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RESUMO

O género Ancistrus ¢ um dos mais diversificados da tribo Ancistrini possuindo 64
espécies nominais. Estes peixes diferem dos outros loricariideos pela auséncia de placas
e odontddeos na ponta do focinho, onde existem apenas pequenos tentaculos carnudos e
odontddeos interoperculares bem desenvolvidos. O género € caracterizado por mostrar
grande variabilidade citogenética com o nimero diploide variando de 2n=34 e 2n=54
cromossomos. Ancistrus também se apresenta amplamente distribuido nas bacias dos
rios Uruguai, Paraguai e Amazonica, sendo que as duas ultimas apresentam a maior
diversidade de espécies e de cariotipos do género. Apesar destas caracteristicas, 0 grupo
ainda é conhecido por apresentar espécies de taxonomia duvidosa e de dificil
identificacdo, de modo que as relacdes filogenéticas e os padrdes filogeograficos,
sobretudo na bacia dos rios Paraguai e Amazonas, ainda ndo foram revelados. Nesse
sentido, o presente trabalho teve como objetivo discriminar as diferentes linhagens de
Ancistrus provenientes das bacias Amazonica e do Paraguai e utilizando a ferramenta de
“DNA barcoding”, bem como identificar as relagdes filogenéticas e filogeograficas
dessas linhagens utilizando mdltiplas sequéncias de DNA. Foram obtidas 146
sequéncias do gene Citocromo Oxidase Subunidade | (COI) que foram utilizadas na
discriminacdo das linhagens. A andlise de “DNA barcoding” mostrou a ocorréncia de
sete linhagens de Ancistrus na bacia Amazonica e oito na bacia do Paragua. A técnica
também revelou um alto valor de distancia genética média entre estas linhagens (8,4%),
0 que indica um alto grau de isolamento genético entre as mesmas. Nas analises
filogenéticas foram utilizadas 93 sequéncias concatenas dos genes mitocondriais ATP
sintetase subunidades 6 e 8 (ATPase 6/8) e o COI e sequéncias do gene nuclear Rag2,
enquanto na analise filogeografica foram utilizadas apenas as sequéncias do gene
ATPase 6/8. Na topologia gerada pelo método Bayesiano foram distinguidos 3 clados,
subdivididos em 21 grupos. Os clados mostram a ocorréncia de uma relacdo
monofilética entre parte das linhagens da bacia do rio Paraguai com as linhagens da
bacia amazo6nica, e 0s 21 grupos identificados apresentam altos valores de distancia
genética média entre si (8,4%). Na rede de haplétipos foram observados oito grandes
grupos: sete pertencentes a bacia do Paraguai e um correspondendo a bacia Amazonica,
ndo havendo compartilhamento de hapl6tipos entre as duas bacias. Tais resultados
indicam que Ancistrus forma uma unidade monofilética nas bacias Amazonica e do rio
Paraguai, sendo que estas linhagens possuem alto grau de divergéncia e isolamento
genético entre si. 1sso corrobora a existéncia de espécies cripticas na regido e aponta a
necessidade de uma revisdo taxonémica para o género nessas bacias.

Palavras chave: DNA mitocondrial, DNA nuclear, estruturacdo genética, taxonomia.



ABSTRACT

The Ancistrus genus is one of the most diverse of the Ancistrini tribe possessing 64
nominal species. These fishes differ from the other loricariids by the absence of plaques
and odontodes at the tip of the muzzle, where there are only small fleshy tentacles and
well-developed interopercular odontodes. The genus is characterized by showing great
cytogenetic variability with the diploid number ranging from 2n = 34 and 2n = 54
chromosomes. Ancistrus is also widely distributed in the Uruguay, Paraguay and
Amazon basins, with the latter two showing the greatest diversity of species and
karyotypes of the genus. Despite these characteristics, the group is still known to
present dubious taxonomy species that are difficult to identify, so that the phylogenetic
relationships and phylogeographic patterns, especially in the Amazon and Paraguay
basins, have not yet been revealed. In this sense, the present work aimed to discriminate
the different Ancistrus lineages from the Amazon and Paraguay basins using the DNA
barcoding tool, as well as to identify the phylogenetic and phylogeographic
relationships of these lineages using multiple DNA sequences. 146 sequences of the
Cytochrome Oxidase Subunit I (COI) gene were obtained, which were used to
discriminate the lineages. The analysis of DNA barcoding showed the occurrence of
seven lineages of Ancistrus in the Amazon basin and eight lineages in the Paraguay
basin. The technique also revealed a high average genetic distance among these lineages
(8.4%), indicating a high level of genetic isolation among them. In the phylogenetic
analyzes, 93 concatenated sequences of the mitochondrial ATP synthase subunits 6 and
8 (ATPase 6/8) and COI and sequences of the Rag2 nuclear gene were used, whereas in
the phylogeographic analysis only the ATPase 6/8 gene sequences were used. In the
topology generated by the Bayesian method, 3 clades were distinguished, subdivided
into 21 groups. The clades show a monophyletic relationship among the lineages from
Paraguay and Amazon basins, and the 21 identified groups present high average genetic
distance (8.4%). In the haplotype network, eight large groups were observed: seven
belonging to the Paraguay basin and one corresponding to the Amazon basin, and there
was no haplotype sharing between the two basins. These results indicate that Ancistrus
forms a monophyletic unit in the Paraguay and Amazon basins, and these lineages have
a high level of divergence and genetic isolation among them. This corroborates the
existence of cryptic species in these regions and points out the need for a taxonomic
revision for the genus in Paraguay and Amazon basins.

Keywords: mitochondrial DNA, nuclear DNA, genetic structure, taxonomy.
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1.0 INTRODUGCAO

1.1 Filogeografia e Filogenia de Peixes

A diversidade genética pode ser explicada pela existéncia de diferentes
genotipos, o que garante um alto grau de variabilidade genética de uma populacao.
Estes elementos conferem a espécie a habilidade para adaptacdo a um determinado
ambiente (VILA et al., 1997; REYNOLDS et al., 2012). O conhecimento sobre o fluxo
génico e da estrutura genética, entre as populacBes naturais, tem importantes
implicacbes ndo apenas na ecologia e biologia evolutiva, mas também para a

conservacao e gestdo da biodiversidade (COWEN E SPONAUGLE, 2009).

A ictiofauna dulcicola da regido Neotropical € a mais rica do mundo com mais
de 5000 espécies descritas (REIS et al., 2016). O desenvolvimento dos sistemas de
drenagens modernos foi o principal mecanismo que influenciou o aumento dos niveis de
diversidade nesta regido (LUNDERG et al., 1998). Estudos indicam que os eventos de
diversificacdo de espécies Neotropicais ocorreram antes do periodo Pleistoceno, tais
eventos seriam 0s responsaveis pela ocorréncia de 80% das unidades evolutivas
significativas de peixes neotropicais (RULL 2008). Eventos como a captura de
cabeceiras (Hipotese hidrogeogrpafica) sdo os responsaveis pela diversificacdo da
ictiofauna (TAGLIACOLLO et al., 2015). Estes eventos de captura sdo comumente
observados em areas geologicas estaveis (escudos cristalinos), que estdo cobertas de
fraturas e falhas geologicas. As continuas reativagdes tectnicas dessas areas (datadas
desde o Paleogeno, 66 Ma) promoveram rearranjos entre as bacias, resultando em
eventos de captura de cabeceira e geodispersdo da ictiofauna (RIBEIRO, 2006; ROXO

etal., 2014)



Com o advento de dados moleculares e métodos de bioinformética para analisar
as diferencas genéticas em nivel populacional, novos conhecimentos sobre a ictiofauna
dulcicola neotropical foram adicionados. O DNA mitocondrial tem sido o foco de
estudo de varios grupos de pesquisa que se dedicam a elucidar problemas relativos a
genética de populagbes, conservacdo de recursos, estabelecimento de relagbes
filogenéticas e filogeograficas entre diferentes espécies, resolucdo de incertezas
taxondmicas e diferenciacdo de espécies cripticas. Entre os marcadores mais
comumente utilizados nestes estudos estdo 0s genes mitocondriais. Estudos realizados
com o genoma mitocondrial de peixes mostram que ele é formado por cerca de 17.000
pares de bases (pb), sendo que nesse genoma encontram-se 0s genes 12S e 16S do
rRNA, 22 genes de tRNA, Citocromo Oxidase (I, Il, Il e V), ATP sintetase
(subunidades 6 e 8), Citocromo b, genes para seis subunidades da NADH e a regido “D-
loop” (displacement loop) conhecida como regido controle com importante papel no
inicio da replicagdo do mtDNA e da transcricdo do RNA (MEYER, 1993; GARESSE et

al., 1997; MIYA et al., 2003; BALLARD E WITHLOCK, 2004 VILLELA etal. 2017).

O gene ATP sintetase (ATPase) de subunidades 6 e 8 é responsavel pela
codificacdo de uma enzima que hidrolisa 0 ATP e funciona como um transportador de
energia em todos as atividades basicas das células que requerem energia. Estes genes
sdo mais conservados em relacdo a outros genes mitocondriais, por isso sdo ferramentas
utilizadas para determinar relacdes filogenéticas, filogeograficas (PERDICES et al.,
2004; HABIB et al., 2012; BORBA et al., 2013 PONZETTO et al. 2016, PONZETTO
et al., 2017) e também para estimar divergéncias intraespecificas (FREDERICO et al.,

2012).



A filogeografia e a filogenia fornecem importantes contribuicdes para o
entendimento da evolucdo das populacdes, espécies e comunidades de peixes em
distintos ambientes neotropicais (PIORSKI et al., 2008), sendo este um campo de
estudo que leva em questdo os principios e processos que governam a distribuicdo
geogréfica de linhagens genealdgicas (AVISE, 2004), que permite examinar questdes
como as origens das zonas hibridas (HEWITT, 2001) e os limites das espécies
(MARTINEZ-ORTEGA et al., 2004). Tais inferéncias, principalmente as relacionadas
as reconstrugdes das espécies e suas genealogias, sdo baseadas principalmente em
sequéncias de genes do DNA mitocondrial (DNAmt) (LOVEJOY e DE ARAUJO,

2000).

Dessa forma, a filogenia molecular é uma das principais ferramentas da biologia
da conservagdo, e deve ser usada no estudo de espécies ameacadas, na criacdo de
programas de conservacao e preservacao de todos os tipos de ecossistemas, bem como
no entendimento da distribuicdo de organismos e conhecimento de sua biogeografia.
Aliada a outras ferramentas, como a taxonomia e estudos ecoldgicos aplicados, a
filogenia molecular certamente esta entre as metodologias mais promissoras para
auxiliar na conservacdo da biodiversidade (EGUIARTE, 2007). Além disso 0 mtDNA
estd presente em varias coOpias por célula, o que facilita sua amplificacdo e
sequenciamento, 0 que o torna um bom marcador para recontru¢cdo de filogenias
(GILLET etal. 2014). Em peixes, sdo varios os exemplos da utilizacdo de haplotipos de
mtDNA na resolucdo de problemas taxonémicos, de relagdes filogenéticas,
populacionais e conservacionistas (PERDICES et al., 2004; STRECKER et al., 2004;

WANG et al., 2004; BATISTA E ALVES-GOMES, 2006; WILLIS et al., 2007,
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HUBERT et al., 2007; BRITZKI, 2015; HASHIMOTO, 2015; PONZETTO et al., 2016;

PONZETTO et al., 2017).

A familia Loricariidae tem sido alvo de inumeros estudos de carater filogenético e
filogeografico, devido a grande diversidade e distribuicdo de espécies, ao grande
namero de incertezas taxonémicas que persistem na familia e a inexisténcia de uma
posicdo filogenética para determinados grupos (MONTOYA-BURGOS et al., 1998;
MONTOYA-BURGOS et al., 2003;, CRAMER et al.,, 2011; ROXO et al., 2012,
BORBA et al., 2013; LUJAN et al., 2015; LUJAN et al., 2017). O género Ancistrus,
entretanto, até o presente momento foi alvo de poucos estudos envolvendo ferramentas
moleculares, e ndo h& na literatura ainda dados envolvendo andlises filogenéticas e
filogeogréficas deste grupo, sobretudo na regido que engloba as bacias do Paraguai,
Araguaia-Tocantins e Amazonica no estado do Mato Grosso, senda esta uma importante

regido para a biodiversidade da ictiofauna Neotropical.
1.2 Identificacdo molecular de espécies

A metodologia denominada “DNA barcoding” tem sido bastante empregada para
a discriminacdo entre individuos e espécies, facilitando assim a identificacdo de novas
espécies (MORITZ E CICERO, 2004). Essa metodologia também tem se apresentado
bastante frequente e relevante em estudos relacionados a caracterizacdo da
biodiversidade da ictiofauna Neotropical e na identificagdo molecular de espécies
cripticas de peixes (WARD et al., 2005; RIBEIRO et al., 2012; MEJIA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2016; BRANDAO et al., 2016,
PRIZON et al. 2017). Além disso, a metodologia foi satisfatoriamente aplicada para
identificar espécimes imaturos e individuos em diferentes estagios de desenvolvimento

(WIBOWO et al. 2016).
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Mesmo com as criticas iniciais a respeito da utilizagdo da técnica como atividade
ndo cientifica e restrita a simples producdo de informacdo (LIPSCOMB et al., 2003;
EBACH E HOLDREGE, 2005), muitos autores como Waugh (2007) argumentam que a
aplicacdo da técnica ndo sé pode ser considerada como uma atividade estritamente
cientifica, como também serviria para testar hipdteses relacionadas a composi¢do da
biodiversidade através da identificacdo de espécies, também gerando fontes de dados
que dariam suporte para formulagdo de novas hipoteses. Além disso, DeSalle et al.
(2005), propGe explicitamente que uma ponte entre as pesquisas moleculares e
morfolégicas sdo de extrema importdncia para o aprimoramento do processo de

identificacdo de espécies.

A identificacdo e discriminacdo genética de espécies, se d& com base na
similaridade de sequéncias de DNA mitocondrial e a introdugdo do DNA barcoding
destacou a expansdo do uso destas moléculas, mais especificamente na subunidade | do
Citocromo C Oxidase (COIl), como um marcador genético para identificacdo de
individuos (DAWNEY et al., 2007). Esta metodologia vem sendo amplamente utilizada
em diversas areas bioldgicas com comprovada capacidade de diferenciar espécies
estreitamente relacionadas, em estudos que vao desde ciéncias forenses, sistematica
molecular, a identificacdo de espécies cripticas como ja foi realizado em espécies de

peixes do rio Uruguai (WONG, 2011; PRIZON et al. 2017).

Esta metodologia baseia-se no isolamento e analise deste gene especifico, o qual
apresenta variacoes interespecificas, mas que geralmente sdo conservados dentro da
especie. O Citocromo oxidase | € o elemento mais utilizado nestas analises, pois, suas
taxas de mutacdo sdo consideravelmente coincidentes com a taxa de evolugcdo da

especie (OGDEN et al., 2009). Importantes estudos para o desenvolvimento de extensas
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bibliotecas de codigo de barras de DNA, mais notavelmente o cddigo de Barcode of Life
Data Systems (BOLD), levou a ado¢éo da tecnologia de codigo de barras de DNA como

0 “padrao ouro” para a identificacdo de espécies e tem se expandido o poder da técnica

(WONG, 2011).

Dessa forma a identificagdo acurada de espécies possui grande importancia para
gestdo sustentada e para o monitoramento das populacfes de diferentes espécies
(WARD, 2000; BEERKIRCHER et al., 2009), além de permitir a identificacdo de
espécies em diferentes estagios, individuos com perda de caracteres diagndsticos e

também espécies cripticas (DOMINGUEZ et al., 2013)

1.3 Bacia Amazonica e Bacia do Paraguai

A Bacia Amazodnica considerada a maior bacia hidrografica do mundo, com
cerca de 6.000.000 km? esta situada na América do Sul, entre os paralelos de 5 °00'N a
20 °00'S, limitada ao norte pelo Planalto das Guianas, com variagGes de altitude entre
500 e 3000 metros; ao sul, pelo Planalto Brasileiro, que forma uma barreira de 700
metros de altura; a oeste, pela Cordilheira dos Andes, com elevacdes de cerca de 3000 a
7000 m, e a leste, pelo Oceano Atlantico. A bacia é caracterizada pela diversidade de
formagBes geoldgicas, distribuidas em quatro principais zonas morfoestruturais: 0s
escudos cristalinos Pré-Cambrianos, ao norte e ao sul, com rochas igneas e
metamorficas; a Cordilheira dos Andes, a leste, com predominancia de rochas
sedimentares carbonatos e evaporitos, e a Depressdo Amazonica, em sequéncia, para o
centro da bacia, com depdsitos fluviais de origem no Terciario (STALLARD E

EDMOND 1983).
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A vegetacdo presente na Bacia Amazonica pode ser dividida em dois grupos
principais: vegetacdo de varzeas e igapo, frequentemente inundada, e vegetacdo de
terra firme, que se encontra pelo menos a alguns metros acima do nivel mais alto dos
rios locais. Os solos encontrados nessa regido sao distribuidos de forma heterogénea e
sd0, em sua maioria, acidos e de baixa fertilidade quimica, devido as altas
temperaturas, chuvas intensas e geologia heterogénea (JORDAN, 1985). Os solos de
varzea apresentam-se compostos de material aluvial e com drenagem prejudicada,
sendo classificados como solos hidromorficos (MORTATTI, 1995).

Alguns dados estimam que os rios Solimfes e Amazonas sdo responsaveis pelo
aporte global de 4gua ao oceano da ordem de 205000 m3/s (MOLINIER et al., 1992),
o que reforca a sua posicdo na lideranca hidroldgica mundial. De acordo com Richey et
al. (1989), independentemente das variagcbes do regime pluviométrico da bacia de
drenagem, o rio Amazonas apresenta uma certa regularidade com relagdo aos periodos
de cheias e de aguas baixas, permitindo a existéncia das varzeas, por onde transita

cerca de 30% do seu volume de agua.

O rio Paraguai nasce em territdrio brasileiro e sua rede hidrogréfica abrange uma
extensdo de 1.095.000 Km2. Ocupa uma éarea de aproximadamente 600.000 Km2 na
América do Sul, dos quais 363.442 Km?2 estdo em territorio brasileiro. O Pantanal
brasileiro, totalmente inserido na Bacia do Rio Paraguai (BRP), representa 41% da area
total da bacia, ocupando um territorio de aproximadamente 147.629 Km2. A BRP
também € composta por nascentes de rios que ocupam uma area de 215.813 Km?
localizadas nos planaltos do seu entorno e representam 59% da area da Bacia. 1sso
significa que uma porcdo significativa da drenagem hidrografica central do continente

sulamericano depende da BRP (ANA et al, 2004).
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O Pantanal, considerado a maior area Umida do mundo e declarado Patrimonio
Nacional pela Constituicdo Brasileira de 1988, abriga sitios de relevante importancia
internacional pela Convencio de Areas Umidas RAMSAR e contempla éreas de
Reserva da Biosfera declaradas pela UNESCO em 2000. A fauna e flora do Pantanal
brasileiro sdo extremamente dependentes das regiGes adjacentes, principalmente do
Cerrado, ocorrente nas bordas norte, leste e sul da planicie pantaneira (MITTERMEIER

et al, 2002).

A regido do Pantanal também é caracterizada pela existéncia de grandes
oscilacBes climéaticas e hidrologicas. Tais eventos tém grande influéncia no
deslocamento de populagdes silvestres da regido (ANA et al. 2004, HARRIS et al.
2005). O ciclo hidrologico e a dindmica hidrica da regido, representadas principalmente
pela alternéncia de periodos de secas e de cheias, sdo condicionantes ambientais que
garantem a alta biodiversidade e mantém o funcionamento ecoldgico de toda a regido

(ANA et al, 2004).

Diversos cursos d’agua que compdem a BRP, incluindo a regido do Pantanal,
sofrem flutuacbes de nivel de &gua, nutrientes e espécies como resultado do pulso de
inundagdo (MEMEDE E ALHO 2006). Tais eventos tém grande influéncia na
comunidade de peixes dessa regido, alterando a diversidade, os padrbes de migracéo e a
estrutura trofica das mesmas apos estes periodos (MUNIZ 2010). Dessa forma as
regides inundaveis se tornam portadoras de grande diversidade e riqueza ictioldgica
(WELCOME 2000), se apresentando assim como um importante cenario para estudos
envolvendo ecologia, genética e conservacao de especies de peixes de pequeno e grande

porte.



15

A partir desse conjunto de informacdes sobre as bacias, emerge a necessidade de
estudos morfoldgicos, citogenéticos e genético-moleculares enfocando aspectos da
biologia, ecologia, filogeografia e da filogenia dos peixes de riachos, principalmente, da
bacia do rio Paraguai. Estes estudos sdo importantes ferramentas para a identificacdo de
novas espécies numa area de reconhecido endemismo e subestimativa da ictiofauna,

além de caracterizar a diversidade de espécies da regido.

1.4 Ordem Siluriformes

A ictiofauna de agua doce da regido Neotropical possui cerca 8000 espécies de
peixes j& descritas (REIS et al. 2016) sendo uma das mais ricas em diversidade do
mundo. Os peixes Neotropicais estdo distribuidos em cinco grandes grupos:
Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e Perciformes
(LEVEQUE et al., 2008). Os Siluriformes, por sua vez, formam um grupo
extremamente grande e diverso, possuindo grupos dominantes na América do Sul e
ampla distribuicdo mundial (BURGES, 1989; NELSON 2006; OTA et al 2015).
Formada exclusivamente por peixes 0sseos, a ordem tem sido foco de muitos estudos
devido a sua grande diversidade taxondmica e ecolégica (FINK E FINK, 1981; DE
PINNA, 1998; BRITTO, 2003). Composta por 39 familias, 5257 espécies estimadas e
3763 espécies nominais, a ordem soma cerca de 10% de todas as espécies de peixes
(FERRARIS, 2007; OTA et al 2015; ESCHMEYER E FONG, 2017). Estes numeros
tendem a aumentar significativamente devido ao aumento dos estudos taxonémicos e o
estabelecimento das relacbes filogenéticas e filogeograficas entre 0s grupos

pertencentes a ordem.

Os Siluriformes geralmente habitam o fundo dos rios e riachos permanecendo

escondidos entre as rochas e a vegetacdo. Possuem formas e tamanhos variados, com
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habitos geralmente crepusculares e noturnos (PAXTON E ESCHMEYER, 1995). Estes
peixes Nndo possuem escamas sobre 0 corpo, sendo este revestido por uma pele espessa
(couro) ou placas Osseas. Geralmente, possuem trés pares de barbilhdes e
frequentemente apresentam um forte e pungente actleo a frente do primeiro raio das
nadadeiras dorsal e peitorais (BURGES, 1989). A maioria das espécies habita as regides
Tropicais e Neotropicais, sendo poucas as espécies que alcangcam o extremo sul da

América do Sul ou o extremo norte da América do Norte (NELSON, 2006).

Apesar de se tratar de um grupo de grande importancia cientifica e econémica, a
sistematica e a taxonomia dos Siluriformes ainda é bastante problematica, sendo que a
propria classificagdo da ordem foi redefinida diversas vezes (DE PINNA, 1998;
BRITTO, 2003). Um exemplo disso € mostrado no estudo realizado por de Pinna (1998)
que fez uma analise da sistemética de representantes de todos os principais grupos dessa
ordem, mostrando a existéncia de um grande nimero de familias polifiléticas, ainda que
varios grupos tradicionais realmente representem grupos monofiléticos. Britto (2003)
elaborou uma nova hipétese filogenética para grupos da ordem Siluriformes elevando a
familia, representantes de grupos considerados polifiléticos por de Pinna (1998), sendo

esta a hip6tese mais aceita atualmente.

1.5 Familia Loricariidae

Dentro da ordem Siluriformes, a familia Loricariidae, pertencente a superfamilia
Loricarioidea, é considerada a segunda mais numerosa entre 0S peixes neotropicais
observados na maioria dos rios brasileiros (FERRARIS, 2007; DELAPIEVE, 2014).
Estes peixes, vulgarmente conhecidos como ‘“cascudos”, sdo caracterizados pela
presenca de um “escudo 0sseo” que recobre todo o corpo e sua cabeca, possuem

pequenas estruturas 0sseas em forma de espinho chamadas de odontodeos e boca
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suctoria com projecGes carnosas. Varias espécies de loricariideos ja foram descritas até
0 momento, de modo que hoje a familia é representada por 1078 espécies estimadas e

937 espécies nominais (ESCHMEYER E FONG, 2017).

As relacBes filogenéticas da familia Loricariidae tém um histérico bastante
controverso, Schaefer (1987) definiu seis grupos monofiléticos para a familia:
Hypostominae e Loricariinae; Hypoptopomatinae; Hypoptopomatinae, Loricariinae,
Hypostominae mais Ancistrinae. E até 2004 o grupo era dividido em seis subfamilias de
acordo com Isbricker (1980): Hypoptomatinae, Loricariinae, Hypostominae,

Ancistrinae, Neoplecostominae e Lithogeneinae.

Entretanto, a classificacdo das subfamilias e o agrupamento dos géneros
continuaram sendo alvo de constantes reformulages (ISBRUCKER, 1980;
ARMBRUSTER, 2004; REIS et al.,, 2006). Em uma extensa revisdo realizada por
Armbruster (2004) as subfamilias: Hypoptopomatinae, Hypostominae, Lithogeneinae,
Loricariinae e Neoplecostominae foram consideradas vélidas. A antiga subfamilia
Ancistrinae foi considerada como sinénima de Hypostominae, a qual passou a ser
constituida por cinco tribos:  Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini,
Pterygoplichthini e Ancistrini. Adicionalmente, os géneros Hemipsilichthys,
Isbrueckerichthys, Kronichthys e Pareiorhina foram alocados na subfamilia

Neoplecostominae (ARMBRUSTER, 2004).

Posteriormente, foi descrita a subfamilia Delturinae, que incorporou 0s géneros
Delturus e Upsilodus (REIS et al., 2006). Mais recentemente, Cramer (2009) usando
dados moleculares nucleares, mitocondriais e morfologicos, alocou o género
Hemipsilichthys na subfamilia Delturinae. Chiachio et al. (2008) prop6s uma setima

subfamilia, Otothyrinae, a montagem da antiga tribo Otothyrini, mantendo
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Hypoptopomatinae composta apenas por membros da antiga tribo Hypoptopomatini.
Apesar de Cramer et al. (2011) refutar tal tentativa de elevar este grupo a subfamilia,
alegando esta ser parafilética, Roxo et al. (2014) mostraram o monofiletismo de
Otothyrinae, além de evidenciar que Neoplecostominae estda mais relacionada com
Otothyrinae do que com Hypoptopomatinae. Lujan et al. (2015), com a utilizacdo de
técnicas filogenéticas moleculares multilocus (segmentos de DNA nuclear e
mitocondrial) conseguiu elevar a categoria de familia o grupo Rhinelepinae,
anteriormente denominado como tribo Rhinelepini (Hypostominae). Desta forma, a
atual familia Loricariidae é dividida em oito subfamilias: Lithogeneinae Eigenmann,
1909 (3 espécies), Delturinae Reis et al., 2006 (7 espécies), Neoplecostominae Regan,
1904 (58 espécies), Hypoptopomatinae Eigenmann e Eigenmann, 1890 (52 espécies),
Loricariinae Bonaparte, 1831 (238 espécies), Hypostominae Kner, 1853 (462 espécies),
Otothyrinae Chiachio et al. (2008) (105 espécies) e Rhinelepinae Lujan et al. (2015) (6

espécies).

1.6 Tribo Ancistrini e Género Ancistrus

A tribo Ancistrini possui 217 espécies validas, distribuidas em 24 géneros, sendo
a maior e mais diversificada em nimero de espécies dentre os loricariideos da regido
amazonica (FERRARIS, 2007). No Brasil sdao encontrados 21 géneros, em um total de
78 espécies nominais (SARMENTO-SOARES E INGENITO, 2007). O género
Ancistrus Kner, 1854 ¢ um dos mais diversificados da tribo, possuindo atualmente 66
espécies nominais e 16 consideradas como sinénimos de outras espécies de Ancistrus
(TAPHORN et al., 2010; TAPHORN et al., 2013; ESCHMEYER, 2013, FROESE E
PAULY 2016). As espécies desse género podem ser diferenciadas de outros

loricariideos devido a auséncia de placas e odontddios na margem anterior do focinho,
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onde existem apenas pequenos tentaculos carnudos e odontddeos interoperculares bem
desenvolvidos. Além disso o género também é caracterizado pela ocorréncia de cuidado
parental de ovos e larvas dos individuos machos (SABAJ et al., 1999), e pela existéncia
de dimorfismo sexual, no qual os tentdculos dos machos sdo mais desenvolvidos do que

os das fémeas (ISBRUCKER E NIJSSEN, 1992; SABAJ et al., 1999).

Embora as espécies de Ancistrus sejam amplamente distribuidas pelos rios e
riachos Neotropicais, as bacias dos rios Amazonas e Paraguai nos estados do Amazonas,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul abrigam o maior nimero e diversidade de espécies
do género (FISCH-MULLER, 2003), de modo que Vvérias espécies ja foram descritas

nessa regiao.

Algumas espécies de Ancistrus possuem taxonomia duvidosa, tendo ainda uma
auséncia na chave precisa de identificacdo, ficando esta restrita aos especialistas
(BRITSKI, et al., 2007). Sobretudo na regido do Pantanal brasileiro, que engloba a bacia
do rio Paraguai, a taxonomia das espécies de Ancistrus é bastante limitada e as chaves
de identificacdo existentes ndo abrangem todas as espécies da regido. Por exemplo,
Ancistrus dubius e Ancistrus hoplogenys ja foram considerados sinbnimo de Ancistrus
cirrhosus que nao ocorre nesta bacia, além de outras espécies que ainda ndo possuem
classificagdo devido a existéncia de incertezas taxonomicas (BIFI et al., 1999; REIS et
al. 2003; BRITZKI et al 2007). Dessa forma a identificacdo de muitos exemplares de
Ancistrus dessa regido se baseia apenas no nivel de género, o que dificulta os estudos
bioldgicos e de conservacdo desse grupo, sendo necessaria uma revisao do género na
bacia do rio Paraguai, a fim de possibilitar a correta identificagdo das espécies (REIS et

al. 2003).
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O género Ancistrus é conhecido por possuir inimeras variacfes quanto aos
cariotipos das diferentes espécies existentes. Dentre estas variagdes pode-se destacar a
grande variacdo do numero diploide, que vai de 2n=34 a 2n=54, a presenca de
cromossomos sexuais (ZZ/ZW e XX/XY), sistemas multiplos de cromossomos sexuais
(XXIXYL1Y2 e Z1717272/71Z2W1W?2) polimorfismos na regido organizadora de
nucléolo e ocorréncia de rearranjos em forma de inversfes pericéntricas e paracéntricas
(ALVES et al., 2003; MARIOTTO et al., 2004; SOUZA et al., 2004; ALVES et al.,
2005; MARIOTTO E MIYAZAWA, 2006; DE OLIVEIRA et al., 2006, 2007 e 2008;
MARIOTTO, 2009; MARIOTTO et al., 2011; MARIOTTO et al., 2013; RIBEIRO et
al., 2015; FAVARATO et al., 2016, PRIZON et al., 2016, PRIZON et al., 2017).
Devido a estas caracteristicas, as analises cromossdmicas tém auxiliado de maneira
positiva a discriminacdo de espécies e populaces de Ancistrus nas regides da bacia
Amazébnica do rio Paraguai onde foi sugerida a ocorréncia de 13 citétipos para as
espécies de Ancistrus (DE OLIVEIRA et al., 2006; MARIOTTO et al., 2013, veja a

Tabela 1).
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Tabela 1: Linhagens e espécies de Ancistrus citogeneticamente caracterizadas.

Species

Diploid number

Sex Chromosome
Systems

Location

Reference

Ancistrus cf. dubius 2n=42 - Rio Coxipé — MT Mariotto et al., 2006
Ancistrus cf. dubius 2n=42 XXIXY Corrego Pari - MT Mariotto et al., 2006; 2011
Ancistrus cf. dubius 2n=42 XXIXY Corrego Flecha - MT Mariotto et al., 2006; 2011
Ancistrus cf. dubius 2n=42 XXIXY Corrego Fundo - MT Mariotto et al., 2006; 2011
Ancistrus cuiabae 2n=34 - Baia do Arrombado - MT | Mariotto et al., 2009; 2011
Ancistrus cuiabae 2n=34 - Baia do Arrombado - MT | Mariotto et al., 2009; 2011
Ancistrus cuiabae 2n=34 - Baia do Arrombado - MT | Mariotto et al., 2009; 2011
Ancistrus abilhoai 2n=48 - Rio Iguagu - PR Ribeiro et. al., 2015
Ancistrus claro Rio Coxip6 - MT Mariotto et. al., 2011;
2n=54 -
2013
Ancistrus sp. 03 2n=54 - Corrego Pari - MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus sp. 01 2n=54 - Rio Pipa - MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus sp. 04 2n=52 - Cérrego Séo Jose - MT Mariotto et. al.,2011; 2013
Ancistrus sp. 06 Rio Matrixa - MT Mariotto et. al., 2011;
2n=50 -
2013
Ancistrus tombador 2n=50 - Rio Preto - MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus sp. 13 Cérrego Salgadinho - MT | Mariotto et. al., 2011;
2n=40 -
2013
Ancistrus n.sp.1 2n=38 - Rio Séo Francisco - AC Alves et. al., 2003
Ancistrus n. sp. 2 2n=52 - Rio Betari - SP Alves et. al., 2003
Ancistrus multispinnis 2n=52 - Rio Itapocu - SC Alves et. al., 2003
Ancistrus n. sp. 1 2n=394 - Rio Vermelho - GO Alves et al. 2006
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Ancistrus n. sp. 2 2n=52 - Rio Garuva - SC Alves et al., 2006
Ancistrus sp. Piagacu' (A. Rio Purus - AM De Oliveira et. al., 2007;
aff. doIichoF:)terug) e 2n=52 22z Favarato et al. 2016
Ancistrus ranunculus on=48 7717W Rio Xingu - PA De Oliveira et. al., 2007;

Favarato et al. 2016
Ancistrus sp. 1 "Balbina" =39 2 ] Corrego Barretinho - AM | De Oliveira et. al., 2008;
(A. dubius) Favarato et al. 2016
Ancistrus sp. 2 Barcelos Igarapé Dimeni - AM De Oliveira et. al., 2008;
(A. dolichozterus) 2n=52 21212222/2122W1W2 s Favarato et al. 2016
Ancistrus cf. dubius 2n=44 ZZ|ZWN Serra das Araras - MT Mariotto et. al., 2004
Ancistrus sp. 08 2n=44 XXIXY Rio Currupira - MT Mariotto et. al., 2011
Ancistrus sp. Purus on=34 XXIXY Rio Purus - AM De Oliveira et al., 2009;

Favarato et al. 2016
Ancistrus sp. Macoari (A. Rio Branco - RR De Oliveira et al., 2009;

. 2n=46 -
maximus) Favarato et al. 2016
Ancistrus sp. Dimona 2n=52 - Igarapé Dimona - AM De Oliveira et al., 2009
Ancistrus sp. Vermelho 2n=42 - Igarapé Demeni - AM De Oliveira et al., 2009
Ancistrus sp. Trombetas 2n=38 - Rio Trombetas - PA De Oliveira et al., 2009
Ancistrus sp. Cataldo 2n=34 - Cataldo - AM De Oliveira 2006
Ancistrus sp. Criminoso 2n=42 - Corrego Criminoso -MT Prizon et al. 2016
Ancistrus sp | 2n=50 - Rio Mouréo - PR Prizon et al 2017
Ancistrus sp 11 Sé&o Francisco Verdadeiro | Prizon et al 2017
2n=50 -
-PR

Ancistrus sp 11 2n=50 - Rio Arroyo San Juan - AG | Prizon et al 2017
Ancistrus sp IV 2n=50 - Rio Ocoi - PR Prizon et al 2017
Ancistrus sp V 2n=50 - Séo Francisco Falso - PR | Prizon et al 2017
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Ancistrus sp. 1 Cupim 2n=42 Cérrego Cupim - MT De Oliveira 2016
Ancistrus sp. 2 Cupim 2n=50 Corrego Cupim - MT De Oliveira 2016
Ancistrus sp. Mutuca 2=54 Corrego Mutuca - MT De Oliveira 2016
Ancistrus sp. Soberbo 2n=54 Rio Soberbo - MT De Oliveira 2016
Ancistrus sp.Tamandué 2n=44 Corrego Tamandua - MT | De Oliveira 2016
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5.0 CONCLUSOES FINAIS

- As linhagens de Ancistrus estudadas, além de possuirem uma grande varia¢do do
numero diploide e da morfologia dos cromossomos, possui também altos niveis de
distancia genética entre si, caracteristicas que podem ser explicadas por aspectos
biol6gicos da espécie, como sua baixa vagilidade e alto grau de isolamento
geogréfico;

- Com a técnica de DNA barcoding foi possivel discriminar nove linhagens de
Ancistrus na bacia do rio Paraguali, e seis linhagens na bacia Amazonica;

- Os resultados obtidos pela técnica de DNA barcoding também aponta a existéncia
de espécies cripticas em ambas as bacias hidrogréficas, como ¢é o caso do corrego
Mutuca (bacia do Paraguai), onde as linhagens apresentam ambas 2n=54
cromossomos, porém possuem alto nivel de distancia genética entre si;

- A andlise concatenada das sequéncias apontou a ocorréncia de uma unidade
monofilética entre as linhagens das bacias do rio Paraguai e Amazonica;

- A analise filogenética também ajudou a corroborar a hipétese do numero diploide
basal do grupo de 2n=54 cromossomos, caracteristica que é observada nas linhagens
provenientes da bacia do Paraguai;

- As linhagens de Ancistrus apresentam alto grau de isolamento genético, e ndo foi
observado compartilhamento de hapldtipos entre as duas bacias estudadas, de modo
que as linhagens se apresentam bem estruturadas dentro das mesmas, 0 que 0S

indicios de alto grau de isolamento geogréafico entre as linhagens.
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