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RESUMO

Os bagres do género Pseudoplatystoma sao pimelodideos carnivoros, migradores
e de importancia pesqueira em todas as grandes bacias hidrograficas da América do Sul.
Apenas trés espécies eram reconhecidas para o género (P. corruscans, P. fasciatum e P.
tigrinum), mas uma nova revisao elevou para oito o nimero de espécies (P. fasciatum,
P. punctifer, P. orinocoense, P. magdaleniatum, P. reticulatum, P. tigrinum, P.
metaense ¢ P. corruscans). Recentemente, Pseudoplatystoma foi alvo de um de estudo
de filogenia molecular com marcadores mitocondriais, onde foram encontrados clados
monofiléticos para P. tigrinum, P. corruscans, P. reticulatum+P. punctifer+P. fasciatum
e P. magdaleniatum. Apesar desses avangos no conhecimento da historia evolutiva ¢ da
sistemdtica do grupo, ainda restam questdes a serem respondidas. Dessa forma, o
presente estudo objetivou uma analise filogenética molecular em Pseudoplatystoma
para tentar responder questdes pendentes sobre a sistematica e taxonomia do grupo, bem
como propor um cenario para sua historia de diversificagdo no espaco geografico da
América do Sul. Para isso, foram empregados o gene mitocondrial do Citocromo b e
introns dos genes Ragl e S7, cujas filogenias foram estimadas por Maxima
Verossimilhanga no programa TREEFINDER. Os nos das filogenias foram datados no
programa BEAST. Foi demonstrado que algumas espécies de Pseudoplatystoma,
resultantes da ultima revisdo do género, ndo correspondem a grupos monofiléticos ou
ndo tiveram clados significativamente sustentados em todas as arvores. As Unicas
espécies monofiléticas em todos os marcadores foram P. magdaleniatum e P.
corruscans. Pseudoplatystoma orinocoense s6 foi uma linhagem monofilética no
Citocromo b. A luz desses resultados, sugere-se que a antiga terminologia P. fasciatum
seja revalidada para os taxons do clado aqui definido como clado P. fasciatum: P.
punctifer (Amazonas, Maranhio, Tocantins-Araguaia), P. reticulatum (Parana-Paraguai)
e P. fasciatum (Guianas). Sob a mesma racionalidade, P. tigrinum deveria ser
revalidado para o Orinoco, dado o parafiletismo de P. metaense. Entretanto, alguns dos
casos de espécies ndo-monofiléticas em um ou mais marcadores podem ser devidos a
separagdo incompleta de linhagens, embora essa possibilidade necessite ser investigada
com o uso de outros marcadores. A historia da diversificagdo de Pseudoplatystoma foi
resultado de milhdes de anos de evolugdo e fortemente influenciada pela evolugdo da
matriz geografica Sul-Americana. O estudo biogeografico nos permitiu identificar e
datar os eventos de diversificagdo importantes para o género e relaciona-los as
mudangas geomorfoldgicas e/ou climaticas historicas conhecidas para a América dos
Sul, que seriam as causas primarias de diversificagdo de outros peixes de dgua doce do
continente.

Palavras-Chave: Neotropical, Filogenia, bagres, mtDNA, nDNA, introns, biogeografia,

sistematica molecular.



ABSTRACT

The catfishes of the Pseudoplatystoma genus are carnivore pimelodids,
migratory and important for fisheries in all major river basins from South America.
Only three species were recognized for the genus (P. corruscans, P. fasciatum and P.
tigrinum), but a new revision raised to eight the number of species (P. fasciatum, P.
punctifer, P. orinocoense, P. magdaleniatum, P. reticulatum, P. tigrinum, P. metaense
and P. corruscans). Recently, Pseudoplatystoma was the subject of a molecular
phylogeny study based on mitochondrial markers, where monophyletic clades where
found for P. tigrinum, P. corruscans, P. reticulatum-+P. punctifer+P. fasciatum and P.
magdaleniatum. Despite these advances on the knowledge of the evolutionary history
and systematics of the group, there are still questions to be answered. Thus, this study
aimed a molecular phylogenetic analysis on Pseudoplatystoma to try to answer pendant
questions about the systematics and taxonomy of the group, and propose a scenario for
its diversification history in the geographic area of South America. In order to do this,
we employed the mitochondrial Cytochrome b gene and introns from Ragl and S7
genes, whose phylogenies were estimated by Maximum Likelihood using TREEFINDER
software. Nodes were dated on BEAST software. It was shown that some
Pseudoplatystoma species, resulting from the last revision of the genus, do not
correspond to monophyletic groups or they were not significantly supported clades in
all trees. The only monophyletic species in all markers were P. magdaleniatum and P.
corruscans. Pseudoplatystoma orinocoense was a monophyletic lineage only on
Cytochrome b. In light of these results, it is suggested that the old terminology P.
fasciatum to be revalidated for the taxa here defined as P. fasciatum clade: P. punctifer
(Amazon, Maranhao, Tocantins-Araguaia), P. reticulatum (Parana-Paraguay) and P.
fasciatum (Guyanas). Under the same rationale, P. tigrinum should be revalidated for
Orinoco, given the paraphyletism of P. metaense. However, some cases of non-
monophyletic species in one or more markers may be due to incomplete lineage sorting,
although this possibility needs to be investigated using other markers. The history of
diversification of Pseudoplatystoma was the result of millions of years of evolution and
and it was strongly influenced by the evolution of the South America geographical
matrix. The biogeographic study allowed us to identify and date the important
diversification events for the genus and relate them to the historical geomorphological
and/or climate changes reported for South America, which would be the primary
diversification causes for other freshwater fishes from the continent.

Key-Words: Neotropical, Phylogeny, catfish, mtDNA, nDNA, introns, biogeography,

molecular systematics.
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1-INTRODUCAO

1.1-Histdria da formacao das grandes bacias hidrograficas da América do Sul

Segundo Lundberg et al. (1998), nos ultimos 90 milhdes de anos (ma), a
América do Sul passou por trés desenvolvimentos principais: 1) o aumento do
isolamento em relagio a Africa com a continua abertura do Oceano Atlantico, 2) a
historia complexa do soerguimento das montanhas andinas ao longo de sua margem
oeste e norte, 3) a formacao de sua ligacdo istmica & América Central que separou os
oceanos Atlantico e Pacifico. Na maior parte do Oligoceno (36-23 ma), houve um
periodo de calmaria tectonica na América do Sul (Malvicini & Llambias, 1982),
interrompido pela modificacdo na dire¢do convergente das placas tectonicas de Nazca e
Sul-Americana, que induziu importantes modificagdes no arco Andino, ocasionando a
reativagdo do cinturdo magmatico principal e a atividade ignea no inicio do Mioceno
(23-5 ma) (Uliana & Biddle, 1988). Foi apenas no médio Mioceno (16 ma) que a
paisagem Sul-Americana comecou a ser dominada pelos processos responsaveis pela
sua atual configuragdo (Uliana & Biddle, 1988).

Os ultimos 12 milhdes de anos de ativo tectonismo no norte dos Andes
resultaram em mudangas geomorfolégicas importantes na regido, como o isolamento
das modernas drenagens do Noroeste da América do Sul (Albert & Crampton, 2005).
Nesse sentido, a formagao das grandes bacias hidrograficas Neotropicais modernas foi
influenciada pela dindmica de formagdo dos Andes, e também de paleoarcos, que
desencadearam inimeros eventos vicariantes e de captura de cabeceiras entre bacias nos
ultimos 8-10 ma (Figura 1) (Rédsénen et al., 1987, 1990, 1992; Hoorn et al., 1995; Irion

etal., 1995; Lundberg et al., 1998).
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Figura 1: Evolucdo das drenagens Sul-Americanas nos ultimos 15 milhdes de anos,
segundo Hubert & Renno (2006). (a) Incursdes marinhas e lagos continentais entre 15 e
10 ma; (b) Regressdes marinhas e rios entre 10 e 8 ma; (c) Estabelecimento final dos
rios Amazonas, Paraguai e Orinoco entre § e 5 ma. (d) Incursdes marinhas entre 5 e 4,2

ma; (e) Geomorfologia e sistemas hidrograficos Sul-Americanos modernos.
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A elevagdo da Cordilheira Oriental dos Andes (12 ma) e dos Andes de Mérida
(8 ma) teriam sido os responsaveis por definir as fronteiras atuais dos sistemas
hidrograficos do Noroeste da América do Sul, a saber: Amazonas Ocidental, Orinoco,
Maracaibo, Magdalena e as drenagens do Pacifico (Hoorn et al., 1995; Diaz de Gamero,
1996, Hoorn, 1996; Gregory-Wodzicki, 2000). Fosseis de diversos grupos de peixes
indicam uma antiga fauna representante da paleobacia Amazonas-Orinoco, com alguns
deles extintos atualmente (Lundberg, 1997, 1998; Lundberg & Aguilera, 2003). Até 12
milhdes de anos atras, quando ndo existia a Cordilheira dos Andes Oriental, a regido
central da Coldmbia, onde hoje estd situada a bacia do Rio Magdalena, também fazia
parte desse paleo-sistema (Hoorn, et al., 1995, Lundberg et al., 1998). Entretanto, o
soerguimento dos Andes Orientais resultou no isolamento desta drenagem, ocasionou a
mudanga na dire¢do do seu fluxo para oeste e a extingdo de grande parte de sua fauna
compartilhada com o Amazonas-Orinoco (Hoorn et al., 1995; Lundberg et al., 1998). A
elevagdo final do Noroeste dos Andes também levou a formacao da bacia do Lago de
Maracaibo (Venezuela), isolando-a do Paleo Amazonas-Orinoco ha oito milhdes de
anos (Hoorn, 1993; Hoorn et al., 1995).

Nem sempre o Amazonas teve a configuragdo de drenagem no sentido oeste-
leste que apresenta hoje. O Amazonas atingiu seu curso atual apenas ha,
aproximadamente, oito milhdes de anos (Dobson et al., 2001; Harris & Mix, 2002). Até
entdo, havia um sistema amazonico com fluxo invertido ao atual, cujas cabeceiras
estavam perto do atual Rio Xingu, que tinha sua vazdo para o Atlantico, na época,
barrada pelo rift de Marajo (Hoorn et al., 1995; Lundberg et al., 1998). Neste periodo,
os Andes eram montanhas baixas e descontinuas (Wesselingh & Salo, 2006). A agua
doce do Alto-Médio Amazonas+Orinoco estava confinada em um grande paleolago,

chamado Pebas (15-10 ma) (Hoorn, 1994; Potter, 1994; Hoorn et al., 1995; Hoorn,
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1996; Marshall & Lundberg, 1996; Lundberg et al., 1998; Wesselingh et al., 2002;
Wesselingh, 2006) (Figura 1). Pebas era um sistema de lagos e alagados com
influéncias fluvial e marinha, que cobriu grandes areas da Amazodnia Ocidental durante
o médio Mioceno (Wesselingh & Salo, 2006). O Arco de Purus, formado no fim da
elevacao dos Andes, separava o Lago Pebas da Amazdnia Oriental (Baixo Amazonas),
forcando a maior parte da Amazonia Ocidental a drenar em direcdo ao Mar do Caribe
(norte da América do Sul), num delta localizado na atual bacia do Maracaibo, na
Venezuela (Mullins et al., 1987; Hoorn, 1994, 1996; Piper et al., 1997; Lundberg, 1998;
Vonhof et al., 1998; Cordani et al., 2000; Gregory-Wodzicki, 2000; Colinvaux & De
Oliveira, 2001; Vonhof et al., 2003).

Enquanto os rios do Alto e Médio Amazonas drenavam para o Lago Pebas, os
rios das Guianas e do escudo brasileiro drenavam para o Oceano Atlantico através do
atual Baixo Amazonas (Hoorn et al., 1995; Costa et al., 2001). Os registros indicam,
ainda, que o Lago Pebas estava, intermitentemente, conectado a bacia do Parana-
Paraguai (Albert et al., 2006). Contudo, a elevacdo dos Andes Venezuelanos e do Arco
de Valpes atuaram separando as bacias do Amazonas e Orinoco (entre 8 ¢ 5 ma),
bloqueando o fluxo do Lago Pebas para o Mar do Caribe, o que ocasionou o
rompimento do Arco de Purus e a mudanca na dire¢do da bacia Amazdnica para o seu
curso atual ao leste (Hoorn, 1993; Hoorn et al., 1995; Lundberg et al., 1998; Gregory-
Wodzicki, 2000), formando a maior bacia de agua doce em extensdo € com a maior
descarga fluvial do mundo (Goulding et al., 2003) (Figura 1). A idade deste evento
ainda ¢ muito debatida, uma vez que alguns autores defendem que ele tenha ocorrido
mais recentemente, entre 1,8 ¢ 3 milhdes de anos (Cordani et al., 2000; Vega, 2007). O

sistema Parana-Paraguai separou-se do Proto-Amazonas ha 10 ma, embora haja
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evidéncias da ocorréncia de captura de cabeceiras entre essas drenagens neste intervalo
de tempo (Rédsédnen et al., 1995; Lundberg et al., 1998) (Figura 1).

Apesar da importancia evidente de eventos paleogeograficos na evolugdo das
bacias de drenagem da América do Sul, ha que se considerar, também, o impacto que
oscilagdes climaticas ocorridas durante o Plio-Pleistoceno (5-0,1 ma) tiveram na
configura¢do historica desses sistemas hidrograficos. As mudangas climaticas dessa
época foram causadas pelo ciclo de Milankovitch, alteragcdes periddicas na orbita da
Terra que afetaram a quantidade de radiacdo solar incidente sobre a atmosfera e
responsaveis pelo ciclo glacial-interglacial (Mueler & MacDonald, 1995; Rutheford &
D’Hondt, 2000). Segundo Lomolino et al. (2006), no inicio do Mioceno, o clima global
comegou a esfriar e ficar mais seco gradualmente, com declinios de 4 a 8°C na
temperatura do ar (5,4 a 6°C na América do Sul). Grandes glaciares foram formados,
que reduziram bastante o fluxo de massa de ar polar nessas regides e levaram a uma
mudanga nas zonas térmicas do planeta. Novas combinagdes de temperatura, ventos,
correntes marinhas e precipitacdo criaram zonas climaticas e edaficas ndo existentes
atualmente, mas que afetaram fortemente os climas regionais (Jackson, 2004). A
amplitude total das mudancas no nivel do mar, associadas a essas condi¢des, pode ter
excedido 230 metros durante o Pleistoceno, com uma redugdo de até 100 m no inicio do
Holoceno (100 mil anos atras), que deve ter exposto uma area consideravel da
plataforma continental permitindo ligagdes terrestres entre diferentes regides
biogeogréficas (ex. Estreito de Bering ligando Asia ¢ América do Norte) (Lomolino et
al., 2006). Uma das muitas incursdes marinhas no Baixo Amazonas, associada a
mudancas globais no nivel do mar ocorridas ha cinco milhdes de anos, durou
aproximadamente 800 mil anos e eliminou todos os habitats dulcicolas dessa regido

(Haq et al., 1987; Nores, 1999, 2004). Este tipo de evento proporcionou a invasdo de
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aguas continentais por espécies marinhas de raias (Myliobatiformes), peixe-agulha
(Beloniformes), entre 23 e 15 ma, quando ocorreu uma grande transgressao marinha
(Lovejoy et al., 1998; Lovejoy & Aratijo, 2000; Marques, 2000; Lovejoy et al., 2006).
Em suma, o isolamento e a conexdo entre drenagens, promovidos por fatores
geologicos e flutuagdes no nivel do mar, podem ter fornecido oportunidades para
diferenciagdo alopatrica e dispersdo entre os sistemas hidrograficos Sul-Americanos, o

que ajuda a explicar, em parte, a imensa diversidade de peixes da regido.

1.2-Biogeografia Historica de peixes de agua doce da Ameérica do Sul

Segundo Lomolino et al. (2006), a Biogeografia Historica estuda a historia da
distribuicdo de tdxons e biotas, onde a especiacdo, a extingdo e a dispersao siao os
mecanismos pelos quais os organismos podem “responder” a dinamica espacial e
temporal da matriz geografica. Nesses estudos, tem se percebido que ambas a dispersao
e a vicariancia tém desempenhado papéis importantes na explicagdo da distribuicao dos
taxons (Stace, 1989). Dessa forma, um dos métodos mais importantes no estudo da
Biogeografia Histérica ¢ o Método de Vicariancia, fundamentado na simples
racionalidade de que as explicagdes historicas para distribuicdes descontinuas de
organismos relacionados se enquadram em duas categorias. De acordo com a hipotese
da dispersdo, os organismos tiveram que migrar sobre barreiras geograficas pré-
existentes para atingir sua area de ocorréncia atual, ao passo que, segundo a hipotese da
vicariancia, a formagao de novas barreiras foi que fragmentou a distribuicdo geografica,
previamente continua, de um taxon (Platnick & Nelson, 1978; Nelson & Platnick, 1981;
Wiley, 1981, 1988). A hipotese vicariante serd apoiada se multiplos tdxons exibem

padroes similares de endemismo, podendo ser falseada se for incompativel com dados
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sobre a historia geologica e climatica, com o registro fossil ou se as filogenias de dois
ou mais taxons co-distribuidos geram diferentes cladogramas de area (histéria da
ramifica¢do do espago geografico) (Lomolino et al., 2006). Ao contrario da vicariancia,
que exerce efeitos na distribuigdo geografica dos organismos de forma semelhante, a
dispersdo ¢ mais idiossincratica, na medida em que depende da oportunidade histérica
para migragao e da capacidade dos organismos para realizarem esta tarefa. Dessa forma,
a dispersao ndo tende a produzir congruéncia biogeografica entre tdxons, embora, isto
possa ocorrer se a oportunidade a dispersdo for proporcionada a muitos tdxons ao
mesmo tempo (Lieberman, 2004).

Um dos subprodutos do processo evolutivo, abordado dentro da Biogeografia, é
a especiagdo, um processo de ramificagdo ou cladogénese onde novas espécies se
originam a partir de uma espécie ancestral. Estudos sobre especiagdo tentam responder
sobre a necessidade do isolamento geografico e a importancia relativa dos processos
evolutivos de cunho deterministico (sele¢do natural) e aleatdrios (deriva genética) para
o processo (Coyne & Orr, 2004). Historicamente, o isolamento geografico tem sido
considerado o mais frequente, sendo necessario, primeiro passo no processo de
especiacdo, no que ficou conhecido como especiacdo alopatrica (Mayr, 1942). O
surgimento de uma barreira geografica a dispersdo, em algum lugar dentro da
distribuicdo de uma espécie ancestral, isola (vicaridncia) populagdes previamente
intercruzantes, interrompendo ou diminuindo o fluxo génico entre elas (Lomolino et al.,
2006). Eventos tectonicos, variacdes no nivel do mar, etc, sdo exemplos de eventos
vicariantes que podem isolar grandes conjuntos de populagdes co-distribuidas, mas a
especiacdo alopatrica também pode ocorrer a partir de isolados periféricos, onde
individuos podem dispersar sobre uma barreira geografica para colonizar uma regiao

ndo habitada previamente por eles (Evento de Fundador) (Lomolino et al., 2006).

15



Evidéncias para a especiacdo alopatrica vicariante, segundo Coyne & Orr (2004),
incluem: a concordancia geografica de limites de espécies com barreiras geograficas ou
climdticas existentes; coincidéncias geograficas de limites de diferentes espécies ou de
zonas hibridas entre diferentes taxons; espécies irmas recentemente divididas
encontradas em alopatria; auséncia de espécies irmas em areas onde o isolamento
geografico fosse improvavel; concordancias entre barreiras geograficas atuais ou
pretéritas e descontinuidades genéticas entre espécies; o aumento do isolamento
reprodutivo entre populagdes com a distdncia geografica, etc.

Um corolario biogeografico importante ¢ que espécies-irmas que resultem de
processos vicariantes tendem a estar distribuidas alopatricamente (Lomolino et al.,
2006). Entretanto, se o processo de diversificacdo envolve, principalmente, atributos
ecoldgicos, estas tenderdo a apresentar ecologias divergentes, podendo até ser
encontradas em simpatria (Barraclough & Vogler, 2000). Da mesma forma, espécies
que sejam extremamente similares em seus nichos ecoldgicos tenderdo a ter
distribuigdes geograficas disjuntas (Lomolino et al., 2006). Perdices et al. (2002) e
Reeves & Bermigham (2006) apresentam evidéncias de que atributos ecoldgicos
diferentes entre linhagens genealdgicas de peixes podem ter desempenhado papéis
importantes na delimitagdo dos limites entre elas nas bacias de drenagem da América
Central. Houve oportunidades para dispersdo, via captura de cabeceiras e anastomose
entre rios, no entanto linhagens evolutivamente proximas, mas com ampla sobreposi¢ao
de nicho, raramente sdo encontradas em simpatria.

Por causa de sua inabilidade fisiologica em dispersar pela terra ou mar, a
distribui¢@o de organismos de dgua doce reflete mais fielmente a historia biogeografica
do que a de outros organismos (Lomolino et al., 2006). Os peixes podem chegar a novas

bacias mediante eventos de captura de rios (em geral pelas cabeceiras), confluéncia de
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rios (pelos seus cursos inferiores) apds um evento de regressao marinha, ou ainda pela
dispersdo via oceano quando baixas condi¢des de salinidade sdo estabelecidas (Bishop,
1995). Neste sentido, os peixes de agua doce oferecem uma oportunidade tnica para
testes de hipoteses biogeograficas, porque sua dispersdo depende de conexdes entre as
bacias de drenagens. Assim, espera-se que linhagens evolutivamente proéximas habitem
a mesma bacia hidrografica, ou seja, elas devem apresentar um ancestral comum mais
recente com peixes da mesma bacia do que com peixes de outras bacias (Willis et al.,
2007). Embora a maior parte dos estudos com peixes Neotropicais corroborem essa
hipdtese, ha exemplos de populagdes de drenagens diferentes que apresentam relagdes
evolutivas mais proximas entre si do que com outras populacdes da mesma bacia
(Weitzman & Weitzman, 1982; Vari, 1984, 1989a,b, 1991, 1992, 1995; Schaefer, 1997,
Hrbek & Larson, 1999; Lovejoy & Aratijo, 2000; Sivasundar et al., 2001; Montoya-
Burgos, 2003; Castro & Vari, 2004; Turner et al., 2004).

As espécies de peixes de agua doce da regido Neotropical constituem a mais rica
ictiofauna continental do mundo (Bohlke et al., 1978; Schaefer, 1998; Lundberg et al.,
2000). A maior parte dessas familias teve origem no Cretaceo (145-65 ma; Albert et al.,
2006), mas estima-se, por meio de filogenias moleculares e pelo registro
paleontolégico, que, pelo menos, 25 géneros contemporaneos ja estavam presentes no
Noroeste da América do Sul no fim do Mioceno (Zamudio & Green, 1997;
Bermingham & Martin, 1998; Montoya-Burgos et al., 1998; Martin & Bermingham,
2000; Sivasundar et al., 2001; Perdices et al., 2002; Albert et al., 2006). O registro
fossil demonstra, ainda, que a fauna de Characiformes ja era similar a atual ha 10
milhdes de anos (Gayet & Meunier, 1998; Lundberg et al., 1998; Malabarba, 1998).
Fosseis do Mioceno (13 ma) de bagres modernos da familia Pimelodidae foram

encontrados proximos a bacia do Rio Magdalena (Guerrero, 1997; Lundberg &
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Aguilera, 2003; Lundberg, 2005). O registro fossil de outros taxons modernos também
indica idades similares de origem e diversificacdo para os peixes Neotropicais (Arratia
& Cione, 1996; Lundberg, 1998; Gayet & Meunier, 2003).

A alta diversidade da ictiofauna dulcicola Neotropical tem sido moldada pelos
varios eventos geomorfoldgicos e demograficos ocorridos ao longo dos tltimos 90-115
milhdes de anos (Lundberg et al., 1998), dos quais destacam-se eventos vicariantes ¢ de
coalescéncia entre sistemas de drenagens (Weitzman & Weitzman, 1982; Bermingham
& Avise, 1986; Vari, 1988, 1989a,b; Vari & Weitzman, 1990; Schaefer, 1997; Strange
& Burr, 1997; Bermingham & Martin, 1998; Dergam et al., 1998; Lundberg et al.,
1998; Hrbek & Larson, 1999; Garcia et al., 2000; Lovejoy & Araujo, 2000; Andrade et
al., 2001; Lovejoy & Collette, 2001; Sivasundar et al., 2001; Dergan et al., 2002;
Perdices et al., 2002; Montoya-Burgos, 2003; Moyer et al., 2004; Turner et al., 2004;
Hrbek et al., 2005a,b; Moyer et al., 2005; Albert et al., 2006; Ri¢an & Kullander, 2006;
Reeves & Bermigham, 2006; Renno et al., 2006; Hubert & Renno, 2006; Hubert et al.,
2007; Willis et al., 2007; Chiachio et al., 2008; Cardoso & Montoya-Burgos, 2009;
Torrico et al., 2009; Willis et al., 2010). Estes trabalhos sustentam a ideia de que o
grande momento da diversificagdo dos peixes Neotropicais antecede as flutuagdes
climaticas do Pleistoceno. Segundo Rull (2008), numa meta-analise sobre a origem de
varios grupos de organismos Neotropicais, quase 80% dos peixes dessa regido, para os
quais ha estudos filogenéticos moleculares, teriam se originado antes do Quaternario (0-
1,8 ma).

Algumas hipoteses tém sido levantadas para explicar o contexto da
diversificacdo dos peixes Neotropicais. Segundo a hipotese do “rio”, os grandes rios
poderiam funcionar como barreira a dispersdo tanto em organismos terrestres quanto

aquaticos, promovendo divergéncia alopatrica (Patton et al., 1994; Bates et al., 1998;
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Hall & Harvey, 2002; Hubert & Renno, 2006). De acordo com a hipotese “museu”, as
incursdes marinhas do Mioceno seriam a grande forca diversificadora através da
fragmentacao de terras emersas, favorecendo a especiacao alopatrica nessas areas, cujas
novas espécies depois se acumulariam por dispersao nas terras mais baixas (Fjeldsa,
1994; Nores, 1999). Segundo Montoya-Burgos (2003) e Hubert & Renno (2006), a
hipotese paleogeografica/hidrogeologica declara que as forgcas de diversificagdo
dominantes foram mudangas vicariantes no curso dos rios ou captura de rios de uma
bacia pela outra devido a modificagdes geomorfolégicas. E provavel que uma ou mais
dessas hipdteses ajudem a explicar a grande diversidade dos peixes Neotropicais,
contudo a importancia de fatores ecologicos ndo pode ser negligenciada como parte
integrante no esclarecimento das causas da distribuicdo geografica atual desses
organismos.

Apesar de a hipotese de origem Miocénica da ictiofauna Sul-Americana
contemporanea ser bem aceita, o contexto histdrico dessa diversificagdo € pouco
conhecido (Ribeiro, 2006). Integrar as dimensdes histéricas e biogeograficas na
pesquisa em biodiversidade moderna tem importancia central na elucidacdo das causas
da diversidade (Beheregaray & Caccone, 2007), podendo ajudar a identificar como
fatores histéricos e ecologicos moldaram a evolucdo da ictiofauna Neotropical, desde a
quebra de Gondwana até o presente (Ribeiro, 2006). Por outro lado, as incertezas
taxondmicas ao nivel especifico em muitos taxons, aliada a falta de informagdes
confiaveis sobre suas distribui¢des ¢ a escassez de estudos sobre suas historias
filogenéticas, tém dificultado a obtencdo desse tipo de informagao (Vari & Weitzman,
1990). A caréncia de hipoteses filogenéticas para a maioria dos peixes primarios de
agua doce dos Neotropicos tem limitado nossa capacidade de avaliar modelos

alternativos para a sua diversificagdo (Weitzman & Malabarba, 1998). Dessa forma, o
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acumulo desse tipo de informagdo ¢ extremamente relevante para a elucidagcdo das

causas primarias da diversificagdo da fauna de peixes Sul-Americanos.

1.3-O uso de filogenias moleculares em estudos biogeograficos

Filogenias s3o inferéncias da melhor histéria evolutiva de um grupo de
organismos baseadas na ocorréncia de caracteristicas ancestrais e na existéncia de uma
historia evolutiva definida por mudangas nessas caracteristicas (Swofford & Olsen,
1996). As filogenias podem ser usadas para delimitar espécies (Conceito Filogenético
de Espécie), que deve ser uma linhagem monofilética derivada através de um processo
evolutivo de descendéncia a partir de uma linhagem ancestral e diagnosticada por meio
do exame de transformagdes no estado dos caracteres (McKitricK & Zink, 1988;
Cracraft, 1989).

Atualmente, as reconstrugdes filogenéticas vém tendo grande utilidade para os
estudos biogeograficos, uma vez que a historia geologica de uma regido tem forte
influéncia sobre a historia filogenética das linhagens, considerando-se que as
caracteristicas de ambientes pretéritos influenciam a sobrevivéncia, a distribuicdo e a
diversificagdo de todas as linhagens que existiram naquele local (Lomolino et al., 2006).
A crescente disponibilidade de arvores filogenéticas de alta resolugdo, aliada ao
aumento na sofisticacdo das analises baseadas em filogenias, tem nos possibilitado
acessar a influéncia relativa de eventos de vicaridncia e dispersdo na distribuicdo dos
taxons, permitindo também uma melhor capacidade técnica para lidar com a histéria
biogeografica em escalas de tempo mais recentes (Lomolino et al., 2006).

Filogenias baseadas em marcadores moleculares tém sido muito usadas para

investigar a influéncia de fatores ecologicos e histéricos na evolugdo e biogeografia
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histérica em diversos grupos de peixes Neotropicais devido a sua habilidade em rastrear
eventos ocorridos no passado. Estes estudos tém permitindo a construgdo de elos entre
as historias geologica e biotica de uma regido, possibilitando, por exemplo, propor
esquemas de colonizacdo com base nos padroes de distribui¢dao da variacdo genética no
espago (Bermingham & Martin, 1998; Cavalli-Sforza, 1998; Templeton, 1998; Martin
& Bermigham, 2000; Reeves & Bermigham, 2006). As filogenias de DNA sio,
também, uma ferramenta muito promissora para investigacdes sobre a historia de
biomas, especialmente aqueles com alta diversidade e registro fossil escasso
(Pennington et al., 2006). Além disso, quando a diversificagdo de linhagens é causada
por isolamento geografico, as relacdes filogenéticas podem indicar os tempos relativos
da separagdo inicial dos grupos atualmente disjuntos (Lomolino et al., 2006). Quando
associados a divergéncias nucleotidicas e uma estimativa robusta da filogenia do grupo,
os eventos geologicos podem ser usados para calibrar as taxas de evolugdo molecular, e
fornecer a cronologia da diversificagdo de um taxon (Lundberg, 1998; Sanderson,
1998).

Dessa forma, arvores filogenéticas ao nivel de espécies sdo essenciais para a
reconstru¢ao de eventos biogeograficos, na medida em que permitem uma melhor
compreensdo do contexto geografico da especiacdo (Harrison, 1998; Barraclough &
Vogler, 2000). Quando as separagdes geograficas antigas foram preservadas e refletem
as distribui¢des atuais das espécies de uma linhagem, entdo a filogenia fornece nao
apenas uma hipotese filogenética sobre as relagdes evolutivas entre os tdxons, mas
também uma hipdtese biogeografica sobre as relagdes histoéricas entre as localidades
(Lomolino et al., 2006). Todavia, os padroes de especiagdo sdo mais bem estimados a
partir de varias fontes de informacao, devido a incerteza nas estimativas de pardmetros

historicos como a distribuicdo geografica de tdxons a época da especiacdo ou se
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ecologias divergentes entre espécies-irmas sdo causa ou resultado de especiacdo (Losos
& Glor, 2003).

Em animais, as inferéncias de filogenias moleculares baseiam-se,
principalmente, em genealogias de locos de mtDNA (DNA mitocondrial), obtidas,
atualmente, em numero crescente devido aos diversos avangos metodoldgicos ocorridos
nas ultimas décadas, como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR, Saiki et al., 1988)
e o sequenciamento enzimatico de DNA (Sanger et al., 1977). O uso do mtDNA ¢
vantajoso porque a maioria das espécies apresenta algum grau de estruturacdo genética
para este marcador ao longo de sua area geografica (Avise, 2004). Este padrio
compartimentalizado da variagdo genética resulta de sua heranga uniparental
(usualmente materna) (Brown et al., 1979; Brown et al., 1982), que leva a menores
tamanhos populacionais efetivos e, consequentemente, a menores tempos esperados de
coalescéncia (Moore, 1995; Avise, 2004; Ballard & Whitlock, 2004). Em outras
palavras, isso significa que as linhagens tendem a atingir o status de monofiletismo
reciproco mais rapidamente nos locos mitocondriais do que nos nucleares. Contudo,
indubitavelmente, a elevada taxa evolutiva deste marcador € sua caracteristica mais
atraente para estudos populacionais e filogenéticos, permitindo, por exemplo, tragar
historias evolutivas em andlises de alta resolugdo de eventos recentes (como especiagao
rapida), estimar a estrutura populacional, analisar eventos de hibridizacdo, avaliar fluxo
génico, entre outros (Avise, 1986; Avise & Saunders, 1987; Meyer, 1994; Avise, 2004;
Clabaut et al., 2005).

Em peixes, a disponibilidade de iniciadores (primers) universais (Kocher et al.,
1989; Simon et al., 1994; Palumbi et al., 2002) para amplificagdo enzimatica de
diferentes regides mitocondriais tem ajudado a responder questdes em varios niveis

taxonomicos (Kocher & Stepien, 1997). Os sitios degenerados dos genes codificadores
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de proteinas e a regido controle sdo particularmente uteis para analise de divergéncias
mais recentes (entre populagdes, espécies e géneros) (Kocher & Stepien, 1997).

O gene do Citocromo b codifica uma importante proteina transmembrana, a
subunidade central da ubiquinol-citocromo c¢ redutase, uma enzima da cadeia
respiratoria do metabolismo oxidativo das mitocondrias (Kocher & Stepien, 1997;
Lydeard & Roe, 1997). Este gene ¢ encontrado no genoma mitocondrial de quase todos
os eucariotos e em diversos procariotos, indicando uma origem muito antiga (Esposti et
al., 1993). Apesar de ser um dos genes mitocondriais mais conservados, também pode
apresentar variagdo intraespecifica suficiente para estudos filogenéticos populacionais
ou entre espécies estreitamente relacionadas, principalmente na terceira base do cddon
(Kocher et al., 1989). Como outros genes do mtDNA, também exibe variagdo na taxa de
substitui¢do entre as posigdes do codon e em tipos de substituigdo (Irwin et al., 1991;
Lydeard & Roe, 1997), uma vez que as transi¢des (mudangas entre bases puricas ou
pirimidicas) sdo 10 vezes mais frequentes do que as transversdes (mudancas de bases
puricas por pirimidicas ou vice-versa), especialmente na terceira posi¢cdo do codon
(Brown et al., 1982). Por conta dessa heterogeneidade, o Citocromo b tem sido
empregado para resolver relagdes filogenéticas mais antigas (Meyer & Wilson, 1990;
Irwin et al., 1991; Lydeard & Roe, 1997; Akihito et al., 2000; Kumazawa & Nishida,
2000; Farias et al., 2001), embora seja util, também, para aquelas mais recentes, mas
com uma resolu¢ao mais limitada (Zardoya & Doadrio, 1999; Lovejoy & Araujo, 2000;
Martin & Bermingham, 2000).

A alta taxa de evolugdo do mtDNA ¢, ao mesmo tempo, o diferencial e também
a fraqueza desse marcador. Regides codificantes de alta taxa de mutagdo tendem a ter
sua informagdo filogenética, principalmente nos sitios mais informativos (terceira

posicdo do cddon), apagada devido as multiplas substitui¢des que podem ocorrer no
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mesmo sitio nucleotidico. Estima-se que isto reduza a confiabilidade nas inferéncias de
relacdes evolutivas acima de 30-40% de divergéncia para marcadores mitocondriais
menos conservados (Meyer, 1994; Lydeard & Roe, 1997). Além disso, casos de
heteroplasmia (moléculas de mtDNA diferentes em um mesmo organismo) nao sao
raros (Curtis et al., 2001), inclusive em peixes (Bermingham et al., 1986; Arnason &
Rand, 1992), o que aumenta as chances de recombinacdo (Ladoukakis & Zouros, 2001),
um evento que também apaga a informacao historica contida na molécula. Além disso, a
heranca materna reflete apenas uma perspectiva da evolugdo, ou seja, a historia
matrilinear da heranga, que pode diferir daquela da populagao ou da espécie (Cronin,
1993; Harpending et al., 1998; Zhang & Hewitt, 2003), podendo ndo resgatar padroes
genealdgicos representativos da historia filogenética, especialmente quando vieses
relacionados ao sexo afetam o valor adaptativo ou o padrdo de dispersdao (Hoelzer,
1997). Estas caracteristicas, em conjunto, podem afetar a fidedignidade (inserindo
inconsisténcias estatisticas nas filogenias) da estimativa da arvore da espécie entre as
possiveis arvores de genes (Moore, 1995; Foster & Hickey, 1999; Lopez et al., 2002), o
chamado “dilema da arvore de genes versus arvore de espécies” (Pamilo & Nei, 1988;
Fitch, 1970).

Por outro lado, o uso de multiplos locos ndo-ligados proporciona uma visdo mais
abrangente do genoma (Nielsen & Slatkin, 2000; Sunnucks, 2000), reduzindo o erro
decorrente da alta estocasticidade da estimativa da arvore génica a partir de um unico
marcador (Wakeley & Hey, 1997; Harpending et al., 1998; Kuhner et al., 1998). Essas
réplicas funcionam como amostras independentes do processo evolutivo, aumentando a
confiabilidade na estimativa da arvore da espécie (Zhang & Hewitt, 2003) e reduzindo,
inversamente pelo nimero de réplicas, a varidncia nas estimativas dos tempos de

divergéncia (Edwards & Beerli, 2000). Essa abordagem também pode identificar locos

24



sob selecdo, com padroes que desviam das expectativas baseadas nas historias
populacionais e demograficas, que até podem imitar historias demograficas alternativas
(Hare, 2001). Como a selegdo age localmente, enquanto eventos demograficos deixam
“assinaturas” comuns em todos os locos neutros (Fu & Li, 1999; Avise, 2000), as
réplicas permitem identificar tais marcadores e elimind-los das analises, se necessario.

Os locos nucleares sdo a Unica opgdo de réplica as genealogias de mtDNA,
sendo considerados fundamentais para abordagens biogeograficas mais amplas, na
forma de testes de histérias complexas (Fu & Li, 1999; Hare, 2001). Em peixes, o uso
de marcadores nucleares em estudos filogenéticos tem envolvido genes para RNA
ribossdmico (Stock & Whitt, 1992; Phillips & Oakley, 1997), bem como genes do
sistema MHC (complexo principal de histocompatibilidade; Klein et al., 1997), genes
de quinases (Meyer & Lydeard, 1993; Parker, 1997; Banford et al., 2004), gene da
epidimina (Orti & Meyer, 1996), gene do horménio do crescimento (Bernardi et al.,
1993), genes de fatores de transcricdo (EFla-6, Moyer et al., 2004), gene Rag (gene
ativador de recombinacdo; Sullivan et al., 2000; Lovejoy & Collette, 2001; Hardman,
2002; Hardman & Page, 2003; Hardman, 2004; Grande et al., 2004; Lavoué & Sullivan,
2004; Lopez et al., 2004; Quenouille et al., 2004; Calcagnotto et al., 2005; Naylor et al.,
2005; Hardman & Lundberg, 2006; Sullivan et al., 2006), gene da proteina ribossomal
S7 (Pretti et al., 2009 ), entre outros.

Entretanto, para estudos de estrutura populacional e reconstrugdes filogenéticas
entre espécies estreitamente relacionadas sdo exigidas regides de maior variabilidade,
como os introns (Lessa, 1992; He & Haymer, 1997; Friesen, 2000), regides intercaladas
aos ¢éxons de genes eucariotos removidas durante a maturacdo do RNA precursor

(Zhang & Hewitt, 2003). Estes marcadores nucleares evoluem trés vezes mais rapido do
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que os ¢éxons adjacentes a eles (Palumbi, 1995; Arabidopsis Genome Initiative, 2000;
Hassan et al., 2002).

Embora seja crescente o uso dos polimorfismos de locos nucleares para
reconstrugdes filogenéticas, ha desafios analiticos e metodologicos a serem superados,
como a ocorréncia de recombinacdo, selecdo, heterozigosidade, indels (inser¢des e
delegdes), baixas divergéncias, etc, que podem dificultar a reconstrucdo da historia
evolutiva de um grupo e confundir a interpretacdo dos resultados (Brown et al., 1979;
Avise, 1989; Clark, 1990; Palumbi & Baker, 1994; Orti et al., 1997; Wang et al., 1999;
Schierup & Hein, 2000; Posada, 2001; Antunes et al., 2002; Zhang & Hewitt, 2003).
Em teoria, espera-se uma resolu¢do menos pronunciada em locos nucleares
autossdmicos devido as suas baixas taxas de evolucdo e ao seu maior Ne (tamanho
populacional efetivo), em comparagao ao mtDNA, decorrente da sua diploidia e heranga
biparental (Avise, 2000). Nesses casos, a aleatoriedade que caracteriza a deriva
genética, enquanto mecanismo evolutivo, tende a diferenciar mais lentamente as
linhagens de marcadores nucleares (Moore, 1995; McCauley, 1995; Templeton, 1998;
Avise, 2000). Entretanto, a baixa taxa de evolu¢cdo do DNA nuclear também minimiza
homoplasias entre taxons filogeneticamente mais distantes (Avise, 2004; Li et al.,
2007). Além disso, embora a separagao dos polimorfismos seja mais lenta, a informagao
temporal retida por esses marcadores permite que processos populacionais que
ocorreram antes, durante e apds eventos de especiagdo sejam estudados (Hoelzer, 1997,
Wakeley & Hey, 1997; Nichols, 2001). As genealogias nucleares oportunizam, ainda, o
estudo de fluxo génico diferencial entre locos, podendo explicar os mecanismos de
especiacdo, se houver padroes de diferenciacdo especificos mediados por selegdo em

alguns deles (Hare, 2001).
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Além da disponibilidade de novos marcadores, a aplicagdo de novas
metodologias analiticas tem tornado mais robustas as reconstrugdes de darvores
filogenéticas a partir de dados moleculares. Um desses avangos ¢ a Maxima
Verossimilhanga (MV), que consiste em uma metodologia geral para estimativa de
parametros de um modelo e para teste de hipoteses a respeito destes parametros (Yang,
2006). A verossimilhanga pode ser traduzida como a probabilidade de um conjunto de
dados em relacdo a uma hipotese. Assim, a hipdtese que maximiza o valor assumido
pela verossimilhanga ¢ dita aquela de Méaxima Verossimilhanga (Felsenstein, 2004). A
aplicagao da MV para filogenias moleculares foi introduzida por Felsenstein (1981). As
verossimilhangas de uma dada arvore sdo calculadas a partir de um alinhamento de
sequéncias de DNA com m sitios nucleotidicos, uma filogenia, comprimentos de ramos
e um modelo evolutivo que permita o calculo de probabilidades de mudangas
nucleotidicas ao longo da arvore (Yang, 2006). Dessa forma, a inferéncia filogenética
por Maxima Verossimilhanga determina a topologia da arvore, os comprimentos dos
ramos ¢ os parametros do modelo evolutivo que maximizam a probabilidade de se

observar as sequéncias em maos (Schmidt & Haeseler, 2009).

1.4-A situacdo sistematica e taxonémica do género Pseudoplatystoma

Os peixes constituem metade das 48 mil espécies de vertebrados conhecidas e
estdo distribuidos em 57 ordens e 482 familias (Nelson, 2006). A ictiofauna Neotropical
¢ a mais diversa do mundo, representando 46% de todas as espécies contemporaneas de
peixes de dgua doce e cerca de 10% de todas as espécies de vertebrados atuais (Vari &

Malabarba, 1998; Reis et al., 2003). Entre os teledsteos Neotropicais encontram-se os
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Osteoglossiformes (ex. pirarucu), Characiformes (ex. curimbatds), Gymnotiformes
(peixes elétricos) e muitas familias de Siluriformes (bagres) (Albert et al., 2006).

Os bagres sao um dos grupos de peixes economicamente mais importantes do
mundo para a pesca comercial, piscicultura, aquariofilia, etc (Teugels, 1996). Ocorrem
em todos os continentes, compreendendo 34 familias e 2.405 espécies, das quais 2.280
vivem exclusivamente em agua doce (1.300 apenas nos Neotropicos) (Nelson, 2006).
Os bagres Neotropicais estdo classificados em 15 familias: Ariidae, Astroblepidae,
Aspredinidae, Auchenipteridae, Callichthyidae, Cetopsidae, Diplomystidae, Doradidae,
Heptapteridae, Loricariidae, Nematogenyidae, Pimelodidae, Pseudopimelodidae,
Scoloplacidae e Trichomycteridae. A familia Pimelodidaec apresenta os maiores
representantes dos Siluriformes na regido Neotropical, com mais de noventa espécies e
30 géneros (Lundberg & Littmann, 2003; Ferraris Jr., 2007), incluindo peixes
migradores de grandes distancias (Barthem & Goulding, 1997; Ruffino et al., 2000;
Carolsfeld et al., 2003). Estudos morfologicos, motivados por lacunas taxonémicas no
grupo ¢ baseados em sinapormorfias nao-ambiguas (Lundberg & McDade, 1986; De
Pinna, 1993; De Pinna 1998; Shibatta, 1998; Shibatta, 2003; Lundberg et al., 2000;
Bockmann & Guazzelli, 2003; Ferraris Jr., 2003; Lundberg & Littmann, 2003), levaram
ao desmembramento dessa familia (Diogo, 2003, 2004), com a reclassificacio de
algumas espécies nas familias Pseudopimelodidae e Heptapteridac (Sullivan et al.,
2006).

Os peixes do género Pseudoplatystoma (Bleeker, 1862) sdao pimelodideos que,
como os outros bagres, possuem barbilhdes na regido maxilar envolvidos na
identificagdo de estimulos quimicos, um importante meio de comunicagdo para peixes
de habitos noturnos e de aguas turvas (Todd, 1983; Valentincic & Caprio 1994). Sao

caracterizados pela presenga de uma cabeca deprimida, um processo occipital estendido
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posteriormente (em contato com a placa pré-dorsal) e uma fontanela muito longa
(Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Sua pigmentagao consiste de bandas escuras e palidas,
bandas reticuladas e manchas circulares escuras (Buitrago-Sudrez, 2006). Esta ¢ a

classificagdo atualmente aceita para o grupo segundo Nelson (2006):

Filo: Chordata
Classe: Actinopterigii
Subclasse: Neopterigii
Divisdo: Teleostei
Subdivisdo: Otocephala
Superordem: Ostariophysi
Ordem: Siluriformes
Familia: Pimelodidae
Subfamilia: Sorubiminae

Género: Pseudoplatystoma

Seu habito carnivoro (inclusive com a pratica de canibalismo) exerce forte
pressao sobre os elos inferiores da cadeia trofica aquatica (Barthem & Goulding, 1997,
Agudelo-Cordoba et al.,, 2000), desempenhando, por isso, um importante papel
ecologico (regulagdo topdown) em habitats aquaticos diversos, como o canal principal
de grandes rios, lagos e florestas inundadas das mais importantes bacias hidrograficas
da América do Sul (Reid, 1983; Burgess, 1989). Apresentam migragdes laterais
complexas entre rios, lagos e planicies de inundacdo, bem como movimentos
longitudinais ao longo do canal dos rios na estagdo reprodutiva (Barthem & Goulding,
1997).

Esses bagres tém alto valor econdmico, com uma produgdo pesqueira estimada
em 11.168 toneladas em 2007 (IBAMA, 2007), representando 4,6 % de toda a produgdo
pesqueira extrativista continental do pais. Entretanto, este recurso pesqueiro tem sido

bastante afetado pela construcdo de barragens para usinas hidroelétricas, mudancgas
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ambientais decorrentes da polui¢do da agua, mau gerenciamento de estagdes de
piscicultura, sobrepesca, devastacdo de florestas de galeria, etc, que tém reduzido
drasticamente seu estoque nativo e intensificado o interesse conservacionista nessas
espécies (Miranda & Ribeiro, 1997; Revaldaves et al., 2005). Um exemplo disso ¢ a
inclusdo de Pseudoplatystoma corruscans na lista de espécies de peixes ameagados do
mundo (Mello et al., 2009). Além disso, Lozano (2005) indica que P. metaense esta em
situacdo de sobrepesca no Rio Apure, afluente do Orinoco. Entretanto, ndo ha avaliagdo
alguma sobre o status de conservacdo das populacdes da maior parte das espécies do
grupo.

Sua biologia (Cordiviola, 1966; Goulding, 1980; Reid, 1983; Kossowski &
Madrid, 1986; Loubens & Aquim, 1986; Valderrama et al., 1988; Reyes & Hugq, 1990;
Goulding et al., 1996; Ruffino & Isaac, 1999; Loubens & Panfili, 2000; Duque &
Winemiller, 2003; Lozano, 2005; Rojas et al., 2007) e genética (Oliveira et al., 1988;
Swarga et al., 2000; Sekine et al., 2002; Gallo & Diaz-Sarmiento, 2003; Souza, 2003;
Coronel et al., 2004; Revaldaves et al., 2005; Swarga et al., 2005; Escobar & Taphorn,
2006; Carvalho-Costa & Galetti, 2007a,b; Carvalho-Costa et al., 2007; Carvalho-Costa
et al., 2008; Carvalho-Costa et al., 2009ab; Pereira et al., 2009; Torrico et al., 2009)
tém sido alvo de diversos estudos. Pseudoplatystoma ¢é considerado um género
monofilético (Buitrago-Suarez, 2006) e evolutivamente proximo a Hemisorubim,
Sorubimichthys, Sorubim ¢ Zungaro (Lundberg et al., 1991; De Pinna, 1993, 1998).
Apenas trés espécies, nenhuma das quais distribuidas nas drenagens trans-Andinas,
eram reconhecidas até ha pouco tempo (Burgess, 1989, Lundberg & Littmann, 2003): P.
corruscans (Spix & Agassiz, 1829), ou “pintado”, com distribuicao restrita as bacias do
Sdo Francisco e no sistema Parana-Paraguai-Uruguai; P. fasciatum (Linnaeus, 1766), ou

“surubim/cachara”, a espécie mais amplamente distribuida do género, ocorrendo nas
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bacias do Amazonas, Magdalena, Orinoco, Parana-Paraguai, Tocantins-Araguaia,
pequenas drenagens da regido das Guianas e em rios do Estado do Maranhao; e P.
tigrinum (Valenciennes, 1840), “surubim tigre/caparari”, distribuido nas bacias do
Amazonas e Orinoco.

Contudo, Buitrago-Suarez (2006) e Buitrago-Suarez & Burr (2007)
argumentaram que a diversidade do grupo estava subestimada, resultado do pouco
conhecimento sobre a sistematica do grupo, que apresentava grande variagdo geografica
em morfologia e coloragdo. As populagdes de P. tigrinum e P. fasciatum de diferentes
bacias eram muito distintas e poderiam corresponder a novas espécies (Buitrago-Suarez,
2006). Dessa forma, Buitrago-Suarez & Burr (2007) revisaram o género, o que resultou
em oito espécies validas (Figura 2). Pela nova classificagdo, as populagdes antes
reconhecidas como P. fasciatum assumem a seguinte terminologia taxondmica e
distribuigdo geografica: P. fasciatum agora ¢ restrito as pequenas bacias da regido das
Guianas; P. punctifer esta distribuido em toda a bacia Amazonica e Tocantins-Araguaia;
P. orinocoense engloba apenas peixes da bacia do Orinoco; P. magdaleniatum é a nova
terminologia para os peixes do Rio Magdalena; P. reticulatum é uma espécie presente
apenas na bacia do Parana-Paraguai, ¢ também na regido central do Amazonas. Em
relagdo a P. tigrinum, a populagdo amazdnica permaneceu com O mesmo nome,
enquanto os peixes do Rio Orinoco ficaram conhecidos como P. metaense. P.
corruscans continuou com a mesma denominagao e area de distribuigdo da classifica¢ao

anterior.
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Figura 2: Distribuicao das oito espécies de Pseudoplatystoma resultantes da revisao de

Buitrago-Suarez & Burr (2007) (figuras editadas a partir de Buitrago-Sudrez & Burr,

2007).
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Atualmente existem duas hipoteses filogenéticas para o grupo. Buitrago-Sudrez
(2006) abordou a histdria evolutiva do género empregando caracteres morfologicos, que
revelaram relagdes de parentesco evolutivo ndo muito resolvidas (Figura 3). Mais
recentemente, a questdo da sistematica e taxonomia de Pseudoplatystoma foi retomada
em um estudo de filogenia molecular por meio de marcadores mitocondriais (Figura 4)
(Torrico et al., 2009). Neste estudo, foram encontrados clados monofiléticos para P.
tigrinum, P. corruscans, P. reticulatum+P. punctifer+P. fasciatum e P. magdaleniatum.
Além disso, os dois clados sugeridos em Buitrago-Suarez (2006) (Figura 3), a saber, o
“clado P. fasciatum” (P. fasciatum, P. punctifer, P. reticulatum, P. orinocoense, P.
magdaleniatum e P. corruscans) e o “clado P. tigrinum” (P. tigrinum e P. metaense),
nao foram recuperados pela filogenia.

Apesar desses avancos no conhecimento da historia natural e da sistemdtica do
grupo, ainda restam questdes a serem respondidas, como por exemplo, a situacdo de P.
orinocoense ¢ P. metaense, a existéncia de popula¢des coespecificas em diferentes
bacias, a realidade de P. reticulatum como espécie etc. Buitrago-Suarez (2006),
Buitrago-Suarez & Burr (2007) e Torrico et al. (2009) ndo amostraram a maior parte da
distribuicdo geografica do género na América do Sul, o que pode resultar em uma
inferéncia incompleta das relagdes evolutivas entre os clados. Além disso, a abordagem
molecular em Torrico et al. (2009) emprega apenas genealogias de mtDNA, que
representam apenas um painel da evolucdo. Dessa forma, esse trabalho tenta preencher
algumas dessas lacunas no conhecimento sobre as relagdes evolutivas e a situagdo
sistematica do grupo, bem como sobre os padrdes de diversificacio de

Pseudoplatystoma no espago e no tempo.
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Figura 3: Filogenia do género Pseudoplatystoma baseada em dados morfologicos
(Buitrago-Suarez, 2006).
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Figura 4: Filogenia molecular do género Pseudoplatystoma com base na regido

controle do DNA mitocondrial (Torrico et al., 2009).
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2-OBJETIVOS

2.1-Objetivos Gerais

-Avaliar, por meio de filogenias moleculares, a situagdo sistematica e a taxonomia
vigente para o género Pseudoplatystoma e usar essa informagdo para examinar as

relacdes entre as linhagens e sua distribuicdo geografica na América do Sul.

2.2-Objetivos Especificos

-Propor uma filogenia molecular para as espécies de Pseudoplatystoma utilizando
sequéncias de DNA mitocondrial e nuclear,

-Comparar essa proposta de filogenia molecular com a filogenia morfoldgica de
Buitrago-Suarez (2006) e a filogenia molecular em Torrico et al. (2009) a fim de avaliar
o numero de espécies e a taxonomia do grupo, por meio da Sistematica Molecular;
-Acessar os papéis da dispersio e de eventos vicariantes sobre os padroes de
distribui¢do dos hapldtipos de Pseudoplatystoma, relacionando-os com os principais
eventos geolodgicos que atuaram na formagdo das bacias hidrograficas da América do

Sul.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1-Locais de amostragem e extragéo de DNA

Amostras das oito espécies de Pseudoplatystoma (sensu Buitrago-Suarez &
Burr, 2007) foram obtidas de quase todas as bacias hidrograficas onde esses peixes
estdo distribuidos, exceto os rios Gurupi ¢ Munin (Maranhdo) e de algumas drenagens
das Guianas (Tabela 1, Figura 5). A identificagdo do material foi feita inicialmente com
base na antiga taxonomia, uma vez que a revisao de Buitrago-Suarez & Burr (2007) ndo
estava disponivel na época da amostragem. Entretanto, considerando que a nova
taxonomia € na maior parte concordante com a distribuicdo das espécies por bacias
hidrograficas, foi necessario apenas atualizar a terminologia taxonOmica seguindo
Buitrago-Suarez e Burr (2007). Esta abordagem nos permitiu acessar a comparabilidade
da antiga e nova taxonomia com as relagdes filogenéticas obtidas para o género no
presente estudo, funcionando de forma comparavel a uma hipdtese nula. Espécimes
vouchers estdo disponiveis na Colegdo de Peixes do Laboratério de Hidrobiologia, da
Universidade Federal do Maranhdo (Sao Luis-MA) (para os peixes das bacias
maranhenses), ¢ na Cole¢do da Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos
(Filadélfia). Entretanto, grande parte dos espécimes usados neste estudo possui apenas
registro fotografico.

As extragdes de DNA foram feitas utilizando-se tecidos de nadadeira ou
branquias (preservados em etanol 100%), por meio de kit comercial (DNeasy Blood and
Tissue, QIAGEN Inc.), de acordo com as instrugdes do fabricante, ou seguindo o
protocolo desenvolvido por Aljanabi & Martinez (1997), conhecido como Método do

Tampao Salino, descrito com modificagdes, abaixo:
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1-Aproximadamente 1 c¢m” de nadadeira caudal foi cortado em pedagos menores e
adicionados a 700 pl de solugdo tampao salino (NaCl 0,4M; Tris-HCl 10 mM pH=8,0 e
EDTA pH=8,0 2mM) em microtubos de 2 ml;

2-Foram adicionados 80 ul de SDS 20% (Sulfato Duodecil de Sodio) (Cf=2%) e 16 pl
de Proteinase K 20 mg/ml (Cf=400 mg/ml);

3-As amostras foram incubadas a 55°C por aproximadamente 16 horas;

4-Adicionou-se 300 pl de NaCl 6M;

5-As amostras foram misturadas em vortex por 30s a velocidade maxima;

6-Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 30 min a 13.000 rpm e o
sobrenadante transferido para outro tubo estéril;

7-Um volume igual de isopropanol foi adicionado, agitando-se vagarosamente as
amostras para que ocorresse a precipitagdo do DNA;

8-As amostras foram centrifugadas por 20 min a 13.000 rpm;

9-0 sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com etanol 70%;

10- As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 min;

11-O sobrenadante foi descartado e o restante do alcool foi evaporado em estufa (37 °C)
durante 60-120 min;

12-Apos a secagem, o pellet foi ressuspendido em solugdo de 100-200 pl de TE (Tris-

HCI-EDTA) e armazenado em freezer a —20°C.
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Tabela 1: Espécies analisadas, localidade das amostras e nimero total de individuos

sequenciados para cada marcador molecular.

Taxon Drenagem Localidade Citb Ragl S7

P. punctifer Turiagu Santa Helena (Brasil) 10 10 2
P. punctifer Pindaré Pindaré-Mirim (Brasil) 28 25 17
P. punctifer Mearim Lago-Agu-(Brasil) 22 26 12
P. punctifer Itapecuru Codd (Brasil) 2 2 1
Rosario (Brasil) 1 - -

Parnaiba Sao Jodo dos Patos (Brasil) 2 3 -

P. punctifer Guadalupe (Brasil) 1 - -
Santa Quitéria (Brasil) 1 6 -

P. punctifer Tocantins Tucurui (Brasil) 2 2 -
P. punctifer Araguaia Cocalinho (Brasil) 1 1 1
Amazonas Iquitos (Peru) 4 4 2

(Solimdes, Rio | Tabatinga (Brasil) 13 8 6

Branco, Xingu) | Tefé (Brasil) 1 1 -

P. punctifer Manaus (Brasil) 5 3 -
Boa Vista (Brasil) 2 3 -

Iriri (Brasil) 6 4 -

Paraguai Cuiaba (Brasil) 13 4 8

P. reticulatum Taquari (Brasil) 3 4 2
Sao Lourenco (Brasil) 1 1 -

Miranda (Brasil) 5 3 4

P. reticulatum Parana Corrientes (Argentina) - 1 -
Orinoco Atabapo (Venezuela) 4 1 -

Parguaza (Venezuela) 2 - -

Cinaruco (Venezuela) 2 - -

Caura (Venezuela) 5 2 -

P. metaense Puerto Ayacucho (Venezuela) 2 5 1
Portuguesa (Venezuela) 1 1 1

Matyure (Venezuela) 1 1 -

Tucupita (Venezuela) 2 3 3

Cafio Arapuca (Venezuela) 3 1 2

Arichuna (Venezuela) 1 - -

38



Villavicensio (Colombia) - 4 3

Caicara Del Orinoco (Venezuela) - 2 1

Orinoco Curamoni (Venezuela) 3 3 2

Cinaruco (Venezuela) 1 - 2

Puerto Ayacucho (Venezuela) 4 2 1

Villavicensio (Colombia) 10 4 5

Portugueza (Venezuela) 2 3 4

Tucupita (Venezuela) 3 1 4

P. orinocoense Caicara del Orinoco (Venezuela) 1 2 1
Puerto Paez (Venezuela) 1 1 1

Cafio La Guardia (Venezuela) - - 1

Parguaza (Venezuela) - 2 -

Caura (Venezuela) - 2 3

Atabapo (Venezuela) - 1 -

Arichuna (Venezuela) - - 1

Rupununni Karasabi (Guiana) 1 1 1

P. fasciatum Yupucari (Guiana) 2 2 -
Suriname Desconhecido (Suriname) 1 1 -

Amazonas Iquitos (Peru) 5 6 3

P. tigrinum (Solimoes) Tabatinga (Brasil) 6 6 3
Santarém (Brasil) 2 3 -

Tefé (Brasil) 2 3 -

Paraguai Cuiaba (Brasil) 10 5 3

P. corruscans Taquari (Brasil) 2 3 -
Sao Lourenco (Brasil) 5 5 2

Rio Miranda (Brasil) 2 5 -

P. corruscans Parana Rio Grande (Brasil) 3 2 2
Corrientes (Argentina) 2 2 -

P. corruscans Uruguai Itapiranga (Brasil) 5 5 4
P. corruscans Sao Francisco Trés Marias (Brasil) 22 15 7
P. magdaleniatum | Magdalena Neiva (Colombia) 4 12 6

39



Figura 5: Locais de amostragem para as espécies de Pseudoplatystoma nas bacias
hidrograficas da América do Sul. Numeros representando as localidades e tamanhos

amostrais estdo indicados na Tabela 1.
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ApoOs o procedimento de extracdo, o DNA das amostras foi avaliado quanto a
sua qualidade e quantidade, por meio de eletroforese (30 min a 100 volts) em gel de
agarose 0,8%, corado com brometo de etideo (I mg/ml). Apds a corrida, o gel foi
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta. A presenga de uma banda espessa
com alto peso molecular foi o critério usado para avaliar a qualidade do DNA extraido.
A quantificagdo do DNA deu-se por comparacdo da intensidade das bandas do gel com
um marcador de tamanho cujas bandas possuem concentracdes de DNA, em ng/ul,
conhecidas (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen Life Technologies). Todas as amostras
foram diluidas para a concentragdo 50 mg/ul para serem usadas como molde na

amplificacdo dos marcadores de interesse.

3.2-Amplificacdo enzimética dos marcadores de DNA mitocondrial e nuclear

Foram amplificados, por meio de PCR, o gene mitocondrial do Citocromo b
(Citb; 1140 pb, pares de base), o primeiro intron do gene Ragl (gene ativador de
recombinacdo; Raglintl, £ 800 pb) e o primeiro intron do gene da proteina ribossomal
S7 (S7intl, + 1000 pb). O produto do gene Ragl esta envolvido na ativacdo do
mecanismo conhecido por V(D)J, responsavel pela jungdo de segmentos de genes para
linfocitos T e B, um processo de recombinagdo ordenado e altamente regulado que leva
a formacdo de um gene inteiramente funcional (Cortes et al., 1994). O gene da proteina
ribossomal S7 (rps7) codifica a maior proteina da subunidade 40S do ribossomo
(Synetos et al., 1992). As amplificagdes ocorreram em volume final de 30 pl contendo
10-50 ng de DNA, 100 uM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), tampao 1x (Tris-
HC1200 mM, pH 8,4, e KCI 500 mM), 0,2 uM de cada primer, 1,5-2,0 mM de MgCI2 e

1,5 U da enzima Taq polimerase (Invitrogen Life Technologies). As reagdes foram
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conduzidas em termociclador PTC100 (MJ Research) ou Mastercicler (Eppendorf)
seguindo o programa de amplificagdo: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos (min),
seguido de 35 ciclos de 30 segundos (s) a 94°C, 35 s a temperatura de hibridizacdo dos
primers (Tabela 2), 40 s a 72°C; 72°C por 5 min. Para cada rodada de reagdes foi
utilizado um controle negativo contendo agua ao invés de DNA. Apds as reagoes, 3 ul
de cada amostra foram aplicados em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
(1 mg/ml), e submetidos a eletroforese (100 volts por 45 minutos). Posteriormente, este
gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e foto-documentado (Kodak
1D 3.5), usando-se um marcador de 1 Kb (Kilobase, Invitrogen Life Technologies)
como referéncia de tamanho para as bandas amplificadas.

Os iniciadores (primers) para o Citb e S7intl estavam disponiveis na literatura
(Tabela 2). Entretanto, para o intron do Ragl ndo havia sequéncias de primers
publicadas, de modo que foi necessario desenvolvé-los para este estudo. Sequéncias dos
éxons 1 e 2 do gene Ragl, disponiveis para outros grupos de peixes no GenBank, foram
alinhadas e sobre suas regides mais conservadas foram desenhados os iniciadores
forward (5°-3”), na extremidade 3’do éxon 1 mais proxima do intron, e reverse (3°-5’),
na extremidade 5’do éxon 2 mais proxima do intron. Para escolha da melhor regido
candidata e configura¢ao dos parametros de hibridizagdo dos primers usou-se programa
PRIMER 3 (Rozen & Skaletsky, 2000).

Os produtos de PCR foram purificados mediante o uso de kit de purificagdo
comercial (lllustra GFX PCR DNA And Gel Band Purification, GE Healthcare), de
acordo com o manual do fabricante. Os fragmentos de DNA foram sequenciados pelo
método enzimatico de terminagdo de cadeia (Sanger et al., 1977), empregando-se o Kit
de sequenciamento EtDye (GE HealthCare) e sequenciadores automaticos MegaBACE

1000 (GE HealthCare) e ABI 377 (Applied Biosystems Inc.). Como ndo foi encontrada
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variacdo de tamanho em nenhum dos marcadores, optou-se pelo sequenciamento direto

dos produtos de PCR com ambos os primers de amplificagao.

Tabela 2: Iniciadores (primers) usados nas reagdes de amplificagdo dos marcadores

empregados neste estudo. Th= temperatura de hibridiza¢ao; Fwd= forward; Rev=

reverse; Y= pirimidinas, R= purinas.

Iniciador Sequéncia (5°—37) Th (°C) Referéncia
Gludgl-Fwd TGACTTGAARAACCAYCGTTG 49 Palumbi et al. (2002)
H15915-Rev AACTGCAGTCATCTCCGGTTTACAAGAC 49 Irwin et al. (1991)

Ragl X1-Fwd GCTGGCAGACAAGTGGATCT 58 Este estudo
Ragl X2-Rev AGGCCATCTAGAAGCCTTGC 58 Este estudo
S7TRPEX1-Fwd TGGCCTCTTCCTTGGCCGT 56 Chow & Hazama (1998)
S7TRPEX2-Rev. = AACTCGTCTGGCTTTTCGCC 56 Chow & Hazama (1998)

3.3-Analises filogenéticas

Apenas aquelas sequéncias de nucleotideos cujos eletroferogramas apresentavam
picos de bases bem definidos e com pouco ruido foram consideradas para as analises.
Essas sequéncias foram observadas no programa CODONCODE 3.0 (Codoncode
Corporation), e alinhadas no CLUSTALW (Thompson et al., 1994), presente no BIOEDIT
(Hall, 1999). Sitios nucleotidicos heterozigotos nos marcadores nucleares foram
identificados por meio da observacdo de picos de bases diferentes sobrepostos nos
eletroferogramas das sequéncias forward e reverse, como mostrado na Figura 6. As
amostras que apresentaram mais de um sitio ambiguo foram resolvidas estatisticamente

com o auxilio do programa PHASE 2.1 (Stephens et al., 2001; Stephens & Donnelly,
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2003), que emprega a estatistica Bayesiana para a reconstru¢do de haplétipos. PHASE
combina o prior coalescente aproximado de Stephens et al. (2001) com uma estratégia
conhecida por “dividir-e-derrotar” (divide-and-conquer) ou Liga¢ao de Partigdo (Niu et
al., 2002). De acordo com Stephens et al. (2004), o algoritmo divide, ao acaso, as
sequéncias dos hapldtipos em segmentos de locos consecutivos, computando uma lista
de haplétipos plausiveis dentro de cada segmento. Entdo, repetidamente, os segmentos
sdo combinados para se obter outra lista de haplotipos plausiveis com a melhor
estimativa para o par de haplotipos de cada individuo e sua respectiva probabilidade.
Apenas probabilidades posteriores maiores do que 0,9 foram consideradas em nossa
analise, se repetidas ao longo de cinco rodadas de 500 iteragdes cada. Individuos
heterozigotos para um Unico sitio nucleotidico tiveram suas fases genotipicas resolvidas
manualmente, e depois inseridos na analise como forma de tornar o procedimento de
inferéncia dos haplotipos desconhecidos mais acurado. Experimentos com dados
simulados e reais indicam que este método fornece uma melhor estimativa para a

reconstrucdo de haplotipos do que outros métodos existentes (Stephens et al., 2001).

T ¢ o 1 & ¢ & 6 a2 c r AMc c© T x T & & A L A A T i
&0 270

6 T & C x» G & c | A »[A Cc c T A T & A A A A A T &
230 240

Nonf S
N\ ™ ; \ \ ""\
x’M\ X ,ZXA/\ \//\ _ O LX
T G
3

Figura 6: Alinhamento mostrando, nos eletroferogramas de sequéncias forward e

reverse de um mesmo individuo, um sitio heterozigoto A/G.
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A identificagdo de possiveis eventos de recombinacao nos marcadores nucleares
foi conduzida no RDP3 3.34 (Martin et al., 2005). A caracterizagdo do polimorfismo foi
feita nos programas MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) e DNASP v5 (Librado & Rozas,
2009). Indels (inser¢des/delecdes), quando presentes nos introns, foram codificados e
incorporados nas analises filogenéticas. Distancias-p ndo corrigidas foram calculadas no
MEGA para comparagdes pareadas entre os taxons. A neutralidade seletiva do
polimorfismo dos marcadores foi examinada pelos testes D de Tajima (Tajima, 1989),
F* e D* (Fu & Li, 1993), presentes no DNASP.

As arvores filogenéticas foram estimadas no TREEFINDER (Jobb, 2008) por meio
de Méaxima Verossimilhanga, que procura inferir a historia evolutiva de um grupo que €
mais consistente com as sequéncias de nucleotideos observadas (Swofford & Olsen,
1996). Contudo, para aplicagdo desse método deve ser especificado um modelo de
evolucdo que expresse como converter uma sequéncia em outra. O modelo evolutivo
que melhor se adequava a cada um dos marcadores foi estimado no MODELTEST 3.6
(Posada & Crandall, 1998), que compara modelos progressivamente mais complexos,
com correc¢des para sitios invariantes e heterogeneidade de taxas. O critério para escolha
do modelo foi o AIC (Critério de Informacdo Akaike; Akaike, 1974), que calcula a
expectativa do log-verossimilhanca para um novo conjunto de dados de mesmo
tamanho do original, e compara multiplos modelos que ndo s3o necessariamente
hierarquizados (Felsenstein, 2004; Yang, 2006). As arvores estimadas foram
visualizadas e editadas no programa FIGTREE v.1.2.2 (Rambaut, 2009). As relagdes
genealogicas entre os haplotipos também foram estimadas por redes haplotipicas do tipo
median-joining (Bandelt et al., 1999), calculadas no NETWORK 4.5.0.1 (Fluxus

Technology Ltd.).
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A polaridade das arvores filogenéticas foi determinada por comparagao com
grupo externo (Nixon & Carpenter, 1993), usando-se sequéncias homologas de Zungaro
spp e Brachyplatystoma spp. O suporte estatistico para os nods das filogenias foi
avaliado por andlise de reamostragem do tipo Bootstrap (1000 pseudo-réplicas), um
método popular para estimar a confianca da inferéncia de relacdes evolutivas
(Felsenstein, 1985). Na reamostragem, n sitios nucleotidicos do alinhamento original
sdo escolhidos ao acaso e com reposi¢cdo (pseudo-réplicas), de modo a formar novos
alinhamentos com o mesmo n original (Nei & Kumar, 2000). A partir desses
alinhamentos s3o reconstruidas novas arvores, que sdo resumidas em uma arvore de
consenso (majority rule). O valor do Bootstrap para cada nd dessa arvore significa a
porcentagem de arvores na qual ele foi recuperado durante o procedimento de
reamostragem. Clados cujos valores de Bootstrap sao iguais ou superiores a 90-95% sao
considerados significativamente sustentados, independentemente da repetibilidade
(Hall, 2001). Valores moderados (70-89%) ou fracos (51-69%), se repetidos em varios
marcadores diferentes, sdo considerados como indicativos de suporte (Schneider, 2003).
De Queiroz (1993) considera arvores significativamente incongruentes aquelas cujos
no6s conflituosos tenham probabilidades posteriores Bayesianas maiores do que 95% e
valores de Bootstrap maiores que 80%. Incongruéncias entre as topologias foram
acessadas pelos seguintes testes, comparados as arvores ndo restringidas mais provaveis
apos 1.000.000 de réplicas, e enraizadas com P. magdaleniatum/Zungaro: Probabilidade
de Bootstrap (BP, (Felsenstein, 1985), Expected-Likelihood Weights (ELW, Strimmer &
Rambaut, 2002), Teste de Kishino e Hasegawa (KH, Kishino & Hasegawa, 1989), Teste de
Shimodaira e Hasegawa (SH, Shimodaira & Hasegawa, 1999), Weighted SH (WSH,

Shimodaira & Hasegawa, 1999) e o Teste Approximately Unbiased (AU, Shimodaira,
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2002). Todos estdo presentes no TREEFINDER e usam a técnica RELL (Kishino et al.,
1990) para evitar a reestimagao dos parametros em seus Bootstrap nao paramétricos.
Neste trabalho, testou-se a hipotese de que espécies definidas morfologicamente
mostram-se como clados monofiléticos de haplétipos mitocondriais € nucleares, como
preconizado pelo Conceito Filogenético de Espécie. Com base nos padroes de
ramificagdo dos cladogramas, investigou-se a biogeografia histérica do género
Pseudoplatystoma na América do Sul, de modo a compreender a relacdo entre as
mudang¢as na matriz geografica do continente e a diversificagdo do tdxon. Se eventos
vicariantes sdo a causa predominante da divergéncia em Pseudoplatystoma, entdo as
linhagens irmas deveriam estar distribuidas alopatricamente mais frequentemente.
Grupos de haplétipos reciprocamente monofiléticos em bacias separadas indicariam um
longo tempo de isolamento entre essas linhagens, enquanto aquelas linhagens
parafiléticas e polifiléticas poderiam sugerir fluxo génico recente ou polimorfismo
ancestral. Na analise dos padrdes vicariantes que podem ter influenciado a especiagdo
em Pseudoplatystoma, considerou-se as barreiras contemporaneas e paleogeograficas
que poderiam ter atuado no isolamento dessas linhagens. A influéncia da dispersao foi

tratada como hipotese alternativa para a diversificagdo do grupo.

3.4-Estimativa dos tempos de divergéncia dos clados

A datacdo dos nos internos das filogenias foi feito no pacote BEAST v.1.4.8
(Drummond & Rambaut, 2007), um conjunto de programas para analise Bayesiana por
Metropolis-Hastings MCMC (Cadeias de Markov Monte Carlo) (Metropolis et al.,
1953; Hastings, 1970). O MCMC ¢é um algoritmo estocastico que produz estimativas

baseadas em amostragens de uma distribuicdo alvo de interesse, neste caso a
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distribuicao posterior de uma série de parametros evolutivos, dado um alinhamento de
sequéncias moleculares (Drummond & Rambaut, 2009). Neste pacote, as estimativas de
taxas de substitui¢ao e de tempos de divergéncia podem ser feitas usando-se modelos de
relogio molecular relaxado, um dos avangos recentes mais promissores no ramo da
filogenética molecular, na medida em que ndo assumem uma improvavel taxa de
mudanga constante entre as linhagens (Sanderson, 2002; Thorne & Kishino, 2002). O
programa BEAUTI v.1.4.8 (Drummond & Rambaut, 2007) foi empregado para gerar
arquivos de entrada para o Citocromo b e para as sequéncias concatenadas dos introns.

Diferentes particdes foram consideradas para o gene codificador de proteina
(Citb), de maneira que incorporasse a heterogeneidade de taxa entre as posi¢des do
codon. Utilizou-se uma distribuicdo Gamma associada a um modelo de sitios
invariaveis para modelar essa heterogeneidade, permitindo ao alinhamento conter tanto
regides com diferentes taxas evolutivas (mais rapidas e mais lentas), como também
sitios que nunca variam (enquanto o resto evolui & mesma taxa). Altos valores para o
parametro alfa da distribuicdo Gamma, que determina a varia¢ao da taxa entre os sitios,
indicam pouca variagdo; alfa menor do que 1,0 (um) indica grande varia¢ao na taxa de
substitui¢do entre os sitios, ou seja, poucos sdo os sitios com altas taxas de substitui¢cdo
(em geral terceira posi¢do do codon), enquanto a maioria ¢ invariavel (Drummond et al.,
2007).

Foram selecionadas quatro categorias para aproximacgao discreta da distribuicao
Gamma. O modelo SRD06 (Shapiro et al., 2006) foi usado para permitir que o proprio
BEAUTI selecionasse uma combinagdo particular dos codons para formar as partigdes.
Dessa forma, as parti¢des para o Citb foram (1+2)+3, ou seja, pondo-se as duas
primeiras posi¢cdes em uma particao (menor taxa evolutiva devido a restrigdes seletivas)

e a terceira posicdo em uma particdo separada (taxa mais elevada devido a maior
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redundancia do codigo genético nessa posicao). Tem sido demonstrado que este modelo
fornece uma adequagdo melhor para regides codificadoras de proteinas (Drummond et
al., 2007). Para os locos nucleares também foi assumida heterogeneidade de taxa com
alguma propor¢ao de sitios invariantes, mas sem a necessidade de particdes, dada sua
condicao de DNA nao codificante.

Para as estimativas dos tempos de divergéncia, foi empregado um modelo de
relogio relaxado lognormal ndo-correlacionado (ucld), que estima a taxa de substitui¢ao
para cada n6 a partir de uma distribuicao lognormal e o tACMR (tempo ao ancestral
comum mais recente) dos clados (Drummond et al., 2006). Com este modelo, pode-se
ter uma indicagdo da adequacdo dos dados ao modelo de relogio molecular estrito.
Quando seu desvio padrao for zero, significa que ndo had variagdo de taxa entre os
ramos, do contrario (>1) ha heterogeneidade substancial entre linhagens, ou seja, o
desvio padrio nas taxas dos ramos ¢ maior do que a taxa média (Drummond &
Rambaut, 2009). Além disso, se o histograma de frequéncias do coeficiente de variagao
estiver mais proximo a zero, hd um indicio de homogeneidade de taxa entre os ramos
(Drummond et al., 2007).

A taxa média de substituicdo foi estimada e usada pelo programa para calcular as
idades médias (com intervalos de confianga) dos clados. A calibracdo do relogio foi
feita colocando-se um prior para o tACMR do género Pseudoplatystoma (distribuigdo
normal centrada em 12 milhdes de anos com desvio padrao de 0,5 milhdes de anos),
com base no registro geologico da separacdo entre a bacia do Magdalena ¢ o paleo
Amazonas-Orinoco (12 ma), que corresponderia a divisao entre P. magdaleniatum ¢ as
demais espécies. Este prior foi usado no calculo das estimativas das distribuigdes
posteriores dos tempos de divergéncia dos outros nos. Para a arvore, foi estabelecido o

prior de Yule, um modelo simples de especiagdo mais apropriado quando se considera
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sequéncias de diferentes espécies, assumindo uma taxa de especiacdo constante por
linhagem.

Cada parametro do modelo tem um ou mais operadores que determinam como o
MCMC propde novos estados para mover-se, de tal forma que uma configuragao
apropriada permite a passagem para a fase estacionaria mais rapidamente € uma
amostragem mais eficiente da distribui¢do alvo (Drummond et al., 2007). Estabeleceu-
se a opcao de auto-otimizagdo que ajusta automaticamente os pardmetros dos
operadores a medida que as cadeias Markovianas estejam rodando. Estabeleceu-se, por
analise exploratdria, 30.000.000 de geragdes (nimero de passos que o algoritmo fard na
cadeia antes de finalizar a analise.), com um burning de 300.000, ou seja, os resultados
das 300.000 primeiras geragoes foram descartados. A cada 3.000 geragdes foram feitas
as amostragens na distribui¢do de probabilidades posteriores dos parametros (10.000
amostras).

O programa TRACER v.1.4.1 (Rambaut & Drummond, 2007) foi utilizado para
sumarizar graficamente e quantitativamente a distribuicdo dos parametros estimados,
suas respectivas médias, erro padrdo, intervalo de confianga (95%) e o Tamanho
Amostral Efetivo (TAE). O TAE ¢ uma medida da eficiéncia das estimativas feitas por
meio do MCMC, onde valores satisfatorios sdo aqueles acima de 200, pois indicam uma
grande propor¢do de amostras ndo correlacionadas que pode estar representando bem a
distribui¢@o de probabilidades posteriores de cada parametro (Drummond et al., 2007).

BEAST também amostra arvores Bayesianas, cujas informagdes sdo resumidas
em uma arvore de consenso (majority rule) calculada no TREEANNOTATOR v.1.4.8
(Drummond & Rambaut, 2007). Foram eliminadas as 3.000 primeiras arvores (burnin)
das 10.000 amostradas. Sobre a arvore de consenso foram anotadas as idades médias

dos nds e seus intervalos de confianga. O suporte para os clados foi estimado por suas

50



probabilidades posteriores, uma medida da frequéncia com que um determinado clado
aparece nas arvores visitadas pelo algoritmo. Esta arvore foi visualizada e editada no

programa FIGTREE v.1.2.2.

51



4-RESULTADOS

4.1-Sistematica Molecular de Pseudoplatystoma

Foram obtidas 818 pb (121 sitios variaveis) do gene mitocondrial do Citocromo
b para 245 individuos de Pseudoplatystoma (59 haplétipos; Genbank: GU593097-
GU593157). O nimero total de substitui¢des foi de 131 (116 mudangas sindnimas),
sendo que em apenas dois casos de substituicdo ndo-sindnima houve troca de
aminoacidos apolares por polares. O nimero médio de diferengas nucleotidicas (k) entre
essas sequéncias foi de 25,3, ou seja, em média, os haplotipos diferem em 25 posi¢des
nucleotidicas entre si. Os testes de neutralidade (D* de Fu & Li: 1,29365, P > 0,10; F*
de Fu & Li: 1,29365, P > 0,10; e D de Tajima: 1,29365, P>0,10) ndo foram capazes de
rejeitar a hipotese nula de neutralidade seletiva.

Em relagdo ao primeiro intron do gene Ragl, obteve-se 664 pb (58 sitios
polimorficos) para 228 individuos (43 haplotipos; Genbank: GU593198-GU593242),
dos quais 72 eram heterozigotos (24 estimados no PHASE). O nimero médio de
diferengas nucleotidicas (k) foi igual a 7,2. Nenhum dos testes de neutralidade (F* de
Fu & Li=1,07503, P > 0,10; D de Tajima= -0,11878, P>0,10), exceto o D* de Fu & Li
(1,69581, P < 0,05), foi significativo estatisticamente. Trés indels foram observados no
alinhamento: uma dele¢do de 15 pb (ausente no grupo externo) presente em todas as
amostras de P. punctifer, na maior parte das amostras de P. reticulatum, em P.
fasciatum ¢ em algumas amostras de P. orinocoense; uma dele¢do de 12 pb em duas
amostras de P. metaense; e uma dele¢ao de 12 pb em um individuo de P. corruscans do

Sdo Francisco.
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Um total de 635 pb do primeiro intron do gene ribossomal S7 foram analisados
(49 sitios varidveis) para 122 individuos (39 haplétipos; Genbank: GU593158-
GUS593197), dos quais 72 eram heterozigotos (26 estimados no PHASE). O numero
médio de diferencas nucleotidicas (k) foi de 6,7. Os testes de neutralidade nao
mostraram valores de p significativos (F* de Fu & Li =-0,04091, P > 0,10; D* de Fu &
Li=0,39149, P > 0,10; D de Tajima = -0,58284, P>0,10). Dois diferentes indels foram
observados: uma delegdo de 2 pb presente em P. corruscans, P. magdaleniatum e P.
metaense; e uma delecdo de 4 pb (que parece ter relagdo com a primeira, pois os dois
primeiros sitios parecem ser homologos com a delecdo de 2 pb) encontrada apenas em
P. tigrinum. Nenhum sinal de recombinacao foi detectado para os marcadores nucleares
apos analises feitas no programa RDP (dados ndo apresentados).

As distancias genéticas (distdncia-p) pareadas entre as espécies ¢ dentro das
espécies estdo na Tabela 3. Em geral, os menores valores foram observados para o
Raglintl. Pseudoplatystoma magdaleniatum e P. corruscans apresentaram os maiores
valores quando comparados as outras espécies (5-6% em divergéncia de sequéncia). Na
comparagao P. tigrinum x P. metaense (consideradas uma tnica espécie antes da revisao
taxonomica do género), os valores foram menores do que 0,3%. Pseudoplatystoma
reticulatum diverge fracamente de P. punctifer (0,6-0,8%) e P fasciatum (0,5-0,7%). As
distancias-p de P. fasciatum variaram de 0,4-0,8% em relagdo a P. punctifer.
Pseudoplatystoma orinocoense mostrou alta divergéncia em sequéncia no Citb (2-2,3%)
em relagdo a P. punctifer, P. fasciatum e P. reticulatum, e entre 2,1 to 3,3% de sua
espécie simpatrica no Orinoco (P. metaense).

Pseudoplatystoma apresenta, de acordo com o Citocromo b, clados
monofiléticos referentes a P. magdaleniatum, P. corruscans, P. tigrinum-+P. metaense

(definido como clado P. tigrinum), P. orinocoense, P. reticulatum+P. fasciatum-+P.
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punctifer (definido como clado P. fasciatum) (Figura 7). Pseudoplatystoma
magdaleniatum e P. corruscans seriam os grupos mais basais, mas as relagdes entre P.
orinocoense, o clado P. tigrinum e o clado P. fasciatum ndo estdo bem resolvidas neste
marcador.

As arvores nucleares foram capazes de distinguir grupos monofiléticos para P.
magdaleniatum, P. corruscans e o clado P. tigrinum (este apenas no S7intl) (Figuras 8
e 9). No intron do Ragl, o clado P. tigrinum apresentou dois clados diferentes, mas
altamente apoiados: um com amostras do Amazonas e Orinoco € o outro apenas com
peixes do Orinoco (Figura 8). Estes dois clados diferem em 2,9% e possuem muitas
mutagdes fixadas, além da delecdo de 12 pb citada anteriormente. Quando os dois
introns sdo concatenados, ha uma sensivel melhora na resolugdo das relagdes evolutivas
(Figura 10). Nesta arvore, sao vistos grupos monofiléticos altamente sustentados para P.
magdaleniatum, clado P. tigrinum, P. corruscans e um grupo de suporte moderado
composto por clado P. fasciatum + P. orinocoense. Pseudoplatystoma magdaleniatum
ocupa, sozinho, a regido mais basal da filogenia, enquanto o clado P. tigrinum ¢é grupo-
irmdo de clado P. fasciatum + P. orinocoense + P. corruscans. Essa incongruéncia
entre as relagdes de P. corruscans e o clado P. tigrinum com os demais clados foi
avaliada por testes de topologia, que ndo mostraram diferengas significativas quando P.
corruscans é colocado como grupo-irmao de clado P. fasciatum + P. orinocoense no
Citb, ou quando ¢é colocado no ramo ocupado por clado P. tigrinum nas genealogias

nucleares (Tabela 4).
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Tabela 3: Distancias-p nao corrigidas para o gene do Citocromo b (primeiro valor) ¢ para os marcadores nucleares: Raglintl (segundo valor) e
S7int1 (terceiro valor). mag: P. magdaleniatum, cor= P. corruscans, ori: P. orinocoense, tig: P. tigrinum, met: P. metaense, ret: P. reticulatum,

pun: P. punctifer, fas: P. fasciatum.

pun ret fas cor ori met tig
(0,007/0,005/0,005) (0,002/0,006/0,005)  (0/0,008/0,005)  (0,009/0,003/0,003) (0,002/0,003/0,002) (0/0,003/0,0019) (0,003/0,002/0,003)
ret 0,008/0,006/0,006
fas 0,008/0,006/0,004  0,007/0,005/0,005
cor 0,057/0,012/0,014  0,056/0,013/0,015  0,052/0,012/0,013
ori 0,022/0,008/0,011  0,020/0,007/0,010  0,023/0,005/0,010  0,053/0,014/0,015
met 0,036/0,018/0,024  0,036/0,019/0,023  0,032/0,019/0,023  0,061/0,017/0,027  0,033/0,021/0,025
tig 0,038/0,019/0,025  0,038/0,020/0,025 0,034/0,019/0,024  0,063/0,017/0,028  0,035/0,021/0,026  0,002/0,003/0,002
(0/0,0?;/%,002) 0,061/0,027/0,019  0,057/0,027/0,020  0,056/0,027/0,018  0,067/0,025/0,020  0,059/0,029/0,020  0,067/0,019/0,026  0,069/0,019/0,027
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Tabela 4: Teste de sitios pareados (BP= Probabilidade Bootstrap, ELW= Expected-
Likelihood Weights; KH= teste de Kishino & Hasegawa; SH= Teste de Shimodaira &
Hasegawa test; WSH= Weighted SH; AU= teste Approximately Unbiased) usados para
avaliar topologias alternativas quanto as relagdes evolutivas de P. corruscans e o clado P.
tigrinum com as outras espécies. Zun= Zungaro, mag= P. magdaleniatum, cor= P.
corruscans, tig= clado P. tigrinum, fas= P. fasciatum, pun= P. punctifer, ret= P.

reticulatum, ori= P. orinocoense.

Marcador Historias alternativas Valores de p

ELW BP KH SH WSH AU

Citb (((Zun,mag),tig),((fas,pun),ret),ori,cor)) 092 093 1 1 1 0,96

S7intl (cor (outros)) : 0,97 098 1 1 1 0,99

Raglintl  ((((Zun,mag),cor),tig,((fas,pun),ori,ret)); 0,65 0,65 1 1 1 0,92

No clado P. tigrinum foram encontrados hapldtipos compartilhados entre peixes
das bacias do Amazonas ¢ Orinoco no Citb e no intron do Ragl (Figura 11). Contudo,
também houve haplotipos exclusivos no Amazonas (Citb) e Orinoco (Citb e Raglintl).
Nao houve haplétipos de S7intl encontrados em ambas as bacias. Foram encontradas
diferengas entre as populacdes de P. corruscans das bacias do Sao Francisco e Parana-
Paraguai-Uruguai (1,5% em divergéncia), que ndo tém haplétipos em comum no
Citocromo b (Figura 12), o mesmo ndo ocorrendo para os locos nucleares (Figura 13).
Dentro do sistema Parana-Paraguai-Uruguai, observou-se extenso compartilhamento de
haplotipos entre os peixes dos trés rios.

No clado P. fasciatum, ocorreu a formag¢do de um grupo, de suporte moderado

no Citb, com as populagdes de P. punctifer de bacias hidrograficas do Maranhao (exceto
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o Rio Turiagu), 1% divergente em rela¢ao a P. punctifer do Amazonas (Figuras 7 ¢ 14).
No Raglintl, hd compartilhamento de hapldtipos entre esses peixes € os demais do
clado (exceto Parnaiba), enquanto no S7intl had uma clara singularidade para os
haplétipos desses rios (Figuras 15 e 16). O Rio Turiagu apresentou, além de haplétipos
exclusivos (Citb, Raglintl, S7intl) pouco relacionados com os dos peixes dos outros
rios do Maranhdo (Mearim, Pindaré, Itapecuru e Parnaiba), haplotipos compartilhados
com Amazonas (Raglintl, S7intl), Tocantins (Raglintl), Orinoco (Raglintl, S7intl),
Guianas (Raglintl) e Paraguai (S7intl) (Figuras 14, 15 e 16). As amostras de P.
fasciatum (sensu Buitrago Suarez & Burr, 2007) partilharam haplotipos no Citb
(Amazonas) e no Raglintl (Maranhdo, Amazonas, Orinoco, Araguaia e Xingl) com
outros membros do clado (Figuras 14 e 15). Os espécimes de P. orinocoense tiveram o
mesmo haplétipo de peixes do Amazonas (P. punctifer) no Citb, e a mesma delegao de
15 pb no Raglintl (além de algumas substituicdes) encontrada apenas em peixes do
clado P. fasciatum. Um clado de suporte moderado também foi formado no Citocromo
b para P. reticulatum (Figuras 7 e 14), diferindo pouco mais de 0,6% de P. punctifer.
Nos outros marcadores houve amplo compartilhamento de haplotipos entre P.
reticulatum e peixes do Amazonas (Raglintl e S7intl), Xing (Raglintl e S7intl),
Tocantins-Araguaia (Raglintl e S7intl), Turiacu (S7intl) e Orinoco (S7intl) (Figuras
15 ¢ 16). Quanto aos peixes do Amazonas (P. punctifer), ndo houve nenhuma tendéncia
observavel para a formagdo de clados dentro da bacia, a ndo ser no Xingu (Figura 14),
que ainda sim compartilhou haplétipos com peixes de outras localidades do Amazonas
no Raglintl (Figura 15). Os peixes do Amazonas também apresentaram haplétipos em
comum com peixes do Tocantins (Citb, Raglintl), Orinoco (Citb, Raglintl, S7intl),
Guianas (Citb, Raglintl), Araguaia (Raglintl, S7intl), Paraguai (Raglintl, S7intl),

Parana (Raglintl) e Turiagu (S7intl) (Figuras 14, 15 ¢ 16).
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Figura 11: Rede de haplétipos (median joining) do Citocromo b (acima), Raglintl
(meio) e S7intl (abaixo) para o clado P.tigrinum. Amarelo: Amazonas; Vermelho:
Orinoco; Branco: ancestrais hipotéticos. Numeros representam as posigdes que

mudaram no alinhamento.
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Figura 12: Rede de haplotipos (median joining) do Citocromo b para P. corruscans. Verde-escuro: Paraguai; Verde-claro: Parana; Rosa:

Uruguai; Azul-piscina: Sdo Francisco; Branco: ancestrais hipotéticos. Numeros representam as posi¢des que mudaram no alinhamento.
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Figura 13: Rede de haplotipos (median joining) do Raglintl (esquerda) e S7intl (direita) para P. corruscans. Verde-escuro: Paraguai; Verde-

claro: Parand; Rosa: Uruguai; Azul-piscina: S3o Francisco. Numeros representam as posi¢des que mudaram no alinhamento.

64



Figura 14: Rede de haplotipos (median joining) do Citocromo b para o clado P. fasciatum + P. orinocoense. Amarelo: Amazonas; Marrom:
Xingu; Vermelho: Orinoco, Verde-escuro: Paraguai; Azul-escuro: Guianas; Roxo-escuro: Tocantins; Lilds: Araguaia; Verde-musgo: Turiagu;

Preto: Mearim; Cinza-escuro: Pindaré; Bege: Itapecuru; Azul-petroleo: Parnaiba; Branco: ancestrais hipotéticos. Numeros representam as

posicdes que mudaram no alinhamento.
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Figura 15: Rede de haplétipos (median joining) do Raglintl para o clado P. fasciatum + P. orinocoense. Amarelo: Amazonas; Marrom: Xingu;
Vermelho: Orinoco, Verde-escuro: Paraguai; Verde-claro: Parand; Azul-escuro: Guianas; Roxo-escuro: Tocantins; Lilds: Araguaia; Verde-

musgo: Turiagu; Preto: Mearim; Cinza-escuro: Pindaré; Bege: Itapecuru; Azul-petréleo: Parnaiba; Branco: ancestrais hipotéticos. Numeros

representam as posi¢des que mudaram no alinhamento.
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Figura 16: Rede de haplétipos (median joining) do S7intl para o clado P.fasciatum + P. orinocoense. Amarelo: Amazonas; Marrom: Xingu;
Vermelho: Orinoco, Verde-escuro: Paraguai; Azul-escuro: Guianas; Lilds: Araguaia; Verde-musgo: Turiacu; Preto: Mearim; Cinza-escuro:

Pindaré; Bege: Itapecuru; Branco: ancestrais hipotéticos. Numeros representam as posi¢des que mudaram no alinhamento.

67



4.2-Datacéo dos eventos de cladogénese

Todos os parametros estimados por BEAST apresentaram TAE superiores a 200.

Quanto a rejeicao antecipada da hipotese do reldégio molecular estrito, OS valores de

desvio padrao para o modelo do relégio relaxado foram diferentes de zero, ou seja, as

linhagens apresentaram heterogeneidade substancial nas taxas de substituicdo,

especialmente no Citocromo b (Tabelas 5 e 6). Além disso, os coeficientes de variagao

do modelo deram a mesma indicagdo, na medida em que seus histogramas de frequéncia

estavam afastados da origem do grafico (Figura 17).

Tabela 5: Pardmetros estimados por BEAST usando o Citocromo b. Desvpad: Desvio

Padrao; tACMR: Tempo ao ancestral comum mais recente; ucld: relogio relaxado; IC:

Intervalo de confianca; TAE: Tamanho Amostral Efetivo.

- IC inf IC sup
Media Desvpad (95%) (95%) TAE
Taxa média de subst 3,0405E-3 1,9673E-5  2,2411E-3  3,8913E-3  476,2337
tACMRRVORE 14,9702 0,1827 11,3844 20,2945 202,6819
tACMR™SFYP° 11,9724  7,3275E-3 11,034 12,9123 4326,0557
Alfal (1+2) 49,105 0,3957 7,4206E-3 95,2706 5617,8486
Alfa2 (3) 4,5186 0,2878 0,4653 17,7587 1921,4853
pIinvl (1+2) 0,8345 1,6687E-3 0,7278 0,9237 1896,7275
pinvl (3) 0,1209 1,543E-3 2,4775E-5 0,268 2795,4683
Média ucld- 1,9116E-3  1,0182E-5 1,3339E-3 2,5095E-3 923,4698
Desvpad-ucld 1,1332 4,6768E-3 0,8281 1,4546 1159,7404
Coef. de variacao 1,4365 8,1682E-3 0,9005 1,9904 1160,848
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Tabela 6: Parametros estimados por BEAST usando os dados nucleares. Desvpad:

Desvio Padrao; tACMR: Tempo ao ancestral comum mais recente; ucld: relogio

relaxado; IC: Intervalo de confianca; TAE: Tamanho Amostral Efetivo.

IC sup

Media Desvpad (95%) TAE

Taxa média de subst. 1,0612E-3  3,3362E-6 7,9416E-4  1,3335E-3  1751,548
tACMRARVORE 14,0552 7,2617E-2 18,4009 858,7175
tACMRPSEUPO 11,9057 5,5119E-3 12,843 7627,5011
Alfa 43,3751 0,4582 1,1484E-2 94,0988  4526,3078
plnv 0,6906 2,4391E-3 0,8036 1379,4423
Média-ucld- 8,4833E-4  4,1326E-6  6,1553E-4 1,1123E-3  990,6716
Desvpad-ucld 0,8184 5,964E-3 1,0858 466,1999
Coef. de variacao 0,9346 8,771E-3 1,3006 442,728

o0

&0

100

00

400

Figura 17: Histograma de frequéncias de amostras do coeficiente de variagdo do

modelo de relogio relaxado. Citb: acima; Introns: abaixo.
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Para as duas particoes do Citb foram observados valores do parametro alfa
superiores a 1,0 (um), com um valor maior para a primeira partigdo € menor para a
segunda, demonstrando que ha pouca heterogenecidade de taxa entre os sitios
nucleotidicos. Nos introns, o valor estimado de alfa também foi alto (Tabelas 5 ¢ 6).

A taxa média de substituicdo por sitio por geragdo foi de 3,0405E-3 para o
Citocromo b e de 1,0612E-3 para os introns (Tabelas 5 e 6). A calibragdo dos relogios
moleculares do marcador mitocondrial e dos locos nucleares com o evento que marca a
separagdo entre o Rio Magdalena e o Paleo Amazonas-Orinoco refletiu uma taxa de
evolucdo de 0,53 % por milhdo de anos para o Citocromo b e de 0,17% para os introns.
A idade estimada da raiz da arvore foi datada em, aproximadamente, 14-15 milhdes de
anos, com intervalo de confianga (IC) de 11 a 20 milhdes de anos. As amostras de
Pseudoplatystoma tém um ancestral comum de 11,9 milhdes de anos (IC: 10,9-12,9), de
acordo as estimativas dos marcadores (Tabelas 5 e 6), que corresponde a primeira
divisdo do taxon. No Citocromo b, este evento ndo esta claro, uma vez que nesta
topologia a quebra basal do género pode ter dado origem, além de P. magdaleniatum, a
P. corruscans (Figura 18). Nos locos nucleares, esse evento originou P. magdaleniatum
e o ancestral dos demais grupos (Figura 19). O n6 de clado P. fasciatum + P.
orinocoense + clado P. tigrinum foi datado em 8,9 milhdes de anos no Citb (IC: 8,0-
9,9), a mesma idade da separagdo entre o Amazonas ¢ o Orinoco. A datagdo feita a
partir dos dados nucleares indica que o clado P. tigrinum separou-se do grupo que inclui
clado P. fasciatum + P. corruscans ha aproximadamente 9,2 ma (IC: 8,3-10).

Os dados nucleares apontam ainda um tempo de divergéncia de 7,4 milhdes de
anos (IC: 6,1-8,7) para a quebra entre clado P. fasciatum e P. corruscans. Também foi
possivel estimar, por meio do Citocromo b, o tempo de divergéncia para os peixes do

clado P. fasciatum que ocupam os rios do Maranhao (3,7 ma; IC: 1,7-5,8) e Guianas
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(0,748 ma; 0,078-1,6) (Figura 18). Além disso, o tempo de separacao estimado entre as
populagdes de P. corruscans do Sao Francisco e Parand-Paraguai foi de 5,9 milhdes de
anos (IC: 4,9-6,8) (Figura 18). Ainda no Citocromo b, foi estimada uma idade de 4,2
ma para a separagdo P. reticulatum do restante dos membros do clado P. fasciatum (IC:

2-6) (Figura 18).
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Figura 18: Arvore Bayesiana, inferida pelo Citocromo b, para as relagdes evolutivas
das espécies de Pseudoplatystoma contendo a estimativa média e intervalo de confianca
(95%, barra azul) para as idades (em milhdes de anos) dos nés. mag: P. magdaleniatum,
cor= P. corruscans, ori: P. orinocoense, tig: P. tigrinum, met: P. metaense, ret: P.
reticulatum, pun: P. punctifer, fas: P. fasciatum. OR= Orinoco; MD= Magdalena; RU=
Rupununni; AM=Amazonas; TO= Tocantins; AR= Araguaia; TU= Turiacu; PI=
Pindaré; ME= Mearim; IT= Itapecuru; PB= Parnaiba; PG= Paraguai; PN= Paran4; UR=

Uruguai; SF= Sao Francisco. Outgroup 1: Brachyplatystoma, Outgroup 2: Zungaro.
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Figura 19: Arvore Bayesiana, inferida pelos introns concatenados, para as relagdes
evolutivas das espécies de Pseudoplatystoma contendo a estimativa média e intervalo de
confianga (95%, barra azul) para as idades (em milhdes de anos) dos nds. mag: P.
magdaleniatum, cor= P. corruscans, ori: P. orinocoense, tig: P. tigrinum, met: P.
metaense, ret: P. reticulatum, pun: P. punctifer, fas: P. fasciatum. OR= Orinoco; MD=
Magdalena; RU= Rupununni; AM=Amazonas; TO= Tocantins; AR= Araguaia; TU=
Turiagu; PI= Pindaré; ME= Mearim; IT= Itapecuru; PB= Parnaiba; PG= Paraguai; PN=
Parana; UR= Uruguai; SF= Sao Francisco. Outgroup 1: Brachyplatystoma, Outgroup 2:

Zungaro.
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5-DISCUSSAO

5.1-Quantas espécies ha em Pseudoplatystoma?

Complexas genealogias para o género Pseudoplatystoma foram inferidas a partir
dos trés marcadores usados neste estudo, incluindo locos de ambos os genomas
mitocondrial e nuclear (totalizando mais de 2000 pb). Embora algumas questdes tenham
sido resolvidas, outras ainda necessitam de respostas.

Os dados obtidos neste estudo sd3o congruentes com aqueles encontrados por
Buitrago-Suarez & Burr (2007) e Torrico et al. (2009) em relagdo a singularidade
evolutiva de P. magdaleniatum, um grupo de bagres que costumava ser considerado
uma populagdo de P. fasciatum na bacia do Rio Magdalena na Colombia.
Pseudoplatystoma magdaleniatum estaria na base da diversificagdo do grupo, relagdo
essa melhor visualizada nos locos nucleares do que no Citb, que coloca P. corruscans
junto a essa espécie na base da arvore. Buitrago-Suarez & Burr (2007) apresentam
caracteres morfologicos robustos ¢ confidveis para sustentar P. magdaleniatum como
uma nova espécie do género. Os resultados apoiam essa mudanga, haja vista as grandes
distancias genéticas deste clado em relagdo aos demais.

Apesar da concordancia sobre qual grupo estaria na base da filogenia, também
foram detectadas incongruéncias entre os marcadores. A principal delas é quanto as
posi¢des ocupadas por P. corruscans e o clado P. tigrinum nas topologias derivadas do
marcador mitocondrial ¢ dos locos nucleares. Torrico et al. (2009) encontraram as
mesmas relagdes evolutivas usando o gene do Citocromo b e a regido controle do

mtDNA (Figura 4), mas, como nos resultados do atual estudo, o suporte estatistico para
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esta relagdo mais basal de P. corruscans ¢ fraco. As diferentes dindmicas evolutivas dos
genomas nuclear e mitocondrial, em termos de suas diferentes taxas evolutivas, pode,
algumas vezes, produzir inconsisténcias entre as arvores génicas usadas para se inferir a
arvore de espécies (Zhang & Hewitt, 2003). Entretanto, comprovando a importancia da
integracao de locos nucleares em analises filogenéticas, as filogenias nucleares trazem
as rela¢des evolutivas de P. corruscans e P. tigrinum bem resolvidas, demostrando que
P. tigrinum ¢é mais basal do que P. corruscans, sendo que este Gltimo é quem guarda
parentesco evolutivo mais recente com o resto dos taxons. Este cendrio ¢ corroborado
pela reconstruc¢ao filogenética de Buitrago-Suarez (2006) (Figura 3). Os testes para
topologias alternativas mostraram que estas ndao foram significativamente melhores do
que as encontradas pelos marcadores. A influéncia da homoplasia sobre as relacdes de
P. corruscans no Citocromo b parece ser bastante forte, ao passo que a evidéncia dos
dados nucleares foi robusta o suficiente para resistir a esses testes, haja vista que sua
menor taxa evolutiva, em relagdo ao mtDNA, minimiza o efeito de homoplasias entre
taxons filogeneticamente mais distantes (Avise, 2004; Li et al., 2007). Multiplas
substituicdes t€ém uma probabilidade maior de ocorréncia em nds mais antigos de uma
filogenia, especialmente daquelas derivadas de regides de altas taxas evolutivas como o
mtDNA (Zardoya & Doadrio, 1999). Dessa forma, as relagdes evolutivas na base da
arvore de Pseudoplatystoma parecem estar mais esclarecidas nos marcadores nucleares.

Apesar da falta de resolu¢do do Citocromo b para as relagdes mais antigas dentro
de Pseudoplatystoma, o mesmo ndo aconteceu para as relagdes mais recentes. Os
resultados mostraram clados geograficamente separados para P. corruscans,
correspondendo as populacdes das drenagens do S3o Francisco ¢ Parana-Paraguai-
Uruguai, respectivamente. Buitrago-Sudrez (2006) ndo identificou diferencas

morfoldgicas entre essas populagdes, mas a divergéncia genética no Citocromo b sugere
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um tempo substancial de separagdo. Além disso, diferengas ao nivel citogenético
(nimero fundamental e a morfologia dos cromossomos) sdo conhecidas entre essas
populagdes (Swarga et al., 2005). Essa questdo ndo foi abordada em Torrico et al.
(2009), dado que nao havia amostras do Sao Francisco naquele trabalho. Em populacdes
historicamente separadas e que tém experimentado pouco ou nenhum fluxo génico, por
um longo periodo de tempo, a divergéncia evolutiva ocorre inexoravelmente para genes
seletivamente neutros e sob selecdo (Avise, 2000). A especiagdo requer o surgimento de
diferengas genéticas, especialmente aquelas envolvidas com o isolamento reprodutivo,
entre as populagdes (Lomolino et al., 2006). Se essa divergéncia evolutiva no Citb entre
as populacdes de P. corruscans estd associada a barreiras reprodutivas, ¢ algo que
merece estudos posteriores. Populagdes historicamente separadas sdo candidatas a
apresentar diferencas em adaptacdes porque elas teriam uma exposi¢ao potencialmente
longa a pressdes seletivas divergentes sem a influéncia homogeneizante do fluxo génico
(Avise, 2000). As populagdes de P. corruscans das drenagens do Parana-Paraguai-
Uruguai ¢ Sao Francisco deveriam, entdo, ser consideradas unidades filogeograficas
distintas, com potenciais adaptag¢des divergentes que deveriam ser preservadas, de modo
que seu manejo deve levar em conta essa distingao.

Outro importante aspecto revelado neste trabalho foi a falta de monofiletismo
para P. metaense e P. tigrinum enquanto espécies distintas. Torrico et al. (2009) ndo
abordaram essa questdo devido a sua pequena amostragem na bacia do Rio Orinoco.
Essas espécies agruparam num clado Unico em todas as genealogias, até mesmo
compartilhando haplotipos. Este grupo foi chamado clado P. tigrinum, parecendo
representar aquilo que Buitrago-Suarez (2006) chamou de “clado tigrinum”. A coesdo
genética (distancia-p= 0,2-0,3%) entre essas duas supostas espécies pode implicar na

inadequagdo da terminologia P. metaense para delimitar uma espécie valida no Orinoco.
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A diagnose de P. metaense em Buitrago-Suarez & Burr (2007) ¢ baseada,
principalmente, em padrdoes de forma do corpo e coloracdo (barras, reticulagdes e
numero de pintas), que, segundo os proprios revisores, podem ser polimorficos, o que
invalidaria a espécie. Entretanto, uma dele¢do de 2 pb em P. metaense e outra de 4 pb
em P. tigrinum revelam algum nivel de diferenciacdo no S7intl. Além disso, foi
observado um clado altamente apoiado no Raglintl constituido por dois individuos de
P. metaense, que diferem dos outros P. metaense por muitas mutagdes fixadas e uma
delecdo. Neste caso, uma historia evolutiva idiossincratica para este intron explicaria
esse resultado como separacdo incompleta de linhagens, considerando a expectativa
teorica de que a separagdo de linhagens genealdgicas em locos autossomicos ocorre em
um tempo mais longo (quatro vezes em média) do que para locos mitocondriais (Avise,
2000), e que o intron do Ragl foi o marcador mais conservado em termos de seu
polimorfismo. Em face desses dados, a hipdtese de uma tunica espécie em ambas as
bacias hidrograficas ¢ fortalecida. Por outro lado, a hipotese alternativa (de duas
espécies) apenas seria satisfeita se esses achados estiverem associados a separagdo
incompleta de linhagens, o que precisa ser confirmado em estudos posteriores.

Também foi observado, no Citb, um clado bem delimitado contendo as
sequéncias de P. orinocoense (antes conhecido como uma populagdo de P. fasciatum no
Rio Orinoco). Entretanto, ha evidente mistura de haplétipos entre este tdxon e o clado P.
fasciatum nos introns do Ragl e S7, possivelmente refletindo um processo incompleto
de separagdo de linhagens. Diferentes tamanhos efetivos populacionais para alguns
locos (mtDNA x DNA nuclear) ou distintos padrdes de selecdo poderiam levar alguns
locos a atingir o status de monofilia reciproca antes do que outros (Di Candia &
Routman, 2007). H4, também, a expectativa de menores tempos de coalescéncia para os

marcadores neutros de mtDNA em relagdo aos de genes nucleares de copia Unica
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(Kingman, 1982), o que influencia na velocidade de separacdo de linhagens dos
genomas nuclear e mitocondrial (Avise, 2000). Isso ajuda a explicar porque o gene do
Citocromo b delimitou melhor as espécies de Pseudoplatystoma (inclusive algumas
populagdes coespecificas) do que os marcadores autossdmicos nucleares.

Curiosamente, algumas poucas amostras dessa espécie agruparam dentro do
clado P. fasciatum no Citb, onde apresentaram o mesmo haplotipo encontrado em P.
punctifer do Amazonas. Hipotetiza-se que isto seja resultado de introgressdo, separagio
incompleta de linhagens, migragdo de peixes do Amazonas para o Orinoco ou até
mesmo de introdugdo mediada por humanos. Expectativas teoéricas e evidéncias
empiricas sugerem que genes herdados citoplasmicamente sdo mais propensos a sofrer
introgressao do que seus equivalentes nucleares, uma vez que os genes responsaveis
pela incompatibidade interespecifica residem no genoma nuclear (Matos & Schaal,
2000), a ndo ser que existam incompatibilidades entre genes mitocondriais e nucleares
ou algum tipo de incompatibilidade ligada as fémeas (Abe et al., 2005). A produgdo
artificial de hibridos de P. corruscans x P. reticulatum para aquicultura mostra que, na
pratica, cruzamentos interespecificos sdo possiveis dentro do género. No entanto, nao
foram encontradas evidéncias de hibridizagdo ou introgressdo natural entre essas
espécies, que sdo simpatricas nos Rios Parana e Paraguai. Da mesma forma ndo foram
encontrados individuos resultantes de cruzamento entre P. tigrinum (clado P. tigrinum)
e P. punctifer (clado P. fasciatum), espécies simpatricas no Amazonas. Apesar disso, a
hipotese de introgressao de haplotipos mitocondriais de P. punctifer para P. orinocoense
ndo pode ser descartada. Também ndo pode ser rejeitada a explicagdo de que estes
peixes sejam migrantes do Amazonas (P. punctifer), dado que exemplos de dispersdo
entre o0 Amazonas e Orinoco ja foram relatados para outros peixes (Lovejoy & Aratjo,

2000; Hubert et al., 2007; Willis et al., 2010). Uma evidéncia a esse favor ¢ uma
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delegdo de 15 pb presente nesses peixes, que também ocorre no clado P. fasciatum, mas
ndo em P. orinocoense. Dessa forma, novos estudos sdo necessarios para definir qual
dessas hipoteses melhor explica essas amostras. De qualquer forma, a situagdo de P.
orinocoense (com excecdo dessas amostras) como espécie deveria ser mantida, ao
menos pela evidéncia trazida pelo Citb, uma vez que os dados nucleares parecem ainda
estar sob a influéncia de um processo incompleto de separagdo de linhagens.

Quanto a situagdo de P. reticulatum, as andlises também ndo mostraram
monofiletismo reciproco para estas amostras, exceto com bootstrap moderado no Citb
(mas com uma pequena divergéncia genética em relagdo aos outros membros do clado
P. fasciatum: 0,5-0,8%). Um evento de especiacdo recente poderia resultar nessa
incipiente diferenciagdo no Citb e no polimorfismo incompletamente separado nos
introns. Torrico et al. (2009) defendem esta espécie, argumentando que se trata de um
clado altamente apoiado, embora apresentem apenas valores moderados de suporte para
ele e nenhuma réplica nuclear (Figura 4). Entretanto, constata-se que P. reticulatum
apresenta distancias interespecificas que sdo inferiores a distancias interpopulacionais
em Pseudoplatystoma. Por exemplo, amostras do clado P. fasciatum (P. punctifer) de
drenagens do Maranhdo tém 1% de divergéncia no Citb em relagdo aos outros peixes do
clado. Além disso, as populagdes de P. corruscans do Sao Francisco e Parana-Paraguai-
Uruguai sao 1,5% divergentes no Citb. Portanto, no minimo deveria haver alguma
cautela quanto a aceitagdo de P. reticulatum como espécie valida no sistema Parana-
Paraguai, antes que outros estudos sejam feitos. Além disso, Buitrago-Sudrez & Burr
(2007) alegam que este tdxon esta distribuido também no Médio Amazonas, embora
nenhum exemplar, que ndo o holdtipo, tenha sido amostrado naquela bacia por eles.
Novos estudos serdo necessarios para responder se P. reticulatum também ocorre no

Amazonas e se nao se trata apenas de um polimorfismo de coloragdo dentro do clado P.
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fasciatum, ja que seu diagnostico taxondmico ¢, sobretudo, fundamentado em padroes
de coloragdo, um caracter reconhecidamente problematico para o grupo. Uma
demonstragdo disso ¢ que peixes com coloragdo similar a P. reticulatum estdo presentes
na amostragem do Amazonas utilizada neste estudo, mas ndo agruparam com esse taxon
na genealogia do Citocromo b.

Similarmente, ndo foram observadas diferengas genéticas que sustentem P.
fasciatum (sensu Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Apesar do pequeno numero amostral,
as andlises indicam, no minimo, separacdo incompleta de linhagens, dado que houve
haplotipos compartilhados com peixes do Amazonas (Citb, Raglintl), Orinoco
(Raglintl) e bacias do Maranhdo (Raglintl), embora também existam haplotipos
exclusivos das Guianas em todos os marcadores. Torrico et al. (2009) também nao
encontraram diferengas que sustentassem P. fasciatum como uma nova espécie.

Sob as expectativas da Teoria Neutra de Evolucdo Molecular, o tempo (em
geragdes) apds o inicio do processo de separagdo de linhagens, gasto nos estados
transitorios para a monofilia, depende do tamanho efetivo das populagdes, mas
linhagens polifiléticas e parafiléticas também podem derivar de fluxo génico pos-
separagdo (Avise, 2000). No presente estudo, espécies reconhecidas na tltima revisao
de Pseudoplatystoma ndo formaram agrupamentos monofiléticos em todos os
marcadores ou sO se apresentaram dessa forma apenas no gene mitocondrial. Nesta
situagdo encontram-se P. metaense, P. tigrinum, P. reticulatum, P. punctifer, P.
fasciatum e P. orinocoense. Pelo fato de apenas P. magdaleniatum e P. corruscans
serem as unicas espécies monofiléticas do género em todos os marcadores analisados,
sugere-se a realiza¢dao de novos estudos que visem definir o status das espécies que nao
se adequaram ao Conceito Filogenético de Espécie. Se estes forem casos de separagdo

incompleta de linhagens, esse ¢ um padrao perfeitamente esperado, mas este estudo
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mostrou que talvez as novas espécies originadas a partir da divisdo de P. fasciatum
(sensu Burgess, 1989), exceto P. magdaleniatum, deveriam novamente ser reunidas sob
esta terminologia (P. punctifer, P. reticulatum, P. fasciatum e P. orinocoense). Da
mesma forma, a se confirmar os achados desse trabalho, P. tigrinum deveria ser
revalidado para o Orinoco. Assim, a antiga classificacdo do grupo seria parcialmente

recuperada: P. fasciatum, P. tigrinum, P. magdaleniatum ¢ P. corruscans (Figura 20).

Figura 20: Distribui¢do das espécies de Pseudoplatystoma em consequéncia dos
resultados observados para os marcadores moleculares usados neste estudo. Estrela: P.
fasciatum; Circulo: P. tigrinum; Tridangulo: P. magdaleniatum; Quadrado: P.

corruscans.
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5.2-Como a vicariancia e a dispersdo influenciaram a diversificacdo de

Pseudoplatystoma?

As Dbacias hidrograficas s3o, por definicdo, ambientes espacialmente
desconectados, onde as populagdes de organismos aquaticos tendem a apresentar-se
diferenciadas geneticamente em relagdo as populagdes de outras bacias (Avise, 2000).
Contudo, a paisagem e o curso dos rios sdo dinamicos ao longo do tempo geoldgico, de
forma que drenagens vizinhas podem passar por ciclos de conexao/separacdo devido a
eventos de captura de cabeceiras ou pela convergéncia de seus trechos inferiores durante
eventos de regressao marinha (Burridge et al., 2006, 2007). Dessa forma, as mudangas
na matriz geografica fornecem as oportunidades para vicariadncia e dispersdo em peixes
de agua doce, e sdo os principais atores na formatagdo da distribui¢do dos haplétipos
desses organismos no espago geografico (Avise, 2000). Eventos vicariantes ¢ de
dispersao sdo aqueles que ajudam a explicar a distribuicdo dos clados de
Pseudoplatystoma e sua diversificagdo na regido Neotropical.

Segundo Farias & Hrbek (2008), os eventos mais relevantes para diversificagdo
da fauna de peixes da América do Sul sdo aqueles ligados a historia orogénica do
Neogeno (Mioceno e Plioceno, 25-1,8 ma) e eventos climaticos do Plio-Pleistoceno (5-
0,1 ma). Os dados coletados neste estudo sobre a historia evolutiva de Pseudoplatytoma
corroboram essa hipotese, na medida em que os eventos envolvidos na diversificagdo
mais antiga do grupo parecem estar relacionados aos acontecimentos geologicos
ocorridos no médio Mioceno (eventos vicariantes). Por outro lado, a diversificagdo mais
recente do género parece estar mais relacionada as flutuagdes no nivel do mar no Plio-

Pleistoceno, que podem ter permitido conexdes temporarias entre sistemas hidrograficos
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antes isolados, favorecendo a migracdo de peixes entre essas bacias (eventos de
dispersdo). Outros estudos com peixes Neotropicais também chegaram a conclusodes
semelhantes (Lovejoy & Araujo, 2000; Montoya-Burgos, 2003; Chiachio et al., 2008;
Cardoso & Montoya-Burgos, 2009; Torrico et al., 2009). Assim, das hipdteses
atualmente consideradas para explicar a diversidade de peixes de agua doce na América
do Sul, a hipdétese museu (Fjeldsa, 1994; Nores, 1999) e a hidrogeoldgica (Montoya-
Burgos, 2003) parecem ser as mais relacionadas aos dados produzidos neste estudo.
Embora n3o se negue a importancia de fatores ecologicos na distribui¢do dos
organismos, este estudo ndo teve uma abordagem capaz de lidar com essa questao.

A ruptura mais profunda nas filogenias, melhor visualizada nas genealogias dos
introns, ocorreu entre P. magdaleniatum e os demais taxons, representando o evento
vicariante que ocasionou o isolamento da drenagem do Magdalena hd 11,8 ma
(Lundberg, 1998). Outros estudos também tém demonstrado que este evento foi
responsavel pelo inicio da diversificagdo em outros tdxons de peixes Neotropicais
(Sivasundar et al., 2001; Montoya-Burgos, 2003; Turner et al., 2004; Moyer et al.,
2005; Albert et al., 2006; Torrico et al., 2009). Este fato, entdo, justifica o uso desse
evento para a calibragdo do relogio molecular e como prior para a analise de datacdo.
Quando calibrada com este evento, a taxa de evolug¢dao do Citb fica semelhante aquela
encontrada para outros peixes, cujas taxas de evolugdo variam entre 0,3-1,5% por
milhdo de anos (Peng et al., 2002; Hardman & Page, 2003), com uma média de 0,5-
0,8% por milhdo de anos (Zardoya & Doadrio, 1999; Bermingham et al., 1997; Near et
al., 2003).

Como visto na se¢do anterior, o segundo grande evento cladogenético do género
difere quando se consideram marcadores dos diferentes genomas, ou seja, a historia das

relagdes evolutivas de P. corruscans e do clado P. tigrinum com os demais taxons
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difere entre as filogenias mitocondriais e nucleares. De acordo com Zardoya & Doadrio,
(1999), os noés mais antigos tem uma probabilidade maior de apresentar multiplas
substitui¢des, confundido as estimativas de tempo de divergéncia, especialmente no
mtDNA devido as suas maiores taxas evolutivas. Dessa forma, entendeu-se que os locos
nucleares delinearam melhor o cenario do inicio da diversificagdo de Pseudoplatystoma,
j& que eles s3o menos afetados pelos efeitos da homplasia em escalas de tempo mais
recentes.

A origem desse n6 conflituoso, estimada por marcadores de ambos os genomas
mitocondrial e nuclear (embora com diferentes combinagdes de tdxons), data de
aproximadamente 9 milhdes de anos (IC:8,2-9,8), proximo daquela obtida por Torrico
et al. (2009) (8 milhdes de anos). Nos introns, este evento marcou a separagdo entre o
clado P. tigrinum e P. corruscans+P. orinocoense+clado P. fasciatum. Nessa época, a
elevagdo dos Andes Venezuelanos ¢ do Arco de Valpes atuou separando as bacias do
Amazonas e Orinoco, ocasionando o rompimento do Arco de Purus e a mudanga na
direcdo da bacia Amazonica para o seu curso atual (Hoorn, 1993; Hoorn et al., 1995;
Lundberg et al., 1998; Gregory-Wodzicki, 2000). Entdo, o evento tectonico que
culminou na separagdo entre o Amazonas ¢ o Orinoco, provavelmente, resultou na
distribuicdo alopatrica dessas linhagens. Hubert & Renno (2006) discutem que o ambito
da distribuicdo de espécies de Characiformes € consistente com a hipotese de que o
surgimento dos arcos de Vaupes foi um dos principais eventos a promover divergéncia
alopatrica entre peixes do Amazonas e Orinoco. Espécies irmas putativas de piranhas
(Pygocentrus natteri e P. Cariba) também tém distribuigdes alopatricas no Amazonas e
Orinoco, respectivamente, o que aponta para o evento vicariante entre essas duas bacias
como explicagdo para essa distribuigdo (Winemiller et al., 2008). Hubert et al. (2007)

também indicam o estabelecimento final do Amazonas e Orinoco como o
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desencadeador da diversificagdo de alguns clados de piranhas. Sivasundar et al. (2001)
mostrou que em Prochilodus, a segunda quebra de linhagens, apds a que deu origem a
linhagem do Magdalena, foi a do Orinoco em relagdo ao Amazonas.

A distribui¢ao atual de membros do clado P. tigrinum no Amazonas pode ser
explicada por dispersao pos-diferenciagao alopatrica no Orinoco, presumivelmente,
através do Rio Casiquiare (Figura 1), que captura dguas das cabeceiras do Orinoco, mas
drena para o Rio Negro, o maior tributdrio do Amazonas (Rice, 1921). Esta rota
potencial pode ter permitido a dispersao e o subsequente aumento do ambito geografico
deste clado para o Amazonas e at¢ mesmo fluxo génico contemporaneo entre peixes
dessas Dbacias. Espécies como a piranha Serrasalmus rhombeus, o bagre
Phractocephalus hemiliopterus e o boto Inia geoffrensis tém distribuigdes no Orinoco,
Casiquiare ¢ Amazonas, indicando uma possivel influéncia do Casiquiare nessa
distribui¢ao (Winemiller et al., 2008). Uma dispersdo do Orinoco para o Amazonas, via
Casiquiare, também pode ser responsavel pela distribui¢do de outra espécie de piranha
(Serrasalmus manueli: Freeman et al., 2007; Hubert et al., 2007). O padriao de
distribui¢do de outras espécies como Hydrolycus wallacei (Toledo-Pizza et al., 1999),
Boulengerella laterstrigata (Vari, 1995), Curimatopsis evelynae (Vari, 1982),
Cyphocharax multilineatus ¢ C. gangamon (Vari, 1992), Caenotropus mestomorgmatos
(Vari et al., 1995) e Creagrutus runa e C. zephyrus (Vari & Harold, 2001) também pode
estar relacionado com a emergéncia dessa rota de dispersdo. Willis et al. (2007) e Willis
et al. (2010) mostraram o papel do Rio Casiquiare no fluxo génico ¢ na distribui¢do de
espécies do género Cichla (Cichlidae), apontando dispersdo do Orinoco para o
Amazonas, como sugerido no presente trabalho. Entretanto, outros estudos tém relatado
que, talvez, essa passagem nao permita a dispersdo para qualquer grupo de peixes

(Lovejoy & Araujo, 2000; Turner et al., 2004), possivelmente, devido aos “filtros”
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como as corredeiras do Alto Orinoco e os gradientes quimicos entre as aguas claras do
Alto Orinoco e as aguas escuras do Rio Negro (Winemiller et al., 2008). Peixes com
distribuig¢des restritas a0 Amazonas incluem a aruana (Osteoglossum spp.), o pirarucu
(Arapaima gigas), o acara-disco (Symphysodon spp.), etc, indicando que estes filtros
podem exercer alguma influéncia na dispersdo de peixes entre essas bacias (Willis et al.,
2010). No presente estudo, os peixes do Amazonas e Orinoco apresentaram haplotipos
em comum (embora fossem os mais freqiientes) no Citb e Raglintl, um padrio
compativel também com a separacdo incompleta de linhagens. Como essas populagdes
ainda ndo atingiram a condi¢cdo de monofiletismo para os marcadores usados neste
estudo ndo foi possivel precisar o tempo aproximado do evento de dispersdo para o
Amazonas. Contudo, alguma diferenciagdo incipiente pode estar em curso, evidenciada
por hapldtipos ndo compartilhados entre as bacias. A ocorréncia atual de fluxo génico
entre essas populacdes necessita de estudos com marcadores mais polimorficos e mais
aptos a lidar com eventos recentes (ex. microssatélites).

Em seguida, segundo as filogenias nucleares, ocorreu a cladogénese de P.
corruscans (7,4 ma), que pode estar relacionada ao rompimento entre 0 Amazonas € 0
paleo Parana-Paraguai-Uruguai-Sao Francisco. Entretanto, esta data e seu intervalo de
confianga niao sdo consistentes com a idade estimada para a vicaridncia entre essas
drenagens, ocorrida entre 11,8-10 ma (Lundberg et al, 1998). Assim, este evento ndo
estaria, a priori, envolvido nessa diversificacdo. A hipotese de vicaridncia pode ser
excluida se evidéncias geoldgicas mostram que a barreira entre as areas existia antes dos
taxons ocorrerem 14, ou se estudos moleculares mostram que o tempo de divergéncia
entre os tdxons sdo mais recentes do que a idade de formacao da barreira (Lomolino et
al., 2006). Nao obstante, Torrico et al. (2009) dataram a divergéncia de P. corruscans

em 11,8 ma, uma idade concordante com o evento vicariante. Contudo, esses autores
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usaram apenas marcadores mitocondriais, que ndo se mostraram eficientes para este
proposito no presente estudo, devido, provavelmente, a homoplasia. Com base em nossa
datacdo, propde-se para P. corruscans um evento de dispersdo, a partir da bacia
Amazonica, seguido de diferenciacdo alopatrica no sistema Parand-Paraguai ou no Rio
Sdo Francisco. Lundberg et al. (1998) relatam eventos de captura de cabeceiras entre o
Alto Madeira (tributario da margem direita do Amazonas) e o Alto Rio Paraguai nos
ultimos 10 ma, que podem ter oportunizado rotas de dispersdo entre essas bacias para o
ancestral de P. corruscans. Hubert & Renno (2006) indicam relagdes evolutivas entre os
Characiformes com distribui¢des restritas aos rios Paraguai e Tapajos (tributario da
margem direita do Amazonas), sugerindo trocas faunisticas por eventos de captura de
cabeceiras. Montoya-Burgos (2003), num estudo com loricariideos do género
Hypostomus, estimou a separagdo entre os grupos do Parand-Paraguai e do Paleo
Amazonas-Orinoco entre 11,4 € 10,5 milhdes de anos, usando marcadores mitocondriais
e nucleares ¢ um modelo de reldégio molecular estrito, mostrando que nesse caso o
evento vicariante pode estar implicado na diversificacdo e distribui¢ao do grupo.

De acordo com a estimativa do Citocromo b, as populagdes de P. corruscans do
Sao Francisco e Parana-Paraguai-Uruguai estdo separadas ha 5,9 ma, e suas causas
podem envolver tanto eventos vicariantes quanto dispersdo. A hipotese vicariante nao
pode ser descartada porque o registro geoldgico sobre a separacio entre o Alto Parana e
o Sao Francisco tem um amplo intervalo de tempo (65-1,8 ma; Beurlen, 1970;
Lundberg et al., 1998). Entretanto, também ha evidéncias de captura de cabeceiras do
Alto Parana pela bacia do Rio Sao Franscisco entre 5,5 ¢ 6,4 ma (Montoya-Burgos,
2003), proximo a data estimada para a divergéncia populacional. Nao foram
encontradas grandes diferengas entre as populagdes do Rio Uruguai e aquelas do

Parana-Paraguai, possivelmente, pela oportunidade de dispersdo pelo Rio da Prata, uma
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rota que tem sido mantida inalterada nos ultimos 10 ma (Lundberg et al., 1998). Muitas
populagdes de outras espécies também estao distribuidas nas trés grandes bacias desse
sistema, usando o Rio da Prata como rota dispersdo (e.x. Sivasundar et al., 2001).

O evento vicariante que, dentro do processo de diversificacdo do género, deu
origem ao clado P. tigrinum ndo foi o0 mesmo que originou o outro grupo de peixes do
Orinoco (P. orinocoense). Pela sua afinidade evolutiva com membros do clado P.
fasciatum, P. orinocoense pode ter chegado ao Orinoco pelo Amazonas ou pelos rios
costeiros das Guianas. Infelizmente, ndo houve resolucdo suficiente, fornecida pela
historia dos marcadores, para estimar o tempo de divergéncia deste taxon, mas pela
topologia ele ¢ mais recente que o clado P. tigrinum. Neste caso, ndo se poderia
relacionar sua cladogénese com a separacdo Amazonas-Orinoco, como ocorreu para o
clado P. tigrinum, mas a um processo de dispersao Amazonas/Guianas para o Orinoco.
Este tipo de dispersdo também foi revelado para Serrasalmus rhombeus, Serrasalmus
elongatus, Serrasalmus serrulatus e Pristobrycon calmoni, taxons amplamente
distribuidos na Amazonia (Hubert et al., 2007).

No clado P. fasciatum, o n6 de P. reticulatum no Citb esta datado em 4,1 ma
(IC: 2-6 Ma), acima do estimado por Torrico et al. (2009) (0,8 e 1,5 ma). Entretanto,
ambas as estimativas sdo bem mais recentes do que vicaridncia entre Amazonas e
Parana-Paraguai (11,8-10; Lundberg et al., 1998). Neste caso, eventos de migra¢do por
captura de cabeceira entre tributdrios da margem direita do Amazonas ¢ o Parana-
Paraguai podem estar envolvidos nessa explicagdao. Hubert et al. (2007) sugerem
colonizag¢des de piranhas no Rio Paraguai vindas da bacia Amazoénica ha 2 ma. Uma
divergéncia populacional pds-dispersdo entre as populagdes amazonicas ¢ do Parana-
Paraguai também foi registrada para Prochilodus entre 2,3 e 4.1 ma (Sivasundar et al.,

2001), similar a historia contada pelos marcadores usados neste trabalho. Como P.
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reticulatum tem relagdes evolutivas mais proximas com o restante do clado P.
fasciatum, supde-se que esta popula¢ao foi fundada por peixes vindos da bacia
Amazonica, que chegaram através da bacia do Paraguai, uma vez que estes peixes nao
ocorrem, naturalmente, no Sao Francisco e Alto Parana. Lundberg et al. (1998) relatam
eventos de captura de cabeceiras entre o Alto Madeira (tributario da margem direita do
Amazonas) ¢ o Alto Rio Paraguai nos ultimos 10 ma, que podem ter oportunizado rotas
de dispersdo entre essas bacias para este membro do clado P. fasciatum.

A captura de rios ¢, potencialmente, uma forca geomorfoldgica importante para
expansao e cladogénese em taxons de agua doce (Burridge et al., 2006, 2007; Waters et
al., 2007). Alguns trabalhos tém sugerido que eventos de captura de cabeceiras e
conexdes tempordrias entre cabeceiras de rios das bacias do Amazonas e Parana-
Paraguai podem ter promovido especiagdo por meio de dispersdo de longa distancia
seguida de divergéncia alopatrica (Lovejoy & Araujo, 2000; Montoya-Burgos, 2003;
Hubert et al., 2007). Outros casos de dispersdo entre esses dois sistemas hidrograficos
foram detectados dentro da familia Callichthyidae (Reis, 1998). Hubert et al. (2007)
apresentam dados que sugerem dispersdo de Pygocentrus nattereri do Alto Amazonas
para o Alto Paraguai hé cerca de 1,8 ma. A influéncia da dispersdo na distribuicao de
outros peixes nessas duas bacias também ¢ exemplificada por Psectrogaster
curviventris (Vari, 1989b), Hemiodus orthonops (Langeani, 2003), Acestrorhynchus
altus e A. pantaneiro (Menezes, 2003) ¢ Pyrrhulina australis (Weitzman & Weitzman
2003). Hubert & Renno (2006), num amplo trabalho sobre distribuicdo de espécies de
Characiformes Sul-Americanos, também acharam padrdes de distribui¢do semelhantes.
Sivasundar et al. (2001) encontraram discordancias entre datagdes moleculares e
geologicas para Prochilodus, que sdo melhor explicadas pelo cenario de troca de faunas

entre 0 Amazonas ¢ o Parana-Paraguai. No caso de P. reticulatum, o tempo de
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ocorréncia deste evento nao foi suficiente para levar ao monofiletismo da linhagem nos
locos nucleares, apesar de formar um clado apenas moderadamemte apoiado no
Citocromo b.

No restante do clado P. fasciatum podem ser hipotetizados eventos de dispersdao
para explicar a ocorréncia de peixes (P. punctifer) nas bacias do Maranhdo (Pindaré,
Mearim, Itapecuru e Parnaiba), que, segundo as datagdes do Citocromo b, dispersaram
para 14 ha 3,75 milhdes de anos (IC: 2-5,5), possivelmente, vindos do Amazonas.
Contudo, os peixes do Rio Turiagu, uma pequena bacia do Noroeste do Estado,
possuem relagdes evolutivas mais proximas com os peixes da bacia do Amazonas do
que com outras bacias maranhenses, indicando sua origem mais recente. Além disso, os
peixes do Parnaiba apresentam hapldtipos diferenciados em relagdo aos peixes das
outras bacias do Maranhdo. De acordo com Hubert & Renno (2006), as drenagens do
Maranhao formam um clado isolado e divergente para alguns Characiformes, com um
nimero substancial de espécies endémicas, mas o Rio Parnaiba possui um padrio
diferenciado do resto do Estado. Entre as bacias do Itapecuru e Pindaré-Mearim, a
movimentagdo pode ter sido promovida por conexdes temporarias entre esses rios
durante regressdes marinhas, ja que todos desaguam na baia de Sdo Marcos. O ultimo
grande evento desse tipo pode ter ocorrido entre 5-6 milhdes de anos (Vail &
Hardenbol, 1979) e pode ter permitido interconexdes entre rios pelas suas
desembocaduras, favorecendo a dispersdo entre bacias antes isoladas. De forma oposta,
o aumento subsequente no nivel do mar pode fragmentar populagdes nos rios antes
interligados, promovendo diferenciagio alopatrica (Cardoso & Montoya-Burgos, 2009).
Hubert & Renno (2006) explicam a presenca de espécies em comum entre rios do
Maranhao e da bacia Amazonica (Rio Trombetas) pela ocorréncia de dispersdo via

litoral durante periodos de regressdo marinha. Os dados do presente trabalho sugerem
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mais de um evento de colonizag¢ao por Pseudoplatystoma no Maranhdo, entretanto, essa
histéria merece estudos mais aprofundados e com uma amostragem mais densa do que a
usada neste trabalho capaz de testar cendrios de dispersao alternativos (via litoral ou por
captura de cabeceiras).

Representantes do clado P. fasciatum da drenagem do Amazonas (P. punctifer),
coletados em diferentes localidades ao longo do rio principal e tributarios, nao
mostraram sinais de diferenciacdo genética, exceto no Rio Xingu onde houve haplotipos
exclusivos no Citb, que divergiram ha 1,1 ma (IC: 0,1-2,3) dos outros peixes do
Amazonas. Essa divergéncia para amostras de peixes do Xingu ja foi observada em
outros trabalhos. Por exemplo, a fauna de Cichlasomatine do Xingu ¢ considerada
antiga e evolutivamente independente ha um longo periodo de tempo (Hubert & Renno,
2006). Farias & Hrbek (2008), estudando peixes do género Symphysodon (acara-disco)
na bacia Amazodnica, também revelaram uma linhagem divergente desses peixes no Rio
Xingu. Essas diferengas encontradas no Xingu podem decorrer do mesmo processo
responsavel pelo alto endemismo que caracteriza este tributdrio (Zuanon, 1999),
considerando que as flutuagdes Plio-Pleistocénicas no nivel do mar podem ter
repetidamente isolado e conectado os tributarios do Baixo Amazonas (Pillans et al.,
1998; Liu & Herbert, 2004). O tempo de divergéncia desses peixes em relagdo aos
outros membros do clado P. fasciatum corrobora essa expectativa. Vari & Weitzman
(1990) e Hubert & Renno (2006) ressaltam que os tributarios dos Amazonas tém uma
historia complexa e incluem diversas areas de endemismo. Hubert & Renno (2006)
relatam que a fauna de Characiformes do Alto e Baixo Amazonas ¢ suficientemente
distinta para considera-las como areas de endemismo distintas. Porém, a amostragem

pouco densa de exemplares do clado P. fasciatum nos diferentes trechos e tributarios do
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Amazonas pode nao ter sido suficiente para conclusdes mais seguras sobre a existéncia
dessas areas para Pseudoplatystoma.

Peixes de grandes bacias hidrograficas, como o Amazonas, podem ter tido
menos oportunidade para divergéncia alopatrica devido a continuidade do habitat,
embora atributos ecoldgicos e mudangas histéricas dentro da bacia possam promover
vicariancia (Hoorn et al., 1995; Réisénen et al., 1995; Petry et al., 2003). Além disso, o
comportamento migratorio de peixes como Pseudoplatystoma pode, a priori, ajudar a
prevenir a associac¢do entre os haplotipos e a geografia. Sivasundar et al. (2001) também
encontraram pouca associa¢do entre os haplotipos do peixe migratorio Prochilodus
lineatus e as localidades de amostragem ao longo de mais de 1.500 km na bacia do
Parana—Paraguai.

Eventos de dispersdao também sdo apoiados pelos dados para explicar a
distribuicdo de peixes com haplotipos evolutivamente proximos aos do Amazonas na
bacia do Tocantins-Araguaia, cujos rios desdguam no Oceano Atlantico proximo a foz
do Rio Amazonas. Da mesma forma, esta ¢ a explicagdo mais parcimoniosa para a
ocorréncia de peixes do clado P. fasciatum nas pequenas bacias das Guianas (P.
fasciatum sensu Buitrago-Suarez & Burr, 2007) e uma das explicagdes para aqueles P.
orinocoense que apresentaram o mesmo haplotipo de peixes do Amazonas (P.
punctifer). Buitrago-Suarez & Burr (2007) restringiram a distribuicdo de P. fasciatum
aos rios costeiros das Guianas, embora seja dificil testar a origem deste tdxon, uma vez
que o Escudo das Guianas antecede a formagdo dos grandes sistemas hidrograficos da
América do Sul (Lundberg et al., 2000). Essas pequenas bacias drenam em dire¢do ao
Oceano Atlantico e estdo isoladas do Amazonas por uma séric de formagdes
montanhosas antigas na borda norte do Brasil (Cardoso & Montoya-Burgos, 2009).

Sabe-se que a geomorfologia do Escudo das Guianas tem permanecido inalterada por
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um longo periodo do tempo geologico (Gibbs & Brown 1993), de modo que este
aspecto ¢ de pequena relevancia na explica¢do da distribui¢ao de Pseudoplatystoma na
regido. Entretanto, conexdes entre o Amazonas e rios das Guianas tém sido
hipotetizadas por meio das savannas inundaveis no Rio Rupununi, de onde procedem
nossas amostras, durante a estacdo chuvosa, criando conexdes temporarias entre
tributarios dos rios Negro (Amazonas) e Essequibo (Rupununi) (Lowe-McConnell,
1964). Outra rota hipotética entre essas drenagens ¢ pelos pantanos costeiros do Estado
do Amapa, ligando o delta do Amazonas ao Baixo Oyapoque durante épocas de
flutuagdes no nivel do mar decorrentes do periodo glacial-interglacial, algo compativel
com o padrao de distribuicdo de varios peixes dessa regido (Bermingham & Martin,
1998; Jégu & Keith, 1999; Jégu et al., 2002; Montoya-Burgos, 2003; Willis et al.,
2007). Flutuagdes no nivel do mar tém ocorrido nos ultimos 6-5 milhdes de anos (Vail
& Hardenbol, 1979), com um ritmo acelerado durante o Pleistoceno (Miller et al.,
2005). Os eventos mais recentes e de grande magnitude atingiram redugdes de até 120
metros no nivel do mar (Bintanja et al., 2005).

A regido das Guianas é considerada uma regido de endemismo para peixes de
agua doce (Keith et al., 2006; De Chambrier & Montoya-Burgos, 2008; Rosa et al.,
2008). Além disso, estudos genéticos e morfoldgicos t€ém mostrado que linhagens de
peixes das Guianas apresentam relagdes evolutivas mais recentes com linhagens
amazonicas, sugerindo que tenham se originado de ancestrais dessa regido, confirmando
a importancia dessas conexdes (Vari, 1988; Renno et al., 1990; Lovejoy & Araujo,
2000; Montoya-Burgos, 2003;Turner et al., 2004; Hubert & Renno, 2006; Willis et al.,
2007; Cardoso & Montoya-Burgos, 2009). E provavel que a colonizagio de
Pseudoplatystoma nos rios das Guianas seja recente e tenha como fonte o Amazonas,

todavia, amostragens em mais rios da regido sdo necessarias para conclusdes mais
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confiaveis. Buitrago-Suarez & Burr (2007) sugerem dispersao a partir do Amazonas
seguida de diversificagdo como explicacao para a distribui¢ao desse grupo de peixes.
Apesar de o presente estudo ter sido a primeira tentativa mais abrangente de
revelar os aspectos biogeograficos envolvidos na diversificagdao de Pseudoplatystoma, é
indispensavel uma amostragem mais densa dentro de cada bacia com o intuito de
desvendar se toda a extensdo de uma drenagem corresponde a uma mesma historia
biogeografica ou se ha padrdes mais complexos envolvidos. Sob a premissa de que a
separagdo entre o Magdalena e as outras bacias Sul-Americanas reflete o primeiro
evento cladogenético do género Pseudoplatystoma, este trabalho permitiu identificar e
datar os outros eventos de diversificagdo do género ligados a mudangas hidrogeoldgicas
e também a dispersdo promovida por regressdes marinhas. Os eventos cladogenéticos,
aqui propostos, estdo em consonancia com as mudancas geomorfologicas e/ou
climaticas geograficamente e temporalmente documentadas para a América do Sul, que

seriam as causas primarias da diversificagcdo dos peixes de agua doce do continente.
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6-CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou através do método filogenético e marcadores de DNA
mitocondrial e nuclear que algumas espécies de Pseudoplatystoma, resultantes da tltima
revisdo do género, ndo correspondem a grupos monofiléticos ou ndo tiveram clados
significativamente apoiados em todas as arvores. Dessa forma, sugere-se uma nova
revisdo no grupo a fim de verificar a realidade dessas espécies nao monofiléticas em um
ou mais marcadores (P. punctifer, P. reticulatum, P. orinocoense ¢ P. fasciatum, P.
tigrinum ¢ P. metaense). Se novos estudos confirmarem estes resultados, parte da antiga
classifica¢do do grupo seria recuperada caso P. fasciatum (sensu Burgess, 1989) fosse
reconsiderado para P. punctifer, P. reticulatum, P. orinocoense e¢ P. fasciatum, e se P.
tigrinum fosse revalidado para o Rio Orinoco.

A diversificacdo do género Pseudoplatystoma foi resultado de milhdes de anos
de evolugdo e fortemente influenciada pela evolugdo da matriz geografica Sul-
Americana. O estudo biogeografico nos permitiu corroborar a origem Miocénica da
diversificagdo do grupo, bem como identificar e datar os eventos de diversificagao
importantes do género, e relaciond-los as mudangas geomorfologicas e/ou climaticas
conhecidas para a América dos Sul, que seriam as causas primarias de diversificagao

dos peixes de agua doce do continente.
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