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“We cannot solve our problems
with the same thinking we used
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Albert Einstein



RESUMO

Salminus é um género constituido por quatro espécies de peixes Neotropicais de
médio e grande porte, predadores topo de cadeia, que possuem importancia na pesca
comercial e esportiva. Escassez de informac@es quanto a taxonomia, filogenia e filogeografia,
dificultam medidas de conservacdes adequadas para 0 género, que se encontra em acentuado
declinio populacional. Por essa razdo, este estudo objetivou, através do emprego de
marcadores moleculares mitocondriais (COI, Cytb e D-loop) e nucleares (RAG2 e intron do
S7), elucidar incertezas taxondmicas, identificar diversidade criptica, investigar as relacdes
filogenéticas entre as espécies e inferir os processos histéricos que modelaram a distribuicédo
atual do género Salminus. Para auxiliar nas questdes taxonémicas, nds empregamos analise de
DNA barcoding tradicional e GMYC utilizando o marcador COl em 110 espécimes,
representando as quatros espécies validas. Em ambas metodologias, oito MOTUs (unidades
taxonémicas operacionais moleculares) foram identificadas. Apenas duas espécies, Salminus
affinis e Salminus franciscanus, apresentaram uma Gnica MOTU cada. As espécies Salminus
brasiliensis e Salminus hilarii foram representadas por duas e quatro MOTUSs,
respectivamente. Essas MOTUs estdo distribuidas em distintas bacias hidrograficas onde
polimorfismos morfologicos ja haviam sido descritos. As médias das distancias
intraespecificas superiores ao threshold 6timo de 1.1% (S. brasiliensis — 3.6%, e S. hilarii —
5%), reforcam a ideia de mais unidades taxondmicas em Salminus. A analise multiloci
recuperou informacd@es interessantes quanto a diversidade criptica: as linhagens mitocondriais
parafiléticas de S. brasiliensis, uma proveniente do Alto rio Parana e outra formada por
espécimes das demais regiGes da bacia Platina, formaram um Gnico grupo monofilético. Para
S. hilarii, apesar de quatros MOTUs observadas, apenas trés foram recuperadas. Portanto,
baseada na analise multiloci e no conceito filogenético de espécie, propomos um novo cenario
taxonémico para Salminus. O género passa a ser constituido por seis espécies: S. affinis, S.
franciscanus, S. brasiliensis, S. hilarii, Salminus sp. Amazonas e Salminus sp. Araguaia. A
filogenia recriada refutou hipoOteses previamente propostas. S. affinis, Unica espécie
transandina, foi a espécie-irma dos demais Salminus, que formam dois grandes grupos: grupo
Noroeste, constituido por S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia, e grupo Sudeste, composto por
S. brasiliensis, S. franciscanus e S. hilarii. Os processos de divergéncia entre as espécies do
género se iniciou no Mioceno Superior e estd associada a eventos de vicariancia e
geodispersdo que modelaram a paisagem hidrogeoldgica nos ultimos 12 milhdes de anos. Pela

primeira vez, foi utilizado uma abordagem baseada em modelos para testar cenarios



biogeograficos alternativos e distinguir se existem assinaturas filogeograficas entre os eventos
responsaveis pelo processo de diversificacdo de peixes Neotropicais. NOs evidenciamos que
distintas assinaturas filogeograficas entre vicariancia e geodispersdo puderam ser detectadas
em nosso modelo bioldgico. A clara designacdo das espécies por si sé j& acarreta em uma
informacao valiosa para conservacao, afinal seis unidades biologicas precisam ser protegidas.
Como essas espécies estdo localizadas em distintas bacias hidrograficas, cada bacia passa ser
avaliada como uma unidade biogeogréfica importante para a manutencdo dos processos

evolutivos e ecoldgicos que sustentam a diversidade e permanéncia das espécies.

Palavras chaves: Abordagem ABC; América do Sul, Biogeografia, DNA barcoding;
GMYC; Unidades Evolutivas Significativas.



ABSTRACT

Salminus is a genus comprised of four Neotropical medium- and large-sized fishes species,
top predators, with both recreational and commercial importance. The paucity of information
on taxonomy, phylogeny and phylogeography make appropriate conservation policies
difficult for the genus, which is in a significant population decline. For this reason, our goal
was, by using mitochondrial (COI, Cytb and D-loop) and nuclear (RAG2 and S7 intron)
molecular makers, to elucidate taxonomic uncertainties, identify cryptic diversity, investigate
the phylogenetic relationship among the species and infer the historical processes that shaped
the current Salminus distribution. To assist in taxonomic issues, we employed the traditional
DNA barcoding and GMYC COl-based analyses in 110 specimens, representing the four
valid species. In both methodologies, eight MOTUs (molecular operational taxonomic units)
were identified. Only two species, Salminus affinis and Salminus franciscanus, represented a
MOTU each. The species Salminus brasiliensis and Salminus hilarii were represented by two
and four MOTU, respectively. These MOTUs are distributed in distinct hydrographic basins
where morphological polymorphisms had already been described. The average intraspecific
distances greater than the optimal threshold of 1.1% (S. brasiliensis — 3.6%, e S. hilarii — 5%),
reinforce the idea of more taxonomic units in Salminus. The multiloci analysis recovered
interesting information about the cryptic diversity: the paraphyletic mitochondrial lineages of
S. brasiliensis, one from Upper Parand river and another composed of specimens from the
other regions of the Platina basin, formed a unique monophyletic group. For S. hilarii, despite
the four MOTUs observed, only three of them were recovered. Therefore, based on multiloci
analysis and phylogenetic species concept, we proposed a new taxonomic scenario for
Salminus. The genus is now composed of six species: S. affinis, S. franciscanus, S.
brasiliensis, S. hilarii, Salminus sp. Amazonas and Salminus sp. Araguaia. The phylogeny
reconstruction refuted hypotheses previously proposed. S. affinis, the only trans-Andean
species, was the sister species of the other Salminus, which formed two main groups:
Northwest group, composed of S. sp. Amazonas and S. sp. Araguaia, and Southeast group,
formed by S. brasiliensis, S. franciscanus and S. hilarii. The divergence processes among
Salminus began in Later Miocene and it is associated with vicariance and geodispersion
events that shaped the hydrological landscape in the past 12 million years. For the first time, it
was used a model-based approach in order to test alternative biogeographic scenarios and to
distinguish phylogeography signatures among the events responsible for Neotropical fishes’

diversification. We evidenced that the distinct vicariance and geodispersion signatures could



be detected in our biological model. A clear description of these species brings in a valuable
information for conservation, because, now, six biological units need to be protected. As these
species are located in distinct hydrographic basins, each basin becomes one important
biogeographic unit to maintain the evolutionary and ecological processes that sustain the

species permanence and diversity.

Key words: ABC approach; Biogeography; DNA barcoding; Evolutionary Significant Units;
GMYC; South America.
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1. Apresentacdo

Popularmente conhecidos como dourados e tabaranas, Salminus é constituido por
peixes predadores de médio e grande porte, que realizam migracdes reprodutivas e
apresentam grande importancia na pesca comercial e esportiva. Atualmente, esta constituido
por quatro especies validas distribuidas nas bacias hidrograficas sul-americanas,
principalmente brasileiras. Contudo, o status taxondmico de algumas espécies é questionavel,
principalmente devido as variagfes morfologicas intraespecificas. A monofilia do género é
evidente e bem suportada por dados moleculares e morfologicos. Entretanto as relacdes
intragenéricas sdo dificeis de compreender.

Apesar da importancia comercial e ecoldgica apresentada pelas espécies de Salminus,
o conhecimento taxonémico, filogenético e filogeografico ainda sdo escassos. As informacdes
geradas através do presente estudo ndo responderdo apenas perguntas relacionadas a validade
taxondbmica das espécies, as relacbes evolutivas entre elas e aos provaveis eventos
biogeograficos que geraram a especiacao desses organismos, mas principalmente auxiliardo
programas de conservacdo em &reas ameacadas. Isso porque peixes migradores sdo
considerados espécies guarda-chuva, ou seja, organismos que requerem uma area extensa de
habitat, sendo importantes candidatos no planejamento e monitoramento da conservacdo da
biodiversidade, sob a perspectiva de que preservar populacdes vidveis destas espécies é
preservar inimeras outras espécies com necessidades de area menor.

Para melhor apresentar o conteudo do nosso estudo, a tese foi dividida em uma
fundamentacdo tedrica, contendo informacdes que nos ajudardo a compreender algumas
lacunas do conhecimento sobre o género Salminus, seguida de dois capitulos, em formato de
artigos cientificos, redigidos de acordo com as exigéncias dos periddicos de interesse. O
capitulo 1, intitulado “DNA barcoding revela incertezas taxondmicas em Salminus
(Characiformes)”, demonstra a eficacia da metodologia do DNA barcoding em identificar que
os polimorfismos intraespecificos observados previamente em estudos morfologicos sdo
resultados de problemas taxondmicos que necessitam ser avaliados. Nesse capitulo, o objetivo
foi sinalizar quais espécies apresentavam esses problemas e como essas informacgdes podem
auxiliar no status de conservacdo do género. O artigo encontra-se aceito na revista Systematics
and Biodiversity. Uma informacdo importante, € que esse artigo sera tratado no capitulo 2
como “Machado et al. (no prelo)”.

O capitulo 2, intitulado “Testando cenarios biogeograficos: Abordagem bayesiana

revela historia evolutiva de peixes Neotropicais”, aborda outras importantes lacunas do
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género: filogenia e filogeografia. Apesar de uma filogenia molecular ter sido publicada (Abe
et al., 2014), ela apresenta incongruéncias com 0s nossos dados, 0 que nos permitira avaliar e
discutir sobre essas diferencas. O mesmo ocorre para a filogeografia, onde os autores sugerem
processos de divergéncia das espécies diferentes do que estamos propondo. Um aspecto
importante e diferencial desse capitulo sera a utilizacdo da abordagem bayesiana para testar
hipdteses filogeograficas alternativas. Pela primeira vez, um estudo desse tipo € realizado em
representantes da ictiofauna neotropical.

Posterior a apresentacdo desses capitulos, faremos nossas consideracBes finais,
descrevendo as implicacdes para a conservacdo do género e para historia evolutiva da
ictiofauna neotropical. Todas as secOes dessa tese contém suas proprias referéncias
bibliograficas. E, finalmente, haverd uma seccdo de conclusGes onde as principais
contribui¢Oes para ultrapassar a fronteira do conhecimento sobre o género Salminus serdo

apresentadas em topicos.
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2. Fundamentacao teorica

2.1 Evolucdo geoldgica do continente sul-americano e o impacto na formacgdo das bacias
hidroldgicas

Compreender a evolugdo dos sistemas de drenagem modernos € fundamental para
discutir sobre os provaveis processos de diversificagdo da ictiofauna. O dinamismo dos
sistemas hidrogréaficos, com rupturas e coalescéncia das bacias, € o principal promotor dos
eventos de especiacao dos organismos de agua doce (ALBERT; REIS, 2011). Por essa razéo,
a historia de algumas das principais bacias sul-americanas sera brevemente discutida e
relacionada a eventos tectbnicos e climaticos do continente que influenciaram o
desenvolvimento de suas modernas configuragoes.

A principal estrutura geoldgica da regido Neotropical é a Plataforma sul-americana,
porcdo estavel que ocupa 62% da placa continental moderna e que ndo é afetada pelas zonas
orogénicas (regides onde ocorrem 0s processos de formacdo das cadeias montanhosas)
(ALBERT; REIS, 2011). E nessa porgdo onde encontramos estruturas geoldgicas importantes
que moldaram o padrdo das drenagens, como os Escudos Cristalinos (Brasileiro e das
Guianas). Ainda na porcdo continental da Placa América do Sul é possivel observar a
Cordilheira dos Andes, a bacia Antepais (regido de acimulo de sedimentos, pouco deformada
pelo processo tectdnico e que estd adjacente aos Andes), além de varios arcos estruturais
(Figura 1) (LUNDBERG et al., 1998).

Dois eventos geoldgicos foram chaves na reorganizacdo da paisagem hidrogeologica:
(1) A quebra da Gondwana (tratado, nessa etapa geoldgica, como o supercontinente formado
por Africa e América do Sul), que se iniciou ha 130 Ma (Megaanum, unidade de tempo
equivalente a um milhdo de anos)! e culminou ha 90 Ma. Esse processo resultou no
isolamento entre Africa e América do Sul e na abertura do oceano Atlantico. (2) E, a
formacdo da cordilheira dos Andes, resultada da compressao tectonica das placas Nazca e
Ameérica do Sul. O processo se iniciou hd 90 Ma e ao longo de sua historia apresentou
multiplas fases de elevagdo tectdnica que atuaram ativamente no remodelamento da paisagem
(LUNDBERG et al., 1998).

1 A escala do tempo geoldgico abordada nesse trabalho estd de acordo com Comissdo Internacional sobre
Estratigrafia (COHEN et al., 2013).
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Figura 1 — Caracteristicas geoldgicas e topograficas da Placa sul-americana. As letras representam alguns dos

principais arcos estruturais da América do Sul: (a) Arco de Gurupa, (b) Arco de Purus, (c) Arco de Vaupes e (d)

Arco de Michicola. As setas vermelhas indicam o sentido de deslocamento das placas tectonicas (Modificado

de LUNDBERG et al., 1998).
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Pouco se sabe sobre os padrdes das paleobacias® no periodo anterior a quebra da
Gondwana. E provavel que muitas bacias conhecidas atualmente ndo existissem devido ao
clima arido e semiarido no interior do continente (POTTER, 1997). Algumas paleodrenagens
do sul do continente, originadas nos escudos cristalinos, apresentavam direcdo diferente da
atual, percorrendo rumo ao oceano Pacifico. Porém, com a completa abertura do oceano
Atlantico (aproximadamente hd 90 Ma), a regido central do Andes iniciou seu processo de
soerguimento. Essa elevagdo na porcdo oeste do continente afetou a direcdo das
paleodrenagens, redirecionando-as para o Atlantico (SMITH; SMITH; FUNNELL, 1994).
Uma paleodrenagem que ndo mudou seu curso, em decorréncia desse evento, foi o paleo-
Amazonas, que continuou com seu sentido para oeste. 1sso aconteceu porque a atual vazéo

para o Atlantico estava interrompida pelo Rift do Marajé durante o Cretdceo. Com a elevagédo

2 Termo que sera empregado para designar uma configuracéo antiga das atuais bacias hidrogréaficas.
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progressiva dos Andes no Paleoceno, o paleorio foi redirecionado para o leste, porém, o
surgimento do arco de Purus, na por¢do mediana do curso atual do Amazonas, impediu a
mudanca de trajeto (LUNDBERG et al., 1998). Inclusive, o arco de Purus dividiu a bacia do
paleo-Amazonas em duas porcoes: leste (que desaguava no oceano Atlantico) e oeste (que
desaguava no Mar do Caribe). Esta divisdo continuara até a erosdo dessa estrutura durante o
Mioceno Superior (~8 Ma) (COSTA et al., 2001; LUAN; ARMBRUSTER, 2011).

Concomitantemente aos processos de separacdo da Gondwana e inicio da formacéo
dos Andes, as incursdes marinhas também modelavam as paleodrenagens. Durante o Cretaceo
Superior (83-67 Ma) e metade do Paleoceno (61-60 Ma) o nivel do mar aumentou
aproximadamente 100 metros (m), inundando as terras baixas e assim reduzindo as areas das
paleobacias (Figura 2). E durante o intervalo entre essas duas incursdes que ocorre o
estabelecimento dos sistemas de drenagem que foram considerados os ancestrais da porgéo
oeste do Amazonas-Orinoco-Magdalena e do Parana-Paraguai. A primeira paleobacia tem seu
curso para o norte (as primeiras elevacdes dos Andes fecham a sua passagem para 0 Oceano
Pacifico, sendo desviada para o Mar do Caribe), enquanto a segunda tem dire¢do oposta,
desaguando no sul do Atlantico (LUNDBERG et al., 1998). Até a formacdo do Arco de
Michicola (~10 Ma - LUNDBERG et al., 1998), ndo havera uma barreira impermeéavel entre
essas paleobacias adjacentes. Por essa razdo, ambas experimentardo sucessivos eventos de
capturas de cabeceira, que permitirdo trocas de fauna aquatica importantes para o processo de
diversificacdo de varios grupos de peixes (TAGLIACOLLO et al., 2015).

Com o progressivo soerguimento da porcdo Central dos Andes, durante a metade do
Eoceno (43 Ma), a bacia Antepais passa a ser ocupada pelo lago Pozo (43-30 Ma),
predecessor ao famoso lago Pebas. Outro importante evento dessa época € a perda de uma
barreira semipermeavel (Serras Pampeanas) entre as paleodrenagens Amazonas e Parana-
Paraguai, resultando em uma grande captura da cabeceira do paleo-Amazonas por parte do
paleo-Parana-Paraguai. Entre o Oligoceno Superior e na metade do Mioceno (30-20 Ma),
outra barreira temporaria surge entre essas paleobacias. A formagdo de Chapare Buttress,
originada a partir do contato dos Andes com a porcao oeste do escudo brasileiro, permanece
até ~10 Ma, quando ambas as bacias se separam permanentemente (LUNDBERG et al.,
1998).
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Figura 2 — Estimativas no nivel do mar derivadas a partir de Nova Jérsei (EUA) que providenciam um registro
global para os Gltimos 100 Ma e como interferiram na paisagem hidroldgica sul-americana entre 83 — 60 Ma. As
diferentes cores representam as fontes bibliograficas de onde os dados foram retirados: laranja — Kominz et al.,
(2008); azul — Miller et al. (2005) e roxo — Lisiecki e Raymo (2004). Modificado a partir de Miller et al. (2011).
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Durante os periodos de rapida compressdo da placa Nazca (90-75 Ma, 50-40 Ma e 25-
0 Ma), as falhas geoldgicas da costa leste do continente sul-americano, que forma um
conjunto denominado de Rift Continental do Sudeste do Brasil (CRSB), eram reativadas
(COBBOLD et al., 2001). Originado no Jurassico Superior (163-145 Ma), o CRSB evoluiu
sucessivamente para a ruptura continental e abertura do Oceano Atlantico (RICCOMINI et
al., 2004). As reativacdes geoldgicas do CRSB foram eventos tectdnicos significativos na
modelagem das bacias costeiras, uma vez que promoveram inimeras capturas de cabeceira
entre essas bacias e as bacias do escudo brasileiro (RIBEIRO, 2006). Um exemplo
interessante, resultante dessas ativagdes, € 0 da paleobacia do rio Tieté, que desaguava no

oceano Atlantico, juntamente com a paleobacia do Alto Paraiba do Sul, e teve seu curso
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alterado, apds uma reativacdo tectonica, para o interior do continente, passando a fazer parte
da bacia do Alto rio Parand (AB’SABER, 1957).

A paisagem do noroeste do continente, a partir do Mioceno inferior (20 Ma), comeca a
mudar com o inicio do soerguimento da por¢do norte dos Andes e com as novas incursdes
marinhas. A principal caracteristica desse periodo € uma bacia Antepais com extensos lagos
de aguas doce (Sistema Pebas), alimentados por paleorios provenientes dos Andes e escudos
cristalinos, que se conectam a areas sob influéncia marinha (mar Pebasian) (LUNDBERG et
al., 1998). Do ponto de vista ictiologico, essa porcéo do continente foi muito diferente do que
é hoje, devido ao dinamismo de ecossistemas (dulcicola e marinho). Em ciclos de incursdes
marinhas mais extensivas, a d4gua do mar invadia o sistema Pebas, promovendo extin¢des e
eventos de vicariancia entre as espécies de dgua doce. Varios grupos, como as arraias e alguns
cianideos, tornaram-se adaptados ao ambiente de &gua doce e rapidamente se irradiaram
(LOVEJOY; BERMINGHAM; MARTIN, 1998; LOVEJOY; DE ARAUJO, 2000).

Os processos de elevacdo da cordilheira oriental dos Andes na metade do Mioceno
(~12 Ma) e dos Andes de Méridas no Mioceno superior (~8 Ma) culminaram na delimitacdo
das fronteiras das drenagens modernas na por¢do Noroeste da América do Sul, incluindo
Oeste do Amazonas, Orinoco, Maracaibo e Magdalena (ALBERT; LOVEJOY; CRAMPTON,
2006). A cadeia oriental dos Andes isolou o paleo-Magdalena do paleo-Amazonas-Orinoco,
tornando-se o evento promotor da diversificagdo da ictiofauna cis e transandina. Os Andes de
Méridas limitou o paleo-Maracaibo do paleo-Orinoco. E, a formacdo do Arco de Vaupes
(~10.5 Ma), tornou-se a barreira entre a bacia do paleo-Amazonas e do paleo-Orinoco. Essa
Gltima estrutura bloqueou o fluxo do Lago Pebas para o Mar do Caribe. Sem ter para onde
escoar, as aguas acumuladas rompem o arco de Purus, resultando no estabelecimento do atual
curso do Amazonas (LUNDBERG et al., 1998).

Os estagios finais para os modernos padrbes hidrologicos sdo caracterizados pelas
oscilagBes climaticas (Plio-Plestoceno, 5-0.1 Ma), que resultaram em novos ciclos de incursao
e regressao marinha, e sucessivas reativagdes neotectonicas. Os ciclos marinhos afetaram
principalmente a foz do Amazonas (LUNDBERG et al., 1998) e as bacias costeiras do Leste
(RIBEIRO, 2006). Ja as reativagbes promoveram a separacdo do Tocantins-Araguaia e
Amazonas (2.5 - 1.8 Ma) (ROSSETTI; VALERIANO, 2007) e o surgimento do Pantanal (2.5
Ma) (RIBEIRO et al., 2013). A formacdo do Istmo do Panaméa (~3 Ma), que apesar de ndo
influenciar a disposi¢do das drenagens do continente, também foi um importante evento de
enriquecimento de ictiofauna da regido noroeste (BERMINGHAM; MARTIN, 1998).
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Entre as grandes bacias brasileiras, o Alto rio Parana, Paraguai, Uruguai, Sao
Francisco e muitos rios costeiros, como o Doce e Jequitinhonha, adquiriram seu curso atual
como resultado do tectonismo associado com a quebra da Gondwana (POTTER, 1997;
RIBEIRO, 2006). Para essas bacias, as reativacOes neotectOnicas tiveram e ainda tém um
importante papel no rearranjo de suas configuracdes resultando em varios eventos de capturas
de cabeceiras entre as bacias adjacentes. Essas reativacdes foram também responsaveis pela
formacéo de algumas corredeiras e cachoeiras que funcionam como barreira vicariante entre
areas de um mesmo rio como as Corredeiras do Teotdnio (rio Madeira), Cataratas do Iguacu e
a extinta Catarata de Sete quedas (LOVEJOY et al., 2010).

Em suma, a formacdo do divisor andino e de outras estruturas geologicas, mudancas
de curso de rios e repetidas incursdes e regressdes marinhas produziram inimeros eventos de
divergéncia alopétrica e geodispersdo® no Gltimos 90 Ma. Portanto, as principais hipoteses de
diversificacdo da ictiofauna abordardo esses elementos como explicacdo da origem e

manutencdo da biodiversidade Neotropical.

2.2 Biogeografia histérica e Filogeografia: um contexto para peixes Neotropicais

A biogeografia € um campo da ciéncia que analisa a distribuicdo geografica dos
organismos ao longo do tempo (LOMOLINO; SAX; BROWN, 2004). A disciplina tem raizes
cientificas profundas, com alguns grandes temas ja estabelecidos desde o inicio dos anos de
1800 (WHITTAKER et al., 2005). Apresenta uma abordagem descritiva, que objetiva apenas
reconhecer os padrdes de distribuicdo, e uma interpretativa, quando busca explicacBes para
tais padrdes que podem ser resultados de fatores ecoldgicos (Biogeografia ecoldgica) ou
historicos (Biogeografia histérica) (POSADAS; CRISCI; KATINAS, 2006). A principal
diferenca entre a Biogeografia ecoldgica e histdrica estd no contexto espaco-temporal.
Enquanto os processos ecoldgicos ocorrem em uma curta escala espago-temporal, os
processos histéricos ocorrem em espaco global durante milhdes de anos (CRISCI; KATINAS;
POSADAS, 2003).

A abordagem histdrica considera dispersao, vicariancia e extingdo como processos que
afetam igualmente a distribuicdo dos organismos (POSADAS; CRISCI; KATINAS, 2006). A

existéncia sobre os processos de extingdes tem sido aceita amplamente pela comunidade

3 Termo cunhado por Lieberman (2000) e significa a expansdo da area limite de um grupo de espécies devido a
eliminagdo temporaria de uma barreira.
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cientifica, 0 que ndo € o caso dos outros dois. A vicariancia é definida como um evento em
que uma populacdo ancestral € dividida em subpopulacdes devido ao desenvolvimento de
uma barreira impermeavel (o fluxo génico € interrompido). Essa barreira pode ser topogréfica,
aquética, oceanica, tectdnica, ambiental, climatica ou bidtica (WILEY, 1988). Ja a dispersao
pode ser diferenciada em duas: a dispersdo bioldgica, parte da populacdo ancestral ultrapassa
uma barreira pré-existente, colonizando uma nova éarea, € a geodispersdo. O padrdo
biogeografico da geodispersdo e da vicariancia envolve mdaltiplos taxa. Por outro lado, a
dispersdo bioldgica envolve apenas um ou poucos grupos de espécies (HO et al., 2015).
Consideradas hipoteses conflitantes, vicariancia e geodispersao sdo 0s processos alopatricos
mais discutidos dentro da evolucdo da ictiofauna sul-americana (CRISCI; KATINAS;
POSADAS, 2003; MONTOYA-BURGOS, 2003).

Com o advento de dados moleculares e métodos de bioinformética para analisar as
diferencas genéticas em nivel populacional, novos conhecimentos sobre a ictiofauna dulcicola
neotropical foram adicionados. A abordagem genética permitiu o surgimento da filogeografia
como uma subdisciplina da biogeografia (AVISE, 2000), tornando-se uma ferramenta
poderosa especialmente em casos de incertezas taxondmicas, proporcionadas pela existéncia
de espécies cripticas, plasticidade fenotipica e falta de clareza na taxonomia morfoldgica,
além de calibracGes temporais das filogenias, ajudando a compreender a cronologia dos
eventos de divergéncia das linhagens (ou niveis superiores). A filogeografia examina os
processos que afetaram a estrutura genética das linhagens genealdgicas, especialmente dentro
e entre espécies estreitamente relacionadas, incluindo os efeitos da dinamica da paisagem,
eventos de dispersdo ou geodispersdo e provaveis extin¢des locais (AVISE, 2000).

A ictiofauna dulcicola da regido Neotropical € a mais rica do mundo com mais de
5000 espécies descritas (REIS et al., 2016). As razdes para 0S provaveis mecanismos que
promoveram e mantiveram esses altos niveis de diversidade sdo principalmente historicas e
estdo associadas, como visto anteriormente, ao desenvolvimento dos sistemas de drenagens
modernos (LUNDERG et al., 1998).

Entre as primeiras hipoteses a serem sugeridas, destaca-se as flutuacfes climaticas
ocorridas durante o Pleistoceno, que fragmentava e reconectava habitats, promovendo
especiacdo alopétrica. Essa hipdtese é conhecida como Teoria do Refugio e foi proposta por
Haffer (1982). No entanto, apesar de outros trabalhos suportarem essa teoria (RENNO et al.,
1990; HUBERT et al., 2007a), registros fosseis assinalaram que a diversificacdo de varios
grupos de peixes modernos pré-datava o Pleistoceno (LUNDBERG, 1997), ou seja, a teoria
do refagio era uma explicacdo pontual para alguns grupos (WEITZMAN; WEITZMAN,
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1982). Rull (2008), a partir de uma meta-analise, em que utilizou mais de 300 referéncias para
avaliar quando e quais fatores levaram a diversificacdo espécies Neotropicais, também
suporta essa ideia. Segundo o autor, 80% das unidades evolutivas significativas (UES) de
peixes neotropicais que foram avaliadas surgiram antes do Pleistoceno.

As evidéncias moleculares indicam que importantes eventos de diversificacdo

ocorreram entre 12 e 3 milhdes de anos (ABE et al., 2014; ALBERT; LOVEJOY; CRAMPTON, 2006;

BERMINGHAM; MARTIN, 1998; HUBERT et al., 2007b; LOVEJOY; DE ARAUJO, 2000; MONTOYA-
BURGOS, 2003; ROXO et al., 2014; SIVASUNDAR; BERMINGHAM; ORTI, 2001; TAGLIACOLLO et al.,

2015). Atualmente, existem trés principais hipdteses, baseadas em processos paleoecoldgicos,
que aconteceram durante esse periodo e que resultaram em eventos de especiacdo alopatrica:
(i) hipdtese Paleogeogréfica (surgimento de uma barreira a partir de rearranjo tecténico, por
exemplo, os paleoarcos, antigas cadeias de montanha, resultadas da dindmica da formacéo dos
Andes), (ii) hipdtese Hidrogeologica (eventos de captura de cabeceiras gerando rotas
temporarias de geodispersao) e (iii) a hipdtese do Museu (incursdes marinhas do Mioceno,
gerando refugios nos piemontes de regifes montanhosas). A especiacdo simpatrica
teoricamente é possivel, porém estudos empiricos sdo escassos, existindo poucos eventos
convincentes. Para a regido Neotropical apenas dois exemplos sdo reconhecidos: a
heterogeneidade de habitat encontrada na sub-bacia do rio Madeira (bacia do rio Amazonas)
acarretou na diversificacdo de trés espécies do género Serrasalmus (HUBERT et al., 2007b);
e, ciclideos do género Amphilophus, presentes no Lago Nicaragua, que diversificaram por
mecanismo ecologicos, como preferéncia de habitats na coluna d’agua e utilizagdo
diferenciada de recursos (BARLUENGA et al., 2006).

As predicoes filogenéticas para a hipotese Paleogeogréfica € que linhagens/espécies de
bacias separadas por uma barreira geologica formam clados-irméaos, representando um evento
classico de especiacdo por vicariancia (HUBERT; RENNO, 2006). Esse padrdao ¢é
constantemente encontrado no noroeste da América do Sul, regido que sofreu bastante com a
dindmica da formacéo dos Andes (ALBERT; LOVEJOY; CRAMPTON, 2006; MONTOY A-
BURGOS, 2003). O evento de vicariancia mais discutido nessa hipétese é entre a ictiofauna
cis e transandina originada ap6s o soerguimento da cadeia oriental dos Andes (ALBERT;
LOVEJOY; CRAMPTON, 2006; SIVASUNDAR; BERMINGHAM; ORTI, 2001). Processos
secundarios, como a formacéo dos paleoarcos também contribuiriam com a diversificacdo por
vicariancia na Amazonia. Hubert e Renno (2006), através de uma compilacdo de dados de
distribuicdo de diversos taxons da ordem Characiformes, sugeriram que o Arco de Vaupes e

de Michicola foram os responsaveis pela divisdo ictiofaunistica do Orinoco-Amazonas e
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Amazonas-Parana, respectivamente. Hubert et al. (2007b), também suportam a grande
importancia da formacdo dos paleoarcos na diversificacdo dos géneros Pygocentrus e
Serrasalmus.

No caso da hipotese Hidrogeoldgica, eventos de geodispersdo, promovidos por captura
de cabeceira, s30 os responsaveis pela diversificacdo da ictiofauna. E um caso especial de
evolucdo da paisagem com formacdo e remocdo de barreiras entre drenagens adjacentes. A
assinatura biogeogréfica desse evento € o ndo-monofiletismo entre linhagens/espécies de
bacias adjacentes (MONTOYA-BURGOS, 2003; TAGLIACOLLO et al., 2015). Capturas de
cabeceira sdo comumente observadas em areas geoldgicas estaveis (escudos cristalinos), que
estdo cobertas de fraturas e falhas geoldgicas. As continuas reativacdes tectbnicas dessas
areas (datadas desde o Paleogeno, 66 Ma) promoveram rearranjos entre as bacias, resultando
em eventos de captura de cabeceira e geodispersdo da ictiofauna (RIBEIRO, 2006; ROXO et
al., 2014). Montoya-Burgo (2003), estudando os processos de diversificacdo do género
Hypostomus observou eventos hidrogeoldgicos entre Amazonas e 0S rios costeiros do
Nordeste, promovidos pelo o recuo do mar seguido de coalescéncia das drenagens (6-5Ma);
no Escudo brasileiro eventos de captura entre o Alto rio Parana e o rio S&o Francisco também
ocorreram no mesmo periodo; e, entre o Alto rio Parana e os rios costeiros (BUCKUP, 2011).
Este Gltimo evento é bem discutido por Ribeiro (2006). Hubert e Renno (2007b) evidenciaram
uma extensa area de ramificacdo envolvendo o Alto Madeira (Guaporé, Mamoré, Madre de
Dios), Tocantins-Araguaia, Paraguai e Tapajos que providencia uma oportunidade para a
geodispersdo da ictiofauna, através de sucessivos eventos de captura. Esses resultados
também sdo consistentes com os achados de Sivasundar et al. (2001), Carvalho e Albert
(2011) e Roxo et al. (2014).

Na hipbtese do Museu, as espécies amplamente distribuidas apresentam linhagens
basais presentes nos escudos cristalinos Brasileiro e das Guianas. Isso ocorre porque as
incursdes marinhas (aumentando o nivel do mar em 100 metros) ocorridas no Mioceno (20-5
Ma) fragmentaram o habitat, e isolaram as popula¢bes nessas areas altas, extinguindo as de
terra baixa. J& as linhagens de terras baixa surgiram apos as regressdes marinhas (ultimos 5
Ma) (HUBERT et al., 2007b). Segundo Hubert e Renno (2006), a assinatura biogeografica
seria de areas elevadas com altos niveis de endemismo (chamadas de refugio), enquanto as
areas baixas teriam alta diversidade de espécies, porém baixos niveis de endemismo. Essas
predicdes foram confirmadas para os géneros Serrasalmus e Pygocentrus (HUBERT et al.,
2007Db), Plagioscion (COOKE; CHAO; BEHEREGARAY, 2011), para espécies da subfamilia
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Hypoptopomatinae, Neoplecostominae e Otothyrinae (ROXO et al., 2014) e para alguns
eventos de diversificacdo da familia Bryconidae (ABE et al., 2014).

Apesar desse incremento de informacdo em estudos biogeograficos a origem da
ictiofauna sul-americana é ainda amplamente debatida. Devido a grande complexidade de
padrdes biogeograficos da regido, ndo hd concordancia sobre a generalidade de algumas
dessas explicacbes, nem se elas sdo mutuamente exclusivas (HUBERT; RENNO, 2006).
Portanto, visando oferecer insights sobre a histéria biogeografica da regido Neotropical,
utilizaremos como modelo biolégico as espécies do género Salminus. Conforme sera
discutido no proximo topico, a escolha desse grupo se baseia em caracteristicas importantes
para estudos filogeograficos dessa regido como o monofiletismo, grande capacidade

migratoria e a ampla distribuicdo na América do Sul.

2.3 Género Salminus: organismo modelo para estudos filogeogréaficos

Popularmente conhecido no Brasil como tabarana e dourado, Salminus pertence a
ordem Characiformes e esta constituido por peixes de médio e grande porte, que realizam
migracdes reprodutivas durante o periodo das chuvas e possuem importancia na pesca
comercial, de subsisténcia e esportiva. Estdo distribuidos amplamente nas principais bacias
hidrogréficas sul-americanas (Figura 3), onde sdo encontrados em ambientes l6ticos (rios de
primeira e segunda ordem). Nos estagios iniciais de desenvolvimento, as espécies do género
em vida livre sdo planctivoras e quando adultos apresentam comportamento predatorio
desempenhando, assim, um papel fundamental na dindmica, no funcionamento e estrutura dos
ecossistemas aquéaticos (ESTEVES; PINTO-LOBO, 2001; LIMA; BRITSKI, 2007,
RODRIGUEZ-OLARTE; TAPHORN., 2006).

A historia taxonémica do grupo é bem complexa e contraditoria (LIMA; BRITSKI,
2007). Atualmente, quatro espécies sdo consideradas validas (LIMA et al., 2003; LIMA;
BRITSKI, 2007 - ver imagens das espécies no Apéndice 1, A-D):

- Salminus affinis (Steindachner, 1880 — hol6tipo proveniente do rio Cauca): restrita as bacias
transandinas do rio Magdalena, Rancheria e Sint, Colémbia;

- Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816 — hol6tipo proveniente do rio Cuiabd): presente ao
longo de toda bacia Platina (Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil); sistema do rio Iguagu,
Jacui, Lagoa dos Patos, todos no sul do Brasil;

- Salminus franciscanus (Lima e Britski, 2007 — holotipo proveniente do rio S&o Francisco):

Espécie descrita recentemente. E endémica da bacia do rio S&o Francisco;
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- Salminus hilarii (Valenciennes, 1850 — hol6tipo proveniente do rio Sdo Francisco):
encontrada nas bacias dos rios Sdo Francisco, Alto Parand, Tocantins-Araguaia, Alto

Amazonas e Orinoco.

Figura 3 — Distribuicdo geografica das espécies de Salminus. (A) Salminus affinis. (B) Salminus brasiliensis. (C)
Salminus hilarii. (D) Salminus franciscanus. As cores representam as diferentes bacias hidrograficas sul-

americanas.
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Em dados ndo publicados, Lima (2006) revela distinta morfologia entre espécimes de
S. hilarii proveniente das bacias do rio Sdo Francisco e Alto rio Parand (chamaremos de grupo
leste) em comparacdo aos espécimes encontrados nas bacias do Tocantins-Araguaia, Alto
Amazonas e Orinoco (denominaremos de grupo oeste). Segundo Lima (2006), os espécimes

do grupo oeste podem ser diferenciados das demais espécies pela presenca de pequenas e
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numerosas listras escuras longitudinais, concentradas na porcdo média e central da nadadeira
caudal. Com essa sinapomorfia, 0 autor propde ressuscitar, para 0s espécimes do grupo oeste,
0 uso do nome Salminus iquitensis (nova combinacéo feita a partir de Holobrycon iquitensis -
NAKASHIMA, 1941), considerado erroneamente por autores mais antigos (ver LIMA, 2006)
como sinénimo de S. hilarii e assim influenciando diversos outros autores (MALDONADO-
OCAMPO; VARI; USMA, 2008; SILVANO et al., 2001; WRIGHT; FLECKER, 2003).
Dados moleculares também corroboram a hipétese de que os grupos leste e oeste sdo unidades
taxondmicas diferentes (ABE et al., 2014). Entretanto, como o S. iquitensis ndo foi
ressuscitado, ndo iremos considera-lo como espécie neste trabalho.

Além desse problema taxonémico, outras incertezas permeiam a classificacdo das
espécies do género como as variagcbes morfoldgicas intraespecificas. Shibatta e Garavello
(1993), analisando espécimes de S. hilarii da bacia do rio S&o Francisco e Alto rio Parand,
sugeriram que as diferencas morfologicas encontradas na analise de componentes principais
sdo suficientes para separar 0s especimes de cada bacia em unidades taxonémicas distintas. A
espécie S. brasiliensis também apresenta registros de variagdo morfolégica. Rosso et al.
(2012), usando caracteres meristicos e morfoldgicos, juntamente com dados moleculares
mitocondriais (DNAmit), concluiram que espécimes coletados na Planicie dos Pampas
(Argentina) constituem uma nova unidade taxondmica distinta das demais espécies de
Salminus. Em contraste, Lima (2006) afirma que, apesar dos polimorfismos morfoldgicos
observados em seu trabalho, ndo ha evidéncias que permita diagnosticar a presenca de novas
espécies. O autor justifica que as variac@es entre as populacdes decorrem da ampla e disjunta
distribuicdo das espécies e que uma andlise morfométrica mais precisa e um estudo
filogeografico séo essenciais para a elucidacéo destas davidas.

Se a taxonomia de Salminus inspira cuidados, as relac6es filogenéticas com os demais
Characiformes sdo ainda mais dificeis de serem estabelecidas. Apesar de ter sido proposta a
subfamilia Salmininae (EIGENMANN, 19174 apud LIMA, 2006), Lima et al. (2003)
classificaram Salminus, juntamente com outros 87 géneros da familia Characidae, como
incertae sedis (termo da Taxonomia que significa “posicéo incerta”, quer dizer sem atribuicao
de subfamilia). Mirande (2010) analisando 360 caracteres, removeu 0 género do grupo
proposto por Lima et al. (2003) e o classificou hovamente em sua prépria subfamilia. Dados
moleculares também corroboraram essa hipétese (JAVONILLO et al., 2010). Entretanto,

Géry (1977), Orti e Meyer (1997) e Calcagnotto et al. (2005) sugeriram que a estreita relacao

* EIGENMANN, C. H. The American Characidae [Vol. I]. Memoirs of the Museum of Comparative Zoology,
v.43,n. 1, p. 1-102, 1917.
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observada, inclusive em dados citogenéticos (MARGARIDO; GALETTI, 1999) entre
Salminus e Brycon néo era de monofilia reciproca (géneros irméos), mas sim porque Salminus
esta interespacado entre as espécies de Brycon, constituindo a subfamilia Bryconinae. Mais
recentemente, Abe et al. (2014), corroborando com Oliveira et al. (2011), promoveram um
novo rearranjo realocando o género Salminus para familia Bryconidae, juntamente com 0s
géneros Chilobrycon, Henochilus e Brycon, este Gltimo € o unico género ndo monofilético.

A monofilia de Salminus é evidente e bem suportada por dados moleculares e
morfolégicos (15 sinapomorfias) (ABE et al., 2014; CALCAGNOTTO; SCHAEFER,;
DESALLE, 2005; JAVONILLO et al., 2010; LIMA, 2006; OLIVEIRA et al., 2011). As
relacdes intragenéricas entre as espécies revelam S. hilarii (grupo leste) como a espécie-irméa
das demais (Figura 4A). S. brasiliensis e S. franciscanus formam espécies-irméas assim como
S. affinis e S. sp. (= S. iquitensis = S. hilarii, grupo oeste) (ABE et al., 2014). Esse cenério é
semelhante ao proposto por Lima (2006), que apesar de utilizar 69 caracteres morfoldgicos e
apenas trés apresentarem variacOes, identificou estreitas relacdes entre S. brasiliensis e S.

franciscanus, e S. affinis e S. iquitensis (= S. hilarii, grupo oeste) (Figura 4B).

Figura 4 — Relagdes intragenéricas entre as espécies de Salminus, (A) baseadas em dados moleculares (ABE et
al., 2014) e (B) dados morfoldgicos (LIMA, 2006).
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Quanto ao status de conservacao, todas as espécies de Salminus estdo passando por um
severo declinio populacional resultante da pesca predatoria, introducdo de espécies e,
principalmente, fragmentacdo de habitat (construcdo de barragens hidrelétricas)
(AGOSTINHO, 1999; CAROLSFELD, 2003). Apesar desse cenario alarmante, nenhuma das
espécies validas, presentes no territdrio brasileiro, estd inclusa em listas de espécies
ameagcadas internacional (IUCN, 2014) e nacional (IBAMA, 2014). A auséncia de uma clara
delimitacdo taxondmica resultou em uma negligéncia na organizagéo das listas.

Diante desse complexo cenario taxondmico e da necessidade de rapida resolucao para

estabelecimento de politicas de conservagdo, Salminus é um grupo de peixes Neotropicais que
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pode se beneficiar com a abordagem do DNA barcoding, um sistema de identificacdo
molecular de espécies (HEBERT et al., 2003).

2.4 DNA barcoding: ferramenta para identificagdo molecular

Historicamente, os métodos de identificacdo, denominacéo e classificacdo dos peixes,
assim como ocorre com Salminus, estdo baseados na morfologia externa. Entretanto, essa
abordagem apresenta limitacGes que resultam em erros de identificacdo de espécies, quando:
hd a ocorréncia de plasticidade fenotipica, presenca de espécies cripticas, as chaves de
identificacdo utilizadas frequentemente demandam de um alto nivel de expertise e caracteres
morfolégicos considerados diagnostico séo efetivos apenas em um tipo especifico de estagio
de vida e género (HEBERT et al., 2003). Com esses impedimentos, associados também a
diminuicdo na formacdo de novos taxonomistas (processo conhecido como “impedimento
taxon6mico’’), tornou-se necessario o surgimento de uma nova abordagem para auxiliar na
diagnose do status taxondmicos dos organismos.

A identificacdo de espécies através de outras ferramentas, como por exemplo, analises
moleculares, tem sido utilizada ha anos. Inicialmente, foram empregadas diferencas proteicas
(MANWELL; BAKER, 1963), seguidas de analises citogenéticas (PETITPIERRE, 1996),
chegando até a divergéncia de sequéncias de DNAmit (AVISE, 1994) e nuclear (SEVILLA et
al., 2007). O uso da distancia genética para essa finalidade foi discutido por Ferguson (2002).
Segundo o autor, com algumas exceg¢bes, uma distancia genética suficiente reflete um
acumulo de diferencas genéticas em varios loci ao longo do tempo, acarretando uma
incompatibilidade genética entre os organismos e criando assim um isolamento reprodutivo
(base para o conceito bioldgico de espécie). Diante dessa ideia, Hebert et al. (2003)
propuseram, através do emprego de um marcador molecular mitocondrial, a criacdo de um
sistema de bioidentificacdo global de animais, denominado DNA barcoding.

Segundo os autores, cada espécie analisada apresentaria um ‘“codigo de barras”
(barcode) proprio, um fragmento do gene Citocromo C Oxidase | (COIl), que seria utilizado
como uma ferramenta auxiliar na correta identificacdo taxonémica dos organismos e no
aumento da descoberta de novas espécies (HEBERT et al., 2003; MORITZ; CICERO, 2004).
A principio ndo havia nenhuma razédo para focar as analises em um gene especifico, porém se
uma regido mitocondrial que codificasse proteina fosse escolhida, esta resultaria em
caracteristicas importantes para a metodologia: auséncia de introns, ocorréncia rara de

recombinacdo e auséncia de insercdes e delecdes (indels). O gene COI foi escolhido porque
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além dessas caracteristicas, apresentava duas outras vantagens: existéncia de primers
universais robustos, amplificando em muitos, se ndo todos, os filos animais (FOLMER et al.,
1994; ZHANG; HEWITT, 1997) e a variagdo do sinal filogenético apresentada pelo gene
permitiria discriminar ndo apenas espécies estreitamente relacionadas, mas também grupos
filogeogréaficos dentro da mesma espécie (HEBERT et al., 2003).

Dados da literatura também sugerem outros segmentos génicos sendo utilizados em
animais com o mesmo fim, como 16S e o citocromo B (VENCES et al., 2005; SEVILLA et
al., 2007). Para plantas, as baixas taxas de substituicbes do DNA mitocondrial levaram a
procura de regibes alternativas do genoma para o DNA barcoding. A CBOL Plant Working
Group (2009) recomendou, apds a avaliacdo de sete regides candidatas do genoma dos
plastos, que a combinacgédo de duas regides (rcbL — ribulose bifosfato carboxilase - e matK —
maturase K) providenciaria uma identificacdo universal para as plantas terrestres.

A metodologia ganhou relevancia em 2004, apds a criacdo do Consortium for the
Barcode of life (CBOL). Essa iniciativa internacional tem como objetivo desenvolver novos
instrumentos e processos que torne a metodologia barata, rapida e féacil de utilizar. Por se
tratar de um sistema de bioidentificacdo global, o primeiro passo foi o desenvolvimento de
um banco de dados contendo sequéncias do gene COI (perfis-COl) da biodiversidade
conhecida. A criacdo da BOLD (Barcode of Life Database) facilitou o processo de automacao
de identificacdo de espécies e tornou a metodologia acessivel a qualquer usuario
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007), onde a alimentacdo do banco de dados ¢ feita pelos
préprios grupos de pesquisa. Para que a informacdo seja acurada e reprodutivel, a BOLD
listou sete elementos imprescindiveis para a criacdo dos perfis-COIl: nome da espécie valida,
dados do voucher (espécime testemunho), instituicio onde o voucher estd presente,
informacdes sobre o identificador do espécime, sequéncia COI com no minimo 500 pares de
base (pb), primers utilizados e os eletroferogramas (forward e reverse) (HUBERT,;
HANNER, 2015).

A analise classica de DNA barcoding é simples e esta baseada na distancia e
similaridade genética entre os pares de sequéncias, utilizando o modelo de evolucdo Kimura-
2-parametros (K2P), modelo de substituicdo livre de pardmetros para transicdes e
transversdes, representando a melhor métrica quando as distancias sdo baixas (COLLINS et
al., 2012), e o algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) (HEBERT et al., 2003). Em geral,
individuos da mesma espécie possuem uma distancia genética (intraespecifica) menor do que
quando comparado com individuos de outras espeécies (distancia interespecifica) (HEBERT et

al., 2004). Para quantificar essa relacdo (distancia intraespecifica x distancia interespecifica),
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a principio, foi estipulado um valor limite (threshold) de 2% (HEBERT et al., 2003). Isso
quer dizer que as espécies identificadas pela metodologia apresentariam distancias
intraespecificas menores que 2% e distancias interespecificas maiores que 2%. Porém, como
as espécies apresentam historia evolutivas diferentes ndo seria possivel padronizar um
threshold para toda a biodiversidade. Entdo, Hebert et al. (2004) propuseram que para 0 grupo
de estudo, o threshold utilizado para definir o limite de espécie e indicar novas unidades deve
ser dez vezes a média intraespecifica. Ao aplicar esse limite em seu estudo, os autores
identificaram corretamente 90% das 260 espécies de aves analisadas (média intraespecifica de
0.27%; threshold de 2.7% - HEBERT et al., 2004).

Além da identificacdo e descoberta de novas espécies, 0 DNA barcoding apresenta
varias aplicabilidades, ganhando assim varios adeptos a metodologia. Na area de conservacao
da biodiversidade é capaz de atuar na identificacdo de ovos, larvas e formas juvenis de
espécies ameacadas obtidas, por exemplo, no comércio ilegal (COSTA; CARVALHO, 2007,
ARDURA; LINDE; MOREIRA et al., 2010). Na ecologia, através da identificacdo da dieta, a
partir do conteldo estomacal ou de fezes, que visa analisar como os habitos alimentares das
diferentes espécies afetam a comunidade (VALENTINI et al., 2009). Na biosseguranga, a
identificacdo dos organismos pode ser efetiva no controle de pragas na agricultura, espécies
invasoras e monitoramento da &gua (ARMSTRONG; BALL, 2005).

Apesar da metodologia ser empregada com sucesso em Varios grupos de animais
(passaros - HEBERT et al., 2004; peixes - WARD et al., 2005; borboletas - JANZEN et al.,
2009; répteis - NAGY et al.,, 2012), varias criticas tém sido levantadas. Algumas sao
metodoldgicas tais como a escolha do modelo de substituicdo (COLLINS et al., 2012) e o
marcador mitocondrial (problemas quanto a introgressao, presenca de pseudogenes, retencao
de polimorfismo ancestral) (MORITZ; CICERO, 2004). Enquanto outras s@o conceituais,
como: distinguir individuos de espécies que apresentam profunda estrutura filogeografica
(populagdes isoladas apresentam alta divergéncia intraespecifica — FREZL; LEBLOIS, 2008)
e se 0 DNA barcoding esta identificando espécies ou entidades moleculares (BLAXTER et
al., 2005).

Todas essas criticas sdo validas e discutidas por Collins e Cruickshank (2013), que,
inclusive, propdem possiveis solu¢des. Na verdade, definir uma espécie bioldgica ndo € uma
tarefa facil e por isso a designacdo ndo deve ser baseada em uma Unica categoria. Ou seja, 0
DNA barcoding apesar de representar uma poderosa ferramenta para a taxonomia, sem a

integracdo com outras abordagens (Taxonomia Integrativa — DAYRAT, 2005), torna-se
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simplesmente um identificador de unidades moleculares (FERRI et al., 2009; GALIMBERTI
etal., 2012).

Diante do exposto acima, o atual estudo propde analisar a distribuicdo da variacdo
genética das espécies do género Salminus, através da utilizacdo de marcadores moleculares
nucleares e mitocondriais, visando inferir sobre relagdes filogenéticas e padrdes
filogeogréaficos do grupo. Assim, estaremos contribuindo para o conhecimento da histéria
evolutiva do género. Estas informagGes ainda poderdo servir de subsidios para auxiliar tanto
na definicdo do status taxondmicos das espécies do grupo, que se apresenta bastante confuso,
guanto em programas de manejo e conservacao, atraves na identificacdo de linhagens isoladas

historicamente.
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4. Perguntas e Hipoteses
Com base nas lacunas de informacdes apresentadas na fundamentacdo tedrica para o

género Salminus trés perguntas originaram nosso estudo.

Pergunta 1: As divergéncias morfologicas observadas nas espécies S. hilarii e S. brasiliensis
séo resultados de linhagens divergentes?

A nossa hipdtese nula é que as divergéncias morfoldgicas observadas nas espécies S. hilarii e
S. brasiliensis ndo sdo resultados de linhagens divergentes, representando assim
polimorfismos intraespecificos, comuns em espécies com ampla distribui¢do. Para testar essa
hipétese empregaremos a metodologia de DNA barcoding que avaliard se a divergéncia
genética apresentada por S. hilarii e S. brasiliensis é inferior & diversidade genética
encontrada entre espécies. Caso seja refutada (hipdtese alternativa), Salminus é constituido

por mais unidades moleculares e seu status taxondmico precisa ser reavaliado.

Pergunta 2: Quais foram os eventos historicos responsaveis pelos processos de diversificacoes
do género Salminus?

Devido a ampla e disjunta distribuicdo das espécies de Salminus nas principais bacias
hidrograficas sul-americanas, nossa hipOtese é que os eventos de vicariancia foram os
responsaveis pelos processos de diversificacdo do género. Para determinar a sequéncia de
eventos responsaveis pela diversificagdo das espécies de Salminus nos reconstruimos a
filogenia do género, com base em marcadores mitocondriais e nucleares, estimamos o tempo
de divergéncia e relacionamos com 0s eventos geoldgicos que mudaram a paisagem

hidroldgica.

Pergunta 3: E possivel distinguir entre as assinaturas filogeogréaficas dos eventos de
vicariancia e geodispersao?

Apesar de refletirem distintos padrdes biogeograficos, vicariancia e geodispersao podem
apresentar mesma assinatura filogenética em casos de reestabelecimento de barreiras. Nossa
hipbtese é que evento de geodispersdo apresente como assinatura filogeografica marcada por
um evento fundador. Para testar essa hipltese, empregamos a computacdo bayesiana
aproximada (ABC) para distinguir entre as assinaturas filogeograficas dos eventos e assim

testar hipoteses alternativas que influenciaram a historia evolutiva de peixes sul-americanos.



49

5. Objetivos

5.1 Objetivo geral

Avaliar, por meio de filogenia molecular, a sistematica vigente para 0 género
Salminus, para examinar as relacdes evolutivas entre as espécies e inferir sobre 0s eventos

biogeograficos que influenciaram o padréo atual de distribuicdo geogréafica do género.

5.2 Objetivo especificos

- Empregar o DNA barcoding para delimitar as espécies do género Salminus;

- Propor uma filogenia molecular para as espécies do género utilizando marcadores
moleculares (mitocondrial e nuclear);

- Analisar os padrbes filogeograficos inferidos para Salminus, com a finalidade de
compreender a influéncia dos processos historicos, climéticos e geoldgicos na distribui¢do da
atual do género.

- Utilizar abordagem bayesiana baseada em modelos para testar hipoOteses alternativas e
distinguir entre as assinaturas filogeograficas de vicaridncia e geodispersdo na histéria

evolutiva de peixes sul-americanos.
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Resumo
Salminus é um género constituido por quatro espécies de peixes migratorios e predadores topo
de cadeia alimentar. Embora seja um grupo com grande importancia econémica e ecoldgica,
sua taxonomia ndo estd completamente esclarecida. O objetivo deste estudo foi detectar se 0s
problemas taxondmicos previamente verificados sdo consequéncias de linhagens divergentes
dentro das espécies. Em caso afirmativo, nds queremos saber se essas divergéncias sdo
suficientes para sinalizar tdxons potencialmente ndo descritos. Para isso, n6s empregamos as
andlises tradicionais do DNA barcoding e GMYC (generalized mixed Yule-coalescent)
baseadas no gene COI e reconstrucdo de Inferéncia Bayesiana (IB) para o marcador nuclear
RAG2 em todas as espécies de Salminus atualmente reconhecidas, com uma amostragem
distribuida por diferentes bacias hidrograficas. Oito MOTUs (Molecular Operation
Taxonomic Units) foram determinadas por ambas metodologias, e recuperadas nas analises
topograficas do gene COIl com Neighbor-Joining (NJ) e IB. Apenas S. affinis e S.
franciscanus formaram haplogrupos monofiléticos. S. brasiliensis e S. hilarii apresentam,
respectivamente, duas e quatro linhagens mitocondriais distintas e distancias intraespecificas,
baseada em K2P (Kimura 2-Parametros), maiores que o 6timo threshold (OT) estimado
(1.1%). A arvore do gene nuclear RAG2 suportou apenas duas linhagens de S. hilarii, mas
nenhuma do S. brasiliensis. Todas essas linhagens mitocondriais, para ambas as espécies,
apresentam correspondéncia com os polimorfismos morfologicos descritos em estudos
prévios. NGs sugerimos um novo cenario taxondmico constituido por seis espécies (S. affinis,
S. franciscanus, S. brasiliensis, S. hilarii, S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia) e a necessidade
desse novo conhecimento ser considerado nas politicas de conservacao no territorio brasileiro
para Salminus.
Palavras chaves: Analise GMYC, espécies-cripticas, marcador nuclear, MOTU, peixes

neotropicais de agua doce, polimorfismo morfolégico.
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Introducao

A ictiofauna Neotropical de &gua doce é umas das mais diversas do mundo. Estimativas atuais
indicam que essa diversidade pode ser ainda maior, uma vez que cerca de 30-40% dos peixes
ainda ndo foram descritos (de Carvalho et al., 2011), principalmente devido a presenca de
espécies cripticas (Albert & Reis, 2011; Reis, Kullander, & Ferraris Jr., 2003). Para acelerar a
descoberta de espécies, 0 DNA barcoding — que emprega um sistema de bioidentificacdo
animal global através do uso de um marcador mitocondrial Citocromo C Oxidase | (COI;
Hebert, Cywinska, Ball, & DeWaard, 2003) — tem sido proposto como uma estratégia viavel e
eficiente para ajudar revisdes taxonomicas em peixes Neotropicais (Bellafronte, Mariguela,
Pereira, Oliveira, & Moreira-Filho, 2013; Costa-Silva, Rodriguez, Roxo, Foresti, & Oliveira,
2015; de Carvalho et al., 2011; Pereira, Hanner, Foresti, & Oliveira, 2013; Pereira, Malia,
Hanner, Foresti, & Oliveira, 2011; Rosso, Mabragafia, Gonzélez Castro, & Diaz de Astarloa,
2012). Embora empregado com sucesso em protocolos de identificagdo e delimitacdo de
varios grupos de animais (aves, Hebert, Stoeckle, Zemlak, & Francis, 2004; borboletas,
Janzen et al., 2009; répteis, Nagy, Sonet, Glaw, & Vences, 2012; peixes, Ward, Zemlak,
Innes, Last, & Hebert, 2005), atualmente, a metodologia é frequentemente utilizada como um
componente de abordagens integrativas para a delimitacdo de espécies (Dayrat, 2005),
juntamente com o uso de marcadores nucleares.

O género Salminus tem sido identificado como um dos grupos de peixes Neotropicais
que pode vir a ser beneficiado com a abordagem de DNA barcoding. Considerado um género
monofilético da familia Bryconidae (Oliveira et al., 2011), é constituido por peixes
migratorios de médio e grande porte apreciados na pesca comercial e esportiva (Lima &
Britski, 2007). As espécies de Salminus estdo distribuidas por todas as principais bacias

hidrograficas sul-americanas, ocorrendo em rios de primeira e segunda ordem. Os adultos sdo
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predadores topo de cadeia apresentando um papel chave na dindmica, funcionamento e
estrutura dos ecossistemas de agua doce. Apesar de sua importancia ecoldgica e comercial, a
taxonomia de Salminus é ainda pobremente resolvida (Lima & Britski, 2007).

Atualmente, quatro espécies sdo reconhecidas em Salminus (Lima & Britski, 2007;
Lima et al., 2003): (i) Salminus affinis (Steindachner, 1880), restrita as bacias do rio
Magdalena, Rancheria e Sinu, na Colémbia; (ii) Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816),
encontrada por toda bacia Platina (composta pelas bacias do Parand, Paraguai e Uruguai) na
Argentina, no Paraguai, Uruguai e Brasil, bacia do Iguacu e drenagem de Lagoa dos Patos no
Brasil; (iii) Salminus franciscanus (Lima & Britski, 2007), endémica da bacia do S&o
Francisco, Brasil; e (iv) Salminus hilarii (Valenciennes, 1850), distribuida nas bacias do Alto
rio Parang, Sdo Francisco e Tocantins-Araguaia no Brasil, e nas bacias do Alto Amazonas e
Orinoco no Brasil, Colombia, Equador, Peru e Venezuela (Fig. 1).

Caracteres morfoldgicos tém sido tradicionalmente empregados para delimitar as
espécies de Salminus. No entanto, a necessidade de empregar ferramentas adicionais para a
identificacdo das espécies tornou-se evidente nos Ultimos anos. Variacdo intraespecifica em
caracteres morfoldgicos empregados como diagndsticos, por exemplo, tém sido observados
em S. brasiliensis e S. hilarii (Rosso et al., 2012; Shibatta & Garavello, 1993,
respectivamente). Para S. hilarii, as diferencas morfoldgicas observadas ocorrem entre as
bacias hidrograficas (Lima, 2006): espécimes das bacias hidrograficas do Tocantins-Araguaia,
Alto Amazonas e Orinoco sdo diferentes daqueles encontrados no Alto rio Parana e S&o
Francisco. Essa diferenca fenotipica € considerada pelo autor como suficiente para se dar um
novo tratamento taxondmico aos dois grupos: ambos devem ser elevados ao nivel de espécie.
Shibatta e Garavello (1993), analisando apenas espécimes da bacia do Alto rio Parana e rio
Sdo Francisco, também identificaram variagdo morfologica significativa entre espécimes de

cada bacia hidrografica, sugerindo a necessidade de mudancas taxonémicas para a espécie.
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Diante dessas variacdes morfologicas entre bacias, é necessario identificar se dados
moleculares igualmente suportam a existéncia de mdltiplas linhagens evoluindo
independentemente dentro do que atualmente é reconhecido como S. hilarii.

Polimorfismo morfolégico também foi documentado para S. brasiliensis, que
apresenta uma delimitacdo de espécie controversa. A lista de espécies de peixes de &gua doce
da América do Sul (Lima et al., 2003), ndo suporta a presenca de multiplas linhagens dentro
de S. brasiliensis e sinonimizou todos os nomes disponiveis na literatura. Entretanto, Rosso et
al. (2012), utilizando dados meristicos e caracteres morfoldgicos, juntamente com dados
moleculares (DNAmit), sugeriram que alguns espécimes coletados na Planicie dos Pampas
(Argentina) constituiam uma distinta espécie de Salminus.

Diante da complexa taxonomia do género, nés empregamos a analise tradicional de
DNA barcoding e uma moderna abordagem quantitativa de delimitacdo de espécies (GMYC),
juntamente com analises para um marcador nuclear (RAG2 — Recombination Activating Gene
2) para contribuir com a sistematica do grupo. Nés especificamente perguntamos se as
diferencas morfologicas observadas em S. hilarii e S. brasiliensis correspondem a linhagens
divergentes, e, se sim, se a quantidade de divergéncia genética observada é similar ao que €
detectado entre as espécies nominais. NOs usaremos esses resultados para sinalizar potenciais

taxons ndo descritos e para preencher lacunas de conhecimento que necessitem de atencao.

Material e Métodos

Material amostrado
Um total de 111 espécimes, representando as quatro espécies nominais e dois espécimes do
género Brycon (grupo externo mais estreitamente relacionado a Salminus (Orti e Meyer,

1997), foram coletados em distintas bacias hidrograficas da América do Sul, ou obtidos de
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pesquisadores colaboradores (Tabela 1, Fig. 1). Amostras bioldgicas consistiram de
fragmentos da nadadeira peitoral e apenas 23 vouchers, representando as espécies encontradas
em diferentes regides, foram depositados em colecdes ictioldgicas. Os demais espécimes
foram devolvidos ao rio depois da coleta do tecido. A op¢do de devolugdo do animal ao
habitat se deve ao atual status de conservacdo do género (reducdo acentuada dos estoques
naturais devido as acles antropicas). As informacbes dos espécimes estdo publicamente
disponiveis através no Barcode of Life Data System (BOLD), projeto DNA barcoding de

Salminus (Characiformes), codigo PBS.

Extracdo de DNA, amplificacéo, purificacdo e sequenciamento

Nos extraimos o DNA genémico a partir do fragmento da nadadeira peitoral através da
utilizacdo do protocolo de precipitagdo salina, proposto por Aljanabi & Martinez (1997).
Posteriormente, 700 pb (pares de base) foram amplificados da regido 5’ do gene COI
utilizando os primers FishF1 e FishR1 (Ward et al., 2005). As rea¢6es de PCR ocorreram em
um volume final de 25 uL contendo 16,9 uL de agua mili-Q, 2,5 pL tampdo 10X de PCR
Invitrogen (1X), 2,5 uL ANTPs (0,25 mM), 1 uL MgCl2 (2 mM), 0,5 uL de cada primer (0,2
uM), 0,1 pL Platinum® Taq polimerase (0,5 unidade) e 1uL DNA (50ng/uL). As condigdes
para amplificacdo do gene foi uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 min, seguido de 35
ciclos de 30s a 94°C, 45s a 52°C, 1 min a 72°C; finalizando a temperatura de extensdo de 72°C
por 10 min. Para amplificar 1000 pb do marcador nuclear RAG2, n6s usamos 0S primers,
reacOes e condicdes de reacdo da cadeia da polimerase (PCR) descritas por Oliveira et al.
(2011). Todas as reagbes de PCR foram realizadas em termociclador Veriti® 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems). Apds a verificacdo da amplificacdo em gel de agarose a 1%,
todos os produtos de PCR foram purificados utilizando o protocolo de polietilenoglicol 20%

(Kusukawa et al., 1990). Os fragmentos foram sequenciados em sequenciador automatico
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ABI3730XL, Applied Biosystems. As sequéncias e eletroferogramas (trace files) foram
também depositados na BOLD. As sequéncias (COl e RAG2) estdo também disponiveis

GenBank (ver Tabela S1 para os numeros de acesso).

Anélise de dados

Nos alinhamos e editamos todas as sequéncias obtidas utilizando o software Geneious R7
v6.1.6 (Kearse et al., 2012) e as combinamos com sequéncias COI de referéncia das espécies
S. brasiliensis, S. franciscanus e S. hilarii que ja estdo disponiveis no banco de dados da
BOLD (as sequéncias referéncias recebem a identificacdo dos projetos a qual fazem parte,
FARGB, FUPR e BSB, juntamente com uma numeracao). Essas sequéncias de referéncia séo
consideradas “perfis barcode”, ou seja, seu status taxonomico ja foi previamente confirmado
através de analises morfoldgicas.

O critério para a delimitacdo de espécies através do DNA barcoding utiliza as
informagdes de monofilia (baseado no método de construcdo topoldgica) e divergéncia
genética. Em geral, os taxons definidos pela metodologia sdo congruentes com as espécies
bioldgicas e apresentam baixa divergéncia intraespecifica e altas divergéncias interespecificas
(a diferenga entre essas distancias criaria uma lacuna, denominada de Barcoding gap) quando
comparadas com o threshold adotado (Hebert et al., 2004). Para determinar o ponto de corte,
noés evitamos o emprego de um valor padronizado, como o threshold de 2% adotado para a
identificacdo dos peixes Neotropicais (Pereira et al., 2013), pois 0s taxons apresentam taxas
mutacionais variaveis e diferentes historias de vida. NOs, entdo, calculamos o valor,
denominado de otimo threshold (OT), de divergéncia molecular diretamente do nosso
conjunto de dados, utilizando a fun¢do “localMinima”, um meétodo experimental
implementado no pacote SPIDER (SPecies IDentity and Evolution in R; Brown et al., 2012)

para a plataforma R (http://www.R-project.org). Essa funcdo é baseada no conceito de
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barcoding gap (Meyer & Paulay, 2005). O grafico de densidade das distancias genéticas
gerado apresentard uma depressdo que representa 0 ponto onde ocorre a transicdo entre as
distancias intra e interespecificas. A vantagem deste método é ndo necessitar de conhecimento
a priori sobre a identidade das espécies para determinar o OT (Brown et al., 2012). Apos
estabelecer o OT, nos utilizamos o seu valor para obter as unidades taxonémicas operacionais
moleculares no software jMOTU (Jones et al., 2011) (MOTUs, em inglés, molecular
operational taxonomic unit; Blaxter et al., 2005; Galimberti et al., 2012). As MOTUs sdo
agrupamentos de sequéncias que agem como representantes gendémicos das entidades
moleculares. Portanto, elas ndo representam as espécies, mas unidades moleculares, conceito
comumente abordado no DNA barcoding (Casiraghi, Labra, Ferri, Galimberti, & de Mattia,
2010).

N6s usamos o Mega 6 (Tamura et al., 2013) para calcular as médias das distancias
genéticas intra e interespecifica, baseada no modelo de evolucdo Kimura 2-paramétros (K2P)
(Kimura, 1980). Uma topologia de Neighbour-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) foi
construida sob esse mesmo modelo com o objetivo de representar graficamente as
divergéncias entre as espécies. O suporte dos clados foram avaliados por Bootstrap (1000
pseudo-réplicas), conforme Felsentein (1985).

Todas as andlises descritas acima sdo padrbes nos estudos empregando DNA
barcoding. Devido as criticas em relacéo ao uso do K2P como modelo de substituicdo (Meyer
& Paulay, 2005), nés também utilizamos a distancia p, como proposto por Collins, Boykin,
Cruickshank e Armstrong (2012), e o melhor modelo indicado pelo software jModelTest 3.7
(K80+G; Posada, 2008). Diferencas entre os trés modelos foram minimas e estavam
relacionadas a quantidade de divergéncia genética estimada e a configuracdo da topologia da
arvore. Por esta razdo, nds apenas mostraremos os resultados baseados no emprego do modelo

de K2P.
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Além da tradicional abordagem baseada em distancia para delimitar os grupos de
DNA mitocondrial (DNAmit), nds também utilizamos uma abordagem filogenética usando
GMYC (General mixed Yule Coalescent). Este método explora, a partir de uma arvore
ultramétrica, a diferenca prevista nas taxas de ramificacdo entre os eventos de especiacao e
extingdo (relagBes interespecificas) e os eventos de coalescéncia (relagbes intraespecificas),
com base no comprimento dos ramos. Assim, 0 método detecta mudangas nos comprimentos
dos ramos que estariam associados a transicdo entre especiacdo/extingdo e coalescéncia, e
consequentemente, aos limites especificos (Pons et al., 2006). A anélise de GMYC necessita
de uma arvore ultramétrica, que foi determinada usando o BEAST v.2.2.1 (Bouckaert et al.,
2014) sob as seguintes condi¢6es: modelo de substituicdo calculado no Partition Finder 1.1.1
(sera discutido a seguir), relégio molecular relaxado com uma distribuicdo de lognormal e o
modelo de especiacéo birth-death, conforme sugerido por Costa-Silva et al. (2015). O modelo
de GMYC foi conduzido no pacote SPLITs (SPecies LImits by Threshold Statistics;
Monaghan et al., 2009) do R utilizando o método de threshold Unico, ou seja, detecta um
Unico ponto de transicdo entre 0s processos de especiacdo/extingdo e coalescéncia, e
parametro de intervalo padrdo (intervalo = c¢(1,10)). Devido ao fato do GMYC ser baseado em
uma funcdo de verossimilhancga que esta diretamente relacionada com processos evolutivos, o
método proporciona um avanco no processo de delimitacdo de espécies baseado em dados
moleculares.

Para testar se as conclusdes fornecidas pela a aplicacdo do DNA barcoding e GMYC,
ambos baseados no gene COI, séo replicadas quando marcadores adicionais (independentes)
sdo empregados, nos realizamos a reconstrucdo da topologia do gene nuclear RAG2 através
da abordagem de Inferéncia Bayesiana. Para isso, n6s sequenciamos dois individuos de cada
MOTU, identificada previamente pelas analises do DNAmit. Antes de proceder com as

andlises filogenéticas, n6s checamos possiveis eventos de recombinacdo com RDP3.44
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(Martin & Rybicki, 2000). N6s também avaliamos a saturacdo das substituicbes para ambos
marcadores (COl e RAG2) através do indice de saturacdo de substituicdo (Iss) baseado em
entropia, estimado no DAMBE (Xia, Xie, Salemi, Chen, & Wang, 2003). Essa avaliacdo
certifica se 0 nosso conjunto de dados € apropriado para reconstrucdes filogenéticas. Modelos
de evolucdo e o melhor esquema de particdo, incluindo particdes por codon, foram
determinadas no Partition Finder 1.1.1 usando o critério de informacdo bayesiana (Lanfear,
Calcott, Ho, & Guindon, 2012).

Todas as analises bayesianas foram realizadas no BEAST v.2.2.1. Quatro cadeias
independentes de Markov foram iniciadas a partir de &rvores aleatorias e corridas com 10
milhdes de geracdes, com parametros e arvores sendo salvas a cada 1000 geracdes. Para o
burn-in foram descartadas 25% das topologias, e os arquivos de log e tree foram combinados
utilizando LogCombiner v.1.8.0 (Drummond, Suchard, Xie, & Rambaut, 2012). A mixagem
apropriada dos dados foi verificada com o Tracer v1.5 (Rambaut & Drummond, 2007), e 0
tamanho efetivo da amostragem (ESS, em inglés, effective sample size) de 200 ou mais foi

necessario para todos os parametros.

Resultados

Depois do alinhamento e da edicdo das sequéncias, a média do comprimento dos 137
fragmentos do gene COI (111 sequéncias obtidas no presente estudo e 26 sequéncias do banco
de dados da BOLD) foi 616 pb (variagdo de 534-647). Do total dos 647 pb analisados, 128
sitios foram polimorficos. A maioria dos sitios polimorficos ocorreram na terceira posi¢cdo dos
cddons (88.64%, 117 sitios) ndo alterando o aminoacido produzido; apenas 11 mutacOes
foram ndo sindnimas: duas mudancas na primeira posicdo do cédon, uma na segunda e as

demais mutacGes na terceira posi¢do do cédon. Nenhuma insercéo, delecdo ou stop codon foi
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observado, suportando a hipdtese de que todos os fragmentos sdo sequéncias funcionais do
gene COIl e ndo NUMTSs (pseudogenes mitocondriais nucleares).

A fun¢do “LocalMinima” no SPIDER propos um OT de 0.0112 (ou 1.1%) como o
valor que acarreta na possivel transicdo entre as distancias intra e interespecificas. Este valor
ndo apresentou erros acumulativos (a soma entre falsos positivos e falsos negativos),
calculados a partir da fungdo “threshVal” do mesmo pacote. Duas espécies de Salminus
apresentaram distancias intraespecificas maiores que o OT: S. brasiliensis (maxima de 8%,
média de 3.6%) e S. hilarii (maxima de 11.1%, média de 5%, Tabela S2). Oito MOTUs foram
identificadas usando o OT como o ponto de corte barcode no jMOTU. Singletons (MOTUS
representadas por uma Unica sequéncia) nao foram identificados. Apenas 0s espécimes de S.
affinis e S. franciscanus representaram uma MOTU cada. Quatro e duas MOTUS
correspondem as espécies validas S. hilarii e S. brasiliensis, respectivamente.

Comparando os resultados das MOTUs com os haplogrupos obtidos pela arvore de NJ
(Fig. 2.1), n6s identificamos uma estreita relacdo entre eles. A topologia de NJ agrupou todas
as sequéncias dentro de oito grandes haplogrupos fortemente suportados; apenas duas dessas
linhagens monofiléticas correspondem as espécies atualmente reconhecidas: o haplogrupo 3
incluiu todos os individuos associados com a espécie nominal S. affinis, enquanto o
haplogrupo 5 incluiu individuos reconhecidos como S. franciscanus. Os nomes S. brasiliensis
e S. hilarii sdo atualmente utilizados para identificar pelo menos duas distintas linhagens
mitocondriais estruturadas geograficamente que ndo formam grupos monofiléticos. Os
hapldtipos COI de S. hilarii estdo divididos em quatro haplogrupos (1, 2, 7, 8), constituidos de
espécimes da bacia amazonica (passara a ser denominado de S. sp. Amazonas, uma vez que 0
marcador nuclear também suporta que é uma unidade distinta daquela conhecida como S.
hilarii), bacia do Tocantins-Araguaia (denominado S. sp. Araguaia, pelo mesmo motivo

discutido anteriormente), bacia do Sao Francisco (S. hilarii 1), e bacias do Alto rio Paranéa e
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Séo Francisco (S. hilarii 2), respectivamente. Hapl6tipos de S. brasiliensis foram estruturados
em dois haplogrupos: o haplogrupo 4 apresenta espécies provenientes das bacias do Uruguai e
Paraguai e drenagem da Lagoa dos Patos (S. brasiliensis 1), e o haplogrupo 6 foi formado por
peixes do Alto rio Parana e 3 espécimes da bacia do Uruguai (S. brasiliensis 2).

Considerando os oito haplogrupos como as MOTUs, as médias das distancias dentro
de cada MOTU (intra-MOTU) foi menor que o OT. As médias das distancias genéticas entre
MOTUs (inter-MOTU) foram acima do 1.1%, mesmo quando as duas linhagens atualmente
chamadas de S. brasiliensis (S. brasiliensis 1 e S. brasiliensis 2) e as quatro MOTUs
atualmente associadas com o nome S. hilarii foram comparadas entre si. A distancia inter-
MOTU mais proxima do OT foi observada entre S. hilarii 1 e S. hilarii 2 (1.7%, Tabela 2).

No6s comparamos as maximas distancias intraespecificas e minimas distancias
interespecificas para cada espécie nominalmente reconhecida (Fig. 3) através da aplicagdo do
threshold do DNA barcoding. Esta abordagem distribui as unidades taxondmicas em quatro
quadrantes (Fig. 3). O quadrante | incluiu S. affinis e S. franciscanus, ambos apresentando
distancias intraespecificas mais baixas que 1.1% e distancias interespecificas maiores que
1.1%. O quadrante Il, frequentemente utilizado para sinalizar a potencial existéncia de
espécies cripticas (Hebert et al., 2004), incluiu S. brasiliensis e S. hilarii, como reconhecidas
atualmente, com distancias intra e interespecificas maiores que 1.1%. Nenhum grupo caiu nos
quadrantes Il e IV. O quadrante Il é empregado para identificar casos de sinonimia,
divergéncia recente e hibridizagdes (distancias intra e interespecificas <1.1%). O quadrante
IV sinaliza casos de auséncia de correspondéncia entre taxonomia e identificacdo baseada em
DNAmit (distancia intraespecifica >1.1% e distancia interespecifica <1.1%) (Hebert et al.,
2004). Quando as oito MOTUS sdo consideradas, o quadrante | abriga todas elas (dados néo

apresentados).
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Nenhum sinal de saturacdo foi observado entre os marcadores (COIl Is= 0.118,
Issc=0.804 para arvore simétrica, 0.773 para arvore ndo simétrica, p < 0.000; RAG2 15s=0.015,
Issc =0.759 para arvore simétrica, 0.579 para arvore nao simétrica, p < 0.000). O modelo mais
apropriado para a substituicdo de nucleotideos, o qual foi particionado para cada marcador por
codon, esta na Tabela S3. Nds ndo detectamos evidéncias de recombinagéo para 0 RAG2.

Considerando Brycon sp. como o grupo externo, a maxima verossimilhanga para o
modelo de GMYC foi significativamente superior (L = 1458.26) a verossimilhanca do modelo
nulo (Lo = 1443.717, p-value 0.000). O Unico ponto de transicdo entre 0s processos de
coalescéncia e especiacdo/ extingdo, linha cinza vertical na Fig. 2.2, das analises de GMYC
sugerem a presenca de nove ML entidades (consideradas “espécies” para a analise) com um
intervalo de confianca de 7-10. O GMYC recuperou 0s mesmos oito grandes haplogrupos
identificados pela anélise de NJ (Fig. 2.2). A nona entidade molecular foi constituida pelos
espécimes de Brycon sp. Nesta andlise bayesiana, S. sp. Amazonas recuperou aparentemente
uma estruturacdo entre o rio Madeira (S1_015, SI_016 e SI_017) e os rios Amazonas e
Orteguaza (SI_019, S1_020, SI_024 e S1_026) (Fig. 2.2).

A topologia bayesiana no marcador nuclear, recuperou cinco clados com alta
probabilidades posteriores, dos quais quatro corresponderam as MOTUs identificadas na
arvore do gene COI: S. affinis (clado 1), S. sp. Araguaia (clado 2), S. sp. Amazonas (clado 3),
S. franciscanus (clado 4) e um clado (5) constituido por espécimes S. brasiliensis 1, S.
brasiliensis 2, S. hilarii 1 e S. hilarii 2 (Fig. 4). Neste ultimo grupo, as rela¢fes entre essas

MOTUs foram fracamente suportadas, com probabilidades posteriores inferiores a 40%.
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Discussao

As MOTUs nem sempre correspondem as espécies (conceito bioldgico — Coyne & Orr, 2004),
porém a identificacdo das unidades taxondmicas moleculares é uma abordagem preliminar
poderosa no DNA barcoding porque nédo € afetada pela nomenclatura vigente, servindo como
um ponto de partida para auxiliar nas abordagens de delimitacdo de espécies (Blaxter et al.,
2005). Por esta razéo, de acordo com 0 DNA barcoding, Salminus ndo deve ser composto por
apenas quatro espécies nominais atualmente validas. As oito MOTUs estimadas por diferentes
métodos (jMOTU e GMYC) e observadas nas topologias de NJ e IB (Fig. 2), associada a
informacéo das altas distancias intraespecificas em S. brasiliensis e S. hilarii, sdo evidéncias
de que existem outras unidades taxonémicas dentro do género. Enquanto S. affinis e S.
franciscanus foram aqui recuperadas como entidades moleculares bem definidas e espécies
sem incoeréncia taxonémica, para S. brasiliensis e S. hilarii, os polimorfismos morfoldgicos
entre bacias hidrograficas descritos em estudos prévios (Lima, 2006; Rosso et al., 2012)
podem estar relacionados com as linhagens genéticas divergentes do presente estudo.

No geral, a aplicagdo do DNA barcoding sugere um novo cenario para as espécies que
constituem o género Salminus. S. affinis e S. franciscanus ndo necessitam passar por revisoes;
S. brasiliensis deveria ser 0 nome utilizado para espécimes originados das bacias do Baixo rio
Parand, Paraguai e Uruguai (aqui denominados de S. brasiliensis 1); S. hilarii deveria ser
usado como o nome valido dos espécimes da bacia do Sao Francisco (aqui nomeados de S.
hilarii 1). Finalmente, o0 DNA barcoding suporta quatro espécies candidatas: S. sp.
Amazonas, S. sp. Araguaia, S. hilarii 2 e S. brasiliensis 2. A andlise utilizando o marcador
RAG2 suporta apenas S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia como potenciais novas unidades

bioldgicas, mas ndo S. hilarii 2 e S. brasiliensis 2 (Fig. 4). Para essas duas Ultimas, nos
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seremos cautelosos em definir o real status taxondmico e sugeriremos mais investigacdes para

testar a provavel presenca de espécies ndo reconhecidas.

Diversidade criptica em S. brasiliensis

Individuos atualmente reconhecidos como S. brasiliensis tém sido reportados na literatura
como Salminus maxillosus, Salminus cuvieri e Salminus orbignyanus, inclusive como
integrante de outros géneros (Hydrocynus brasiliensis, Hydrocyon brevidens, Salmo 27-
radiatus e Salmo auratus) (Lima et al., 2003). Apesar desta complexa nomenclatura, Géry e
Lauzanne (1990) sinonimizou todos os nomes e reconheceu S. brasiliensis como uma unica
unidade bioldgica. Entretanto, nossas andlises barcoding revelaram duas MOTUs bem
definidas dentro da espécie nominal S. brasiliensis, que apresentam 7.2% de divergéncia entre
essas duas linhagens, aproximadamente sete vezes maior que o OT (1.1%).

Rosso et al. (2012), avaliando a eficiéncia do DNA barcoding para a ictiofauna da
Planicie dos Pampas, na Argentina, tambeém identificou uma profunda divergéncia entre duas
linhagens de S. brasiliensis. Alguns desses especimes foram utilizadas em nossas analises
(sequéncias FARGB na Fig. 2). Uma dessas linhagens agrupou com espécimes do Paraguai e
Uruguai e formaram S. brasiliensis 1. A outra linhagem divergente, constituida por um Unico
haplotipo (FARGB315), agrupou com espécimes do Alto rio Parana e duas do rio Uruguai e
formaram S. brasiliensis 2. Como a localizacdo do hol6tipo de S. brasiliensis foi descrita para
a regido do Pantanal, bacia do rio Paraguai (Géry & Lauzanne, 1990), S. brasiliensis 1
representa a espécie nominal S. brasiliensis, enquanto S. brasiliensis 2, constituida por
espécimes do Alto rio Parana e 3 espécimes do rio Uruguai, necessita ser avaliada quanto aos
seu status taxondmico, ou seja, se essa unidade representa uma linhagem diferente de S.

brasiliensis ou se € uma nova espécie.
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A andlise com um marcador nuclear (RAG2) falhou em reconhecer os haplogrupos de
S. brasiliensis como linhagens independentes. Devido as baixas taxas de substituicdo do
RAG2 em relagdo ao COl, as relagdes entre S. brasiliensis (1 e 2) e S. hilarii (1 e 2) ndo
foram esclarecidas (Fig. 4). Portanto, a parafilia de S. brasiliensis é suportada apenas se
assumirmos que a topologia do COlI reflete a verdadeira histéria da espécie.

Baseado na andlise DNA barcoding, n6s sugerimos uma revisdo abrangente dos
espécimes do Alto rio Parana e suas relacbes com espécimes de S. brasiliensis da localidade
tipo e demais regides. Embora a amostragem do presente estudo indique que os haplogrupos
estdo segregados por bacias hidrogréaficas, estudos futuros podem encontrar multiplas
linhagens em uma mesma localidade (conforme encontrado no haplogrupo 6). Durante a
construcdo da usina hidrelétrica de Itaipu (e consequente afogamento das Cataratas de Sete
Queda), uma extensdo de 150 Km do rio, pertencente ao Baixo rio Parand, foi incorporada ao
Alto rio Parand. Esta agdo, associada a implementacdo de um rio artificial (canal de
piracema), que conecta o reservatorio de Itaipu a porcdo a jusante da usina, permitindo o
fluxo da fauna, potencialmente facilitou o contato entre linhagens mitocondriais isoladas

desde a formacdo das Cataratas de Sete Quedas (Prioli et al., 2012).

Diversidade criptica em S. hilarii
Ambos marcadores (mitocondrial e nuclear) revelaram que espécimes de S. hilarii do Alto rio
Parana e Sao Francisco (localidade tipo) tem evoluido independentemente dos especimes das
bacias do Amazonas e Tocantins-Araguaia (Figs. 2, 4). Este dado corrobora prévias analises
morfologicas (Lima, 2006) e moleculares (Abe et al., 2014).

A novidade das nossas analises é a descoberta de que espécimes do Amazonas e
Tocantins-Araguaia sdo também distintos entre si, tanto com marcador mitocondrial quanto o

nuclear (S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia, respectivamente). A média da distancia genética
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entre esses dois grupos foi de 8.5%, valor considerado suficiente para serem considerados
distintas entidades bioldgicas, considerando nossas analises de DNA barcoding. Embora
variagdes morfoldgicas nos espécimes do Amazonas e Tocantins-Araguaia tenham sido
consideradas apenas em nivel intraespecifico (Lima, 2006), nossa proposta, baseada nas
analises moleculares de delimitacdo de espécie e no marcador nuclear, é que ambas MOTUs
sejam elevadas ao nivel de espécie.

Outro problema taxonémico que nos investigamos esta relacionado aos espécimes das
bacias do Alto rio Parané e Séo Francisco. Shibatta & Garavello (1993), baseado em analise
de componentes principais de dados morfométricos, sugeriram que ambas as bacias
apresentam distintas unidades taxondmicas. DNA barcoding também suportou duas linhagens
bem definidas, porem esta ndo é coincidente com as bacias hidrogréaficas: S. hilarii 1
(constituida apenas por espécimes da bacia do S&o Francisco) e S. hilarii 2 (composta por
espécimes tanto do Alto rio Parand quanto do Sdo Francisco). A divergéncia inter-MOTU
entre elas foi de 1.7%, valor proximo ao OT (Tabela 2).

E impossivel determinar qual MOTU representa a espécie S. hilarii, uma vez que o
hol6tipo € da bacia do rio Sdo Francisco e ambas MOTUSs apresentam espécimes dessa bacia
(Fig. 2). Mesmo ndo existindo estruturacdo em bacias hidrogréaficas dessas MOTUSs, nos
hipotetizamos que essas linhagens poderiam ter evoluido separadamente em cada bacia e
experimentaram um contato secundario, um vez que ndo existe compartilhamento de
hapldtipos entre as bacias do rio Alto Parana e o rio Sdo Francisco, na MOTU S. hilarii 2.
Esse contato secundario pode ter derivado de capturas de cabeceira historicas (Buckup, 2011)
ou ter sido promovido pela acdo antrépica, como a transposicao do sistema hidrografico do
Piumhi que corria para a bacia do Parané e teve o seu curso mudado, passando a fazer parte
da bacia do S&o Francisco (Moreira-Filho & Buckup, 2005). Esses eventos poderiam explicar

0 porqué de alguns espécimes do Sdo Francisco agruparem com individuos do Alto Parana e
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também concordariam com os resultados de Shibatta e Garavello (1993). Se consideramos
esta explicacdo, S. hilarii 1 seria a MOTU que representaria a espécie S. hilarii. De qualquer
forma, uma andlise morfoldgica detalhada, incluindo o holétipo, e estudos filogeogréficos

para avaliar o real status taxonémico dessas MOTUs ainda é necessario.

Conclusdes e Aplicacao

O atual estudo suporta que o DNA barcoding (baseado em distancia e em modelos, GMYC) é
uma adequada ferramenta para revelar incertezas taxondmicas dentro de espécies de peixes.
Esta metodologia, associada a analise com gene nuclear, mostrou a existéncia de, no minimo,
duas novas candidatas a espécies no género Salminus, representadas aqui como S. sp.
Amazonas e S. sp. Araguaia. Diante dessa conclusdo, o género passaria a ser constituido por
seis espécies. S. brasiliensis 2 e S. hilarii 2 foram suportadas apenas pelo marcador
mitocondrial. Para essas unidades moleculares, n6s encorajamos novos estudos, utilizando
outro marcador nuclear mais elucidativo para melhor definir seus status taxonémicos.

Além da taxonomia, outro impacto dos nossos resultados estd na implementacao de
politicas conservacionistas para 0 género Salminus. Todas as espécies estdo passando por um
severo declinio populacional em consequéncia da pesca predatdria, introducdo de espécies
exoticas e, principalmente, fragmentacdo de habitat. Apesar desse cenéario alarmante,
nenhuma das espécies validas de Salminus, presente em territério brasileiro, esta incluida em
listas de espécies ameagadas internacional (IUCN, 2014) ou nacional (IBAMA, 2014). A falta
de clareza na delimitagéo das espécies provavelmente conduziu suas auséncias nessas listas.

De acordo com Rosa e Lima (2008), S. brasiliensis ndo foi incluido na lista vermelha
brasileira porque algumas populacdes da bacia do Paraguai estdo presentes na regido do

Pantanal, ecossistema relativamente intacto e protegido por politicas de conservagdo. Por esta
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razdo, S. brasiliensis ndo pode ser considerado uma espécie ameagada. Entretanto, nossos
dados se opbGem a essa justificativa, pois esta espécie estd constituida de distintos
haplogrupos.

Na biologia da conservagédo e na aplicacdo de leis ambientais, o haplogrupo do Alto
rio Parana representa, pelo menos, uma unidade evolutiva significativa (UES), populacdo
pertencente a uma mesma espécie, porém diferente geneticamente de outras populacdes (em
nosso caso, € um haplogrupo distinto do rio Paraguai), e contribui com a diversidade genética
encontrada na espécie como um todo (Hey, Waples, Arnold, Butlin, & Harrison, 2003).

Em sintese, nosso estudo foi capaz de identificar uma diversidade oculta nas espécies
atualmente validas para o género e, pelo menos duas novas espécies aguardam descricao,
totalizando seis espécies no género Salminus: S. affinis, S. franciscanus, S. brasiliensis, S.
hilarii, S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia. Futuros estudos taxondmicos, integrando as
informagdes morfoldgicas e moleculares sdo necessarios para a descricdo dessas novas
espécies, bem como para esclarecer mais profundamente a diversidade também presente em S.

brasiliensis e S. hilarii.
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Tabela 1. Area de distribuigdo e locais de coleta de Salminus na América do Sul.

Espécie/ Espécimes

Localidade

Bacia Hidrogréfica

Coordenadas Geogréficas

Salminus affinis (SA)
SA_005*

SA_ 009!

SA_019

SA_020

SA_021

Rio Magdalena, Neiva, Coldmbia
Rio Magdalena, Neiva, Colémbia
Rio Magdalena, Neiva, Coldmbia
Rio Magdalena, Neiva, Coldmbia

Rio Magdalena, Neiva, Coldmbia

Salminus brasiliensis (SB)

SB_571*!
SB_174
SB_187
SB_194
SB_199
SB_252
SB_263
SB_264
SB_284
SB_294
SB_268
SB_302
SB_309
SB_356
SB_373*
SB_355
SB_373*
SB_439
SB_378
SB_437*

SB_396

Rio Sepotuba, Mato Grosso, Brasil
Riu Jaurd, Mato Grosso, Brasil

Rio Sepotuba, Mato Grosso, Brasil
Rio Paraguai, Mato Grosso, Brasil

Rio Paraguai, Mato Grosso, Brasil

Rio Mogi-Guacu, S&o Paulo, Brasil
Rio Mogi-Guacu, S&o Paulo, Brasil
Rio Mogi-Guacu, S&o Paulo, Brasil
Rio Mogi-Guacu, S&o Paulo, Brasil
Rio Mogi-Guacu, S&o Paulo, Brasil
Rio Mogi-Guacu, Sdo Paulo, Brasil
Rio Mogi-Guacu, S&o Paulo, Brasil
Rio Mogi-Guacu, S&o Paulo, Brasil
Rio Turvo, S&o Paulo, Brasil

Rio Turvo, S&o Paulo, Brasil

Rio Turvo, S&o Paulo, Brasil

Rio Turvo, Séo Paulo, Brasil

Rio Turvo, Séo Paulo, Brasil

Rio Tieté, S&o Paulo, Brasil

Rio Tieté, S&o Paulo, Brasil

Rio Jacaré-pepira, Sao Paulo, Brasil

Magdalena
Magdalena
Magdalena
Magdalena

Magdalena

Paraguai

Paraguai

Paraguai

Paraguai

Paraguai

Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana

Alto rio Parana

2°59°32.87° N 75°16°22.78° W

2°59°32.87°° N 75°16°22.78” W

2°59°32.87° N 75°16°22.78 W

2°59°32.87° N 75°16°22.78” W

2°59°32.87° N 75°16°22.78” W

14°48°28.13” S 57°46°45> W

16°19°48.41°> S 57°47°58.19” W

15°52°41.74>° S 57°38°34.28” W

15°5°17.87° S 57°11°51.36” W

15°5°17.87° S 57°11’51.36” W

21°55°33.67 S 47°21’12”° W

21°55°37.8 S 47°21°59.2” W

21°55°37.8 S 47°21°59.2”° W

21°55°31.4 S 47°21°59.4” W

21°55°31.4 S 47°21°59.4” W

21°55°37.8 S 47°21°59.2” W

21°55°31.4 S 47°21°59.4” W

21°55°31.4 S 47°21°59.4” W

20°25°24>° S 49°15°16.6” W

20°25°24>° S 49°15°16.6”° W

20°10°28.3> S 49°38°13.1” W

20025°24”° S 49°15°16.6”” W

20°22°39.2 'S 49°16°38.8” W

22°30°49.62°° S 48°32°27.45” W

22°29°57.54>° S 48°33°40.74” W

22°4°30.15” S 48°28°48.34” W



SB_426
SB_427
SB_436
SB_455
SB_458
SB_480
SB_498*
SB_517
SB_537
SB_552
SB_577*
SB_P2
SB_P3
SB_P67
SB_P68
SB_P69
SB_P70
SB_Y1
SB_Y2t
SB_Y3
SB_Y4
SB_Y7
SB_T125
SB_L08
SB_L10
SB_L27
SB_L40
SB_326

SB_339!

Rio Paranapanema, Sao Paulo, Brasil
Rio Paranapanema, Sao Paulo, Brasil
Rio Paranapanema, S&o Paulo, Brasil
Rio Paranapanema, S&o Paulo, Brasil
Rio Paranapanema, S&o Paulo, Brasil
Rio Paranapanema, Sao Paulo, Brasil
Rio Parand, Parand, Brasil

Rio Parand, Parand, Brasil

Rio Parand, Parana, Brasil

Rio Parand, Parana, Brasil

Rio Piracicaba, Séo Paulo, Brasil

Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil
Rio Uruguai, Rio Grande do Sul, Brasil

Rio Cali, Rio Grande do Sul, Brasil

Rio Ibicui da Armada, Rio Grande do Sul,

Brasil

Alto rio Parané
Alto rio Parané
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parané
Alto rio Parané
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai

Lagoa dos Patos

Uruguai
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22°56°26*° S 50°31°2° W
22°56°26°” S 50°31°2° W
22°56°26° S 50°31°2”° W
22°56°26° S 50°31°2”° W
22°56°26° S 50°31°2”° W
22°56°26” S 50°31’2” W
23°22°11.13” S 53°45°52.40” W
23°22°11.13”> S 53°45°52.40° W
23°22°11.13”> S 53°45°52.40° W
23°22°11.13”> S 53°45°52.40° W
22°43°24.38>° S 47°39°27.37” W
27°10°15.30>* S 53°50°10.18” W
27°10°15.30>” S 53°50°10.18” W
27°10°15.30>* S 53°50°10.18° W
27°10°15.30>> S 53°50°10.18° W
27°10°15.30>> S 53°50°10.18° W
27°10°15.30>* S 53°50°10.18” W
27°10°15.30>* S 53°50°10.18” W
27°10°15.30>” S 53°50°10.18” W
27°10°15.30”” S 53°50°10.18° W
27°10°15.30>” S 53°50°10.18° W
27°10°15.30>> S 53°50°10.18° W
27°10°15.30>* S 53°50°10.18” W
27°10°15.30>* S 53°50°10.18” W
27°10°15.30>* S 53°50°10.18” W
27°10°15.30 S 53°50°10.18” W
27°10°15.30 S 53°50°10.18” W
29°39°42.55>° S 51°24°55.91” W

30°16°58.37° S 54°54°24.53” W



Salminus franciscanus (SF)

SF_005
SF_007
SF_016!
SF 027
SF_035*L
SF_036*
SF_104

SF 116

Rio Séo Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Sdo Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Sdo Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Sdo Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Séo Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Séao Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Sdo Francisco, Minas Gerais, Brasil

Rio Corrente, Minas Gerais, Brasil

Salminus hilarii (SH e SI)

SH_002*
SH_003*
SH_004
SH_007
SH_008t
SH_045
SH_160*!
SH_009*
SH_022
SH_025
SH_026
SH_010
SH_018
SH_035
SH_042
SH_061
SH_070
SH_074*!
SH_076*

SH_078*

Rio S&o Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio S&o Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio S&o Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Séo Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Sdo Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Séo Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio S&o Francisco, Minas Gerais, Brasil
Rio Peixe, Minas Gerais, Brasil

Rio do Peixe, Minas Gerais, Brasil

Rio Peixe, Minas Gerais, Brasil

Rio Peixe, Minas Gerais, Brasil

Rio Sambura, Minas Gerais, Brasil

Rio Sambura, Minas Gerais, Brasil

Rio Sambura, Minas Gerais, Brasil

Rio Sambura, Minas Gerais, Brasil

Rio Mogi-Guacu, S&o Paulo, Brasil

Rio Cachoerinha, Séo Paulo, Brasil

Rio Ponte Nova, Séo Paulo, Brasil

Rio Ponte Nova, Séo Paulo, Brasil

Rio Ponte Nova, Séo Paulo, Brasil

S&o Francisco

Sé&o Francisco

Sé&o Francisco

Sao Francisco

S&o Francisco

S&o Francisco

Sao Francisco

Sé&o Francisco

Sao Francisco

Sao Francisco

Sao Francisco

S&o Francisco

Sé&o Francisco

S&o Francisco

Sao Francisco

Sao Francisco

Sao Francisco

S&o Francisco

S&o Francisco

S&o Francisco

Sao Francisco

Sao Francisco

Sao Francisco

Alto rio Parana

Alto rio Parana

Alto rio Parana

Alto rio Parana

Alto rio Parana
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18°20°15.69” S 45°17°1.12” W
18°20°15.69” S45°17°1.12”° W
18°20°15.69” S 45°17°1.12” W
18°20°15.69” S 45°17°1.12” W
17°20°22" S 44°57°20.87” W

17°20°22° S 44°57°20.87” W

17°8°52.48>° S 45°51'36.67” W

13°17°50.39”" S 43°5425.82 W

20°20°54.06>° S 46°4°6.39”° W
20°20°54.06>° S 46°4°6.39”” W
20°20°54.06>° S 46°4°6.39”” W
20°20°54.06 S 46°4°6.39” W
20°20°54.06 S 46°4°6.39° W
20°12°10.5>” S 45°52°25.7° W
20°12°10.5 S 45°52°25.7° W
20°11°57.65>° S 46°14°57.22° W
20°11'57.65” S 46°14'57.22 'W
20°11°57.65 S 46°14°57.22° W
20°11°57.65 S 46°14°57.22° W
20°10°6.60°” S 46°15°4.92” W
20°10°6.60”” S 46°15°4.92>° W
20°5°4.3> S 46°15°5.68° W
20°5°4.3 S 46°15°5.68° W
21°5°18.78> S 48°10°57.54” W
20°36'15.4 S 49°07'44.8 W
20°15°25.8> S 47°47°43.8° W
20°15°25.8> S 47°47°43.8° W

20°15°25.8> S 47°47°43.8° W



SH_068
SH_069
SH_079*
SH_082
SH_088
SH_091
SH_095
SH_100
SH_105
SH_118!
SH_104
SH_151
S1_002*!
S1_005*
SI_010*!
SI_012*
S1_014*
SI_015*!
S1_016*
SI_017+*!
S1_018
S1_019
S1_020*
SI1_022
S1_023
SI_024*1
S1_025*
SI_026*!
Brycon sp.

B_15%!

Rio Turvo, S&o Paulo, Brasil

Rio Turvo, S&o Paulo, Brasil

Rio Turvo, S&o Paulo, Brasil

Rio Turvo, S&o Paulo Brasil

Rio Cubatdo, Sdo Paulo, Brasil

Rio Cubatdo, So Paulo, Brasil

Rio Jacaré Pepira, Sdo Paulo, Brasil
Rio Jacaré Pepira, Sao Paulo, Brasil
Rio Batalha, S&o Paulo, Brasil

Rio Batalha, S&o Paulo, Brasil

Rio Quebra-Anzol, Sao Paulo, Brasil
Rio do Carmo, S&o Paulo Brasil
Rio Araguaia, Mato Grosso, Brasil
Rio Araguaia, Mato Grosso, Brasil
Rio Araguaia, Mato Grosso, Brasil
Rio Araguaia, Mato Grosso, Brasil
Rio Araguaia, Mato Grosso, Brasil
Rio Madeira, Rond6nia, Brasil

Rio Madeira, Rond6nia, Brasil

Rio Madeira, Rondonia, Brasil

Rio Orteguaza, Caqueta, Coldmbia
Rio Orteguaza, Caquet4, Colémbia
Rio Orteguaza, Caqueta, Colémbia
Rio Orteguaza, Caqueta, Colémbia
Rio Orteguaza, Caqueta, Colémbia
Rio Amazonas, lquitos, Peru

Rio Amazonas, lquitos, Peru

Rio Amazonas, lquitos, Peru

Rio Sepotuba, Mato Grosso, Brasil

Alto Parana

Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Tocantins-Araguaia
Tocantins-Araguaia
Tocantins-Araguaia
Tocantins-Araguaia
Tocantins-Araguaia
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas

Amazonas

Paraguai
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20°22°39.2”° S 49°16°38.8”° W
20°22'39.2 S 49°16'38.8” W
20°10°50.4>" S 49°38°02.0” W
20°25°6.89 S49°16°1.6”° W
21°1°55.65”” S 49°23°8.12° W
21°1°55.65>° S 49°23°8.12”° W
22°15'54.13° S 48°13'44.85” W
22°15'54.13”° S 48°13'44.85” W
22°2°40”° S 49°14°57° W
22°2°40”° S 49°14°57° W
19°25°39.4>° S 46°35°06;,9”” W
20°9'52.87°° S 47°52'42.99° W
15°53°1.27° S 52°6°24.14” W
15°53°1.27° S 52°6°24.14” W
15°53°1.27° S 52°6°24.14” W
15°53°1.27° S 52°6°24.14” W
15°53°1.27 S 52°6°24.14” W
8°48°11.22>° S 63°57°42.20”° W
9°1°16.20° S 64°11°21.76” W
9°15°7.84> S 64°38°4.61” W
1°32°22.65”° N 75°31°45.76° W
1°32°22.65”° N 75°31°45.76° W
1°32°22.65>° N 75°31°45.76>° W
1°32°22.65>° N 75°31°45.76>° W
1°32°22.65>° N 75°31°45.76>° W
3°45°54”° S 73°14°45° W
3°45°54°° S 73°14°45° W

3°45°54” S 73°14°45° W

14°36°32.8°" S 57°44°4.6> W



B_16*

82

Rio Sepotuba, Mato Grosso, Brasil Paraguai 14°36°32.8°" S 57°44°4.6” W

*Vouchers; 'Espécimes também utilizados para anélise com 0 RAG2.

Tabela 2. Média das distancias genéticas, através do modelo de K2P, entre as oito MOTUs de

Salminus. Em negrito, na diagonal, sdo os valores médios das distancias intra-MOTU.

1 2 3 4 5 6 7 8
1. S. affinis 0.000
2. S. brasiliensis 1 0.092 0.001
3. S. brasiliensis 2 0.091 0.072  0.003
4. S. franciscanus 0.098 0.087 0.053 0.001
5. S. hilarii 1 0.091 0.063 0.026 0.061 0.002
6. S. hilarii 2 0.093 0.065 0.021 0.058 0.017 0.004
7. S. sp. Araguaia 0.122 0.123  0.107 0.110 0.106  0.107 0.000
8. S. sp. Amazonas 0.086 0.099 0.103 0.110 0.094 0.096 0.085 0.003
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Bacia do

Bacia do

Bacia do
Paraguai

Bacia do
Baixo Parand Drenagem da

£ Lagoa dos Patos
Bacia do

Bacia do
Orinoco

Bacia do
Tocantins-Araguaia

Bacia do
Amazonas Bacia do

Sédo Francisco

Bacia do Alto
Parana

Bacia do
Sdo Francisco

Fig.1. Bacias hidrograficas onde ocorrem as espécies de Salminus e os locais de coleta
(simbolos amarelos): (1.1) Salminus affinis, circulos; (1.2) Salminus brasiliensis, quadrados;

(1.3) Salminus hilarii, triangulos; e (1.4) Salminus franciscanus, estrelas.
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Fig. 2. Topologias derivadas de duas abordagens de delimitagcBes de espécies baseadas em
136 sequéncias COI de Salminus. (2.1) DNA barcoding tradicional: topologia de NJ com
valores de bootstrap localizados acima dos ramos. (2.2) Topologia de IB com probabilidades
posteriores. A barra vertical cinza indica o Unico ponto de transi¢cdo entre 0s processos de
especiacdo/extincdo e coalescéncia, com maximo valor de verossimilhanca. Apenas
probabilidade maiores que 80% foram representadas. Ambas topologias foram construidas
com sequéncias do banco de dados da BOLD (espécimes FUPR, BSB e FARGB) e as
sequéncias produzidas neste trabalho; Simbolos representam as quatro espécies nominais: S.

affinis (circulo), S. brasiliensis (quadrado), S. franciscanus (estrela) e S. hilarii (tridngulo).

2

<11
S 10
o
[ ()
Q
2 @
8
§ 7
g 6
(a W)
q 5 @
N
< 4
S 3 I 1 |
B 2 O O
=1
= " 11 IV
JEE()13345<»739101112
Maéxima distancia K2P intraespecifica (%)
®5. affinis  OS. brasiliensis @S. franciscanus OJS. hilarii

Fig. 3. Comparagdo entre a distancia COI intra e interespecifica utilizando as quatros espécies
de Salminus atualmente validas. Os quatro quadrantes indicados representam: (1)
concordancia entre a taxonomia atual e identificacdo molecular; (Il) possivel existéncia de
espécies cripticas; (I11) recente divergéncia, sinonimia ou hibridizacdo; e, (VI) nenhuma

correspondéncia entre taxonomia e identificagdo molecular.
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Bacias hidrogréficas MsB 19
ESB Y2

@ Magdalena BB
O Amazonas WsB 437
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1~ ASLo0IS
— Asi 017

—ll Asion S. sp. Araguaia
A51010¢ kA ER

| — @SA 005 -
L @sa o S. affinis

0.002

Fig. 4. Topologia de IB do marcador RAG2 com 24 sequéncias (926 pb). Simbolos
representam as quatro espécies nominais: S. affinis (circulo), S. brasiliensis (quadrado), S.
franciscanus (estrela) e S. hilarii (tridngulo). NUmero acima dos ramos representam

probabilidades posteriores. Apenas probabilidades acima de 90% s&o representadas.



MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 — Informac&o sobre os numeros de acesso* das sequéncias COl e RAG2.

Espécies/ Espécimes

Ndmero de acesso COl (BOLD)

NUmero de acesso RAG2 (GenBank)

Salminus affinis (SA)
SA 005

SA 009

SA 021

Salminus brasiliensis (SB)
SB_199

SB_252

SB_339

SB_373

SB_437

SB_571

SB_577

SB_Y2

Salminus franciscanus (SF)
SF_005

SF 016

SF 035

SF 036

Salminus hilarii (SH)
SH_002

SH_003

SH_008

PBS041-15

PBS042-15

PBS015-15

PBS016-15

PBS017-15

PBS018-15

PBS012-14

PBS013-14

PBS019-15

PBS020-15

PBS021-15

PBS022-15

PBS023-15

PBS001-14

PBS002-14

PBS024-15

PBS025-15

PBS026-15

KT619160

KP342002

KP342003

KP342004

KP342005

KP342006

KP342007

KP342008

KP342009

KP342010

KP342011

KP342012

KP342013
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SH_009
SH_010
SH_018
SH_025
SH_068
SH_074
SH_078
SH_079
SH_088
SH_118

SH_160

Salminus sp. Araguaia (SI)

SI_002
SI_010

SI_014

Salminus sp. Amazonas (SI)

SI 015
S1_016
SI 017
S1_019
S1_020
SI_024
S1_026
Brycon sp.

B 15

PBS027-15

PBS028-15

PBS029-15

PBS025-15

PBS031-15

PBS010-14

PBS011-14

PBS032-15

PBS033-15

PBS034-15

PBS035-15

PBS003-14

PBS005-14

PBS007-14

PBS008-14

PBS043-15

PBS009-14

PBS036-15

PBS037-15

PBS038-15

PBS039-15

PBS040-15

KT619161

KP342014

KP342015

KT619162

KP342016

KP342017

KP342018

KP342019

KP342020

KP342021

KP342022

KP342001

* As sequéncias apresentadas nessa tabela foram publicadas na revista Systematics and Biodiversity.
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Tabela S2: Média e maxima distancia intraespecifica das espécies de Salminus, baseadas em

K2P.

Espécies Média intraespecifica Maéxima intraespecifica
S. affinis 0.000 0.000

S. brasiliensis 0.036 0.080

S. franciscanus 0.001 0.004

S. hilarii 0.050 0.111

Tabela S3: Modelos de evolucdo nucleotidica para cada particdo por posicdo do cddon

determinados com Partition Finder 1.1.1, usando critério de informacédo bayesiana.

Gene Modelos de evolucao nucleotidica Bases
COl primeira base do cédon TrNef 1-647/3
COl segunda base do codon HKY 2-647/3
COl terceira base do codon K80+G 3-647/3
RAG2 primeira base do codon K80 1-926/3
RAG2 segunda base do cédon K80 2-926/3
RAG2 terceira base do codon K80 3-926/3
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Capitulo 2

Testando cenarios biogeograficos: Abordagem bayesiana

revela historia evolutiva de peixes Neotropicais

(A ser submetido para: Journal of Biogeography)
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RESUMO
Obijetivos: Entre as principais hipoteses biogeograficas que explicam a notavel diversidade da
ictiofauna neotropical destacam-se a paleogeografica e a hidrogeol6gica. Apesar de refletirem
processos diferentes podem resultar em um mesmo padrdo. Com isso o objetivo do trabalho é
utilizar abordagem bayesiana baseada em modelos para testar hipoteses alternativas e
distinguir entre as assinaturas filogeogréaficas de vicariancia e geodispersdo na historia
evolutiva de peixes sul-americanos.
Localizagdo: América do Sul.
Métodos: N6s empregamos marcadores moleculares para reconstruir a filogenia e estimar os
tempos de divergéncia entre as espécies do género Salminus, associando os resultados com 0s
eventos geoclimaticos conhecidos. Posteriormente, empregamos a computacdo bayesiana
aproximada (ABC) para distinguir entre as assinaturas filogeograficas dos eventos. A
principal diferenca entre vicariancia e geodispersdo é que esta Ultima apresentard uma
assinatura de efeito fundador.
Resultados: A filogenia revelou que Salminus affinis, Unica com distribuicdo transandina, é a
espécie-irma de dois grandes grupos: Noroeste, formado por Salminus sp. Amazonas e
Salminus sp. Araguaia, e Sudeste, constituido por Salminus brasiliensis, Salminus
franciscanus e Salminus hilarii. O processo de diversificacdo entre as espécies se iniciou no
Mioceno Superior e esta associada a eventos de vicariancia e geodispersdo a que modelaram a
paisagem hidrogeoldgica. A reconstrucao de cenarios, através da abordagem ABC, distinguiu
que o evento de vicariancia foi o responsavel pela estrutura filogeografica de S. brasiliensis e
pela separacdo de S. sp. Araguaia e S. sp. Amazonas. Por outro lado, geodispersédo foi o
evento mais importante para a estruturagéo das linhagens de S. hilarii.
Principais conclusfes: Nos evidenciamos que as assinaturas filogeograficas de vicariancia e

geodispersdo puderam ser detectadas em nosso modelo bioldgico. A correspondéncia entre 0s
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resultados da analise ABC e da filogeografia tradicional sugerem confianca e robustez nos
modelos desenhados e testados. A aplicabilidade do método ABC deve ser considerada em
futuros estudos filogeograficos, uma vez que a analise foi capaz de testar hipdteses
alternativas sobre a historia demografica das espécies, com base nas mudancas de tamanho

populacional e diversificagdo populacional ao longo do tempo evolutivo.

Palavras chaves: Andlise ABC, América do Sul, diversificacdo evolutiva, geodispersao,

Salminus, vicariancia.
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INTRODUCAO

A anélise e a compreensdo sobre quais processos ecoldgicos e/ou geoldgicos foram
responsaveis pela origem e organizacao da notavel biodiversidade Neotropical tem sido alvo
de uma quantidade consideravel de estudos filogeograficos (Hubert et al., 2006; Weir, 2006;
Antonelli & Sanmartin, 2011; Rull, 2011; Castroviejo-Fisher et al., 2013). Para explicar a
diversidade de organismos e os complexos processos de diversificagcdo na regido Neotropical,
varias hipéteses foram propostas (ver detalhes em Leite & Rogers, 2013). No entanto, muitos
estudos filogeogréaficos estdo direcionados a organismos terrestres e a questdes sobre como 0s
biomas sul-americanos evoluiram. Espécies de agua doce, através de sua associacao direta
com as bacias hidrogréaficas, oferecem uma oportunidade Unica para estudar a dindmica da
paisagem hidroldgica neotropical e sobre como processos geomorfoldgicos a moldaram
(Sivasundar et al., 2001; Montoya-Burgos, 2003; Hubert & Renno, 2006; Hubert et al., 2007,
Tagliacollo et al., 2015; Thomaz et al., 2015). Usando dados multiloci para espécies de
Salminus, nds nos perguntamos como 0s eventos de vicariancia e geodispersdo impactaram a
diferenciacdo das linhagens em sistemas aquaticos.

Embora os principais sistemas aquaticos da América do Sul tenham comecado seu
desenvolvimento ap6s a quebra da Gondwana (= 90 megaanum — Ma), muitos deles
atingiram a sua moderna configuracdo depois de terem sido fortemente influenciados pelo
processo de soerguimento do norte dos Andes, ocorrido no Mioceno (12 — 10 Ma) (Hubert et
al., 2007). Através da compressdo tectonica, a orogénese dos Andes promoveu varios eventos
de coalescéncia e ruptura de sistemas hidrograficos adjacentes (Lundberg et al., 1998; Hoorn
et al., 2010), enquanto flutuacdes no nivel do mar e mudancas climaticas impactaram tambeém

a conexao dos rios, porém durante o Plio-Pleistoceno (Albert et al., 2011).


https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%85
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Baseados nessas transformagfes da paisagem hidroldgica, duas principais hipoteses
tém sido empregadas para explicar sobre os processos alopéatricos responsaveis pela
diversificacdo de espécies dulcicolas neotropicais. A hipotese paleogeografica tem focado no
surgimento de barreiras impermedveis, particularmente resultadas de rearranjos tectonicos,
como um dos principais promotores de diversificacdo; estudos de paleoarcos da bacia
Amazonica (Albert et al., 2006) sdo um dos exemplos. A hip6tese hidrogeoldgica tem
enfatizado capturas de cabeceiras entre bacias como um importante evento desencadeador de
colonizagdo de novas areas com subsequente diferenciacdo (Montoya-Burgos, 2003; Hubert
& Renno, 2006). Este cenario implica na remocdo temporéria da barreira entre bacias
adjacentes, permitindo a mistura de assembleias locais, fluxo génico e expansao de area — um
processo denominado de geodispersao (Ho et al., 2015; Tagliacollo et al. 2015).

Embora ambos processos resultem em diferentes padrbes biogeograficos, identificar se
espécies-irmds alopatricas divergiram por vicariancia ou geodispersdo pode ser uma tarefa
desafiadora, particularmente quando novas barreiras emergem apos capturas de cabeceira, ou
em face de extingdes locais (Burridge et al., 2006; Kodandaramaiah, 2010). Com base em
recentes avan¢os nos métodos de genética de populacdes que testam hipdteses demogréficas
alternativas com base em dados multiloci, n6s empregamos a abordagem de computacao
bayesiana aproximada (ABC®, em inglés, Approximate Bayesian Computation; Beaumont et
al., 2002; Beaumont 2010; Bertorelle et al., 2010) para distinguir entre as assinaturas
filogeogréficas de vicariancia (hipotese paleogeografica) vs. geodispersdo (hipotese
hidrogeoldgica) na historia evolutiva de peixes sul-americanos do género Salminus. A

monofilia do grupo (Abe et al., 2014), a grande capacidade migratdria de suas espécies (Lima

5 A andlise é baseada em uma classe de algoritmos que utiliza cadeia de Monte Carlos para fazer inferéncias
baseadas em modelos (cenarios). O método ABC ignora célculos de verossimilhanca, comuns em testes de
hipoteses alternativas (Tagliacollo et al., 2015), passando a utilizar estatisticas sumarias e um volume grande de
simulacfes. Essa mudanga permite os usudrios utilizarem muitos dados (microssatélites, SNPs e sequéncias) em
cenarios demograficos complexos para determinar qual historia é mais provavel (maior probabilidade posterior)
para o organismo em questdo (Cornuet et al., 2010).
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& Britski, 2007) e sua disjunta distribuicdo ao longo das grandes bacias hidrogréficas tornam
0 género um modelo biolégico ideal para esclarecer o papel dos processos paleogeogréficos e
hidrogeoldgicos na diversificacdo dos peixes sul-americanos e questionar como as mudancas
na paisagem local podem ter impactado na biota fluvial local.

Para compreender como as mudancas da antiga paisagem impactaram o padrdo de
distribuicdo da diversidade de linhagens nas espécies de Salminus, nos utilizamos dois
marcadores mitocondriais e dois nucleares para reconstruir as relac@es filogenéticas dentro do
género, incluindo amostras de todas as unidades taxondmicas operacionais moleculares
(MOTUs) definidas por Machado et al. (no prelo). Conforme outros estudos filogeograficos
de sistemas aquaticos de agua doce sul-americanos (Tagliacollo et al., 2015; Willis et al.,
2015), n6s usamos nossa arvore de espécies para estimar os tempos de divergéncia entre e
dentro das espécies e associamos 0s resultados com os eventos geoldgicos conhecidos, assim
sinalizando quais processos foram relevantes para a diversificacdo do grupo.

Indo além de um estudo de associacao, nés empregamos a abordagem estatistica ABC
para especificamente identificar qual cenéario biogeografico (paleogeografico ou
hidrogeoldgico) melhor explica a estrutura filogeogréafica das linhagens de Salminus
brasiliensis e Salminus hilarii, e o processo de divergéncia entre Salminus sp. Amazonas e
Salminus sp. Araguaia. N6s esperamos que eventos de diversificacdo desencadeados por
colonizacdo, ou seja, aqueles facilitados por eventos de captura de cabeceiras (hipotese
hidrogeoldgica), deixem como assinatura genética um efeito fundador em areas colonizadas
(Costello et al., 2003), uma vez que Salminus € encontrado na calha principal € um namero
reduzido de espécimes serdo capturados. Por outro lado, diversificacdo causada por
vicariancia, conforme a hipotese paleogeogréafica, ndo é esperada encontrar o efeito fundador
(Fig. 1). Para verificar qual assinatura prevalece dentro das espécies de Salminus, nos

simulamos cenérios alternativos considerando mudangas no tamanho populacional ao longo
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do tempo concomitantemente com a divergéncia das linhagens, e os comparamos com 0s

nossos dados empiricos.

MATERIAL E METODOS

Amostragem de dados moleculares

NOs amostramos 94 espécimes de Salminus, incluindo representantes de quatro
espécies nominais (Salminus affinis, S. brasiliensis, Salminus franciscanus e S. hilarii) e duas
novas potenciais espécies (S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia), identificadas em Machado et
al. (no prelo) (Fig. 2, Tabela S1 na Informacéo de suporte).

Sequéncias parciais de trés regibes mitocondriais, Citocromo C Oxidase I (COIl),
Citocromo B (Cytb) e D-loop, e dois marcadores nucleares, o recombination activating gene
(RAG2) e o intron do gene ribosomal S7 (S7), foram amplificadas com primers descritos no
Tabela S2. CondicGes das reacOes da cadeia de polimerase (PCR), purificaces dos produtos
de PCR e sequenciamento foram realizados conforme descrito por Machado et al. (no prelo).
Todas as sequéncias mitocondriais e nucleares estdo disponiveis no GenBank (ver Tabela S1
para 0s nimeros de acesso).

As sequéncias foram alinhadas e editadas no GENEIOUS R7 v6.1.6
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012). Devido a presenga de individuos
heterozigotos para inser¢des e/ou delecbes em sequéncias do marcador S7 em S. brasiliensis,
S. hilarii e S. sp. Amazonas, resultando em eletroferogramas com picos sobrepostos, nés
também utilizamos o CodonCode Aligner v.4.2.7 (CodonCode Corporation, Dedham, MA,
USA). O software CodonCode Aligner é indicado para encontrar e processar 0s individuos
heterozigotos, pois emprega dois diferentes algoritmos que extraem as sequéncias apropriadas

para analise molecular. O processo é simples: fornecemos uma sequéncia referéncia (essa
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sequéncia é escolhida a partir de individuos homozigotos) e a partir dos eletroferogramas com
sobreposicdo de picos, os algoritmos criam “pseudosequéncias”. O individuo heterozigoto,
portanto, apresentard duas sequéncias que o representard. No Geneious, nds utilizamos a
ferramenta “Achar heterozigotos”, para todas as sequéncias nucleares com um limiar de 80%,
com o objetivo de identificar posi¢cGes ambiguas e assinalar cddigos para bases degeneradas.
Feito isso, prosseguimos com a reconstrucdo dos haplétipos com auxilio do programa PHASE

2.1 (Stephens & Donnely, 2003) e o aplicativo online SeqPhase (Flot, 2010).

Inferéncia filogenética

Antes de conduzir as analises filogenéticas, nés checamos a possibilidade da
existéncia de recombinacdo para os marcadores RAG2 e S7 com o RDP3.44 (Martin &
Rybicki, 2000). Também avaliamos a saturacdo das substituicdes para cada marcador através
do indice de Saturacio de Substituicdo (lss), baseado em entropia, estimado no DAMBE (Xia,
Xie, Salemi, Chen, & Wang, 2003). Modelos de substituicdo nucleotidica foram determinados
com o JModeltest 2.1.4 (Posada, 2008) utilizando o critério de informagdo bayesiana (BIC)
(Lanfear et al., 2012).

Para inferéncia filogenética, nés empregamos o método baseado em coalescéncia de
arvore de espécies (*BEAST) implementado no pacote BEAST 1.8 (Drummond et al., 2012).
Espécimes do género Brycon foram utilizados para enraizar a arvore, seguindo Orti & Meyer
(1997). Devido a alta saturacdo, o D-loop foi excluido das nossas analises filogenéticas; a
arvore de especies foi entdo inferida com trés loci independentes (dois genes mitocondriais
combinados, COI e CytB, e os dois loci nucleares, RAG2 e S7).

Como o *BEAST necessita de uma designacdo a priori sobre a identificagcdo das
espécies, nds tratamos as linhagens mitocondriais observadas para o COIl e CytB (Fig. S2)

como especies candidatas. Seguindo essa afirmacdo temos: S. affinis, S. franciscanus, S. sp.
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Amazonas e S. sp. Araguaia; nds dividimos S. brasiliensis e S. hilarii em cinco espécies
candidatas: duas atualmente denominadas de S. brasiliensis (Alto Parani e PUL — Paraguai,
Uruguai e Lagoa dos Patos) e trés para S. hilarii (duas da bacia do Sdo Francisco e uma do
Alto Parand) para inferir tempos de divergéncia entre e dentro das espécies (ver seccdo a
seguir). Apesar das analises de DNA barcoding identificarem duas potenciais espécies para S.
hilarii, as topologias mitocondriais, incluindo o D-loop identificaram trés clados. Por essa
razdo, assumiremos trés linhagens visando compreender as verdadeiras relacfes filogenéticas
entre elas.

Trés cadeias independentes de Markov foram realizadas, iniciando a partir de &rvores
aleatdrias, com um ndmero de 200 milhGes de geracdes e amostradas a cada 10 mil geracdes.
Terminadas as corridas, nds as combinamos utilizando o LogCombiner 1.8, do pacote BEAST
1.8, e descartamos 25% das geracOes (burn-in). A mixagem apropriada dos dados foi
verificada com o TRACER v1.5 (Rambaut & Drummond, 2007), e o tamanho efetivo da
amostragem (ESS) de 200 ou mais foi necessario para pardmetros considerados importantes

(probabilidade posterior, a priori e likelihood, e tempo do ancestral comum mais recente).

Estimativas de tempos de divergéncia

Os tempos de divergéncia foram estimados sob um relégio molecular relaxado com
uma distribuicdo de lognormal no *BEAST 1.8. Nossa primeira tentativa para estimar os
tempos de divergéncia foi a calibracdo a partir do Gnico registro fossil do género (Cione &
Azpeculicueta, 2013). Entretanto, esta andlise ndo providenciou resultados, uma vez que a
probabilidade posterior da arvore inicial foi zero, impedindo o prosseguimento da cadeia.
Esse problema sugere a existéncia de uma incompatibilidade entre os limites especificados na
calibracédo e a variacdo molecular dos marcadores. Por esta razéo, optamos pela calibracéo a

partir de um evento biogeografico. Utilizamos o soerguimento da cadeia Oriental da
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Cordilheira dos Andes, que marca a separacdo entre as paleobacias do rio Magdalena e do
Amazonas (11.8 Ma — Hoorn et al., 1995), como o evento responsavel pela divisdo entre a
espécie S. affinis e os demais Salminus. Os seguintes parametros para o relégio foram
implementados na analise: distribuicdo normal para o prior do tempo de divergéncia do
ancestral comum mais recente (MRCA, em inglés, most recent common ancestor) com média
de 11.8 Ma e desvio padrdo de 2 Ma (95% HPD, highest posterior density: 7.88 e 15.72 Ma),
distribuicdo uniforme (intervalo de 0-1) para o prior da taxa média do reldgio (parametro
ucld.mean) e modelo de especiagédo Yule.

Para facilitar nossa compreensao sobre quais processos histdricos sao importantes, nos
estimamos a area de distribuicdo dos ancestrais das espécies, através da abordagem de
méaxima verossimilhanca empregada pelo pacote “BioGeoBEARS” (Biogeography with
Bayesian and Likelihood Evolutionary Analysis in R scripts, Matzke, 2013) implementado no
R. Para realizar a analise de estimativa de areas ancestrais, n6s fornecemos seis unidades
hidrogréficas: Magdalena (Mg), Amazonas (Am), Tocantins-Araguaia (ToA), Sdo Francisco
(SFr), Alto Parana (AP) e Paraguai, Uruguai e Lagoa dos Patos (PUL).

O pacote BioGeoBEARS estima a distribuicdo geografica dos n6s ancestrais de uma
filogenia calibrada. Uma otimizacdo da funcdo de verossimilhanca é feita através da
incorporacdo de uma série de parametros que descrevem a taxa ou 0 comprimento relativo de
varios eventos biogeograficos, como expansdo de area, extin¢do de area e cladogénese através
da especiagdo por vicaridncia e simpatria. BioGeoBEARS compara os modelos que
combinam diferentes parametros, utilizando o critério de informacdo Akaike (AIC) e peso do

AIC® (AICy, — Matzke, 2013).

6 Embora o AIC seja reconhecido como o principal medidor para selecio de modelos, apresenta um
inconveniente: os valores podem apresentar uma falta de clareza, apesar de valores elevados representarem
menos qualidade de ajuste aos dados empiricos. O peso do AIC (AICy) para o modelo €é o valor de AIC divido
pela soma de todos os modelos. Isso quer dizer que o valor de AIC, representa a probabilidade do melhor
modelo, dado o conjunto de modelos testados (Wagenmaker & Farrel, 2004).
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Seis modelos biogeograficos foram comparados no BioGeoBEARS: (1) DEC, modelo
de dispersdo, extincdo e cladogénese que é igualmente empregado no LAGRANGE (Ree,
2005); (1) DEC com efeito fundador (DECj); (111) DIVALIKE, assim chamado por ser a
versdo do DIVA (dispersdo-vicariancia) com o emprego da verossimilhanca (Ronquist, 1997);
(IV) DIVALIKE com efeito fundador (DIVALIKE])); (V) BayAreaLIKE, também com o
emprego da verossimilhanga (Landis et al, 2013); e, (V1) BayAreaLIKE com efeito fundador
(BayAreaLIKEj). N6s permitimos o méximo de 3 &reas por nd, nimero maximo de bacias, da
presente analise, que poderiam estar conectadas no passado (proto-Amazonas era constituido
pelo Magdalena, Amazonas e Tocantins-Araguaia — Lundbert et al, 1998). A anélise foi
conduzida sem o grupo externo, pois este acarreta certas limitagdes para a metodologia (ver
Yuetal., 2013).
Apobs esses procedimentos, nos correlacionamos os tempos de divergéncia das
espécies e linhagens com os eventos geoclimaticos conhecidos com a finalidade de elucidar
quais processos histéricos foram responsaveis pela diversificacdo de Salminus.

Posteriormente, alguns desses eventos serdo testados através de hipoteses alternativas.

Testando cenarios biogeograficos com Approximate Bayesian Computation (ABC)

NOs empregamos todos os marcadores mitocondriais (COI, CytB e D-loop) e
nucleares (RAG2 e S7) na estatistica ABC (Beaumont et al., 2002) para testar qual cenério
biogeografico melhor corresponde a estrutura filogeografica das espécies, fortemente
suportadas por nossas analises filogenéticas (ver resultados): S. brasiliensis do Alto rio Parana
e S. brasiliensis dos rios Paraguai, Uruguai e Lagoa dos Patos (PUL); S. hilarii do Alto
Parana e duas linhagens reciprocamente monofiléticas de S. hilarii da bacia do rio Sao

Francisco); e, S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia. Essas espécies foram escolhidas para o teste
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de cenérios, pois na primeira etapa das analises (estimativa de tempo e a correlacdo com

eventos conhecidos) ambos cenérios biogeograficos se mostraram provaveis (ver resultados).

Definindo os cenarios: Usando DIYABC v2.0.4 (Cornuet et al., 2014), nds testamos duas
classes de cenérios biogeograficos independentemente para cada espécie descrita acima: um
cenario de geodispersdo representando a hipétese hidrogeoldgica e outro cenario de
vicariancia correspondendo a hipotese paleogeografica (Fig. 1). Para cada cenéario, as
populagdes atuais foram configuradas para o tempo t0, e a divergéncia entre elas para o tempo
t3. No caso das linhagens de S. brasiliensis e das espécies de S. sp. Amazonas e S. sp.
Araguaia os cenarios foram desenhados da seguinte maneira: para o cendrio de vicariancia,
assumimos uma populacdo ancestral, com tamanho efetivo denominado Na, que se dividiu em
duas populacdes de tamanho efetivo menor que Na (N1 e N2) no tempo t3. Essas populagdes-
filhas evoluiram independentemente e no tempo tO representam linhagens, no caso de S.
brasiliensis, ou espécies diferentes, no caso de S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia. O cenério
de geodispersdo assume que um pequeno numero de fundadores (NIf e N2f, onde “f”
significa fundador), originado a partir de uma bacia-fonte, colonizou a bacia adjacente depois
de um evento de captura de cabeceira em t3 e consequente expansdo populacional em t1. Ha
dois cenarios dentro desta classe porque assumimos que a identidade da bacia-fonte pode ser
diferente. Assim como a classe do cenario de vicariancia, as populacdes evoluiram
independentemente depois do evento fundador até o tempo t0. A grande diferenca entre 0s
dois cenarios é a mudanca do tamanho efetivo das populac¢Ges-filhas em t3 (Fig. 1, 3 a-b). No
caso de S. hilarii, a qual é possivel observar trés linhagens mitocondriais bem definidas nas
topologias (Fig. S2 - duas da bacia do rio Sdo Francisco e uma do Alto rio Parand), nds
adicionamos mais parametros (ts — tempo de divergéncia entre as linhagens simpatricas da

bacia do rio Sdo Francisco — e nimero de populacfes) e adaptamos os cenarios. A escolha do
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melhor cenério, para a espécie, foi feita em duas etapas: Inicialmente, cada classe de cenério
biogeografico foi testada separadamente (geodispersao com o rio Sdo Francisco sendo a
bacia-fonte; geodispersdo com o Alto Parand sendo a bacia-fonte; e, o cenario de vicariancia -
Fig. S1 e resultados estdo no Tabela S3 na informacédo suporte). A necessidade de cada classe
ser testada separadamente se deve a presenca das duas linhagens do So Francisco (SF1 e
SF2), uma vez que a identidade de qual linhagem participou do evento t3 também é
importante. Portanto, existem dois modelos para cada classe. A segunda etapa comparou oS
modelos com maior probabilidade posterior de cada classe de cenario estimada na primeira

rodada para decidir qual cenario reflete a historia evolutiva da espécie (Fig. 3c).

Distribuicdo dos priors dos parametros e estatisticas sumarias. Todos 0s parametros
(tamanho populacional, tempo dos eventos demogréficos e taxas mutacionais) e distribuicéo
dos priors utilizados em nossos cenarios estdo sumarizados no material de suporte (Tabela
S4). Os valores dos priors de tamanho populacional efetivo foram considerados com
distribuicdo uniforme. Os priors das estimativas de tempo foram medidos em geracGes e 0s
valores foram baseados na &rvore de coalescéncia (&rvore de espécie gerada no *BEAST).
Nos utilizamos dois anos como o tempo de geragdo para todas as espécies, baseado nos dados
ecoldgicos de machos da espécie S. brasiliensis (Godoy, 1975). A taxa média de mutagéo (por
sitio por geracdo) foi atribuida para cada locus com distribuicdo uniforme, variando de 10° a
108 para os marcadores nucleares e de 108 a 107 para os mitocondriais (Cornuet et al., 2010).
Para a comparacgéo dos cenarios, nés empregamos as seguintes estatisticas sumarias (dados de
diversidade genética): numero de haplotipos e niumero de sitios segregantes dentro de cada
populacdo, e nimero de haplotipos e Fst (indice de fixacdo) entre as populacfes. Cada cenario

competidor foi simulado um milh&o de vezes.
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Comparacdo de cenarios. Para determinar o cenario mais provavel, nés computamos a
probabilidade posterior dos trés cenarios competidores utilizando uma regresséo logistica com
andlise linear discriminante (Cornuet et al., 2010) em 1% dos dados simulados que estéo
préximos aos dados observados. Cenarios vencedores possuem alto valor de probabilidade
posterior com 95% HPD sem sobreposicdo com as probabilidades posteriores dos demais
cenérios. Para investigar a robustez do cenario vencedor, isto é, se ele foi escolhido
corretamente, nos avaliamos as taxas de erro tipo | (a probabilidade que os dados simulados
sob um cenario vencedor foram incorretamente atribuidos a outro cenario) e erro tipo Il (a
probabilidade que o conjunto de dados simulados sob um outro cenario foram atribuidos ao
cenario vencedor). Para essa etapa, 500 pseudodados observados (dados simulados) foram
produzidos por cendrios, com os valores dos parametros gerados a partir da informacao dada
na etapa “Distribuicdo dos priors dos parametros e estatisticas sumarias”. As probabilidades
posteriores dos cenarios competidores foram avaliadas para cada conjunto de pseudodados

observados, usando a metodologia descrita para os dados observados.

Estimativa e precisdo dos parametros e checagem do modelo. Depois de definir o cenario
vencedor em cada espécie, estimamos os valores dos parametros desse cenario através de uma
regressao linear local (Beaumont et al., 2002) utilizando 1% dos dados simulados, e aplicando
a transformacdo logit para todos os pardmetros (Cornuet et al., 2008). Nés avaliamos a
precisdo de cada parametro estimado através do calculo da média relativa do erro absoluto
(RMAE, em inglés, relative median of the absolute error), que é a média do erro absoluto
divido pelo valor do parametro verdadeiro dos 500 pseudodados observados. Finalmente, nds
realizamos uma etapa de verificagdo do modelo para avaliar como o cenério vencedor se
“encaixa” com os dados observados. Para isso, realizamos uma simulagdo de 10.000

pseudodados observados para o cenario vencedor. As estatisticas sumarias empregadas nessa
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etapa precisam ser diferentes daquelas ja empregadas, para evitar uma sobre-estimativa dos
resultados (Cornuet et al., 2010). Nos utilizamos a variancia das diferengas par-a-par e D de
Tajima como estatistica sumaria nas andlises dentro da populacdo, e nimero de sitios
segregantes e média das diferencas par-a-par dentro (W) e entre (B) amostras para estimacfes
entre populacBes. Uma analise de componentes principais (PCA, em inglés, principal
components analysis) aplicada em vetores de testes estatisticos foi utilizado para visualmente

se observar como ocorre o “encaixe” entre dados simulados e observados.

RESULTADOS

Relagdes filogenéticas entre as espécies de Salminus

A filogenia do género inferida a partir dos marcadores moleculares COl, CytB, S7 e
RAG2 mostrou que todas as espécies do género (4 espécies nominais validas e duas
candidatas, S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia) sdao monofiléticas. Ao compararmos as
topologias dos genes, entretanto, observamos varias inconsisténcias quanto ao né basal e a
monofilia de S. brasiliensis (Fig. S2). As topologias dos marcadores mitocondriais, que apesar
de formarem os mesmos agrupamentos, apresentaram configuragdes diferentes, evidenciando
a parafilia das linhagens de S. brasiliensis (Alto Parand e PUL) e o clado basal constituido por
S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia, suportado apenas pelo COI. Por outro lado, o marcador
nuclear S7 mostrou a espécie S. brasiliensis como sendo monofilética. RAG2 ndo possuiu
resolucédo para definir como as linhagens de S. brasiliensis estdo relacionadas. Diferente do
observado para COIl, RAG2 suporta S. affinis como a espécie posicionada na base da
topologia (Fig. S2).

A arvore de espécies (Fig. 4) evidenciou S. affinis, Unica espécie transandina, como e

espécie-irma dos demais Salminus, que formam dois grandes clados com alto valor de
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suporte. O primeiro clado, denominado grupo Noroeste, é constituido por S. sp. Amazonas e
S. sp. Araguaia. O outro clado é composto por S. brasiliensis, S. franciscanus e S. hilarii, e foi
denominado de grupo Sudeste. No grupo Noroeste, S. sp. Amazonas apresenta amostras de
diferentes localidades: Alto rio Amazonas e rio Madeira. Entretanto o suporte estatistico entre
ambas foi baixo (N6 4, 0.68). Por esta razdo nos iremos considerar essas populagdes como
uma unica linhagem, denominada Amazonas, no teste de hipoteses biogeograficas (seccdo
Anélise ABC). No grupo Sudeste, S. franciscanus é a espécie-irmad de S. brasiliensis e S.
hilarii. O valor do suporte do nd (6) entre essas duas Ultimas foi considerado baixo (0.6). O
mesmo ocorre entre as linhagens simpatricas de S. hilarii da bacia do Sdo Francisco (N6 9,

0.90) (Fig. 4).

Tempos de divergéncia entre as espécies de Salminus

A andlise do relégio molecular sugere que os processos de diversificacbes em
Salminus iniciaram no Mioceno Superior (Fig. 4). O MRCA de Salminus, calculado a partir
do evento biogeogréfico descrito anteriormente, n6 1, viveu ha aproximadamente 11.05 Ma,
com um intervalo de confianga (95% HPD) de 7.02 — 14.98 Ma. O seguinte evento de
divergéncia foi entre o grupo Noroeste (bacias dos rios Amazonas e Araguaia) € 0 grupo
Sudeste (Bacia Platina — rios Parana, Paraguai e Uruguai — Lagoa dos Patos e do rio S&o
Francisco) que ocorreu ha 7.76 Ma (95% HPD 4.01-11.64 Ma). Os demais processos de
diversificacdo ocorreram durante o Plioceno Inferior. Nos também estimamos temporalmente
a diversificacdo das linhagens de S. brasiliensis (as linhagens Alto Parana e PUL divergiram
h& 0.36 Ma, 95% HPD 0.11 — 0.72 Ma) e S. hilarii (as linhagens presentes no Alto Parana e
Sédo Francisco se separaram ha 1.36 Ma, 95% HPD 0.51 — 2.53 Ma; e as linhagens simpatricas

da bacia do Sdo Francisco divergiram ha 0.68 Ma, 95% HPD 0.17 — 1.44 Ma). Para S. sp.
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Amazonas e S. sp. Araguaia a divergéncia ocorreu ha 2.747 Ma, 95% HPD 0.98-5.17 Ma
(Fig. 4).
Dos seis modelos biogeograficos testados pelo BioGeoBEARS, o modelo de dispersdo
e vicariancia com efeito fundador (DIVALIKEj) apresentou o melhor ajuste aos dados
empiricos, sendo suportado por AICw (>0.90). O resultado sugeriu que a &rea de distribuicdo
mais provavel do MRCA de todos os Salminus tenha sido na regido do proto-Amazonas (rios
Magdalena, Amazonas e Tocantins-Araguaia — Fig. S3). O modelo recuperou também que o
ancestral dos grupos Noroeste e Sudeste estava presente no paleo-Amazonas (rios Amazonas
e Tocantins — Araguaia). O ancestral do grupo Noroeste continuou no paleo-Amazonas onde
divergiu para formar S. sp. Araguaia e S. sp. Amazonas. J& o ancestral do grupo Sudeste
estava no rio S&o Francisco e posteriormente alcancou as demais bacias do escudo Brasileiro

(rios Parand, Paraguai, Uruguai e Lagoa dos Patos).

Testando hipoteses biogeogréaficas com anélise ABC para S. brasiliensis, S. hilarii, e S.
sp. Amazonas e S. sp. Araguaia

A reconstrucdo demografica utilizando a abordagem ABC identificou o cenéario de
vicariancia (hipétese paleogeografica) como o evento mais provavel para explicar a estrutura
filogeogréfica atual de S. brasiliensis e a divergéncia entre S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia
(probabilidade posterior, P, foi 0.4642 e 0.4875, respectivamente). Por outro lado, o cenario
de geodispersao (hipotese hidrogeologica) foi o evento mais provavel para explicar a estrutura
de S. hilarii (P=0.8312) (Tabela 1).

Embora o cenério vencedor de cada espécie tenha apresentado altas taxas de erro do
tipo 1, as taxas de erros do tipo Il foram baixas (Tabela S5) sugerindo alta confidéncia no
cendrio escolhido pela analise ABC. Valores posteriores dos parametros foram estimados

apenas para 0s cenarios vencedores (Tabela 2). No cenario de vicariancia de S. brasiliensis, o
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tamanho médio efetivo das linhagens do Alto Parand e PUL foram Nap = 85300 (95% HPD
37900-214000) e NpuL = 136000 (95% HPD 614000-332000), respectivamente. Ambas
linhagens divergiram de uma populacdo ancestral com tamanho médio efetivo de 685000
(95% HPD 269000-970000) no tempo t3=0.892 Ma (95% HPD 0.416-1.17 Ma).

Para as espécies S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia, 0 cenario com a maior
probabilidade posterior mostrou uma populagdo ancestral (Na=582000, 95% HPD 204000-
956000) sofrendo uma divisdo no tempo t3= 2.36 Ma (95% HPD 1.178-4.54 Ma). A média
dos tamanhos efetivos das linhagens no presente (t0) foi de 155000 individuos (95% HPD
57800-442000) para S. sp. Amazonas (Nawm) e 30100 (95% HPD 12300-115000) individuos S.
sp. Araguaia (Ntoa) (Tabela 2).

O cenario vencedor para S. hilarii assumiu que bacia do Alto rio Parand, capturou
parte da bacia do rio S&o Francisco (bacia-fonte). Esta geodispersao ocorreu ha 1.952 Ma (13,
95% HPD 1.046-3.24 Ma). Um pequeno namero de fundadores (Napf = 5040, 95% HPD 358
— 9740), originado a partir da linhagem denominada SF1 da bacia do rio S&o Francisco,
colonizou o Alto rio Parana e se expandiu ha 1.592 Ma (95% CI 0.77-2.58 Ma). Devido a
existéncia de duas linhagens dentro da bacia do rio Sdo Francisco, nds também estimamos o
tempo de divergéncia entre elas (SF1 e SF2) (ts= 0.606 Ma, 95% HPD 0.216-1.086 Ma). O
processo biogeografico responsavel por esta divergéncia ndo foi especificado porque as
linhagens sdo simpatricas e 0s cenarios testados resultam de diversificacdo alopéatrica. Os
tamanhos efetivos médios no presente (t0) para a linhagens foram Nsr1=446000, Nsr=441000
e Nap=460000 (Tabela 2).

Avaliando o desempenho da estimativa da distribuicdo posterior dos parametros,
exceto Napf (tamanho da populacdo fundadora — 0.835) e Nsr2 (tamanho populacional da

linhagem 2 da bacia do rio S&o Francisco — 0.337), ambos calculados para S. hilarii,
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mostraram baixos valores RMAE. Isso indica que os parametros estimados para a analise

ABC, nos cenérios vencedores, sdo confidveis (Tabela 2).

DISCUSSAO

Filogenia de Salminus

A investigacdo das relacdes evolutivas entre as espécies de Salminus refutou as
hip6teses propostas previamente, baseada em caracteres morfoldgicos (Lima, 2006) e em
evidéncia molecular (Abe et al., 2014). Em tese ndo publicada, Lima (2006) ndo obteve
caracteres morfoldgicos suficientes para estabelecer todas as relacfes entre as espécies.
Entretanto, revelou que S. brasiliensis e S. franciscanus sdo espécies-irmds, assim como S.
affinis e S. sp. (para o autor, S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia formam uma Unica espécie).
Essa hipdtese é suportada por Abe et al. (2014), que adicionalmente propde S. hilarii como
espécie irmd dos demais Salminus, cenario bem diferente daquele que estamos propondo (Fig.
4).

Com o intuito de compreender as razOes pelas quais os dados moleculares sé&o
divergentes, nds reanalisamos individualmente as arvores génicas utilizando apenas 0s
Salminus amostrados em Abe et al. (2014) (dados ndo mostrados). Entre os marcadores
utilizados pelos autores, apenas 0 RAG2 apresentou uma topologia distinta em relacdo aos
demais marcadores: S. hilarii esta situada na base da topologia. Essa configuracdo nédo era
esperada, afinal em todos os marcadores, inclusive em nossos dados, S. hilarii apresenta uma
estreita relagio com S. franciscanus e S. brasiliensis. Diante dessa incongruéncia, nos
decidimos realizar uma nova analise utilizando todas as sequéncias do RAG2 disponiveis para
a familia Bryconidae no GenBank (Oliveira et al., 2011; Abe et al., 2014), incluindo também

a do presente estudo. Os resultados revelaram que o Unico espécime de S. hilarii utilizado por
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Abe et al. (2014) ndo agrupa com os Salminus, cujo suporte de agrupamento é maximo. Esse
espécime esta agrupado com os demais espécimes de Brycon. Por essa razdo, acreditamos que
para 0 RAG2 essa sequéncia tenha sido erroneamente denominada como S. hilarii, quando na
verdade trata-se de um espécime do género Brycon. Pelo fato dos genes nucleares oferecerem
maior resolucdo para 0s n6s mais antigos da topologia, esse erro provocou uma resolucéo
equivocada sobre as relagBes evolutivas entre as espécies de Salminus. Diante desse
problema, a filogenia molecular do género Salminus apresentada neste estudo é mais coerente,
sendo a primeira com ampla amostragem e distribuida em distintas bacias hidrograficas,
capaz de detectar as estruturagdes intraespecificas e resolver as relagdes interespecificas.
A anélise multiloci corroborou a hip6tese de que existem mais unidades evolutivas do
que espécies nominais (Abe et al., 2014; Machado et al., no prelo). Segundo Abe et al., (2014)
Salminus estaria constituido por cinco unidades fortemente sustentadas (S. affinis, S.
brasiliensis, S. franciscanus, S. hilarii e S. sp.). Por outro lado, para Machado et al. (no prelo)
a analise de DNA barcoding associada ao marcador nuclear RAG2 suportou a existéncia de
seis unidades (S. affinis, S. brasiliensis, S. franciscanus, S. hilarii, S. sp. Amazonas e S. sp.
Araguaia), assim como os resultados do presente estudo. A diferenca no numero de unidades
evolutivas se deve unicamente ao fato de Abe et al. (2014) terem usado um Unico individuo
para representar as espécies, nao sendo possivel detectar que S. sp. é constituida por duas
unidades (S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia). Ha& dois pontos divergentes entre 0s nossos
resultados e Machado et al. (no prelo). O primeiro deles é a parafilia de S. brasiliensis.
Machado et al. (no prelo) empregando as anélises de DNA barcoding fortemente sustentou a
existéncia de duas unidades em S. brasiliensis. No entanto, como o marcador nuclear (RAG2)
ndo foi elucidativo, os autores recomendaram cautela quanto & definicdo do real status
taxonémico da espécie. A analise multiloci do presente estudo, ndo evidenciou a parafilia de

S. brasiliensis. Por hora, concluimos que esta espécie deve ser considerada uma Unica unidade
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taxondmica com estruturacdes filogeograficas que resultaram de um processo de
diversificacdo alopatrica (ver demais sec¢des). Outro ponto divergente foi a reciproca
monofilia observada no presente trabalho entre individuos de S. hilarii das bacias do rio S&o
Francisco e Alto rio Parana (Fig. 4). Diferentemente, para Machado et al. (no prelo), essa
monofilia reciproca ndo existe: hd duas unidades mitocondriais, uma constituida apenas por
individuos da bacia do rio So Francisco e outra formada por espécimes do Alto rio Parana e
uma parte do rio Sdo Francisco. Os autores sugerem que a ndo-monofilia reciproca das bacias
hidrogréficas seja resultado de um contato secundéario (histérico, mais provavel, ou por acao
antropica). Os trés marcadores mitocondriais que utilizamos também confirmaram a no
monofilia reciproca, apesar de identificar trés e ndo duas linhagens mitocondriais. Portanto,
confirmamos a hipdtese de contato secundario, detectada apenas pelos mitocondriais,
marcadores que providenciam sinais de eventos de diferenciagdo mais recentes do que os
nucleares (ver discussdo sobre Histdria evolutiva do género).

Todas as relacdes interespecificas foram fortemente suportadas, a excecdo foi entre S.
brasiliensis e S. hilarii (n6 6, P=0.6). Acreditamos que essa baixa probabilidade bayesiana
posterior reside na incongruéncia entre as arvores mitocondriais e nucleares. Para testar essa
hip6tese, realizamos o teste ILD (Incongruence Length Difference test — Farris et al., 1994)
utilizando o método de Méaxima Parcimbnia no PAUP* v4.0b10 que avalia o conflito e a
incongruéncia entre as particdes (genes) utilizadas nesta analise. O valor de P<0.01 rejeitou a
hipdtese nula de que ambos genomas sdo congruentes. Conflitos entre filogenias
mitocondriais e nucleares séo comuns e surgem devido a varios processos (ver Davalos et al.,
2012). Provavelmente, para o nosso conjunto de dados, essas diferencas sejam resultantes de
caracteristicas intrinsecas de cada genoma (Funk & Omland, 2003). Contudo, como apenas 0

S7 apresenta resolucdo dessa relacdo interespecifica, identificando a monofilia de S.
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brasiliensis, ao contrario dos outros dois marcadores mitocondriais, ndo descartamos a

possibilidade de estarmos diante de um caso de ILS para esse marcador nuclear.

Histdria evolutiva de Salminus

O primeiro ponto de diversificagdo observado na topologia do género foi 0 nd (1)
calibrado através do evento biogeografico. O ancestral comum mais recente do género
Salminus data do Mioceno Superior (11.05 Ma, 95% HPD 7.02 — 14.98 Ma) e estava
distribuido por todo proto-Amazonas (Fig. 4, Fig. S3). Antes do soerguimento da Cadeia
Oriental dos Andes, ndo havia individualizacdo das bacias hidrograficas modernas no
noroeste do continente sul-americano. Esta regido estava coberta por um sistema de lagos,
cujo conjunto foi denominado de Lago Pebas (Lundberg et al., 1998). Aproximadamente a
11.8 Ma, a direcdo do fluxo das aguas da varzea do Magdalena mudou completamente de
sentido: do leste/sudeste para oeste. Esta troca de sentido indica a existéncia de uma nova e
importante area a leste (Cordilheira Oriental dos Andes), resultante da colisdo entre as placas
Nazca com a margem noroeste da América do Sul (Hoorn et al., 1995). O surgimento da
cadeia de montanhas continuas separou permanentemente as populacdes do ancestral de
Salminus. Esse cenario de vicariancia é extensivamente discutido para a explicar as
divergéncias entre a ictiofauna cis e transandina (Sivasundar et al., 2001; Montoya-Burgos,
2003; Albert et al., 2006).

Apos o soerguimento da cadeia Oriental dos Andes, parte da populagdo ancestral se
diverge na bacia do Magdalena, dando origem a S. affinis, e parte continua no Lago Pebas.
Como resultado dessa orogénese andina ocorre a erosdo do Arco Purus, uma importante
barreira que dividia o paleo-Amazonas em duas porcOes: leste, que desaguava no oceano
Atlantico, e oeste, que desaguava no Mar do Caribe (Lundberg et al., 1998). Com o

estabelecimento do curso moderno do paleo-Amazonas (oeste-leste), essas populagoes
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ancestrais alcancam o paleo-Tocantins-Araguaia. E ap0s esses eventos que outra cladogénese
ocorre dentro do género Salminus (nd 2), marcando a separa¢do do grupo Noroeste (bacias
dos rios Amazonas e Tocantins-Araguaia) e Sudeste (bacias dos rios Parand, Paraguai, Sao
Francisco e Uruguai e drenagem da Lagoa dos Patos) (Fig. 4). O MRCA dos dois grupos
estava no paleo-Amazonas/Tocantins-Araguaia ha 7.76 Ma (95% HPD 4.01-11.64 Ma), onde
parte dele geodispersou para as bacias do Escudo brasileiro, provavelmente através de uma
captura de cabeceira para a bacia do rio S&o Francisco (formando o grupo Sudeste), e parte
continuou na regido, dando origem ao grupo Noroeste (Fig. 4, Fig. S3).

A historia biogeogréfica da ictiofauna do Tocantins-Araguaia e S8o Francisco séo
distintas. Enquanto a ictiofauna do rio Tocantins é proxima a amazonica, a do Sdo Francisco é
hibrida, apresentando rela¢gdes com as bacias hidrogréaficas adjacentes (Lima & Caires, 2011).
Entre ambas existe a Serra Geral do Tocantins, uma estrutura tectonica datada desde o
Cretaceo que separa as cabeceiras dessas bacias (Villela & Nogueira, 2011). O processo de
erosdo da serra criou um fenémeno chamado de “aguas emendadas”, onde as duas bacias
compartilham cabeceiras. E provavel que ha 7.76 Ma tenha ocorrido um processo de
geodispersdo nessa regido para o S&o Francisco, permitindo a expansdo de um grupo que se
tornara o ancestral do grupo Sudeste.

Outra provavel rota de geodispersdo historica entre os dois sistemas hidrogréficos é
pela costa norte-nordeste. De acordo com Hubert et al. (2007), dois eventos de geodispersao
entre as paleobacias ocorreram no género Serrasalmus: um ha 7.4 Ma (coincidente com nossa
estimativa temporal) e outro h4 2.3 Ma. Os autores argumentaram que a regressdo marinha do
Mioceno promoveu a coalescéncia das fozes dos paleorios, criando conexdes temporarias
entre os paleorios amazdnicos e do nordeste brasileiro, favorecendo a expansdo de area do
ancestral para o Escudo Brasileiro. Hubert & Renno (2006), a partir da compilacdo de dados

de distribuicdo de 601 espécies de Characiformes, também identificaram essa rota.
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Conforme a sequéncia de eventos descrita anteriormente, o ancestral do grupo
Noroeste permaneceu no paleo-Amazonas. O evento de cladogénese desse grupo (né 3)
ocorreu ha 2.7 Ma (95% HPD 0.98-5.17 Ma) e marca a separacdo entre S. sp. Araguaia e S.
sp. Amazonas (Fig. 4). Essa separagdo provavelmente esta relacionada com o rompimento da
conexdo entre as paleobacias do Amazonas e Tocantins-Araguaia. Dados geoldgicos e
geomorfoldgicos indicam que a intensa atividade neotectdnica das falhas geoldgicas no baixo
Amazonas (local onde hoje existe a foz de ambos os rios), culminou na mudanca de rota do
paleo-Tocantins durante o Plio-Pleistoceno (Rossetti & Valeriano, 2007). Essa interrupgéo na
descarga direta do paleo-Tocantins dentro do paleo-Amazonas, foi apontada como um evento
de vicariancia responsavel pela especiacdo entre as espécies Inia araguaiaensis (boto-do-
araguaia) e Inia geofrensis (boto-cor-de-rosa) ha 2.08 Ma (95% HPD 0.811-3.744 Ma) (Hrbek
et al., 2014), coincidindo com nossos resultados.

Entretanto, a anélise do BioGeoBEARS aponta um cenario diferente para o clado
Noroeste (Fig. S3). A &rea ancestral foi estimada como sendo no rio Amazonas, 0 que
resultaria na ocorréncia de um evento de captura de cabeceira entre 0 Amazonas e 0
Tocantins, apds o estabelecimento das bacias. Claramente é um artefato da analise, que néo
leva em consideracdo o dinamismo das conexdes das bacias hidrograficas. Apesar de algumas
evidéncias de captura de cabeceira entre o0 rio Tocantins-Araguaia e a bacia adjacente do rio
Xingu (tributario do rio Amazonas) (Lima & Caires, 2011), nés ndo acreditamos que esse
cenario tenha ocorrido no grupo. A razao esta na distribuicdo atual disjunta do género dentro
da bacia Amazonica: os registros apontam espécimes presentes apenas nas regides mais altas
do Ocidente do rio Amazonas (rios Madeira, Ucayali, Jurua, Marafion e Purus) e Tocantins-
Araguaia (Lima, 2006). Os padrfes biogeograficos de espécies com essa distribui¢do disjunta
e relacionadas a altitude ainda ndo foram elucidados, porém, de acordo com Lima e Ribeiro

(2011) estédo relacionados a constraints ecoldgicos e eventos histéricos. Para esclarecermos se
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0 cenario de geodispersdo pode ou ndo ter ocorrido, iremos testd-lo como um cenario
alternativo através da abordagem ABC.

Os eventos de cladogénese do grupo Sudeste, envolvendo as bacias do Alto rio
Parand e rio S8o Francisco, ndo sao caracteristicos de especiagdo por vicariancia, mas sim por
sucessivas geodispersdes, uma vez que as bacias hidrograficas ndo formam grupos
monofiléticos (Hubert et al., 2007). A estrutura geoldgica do Escudo Brasileiro favorece esses
eventos, com suas inumeras falhas geoldgicas que continuamente estdo sendo reativadas,
promovendo rearranjos entre as bacias e consequente troca de ictiofauna (Ribeiro, 2006,
Buckup, 2011; Ribeiro & Menezes 2015). O surgimento da bacia do rio S&o Francisco e do
Alto rio Parana é muito antigo, remonta o tectonismo associado a quebra da Gondwana
(Potter, 1997, Ribeiro, 2006). Entre as cabeceiras dessas bacias existe um sistema de falhas
geoldgicas conhecido como Descontinuidade Crustal do Alto Rio Séo Francisco (DCARSF),
que apresenta atividade recorrente desde o Pré-Cambriano (Saadi, 1993). Com as continuas
reativagdes da DCARSF, as geodispersdes se tornaram importantes eventos promotores de
diversificacdo dentro dos géneros Salminus, Hypostomus (5.7 — 6.4 Ma - Montoya-Burgo,
2003) e alguns Characiformes (Hubert & Renno, 2006). O MRCA do grupo Sudeste estava no
paleorio Sdo Francisco hd 4.27 Ma (95% HPD 1.88-7.23 Ma), quando parte dele se
geodispersou para 0 Alto rio Parana (estimativa de area ancestral para 0 MRCA das espécies
S. hilarii e S. brasiliensis — Fig. S3).

S. brasiliensis apresenta duas linhagens alopatricas bem definidas, cujo processo de
diversificacdo entre elas deve estar relacionado a separacdo das bacias hidrograficas que
ocupam (Alto rio Parana e os rios Paraguai, Uruguai e drenagem da Lagoa dos Patos).
Espécies com a distribuicdo similar & S. brasiliensis também apresentam essa estruturagdo
entre 0 Alto rio Parand e os demais sistemas da Bacia Platina (Sivasundar et al.; 2001;

Bellafronte et al., 2013; Piélek et al., 2012). O Alto rio Parand, dado sua composic¢do de
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espécies, caracteristicas ecoldgicas e historia evolutiva, € considerada uma distinta ecorregiao
em relagdo as bacias do Baixo rio Parand, rios Paraguai e Uruguai (Abell et al., 2008). A
historia biogeografica da regido é complexa e esta associada com sucessivas reativagdes de
fraturas geoldgicas (Bartorelli, 2004). Essas reativa¢fes neotectdnicas promoveram tanto
rearranjos entre essas drenagens (Ribeiro & Menezes, 2015) quanto a formacdo de
importantes barreiras geogréficas (cachoeiras de Apipé, Iguacu, Mocona e Sete Quedas, por
exemplo — Bartorelli, 2004). Portanto, dois distintos cenarios explicariam a diversificacdo das
linhagens de S. brasiliensis, que ocorreu ha 0.36 Ma (95% HPD 0.11 — 0.72 Ma): vicariancia
e geodisperséo.

A cachoeira de Sete Quedas, antes do seu afogamento para a construcdo do
reservatorio de Itaipu, foi uma importante barreira geogréafica impermeéavel entre o Alto rio
Parand e as demais sistemas hidrograficos que compdem a bacia Platina. N&o existe
informacdo sobre a idade absoluta dessa cachoeira. Segundo Bartorelli (2004), eventos
neotectdnicos do Pleistoceno Médio até o dltimo maximo glacial (1.5 — 0.1 Ma) foram os
responsaveis pelas géneses de cachoeiras na bacia do rio Parana. E provavel que com o
surgimento de Sete Quedas durante esse periodo, a populacdo ancestral das linhagens de S.
brasiliensis, que estava distribuida por toda a bacia Platina, tenha ficado isolada e divergido
alopatricamente. Esse evento de vicariancia também é utilizado para explicar os processos de
diversificagdo em Prochilodus lineatus (Sivasundar et al., 2001) e no grupo Crenicichla
lacustris (Pialek et al., 2012).

Apesar de pouco provavel, devido as estimativas temporais, n6s ndo descartamos o
cenario de geodispersdo, que poderia ter ocorrido do Alto rio Parana para o rio Paraguai.
Ambas as bacias possuem cabeceiras adjacentes que poderiam ter sido utilizadas como paleo-
rotas. De acordo com Menezes et al. (2008), as paleo-rotas teriam surgido durante o processo

tectébnico de formacdo do Pantanal, planicie alagada encontrada no Alto rio Paraguai. Os
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autores destacam que o limite oeste do Alto rio Parana era mais deslocado para o Ocidente do
que atualmente, e que apos a reativacdo de uma falha tectdnica associada as atividades de
compressdo nos Andes, parte dele foi capturado pelo rio Paraguai (Assine, 2004 citado por
Menezes et al., 2008). Essa captura de cabeceira permitiu que parte da populacdo ancestral de
S. brasiliensis tenha geodispersado do Alto rio Parand para o Alto rio Paraguai.
Posteriormente, o ancestral se espalhou por todo rio Paraguai, alcancando a bacia do rio
Uruguai. A estimativa de tempo dessa captura de cabeceira foi de 2.5 Ma, tempo muito
superior a divergéncia entre as linhagens estimada por nés.

A primeira cladogénese entre as linhagens de S. hilarii resulta na divergéncia entre as
linhagens do S&o Francisco e Alto Parana (n6 8, Fig. 4). O MRCA das linhagens
provavelmente estava presente na bacia do Alto Parang, quando, ha 1.35 Ma (95% HPD 0.51
— 2.53 Ma), ocorreu um evento de geodispersdo para a bacia do Sao Francisco. O processo de
diversificacdo entre as linhagens simpatricas de S. hilarii (n6 9) néo é claro. Elas poderiam ter
vivenciado uma especiacdo simpatrica ou alopatrica dentro da bacia seguida por um contato
secundario. Entretanto, esse cenario, indicado pela arvore de espécie, é diferente do que foi
observado com 0s genes mitocondriais e por Machado et al. (no prelo): uma linhagem do S&o
Francisco (denominada SF1 na analise ABC) € irma do clado formado pelas linhagens do
Alto rio Parand e outra do rio Sdo Francisco (SF2). Essa mudancga nas relaces entre as
linhagens acarretaria em uma interpretacéo alternativa: o MRCA das linhagens de S. hilarii
estaria presente na bacia do S&o Francisco (e ndo na bacia do Alto rio Parand), quando houve
uma captura de cabeceiras por parte do Alto rio Parana. Essas duas populacdes acumularam
diferencas e formaram duas linhagens: SF1 e (SF2+Alto Parana). Um segundo evento de
captura, agora por parte do Alto Sdo Francisco, separou as linhagens SF2 e Alto rio Parana.

Essas especulacdes serdo discutidas a seguir.
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Approximate Bayesian Computation e teste de hipoteses biogeograficas

Em geral, estudos filogeogréficos da ictiofauna neotropical envolvem estimativas de
tempos de divergéncias com a posterior correlagdo dos resultados com eventos geoclimaticos
conhecidos, conforme realizado no topico anterior. Entretanto, devido & complexidade de
eventos envolvidos, padrdes biogeograficos similares podem surgir de distintos processos de
diversificacdo (Moritz et al.,, 2000). Por isso a importancia de incorporar inferéncias
estatisticas para testar hipoteses alternativas. Entre os poucos estudos utilizando essa
abordagem em peixes de agua doce da América do Sul, destacam-se a reconstrucdo de
potenciais rotas de colonizacdo histdrica para a espécie Aplochiton zebra (Vanhaecke et al.,
2015); a elucidacdo da performance dos distintos padrdes de divergéncia gerados por
marcadores nucleares e mitocondrial entre as linhagens de Cichla temensis (Willis et al.,
2015); e a identificacdo dos eventos de geodispersdao que promoveram a diversificacdo em
peixes da familia Pimelodidae no oeste amazonico (Tagliacollo et al., 2015). O nosso estudo é
0 primeiro a empregar abordagem bayesiana baseada em modelos para testar cenarios
biogeograficos alternativos potencialmente responsaveis pelo processo de diversificacdo de
peixes dulcicolas Neotropicais.

As simulacdes das hipoteses biogeograficas suportaram o cenario de vicariancia para
as linhagens de S. brasiliensis, bem como entre S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia, enquanto
geodispersdao foi o evento responsavel pela diversificagdo nas linhagens de S. hilarii. O
cenario escolhido para cada espécie apresentou o valor mais alto de probabilidade posterior
sem sobreposicdo de intervalos de confianca com os demais cenarios, correspondéncia entre
estatisticas sumarias para os dados simulados e dado observado (resultado ndo mostrado), e
baixas taxas de erro do tipo Il para o cenario vencedor. Essas caracteristicas indicam robustez
na escolha do cenario (Cornuet et al., 2010). Apesar do erro do tipo | ter sido elevado, isto €, a

probabilidade que os dados simulados sob um cendrio vencedor serem incorretamente
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atribuidos a outro cenério, isso ndo se configurou um problema. Segundo Bertorelle et al.
(2010), as estimativas de erros precisam ser cautelosamente analisadas, pois ndo representam
a estatistica frequentista cléssica. Isso significa que um unico pseudodado simulado suporta o
cenario, se a probabilidade posterior dele for maior que os demais. Portanto, estimativas de
erros com baixos valores representam uma ferramenta poderosa para o suporte do cenario
escolhido. Porém, quando séo elevadas precisam ser associadas a informac6es adicionais que
dardo acuracia e poder a analise, como por exemplo, a ndo sobreposi¢do entre os intervalos de
confianca das probabilidades posteriores dos cenérios (Bertorelle et al., 2010).

Apenas em S. hilarii, observamos parametros estimados com altos valores de RMAE:
tamanho da populagdo fundadora (Napf — 0.835) e tamanho populacional da linhagem 2 da
bacia do rio Sdo Francisco (Nsr2 — 0.337). Essa baixa precisdo do parametro para a populacéo
fundadora (Narf) € comum em cenérios com bottlenecks (Inoue et al., 2015). Cornuet et al.
(2010) avaliaram que a qualidade das estimativas dos pardmetros pode ser melhorada
substancialmente se marcadores apropriados e aumento de amostragem forem realizados. Por
se tratar de parametros ndo utilizados no presente trabalho, esse resultado ndo afeta nossa
avaliacdo sobre a distin¢do entre 0s eventos promotores de diversificagéo.

Tanto para S. brasiliensis quanto para S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia dois distintos
cenarios foram apresentados previamente como provaveis responsaveis por promoverem as
suas diversificagdes. A analise ABC permitiu distinguir entre eles o mais provavel. A
reconstrucdo demografica de S. sp. Araguaia e S. sp. Amazonas reforcou que o cenario de
vicariancia foi o processo que resultou na diversificagdo entre ambas. De acordo com as
analises no DIYABC, uma populacdo ancestral sofreu uma divisdo had 2.36 Ma. Ao
compararmos com os resultados do *BEAST, observamos que essas estimativas de tempo de
divergéncia sdo muito proximas e apresentam sobreposi¢cdo em seus intervalos de confianca

(2.7 Ma — Fig. 4 e Tabela 2). Portanto, a separacdo entre ambas esta relacionada a um evento
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vicariante que coincide temporalmente com o rompimento da conex&o entre as paleobacias do
Amazonas e Tocantins-Araguaia.

A espécie S. brasiliensis também apresentou o cenario de vicariancia entre as
linhagens do Alto Parana e PUL como o mais provavel promotor de diversificacdo entre elas.
Segundo o cenario escolhido, a populacdo ancestral sofreu uma quebra ha aproximadamente
0.89 Ma, tempo préximo ao recuperado pela arvore de espécie (0.36 Ma — Fig. 4). Conforme
discutido no tépico anterior, o evento vicariante foi o surgimento de Sete Quedas, que separou
o0 Alto rio Parana das demais bacias hidrograficas.

Por outro lado, para S. hilarii ndo havia davida com relacdo a qual evento gerou a
diversificacdo das linhagens, o problema residia em como ocorreu esse evento. Na analise no
DIYABC, o cenério mais provavel revela o sistema hidrografico do rio Sdo Francisco como a
bacia-fonte do evento de captura de cabeceira, e ndo o Alto rio Parand, conforme observado
na arvore de espécie (Fig. 4). Provavelmente, essa é a razdo pela qual a probabilidade
posterior do ndé 9 ndo apresenta suporte adequado (0.90 — Fig. 4). O cenario reconstruido
recuperou que parte da linhagem do Séo Francisco (SF1) geodispersou para a bacia do Alto
rio Parand ha 1.95 Ma, tempo proximo a geodispersao calculada pelo *BEAST entre as duas
bacias (1.36 Ma, Fig. 4). Como o desenho dos cenarios foi baseado na arvore de espécie, nos
ndo empregamos o parafiletismo das linhagens do S&o Francisco, observado apenas em
marcadores mitocondriais, para ser testado no DIYABC. O tempo de divergéncia entre as
linhagens simpatricas foi o0 mesmo para as duas anélises.

Diante dos resultados nés confirmamos que a abordagem ABC baseada em modelos
pode ser particularmente informativa para estudos envolvendo testes de hipoteses
biogeograficas para a ictiofauna dulcicola neotropical. Através desta analise, nos
reconstruimos e fomos capazes de distinguir as assinaturas filogeograficas dos dois principais

eventos, vicariancia e geodispersdo, promotores de diversificacdo de peixes neotropicais. A
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hip6tese hidrogeoldgica apresenta como assinatura um evento fundador na area colonizada,
representando o evento de geodispersdo. Ao contrario, a hipdtese paleogeografica nédo
apresenta esse efeito fundador nem a identidade da bacia-fonte. Os resultados obtidos tanto
pela filogeografia tradicional (estimativas de tempo de divergéncia associados a eventos
historicos) quanto pela abordagem baseada em modelos foram similares. Isto sugere
confianga e robustez do cendrio biogeografico responsavel por modelar a atual estrutura
filogeogréfica de S. brasiliensis, S. hilarii e S. sp. Araguaia e S. sp. Amazonas. De maneira
geral, os eventos de vicariancia e geodispersao foram as responsaveis pela diversificacdo das

espécies do género Salminus.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1- Probabilidades posteriores de cada cenario estimada usando DIYABC. A maior probabilidade esta em negrito.

Probabilidade posterior
(95% HPD)

Cenario vencedor

Salminus brasiliensis

Cenario 1- Bacias do Alto Parana e PUL divergem da populagdo ancestral (vicariancia)
Cenario 2- Bacia PUL* captura parte da bacia do Alto Parana (geodispersao)

Cenario 3- Alto Parana captura parte do PUL (geodisperséo)

Salminus sp. Amazonas e Salminus sp. Araguaia

Cenério 1- Vicariancia

Cenério 2- Bacia Tocantins-Araguaia captura parte da bacia Amazonas (geodispersao)
Cenério 3- Bacia Amazonas captura parte da bacia Tocantins-Araguaia (geodispersao)

Salminus hilarii

Round 2

Cenario 1 - Bacias Alto Parana e Sao Francisco (SF2) divergem da populacdo ancestral (vicariancia)
Cenario 2 - Bacia Alto Parana captura parte da Bacia Sdo Francisco (SF1) (geodisperséo)

Cenério 3 - Bacia Sao Francisco (SF2) captura parte da bacia Alto Parana (geodisperséo)

0.4642 (0.4420-0.4865)
0.3104 (0.2895-0.3313)
0.2254 (0.2060-0.2448)

0.4875 (0.4475-0.5274)
0.2050 (0.1736-0.2364)
0.3075 (0.2695-0.3456)

0.1366 (0.0606-0.2126)
0.8312 (0.7386-0.9239)
0.0321 (0.0000-0.4841)

Na
N.\P Nl’l L
Alto Parand PUL
Na
Am Nhn\_
Amazonas Araguaia

N N N

SF1 SF2 AP
Sdo Francisco  Alto Parana

*PUL.: Sigla que designa as bacias Paraguai, Uruguai e Lagoa dos Patos.
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Tabela 2 — Valores posteriores dos parametros para 0s cenarios com alta probabilidade (Vencedores). A unidade de tempo, contada em geracéo,
foi convertida em 10° anos antes do presente (Ma), baseada na média do tempo de geragdo de 2 anos (De Godoy 1975).

Estimativa posterior dos parametros

Pardmetros  Mediana 95% HPD RMAE
Salminus brasiliensis
Tamanho efetivo da linhagem PUL NpuL 136000 61400-332000 0.265
Tamanho efetivo da linhagem Alto Parana Nap 85300 37900-214000 0.247
Tamanho efetivo da populacdo ancestral Na 685000 269000-970000  0.119
Tempo de divergéncia entre as linhagens PUL e Alto Parana t3 0.892 Ma 0.416-1.17 Ma 0.269
Salminus sp. Amazonas e Salminus sp. Araguaia
Tamanho efetivo da espécie Araguaia NToA 30100 12300-115000 0.288
Tamanho efetivo da espécie Amazonas Nam 155000 57800-442000 0.279
Tamanho efetivo da populacdo ancestral Na 582000 204000-956000 0.136
Tempo de divergéncia entre as espécies Araguaia e Amazonas t3 2.36 Ma 1.178-4.54 Ma 0.190
Salminus hilarii
Tamanho efetivo da linhagem S&o Francisco (SF1) Nsr1 446000 156000-882000  0.267
Tamanho efetivo da linhagem Séo Francisco (SF2) Nsr2 441000 135000-907000  0.337
Tamanho efetivo da linhagem Alto Parana Nap 460000 179000-832000 0.254
Tamanho efetivo da populagdo fundadora do Alto Parana Napf 5040 358-9740 0.835
Tempo de divergéncia entre as linhagens S&o Francisco (SF1) e Sdo Francisco (SF2) ts 0.606 Ma 0.216-1.086 Ma  0.272
Tempo de expansédo da populagdo apds o evento fundador tl 1.592 Ma 0.77-2.58 Ma 0.255
Tempo do evento fundador entre as linhagens do Séo Francisco e Alto Parana t3 1.952 Ma 1.046-3.24 Ma 0.135

RMAE: média relativa do erro absoluto.
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Passado
pNe_____ 8
.4
10 Presente
NI N2 NI N2 N2 NI
Bacia A Bacia B Bacia A BaciaB  Bacia B Bacia A
Cendrio de vicariancia Cendrio de captura de cabeceiras

Figura 1. Reconstrucdo dos cendrios evolutivos para testar as hipdteses Paleogeogréfica e
Hidrogeoldgica. (1) Hipotese Paleogeogréfica apresenta uma assinatura de vicariancia. Neste
cenario, nds assumimos uma populagdo ancestral, com tamanho efetivo Na, que no tempo t3
sofre uma divis@o e duas novas populacfes sdao formadas com tamanho efetivo menor que o
Na (N1 e N2). (2) Hipotese Hidrogeoldgica tem uma assinatura de geodispersdo. NOs
assumimos um pequeno numero de fundadores (N1f ou N2f, onde “f” significa fundador),
originado a partir de uma bacia-fonte, que coloniza uma bacia adjacente apds o evento de

captura em t3, seguida por uma expansao populacional em t1.
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. Bacia do rio Magdalena
. Bacia do rio Amazonas

I:l Bacia do rio Tocantins-Araguaia

. Bacia do rio Sao Francisco
. Bacia do Alto rio Parana

Bacia do rio Paraguai e Uruguai
e drenagem da Lagoa dos Patos

~“Ny

V S

Figura 2. Locais de coleta de Salminus. Salminus affinis (4 ), Salminus brasiliensis (Il ),

Salminus franciscanus (&), Salminus hilarii (A), Salminus sp. Amazonas (@) e Salminus sp.

Araguaia 4.
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(a) Salminus brasiliensis
Na

Presente - Passado

NAP NPUL N

Alto Parana PUL  Alto Parana PUL

(b) Salminus sp. Amazonas e Salminus sp. Araguaia
Na

Presente - Passado

NAm i . .
Amazonas Araguaia  Amazonas Araguaia Araguaia

(¢) Salminus hilarii

Presente - Passado

NSFZ NSFl NAP NSFl NSF2 NAP NAP NSFl NSFZ
Sdo Francisco  Alto Parana Sdo Francisco Alto Parana  Alto Parana  Sdo Francisco

Figura 3. Cenérios evolutivos testados através da analise ABC no DIYABC. Em (a) S.
brasiliensis, (b) S. sp. Araguaia e S. sp. Amazonas e (c) S. hilarii. Cores representam as bacias

hidrogréaficas onde as amostras foram coletadas (Fig. 2).
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Sabmirus hilearii (SF1)
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Figura 4. Anélise filogenética bayesiana e estimativa de tempo de divergéncia no BEAST
v1.8.1 empregando dois marcadores mitocondriais (COIl e CytB) e dois nucleares (RAG2 e
S7). N6s usamos um evento biogeogréafico para a calibragdo da topologia (circulo vermelho).
NUmeros abaixo dos nds representam as estimativas de tempo de divergéncia, enquanto os
nmeros acima representam a probabilidade posterior. Barras azuis representam 95% HPD

dos tempos estimados.
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Figura S1. Primeira rodada dos cenarios evolutivos testados para S. hilarii usando o

DIYABC. (a) cenério de vicariancia, (b) cenario de geodispersdo com o Alto rio Parana como

bacia-fonte, e (c) geodispersdo de cabeceira com o rio Sdo Francisco como bacia-fonte.
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Figura S2: Filogenias génicas recuperadas através da analise bayesiana, realizadas no
BEAST, para o género Salminus. (a) COIl; (b) Cytb; (c) RAG2 e (d) intron S7. A barra de
escala representa a estimativa de substituicdo por sitio. Nimeros acima dos nés indicam as

probabilidades posteriores (>0.90). O grupo externo foi retirado da ilustracao.

B S. affinis

S. sp. Araguaia

S. sp. Amazonas

S. sp. Amazonas

sii)  S. franciscanus

S. brasiliensis
L2 &5
B# Bacia do Magdalena sy ;
Bacia do Amazonas S. brasiliensis
Bacia do Tocantins-Araguaia > Rl

Bacia do Sao Francisco

Bacias do Paraguai, Uruguai e Lagoa dos Patos
Bl Bacia do Alto Parani

[AmToA| Paleobacia do Amazonas

BRI Proto-Amazonas

S. hilarii

S. hilarii (SF1)

S. hilarii (SF2)

Figura S3: Estimativa de areas ancestrais para as espécies de Salminus de acordo com o
modelo biogeografico mais provavel (DIVALIKE]j) calculado a partir do BioGeoBEARS. As
setas indicam provaveis eventos de geodispersdo, hipotetizados a partir da correlagdo com

dados geoldgicos conhecidos.



Tabela S1: Locais de coleta de Salminus na América do Sul e nimero de acesso do Genbank.

Espécie/ Rio Bacia hidrogréafica Pais Latitude Longitude Numero de acesso do Genbank
Amostra

COl Cytb D-loop RAG2 S7
Salminus affinis
SA 005 Magdalena Magdalena Colémbia 2.99246 -75.273 X X X KT619160 X
SA 008 Magdalena Magdalena Colémbia 2.99246 -75.273 X - - - X
SA 009 Magdalena Magdalena Colémbia 2.99246 -75.273 X X X KP342002 X
SA 019 Magdalena Magdalena Colémbia 2.99246 -75.273 X X X X X
SA 020 Magdalena Magdalena Colémbia 2.99246 -75.273 X - - - X
SA 021 Magdalena Magdalena Colémbia 2.99246 -75.273 X - X X X
Salminus brasiliensis
SB 016  Miranda Paraguai Brasil -19.43627 -57.309438 - X X - -
SB_069* Cuiaba Paraguai Brasil -15.2803 -56.281604 - X X X -
SB _174* Jauru Paraguai Brasil -16.33011 -57.7995 X X X X X
SB_199* Paraguai Paraguai Brasil -15.078930 -57.179498 X - - KP342003 -
SB 208  Paraguai Paraguai Brasil -15.0789 -57.1795 - X X - -
SB_263* Mogi-Guagu Alto rio Parana Brasil -21.9237 -47.35237 X X X X X
SB 284  Mogi-Guacu Alto rio Parana Brasil -21.9237 -47.35237 X X X - -
SB_294* Mogi-Guagu Alto rio Parana Brasil -21.9263 -47.37149 X X X - X
SB 326* Cai Lagoa dos Patos Brasil -29.6618 -51.41553 X X X X -
SB_329* Jacui Lagoa dos Patos Brasil -30.0239 -51.25348 - X X - X
SB 339* Ibicui da Amada Uruguai Brasil -30.4196 -54.95046 X X X KP342004 X
SB _356* Turvo Alto rio Parana Brasil -20.1779 -49.62139 X X X - X
SB _371* Grande Alto rio Parana Brasil -20.1274 -48.57503 X X X - X
SB_372* Grande Alto rio Parana Brasil -20.4245 -49.25973 X X X X X
SB 373  Turvo Alto rio Parana Brasil -20.4232 -49.25562 X X X - -
SB 378  Tiéte Alto rio Parana Brasil -22.5138 -48.57503 X X X - -
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SB_396
SB_409
SB_426*
SB_436*
SB_437*
SB_458
SB_498*
SB_517
SB 537
SB_571*
SB 574
SB_576*
SB_577*
SB_P70*
SB_T123
SB_Y2*
SB_Y4*
SB_Y8*
SB_L08*
SB_L10*
SB_L27
SB_L40

Jacaré-Pepira
Paranapanema
Paranapanema
Paranapanema
Tieté
Paranapanema
Parana

Parana

Parana
Sepotuba
Parana
Uruguai
Piracicaba
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Ligeiro
Ligeiro
Ligeiro
Ligeiro

Salminus franciscanus

SF_005
SF_007
SF 016
SF 035
SF_104
SF_116

Séo Francisco
Sao Francisco
Séo Francisco
Séo Francisco
Séo Francisco
Sao Francisco

Salminus hilarii

Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Paraguai

Alto rio Parana
Uruguai

Alto Parana
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai

Sao Francisco
Sao Francisco
Sao Francisco
Sao Francisco
Sao Francisco
Sao Francisco

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

-22.075044
-22.9333
-22.9333
-22.9333
-22.49833333
-22.9333
-23.36975833
-23.36975833
-23.36975833
-14.80781389
-25.424547
-27.28353056
-22.72722222
-27.167725
-27.26393333
-27.14252222
-27.14252222
-27.14252222
-27.51666667
-27.51666667
-27.51666667
-27.51666667

-18.3377
-18.3377
-18.3377
-17.3607
-17.1479
-13.2974

-48.480097
-50.25

-50.25
-50.51667
-48.56131667
-50.25
-53.76455556
-53.76455556
-53.76455556
-57.77916667
-54.597244
-52.39229167
-47.65760278
-53.83527778
-54.05471389
-53.88426667
-53.88426667
-53.88426667
-51.83333333
-51.83333333
-51.83333333
-51.83333333

-45.283644
-45.283644
-45.283644
-44.9507

-45.860186
-43.907869

KF731762
X
X
X
KF731763

XXX XX

XXXXXX'!

KF731765
KF731766

KF731768

KF731771
KF731772

X X X X

XX XX X X

FPXRXXXXXXX T XXXXXXXXXX

X

X X X X

KP342005

KP342006
X
X
KP342007
X

KP342008

X
X
KP342009
KP342010
X
X

XX X!

X

1 >< 1

X

X

XXX X XXX

X X X X

X
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SH_002*
SH_003*
SH_004*
SH_007
SH_008*
SH_009*
SH_010*
SH_018*
SH_022*
SH_025
SH_026
SH_042
SH_045*
SH_051
SH_054
SH_061*
SH_068
SH_069
SH_070
SH_074*
SH_076*
SH_078
SH_079*
SH_082*
SH_088
SH_091
SH_095
SH_100
SH_104*
SH_118*
SH_151*

Séo Francisco
Sao Francisco
Séo Francisco
Sao Francisco
Séo Francisco
Peixe
Sambura
Sambura
Peixe

Peixe

Peixe
Sambura

Séo Francisco
Piumbhi
Piumhi
Mogi-Guacu
Turvo

Turvo
Cachoeirinha
Ponte Nova
Ponte Nova
Ponte Nova
Turvo

Turvo
Cubatéo
Cubatao
Jacare-Pepira
Jacaré-Pepira
Quebra-Anzol
Batalha
Carmo

Séo Francisco
Sao Francisco
Séo Francisco
Sao Francisco
Séo Francisco
Sao Francisco
Séo Francisco
Sao Francisco
Sao Francisco
Sao Francisco
Séo Francisco
Sao Francisco
Séo Francisco
Sao Francisco
Séo Francisco
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana
Alto rio Parana

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

-20.348
-20.348
-20.348
-20.348
-20.348
-20.199
-20.18516667
-20.084530,
-20.199
-20.199
-20.199
-20.084530

-20.342
-20.342
-21.088547

-20.37755556
-20.37755556
-20.598
-20.598
-20.598
-20.598
-20.18066667
-20.418583
-21.146
-21.146
-22.265
-22.265
-19.428
-22.045
-20.165

-46.068
-46.068
-46.068
-46.068
-46.068
-46.249
-46.25136667
-46.345012

-46.249
-46.249
-46.249
-46.345015

-45.986
-45.986
-48.182651
-49.27744444
-49.27744444
-49.12

-49.12

-49.12

-49.12
-49.63388889
-49.267122
-49.339
-49.339
-48.229
-48.229
-46.585
-49.249
-47.879

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

KF731773
KF731774
X
X
X

XXX T X X X

X X

FXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

X X X

XX X X X X

HXXAHXHKXXKXXXXXXXXXXX!

X X X

KP342011
KP342012
X

KP342013
KT619161

X

KP342015

XX X

1 >< >< 1 1 ><

1 >< >< 1

X

X

I><><><II

X

X X X
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SH_160* Lagoade Inhuma S&o Francisco
Salminus sp. Amazonas

SI_015* Madeira Amazonas

SI_017*  Madeira Amazonas

S1_019*  Orteguaza Amazonas

SI_020*  Orteguaza Amazonas

S1_024*  Amazonas Amazonas

S1_025*  Amazonas Amazonas

S1_026* Amazonas Amazonas
Salminus sp. Araguaia

SI_002*  Araguaia Tocantins-Araguaia
SI_005*  Araguaia Tocantins-Araguaia
SI_010*  Araguaia Tocantins-Araguaia
SI_012*  Araguaia Tocantins-Araguaia
SI_014*  Araguaia Tocantins-Araguaia
Brycon sp.

B 15 Araguaia Tocantins-Araguaia
B 16 Araguaia Tocantins-Araguaia

Brasil

Brasil
Brasil
Colémbia
Colémbia
Peru

Peru

Peru

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

-20.203

-8.8031
-9.2522
1.53963
1.53963
-3.765
-3.765
-3.765

-15.88368611
-15.88368611
-15.88368611
-15.88368611
-15.88368611

-15.88368611
-15.88368611

-45.874

-63.962
-64.635
-75.529
-75.529
-13.246
-73.246
-13.246

-52.10670556
-52.10670556
-52.10670556
-52.10670556
-52.10670556

-52.10670556
-52.10670556

XXXXX XXXXXXX X

X X

XXXXX XXXXXXX X

X X

XXXXX XXXXXXX X

X X

KT619162

KP342018
KP342019
X

KP342020
KP342021

KP342022
KP342016
KP342017

X

X

XXX XX XX X

1 >< >< 1

X

X

*Espécimes empregados na analise DIYABC
X: representam as sequéncias gque ainda necessitam ser submetidas ao Genbank
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Tabela S2: Sequéncias dos primers empregados neste estudo e a temperatura de anelamento utilizada na PCR.

Marcador Nome do Sequéncia do primer Referéncia Temperatura de
primer anelamento

Col FISHF1 5’- TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC -3 Ward et al. 2005 52°C
FISHR1 5’- TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA - 3’

CytB AnosCytBF  5°- AAYATCTCYGCATGATGAAA -3’ Ramirez & Galetti 2015 51°C
AnosCytBR  5’- TCTTCGGATTACAAGACCG - 3’

D-loop DloopL 5’- AGAGCGTCGGTCTTGTAAACC - 3’ Cronin et al. 1993 54°C
H16498 5’- CCTGAAGTAGGAACCAGATG - 3’ Meyer et al. 1990

RAG2 RAG2_164F 5’- AGCTCAAGCTGCGYGCCAT -3’ Oliveira et al. 2011 55°C

1% Round RAG2_R6 5’- TGRTCCARGCAGAAGTACTTG - 3’ (Ambas PCRs)

RAG2 RAG2_176R 5’- GYGCCATCTCATTCTCCAACA -3’

2"YRound RAGZ2RI 5’- AGAACAAAAGATCATTGCTGGTCGGG - 3°

S7 S7TRPEX1-F 5-TGGCCTCTTCCTTGGCCGTC - 3’ Chow & Hazama 1998 56°C

STRPEX2-R 5’- AACTCGTCTGGCTTTTCGCC -3’
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Tabela S3 — Probabilidade posterior bayesiana estimada usando DI'YABC para cada cenario (Rodada 1 — Salminus hilarii).

Salminus hilarii Probabilidade posterior (95% HPD)
Rodada 1
Geodispersdo (S&o Francisco é a bacia-fonte)
Cenério 1 - Bacia Alto Parana captura parte da bacia Sdo Franciso (SF1) 0.5636 (0.5345-0.5928)
Cenério 2 - Bacia Alto Parana captura parte da bacia Sdo Franciso (SF2) 0.4364 (0.4072-0.4655)
Geodispersdo (Alto Parana é a bacia-fonte)
Cenério 1 - Bacia Sao Francisco (SF1) captura parte da bacia Alto Parana 0.3247 (0.2731-0.3764)
Cenério 2 - Bacia Sao Francisco (SF2) captura parte da bacia Alto Parana 0.6753 (0.6236-0.7269)
Vicariancia
Cenario 1 - Bacia Alto Parana e bacia Sdo Francisco (SF1) divergem da populacéo ancestral 0.3369 (0.2746-0.3992)
Cenério 2 - Bacia Alto Parana e bacia S&o Francisco (SF2) divergem da populagéo ancestral 0.6631 (0.6008-0.7254)
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Tabela S4: Distribuicdo a priori dos parametros para cada cenario (Fig. 3).

Parametros Distribuicdo dos priors
Salminus brasiliensis
Tamanho efetivo da linhagem PUL NpuL Uniforme (10, 10°)
Tamanho efetivo da linhagem Alto Parana Nap Uniforme (10%, 10°)
Tamanho efetivo da populagéo ancestral Na Uniforme (10°, 10°)
Tamanho efetivo da populagéo fundadora da linhagem PUL Npuf Log-uniforme (102, 10%)
Tamanho efetivo da populagdo fundadora da linhagem Alto Parana Napf Log-uniforme (102, 10%)
Tempo da expansdo populacional apés o evento fundador t1 Uniforme (4x10°, 6x10°)
Tempo de divergéncia (cenario de vicariancia) ou do evento fundador (cenario de geodispersdo) entre as t3 Uniforme (4x10°, 5x10°)
linhagens PUL e Alto Parana
Salminus sp. Amazonas e Salminus sp. Araguaia
Tamanho efetivo da espécie Araguaia NToa Uniforme (104, 10°)
Tamanho efetivo da espécie Amazonas Nam Uniforme (104, 10°)
Tamanho efetivo da populacdo ancestral Na Uniforme (10°, 10°)
Tamanho efetivo da populacdo fundadora da espécie Araguaia Nroaf Log-uniforme (102, 10%)
Tamanho efetivo da populacdo fundadora da espécie Amazonas Namf Log-uniforme (102, 10%)
Tempo da expansdo populacional ap6s o evento fundador tl Uniforme (5x10°, 2x10°)
Tempo de divergéncia (cenério de vicariancia) ou do evento fundador (cenario de geodispersao) entre as t3 Uniforme (5x10°, 2.5x10°)
espécies Salminus sp. Araguaia e Salminus sp. Amazonas
Salminus hilarii
Primeira rodada
Sé&o Francisco é a bacia-fonte (evento de geodisperséo)
Tamanho efetivo da linhagem Séo Francisco_1 Nsr1 Uniforme (104, 10°)
Tamanho efetivo da linhagem S&o Francisco_2 Nser2 Uniforme (10, 10°)
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Tamanho efetivo da linhagem Alto Parana

Tamanho efetivo da populacdo fundadora da linhagem Alto Parana

Tempo de divergéncia entre as linhagens S&o Francisco_1 e S&o Francisco_2
Tempo da expansdo populacional apds o evento fundador

Tempo do evento fundador da linhagem do Alto Parana

Alto Parana é a bacia-fonte (evento de geodispersao)
Tamanho efetivo da linhagem Sé&o Francisco_1
Tamanho efetivo da linhagem Sé&o Francisco_2
Tamanho efetivo da linhagem Alto Parana
Tamanho efetivo da populagéo fundadora da linhagem S&o Francisco (S&o Francisco_1)
Tamanho efetivo da populagéo fundadora da linhagem S&o Francisco (S&o Francisco_2)
Tempo de divergéncia entre as linhagens S&o Francisco_1 e S&o Francisco_2
Tempo da expansao populacional apds o evento fundador
Tempo do evento fundador da linhagem do Sao Francisco

Evento de vicariancia
Tamanho efetivo da linhagem Séo Francisco_1
Tamanho efetivo da linhagem Séo Francisco_2
Tamanho efetivo da linhagem Alto Parana
Tamanho efetivo da populacdo ancestral
Tempo de divergéncia entre as linhagens Sao Francisco_1 e S8o Francisco_2
Tempo de divergéncia entre as linhagens do Alto Parana e Sdo Francisco

Segunda rodada
Tamanho efetivo da linhagem S&o Francisco_1
Tamanho efetivo da linhagem S&o Francisco_2
Tamanho efetivo da linhagem Alto Parana

Nap
Napf
ts

t1

t3

Nsr1
Nsr2
Nap
Nsrif
Nsrof
ts

tl

t3

NsF1
Nsr2
Nap
Na
ts

t3

Nsr1

Nsr2
Nap

Uniforme (104, 10°)
Log-uniforme (102, 10%)
Uniforme (4x10% 6x10°)
Uniforme (3x10°, 1.4x10°%)
Uniforme (3x10°, 1.8x10°)

Uniforme (104, 10°)
Uniforme (104, 10°)
Uniforme (104, 10°)
Log-uniforme (102, 10%)
Log-uniforme (102, 10%)
Uniforme (4x10%, 6x10°)
Uniforme (3x10°, 1.4x10°%)
Uniforme (3x10°, 1.8x10°%)

Uniforme (104, 10°)
Uniforme (104, 10°)
Uniforme (104, 10°)
Uniforme (10°, 10°)
Uniforme (4x10%, 6x10°)
Uniforme (3x10°, 1.8x10°)

Uniforme (104, 10°)
Uniforme (104, 10°)
Uniforme (104, 10°)
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Tamanho efetivo da populacdo ancestral Na
Tamanho efetivo da populacéo fundadora da linhagem S&o Francisco (S&o Francisco_2) Nsrof
Tamanho efetivo da populacdo fundadora da linhagem Alto Parana Napf
Tempo de divergéncia entre as linhagens S&o Francisco_1 e S&o Francisco_2 ts
Tempo da expansdo populacional apos o evento fundador tl

Tempo de divergéncia (cendrio de vicariancia) ou do evento fundador (cenario de geodispersao) entre as t3
linhagens Alto Parana e Sdo Francisco

Média da taxa de mutacdo por geracao para marcadores nucleares Hn
Média da taxa de mutacao por geracao para marcadores mitocondriais Him

Uniforme (10°, 10°)
Log-uniforme (102, 10%)
Log-uniforme (102, 10%)
Uniforme (4x10%, 6x10°)
Uniforme (3x10°, 1.4x10°%)
Uniforme (3x10°, 1.8x10°)

Uniforme (107, 109)
Uniforme (108, 107)

N: tamanho populacional efetivo; t: tempo em geracdes; f: fundador; p: média da taxa de mutacdo

Tabela S5 — Taxas de erro tipo | e tipo Il estimadas para cada cenario vencedor de cada espécie usando DIYABC.

Espécie Cenério vencedor Taxa do erro tipo Il Taxa do erro tipo |
Cenério 1 Cenério 2 Cenério 3
S. brasiliensis Cenario 1 - 9.4% 9.4% 39.8%
S. sp. Amazonas e S. sp. Araguaia Cenario 1 - 30.2% 28% 51.2%
S. hilarii Cenario 2 27.6% - 25.8% 45.6%
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6. Considerac0es finais

O presente estudo concentrou-se em lacunas de informacg6es do género Salminus que
estavam associadas as questdes taxondmicas, filogenéticas e filogeograficas. Além de gerar
informagdes cientificas sobre o género, 0 nosso propdsito foi proporcionar subsidios técnico-
cientificos eficazes para auxiliar no status de conservacdo das populacdes de Salminus e,
adicionalmente, compreender os processos evolutivos responsaveis pela diversificacdo dos
peixes Neotropicais.

Os resultados apresentados em ambos 0s capitulos suportam a ideia de que a
ictiofauna dulcicola neotropical ainda é subestimada, principalmente devido a presenca de
diversidade criptica (PEREIRA et al., 2011; PEREIRA et al., 2013). Segundo Reis et al.
(2016) o numero real de espécies da regido pode alcancar 9100, nimero duas vezes maior do
que o atualmente estimado. Essa subestimacao é um desafio para programas de conservacao,
uma vez que identificacdo da biodiversidade representa o ponto de partida para todos os
estudos basicos ou aplicados relacionados a sua avaliacdo e gestdo. Para Salminus, por
exemplo, apesar do severo declinio populacional (AGOSTINHO, 1999; SATO; GODINHO,
2003), a falta de clareza na delimitacdo das espécies e até de unidades evolutivas
significativas (UES) provavelmente conduziu suas auséncias nas listas de espécies
ameacadas. Por isso, ha uma real necessidade em acelerar e simplificar o processo de
identificacdo e delimitacdo das espécies. Conforme demonstrado, 0 emprego de marcadores
moleculares representa uma ferramenta promissora para uma rapida e correta identificacdo de
espécimes, sinalizar espécies com provaveis problemas taxonémicos, além de ser uma
abordagem eficaz para revelar a diversidade criptica.

NoOs observamos que S. brasiliensis e S. hilarii apresentam linhagens mitocondriais
(COl e CytB) divergentes que estdo estruturadas geograficamente. Essas linhagens
divergentes estdo localizadas nas mesmas bacias hidrograficas onde foram descritas variacdes
morfoldgicas intraespecificas (LIMA, 2006; ROSSO et al, 2012; SHIBATTA;
GARAVELLO, 1993). S. hilarii da bacia do Alto rio Paranad e rio S&o Francisco € uma
unidade molecular distinta daquela encontrada na bacia do Tocantins-Araguaia e Amazonas.
Em sua tese, Lima (2006) propde ressuscitar o nome Salminus iquitiensis (Nakashima, 1941)
para designar espécimes, erroneamente denominados de S. hilarii, provenientes das bacias do
Amazonas, Tocantins-Araguaia e Orinoco. A razdo reside em um caracter sinapomérfico
desses espécimes: numerosas e pequenas listras discretas escuras longitudinais, concentradas
na porgdo media e central da nadadeira caudal. A metodologia de DNA barcoding corrobora

essa afirmacéo e a filogenia e filogeografia do género reforcam que, de fato, sdo unidades que
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evoluiram independentemente e ndo apresentam ancestral comum mais recente que as
conectem diretamente.

Ainda com relacdo a S. iquitensis, baseado em nossos dados, propomos que, uma vez
validado o0 nome, este seja empregado apenas para os espécimes da bacia do Amazonas (local
do hol6tipo). Espécimes da bacia do Tocantins-Araguaia devem ser descrito. A variacao
morfoldgica entre espécimes das duas bacias suporta nossa proposta. Espécimes do
Tocantins-Araguaia, apresentam corpo mais alto e nimero menor tanto de escamas na linha
lateral (contados a partir da nadadeira dorsal até a linha lateral) quanto de raios ramificados na
nadadeira anal quando comparados com os espécimes do Alto Amazonas (LIMA, 2006).
Futuras andlises precisam ser realizadas levando em consideracdo a amostragem do Orinoco
para identificar a qual dos grupos os espécimes dessa bacia pertencem. Portanto, baseado em
dados moleculares e polimorfismos morfoldgicos nas bacias, sugerimos duas novas espécies
para 0 género, denominadas aqui de S. sp. Amazonas, que deve ser considerada como S.
iquitensis, e S. sp. Araguaia, que quando descrita devera ser denominada diferentemente da
anterior.

Para a espécie S. brasiliensis, apesar de existirem contradi¢es sobre sua unicidade
como espécie (LIMA et al.,, 2003; ROSSO et al.,, 2012), a analise multiloci suporta a
monofilia da espécie. Portanto, por hora, apesar da possibilidade do unico nuclear informativo
para essa questdo represente uma questdo de ILS, apoiaremos a hipotese que S. brasiliensis é
constituido por uma Unica unidade taxonémica e que as linhagens, identificadas como Alto rio
Parana e PUL, sejam consideradas UES. Inclusive, essa abordagem sugere precaucdo na
utilizacdo da metodologia de DNA barcoding, que ndo deve ser a unica ferramenta de
delimitacdo de espécies. A metodologia sinaliza provaveis incongruéncias que devem ser
melhor investigadas. No presente trabalho, a associagdo com outros marcadores
independentes nos permitiu uma resposta mais acurada acerca do status de S. brasiliensis.
Também adotamos essa posicdo mais conservadora para as linhagens de S. hilarii do Alto rio
Parana e rio S&o Francisco. Apesar de Shibatta e Garavello (1993) apoiarem que ambas sejam
consideradas espécies distintas, nds sugerimos que seja mantida como uma Unica unidade.
Esse posicionamento também é decorrente da divergéncia entre as unidades sugeridas pelo
DNA barcoding e analise multiloci.

Portanto, baseada na analise multiloci e no emprego do conceito filogenético de
espécie, propomos um novo cenario taxonémico para Salminus. O género passaria a ser
constituido por seis espécies (Apéndice 1): S. affinis, S. franciscanus, S. brasiliensis, S.

hilarii, S. sp. Amazonas (=S. iquitensis) e S. sp. Araguaia. Para conservacdo, conforme
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mencionado, uma clara designacdo das espécies por si s6 ja acarreta em uma informacéo
valiosa. Como essas espécies estdo localizadas em uma Unica bacia hidrografica (exceto S.
brasiliensis e S. hilarii), cada bacia passa ser avaliada como uma unidade biogeografica
importante para a manutencao dos processos que sustentam a permanéncia das espécies.

Segundo Moritz (2002), os maiores desafios para o estabelecimento de estratégias
conservacionistas € compreender que mudancas dos habitats sdo inevitaveis e que os conflitos
entre manter a diversidade bioldgica e as necessidades das sociedades humanas sdo comuns e
precisam ser reconciliadas com o minimo de impacto para ambas. Sabendo disso, € utdpico
acreditar que espécies com importancia econémica como os Salminus, consideradas recursos
pesqueiros e ndo como biodiversidade aquatica, perante a legislagdo’, tenham medidas
protetivas ideais, como suspensdo da pesca comercial e esportiva e preservacdo do habitat
onde vivem. Por isso, tentando buscar alternativas mais realisticas propomos uma anéalise
genético-populacional das espécies presentes em uma Unica bacia hidrogréafica, para avaliar a
presenca ou ndo de estruturacdo da diversidade genética. Em caso afirmativo, deve-se
desenvolver estratégias de manejo entre espécimes do mesmo grupo genético, a fim de evitar
depressdo exogdmica e manter a diversidade genética da espécie (MORITZ, 2002). Para S.
brasiliensis e S. hilarii que apresentam uma ampla distribuicdo e que UES foram
identificadas, o0 manejo entre bacias também deve ser evitado, pela mesma razdo discutida
anteriormente. Essa proposta € simples, porém importante, porque em praticamente todas as
grandes bacias hidrogréficas brasileiras ha o empreendedorismo hidrelétrico e uma das
praticas comuns de mitigacdo de impactos ambientais € o repovoamento para recuperar 0S
estoques pesqueiros. Portanto, as informacg6es genético-populacionais auxiliardo no manejo
adequado.

A identificacdo das UES foi um traco importante do nosso estudo, pois, conforme
abordado no capitulo 1, a espécie S. brasiliensis, por exemplo, ndo foi incluida na lista
vermelha brasileira, porque algumas popula¢des da espécie ja se encontravam em uma area de
protecdo ambiental (ROSA; LIMA, 2008). Entretanto, esse tipo de afirmacdo ndo pleiteia as
populacdes, de potencial evolutivo uUnico, existente na bacia do Alto rio Parana, uma
ecorregido aquatica extremamente fragmentada por um sistema de usinas hidrelétricas. Por
necessitarem percorrer grandes distancias para completar seu ciclo reprodutivo, as populagdes

de S. brasiliensis e S. hilarii do Alto rio Parana estdo sob risco de extin¢des a longo prazo,

7 Lei n° 11.959/2009 dispde sobre a Politica Nacional de Desenvolvimento Sustentavel da Aquicultura e da
Pesca. Artigo 2°, inciso I, defini¢fes: recursos pesqueiros sdo todos os “animais e vegetais hidrobios passiveis de
exploragdo, estudo ou pesquisa pela pesca amadora, de subsisténcia, cientifica, comercial e pela aquicultura”.
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caso nenhuma medida seja tomada. Pensando em viabilizar essas populagdes, a preservacao
de afluentes que possuam caracteristicas semelhantes ao da calha principal € uma alternativa
promissora (ROSA; LIMA, 2008). Por isso, propomos a criagdo de uma unidade de
conservacdo em uma porcdo do Alto rio Parand que apresente potencial em manter as
populacdes das duas espécies. Uma regido livre de hidrelétricas, situado em um trecho com
caracteristicas originais do rio, permitindo assim migracdo reprodutiva, desova e
desenvolvimento de larvas, e que também é uma area histérica de distribuicdo para as duas
espécies é no rio Turvo, afluente da bacia do rio Grande, situado no estado de Séo Paulo. Essa
unidade de conservacdo protegeria ndo apenas as necessidades das espécies, mas também
outras espécies de necessidades menores que despertam pouco ou nenhum interesse
comercial. Incentivamos outros estudos que auxiliem a conservacao das espécies de Salminus,
tendo em vista a importancia ecoldgica para a manutencéo dos ecossistemas em que vivem.

Quanto a utilizacdo das espécies de Salminus como modelo biologico para
compreender 0s processos evolutivos responsaveis pelo atual padrdo de distribuicdo da
ictiofauna sul-americana (capitulo 2), no6s reforcamos que eventos de vicariancia e
geodispersdo tiveram um papel importante. Entretanto, ndo descartamos a relevancia das
oscilagdes climaticas do Pleistoceno (HAFFER, 1982) e flutuacbes no nivel do mar,
principalmente do Mioceno (NORES, 1999). Diante da complexidade de padrdes
biogeograficos da regido, acreditamos que as interacGes entre todos os eventos moldaram a
diversidade da ictiofauna neotropical.

O emprego das espécies para identificar assinaturas genéticas para 0s eventos
biogeograficos, representa um grande avango para estudos filogeograficos. Outros cenarios
biogeografios também podem ser testados. Além das hipdteses Paleogeogréfica e
Hidrogeoldgica, a hipotese Museu apresenta um grande impacto nos processos de
diversificacdo da ictiofauna neotropical. Segundo a hipotese, as incursées marinhas ocorridas
no Mioceno, teriam fragmentado as populacdes de espécies com ampla distribuicdo isolando-
as em areas mais altas. Com isso, teriamos linhagens basais presentes nos escudos cristalinos
e as linhagens mais recentes teriam surgido apds as regressdes marinhas e ocupado as terras
mais baixas (HUBERT et al., 2007). A assinatura biogeogréafica seria de areas elevadas com
altos niveis de endemismo (chamadas de reflgio), enquanto as areas baixas teriam alta
diversidade de espécies, porém baixos niveis de endemismo (HUBERT; RENNO, 2006). A
criagcdo de um cenério ABC para uma Unica incursdo marinha ndo é complexa. A assinatura
genetica que esperamos para esse evento é de uma populacdo ancestral, de tamanho efetivo
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Na, que no tempo ti (onde “i” representa os eventos de incursdes marinhas conhecidos) sofre
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uma fragmentacao, resultando populacdes filhas fundadoras com tamanho efetivo menor que
a ancestral. Posteriormente, ha uma expansdo populacional no tempo t1, t2...tn (0s tempos
estdo condizentes com o nimero de populag6es filhas; essa expansao populacional ndo ocorre
no mesmo momento, por isso necessitam de designacdes diferentes). Se outras incursdes nao
ocorrerem, e se as populag@es-filhas ndo entrarem em contato umas com as outras, esperamos
que estas evoluam independentemente, chegando ao presente como linhagens distintas.
Reconstrucdo do cenario de incursdo é simples, porém dependendo do conjunto de dados deve
ser melhor adaptado, o que também deve acontecer nos outros cenarios biogeogréaficos aqui
testados.

A abordagem ABC deve ser considerada pelos pesquisadores em estudos
filogeograficos, pois permite comparacbes de modelos alternativos, além de estimar
pardmetros relevantes em estudos ecoldgicos, como tamanho efetivo populacional
(BERTORELLE; BENAZZO; MONA, 2010). Ela é mais interessante que cenarios baseados
em verossimilhanca porque utiliza modelos mais realisticos e mais complexos.

Atualmente ha uma variedade de softwares que utilizam essas analises. O DIYABC,
empregado nesse estudo, apresenta algumas limitagdes como ndo ser capaz de considerar
migracdes nem sobreposicdo de geracbes (BERTORELLE; BENAZZO; MONA, 2010).
Como isso afeta o conjunto de dados avaliados é incerto. No nosso caso, a migracao ndo € um
problema, pois, uma vez ocorrido o evento alopatrico, as populacbes passaram a evoluir
independentemente. Portanto, incentivamos sua utilizacdo, principalmente, devido a interface
amigavel, permitindo o uso por leigos em linguagem computacional.

Em suma, a presente tese providenciou um novo panorama taxondémico do género
Salminus, com sugestdes que devem ser avaliadas por especialistas. Também identificamos
como as espécies estdo relacionadas filogeneticamente entre si e quais 0s processos de
vicariancia e geodispersdo foram os responsaveis pela diversificacdo do género. Estas analises
nos permitiram propor medidas de manejo seguro para as espécies. Para uma proxima etapa, é
interessante avaliar as variagcfes morfologicas das espéecies S. hilarii e S. brasiliensis
coincidentes com linhagens mitocondriais, porém ndo com os marcadores nucleares aqui
utilizados. Uma analise utilizando mais marcadores nucleares informativos ou até mesmo
sequenciamento de proxima geracdo poderia oferecer um panorama mais acurado sobre o que
essa variacdo representa: se sdo unidades taxondmicas distintas ou se sdo adaptacOes

fenotipicas mediante ao ambiente que habitam.
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7. Conclusodes

1. Através da analise multiloci e utilizando o conceito filogenético de espécie, propomos
um novo cenario taxonémico para Salminus. O género passa a ser constituido por seis
espécies: S. affinis, S. franciscanus, S. brasiliensis, S. hilarii, S. sp. Amazonas (=S.
iquitensis) e S. sp. Araguaia.

2. O otimo threshold utilizado para identificar as unidades moleculares, calculado a
partir do nosso conjunto de dados, foi menor do que aquele padronizado para peixes
neotropicais. Devido as taxas mutacionais variaveis e diferentes historias de vida,
valores de threshold fixos acarretam problemas de sub ou sobreestimacéo de unidades
moleculares.

3. A utilizacdo do DNA barcoding ndo deve ser a Unica ferramenta de delimitacdo de
espécies. A metodologia é eficaz na sinalizacdo de provaveis incongruéncias com a
taxonomia vigente que devem ser melhor investigadas. A utilizacdo de mais
marcadores moleculares informativos com herangas distintas é uma alternativa viavel
para esclarecimento do status taxondmico das espécies.

4. Os mecanismos promotores de especiacdo alopatrica das hipoteses paleogeogréfica e
hidrogeoldgica foram os responsaveis pela diversificacdo das espécies do género
Salminus.

5. Os eventos de geodispersao e vicariancia apesar de serem processos distintos podem
gerar padrBes biogeograficos semelhantes em determinadas situacdes. Entretanto, para
analise ABC, ambos os eventos apresentam assinaturas filogeograficas distintas
baseada na ocorréncia (geodispersao) ou ndo (vicariancia) de um efeito fundador na
area colonizada.

6. A abordagem ABC deve ser considerada pelos pesquisadores em estudos
filogeogréficos, pois permite testar entre as principais hipdteses de diversificacdo da
ictiofauna Neotropical (paleogeogréafica, hidrogeologica e museu) a mais provavel
para o0 conjunto de dados avaliado. Além de estimacdes de parametros relevantes em

estudos ecoldgicos, como tamanho efetivo populacional.
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8. Apéndice

Apéndice 1 — Fotografia das MOTUs de Salminus estimadas na analise multiloci. (A)
Salminus affinis (individuo ndo analisado). (B) Salminus brasiliensis (individuo SB_580). (C)
Salminus franciscanus (individuo SF_035). (D) Salminus hilarii (individuo SH_160). (E)
Salminus sp. Amazonas (individuo SI_026). (F) Salminus sp. Araguaia (individuo nao
analisado)®. A barra de escala representa 5 cm. Fotos por (A) W. R. C. Flor, (B) — (E) C.
Machado. (F) P. Venere.
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