diversos atributos sédo abordados em
seus programas, sendo a diversidade genética da espécie uma condi¢ao critica que
pode impactar na perpetuacdo do organismo alvo (FRANKHAM et al., 2008). Assim,
o conhecimento da diversidade genética nas regides de ocorréncia natural do
organismo e toda a sua condic&o bioldgica, sao parte de um conjunto de informacdes
vinculadas a tomada de decisdo de a¢des de conservacao.

Entre as informacdes a serem levantadas para melhor conhecer o animal, esta
a correta classificacdo taxondmica da espécie. Atualmente, a taxonomia € baseada
em caracteres morfolégicos e esses caracteres podem variar ontogeneticamente e
plasticamente. No caso do género Schizodon essa variacdo € comum, como em
outros géneros da familia Anostomidae (NAKATANI et al., 2003; SIDLAUSKAS;
GARAVELLO; JELLEN, 2007), que é composta por 15 géneros de peixes fusiformes
de aguas continentais, encontrados exclusivamente na regido neotropical e
constituida por aproximadamente 145 espécies validas (REIS, R. E.; KULLANDER, S.
O.; FERRARIS JR., 2003; ESCHMEYER; FONG, 2017; RAMIREZ; BIRINDELLI;
GALETTI, 2017). A validagdo da espécie, vem em resposta as diferentes
consideracdes taxonOmicas classicas e filogenéticas, que, no caso do género
Schizodon, sofreram muitas mudancas ao longo dos anos, permanecendo com 15
espécies validas (REIS, R. E.; KULLANDER, S. O.; FERRARIS JR., 2003).

Conhecido como ximboré, taguara, piava, aracu, boga, entre outras variacdes
de acordo com a regido e espécie, o Schizodon é um género de peixes que habita
diversas bacias da América do Sul, com maior representatividade nas bacias dos rios
Parand, Paraguai e Uruguai. As espécies desse género foram descritas de acordo
com a presenca ou auséncia de listras e manchas ao longo das escamas do corpo do
animal, bem como por valores meristicos caracteristicos (NAKATANI et al., 2003;
SANTOS, 1980; SIDLAUSKAS; GARAVELLO; JELLEN, 2007; SIDLAUSKAS; VARI,
2008). De importancia para a pesca, todas as espécies sdo encontradas nas diversas
bacias hidrograficas brasileiras (SIDLAUSKAS; GARAVELLO; JELLEN, 2007), com
seu principal representante o S. fasciatus (LOPES; LEAL, 2010; SOUZA et al., 2014).

Sao peixes de médio e grande porte, que possuem comportamento migratério e
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habitam preferencialmente as calhas dos rios, podendo ser encontrados em
ambientes I6ticos (BRITTO et al., 2006). O habito alimentar vegetariano, os enquadra
entre os consumidores primarios na cascata tréfica dos rios (BENNEMANN; CASATTI;
OLIVEIRA, 2006; YABE; BENNEMANN, 1994).

O conhecimento do grupo de espécies de Schizodon é basicamente construido
na taxonomia classica que, em diversas vezes, foi questionada por divergéncia das
observacdes de seus caracteres morfolégicos ou pelas caracteristicas ontogenéticas
comuns nesse grupo, variando de acordo com a fase de desenvolvimento (ABREU,
2013; SANTOS, 1980; SIDLAUSKAS; GARAVELLO; JELLEN, 2007).

1.1 DNA barcoding e a identificacdo de espécies no género Schizodon

O DNA barcoding, proposto por Hebert et al. (2003), é uma ferramenta da
biologia molecular que visa identificar um organismo por meio de uma sequéncia de
nucleotideos do genoma, especificamente o Citocromo C Oxidase subunidade | (COI)
do DNA mitocondrial para a maioria dos animais. De importancia fundamental na
respiracdo celular, o gene COI apresenta taxa mutacional estavel pela demanda
adaptativa e acao deletéria dos polimorfismos, auséncia de introns e variabilidade
genética favoravel a distingdo intra e interespecifica, com ampla distribuicdo em todo
0 organismo e em quantidade significativa por célula (HEBERT; RATNASINGHAM,;
DE WAARD, 2003). Nas plantas, entretanto, sdo empregados os genes do cloroplasto
(rbcla, rbclb e matk); para os fungos, a regido ITS (Internal Tanscribed Spacer) do
DNA ribossémico e, em insetos, o gene 28S (BANDYOPADHYAYA et al., 2013).

Assim, a sequéncia barcode de uma espécie pode ser comparada a outras
sequéncias de outros organismos relacionados, encontrados em banco de dados,
como o caso do BOLD — The Barcoding of Life Database System (RATNASINGHAM,;
HEBERT, 2007). Quando observado estatisticamente a divergéncia entre as
sequéncias, o valor levantado é denominado distancia genética entre os espécimes;
a premissa do DNA barcoding é que quanto maior € o numero de diferencas entre as
sequéncias maior a distancia entre os organismos. Assim, a analise das sequéncias
propOe estimar comparativamente a divergéncia genética, menor entre os individuos
de uma mesma unidade taxondmica do que entre representantes de distintas espécies
(HEBERT et al., 2004), independente das caracteristicas morfologicas.

Essa abordagem foi estruturada em 2004 com o surgimento do Consortium for

the Barcoding of Life (CBOL) (www.barcoding.si.edu), que objetiva favorecer a


http://www.barcoding.si.edu)/
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viabilidade da ferramenta para a pesquisa taxondmica, garantindo a identificacao
concreta dos espécimes (MARSHALL, 2005; RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). As
sequéncias COI registradas no BOLD Systems fez desse método a referéncia no
campo da identificacdo molecular, visto que suas diferengas mutacionais s&o
principalmente significativas apds a especiagdo e o0 distanciamento genético
(HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003).

O DNA barcoding apresenta caracteristicas que fundamentam sua viabilidade,
tais como: a amostragem é possivel com poucas células; é facilmente replicavel por
métodos ja bem conhecidos de extracdo e PCR; e apresenta resultado rapido e
econbmico (HEBERT et al., 2003). Essa abordagem tem crescido num processo de
reconhecimento da técnica para diversos fins, além do que inicialmente idealizado por
Hebert et al. (2003), levando o uso da identificacdo de espécie (RATNASINGHAM;
HEBERT, 2007) para diversas finalidades (HENTER et al., 2016; HUBERT; HANNER,
2015; NAAUM et al., 2015; NETO, 2013).

Entre as principais limitacbes podemos mencionar a heranca materna do DNA
mitocondrial, podendo criar falsos resultados no caso de hibridacdo; a potencial
presenca de copias do genoma nuclear (numts); a extincdo dos caracteres
polimorficos pela reducéo efetiva populacional; e a histéria evolutiva recente, quando
o tempo néao foi suficiente para acumular as mutacées no gene COI de diferentes
espécies (HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003; WARD; HANNER,;
HEBERT, 2009).

Quando proposto para a identificagdo de linhagem genética, o DNA barcoding
€ uma ferramenta que supera os problemas taxonémicos ocasionadas pelo uso de
caracteres morfolégicos. Em casos de amostra biologica fragmentada ou
desconhecida, o barcode serve para representar o organismo, como método de rapida
identificacdo e independente da etapa/fase do desenvolvimento do espécime
(MOREIRA, 2015).

O uso de técnicas alternativas para auxiliar na taxonomia vem sendo sugerido
ha algumas décadas. Para o género Schizodon, as primeiras abordagens usaram
métodos citogenéticos (MARTINS; GALETTI, 2000); recentemente, o DNA barcoding
mostrou ser uma ferramenta viavel para identificacdo e delimitacdo de espécies na
familia Anostomidae (RAMIREZ; GALETTI, 2015).

A outra abordagem para a delimitacdo de espécies esta baseada em um

método filogenético coalescente: Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC - PONS



13

et al., 2006). Essa abordagem utiliza os comprimentos de ramos de uma arvore
ultramérica, isto €, que considera que os taxons estdo igualmente distantes da raiz
para estabelecer as relacbes intra (eventos de coalescéncia) e interespecificas
(eventos de extingao e especiacéo). Por utilizar uma funcéao de verossimilhanga, que
modela os processos evolutivo de interesse, 0 GMYC representa uma vantagem nas
criticas de métodos de delimitacdo baseados em distancia. A plasticidade fenotipica
apresentada em alguns caracteres comuns usados na identificacdo taxonémica, a
existéncia de espécies cripticas e a restricao das chaves morfoldgicas para um Unico
estagio do ciclo de vida justificam a utilizacdo do DNA barcoding no género Schizodon
(RAMIREZ, 2015).
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2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo a delimitagdo de espécie com uso da
analise de DNA barcoding de um grupo de espécies nominais pertencentes ao género

Schizodon, familia Anostomidae.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Levando em conta a viabilidade dessa técnica para identificar e caracterizar
diferentes espécies de peixes Neotropicais e a necessidade de informacbes
moleculares sobre a diversidade desse grupo, este trabalho tem como objetivos
especificos:
. Avaliar a congruéncia entre a taxonomia vigente e os dados moleculares;

. Revelar possiveis casos de espécies cripticas ou, ao contrario, de sinonimia.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do Material

A coleta de peixes de diferentes espécies do género Schizodon ocorreu em
diversas bacias da América do Sul, apresentadas na Figura 1. As amostras biologicas
consistiram de fragmentos de nadadeiras e de tecidos musculares e estédo
depositadas no banco de tecidos do Laboratorio de Biodiversidade Molecular e
Conservacao - LabBMC, UFSCar, Sédo Carlos — SP (Tabela 1). No total, foram
amostrados 68 espécimes de Schizodon, sendo que 23 individuos vouchers foram
depositados no Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP), Museu
de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS (MCP), Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (MUSM), Instituto de Ciencias Naturales,
Museo de Historia Natural, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia
(ICNMHN), Colecéo ictiologica do Laboratoério de Ictiologia Sistemética da UFSCar
(LISDEBE), no museu de Ictiologia do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva,
da UFSCar. As amostras foram entdo fixadas e armazenadas a 4°C até posteriores

analises moleculares.
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Figura 1. Mapa de distribuicdo dos pontos amostrais nas bacias hidrograficas
da América do Sul, pertencentes das coletas em campo (Tabela 1) e amostragem do
BOLD (Tabela 2).
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Tabela 1. Locais de coleta do género Schizodon na América do Sul.

Bacia Rio Espécie Coordenadas Geogréficas
Hidrografica Latitude Longitude
Alto Parana Turvo Schizodon intermedius -20.423333333 -49.2546111111
Alto Parana Parana Schizodon borellii -23.3607805556 -53.7534166667
Alto Parana Tiete Schizodon intermedius -22.501975 -48.5545111111
Alto Parana Tiete Schizodon intermedius -22.501975 -48.5545111111
Alto Parana Tiete Schizodon intermedius -22.501975 -48.5545111111
Alto Parana Parana Schizodon intermedius -21.7637638889 -52.1691527778
Alto Parana Mogi-Guacgu Schizodon nasutus -21.9273888889 -47.3662222222
Alto Parana Turvo Schizodon nasutus -24.7223166667 -49.4256916667
Alto Parana Rio Claro Schizodon nasutus -19.1183055556 -50.6438055556
Alto Parana Rio Claro Schizodon nasutus -19.1183055556 -50.6438055556
Alto Parana Rio Claro Schizodon nasutus -19.1183055556 -50.6438055556
Alto Parana Rio Claro Schizodon nasutus -19.1183055556 -50.6438055556
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-65.0166666667
-53.2305555556
-44.3613805556
-45.3389166667
-45.3389166667
-45.3389166667
-45.3389166667
-44.8973055556
-45.3389166667
-45.3389166667
-45.1819555556
-44.783425

-72.9423583333

-72.9423583333

-57.1843333333
-56.1029722222
-56.1029722222
-56.0336
-57.3801305556
-57.3801305556
-44.9534777778
-45.6941
-44.63675
-44.1799055556
-43.4383333333
-55.2430555556
-55.7341666667
-47.4110833333
-51.8738888889
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Tocantins Araguaia Schizodon vittatus -15.8355555556 -51.975

Tocantins Araguaia Schizodon vittatus -15.8355555556 -51.975

Tocantins Araguaia Schizodon vittatus -15.8355555556 -51.975

Tocantins Araguaia Schizodon vittatus -15.8951027778 -52.2545722222
Tocantins Araguaia Schizodon vittatus -15.8951027778 -52.2545722222
Tocantins Araguaia Schizodon vittatus -15.8951027778 -52.2545722222
Uruguai Pelotas Schizodon nasutus -27.7755 -51.1950833333
Uruguai Pelotas Schizodon nasutus -28.2137777778 -50.7562777778
Uruguai Vacas Gordas Schizodon nasutus -28.0209722222 -51.9502777778
Xingu Culuene Schizodon vittatus -13.8171722222 -53.2464694444
Xingu Culuene Schizodon vittatus -13.8171722222 -53.2464694444
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4.2 Extracao de DNA, amplificacédo, purificagéo e sequenciamento do gene COI

O DNA genbmico foi entdo extraido da amostra biol6gica utilizando o protocolo
fenol: cloroférmio proposto por Sambrook; Fritsch; Maniatis (1989). Para o DNA
barcoding foi amplificado 650 pares de base do gene mitocondrial COIl a partir dos
AnosCOIF (5"-ACAAACCACAAAGAYATYGG-3) e AnosCOIR (5'-
TCWGGGTGACCAAARAATCA-3") (RAMIREZ; GALETTI, 2015). A amplificacdo do
gene COlI foi realizada em meio a solucédo (5 pL 5X de GOTAQ (Buffer-1X); 13,3 uL
de agua mili-Q; 2uL de dNTPs (0,2 mM); 0,5 pL de MgClz (1 mM), 1uL de cada primer
(0,4mM) e 0,2 pL de Taqg polimerase (1 U/mL) -Life Technologies) completando com

primers

agua Mili-Q um volume final de 25 pL. As reagbes de PCR foram conduzidas no
termociclador Veriti® 96 Well Thermal Cycler - Applied Biosystems nas seguintes
condicfes: uma etapa inicial de 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos contendo a
desnaturacdo do DNA a 92 °C por 45 segundos, hibridag&o dos primers a 51°C por 45
segundos e extensdo das sequencias a 72°C por 45 segundos, finalizando com 72°C
por 10 minutos. A verificacdo dos produtos de PCR foi feita em gel de agarose a 1%
e a purificacao foi baseada no protocolo de polietilenoglicol (20%) (KUSUKAWA et al.,
1990). O sequenciamento foi realizado utilizando o método Sanger em sequenciador
automético AB13730XL, Applied Biosystems, nos sentidos forward e reverse.

4.3 Analise de dados

As espécies foram identificadas com uso de artigos de descricdo das espécies
de Schizodon. Juntamente com os fragmentos COIl sequenciados, no presente
estudo, foram incorporadas dezenove sequéncias do género obtidas no BOLD (ver

Tabela 2), totalizando dez espécies nominais (S. borelli, S. dissimilis, S. fasciatus, S.
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intermedius, S. jacuiensis, S. knerii, S. nasutus, S. platae, S. scotorhabdotus e S.

vittatus).

Tabela 2. Espécimes do género Schizodon obtido na BOLD.

Bacia Rio ID. Espécie Coordenadas Geogréficas
Hidrografica Bold Latitude Longitude
Alto Parana Tieté B014 Schizodon intermedius -22.8204 -48.1041
Alto Parana Tieté B015 Schizodon intermedius -22.8204 -48.1041
Alto Parana Tieté B016 Schizodon nasutus -21.107 -50.2646
Alto Parana Tieté B017 Schizodon nasutus -21.107 -50.2646
Alto Parana Tieté B018 Schizodon nasutus -21.107 -50.2646
Alto Parana Sao José

dos B019 Schizodon nasutus -20.4335 -51.2614

Dourados
Amazonas Amazonas BO011 Schizodon fasciatus 3.1 -60.0167
Baixo Parana | Parana B135 Schizodon platae -32.9099 -60.6747
Baixo Parana | Parana B136 Schizodon platae -32.9099 -60.6747
Baixo Parana | Parana B138 Schizodon platae -32.9099 -60.6747
Baixo Parana | Parana B139 Schizodon platae -32.9099 -60.6747
Maranhao Itapecuru B022 Schizodon dissimilis -2.94 -44.2408
Maranhao Itapecuru B023  Schizodon dissimilis -2.94 -44.2408
Maranhé&o Itapecuru B024 Schizodon dissimilis -2.94 -44.2408
Maranhao Itapecuru B025 Schizodon dissimilis -2.94 -44.2408
Maranhé&o Itapecuru B027 Schizodon dissimilis -6.02583 -44.2492
Orinoco Manapiare  B156 Schizodon scotorhabdotus 5.34 -66.0515
Orinoco Orinoco B214 Schizodon scotorhabdotus 7.6366 -66.3178
S&o Francisco | Urucuia B012 Schizodon knerii -16.166 -45.673

O conjunto de dados foi editado e alinhado no programa CodonCode Aligner,

(CodonCode Corporation, www.codoncode.com) que resultou em um documento

FASTA. As 87 sequéncias do gene COI foram analisadas para identificar a presenca

dos sitios polimérficos, insercdo e delecdo de nucleotideos e stop codons pelo

programa Mega7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).

Para testar se cada espécie nominal forma uma Unica unidade molecular, foram
utilizadas duas abordagens: DNA barcoding (HEBERT; RATNASINGHAM; DE
WAARD, 2003) e analise GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent - PONS et al.,

2006).

A abordagem DNA barcoding € baseada em distancia genética. A premissa é

gue individuos de uma mesma espécie apresentam uma distancia genética menor do

gue individuos pertencentes a outras espécies, dado um valor de threshold escolhido.


http://www.codoncode.com/
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No presente trabalho foram utilizados trés valores de thresholds: um sugerido para
peixes Neotropicais, cujo valor é de 2% (PEREIRA et al., 2013), outro calculado a
partir do presente conjunto de dados no pacote SPIDER (SPecies IDentity and
Evolution in R — BROWN et al., 2012) e outro no valor de 1%, em acordo com 0s
trabalhos desenvolvidos para os peixes da familia Anostomidae (RAMIREZ; GALETTI,
2015). Pelo programa SPIDER, utilizando a funcéo localMinima foi possivel estimar
como melhor threshold o valor de 1,4 %. A funcdo localMinima usa uma matriz de
distancia comparando as sequéncias de maneira par-a-par, criando assim um objeto
de densidade. Nesse objeto, cada mergulho na densidade das distancias genéticas
aponta a transicao entre intra e interespecifico, conforme o Barcoding gap.

A partir desses trés thresholds (2%, 1,4% e 1%) foi utilizado o software j]MOTU
(JONES; GHOORAH; BLAXTER, 2011) para estimar as unidades taxonémicas
operacionais moleculares, MOTUs (BLAXTER et al., 2005; GALIMBERTI et al., 2012).
As MOTUs sdo agrupamentos de sequéncias que ndo necessariamente
correspondem a espécie. Esse conceito de unidades moleculares é comumente
adotado no DNA barcoding e servira para testar a hipotese de que a espécie nominal
€ um taxon valido.

No MEGA 7, foram calculadas as médias das distancias genéticas intra e
interespecifica, usando o modelo de substituicdo Kimura 2-Parametros (K2P)
(KIMURA, 1980), e a opgéao pairwise deletion para o Missing Data treatment.

A analise pelo GMYC foi realizada no pacote SPLITs (SPecies Limits by
Threshold Statistics) na plataforma R (http://R-Forge.R-project.org), utilizando Unico
threshold e parametro de intervalo padrédo (intervalo = c¢(1,10)).

Para estimar a arvore ultramérica foi utilizado o software BEAST v2.5.0
(BOUCKAERT et al., 2014). O modelo de substituicdo nucleotidica foi selecionado
com uso do programa jModeltest 2 (DARRIBA et al., 2012) utilizando o Bayesian
Information Criterion (BIC). O modelo de substituicdo nucleotidica com a melhor
probabilidade foi HKY+I+G. A arvore ultramérica foi reconstruida utilizando o reldgio
relaxado do tipo log normal e como prior da arvore o modelo de Yule. Foram realizadas
trés corridas independentes, com 10 milhées de geracbes cada, sendo uma arvore
amostrada a cada 10 mil. No Tracer v1.6 (RAMBAUT A, SUCHARD MA, XIE D, 2014
- http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer), verificou a convergéncia apropriada dos
parametros, considerando que os valores de ESS (effective sample size) devem ser

maiores que 200. A combinacgao das corridas foi realizada a partir dos arquivos log e


http://r-forge.r-project.org/
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trees utilizando LogCombiner v.2.5.0 (BOUCKAERT et al., 2014), com burn-in de 25%.
O TreeAnotator foi utilizado para converter o arquivo .trees em um arquivo que foi

visualizado no programa FigTree v1.4.3 (RAMBAUT A, SUCHARD MA, XIE D, 2014 -
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).



22

5. RESULTADOS

Apos o alinhamento e edicao das sequéncias, foram obtidos 87 fragmentos do
gene COlI, sendo 68 adquiridos no presente estudo e 19 a partir do banco de dados
BOLD. A média do comprimento desse fragmento foi de aproximadamente 608 pares
de base (variando de 590 a 627), contendo 109 polimorfismos (105
parcimoniosamente informativos). Os polimorfismos ocorreram em sua maioria (87%)
na terceira base do codon. Apenas uma das alteracdes foi ndo sinbnima, com a Unica
ocorréncia na segunda posi¢ao do codon. Nao foram encontradas insercdes, delecdes
ou stop codons, sustentando a hipétese de que as origens dos fragmentos sdo de
sequéncias funcionais e ndo pseudogenes do gene COI.

As médias das distancias intra e interespecificas sdo visualizadas na Tabela.3,
onde todas as médias intraespecificas foram menores que todos os thresholds (2%,
1,4% e 1,0%) usados nesse trabalho, exceto S. vittatus que apresenta um valor menor
do que os thresholds 2% e 1,4%, porém maior que 1%. A comparacao S. platae - S.
jacuiensis mostrou uma distancia interespecifica menor que todos os valores de

thresholds empregados.

Tabela 3. Média das distancias intraespecifica (em negrito) e interespecifica,
por meio do modelo K2P, entre as dez espécies de Schizodon.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 S. borelli 0,002
2 S.dissimilis 0,054 0,004
3 S.fasciatus 0,028 0,052 0,002
4 S.intermedius 0,011 0,054 0,027 0,000
5 S.jacuiensis 0,095 0,120 0,105 0,099 n/c
6 S. knerii 0,084 0,101 0,091 0,092 0,074 0,001
7 S. nasutus 0,089 0,098 0,089 0,092 0,069 0,023 0,006
8 S.platae 0,093 0,119 0,103 0,096 0,001 0,072 0,068 0,002
9 S. scotorhabdotus 0,047 0,055 0,042 0,043 0,102 0,086 0,081 0,102 0,001
10 S. vittatus 0,033 0,055 0,026 0,031 0,099 0,090 0,086 0,097 0,047 0,013

Para evitar superestimar a variagdo entre as espécies, pelo uso de distancias
médias, foi adotada a comparacdo entre as distancias minima interespecifica e
maxima intraespecifica, resultando em um grafico de quadrantes (Figura 2). As
espécies situadas no quadrante I, apresentam o valor maximo intraespecifico sempre
menor que o threshold e o valor minimo interespecifico sempre maior, indicando que

os dados moleculares estdo em concordancia com a taxonomia vigente. O quadrante
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Il contém tdxon com valores intra e interespecifico maiores que o threshold, indicando
presenca de espécies cripticas. No quadrante lll, estdo os casos de baixos valores
intra e interespecifico das distancias genéticas, que podem indicar uma situacéo de
especiacdo recente, sinonimia ou hibridizacdo. Por fim, no quadrante IV estédo
representados 0s casos que mostram um alto valor intraespecifico e baixo valor
interespecifico, indicando ndo congruéncia entre a taxonomia vigente e os dados
moleculares. Quando empregado o threshold 2%, S. vittatus mostra um alto valor
intraespecifico (quadrante V), enquanto S. borelli, S. intermedius, S. jacuiensis, S.
platae apresentam baixos valores intra e interespecificos (quadrante IIl). Os
resultados s&o similares com o valor de threshold 1,4%, mas S. vittatus passa a
evidenciar um tipico caso de ocorréncia de espécies cripticas (quadrante Il). Com o
valor de threshold 1%, somente S. jacuiensis e S. platae mostram-se como uma
provavel sinonimia; S. vittatus permanece evidenciando espécies cripticas e S.

nasutus também aparece com um valor intraespecifico maior que o valor de threshold.

Figura 2. Gréfico de quadrantes considerando 627 nucleotideos por sequéncias
com os dados nominais e threshold de 2% (A) 1,4% (B) e 1% (C).
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O S. borelli

W S. dissimilis

® S. fasciatus

X S. intermedius

+ S. jacuiensis

A S. knerii
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X S. platae

@ S. scotorhabdotus
OS. vittatus

OS. borelli

M S. dissimilis

@ S. fasciatus

X S. intermedius

+ S. jacuiensis

A S. knerii
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Quando calculado o niumero de MOTUSs pelo software ]MOTU foram obtidos os

seguintes resultados (Tabela 4): com o threshold 2%, obtiveram-se sete MOTUs

(denominadas com a letra A), sendo as espécies S. borellii e S. intermedius agrupadas
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na MOTU_2A, S. vittatus e S. fasciatus agrupadas na MOTU_4A, e S. jacuensis e S.
platae integradas na MOTU_6A. As demais espécies sdo constituidas por Unica
MOTUs em congruéncia com a taxonomia atual. Para o threshold 1,4%, foram
encontradas nove MOTUs (denominadas B). As espécies S. borellii e S. intermedius
séo parte de uma Unica unidade taxondmica molecular (MOTU_2B) e o0 S. jacuiensis
e S. platae continuam como pertencente a uma Unica MOTU (MOTU_8B). A espécie
nominal S. vittatus aparece constituida por duas MOTUs (MOTU_4B e MOTU_7B,
distancia minima interespecifica de 1,8%), pertencentes as bacias do Tocantins e
Xingu-Tapajos, respectivamente. As demais espécies estdo constituidas por uma
Unica MOTU. O uso do threshold de 1% resultou em dez MOTUs (denominadas C). A
espécie S. vittatus continua dividida em duas MOTUs (MOTU_4C e MOTU_7C) e as
espécies S. jacuiensis e S. platae continuam pertencentes a uma Unica unidade
molecular (MOTU_9C).

Na analise do GMYC, a verossimilhanca do modelo (L= 680.7669) foi
significativamente superior a verossimilhanca do modelo nulo (Lo=628.0964, p-value
0.000). O Unico ponto de transicdo entre os processos de coalescéncia e
extingdo/especiacao revelou 12 MOTUs (Figura 3), sendo o intervalo de confianca de
9a 13. O GMYC, diferente das demais metodologias, separou S. nasutus e S dissimilis
em duas MOTUSs cada, concordantes com as bacias hidrogréficas que elas ocupam.
Os demais resultados foram idénticos aos obtidos com o valor de threshold 1% (Figura
4).



Tabela 4. MOTUS do género Schizodon determina pelo método de distancia utilizando como threshold 2%, 1,4% e 1%.

Threshold 2%

Threshold 1,4%

Threshold 1%

MOTU_1A: S. nasutus
SC_nas_BO016; SC_nas_B017; SC_nas_B018;
SC_nas_B019; SC_nas_L0926; SC_nas_L1066;
SC _nas_L1093; SC_nas_L1099; SC_nas_L1100;
SC_nas_L1103; SC_nas_L1111; SC_nas_L1178;
SC_nas_L243; SC_nas_L244; SC_nas_L245;
SC nas_L889

MOTU_2A: S. borellii e S. intermedius
SC_bor_L0063; SC_bor_L0086; SC bor_L0117;
SC_bor_L0224; SC_bor_L0899; SC_bor_L1176;
SC_bor_L1177; SC_int_B014; SC_int_B015;
SC_int_L012; SC_int_L0217; SC_int_L1201;
SC_int_L214; SC_int_L219; SC_int_L372

MOTU_3A: S. knerii

SC _kne B012; SC _kne L0857; SC_kne L270;
SC_kne_L361; SC_kne_L363; SC_kne_L365

MOTU_4A: S. vittatus e S. fasciatus
SC_fas_B011; SC_fas_L0544; SC_fas_L0629;
SC_fas_L0650; SC_fas_L082; SC_fas_L0936;
SC fas L0951; SC fas L0968; SC fas L259;
SC_fas_L541; SC_fas_L542; SC_fas_L626;
SC fas L698; SC fas 1918; SC_vit L0613;
SC_vit_L0750; SC_vit_L100; SC_vit_L197;
SC_vit_L205; SC_vit_L206; SC_vit_L207;
SC_vit_L208; SC_vit_L209; SC_vit_L380;
SC_vit_L558; SC_vit_L733

MOTU_5A: S. scotorhabdotus

SC_sco_B156; SC_sco_B214; SC_sco_L0906;
SC_sco_L905

MOTU_6A: S. jacuiensis e S. platae

SC_jac_L546; SC_pla_B135; SC_pla_B136;
SC_pla_B138; SC_pla_B139

MOTU_7A: S. dissimilis
SC_dis_B022; SC_dis_B023; SC_dis_B024;
SC_dis_B025; SC_dis_B027; SC_dis_L236;

MOTU_1B: S. nasutus
SC_nas_BO016; SC_nas_B017; SC_nas_B018;
SC_nas_B019; SC_nas_L0926; SC_nas_L1066;
SC nas_L1093; SC_nas_L1099; SC_nas_L1100;
SC _nas_11103; SC_nas_L1111; SC_nas_L1178;
SC_nas_L243; SC_nas_L244; SC_nas_L245;
SC nas_L889

MOTU_2B: S. borellii e S. intermedius
SC_bor_L0063; SC_bor_L0086; SC _bor_L0117;
SC_bor_L0224; SC_bor_L0899; SC_bor_L1176;
SC_bor_L1177; SC_int_B014; SC_int_B015;
SC_int_L012; SC_int_L0217; SC_int_L1201;
SC_int_L214; SC_int_L219; SC_int_L372

MOTU_3B: S. knerii
SC _kne B012; SC _kne L0857; SC_kne L270;
SC_kne_L361; SC_kne_L363; SC_kne_L365
MOTU_4B: S. vittatus

SC_vit_L100; SC_vit_L197; SC_vit_L205;
SC_vit_L206; SC_vit_L207; SC_vit_L208;
SC_vit_L209; SC_vit_L380
MOTU_5B: S. scotorhabdotus

SC_sco_B156; SC_sco_B214SC_sco_L0906;
SC_sco_L905

MOTU_6B: S. fasciatus
SC_fas_B011; SC_fas_L0544; SC_fas_L0629;
SC_fas_L0650; SC_fas_L082; SC_fas_L0936;
SC_fas_L0951; SC_fas_L0968; SC_fas_L259;
SC_fas_L541; SC_fas_L542; SC_fas_L626;
SC fas L698; SC fas 1918

MOTU_7B: S. vittatus
SC_vit_L0613; SC_vit_L0750; SC_vit_L558;
SC_vit_L733;

MOTU_1C: S. nasutus
SC_nas_BO016; SC_nas_B017; SC_nas_B018;
SC _nas_BO019; SC_nas_L0926; SC_nas_L1066;
SC _nas_L1093; SC_nas_L1099; SC_nas_L1100;
SC nas_11103; SC_nas_11111; SC_nas_L1178;
SC _nas_1243; SC_nas_L244; SC_nas_L245;
SC nas_L889

MOTU_2C: S. borellii

SC_bor_L0063; SC_bor_L0086; SC_bor_L0117;
SC _bor_L0224; SC_bor_L0899; SC bor_L1176;
SC_bor_L1177
MOTU_3C: S. knerii
SC _kne B012; SC _kne L0857; SC_kne L270;
SC_kne_L361; SC_kne_L363; SC_kne_L365
MOTU_4C: S. vittatus

SC_vit_L100; SC_vit_L197; SC_vit_L205;
SC_vit_L206; SC_vit_L207; SC_vit_L208;
SC_vit_L209; SC_vit_L380

MOTU_5C: S. scotorhabdotus
SC_sco_B156; SC_sco_B214; SC_sco_L0906;
SC_sco_L905;

MOTU_6C: S. fasciatus
SC_fas_B011; SC_fas_L0544; SC_fas_L0629;
SC_fas_L0650; SC_fas_L082; SC_fas_L0936;
SC_fas_L0951; SC_fas_L0968; SC_fas_L259;
SC_fas_L541; SC_fas_L542; SC_fas_L626;
SC fas L698; SC fas 1918

MOTU_7C: S. vittatus
SC_vit_L0613; SC_vit_L0750; SC_vit_L558;
SC_vit_L733;
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SC_dis_L237; SC_dis_L239; SC_dis_L242;
SC_dis_L260; SC_dis_L261; SC_dis_L262;
SC_dis_L263; SC_dis_L264; SC_dis_L265

MOTU_8B: S. jacuiensis e S. platae

SC_jac_L546; SC_pla_B135; SC_pla_B136;
SC_pla_B138; SC_pla_B139
MOTU_9B: S. dissimilis

SC_dis_B022; SC_dis_B023; SC_dis_B024;
SC_dis_B025; SC_dis_B027; SC_dis_L236;
SC_dis_L237; SC_dis_L239; SC_dis_L242;
SC_dis_L260; SC_dis_L261; SC_dis_L262;
SC_dis_L263; SC_dis_L264; SC_dis_L265
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MOTU_8C: S. intermedius
SC_int_B014; SC_int_B015; SC_int_L012;
SC_int_L0217; SC_int_L1201; SC_int_L214;
SC_int_L219; SC_int_L372

MOTU_9C: S. jacuiensis e S. platae

SC_jac_L546; SC_pla_B135; SC_pla_B136;
SC_pla_B138; SC_pla_B139
MOTU_10C: S. dissimilis

SC_dis_B022; SC_dis_B023; SC_dis_B024;
SC_dis_B025; SC_dis_B027; SC_dis_L236;
SC_dis_L237; SC_dis_L239; SC_dis_L242;
SC_dis_L260; SC_dis_L261; SC_dis_L262;
SC_dis_L263; SC_dis_L264,; SC_dis_L265
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Figura 3. Arvore ultramérica bayesiana, gerada no software BEAST v2.5.0,
mostrando diferentes abordagens de delimitacdo de espécies baseada no marcador
mitocondrial COI. Circulos pretos nos nos representam valores de probabilidade

maiores que 0,9.
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Figura 4. Distribuicdo de espécies nominais concordante (A) e discordantes (B)

com a delimitacdo de MOTUS estimadas pelo GMYC.
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6. DISCUSSAO

A descricdo de espécies pela taxonomia tradicional usa informacdes
morfologicas, agrupando os organismos de acordo com os caracteres morfolégicos
sinapomorficos, isto é, caracteres compartilhados exclusivamente por esse grupo de
organismos. O DNA barcoding trouxe para o presente estudo informacbes que
mostram divergéncia entre as espécies nominais e os polimorfismos dentro das
sequéncias de DNA (COI) que as representam. Esse método € consagrado no meio
cientifico (BHATTACHARYA et al.,, 2015; NAAUM; HANNER, 2015; SHETH,;
THAKER, 2017), com importancia reconhecida para a taxonomia atual (ALVES, 2013;
BHATTACHARYA et al., 2015; MACHADO et al., 2017; SHETH; THAKER, 2017).
Apesar de ja ter recebido algumas criticas (MEYER; PAULAY, 2005; ZHANG et al.,
2013), o método do DNA barcoding foi previamente visto ser bastante eficaz no grupo
de peixes da familia Anostomidae (RAMIREZ, 2015).

O principal achado desse trabalho foi a incongruéncia observada entre as
espécies nominais e 0s grupos moleculares (MOTUSs) obtidos a partir da analise
molecular do gene COIl. Essa discordancia é assinalada por meio da avaliacdo das
distancias genéticas intra e interespecificas (HEBERT et al., 2004; WARD; HANNER,;
HEBERT, 2009) e pelo uso de modelo coalescente de limite Unico dado pelo método
GMYC (ZHANG et al., 2013). As duas abordagens mostraram resultados
concordantes para o caso de uma provavel sinonimia entre S. jacuiensis e S. platae,
e para o caso de uma possivel existéncia de espécies cripticas na denominacao de
S. vittatus.

Usando diferentes valores de threshold, o DNA barcoding encontrou de sete a
dez diferentes MOTUs dentro do género. O valor de threshold 2% nao parece
adequado para a distincdo de espécies de Schizodon, por unir espécies
morfologicamente bem distinguiveis em unicas MOTUs, como é o caso de S. borellii
e S. intermedius (MOTU_2A), como também S. fasciatus e S. vittatus (MOTU_4A).
Essas espécies, além de distintas, ndo sdo consideradas um problema taxonémico
pelos especialistas da area. Schizodon borellii se sobrepfe em seus caracteres
morfométricos com S. intermedius podendo ser confundidas, mas diferem no tamanho
das proporc¢des do corpo e padrao de colorido (GARAVELLO; BRITSKI, 1990). J4 S.
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fasciatus, com suas diferencas taxon6micas bem definidas pelos especialistas
(SANTOS, 1980), esta biogeograficamente isolada de S. vittatus (ABREU, 2013).

Também o valor de threshold 1,4% encontrou uma Unica MOTU para as
espécies S. borellii e S. intermedius, demonstrando que esse valor é igualmente
inadequado para delimitar espécies, quando levado em consideragcdo a informagéo
taxondmica aceita pelos especialistas.

Ja o threshold 1,0 %, evidenciou dez MOTUs e separou S. borellii e S.
intermedius em distintas MOTUs. Este threshold de 1,0% possui uma melhor
correspondéncia com a delimitacdo de espécies dada a taxonomia atual.

S. borelli e S. intermedius sdo consideradas duas espécies alopatricas,
ocorrendo nas bacias do Paraguai e Alto Parana, respectivamente. Em nossa
amostragem foi encontrado um Unico individuo de S. borellii dentro da distribuigdo do
S. intermedius. SILVA-SANTOS et al. (2018) retrataram em sua discussao que o
encontro de haploétipos do Paraguai no Alto Parana é possivel pela remocdo da
barreira natural (Cachoeira de Sete Quedas) com a constru¢cdo da Hidrelétrica do
Itaipu. Essa barreira, no passado, possivelmente mantinha haplogrupos bem definidos
separados em bacias (MACHADO et al., 2017; RAMIREZ; BIRINDELLI; GALETTI,
2017). Entretanto, devido ao seu habito migratério, a geodispersao do S. borellii pode
ter sido possivel entre as bacias do Paraguai e Alto Parana, considerando a
construcdo dos canais de piracema da barragem do Itaipu, bem como pelo fato de
cerca de 200 km da parte média do rio Parana ter sido agregada ao alto Parana, apés
a construcdo da barragem a jusante da antiga Sete Quedas.

Uma subdivisdo de S. vittatus em duas MOTUSs, indicando uma possivel
ocorréncia de espécies cripticas, foi apoiada por todos os métodos empregados, com
excecao do valor de threshold 2%, e é fortemente sustentada pela condicdo
biogeogréfica; uma MOTU foi amostrada na bacia do Tocantins e a segunda MOTU
na bacia Xingu-Tapajés, bacias hidrograficas que estdo separadas desde o Plio-
Pleistoceno (ROSSETTI; VALERIANO, 2007)

Em todos os métodos utilizados S. jacuienses e S. platae formaram uma Unica
MOTU, devido ao baixo valor de comparacdo par-a-par de 0,1% entre elas. S.
jacuiensis coletada na Lagoa dos Patos do rio Jacui (Rio Grande do Sul —-BR) e a S.
platae no rio de La Plata na Argentina foram obtidas nas distintas andlises como
possiveis sinbnimas, sendo espécies que pertencem a distintas bacias, porém,

regides com conexao historica (CARVALHO; REIS, 2011). Schizodn platae foi descrito
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para o rio de La Plata (GARMAN, 1890) e pode ser encontrada nas bacias do Baixo
Parana e Rio Uruguai (BERGMANN, 1988), enquanto que S. jacuiensis foi descrita
para a bacia do Rio Jacui (BERGMANN, 1988). Segundo discusséao de Garavello e
Britski (1990), essas espécies (S. platae e S. jacuiensis) tem descri¢des inconclusivas
em relacdo aos caracteres de cores em comparagdes entre ambas ou com S. knerii.
Baseados na alta plasticidade caracteristica desse grupo, a distincdo entre S.
jacuiensis e S. platae é discutivel (GARAVELLO; BRITSKI, 1990), fato que esta sendo
apoiado pelos resultados moleculares. Alternativamente, ambas seriam espécies
muito recentes, apresentando grande similaridade entre elas e ainda né&o ter havido
tempo viavel para o acumulo de polimorfismos no gene COI.

Ressalta-se que a andlise de coalescéncia, realizada pelo GMYC, também
manteve S. platae e S. jacuiensis reunidos em uma Unica MOTU. Considerando que
este método apresenta resultados robustos e independentes de informacao
taxondmica prévia (ZHANG et al., 2013), é mais provavel que de fato representem um
caso de sinonimia. Esse método, modela a especiacédo a partir das ramificacdes de
uma arvore ultramérica (DRUMMOND; BOUCKAERT, 2013) e € adequado para
grupos monofiléticos, com menor tamanho populacional (ESSELSTYN et al., 2012).

Pelo GMYC, a arvore ultramérica agrupou doze MOTUs, um nimero maior em
comparagcdo com 0 maior numero encontrado pelo método de distancia. Em
desacordo com o DNA barcoding baseado no threshold 1%, o GMYC divide as
espécies bem delimitadas taxonomicamente S. nasutus e S. dissimilis em duas
MOTUs cada. Esses achados precisam ser melhor avaliados antes de uma decisao
mais definitiva sobre o seu significado, incluindo na analise um nimero maior de genes
mitocondriais e nucleares, e genes com taxas mutacionais maiores, que poderao
identificar possiveis casos de especiacdes recentes. De qualquer maneira,
considerando a sensibilidade do método de coalescéncia as MOTUs obtidas precisam
ser consideradas, no minimo, com uma unidade evolutivamente significante (ESU -
Evolutionary Significant Unit), para fins de conservacao da biodiversidade do grupo.

Os resultados desse trabalho foram decisivos para indicar que sdo necessarias
revisdes taxondmicas no género Schizodon, utilizando ferramentas morfolégicas e
moleculares que incluam diferentes genes, para a resolugdo dos problemas
apontados. Além disso, mesmo ap0s tomada a decisdao taxonémica, podera restar
situacdes onde linhagens genéticas, definidas como ESUs, deverao ser consideradas

em medidas de conservacéo, dando ainda maior significado a este trabalho.
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No presente estudo foram usadas ferramentas amplamente testadas para
identificar e apontar casos de espécies cripticas ou de novas espécies. OS n0sso0s
resultados sugerem o DNA barcoding sob o threshold de 1,0% como a metodologia
baseada em distancia mais adequada quando comparada com a taxonomia atual.

Os carateres morfologicos sinapomorficos sdo os que fundamentam a
identificacao classica de espécie, mas a plasticidade fenotipica é um problema a ser
considerado na determinacdo taxonémica do género Schizodon (ABREU, 2013;
BERGMANN, 1988; GARAVELLO; BRITSKI, 1990; SANTOS, 1980; SIDLAUSKAS,;
GARAVELLO; JELLEN, 2007). Nesse caso, a inclusdo dos dados moleculares pode
ser crucial. Apesar das metodologias utilizadas serem comprovadamente viaveis e
amplamente utilizada na identificacdo de espécies, no género Schizodon é possivel
encontrar pares de espécies nominais com sequéncias distinguiveis por poucos
caracteres moleculares que podem ser fruto de especiagdes recentes, fato este que
parece comum em outros géneros da familia Anostomidae (RAMIREZ; BIRINDELLI;
GALETTI, 2017; RAMIREZ; GALETTI, 2015).
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7. CONCLUSOES

O estudo evidenciou que algumas espécies nominais amostradas do género
Schizodon apresentam distancias genéticas interespecificas relativamente baixas e

ISso pode ser resultado de processos de especiagao recente.

Um estudo taxonémico € imperativo para avaliar a potencial ocorréncia de uma

espécie criptica encontrada dentro de S. vittatus.

S. jacuiensis e S. platae deve representar uma sinonimia e necessitam de
revisdo que inclua uma avaliacdo da plasticidade fenotipica existente e outros

marcadores moleculares.

O significado taxonémico das MOTUs observadas dentro de S. nasutus e S.
dissimilis, quando analisados pelo método de coalescéncia, precisa ser melhor
investigado. No minimo, essas MOTUs representam unidades evolutivamente

significantes (ESU).

No geral, os resultados demostram a necessidade de estudos integrados que
incluam a morfologia e dados moleculares, para resolver problemas relacionados a
delimitacdo e identificacdo de espécies, contribuindo para o conhecimento das

espécies desse género e sua conservacao.
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