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RESUMO

As redes de drenagem da América do Sul passaram por profundas transformacgdes
do Mioceno Tardio ao Pleistoceno, incluindo grandes transgressées marinhas, soerguimento
dos Andes com consequente mudanca nas redes de drenagem, e oscilagdes no nivel
eustatico. Apos transgressdo marinha no final do Mioceno no noroeste da Ameérica do Sul, os
ancestrais das arraias da familia Potamotrygonidae adaptaram-se a agua doce. Desde entéo
o grupo vem se diversificando a medida que coloniza novas redes de drenagem, com o
surgimento de novos fenétipos e adaptacdes a diferentes ambientes e dieta. Dado o
conhecimento taxondmico atual, existem cerca de 24 espécies na familia, nimero esse que
certamente serd elevado a medida que novas espécies ja conhecidas forem descritas, e

novas regides geograficas forem amostradas.

Neste trabalho, apresento hipotese filogenética baseada em marcadores moleculares
para a familia Potamotrygonidae, com estimativa de idade dos eventos cladogenéticos e
testes de mudanca das taxas de especiacdo. A ocorréncia de hibridacdo entre algumas
espécies da familia também foi testada. O padrdo geogréafico e tempo de diversificacdo das
arraias da familia Potamotrygonidae foram interpretados a luz dos principais eventos
paleogeograficos que influiram nas mudancas das redes de drenagem da América do Sul
durante o Nedgeno, eventos esses revisados aqui.

Os dados corroboram a hip6tese de origem da familia no noroeste da América do
Sul ha aproximadamente 25 milhdes de anos atrads, apés grande transgressao marinha,
época em que 0s Andes ainda nao serviam de barreira topogréfica entre o Mar do Caribe e
as regides costeiras dessa regido. A partir dai as bacias hidrogréficas foram diferencialmente
colonizadas, sendo que as linhagens que deram origem aos géneros Heliotrygon e
Plesiotrygon possivelmente se originaram no sistema Pebas, enquanto que a linhagem que
deu origem ao género Potamotrygon provavelmente ficou restrito a regido compreendida hoje
pelo alto Rio Negro/Oricono/Essequibo. Apds a inversado do sentido do proto-Amazonas de
Leste-Oeste para o sentido moderno Oeste-Leste e reorganizacdo das bacias de drenagem
gue atingiram conformacao proxima a atual, as arraias do género Potamotrygon colonizaram

tanto a regido a Oeste da Bacia Amazobnica, anteriormente ocupada pelas megawetlands do



Sistema Pebas, quanto a regidao Leste, anteriormente isolada pelo Arco do Purus.
Diferentemente da hipotese mais difundida, as idades de especiacdo estimadas sugerem que
essa reorganizacao ocorreu ha aproximadamente 3 milhdes de anos atras. Alternativamente,
a inversdo do proto-Amazonas pode ter ocorrido antes, mas a bacia do rio Negro teria se
mantido isolada da bacia do rio Amazonas, a0 menos a ponto de evitar a dispersdo das

arraias.

Seguindo essa reorganizacdo das drenagens, um grupo do género Potamotrygon
denominado roseta-ocelado sofreu um aumento na taxa de especiacdo — radiacdo — a
medida que novas regides foram colonizadas. A colonizacdo sentido rio acima das
drenagens dos Escudos Cristalinos provavelmente ocorreu em periodo de dguas mais altas
no final do Plioceno, com posterior vicariancia devido ao rebaixamento das aguas. A Bacia
do Paraguai-baixo Parana provavelmente foi colonizada nessa mesma época, possibilitada
pela conexdo entre as cabeceiras do rio Paraguai e Bacia Amazénica, apds subsidéncia do
tipo foredeep desencadeada por soerguimento dos Andes. Durante o processo de radiacéo

do grupo roseta-ocelado houve extensiva hibridacéo entre as espécies do grupo.

Palavras-Chave: Genética Evolutiva; Nedgeno; América do Sul; Paleogeografia; Radiacao;
Hibridacéo; Potamotrygonidae



ABSTRACT

The network of South American rivers network has experienced deep changes during
Late Miocene through Pleistocene, including major marine transgressions, Andean uplift
driving drainage changes, and changes in eustatic level. After a marine transgression during
Late Miocene in northwest South America, the ancestor of freshwater stingrays
(Potamotrygonidae) adapted to the freshwater environment. Since then, the group has
diversified while colonizing new drainage networks, given rise to new phenotypes and diet
preferences. There are currently 24 species described, a number that will certainly rise once

new species already known are described and new geographical regions are sampled.

In the present work, | present a phylogeny for the Potamotrygonidae family based on
molecular markers, with estimates of age and statistical tests of changes in rates of
diversification while also testing for the occurrence of hybridization among some species of
the family. The pattern of diversification in time and space was interpreted in light of major
paleogeographical events that shaped drainage networks in South America during the

Neogene,

Mitochondrial and nuclear data corroborate the hypothesis of family origin in
northwest South America around 25 Million years ago (MYA), after a major marine
transgression, in a time when the Andes was not a topographic barrier between the
Caribbean Sea and coastal regions. After those hydrographic basins were differentially
colonized, whereas lineages that given rise to the genera Heliotrygon and Plesiotrygon
possibly originated in the Pebas System, the lineage that gave rise to Potamotrygon probably
was restricted to the region that is now the upper Negro river/Orinoco/Essequibo. After the
inversion of the proto-Amazonas direction from East-West to West-East and reorganization of
drainages, the Potamotrygon stingrays colonized both West portions of the Amazon Basin,
previously occupied by Pebas megawetlands, and an Eastern portion, previously isolated by
the Purus Arch. Contrary to the more accepted hypothesis, the estimated speciation ages
suggest that this reorganization occurred around 3 MYA. Alternatively, the inversion of proto-

Amazonas may have occurred earlier but the Negro river basin was kept isolated from the



Amazon Basin at least as long to prevent stingrays dispersion.

Following the reorganization of the drainages, a group of Potamotrygon named spot-
ocellated underwent an increase in speciation rate — a radiation — as new regions were
colonized. Upstream colonization of Crystalline Shields probably occurred in periods of higher
eustatic level at the end of Pliocene, followed by vicariance after reduction of water levels.The
Paraguai-lower Parand basin was probably colonized at this same time, after headwater
capture between Paraguai and Amazon Basins driven by foredeep formation. During the

radiation, extensive hybridization took place among species of the spot-ocellated group.

Keywords: Neogene; South America; Paleogeography; Radiation; Hybridization.



Capitulo 1

Colonizacéao das drenagens em mudanca da América do Sul no
Nedgeno pelas arraias de agua doce (Potamotrygonidae) seguida de

radiacao




1. Introducéo

A regido Neotropical contém a maior diversidade ictiofaunistica do mundo (Reis et al.,
2003). Estudos recentes de biogeografia histérica de peixes de agua doce da América do Sul
demonstram que importante fase de diversificacdo ocorreu do Mioceno Tardio ao Pleistoceno
entre ~ 11 e 2 Ma (Lovejoy e De Araujo, 2000; Sivasundar et al., 2001; Montoya-Burgos,
2003; Hubert et al., 2007). Esse periodo de diversificagdo coincide com o dindmico
desenvolvimento paleogeografico e consequente alteracdes nas redes de drenagem da
América do Sul, que vem ocorrendo pelo menos desde o Nedgeno (Hoorn et al., 1995;
Horton e Decelles, 1997; Lundberg et al., 1998; Rossetti et al., 2005; Uba et al., 2006; Espurt
et al., 2007; Sempere et al., 2008; Mora et al., 2010; Roddaz et al., 2010; Wesselingh et al.,
2010).

Os peixes, devido a limitacGes fisiologicas, estdo estritamente confinados aos cursos
de agua e, portanto, alteracées nas redes de drenagem afetam diretamente o fluxo génico
entre populacdes. Eventos de dispersdo seguidos por vicariancia ocorrem em peixes quando
da captura de redes de drenagem entre bacias hidrograficas por eventos geoldgicos e
climaticos (Lundberg et al., 1998; Montoya-Burgos, 2003; Hubert e Renno, 2006). Lundberg
et al. (1998) propdem que parcela significativa da diversidade ictiolégica neotropical tenha
surgido por vicariancia apés mudancas nas redes de drenagem da América do Sul durante o
Nedgeno, a chamada hipétese hidrogeoldgica.

As arraias de 4gua doce da familia Potamotrygonidae formam um grupo monofilético
(Rosa, 1985; Nishida, 1990; Lovejoy, 1996; Carvalho, M. R. D. et al., 2004), cujo ancestral
adaptou-se a ambientes de agua doce no inicio do Mioceno apds uma grande transgressao

marinha a noroeste da América do Sul, em local onde hoje se situa, aproximadamente, o lago



Maracaibo (Lovejoy et al., 1998). Espécies dessa familia ocorrem nos principais sistemas de
rios da América do Sul que drenam até o Oceano Atlantico e Mar do Caribe, com a excecao
da bacia do rio S&o Francisco e drenagens costeiras a oeste e sul do rio Parnaiba (Rosa,
1985, Fig. 1.1). O fato do lugar e tempo de origem de Potamotrygonidae serem bem
determinados faz desse grupo taxonémico um modelo para se entender a evolucao
Ppaleogeografica das redes de drenagem da América do Sul, uma vez que a ordem, idade
dos eventos de cladogénese, e distribuicdo geogréfica atual das espécies estao
estreitamente relacionados com a conectividade, presente ou pretérita, entre os sistemas de
rios que potencialmente puderam ser colonizados no periodo de existéncia do grupo.

Nesse capitulo farei um resumo sobre alguns dos principais eventos paleogeograficos
discutidos na literatura que potencialmente influenciaram a diversificacdo de peixes
neotropicais. Em seguida, apresentarei proposta de filogenia molecular das arraias da familia
Potamotrygonidae com estimativas de idades de cladogénese, bem como testes de variagao
na taxa de especiacao ao longo da histéria evolutiva do grupo. Por fim farei uma correlacdo
entre os resultados da filogenia e distribuicdo geografica das espécies incluidas na analise
com as mudancas paleogeograficas da América do Sul, com o objetivo de esclarecer a
histéria evolutiva do grupo e corroborar algum(ns) evento(s) paleogeogréafico(s) como

importante na diversificacdo da fauna aquética Neotropical.
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Figural.l Mapa da América do Sul colorido por altitude. Linha preta
demarca distribuicdo geografica da familia Potamotrygonidae. Nazca
ridge visivel na placa de Nazca e sua projecdo inferida sob a placa
Sul-americana, originando o arco de Fitzcarraldo. Observe os
cinturdes sucessivemente com mais baixas altitudes no sentido SW-NE,
a partir desse arco até o Rio Negro (ver texto). Areas amostradas: 1.
Pacifico, 2. Atlantico, 3. lago Maracaibo, rios 4. Parguaza 5. Caura,
6. Mavaca, 7. Tarauacéa, 8. Juruéa, 9. Jaraua, 10.Purus, 11. Aripuanég,

12. Médio Amazonas, 13. Negro, 14. Maués, 15. Tapajdés (montante e



jusante de corredeiras), 16. Baixo Amazonas, 17. Jari, 18. Araguari,
19. Xingu, 20. Tocantins, 21. Boca Amazonas, 22. Azul, 23. Cuiabs,

24 . Parana.

Evolucdo Paleogeogréafica da América do Sul no Nedgeno com énfase na Bacia

Amazobnica

Eventos tectbnicos no Nedgeno estdo entre os principais fatores que promoveram
alteracdes nas redes de drenagem da Bacia Amazonica, formacao de novas fronteiras entre
as bacias hidrogréficas, multiplos eventos de captura de cabeceiras e fragmentacédo de
ambientes de agua doce por corpos de agua salgada na América do Sul, particularmente da
Bacia Amazonica (Lundberg et al., 1998). O encontro convergente entre as placas Sul-
Americana e de Nazca desencadeou stress compressional predominantemente horizontal
orientado no sentido leste- oeste na parte cratbnica da placa Sul-Americana (Zoback et al.,
1989; Assumpcéo, 1992; Lima, 2000). Esse estresse promoveu 0 soerguimento dos Andes
no oeste da América do Sul (Sempere et al., 2008) e possivelmente reativaram falhas pré-
cambrianas intraplaca em regibes mais centrais da América do Sul, provocando movimentos
como falhas do tipo transcorrente (strike-slipe) e soerguimento e rebaixamento de blocos
(Costa et al., 2001; Bezerra, 2003), resultando em, por exemplo, a migracao da foz de
tributarios do Amazonas para o leste (e.g. rio Negro; Almeida-Filho e Miranda, 2007; rio
Tocantins; Rossetti e Valeriano, 2007).

O soerguimento dos Andes até atingir sua forma de cadeia de montanhas atual
provavelmente se deu em trés pulsos, com apices estimados ha ~27, ~10 e ~2,1 milhdes de

anos atras (Echavarria et al., 2003, Fig. 1.2; Oncken et al., 2006; Uba et al., 2006). O
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Figural.2. Diagrama ilustrando a esquerda o periodo de encurtamento e
provavel soerguimento dos Andes ao longo do tempo, compilado de
Oncken et al. (2006) (linha tracejada) e Echevarria (2003) (1linha
pontilhada). As estrelas indicam os principais picos de encurtamento.
A direita, curva eustdtica dos oceanos. Modificados de Uba (2006) e

Hag (1987), respectivamente.
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soerguimento dos Andes isolou bacias hidrograficas (e.g. Maracaibo e Magdalena) e a carga
orogénica resultante causou o rebaixamento das areas a oeste, por meio do
desenvolvimento de sistema de bacia antepais (foreland) do tipo retroarco compreendendo o
qgue é hoje conhecida como Bacia Amazoénica Oriental (Decelles e Giles, 1996; Horton e
Decelles, 1997; Roddaz et al., 2010). Fig. 1.3

Foreland Basin System

Wedge top Foredeep Forebulge Backbulge

A Al A

Topographic
Load

i/’/'

Basin Fill
Load

(Modified after DeCelles & Giles 1996)
Figura 1.3 Sistema de Bacia Antepails (foreland). Modificado de

DeCelles e Giles, 1996. Retirado do Wikipedia

O desenvolvimento de bacia antepais a oeste da Cordilheira dos Andes soergeu
arcos estruturais, comprovadamente o forebulge do Arco de Iquitos (Caputo, 1991; Roddaz,
Baby, et al., 2005) e rebaixou grandes extensdes de terra que promoveram a formacao de
uma area alagada gigante ocupando o oeste amazonico, dominada por canais rasos, lagos
de inundacéo e pantanos, proporcionando grande diversificacdo de fauna aquatica adaptada
a ambientes lacustres (Wesselingh et al., 2002; Hoorn et al., 2010). Apesar de muito menos
estudadas (Rossetti et al., 2005), regibes mais centrais da América do Sul também
apresentaram dindmica evolucéo tectdnica no Nedgeno, impulsionada por dois pulsos
cinematicos que alteraram significativamente a rede de drenagens da Bacia Amazo6nica,
determinando a posicdo moderna dos rios (Lima, 2000; Costa et al., 2001; Bezerra, 2003;

Almeida-Filho e Miranda, 2007). Esses pulsos podem estar relacionados com o estresse



oriundo da compressao entre as placas Sul-americana e de Nazca (Assumpc¢éo, 1992;
Roddaz, Baby, et al., 2005), entretanto a ligacdo desses pulsos com o choque € incerto
(Zoback et al., 1989) e podem estar ligados ao soerguimento oriundo de transpressao por
falha reversa como sugerido por Costa et al. (2001) e Rossetti (2003). A transgressao
provavelmente ressoergueu antigos arcos estruturais como exemplificado por Caputo (2005)
no Jurassico para o Arco de Carauari. O Arco do Purus se manteve como divisor das bacias
do Solimdes e Amazonas por todo o Nedgeno até o estabelecimento do rio Amazonas
transcontinental (Rossetti et al., 2005; Wesselingh et al., 2010), enquanto que evidéncias
indiretas da presenca do Arco de Carauari sdo sugeridas por Wilkinson et al. (2010). Esses
arcos provavelmente funcionaram como barreiras vicariantes.

Aumentos no nivel eustatico dos oceanos também desempenharam papel importante
na evolucdo das redes de drenagem da América do Sul no Nedgeno. Devido a baixa altitude
das planicies amazbnicas, amplificada pela subsidéncia da bacia antepais no Oeste
amazonico, o aumento no nivel do mar causou repetidas transgressées marinhas, e
possivelmente represamento da boca de rios e consequente aumento do nivel eustatico dos
rios ao longo do Nedgeno (Irion et al., 1997; Roddaz et al., 2010).

Durante o Mioceno, entre 25-10 Ma, repetidos aumentos de mais de 100 m no nivel do
mar (Haq et al., 1987; Fig. 1.2) provocaram grandes transgressées marinhas nas planicies do
noroeste da América do Sul (Hovikoski et al., 2010) e também na regido compreendida hoje
entre a foz do rio Amazonas até o Arco de Gurupa, ha ~ 200 Km da regido costeira (Rossetti,
2004 e referéncias la incluidas). O numero de vezes, extensao geografica e duragcédo dessas
invasdes ainda séo debatidos. Aumento no nivel eustatico dos oceanos no Plioceno, entre 5
e 3 Ma de até ~100 m e aumento de ~25 m nos periodos interglaciais durante o Pleistoceno

(Haq et al., 1987) (Fig. 1.2) também podem ter causado transgressées marinhas (Nores,



1999; 2004). Alternativamente, como sugerido por Irion et al. (1995; Irion et al., 1997; Irion e
Kalliola, 2010), esse aumento do nivel oceénico pode ter desencadeado o represamento da
boca de rios, que assim transbordaram e inundaram suas margens, podendo ter formado um
lago de agua doce de até 100 km de largura e 2500 km de comprimento desde a foz do rio
Amazonas.

As transgressdes marinhas permitiram a adaptacédo de espécies de origem marinha a
agua doce (e.g. Lovejoy et al., 1998; Hamilton, 2001; Lovejoy et al., 2006; Cooke et al., 2011)
e, provavelmente, promoveram especiagao por vicariancia de espécies de agua doce
isoladas nas margens dos corpos de agua salgada (Hubert e Renno, 2006). Inundagbes de
agua doce pode ter promovido dispersao entre drenagens, com posterior especiacao por
vicariancia apos abaixamento das aguas (Hubert et al., 2007).

O modelo de mudancas paleogeograficas da Bacia Amazénica ocorridas desde o
Mioceno ao presente que é amplamente utilizado para explicar a diversificacdo de peixes
segue basicamente a proposta de Lundberg et al. (1998) e se baseou numa compilacéo de
trabalhos de sedimentologia e geologia a época de sua publicacdo. Entretanto, a auséncia de
datas radiométricas trazem incertezas quanto a idades absolutas (Wesselingh et al., 2006), e
as dimensdes continentais da Bacia Amazonica fragilizam extrapolacdes de estudos restritos
geograficamente, que se concentram em sua grande maioria no Oeste amazonico (Rossetti
et al., 2005; Campbell Jr. et al., 2006).

Um aumento expressivo no numero de estudos tem ocorrido na ultima década usando
sedimentologia, imagens de satélite e reflexdo sismica e tem trazido nova luz ao
entendimento da evolucdo da geologia da Bacia Amaz6nica no Nedgeno (Bezerra, 2003;
Echavarria et al., 2003; Rossetti et al., 2005; Oncken et al., 2006; Uba et al., 2006; Almeida-

Filho e Miranda, 2007; Espurt et al., 2007; Hoorn e Wesselingh, 2010). Parte de tais estudos
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foram agrupados no livro Amazonia: landscape and species evolution: A look into the
past, e 0 modelo de eventos a partir do Mioceno la proposto, sintetizado em (Wesselingh et
al., 2010), sera aqui resumido, adicionado de informacdes relevantes e as vezes conflitantes
tirados de outros trabalhos, para o entendimento do padréo de diversidade e distribuicao

geografica das arraias da familia Potamotrygonidae.

De ~ 24-11,8 Ma

No fim do Oligoceno-inicio do Mioceno houve compressao e soerguimento dos Andes
Centrais (Echavarria et al., 2003, Fig. 1.4A; Uba et al., 2006), com consequente
subsidéncia a leste na bacia antepais (Lundberg et al., 1998). Uma formacé&o sedimentar
denominada Formacao Pebas (formacdo Solim&es no Brasil) foi depositada nesta bacia
em &rea cobrindo 1 000 000 Km? no Oeste Amazédnico de idade Mio-Pliocénica (Roddaz
et al., 2006, Fig. 1.4A; Wesselingh et al., 2006) Existe muita controvérsia sobre quais
condi¢Bes ambientais prevaleciam quando essa formacéao se depositou, e varias
hipéteses foram propostas (ver Wesselingh et al., 2002e referéncias nela contidas).
Atualmente a controvérsia esta polarizada entre duas hipéteses. A primeira enuncia que a
Amazonia ocidental era formada por um sistema fluvio-lacustre consistindo de lagos,
pantanos, florestas e rios, com episédicas incursdes marinhas, que cessaram apos
diminuic&o do nivel do mar ha ~10 Ma, parecido com o Pantanal atual, mas em escala
muito maior (Figs. 1.2 e 1.4, Pebas mega-wetland; Hoorn, 1994; Hoorn e Vonhof, 2006;
Kaandorp et al., 2006; Roddaz et al., 2006; Wesselingh, 2006; Wesselingh et al., 2006;
Hoorn et al., 2010) A segunda hipoétese € a de que o sistema Pebas consistia em um

ambiente marinho influenciado por marés (Réasanen et al., 1995; Gingras et al., 2002;
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Hovikoski et al., 2005; Hoorn e Wesselingh, 2010). Hovikoski et al. (2007) analisando
dados sedimentares e icnolégicos concluem que repetidas incursées marinhas ocorreram
na Amazonia Oriental por todo o Mioceno.

O sistema Pebas perdurou até pouco antes do estabelecimento do sistema amazénico
moderno (Wesselingh, 2006) e era restrito a por¢ao oeste da Bacia Amazobnica até
possivelmente o Arco de Carauari ou talvez o Arco de Purus. Esse arco era uma elevagao
de terra que separava a porcao leste da oeste da Bacia Amazonica atual (Rossetti et al.,
2005; Hovikoski et al., 2007; Mapes, 2009), sendo que a primeira drenava até o Atlantico
a leste (aproximadamente onde o rio Amazonas atualmente desemboca); enquanto que a
segunda drenava até o Atlantico a noroeste (Fig. 1.4A).

A localizacdo do Arco do Purus frequentemente € atribuida a regido proxima a cidade
de Manaus, entretanto Mapes (2007), analisando idades de zirc6es, demonstrou auséncia
de sedimentos provenientes dos Andes préximo a cidade de Manaus, 0 que sugere que 0
Arco do Purus situava-se mais a oeste (ver sua Figura 4.1). Nessa posi¢ao o baixo curso
do rio Negro estaria na porcao leste da Bacia Amazonica, e, portanto isolado do sistema
Pebas.

O curso atual do rio Negro parece ter se estabelecido muito recentemente no tempo
evolutivo, evidenciado por paleocanais que sugerem migracao a leste de sua foz
(Franzinelli e Igreja, 2002; Almeida-Filho e Miranda, 2007) ; pela drenagem ainda pouco
desenvolvida no Alto Negro, incluindo inimeros paleocanais (Bezerra, 2003); e

subsidéncia de area entre rio Negro e rio Branco (Bezerra, 2003; Rossetti et al., 2005).
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CAIXA 1

Evolugdo Paleogeografica da América do Sul no Nedgeno

Apds revisdo bibliografica, particularmente dos

modelos de Lundberg, Bezerra e Rossetti proponho o modelo

paleogeografico abaixo. As letras sdo referentes a Fig. 1.4

A) Invasdo marinha pelo norte; formacdo do Sistema Pebas no

oeste, ora agua doce, ora salgada. O Istmo do Panamé& NAO
existia (onde hoje é a América Central - Sul. O Pebas era
delimitado a leste, ou pelo Arco do Carauari, se tiver
existido na época, ou o Arco do Purus, que fica mais a
oeste do que Manaus e também que o Rio Negro. Talvez nessa
época o Rio Negro NAO se ligava ao Pebas. O Pebas era um
grandissimo Pantanal gque era salobro ou até salgado em
trechos mais ou menos grandes, muitas vezes, época em que
se adaptaram a agua doce uma arraia que veio do Caribe-
Pacifico, e também a corvina ou pescada de agua doce. Se o
rio Negro tiver ficado separado do Pebas, suas &guas ja
seriam pretas (cor de chd) e &acidas. Os peixes evoluiram
ali, assim como todos os outros animais aquaticos, como
carangueijos e camardes, o tetra-nedn, o acaré-bandeira do
alto e baixo Negro, a arrala-cururu-pequena endémica, das
beiradas dos igapds (alagados) motoro do rio Negro, a
tartaruga tracajad e o jacaré. A leste do Arco do Purus, os

rios drenavam para o Atladntico Nordeste, prdéximo de

13



onde desagua hoje. B) As Cordilheiras de Mérida e Orientais

soerguem e fecham a conexdo com o mar. Em algum ponto pode
ter soerguido a o Arco de Vaupés, separando parcialmente o
Alto Orinoco do Alto rio Negro. Houve conexdo com troca de
fauna aquédtica, entre a Bacia do Alto Amazonas e a Bacia do
rio Paraguai-Parana. Houve reorganizacdo de drenagem da
Bacia Amazdnica e possivelmente a inversdo das aguas da
Bacia Amazdbnica Oeste com eventual transposicdo do Arco do

Purus e desadgue no Atléntico Nordeste (mas ver hipdtese

alternativa). C) Soerguimento do Arco de Fitzcarald no

Oeste amazbnico (seta). Fechamento e estabelecimento do
Isto de Panamé&. Transbordamento da agua doce dos rios
tributdrios do Baixo Amazonas, com posterior rebaixamento,

e OUTRA conexdo com troca de fauna aquatica, entre a Bacia
do Alto Amazonas e a Bacia do rio Paraguai-Parana. D) Nova

reorganizacdo tectdnica na Bacia Amazdbnica, talvez sbé agora
a transposicgdo do Arco do Purus, com o estabelecimento de
volume e dindmica de &aguas do passado prdéximo e atual.
Grandes diminuic¢des periddicas no nivel das aguas do Baixo
Amazonas e tributédrios, causando escavacdo e consequente

formacdo das ria lakes.

14
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Algumas espécies de peixes que ocorrem no alto rio Negro sdo mais aparentados com
taxons do Orinoco do que do baixo rio Negro (Hubert e Renno, 2006; Meliciano, 2008;
Souza, 2008), sugerindo que o alto rio Negro era conectado ao alto Orinoco e desconectado
do baixo rio Negro. Esse trecho de rio também pode ter estado conectado ao rio Essequibo e
assim desembocava no Atlantico a norte da América do Sul (Rossetti et al., 2005).

Em uma das transgress6es marinhas no noroeste da América do Sul houve a adaptacéo
do ancestral das arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae a ambientes de agua
doce no inicio do Mioceno (Lovejoy et al., 1998). Na época dessa transgressao a Cordilheira
de Mérida, a Cordilheira Oriental e o Arco de Vaupés, que separam hoje as bacias do
Magdalena e Maracaibo e as bacias do Orinoco e Amazonica respectivamente, ainda n&o
haviam soerguido, de forma que o Lhanos formava uma grande planicie interligada a Bacia
Amazonica Oriental.

Com o soerguimento dos Andes centrais desenvolveu-se uma elevacgao de terra
denominada de Espigdo do Chapare (“Chapare Buttress”) que separou as planicies do rio
Beni do Chaco, i.e., dividiu os sistemas Parand e Amazonas . Esse evento ocorreu ha, no

minimo, o inicio do Mioceno (~20 Ma, Lundberg et al., 1998).

De ~ 11,8-7 Ma

Ha ~11,8 Ma a Bacia do rio Magdalena ficou isolada devido ao soerguimento final da
Cordilheira Oriental (Lundberg et al., 1998, Fig. 1.4B).

Ha ~ 11 Ma a fase miocénica Quechua Il de soerguimento dos Andes comegou nos
Andes Centrais, atingindo apice ha ~10 Ma (Uba et al., 2006; Fig. 1.2). Segundo Figueiredo

(2009), o soerguimento dos Andes desencadeou o estabelecimento do rio Amazonas
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transcontinental ha ~ 11,8-11,3 Ma, baseado em dados bioestratigraficos, e isotopicos e
dados de pocgos de perfuragédo na plataforma da foz da Bacia Amazodnica. Estimativas
oriundas de dados dos depoésitos do Cone do Amazonas estdo em concordancia grosseira
com essa estimativa (e.g. Dobson et al., 2001; Harris e Mix, 2002 ~9 and 8 Ma
respectivamente ). A inversao no sentido do rio Amazonas provavelmente ocorreu como
resultado do preenchimento por sedimentos ha Amazonia Oeste (overfilling ) e consequente
transposicao do Arco do Purus (Hoorn, 1994; Hoorn et al., 1995; Rasanen et al., 1995;
Wesselingh, 2006; Roddaz et al., 2010). Entretanto, essa estimativa de idade € questionada
por Campbell Jr. (2010), que argumenta que o estabelecimento do rio Amazonas moderno
ocorreu ha ~ 2,5 Ma, baseado em estimativa de idade absoluta de cinzas vulcanicas
depositadas nos sedimentos mais jovens da formacédo Madre de Dios (Campbell Jr. et al.,
2001; Wesselingh et al., 2006). Eles argumentam que a Bacia Amazdénica funcionava como
uma Unica bacia sedimentar no Nedgeno tardio e que o estabelecimento do rio Amazonas
ocorreu apos a deposicéo da formacdo Madre de Dios (formacé&o Ica no Brasil). Rossetti et
al. (2005) também sugerem que o estabelecimento final do rio Amazonas ocorreu apos a
deposicao da formacéo I¢4, embora provavelmente tenha estimado erroneamente as idades
absolutas, ao se basear em **C (Irion e Rasénen, 2005; Wesselingh et al., 2006).

A inversao do sentido do proto-Amazonas de Leste-Oeste para o sentido moderno
Oeste-Leste é corroborado por estudo estratigrafico da formacgéo Solimdes em regiao
compreendida entre as cidades de Tefé e Coari, aonde Vega (2006) infere rio correndo no
sentido oeste-leste. Entretanto, esse rio apresenta foz em forma de leque desembocando em
lago de proporcdes continentais (delta lacustre de mais de 30.000 Km?) a oeste do Arco do
Purus, sugerindo que essa barreira persistiu isolando as Bacias amazonicas Leste e Oeste

por algum tempo mesmo apoés a inverséo do fluxo do proto-Amazonas. Vega (2006) sugere
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gue o Arco do Purus funcionou como barreira até pelo menos o Neo-Mioceno contestando a
proposta do estabelecimento do Amazonas transcontinental no Meso-Mioceno e refor¢gando a
hipétese de Rossetti et al. (2005) e Campbell Jr. et al.(2006) , uma vez que os depdsitos
estudados por Vega (2006) sédo sucedidos por depositos da formacéo Ica.

A auséncia de datacdo radiométricas no registro sedimentar da bacia amazonica traz
incertezas quanto ao estabelecimento de correlagdes entre a sucessao de estratigrafica e
idades absolutas na formulagéo da idade do estabelecimento do rio Amazonas
transcontinental (Cooke et al., 2011), particularmente quanto a utilizacdo de biozonas de
polen para calibrar idades miocénicas (Latrubesse et al., 2007). De qualquer modo, o
soerguimento e unido da Cordilheira Mérida, Cordilheira Oriental e Sierra del Perija isolou o
lago Maracaibo da bacia do Orinoco/Negro em algum ponto do Mioceno tardio ha ~ 10-5 Ma
(Audemard, 2003).

Durante o Mioceno tardio ou Plioceno, o soerguimento do Arco de Vaupés separou o
sistema do Orinoco do sistema Amazoénico. Dados termocronoldgicos se fazem necessario
para refinar essa datacao (Mora et al., 2010). Entretanto, esses sistemas provavelmente
nunca ficaram completamente isolados uma vez que ainda hoje se conectam pelo rio
Cassiquiare (Lundberg et al., 1998).

O soerguimento das Cordilheiras Centrais ha ~ 10 Ma causou sobrepeso orogénico e
consequente subsidéncia da bacia antepais adjacente a leste (formacéo Yecua) acarretando
mudanca na drenagem da bacia de padrao transverso para axial (Uba et al., 2006). Esse
dobramento devido a subsidéncia e consequente nao preenchimento total de sedimentos
provavelmente resultou na conexao entre as bacias do Amazonas e Parana ha ~10 millhGes
de anos, com subsequente preenchimento por sedimentos, causando a captura de

cabeceiras do sistema Parana pelo sistema Amazonas, conforme proposto por Lundberg et
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al. (1998). Foram encontrados trés eventos de cladogénese entre espécies de peixes que
ocorrem na Bacia Amazonas das do rio Paraguai dentro do género Hypostomus com datas
estimadas entre 11,8 e 10 Ma, corroborando a conexao entre essas bacias, provavelmente

devido a subsidéncia da bacia antepais do Chaco (Montoya-Burgos, 2003).

De ~ 7-2,5 Ma

Durante o Mioceno tardio-Plioceno, o forebulge do Arco de lquitos soergueu-se em
resposta ao loading orogénico dos Andes, criando duas redes de drenagens, a drenagem
andina oeste, e a drenagem cratonica leste (Roddaz, Viers, et al., 2005, Fig. 1.4C).

No Plioceno (~ 4 Ma) houve o soerguimento do Arco de Fitzcarraldo devido a
subducc¢ao da Crista de Nazca (Nazca Ridge) sob a placa Sul-americana, dividindo a
bacia Amazonica oeste em duas bacias subsidentes — a northern Amazonian foreland
basin (NAFB) e a southern Amazonian foreland basin (SAFB) (Espurt et al., 2007; Espurt
et al., 2010). A subduccéo da Crista de Nazca perturbou o manto abaixo da bacia
Amazonica (ver figura 4 de Espurt et al., 2007) criando carga adicional e pode ter
desencadeado processos sedimentoldgicos e hidrolégicos na bacia Amazonica (Espurt et
al., 2007). Rossetti et al. (2005) encontram, baseados em agrupamentos de minerais
pesados, unidades sedimentares na forma de cinturbes progressivamente mais jovens do
sudoeste ao noroeste da bacia amazonica, sugerindo uma bacia em subsidéncia com
depocentro, i.e. a area de maior profundidade, migrando em sentido sudoeste-nordeste
até o Arco do Purus (figura 1 em Rossetti, ver nossa Fig. 1.1 com altitudes
progressivamente menores nessa mesma orientacéo). Por meio de datac&o por *C eles

dizem que a separacéo do Arco do Purus durou até o Pleistoceno, entretanto essas datas
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provavelmente resultam de infiltracdo de camadas mais jovens (Irion e Rasanen, 2005;
Campbell Jr. et al., 2006).

O sentido sudoeste-nordeste observado por Rossetti et al. (2005) coincide com a
direcdo da subduccao da Crista de Nazca. Eu tentativamente sugiro que o aumento do
loading e possivelmente o movimento do manto desencadeado pela subducgéo da Crista
de Nazca (cf. Espurt et al., 2007) tenha causado a subsidéncia progressiva da bacia
amazonica no sentido sudoeste-noroeste, culminando com subsidéncia encontrada na
regido entre Rio Negro-Branco (ver Fig. 1.1), e possivelmente poderia estar ligado a
transposicao do Arco do Purus e o estabelecimento do Amazonas transcontinental.
Entretanto, caso esse fosse o fator causal do estabelecimento do rio Amazonas, a
transposicao deveria ter ocorrido ha menos de 4 Ma, muito mais recentemente que o
proposto por Figueiredo et al. (2009), ha ~ 11,8 e 11,3 Ma, mas compativel com hipéteses
de (Rossetti et al., 2005; Wesselingh et al., 2006) e Vega (2006).

Entre 5 e 3 Ma houve aumento em mais de 80 a 100m no nivel do mar (Haq, 1984,
Fig. 1.2) podendo ter desencadeado transgressdo marinha ou represamento e
consequente aumento no nivel dos rios com transbordamento. Essa segunda hipo6tese é
fortemente corroborada por estudos de Irion et al. (1997), Irion& Kalliola (2010), Irion et al.
(1995) Rossetti et al. (2005), que no entanto datam esses eventos para o Pleistoceno.
Entretanto suas datacdes séo baseadas em correlacdes por estratigrafia e datacdes por
1C, abertas a incertezas e estimativas erradas, e além disso o aumento do nivel do mar
no Pleistoceno foi bem menor que o do Plioceno (Fig.1.2).

O fechamento praticamente total, ou total, do Istmo do Panama ocorreu ha ~ 3,5-3,1
Ma, porém pode ter comecado ha ~6 Ma e pode ter se estendido até ~2,5 Ma (Molnar,

2008; Landau et al., 2009).
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Ha ~2,5 Ma os Andes Centrais sofreram novo encurtamento (Fig. 1.2) e consequente
soerguimento da protuberancia flexural forebulge da bacia antepais e subsidéncia do
foredeep, possivelmente podendo ter havido outra conexao entre as bacias do Amazonas

e Parana-Paraguai (Uba et al., 2006) nesse periodo (Fig. 1.4 C).

De ~ 2,5 Ma ao presente

Ha ~2,4 Ma comeca alta taxa de sedimentacéo na plataforma da foz da bacia
Amazonas, quando o rio Amazonas moderno se desenvolveu e a bacia Amazonica toma sua
conformacao atual (Mapes, 2009; Wesselingh et al., 2010), embora, segundo Figueiredo et
al. (2009), o rio Amazonas ja havia se tornado transcontinental ha ~11,8-11,3 Ma. Entretanto,
Campbell et al. (2006) sugerem gue o Amazonas transcontinental se forma ha ~2,5 Ma apo6s
deposicao da formacédo Ica. Rossetti (2005) também afirma que o rio transcontinental surge
apos formacao Icad. O aumento na sedimentacéo do rio transcontinental ou alternativamente
a transposicao do Arco do Purus e entdo formacéo do rio transcontinental provavelmente
estdo ligados a grandes reorganiza¢des das drenagens. Essas reorganizacdes podem estar
ligadas a choque de placas ha ~2,5 Ma (Fig. 1.1), ou ainda a continua subsidéncia em
sentido sudoeste-noroeste devido a subduccéo da Crista de Nazca até atingir regido do Arco
do Purus. Essas transformagfes podem ter desencadeado subsidéncia de regido entre rio
Negro - rio Branco, fazendo com que o rio Branco se desconectasse do rio Essequibo e
ligasse ao rio Negro, bem como ter proporcionado ligagéo entre alto e baixo rio Negro e
migracéo da boca do rio Negro para leste, configurando-se assim o rio Negro moderno
(Bezerra, 2003). Outros eventos podem ter ocorrido como a migracao a leste da foz do rio

Tocantins (Rossetti e Valeriano, 2007).
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Durante os ciclos glaciais pleistocénicos ha maior erosao nos periodos glaciais,
submersdo nos aumentos do nivel do mar e deposi¢&o nos periodos interglaciais. A foz de
varios tributarios de agua clara do baixo Amazonas formam os lagos de barragem (ria lakes)
devido ao ndo preenchimento de sedimentos erodidos nos periodos glaciais, e a baixa carga

de sedimentos dos escudos cristalinos (Irion et al., 1995, Tabela 1).

Arraias de 4gua doce da familia Potamotrygonidae

As arraias de agua doce da familia Potamotryonidae compreendem um grupo
monofilético (Rosa, 1985; Nishida, 1990; Lovejoy, 1996; Espurt et al., 2010) endémico da
América do Sul, estritamente eurifluvial com osmorregulacdo analoga a teledsteos (Wood et
al., 2002; Molnar, 2008; Duncan et al., 2009; Landau et al., 2009). O ancestral da familia
provavelmente adaptou-se a agua doce apds transgressao marinha do mar do Caribe no
noroeste da América do Sul entre o fim do Oligoceno e inicio do Mioceno (Lovejoy, 1996;
Lovejoy et al., 1998).

A familia Potamotrygonidae entdo se diversificou no que hoje se reconhece como 24
espécies descritas em quatro géneros, Paratrygon (uma espécie), Heliotrygon (duas
espécies, Plesiotrygon (duas espécies) e Potamotrygon (19 espécies) (Carvalho et al., 2003;
Deynat, 2006; Rosa et al., 2008; Carvalho e Lovejoy, 2011; Carvalho et al., 2011; Carvalho e
Ragno, 2011; Silva e Carvalho, 2011), ocorrendo nos principais sistemas de rios da América
do Sul que drenam até o Oceano Atlantico e Mar do Caribe, com a excecao da bacia do rio
Séo Francisco e drenagens costeiras a oeste e sul do rio Parnaiba (Rosa, 1985, Fig. 1).
Entretanto a taxonomia do grupo ndo é bem resolvida, com ao menos cinco espécies novas
gue estdo em descri¢cdo e algumas espécies consideradas taxonomicamente dubias,

espécies essas que apresentam grande policromatismo intraespecifico e sobreposicéo



interespecifica de caracteres meristicos e de coloracao (Carvalho et al., 2003; Toffoli et al.,

2008; Carvalho e Silva, 2011).
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Tabela 1.1 Resumo de eventos paleogeograficos da América do Sul

com potencial de influenciar na diversificacdo da fauna aquatica

Mudancas hidrogeoldgicas Data (Ma) Referéncias

Incursdes marinhas no noroeste da América  25-10 ' (Hoorn, 1994)

do Sul (Rasanen et al., 1995)
Hoorn et al. (2010)

Isolamento da Bacia do Magdalena do paleo 11,8 (Lundberg et al., 1998)

Amazonas-Orinoco

Isolamento do Lago Maracaibo do paleo 10-5 (Campbell Jr. et al., 2001)

Amazonas-Orinoco

Isolamento da Bacia do Orinoco da Bacia 10-3? (Mora et al., 2010)

Amazodnica

Conexéo entre os sistemas Parana e 10 (Lundberg et al., 1998)

Amazonas (Uba et al., 2006)

Soerguimento do Arco de Iquitos 10-3 (Roddaz, Viers, et al., 2005)

Soerguimento do Arco de Fitzcarraldo 4 (Irion e Rasanen, 2005;
Espurt et al., 2007)

Transbordamento de rios e alagamento 5-3 (Haqg et al., 1987)

devido aumento eustético dos oceanos (Irion et al., 1995)
(Irion et al., 1997)
(Rossetti et al., 2005)
(Irion e Kalliola, 2010)

Fechamento do Istmo do Panamé 6-2,5 (Latrubesse et al., 2007)
(Audemard, 2003)

Conexdo entre os sistemas Parana e 2,5 (Rossetti e Valeriano, 2007)

Amazonas (Echavarria et al., 2003)
(Uba et al., 2006)

Reorganizacéo das drenagens da Bacia 2,4 (Bezerra, 2003)

Amazobnica, transposi¢cédo do Arco do Purus* e (Rossetti et al., 2005)

estabelecimento do rio Amazonas (Wesselingh et al., 2006)

transcontinental*

Ciclos de cheia e eroséo nos tributarios do 3- (Irion et al., 1995)

baixo Amazonas presente (Irion et al., 1997)

(Rossetti et al., 2005)
(Irion e Kalliola, 2010)
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Variacao na taxa de especiagcao — a Radiacao

Apbs a colonizacdo de novas &reas geogréficas, novas zonas adaptativas livres de
predadores ficam disponiveis, nas quais se espera um rapido aumento na taxa de
especiacdo acompanhada de novas inovagfes-chave, de acordo com a hipotese da
oportunidade ecoldgica (Schluter, 2000). De maneira similar, multiplos eventos vicariantes
ocorrendo em curto espaco de tempo podem gerar aumento na taxa de especiacao (Kozak et
al., 2006).

As complexas mudancgas paleoambientais sofridas na América do Sul geraram novas
oportunidades ecolégicas, com diferentes habitats a serem colonizados (e.g., formacéo de
sistemas de lagos; rios de aguas claras drenando escudos cristalinos e rios de aguas
brancas, ricas em sedimentos em suspenséao oriundos dos Andes (Sioli, 1984), bem como
pode ter gerado varios eventos vicariantes (por exemplo, ciclos de inundacéo seguidos de
abaixamento das aguas no Plioceno/Pleistoceno (Irion et al., 1995) ou migracéo de rios no
desenvolvimento de megaleques (“megafan”) (Wilkinson et al., 2010), que s&o cones de
sedimento que se acumulam quando o rio atinge area aberta de baixa angulacéo.

Podemos usar de filogenias para estimar variacdo na taxa de especiacéo, sendo que
métodos atuais podem ser divididos em duas classes; métodos baseados na topologia e
métodos temporais (Mooers e Heard, 1997; Barraclough e Nee, 2001). Métodos baseados
na topologia ignoram informag¢ao do comprimento dos ramos, focando na diversidade relativa
de dois (ou mais) grupos descendendo de um né em comum (chamado de balanco ou
simetria da arvore). Métodos temporais utilizam informac¢do do comprimento dos ramos para
estimar o tempo (“timing”) de eventos de especia¢éo ao longo do tempo e comparar a

distribuicdo do eventos observados ao longo do tempo com os esperados sob um modelo
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nulo de cladogénese (Chan e Moore, 2002).

Nesse trabalho, proponho uma hipotese de filogenia molecular das arraias da familia
Potamotrygonidae com estimativas das idades dos eventos de cladogénese; e utilizo
métodos baseados na topologia e no comprimento dos ramos proporcionais ao tempo para
determinar se houve variacao na taxa de diversificacdo durante a histéria evolutiva de
Potamotrygonidae. Em seguida, correlaciono os resultados obtidos a partir da filogenia com
informacdes sobre a distribuicdo geografica das espécies analisadas e com o modelo de
Evolucéo Paleogeografica da América do Sul, a fim de propor modelo de biogeografia
histérica de Potamotrygonidae e também fornecer evidéncias que suportem hipéteses de
eventos paleogeograficos que influenciaram na diversificagdo da fauna aquatica da Ameérica

do Sul j& propostos na literatura.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Propor modelo de biogeografia historica para a familia Potamotrygonidae e trazer

suporte para alguns modelos alternativos de eventos paleogeograficos que influenciaram na

diversificacao da fauna aquatica da América do Sul ja propostos na literatura a partir dos

dados moleculares de Potamotrygonidae aqui analisados.

2.2 Objetivos Especificos

Propor hipotese filogenética para a familia Potamotrygonidae baseada em
sequéncias de fragmentos de genes mitocondriais (ATPase e COIl) e nuclear
(RAG1).

Testar se houve variacdo na taxa de diversificacdo ao longo da histéria evolutiva da
familia Potamotrygonidae.

Correlacionar, qualitativamente, resultados da filogenia inferida e testes de
diversificacdo com a distribuicdo espacial das espécies analisadas, de forma a
embasar a proposta de um modelo de biogeografia histérica da familia

Potamotrygonidae
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3. Material e métodos

Amostragem dos taxons

Foram amostrados 110 individuos da familia Potamotrygonidae pertencentes a 10 das
23 espécies descritas da familia (Carvalho et al. 2003) incluindo os 4 géneros (Potamotrygon,
Paratrygon, Heliotrygon e Plesiotrygon); 2 espécies em descri¢cdo do género Potamotrygon,
sendo uma endémica do rio Negro, aqui denominada de Potamotrygon sp.1 (Aradjo,
com.pess., Toffoli et al. 2008) e outra endémica do rio Tapajos a montante de corredeiras
proximas a cidade de Itaituba, com padrao de cor similar a Potamotrygon motoro. Essa
espécie foi chamada de Potamotrygon sp. 2 (Toffoli et al., 2008, Fig. 1.5).

Também foram analisados neste estudo 5 morfotipos coletados pelo autor cuja
posicao taxondmica ainda é incerta. O primeiro morfotipo foi denominado Potamotrygon sp.
azul, coletado simpatricamente com Potamotrygon sp. 2. O segundo morfotipo foi
denominado de P. sp. assacu, tendo sido um espécime coletado no rio Jari € um no rio
Araguari, apresentando padrdo de cor caracteristico. O terceiro morfotipo foi chamado de P.
sp. marajo, coletado no rio Araguari também um padréo de cor distinto, apresentando ocelos
similares a P. motoro porém rodeados por anéis escuros, de certo modo similares a P.
orbignyi. O quarto morfotipo (P. aff. scobina) é similar quanto a morfologia e padréo de
coloracédo a P. scobina mas sua localizacao geografica esta fora da distribuicdo geografica
conhecida para a espécie. Foi coletado um individuo no rio Aripuana, um tributario do rio
Madeira, dois no rio Caura e um no rio Mavaca (Bacia do Orinoco). O quinto morfotipo foi

denominado P. aff. schroederi e foi coletado no rio Cassiquiare (rio que conecta as bacias do
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Amazonas e Orinoco).
As espécies irmas Himantura pacifica e Himantura schmardae, grupo-irméo de
Potamotrygonidae (Lovejoy, 1996; Mceachran et al., 1996; Dunn et al., 2003) e as mais

distantemente relacionadas Himantura borneo foram usadas como grupo externo.

Paratrygon aiereba Heliotrygon rosai Plesiotrygon iwamae Potamotrygon schroederi

Potamotrygon sp. 1 Potamotrygon henlei Potamotrygon sp. 2 Potamotrygon orbignyi

Potamotrygon motoro  Potamotrygon scobina ~ Potamotrygon leopoldi ~ Potamotrygon falkneri

—
G oo
// M "\
| ek 2
Vo j‘)'” i
Potamotrygon sp. teles Potamotryon sp. assacu Himantura schmardae Himantura pacifica

Figura 1.5. Espécies e morfotipos estudados.
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Distribuicdo geografica dos taxons analisados

A identificacdo das espécies foi baseada nos critérios morfologicos estabelecidos por
Rosa (1985). Devido as incertezas taxonémicas foram amostrados individuos da mesma
espécie em diferentes localidades geograficas (Tabela 1.2, Fig. 1.1).

Paratryon aiereba habita os canais principais de rios das bacias amazo6nicas e do
Orinoco e é uma das maiores dentre as espécies da familia (junto com espécie
Potamotrygon brachyura (até 100 cm, mais de 25 Kg). Heliotrygon rosai ocorre na calha
principal do rio Amazonas. Plesiotrygon iwamae ocorre na calha principal do rio Amazonas.
Potamotrygon yepezi € endémica do lago Maracaibo, Venezuela. Potamotrygon schroederi
ocorre nas bacias do rio Negro e Orinoco. Potamotrygon sp. 1 é endémica da bacia do rio
Negro. P. motoro apresenta ampla distribuicdo na América do Sul, P. orbignyi apresenta
ampla distribuicdo na bacia Amazénica. A despeito da distribuicdo geogréafica de P. scobina
ser conhecida do baixo rio Amazonas e tributarios do baixo Amazonas, foram coletados
espécimes com padrao de cor (rosetas) e forma similares em outros rios (rio Aripuana,
tributario do Madeira, que é tributario do médio Amazonas; rios Caura e Mavaca (bacia do
Orinoco). P. falkneri ocorre na bacia dos rios Parana-Paraguai sendo que no rio Parana
ocorria historicamente a jusante das cachoeiras Sete-Quedas, mas ap6s construcao da
barragem de Itaipu no ano de 1982 colonizaram a montante por meio de corredores para
peixes colonizando a bacia do alto Parana e tributarios (Neto et al., 2007). Potamotrygon. sp.
2 e P. sp. azul ocorrem a montante de corredeiras proximas a cidade de Itaituba, no rio
Tapajos e tributarios. P. henlei ocorre a montante de corredeiras do rio Tocantins proximas a
cidade de Maraba na bacia Tocantins-Araguaia. P. leopoldi ocorre & montante de corredeiras

do rio Xingu proximas a cidade de Altamira. P. sp. assacu coletada no rio Araguari e Jari, P.
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sp. Marajo coletada no rio Araguari.
Os individuos foram amostrados com espinhel, redes, redes de arrasto, arpéo, vara de
pesca. Foi amostrado tecido muscular da regido ventral dos espécimes. Os tecidos estao
armazenados na cole¢éo do Laboratorio de Evolugéo e Genética Animal (LEGAL) da

Universidade Federal do Amazonas. A maioria dos individuos foram fotografados.



Tabela 1.2 Localidade das espécies/morfotipos amostrados (numeradas

conforme Fig.1l.1).

Espécie/morfotipo Localidade
Heliotrygon rosai 16. Baixo Amazonas
Himantura pacifica 1. Pacifico
Himantura schmardae 2. Atlantico
Paratrygon aiereba 11. Aripuana

13. Negro
Potamotrygon falkneri 23. Cuiaba
24, Parana

Potamotrygon henlei

20. Tocantins (a montante do bico
do Papagaio

Potamotrygon leopoldi

19. Xingu

Potamotrygon motoro

4.Parguaza

7. Tarauaca

8. Jurua

9. Jaraua

10.Purus

11. Aripuané

12. Médio Amazonas
13. Negro

15. Tapajos (a jusante de ltaituba)
16. Baixo Amazonas
17. Jari

18. Araguari

Potamotrygon orbignyi

7. Tarauaca

11. Aripuané

13. Negro

14. Maués

15. Tapajés (a jusante de Itaituba)
17. Jari

19. Xingu
Potamotrygon schroederi 13. Negro
Potamotrygon aff. schroederi 25. Cassiquiare
Potamotrygon scobina 17. Jari

21. Boca Amazonas
Potamotrygon aff. scobina 5. Caura

6. Mavaca

11. Aripuané
Potamotrygon sp. 1 13. Negro
Potamotrygon sp. 2 15. Tapajés (a montante de

Itaituba)

22. Azul
Potamotrygon sp. assacu 17. Jari

18. Araguari
Potamotrygon sp. azul 22. Azul
Potamotrygon sp. marajo 18. Araguari

Potamotrygon yepezi

3. lago Maracaibo

30
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Extracdo de DNA, amplificacédo e sequenciamento

Foram sequenciadas por¢cdes de dois genes mitocondriais (citocromo oxidase, COI; e
ATP desidrogenase subunidades 6 e 8, ATPase) e um gene nuclear (recombination-
activating gene 1; RAG1) para todos os taxons.

O DNA gendmico total foi extraido usando protocolo padrédo de brometo de cetil trimetil
amonio (CTAB). Os genes mitocondriais foram amplificados pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com primers especificos desenvolvidos para esse trabalho (tabela 1.2).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume de reacéo de 15 pl, contendo
2,5 mM de MgCly; 1,5ul de tampé&o 10X com KCI (Fermentas); 1 mM de dNTPs; 0,2 uM de
cada primer; 1U da Taq DNA polimerase e 1 ul de DNA (ca. 20ng). Os ciclos de amplificacéo
foram realizados como segue: 1 ciclo de desnaturacdo a 93 °C por 1 minuto; 35 ciclos de
desnaturacdo a 92 °C por 45 segundos; hibridacdo a 52 °C por 35 segundos; e extensdo a 72
°C por 45 segundos. Uma extensao final foi realizada a 72 °C por 7 minutos. O produto de
PCR foi visualizado em gel de agarose a 1% e purificado com PEG 8000 de acordo com
protocolo de (Lis e Schleif, 1975), posteriormente ressuspendido em 15ul de agua. A
amplificagéo do fragmento do RAGL1 foi feita com uma nested PCR (PCR aninhada), sob as

mesmas condi¢des dos genes mitocondriais, com excec¢ao de que a temperatura de



32

Tabela 1.3 Primers utilizados nesse estudo. (F) e (R) representam

forward e reverse, respectivamente.

Locus Nome Sentido

COl COlIf.1 F CTTAACACAACWTTCTTTGACCC 52
COlIr.3 R ACGTTTTGATGCRAAKGCYTCTC 52

ATPase PotaATPf3_Lys F GTCCAGCATTAGCCTTTTAAGC 52
PotaATPr3 R CTGGGGTCAACTATRTGATATG 52

RAG1 Ragl.HB.F.L1 F CCWGCTGTITGYYTGGCCATIMG 50
Ragl.Mart.R6 R GTGTAGAGCCARTGRTGYTT 50
Ragl.Potaf.2 F TGCATTGAYGATTACCCAMTGGA 53
Ragl.Potar.1 R GCTTTTGGACTGCCTTGCRTTCAT 53

hibridac&o na primeira rodada foi de 50°C e na segunda de 53°C, e para ambas as rodadas a
etapa de extens&o durou 2 minutos.

Os amplicons foram sequenciados com os primers forward para 0s genes
mitocondriais enquanto que o fragmento RAG1 foi sequenciado em ambas as dire¢cdes. Os
amplicons foram sequenciados com protocolo do ABI BigDye Terminator Cycle Sequencing
Kit, como indicado pelo fabricante. O produto fita simples resultante foi corrido em um

sequenciador automético AB3130xI na empresa Macrogen Inc. (Coréia do Sul).

Analise das sequéncias

Alinhamentos multiplos iniciais das seqliéncias das diferentes espécies foram
realizados no ClustalW (Thompson et al. 1996) implementado no programa Bioedit 7.0.9.0

(Hall 1999) e posteriormente editadas manualmente. O comprimento das seqiéncias
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alinhadas foi de 500 bp (ATPase), 736 bp (COI) and 1235 bp (RAG1). Indels foram
codificados como dados ausentes (missing data). O alinhamento completo foi traduzido em
aminoacidos provaveis para verificagdo de cdédons de parada inesperados no programa

MEGA 3.0

Andlise filogenética

Arvores filogenéticas foram inferidas pelos critérios de maxima verossimilhanca (ML),
usando o programa Treefinder (Jobb et al., 2004), e pelo critério de Inferéncia Baiesiana (Bl)
implementada no programa MrBayes ver. 3.0 (Ronquist& Huelsenbeck 2003). Em ambos os
critérios foram reconstruidas arvores concatenando os trés genes. Gadagkar et al. (2005)
demonstrou que a a concatenacao de dois ou mais loci aumentam a acuracia de inferéncias
filogenéticas. Essa melhora deve-se ao aumento do numero absoluto de mutacées dando
suporte a ramos com poucas mudancas evolutivas e pela diminuicdo da variancia dos
parametros estimados.

Os modelos mais apropriados de substituicdo DNA para reconstruir as relacées de
Potamotryonidae sob ML foram determinados no programa Treefinder, baseado no critério de
informacao de Akaike (Akaike Information Criterion), permitindo a busca da arvore ML com
profundidade de procura (“search depth”) igual a 2. Esse arvore foi usada como modelo
central de arvore (“center tree”) para encontrar 5 outras arvores a 5 passos de distancia da
arvore central de acordo com o nearest-neighbor-interchanges (NNI) de forma a tentar evitar
picos 6timos locais de ML. Em seguida foi feita uma procura de arvore global para encontrar
a melhor arvore ML. O suporte dos nds foi estimado por 1000 pseudoréplicas de bootsrap.

A selecdo do modelo de substituigdo nucleotidica para cada gene (ATPase,

COlI, RAG1) sob critério Bl baseou-se no AIC no programa MrModeltest 2.3 (Nylander,
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2004). Os dados do COIl e RAG1 foram particionados por cédon. O fragmento de ATPase
nao foi particionado porque apresenta duas subunidades ATPase 6 e 8 que apresentam
sobreposicao na fase de leitura. Indels foram codificados como dados ausentes.

A andlise Bayesiana foi feita com duas réplicas de 30 milhdes de passos cada,
amostradas a cada 3000 passos. Cada analise foi realizada com quatro correntes e valores
default para os priors. Plots dos log-likelihoods ao longo do tempo foram avaliados quanto a
estacionariedade no Tracer 1.4 (Drummond e Rambaut, 2007) e 15% das arvores foram

descartadas como burn-in.

Estimativa de datas de divergéncia

Eventos geoldgicos de idade determinada foram usados como pontos de calibracdo. A
cordilheira de Mérida iniciou soerguimento em algum ponto do Mioceno Tardio ~ 10-5 Ma
(Campbell Jr. et al., 2001) isolando o lago Maracaibo da bacia do Orinoco/Negro. Em estudos
gue usam esse ponto de calibracdo para estimativa de relégio molecular frequentemente
usa-se a data de ~ 8 Ma (Lundberg et al., 1998; p.40 e referéncias contidas). O fechamento
praticamente total, ou total, do Istmo do Panamé ocorreu ha ~ 3,5-3,1 Ma, porém tem
ocorrido continuamente desde ~6 Ma e pode ter se estendido até ~2,5 Ma (Audemard, 2003;
Latrubesse et al., 2007) promovendo vicariancia de organismos aquaticos de acordo com
seu modo de vida (Knowlton et al., 1993) . A separacdo de Himantura pacifica e H.
schmardae provavelmente deve-se ao isolamento de populacdes do ancestral devido ao
fechamento do Istmo do Panama (Lovejoy et al. 1998).

Idades absolutas de divergéncia foram estimadas por método mcmc conforme

Drummond et al. (2006) no programa BEAST 1.6.2 (Drummond e Rambaut, 2007). A
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vantagem em se co-estimar filogenia e tempos de divergéncia é a possibilidade de acomodar
a incerteza quanto a topologia da arvore e colocar distribuicdo de priors no tempo de
divergéncia de acordo com conhecimento prévio. As idades foram calculadas para uma
arvore contendo sub-amostragem dos tdxons, com um individuo por espécie/morfotipo. A
arvore inicial de input para o BEAST foi estimada por ML no Treefinder e transformada em
cronograma no r8s (Sanderson, 2002) no qual o parametro smoothing foi ajustado por
validagao cruzada.

Para estimativa de idades absolutas no programa BEAST 1.6.2, foi utilizado como
priors para pontos de calibracdo a separacédo entre P. yepezi e P. schroederi como distribuido
normalmente com média de 8 Ma e 0,7 desvio-padrédo. Para a separacéo entre H. pacifica e
H. schmardae foi usado prior com média em 3,5 Ma e 0.5 desvio-padrdao. O parametro de
taxa de substituicao foi independentemente estimado para cada gene, enquanto que a arvore
foi considerada como Unica e forcada ao reldgio molecular estrito. Estimativas de filogenia
usando reldgio molecular estrito apresentam maior precisdo (menor tamanho esperado no
95% intervalo de confianga) e devem ser usadas quando a arvore comporta-se préximo ao
reldgio estrito (Drummond et al., 2006). A analise foi corrida por 10 milhdes de passos
amostrados a cada 1 mil; a amostragem dos parametros foi checada no programa Tracer 1.4
para verificar se atingiu estacionaridade e se foram suficientemente amostrados. A analise
foi corrida por duas vezes para checar para convergéncia. As arvores foram sumarizadas sob

critério da regra da maioria no programa Treeannotator 1.6.2.

Estimativa de taxa de diversificacao

Variacdo na taxa de diversificagdo é detectada por desbalango na arvore (Chan e
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Moore, 2002). Para medir se houve variacdo na taxa de diversificagdo dentro da historia de
Potamotygonidae foram calculados os indices de Colless (Ic, Colless, 1982) e Sackin (Shao,
1990; Mooers e Heard, 1997) implementados no programa apTreeshape 1.4-5 para testar se
a topologia de Potamotrygonidae se ajusta as expectativas geradas sob o modelo de
crescimento a taxas iguais de Yule. Para tal foi utilizada a mesma arvore consenso usada
para datacdo mas colapsados ramos com suporte abaixo de 70% de valores de bootstrap a
partir de 500 bootstraps. O desbalan¢o na arvore também pode advir de amostragem
incompleta e dependendo da forma como politomias s&o resolvidas. Devido a ampla
amostragem ao longo da distribuicdo da familia, consideramos que espécies ndo amostradas
foram aleatoriamente omitidas, o que nao introduz enviesamento nas andlises de balanco da
topologia (Moore et al., 2004). As politomias foram resolvidas aleatoriamente simulando um
modelo de Yule por 1000 vezes. Foram computados os indices de Colless e Sackin para
cada uma das 1000 resoluc¢des. A significAncia estatistica foi gerada por meio de simulacéo
Monte Carlo de 1.000 arvores do mesmo tamanho que a arvore de Potamotrygonidae gerada
sob modelo de Yule.

Para visualizar se houve variacdo na taxa de especia¢cao ao longo do tempo a partir da
informacéo do comprimento dos ramos, foi gerado um grafico lineage-through-time plot (LTT)
(Nee et al., 1992) da arvore ultramétrica obtida no programa BEAST 1.6.2. Para testar se a
curva empirica € compativel com um modelo constante na taxa de especiacédo (CR), primeiro
foi comparado por likelihood ratio test se arvore empirica € significativamente mais
compativel com CR sob um modelo birth-death do que sob um modelo de pure-birth no
programa APE 3.0 (Paradis et al., 2004). Uma vez que o modelo birth-death ndo é
significativamente mais provavel que pure-birth (p = 0,17), foram simuladas1000 arvores

evoluindo sob 0 modelo CR por pure-birth com A que mais se ajusta a arvore empirica
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estimada para Potamotrygonidae, contendo 30 taxons (numero total estimado de espécies de
potamotrigonideos) e podada aleatoriamente para 15 taxons (numero de espécies/morfotipos
amostrados). Espera-se que arvores exibindo aumento nas taxas de especiacdo durante
parte de sua historia (ou diminuicdo nas taxas de extingdo) produza LTT plots concavos,
enquanto que arvores exibindo diminuicdo nas taxas de especiacdo (ou aumento nas taxas
de extingao) devem produzir um plot LTT convexo (Pybus e Harvey, 2000; Schluter, 2000). As
arvores foram simuladas no programa TreeSim 1.7 (Stadler, 2012) com o comando
sim.bd.taxa.age estabelecendo aidade do MRCA igual ao estimado para arvore
empirica. As arvores simuladas foram usadas para calcular o intervalo de 95% de confianca
de taxa de especiacao constante. Para testar desvios significativos do modelo CR, nés
calculamos a estatistica gamma (y) de Pybus e Harvey (2000) para saber se houve uma
aceleracéo ou diminuicdo na taxa de especia¢éo ao longo da historia de Potamotrygonidae.
Essa estatistica indica se 0s nds internos estdo mais proximos da raiz ou das pontas da
arvore mais que o esperadao sob modelo CR (y=0). Valores negativos de y indicam que a
maioria dos eventos de ramificacdo ocorreram principalmente nos ramos msi profundos da
arvore e valores positivos indicam que as separacdes tenderam a ocorrer mais proximas das
pontas da arvore. Amostragem de taxa incompleta pode enviesar o calculo da estatistica y
aumentando o erro tipo I. Assim calculamos a estatistica y para as mesmas arvores
simuladas no LTT para gerar um intervalo de 95% de confianca (teste MCCR, Mooers e
Heard, 1997).

Para identificar se existem clados especificos que sdo significativamente mais
diversos que o esperado foi calculada a estatistica relative cladogenesis (rc) que identifica
nos nos quais o numero de linhagens viventes antes desse n6 e o0 numero de descendentes

a partir deste n6é desviam significativamente da hipotese nula de modelo de birth-death



constante, ou seja, ha um aumento na taxa de especiacado (Purvis et al., 1995). Essa
estatistica foi calculada no programa GEIGER 1.2-14 (Harmon et al., 2008) corrigindo para

testes multiplos com o teste de Bonferroni.

38
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4. Resultados

Andlise filogenética

Foram obtidas sequéncias para 110 individuos das espécies e morfotipos de
Potamotrygonidae e grupos externos totalizando 2471 nucleotideos, sendo 500, 736 e 1235
pares de base para os genes ATPase, COIl e RAG1, respectivamente. Destes, 195, 179 e 93
foram informativos para parcimonia, respectivamente para os genes ATPase, COl e RAG1, e,
dentro de Potamotrygonidae, 160,151 e 40. Foi encontrado um indel no gene ATPase nas
sequéncias de Paratrygon aiereba e Heliotrygon rosai nas posi¢cdes 57 a 59 que foi tratado
como dado ausente. Foram encontrados varios codons de parada e uma insercéo de 5 pares
de base na posi¢cédo 462 nas sequéncias do gene COI de Plesiotrygon iwamae,
provavelmente indicando cOpias nucleares desse gene para essa espécie (nuclear
mitochondria DNA sequences - NUMTS) (Zhang e Hewitt, 1996; Bensasson et al., 2001).
Assim, todo o gene COlI foi tratado como dado ausente para a espécie Plesiotrygon iwamae.
O melhor modelo sob o critério de AIC estimado no Treefinder foi o {TN[Optimum,Empirical]:
G[Optimum]:5, J2[Optimum,Empirical]:G[Optimum]: 5,J3[Optimum,Empirical]:G[Optimum]:5},
e no MrBayes foi o GTR para com uma porcao de sitios invariavies (I) e taxa heterogénea ao
longo da sequéncia para as trés particdes de genes (ATPase,COIl, and RAG1).

Uma vez que ambas as andlises (ML e BI) apresentaram resultados altamente
congruentes da relacao filogenética entre os clados principais, apenas a arvore ML é exibida,
porém sdo mostrados 0s suportes gerados por ambas as andlises (Fig. 1.6).

As arvores filogenéticas apontam forte suporte para a relagcéo entre Paratrygon

aiereba e Heliotrygon rosai, clado que € o grupo irméo dos demais potamotrigonideos, em
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concordancia com outros relatos da literatura (Lovejoy, 1996; Lovejoy et al., 1998; Nylander,
2004; Espurt et al., 2010). Essa relacéo tem ainda o suporte do compartilhamento exclusivo
de um indel. A posicao de Plestiotrygon iwamae em relacdo a Potamotrygon néo foi
resolvida, possivelmente influenciada pela falta de dados do gene mitocondrial COI para
essa espécie, por tratar-se possivelmente de um pseudogene. Potamotrygon schroederi
(endémica das bacias do Apure (alto Orinoco) e Negro, aparece como espécie-irma de P.
yepezi (endémica do lago Maracaibo) com alto suporte. Essa relacdo foi usada como ponto
de calibracao para estimativa de idades absolutas de diversificacdo de Potamotrygonidae.
Potamotrygon sp. 1, espécie endémica do rio Negro, aparece como espécie-irma do grupo
roseta-ocelado (Toffoli et al., 2008), embora com baixo suporte estatistico.

O grupo roseta-ocelado compreende um grupo monofilético com alto suporte, porém
as relacgdes filogenéticas entre espécies do grupo roseta-ocelado sdo pouco resolvidas,
incluindo espécies para e polifiléticas. Dentre as espécies do grupo, Potamotrygon falkneri,
P. henlei, P. leopoldi, P. sp. 2 e o morfotipo P. sp. assacu aparecem como monofiléticas. Com
excecdo do morfotipo P. sp. assacu (que ocorre nos baixos cursos do rio Jari e Araguari),
todas as espécies monofiléticas da Bacia Amazodnica ocorrem exclusivamente a montante de
corredeiras em tributarios do rio Amazonas que drenam os escudos cristalinos da América do
Sul. P. falkneri ocorre exclusivamente na bacia do Paraguai-Parana (Fig. 1.1). O morfotipo P.
sp. azul amostrado em tributario do rio Teles Pires é parafilético em respeito a espécie
simpatrica P. sp. 2 (Fig. 1.6). Individuos de P. orbignyi coletados a montante de corredeiras
no rio Xingu possuem haploétipos mais proximamente relacionados a espécie simpatrica P.
leopoldi do que a outros individuos de P. orbignyi coletados ao longo das planicies da bacia
Amazobnica.

P. motoro, P. orbignyi, e P. scobina, as trés espécies do género Potamotrygon com
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mais ampla distribuicdo na Bacia Amazoénica, mais o morfotipo P. sp. marajo, compartilham
haplétipos extensivamente. O complexo de espécies P. motoro, P. orbignyi e P. scobina

também é parafilético em respeito ao morfotipo monofilético P. sp.assacu.

Estimativa de idades de divergéncia

A idade de divergéncia entre os clados Potamotrygonidae e Himantura pacifica + H.
schmardae foi datada em 24,7 Ma, concordante com idade do Mioceno Inferior estimado
por Lovejoy et al. (1998, Fig. 1.7). A separacao entre Paratrygon aiereba e Heliotrygon rosai
é de 11,9 Ma. A diversificacdo dentro de Potamotrygon segue algo como um gradiente de
idades ao longo do eixo Noroeste ao Sul-Sudeste da América do Sul, com a cladogénese

mais antiga entre Potamotrygon yepezi (Maracaibo) e P. schroederi (Apure/Negro),
seguida da cladogénese entre P. sp. 1 (Negro) e o ancestral do grupo roseta-ocelado. Por
fim, a diversificacao dentro do grupo politbmico roseta-ocelado ocorreu ha ~ 2,4 Ma. Esse
grupo € amplamente distribuido na América do Sul, incluindo espécies que ocorrem na bacia
Amazonica nas planicies bem como espécies endémicas a montante de corredeiras nos

escudo Brasileiro e na bacia do Parana-Paraguai.
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Figura 1.7.Cronograma da arvore Potamotrygonidae. O poligono representa
mudanca (aumento) na taxa de diversificacdo, estimada pela estatitistica
rate cladogenesis (rc). Abaixo indicado nivel do mar (linha) e trés

episbéddios de maior encurtamento dos Andes (ver figura 1.2).
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Padrdes de diversificagéo

A topologia de Potamotrygonidae é significativamente mais desbalanceada que
arvores simuladas sob o modelo de Yule para os dois indices, p=0,012 e 0,02 para os indices
de Colless e Sackin, respectivamente.

O plot LTT da filogenia empirica de Potamotrygonidae apresenta concavidade, ficando
abaixo do intervalo de 95% das arvores simuladas em idade aproximada de 2,5 Ma (Fig. 1.8).
Uma subida ingreme na curva bem perto do presente sugere um aumento na taxa de
especiacado; entretanto, uma taxa constante de diversificacdo com alta taxa de extincao
também gera o0 mesmo padrédo (Nee et al., 1994; Rosa et al., 2008). A estatistica y empirica
foi significativamente maior que os valores calculados para as arvores simuladas com taxa de
especiacdo constante (1.192, p<0.045, Fig. 1.9). Isso sugere que 0s nds tendem a estar mais
concentrados proximos ao presente. Assim, tanto o resultado do gréfico LTT, quanto a
estatistica y sugerem um aumento na taxa de especiacao proxima ao presente devido a
diversificacdo do grupo roseta-ocelado, ou alternativamente alta taxa de extin¢ao na familia,
ou ainda aumento da taxa de extingdo ao longo do tempo (Rabosky, 2006).

O teste rc localizou aumento na taxa de especiacdo para dois clados do grupo roseta-
ocelado sucessivamente inclusivos (p=0,021 e 0,019, respectivamente). Frequentemente é
detectada significancia na estatistica rc em mais de um clado sucessivamente aninhados
(problema trickle-down), devido a ndo-independéncia dos ramos (Nee et al., 1992). Uma vez
gue as relagbes entre as espécies do grupo tém baixo suporte, considero que a

diversificacao ocorreu na origem do grupo roseta-ocelado (Fig. 1.7)
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Figura 1.8 Lineages through time plot. Em vermelho, &rvore empirica;
em azul, intervalo de confianca de 95% estimado a partir da simulacéo
de 1000 &rvores pure-birth. A arvore empirica cai abaixo do intervalo
de confianca a ~2,5 Ma (concavidade), sugerindo aumento na taxa de

especiacéo.
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confianca de 95% e a seta o valor da arvore empirica de

Potamotrygonidae.
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5. Discussao

Nesse capitulo, propomos uma hipoétese filogenética molecular da familia
Potamotrygonidae baseada em uma extensa amostragem das espécies ao longo de sua
distribuicdo geografica. A partir da associagao entre os eventos de cladogénese e
paleogegraficos, apresentamos um modelo que busca explicar a diversificacdo da familia
Potamotrygonidade apos a adaptacéo de seu ancestral a Agua doce, ocorrida no inicio do

Mioceno, desencadeada por transgressao marinha.

Invasédo e adaptacédo a agua doce

Varios organismos aquaticos derivados de agua salgada sdo encontrados nas aguas
continentais da América do Sul como os botos-rosa; peixe-boi; a pescada (Plagoscion); as
arraias de 4gua doce; e varios invertebrados como camardes; caranguejos € moluscos
(Lovejoy et al., 2006 e referéncias la incluidas). O ancestral desses organismos pode ter se
adaptado a 4gua doce em eventos de incursdo marinha, ou por colonizacao a partir de
estuarios. No primeiro caso, as idades de colonizagéo seriam mais ou menos sincronizadas
entre diferentes taxons, enquanto que no segundo, as idades poderiam ser mais ou menos
independentes entre os taxons.

No caso de adaptacédo a agua doce apos transgressao marinha, espera-se um padréao
filogenético nos casos em que o grupo marinho irméao ao de agua doce apresente
distribuicdo geografica contigua ao local hipotetizado da transgressao marinha; que a idade
estimada de cladogénese entre esses grupos seja compativel com a idade estimada do

potencial evento de transgressdo marinha; e que os eventos de cladogénese dentro do grupo
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de agua doce apresentem idades mais antigas para espécies mais proximas
geograficamente ao local de origem da transgresséo marinha. Esses padrdes partem do
pressuposto de que as distribuicbes presentes das espécies ndo diferem dramaticamente
das suas distribui¢cdes originais, o que do contrario obscureceria o contexto geogréfico dos
eventos de especiacéo (Brooks e Mclennan, 1991).

Lovejoy (1996; 1998) encontrou que o clado composto pelas espécies Himantura
schmardae H. pacifica € irmé&o do clado Potamotrygonidae; que sua distribuicdo geografica
anfi-americana e que a idade de separacédo de Potamotrygonidae estimada para o inicio do
Mioceno € compativel com o cenario de adaptacédo do ancestral marinho a agua doce apds a
transgressao marinha ocorrida quando da formacéo do Sistema Pebas no Noroeste da
América do Sul. Ainda, ele determinou que a familia Potamotrygonidae é monofilética e,
portanto, derivada de um Unico ancestral comum mais recente, o que sugere que houve
apenas um evento Unico de adaptacédo a agua doce.

A idade de separacéo entre Himantura e Potamotrygonidae encontrada neste estudo
foi estimada em ~24,7 Ma, compativel com a idade estimada por Lovejoy (1998) para o inicio
do Mioceno. Além disso, as idades de cladogénese dentro do género Potamotrygon parecem
seguir um gradiente, no qual as idades mais antigas se concentram no Noroeste da América
do Sul (ver discussdo abaixo). Também foi confirmado o monofiletismo da familia.

Assim, o presente estudo corrobora a conclusdo de Lovejoy (1998) de que a familia
Potamotrygonidae originou-se a partir da adaptacédo de um Unico ancestral comum a agua
doce apos transgressfes marinhas ocorrida no noroeste da América do Sul no inicio do
Mioceno. Cooke et al. (2011) sugerem que o género Plagioscion tenha se adaptado durante
0 mesmo evento, reforcando a importancia das transgressdes para geracao de diversidade

de organismos aquaticos derivados de agua salgada na Ameérica do Sul. O fato de ambas as
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estimativas de adaptacéo do ancestral marinho (Potamotrygonidae e Plagioscion) apontarem
para o inicio do Mioceno pode indicar que embora possa ter havido vérias incursées
marinhas entre ~25 e 10 Ma (Hovikoski et al., 2010; Fig. 1.2) possivelmente as incursdes do
inicio do Mioceno tenham sido mais extensas e ai teriam ocorrido as adaptacfes a agua
doce. Essa maior extenséo pode ter sido ocasionada por subsidéncia da bacia foreland

devido ao soerguimento dos Andes no fim do Oligoceno-inicio do Mioceno (Fig. 1.2).

Filogenia de Potamotrygonidae e idades de cladogénese

O género recém-descrito Heliotrygon é filogeneticamente mais relacionado a Paratrygon,
em conformidade com o proposto por Carvalho & Lovejoy (2011) e € separado desta por
cerca de 12,8 Ma (7,5-15,4). Heliotrygon ocorre exclusivamente na calha principal do rio
Amazonas e em tributérios do Alto Amazonas a Oeste, com agua rica em sedimentos em
suspensdao derivado dos Andes. Essa idade de cladogénese concorda, grosso modo, com a
idade estimada para o estabelecimento do rio Amazonas transcontinental proposta por
Figueiredo et al. (2009), Dobson et al. (2008) e Harris e Mix (2002); (11,8, 9 e 8 Ma,
respectivamente) e o fato de que Heliotrygon esta restrito a calha principal do rio Amazonas
poderia ser um indicativo da origem do rio Amazonas transcontinental.

Plesiotrygon iwamae € mais proximamente relacionada as espécies do género
Potamotrygon do que a de Paratrygon, em concordancia com outros estudos (Lovejoy, 1996;
Carvalho, M. R. et al., 2004; Toffoli et al., 2008), porém néao foi possivel resolver se
Potamotrygon é parafilético em relacéo a Plesiotrygon, possivelmente influenciado por dados
ausentes oriundos dos NUMTs das sequéncias de COI. Mais dados devem ser analisados

para concluséo sobre posicionamento de Plesiotrygon. A idade do ancestral comum entre P.
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iwamae e Potamotrygon foi estimada em ~ 12,3 (14,9 -7,6 Ma), de forma que essa seria
idade maxima do surgimento de P. iwamae. Essa espécie, a exemplo de Heliotrygon, ocorre
exclusivamente na calha principal do rio Amazonas e em tributarios com agua rica em
sedimentos em suspensao derivado os dos Andes, apresentando inclusive uma longa cauda
adaptada a dguas de forte correnteza, Unica dentre os potamotrygonideos. A data de origem
também concorda com a idade estimada para o estabelecimento do rio Amazonas
transcontinental, o que pode ser considerado uma segunda evidéncia independente do
estabelecimento do rio Amazonas transcontinental.

O padréo e idade de diversificacdo do género Potamotrygon, grupo da grande maioria
das espécies da familia, sugere outro cenario para o estabelecimento da bacia Amazbénica
moderna. O ancestral comum mais recente do género viveu ha pelo menos ~ 11,1 Ma.
Entretanto, A espécie Potamotrygon magdalenae (n&o analisada nesse estudo) é endémica
da bacia do rio Magdalena, o que necessariamente implica que a origem do ancestral do
género pré-data o soerguimento da Cordilheira Meridional e consequente isolamento da
bacia do Magdalena, idade estimada em ~11,8 Ma (Hoorn et al., 1995). Nessa época, no
Noroeste da América do Sul, o vale do Magdalena era conectado com as planicies dos
Lhanos e Amazonas. Dois eventos de cladogénese entdo se seguiram, 0 primeiro ocorrendo
ha ~ 8,8 Ma entre as linhagens que deram origem a Potamotrygon sp. 1, endémica do rio
Negro, e 0 grupo roseta-ocelado e o segundo entre as linhagens que deram origem a
Potamotrygon yepezi, endémica do lago Maracaibo na Venezuela e Potamotrygon
schroederi, endémica da bacia dos rios Orinoco e Negro ha ~8,1 Ma. Essas duas
divergéncias parecem estar associadas a eventos de especiacao restritos as bacias do
Orinoco e Negro, e assim o inicio da diversificacdo do género Potamotrygon € compativel

com a hipodtese de Lovejoy (1998) da invasao do ancestral da familia Potamotrygonidae ter
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ocorrido apés transgressao marinha que ocorreu onde € hoje o lago Maracaibo entre 23 e 15
milhdes de anos atras. O monofiletismo de Potamotrygon sp. 1 aliado ao alto suporte de
bootstrap evidencia se tratar de nova espécie, o0 que é fortemente corroborado por
morfologia diagndstica (obs. Pess.) e dieta (Shibuya et al., 2009).

A grande diversidade de espécies do género Potamotrygon pertence ao grupo roseta-
ocelado (Toffoli et al., 2008). A origem desse grupo esta associada a um aumento na taxa de
especiacdo. Esse grupo se caracteriza por apresentar um baixo valor de bootstrap dando
suporte as relacdes filogenéticas entre as espécies. Por essas caracteristicas, a origem do
grupo roseta-ocelado pode ser considerada um evento de radiacao, i.e., houve um rapido
aumento no numero de espécies em um curto espaco de tempo (Schluter, 2000). A radiacdo
do grupo roseta-ocelado, cujas espécies estdo amplamente distribuidas na bacia amazénica,
s6 ocorreu ha ~ 2,4 Ma (3,1-1,4 Ma).

Apesar de coletas no oeste amazonico (Fig. 1.1) ndo foi encontrada nenhuma espécie de
Potamotrygon nessa localidade cuja linhagem seja mais antiga que ~ 2,4 Ma, sugerindo que
esse género ndo habitava o sistema Pebas que dominou essa regido por todo o Mioceno, ou
alternativamente que habitou mas extinguiu-se. Também nao foram encontradas espécies de
Potamotrygon na Bacia Amazoénica a leste do Arco do Purus com idades anteriores ao inicio
da radiacao, sugerindo assim que o ancestral desse grupo estava restrito ao sistema
Orinoco-rio Negro.

A distribuicdo geografica restrita do género Potamotrygon as bacias do Orinoco e
Negro antes do inicio da diversificagdo do grupo roseta-ocelado ha ~2,4 € corroborado pela
idade da espécie P. falkneri. Essa espécie pertence ao grupo roseta-ocelado e é endémica
ao sistema Paraguai-Parana. Como consequéncia das arraias terem colonizado a América

do Sul a partir do Noroeste da América do Sul, o sistema Parana-Paraguai deve ter sido
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colonizado a partir da Bacia Amazonica. E reportado troca de ictiofauna entre esses dois
sistemas ha ~ 10 Ma (Lundberg et al., 1998; Montoya-Burgos, 2003) e também ha ~ 2 Ma
(Hubert et al., 2007). Assim a idade de origem de P. falkneri ha ~2,4 Ma serve como
evidéncia da auséncia de arraias do género Potamotrygon no Oeste amazo6nico no lago
Pebas ha ~ 10 Ma, caso contrario esperar-se-ia que houvesse espécies de arraias com essa
idade aproximada na bacia Paraguai-Parana. Essa idade sugere que as arraias colonizaram
a bacia do Paraguai-Parand um pouco antes de ~ 2,4 Ma.

Arraias da familia Potamotrygonidae nédo ocorrem nas bacias do rio Sdo Francisco e
rios costeiros do Atlantico e ndo ocorriam historicamente & montante das cachoeiras Sete
Quedas no Médio Parana até a construcdo da barragem de Itaipu, e a construcao de
escadas para peixes. A vicariancia entre peixes do género Hipostomus do (rios
Paraguai+baixo Parana+Uruguai) do alto rio Parand e rios costeiros ocorreu ha pelo menos
4,2 Ma (clado D2 Parana+East Coastal de Montoya-Burgos, 2003). A separacao entre peixes
do Sao Francisco e alto Parana ocorreu ha ~ 6 Ma (seu clado D4) (clado D4 de Montoya-
Burgos, 2003). A auséncia de arraias nessas bacias sugere que as arraias néo haviam
colonizado o sistema Paraguai + baixo Parana + Uruguai antes de ~4,2 Ma, porque caso
tivessem colonizado nessa época, provavelmente hoje também estariam distribuidas no alto
Parand e, se tivessem colonizado antes de ~6 Ma, também estariam na bacia do Rio S&o
Francisco.

A auséncia de arraias nessas bacias, somado ao fato da idade de ~2,4 Ma de P.
falkneri, sugere uma colonizacdo recente dessas bacias a partir da bacia Amazonica. Hubert
et al. (2007) sugerem conexao entre essas bacias ha ~2,1 Ma a partir de estudo com
piranhas do género Serrasalmus. Foi documentado soerguimento dos Andes na regiao

andina adjacente a bacia do Madeira/Pantanal ha ~ 2,1 Ma (Echavarria et al., 2003; Oncken
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et al., 2006; Uba et al., 2006; Fig. 1.2) Assim, sugiro que houve subsidéncia flexural da
bacia antepais (foreland) devido a carga orogénica dos Andes, conectando as duas bacias
h& ~ 2,1 Ma. Essa conexao teria permitido troca de ictiofauna como arraias e piranhas.

As espécies/morfotipos do grupo roseta-ocelado Potamotrygon leopoldi, P. henlei, P.
sp. 2 e P. sp azul sdo endémicas de tributarios do Baixo Amazonas (a leste do Arco do
Purus), ocorrendo exclusivamente a montante de corredeiras e cachoeiras dos rios Xingu,
Tocantins e Tapajos (P. sp. 2 e P. sp azul ) respectivamente. O fato de existirem espécies
endémicas a montante de cachoeiras/corredeira indica que essas falhas geoldgicas servem
de barreira fisica para a disperséo das arraias da familia Potamotrygonidae, que séo
espécies bénticas. Como as arraias colonizaram os ambientes de agua doce a partir do
Noroeste da América do Sul (Lovejoy et al., 1998; presente estudo), os trechos a montante
dos tributarios do baixo Amazonas devem ter sido colonizados no sentido do rio Amazonas
para os tributarios. Durante o Plioceno, entre ~ 5 e 3 Ma, o0 nivel eustético do oceano estava
~ 100 m acima dos niveis atuais (Fig. 1.2). Esse aumento muito provavelmente causou
represamento dos rios de agua doce, que aumentaram seu nivel de agua, causando
transbordamento (Irion et al., 1995; Irion et al., 1997; Irion e Kalliola, 2010). A idade estimada
de ~2,4 (3,1-1,4) Ma do grupo roseta-ocelado é compativel com a hipétese de que o(s)
ancestral(is) dessas espécies habitava(m) o baixo curso do rio Amazonas e com a subida
das aguas no Plioceno colonizou(ram) regides acima de corredeiras. Essa colonizacado deve
ter se dado mais ou menos sincronizadamente. Apos o0 abaixamento das aguas, eventos
multiplos de especia¢do ocorreram por vicariancia.

Alternativamente, esse processo de colonizacdo de regides a montante de cachoeiras
em épocas de aguas altas, seguido de vicariancia quando do abaixamento das aguas pode

ter ocorrido mais recentemente no tempo, no Pleistoceno entre ~ 2-1 Ma de anos.
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Entretanto, esse cenério € menos provavel, porque esté no limite do intervalo de confianca
da idade estimada para o né do grupo roseta-ocelado (3,1-1,4), e, principalmente, porque 0s
niveis do mar foram consideravelmente menores do que os encontrados no Plioceno (Fig.
1.2). Com o abaixamento do oceano, teria havido isolamento de populagcdes e especiagéo
por vicariancia.

Essa interpretacdo € corroborada pelo evento de cladogénese entre Serrasalmus
geryi, endémica do rio Tocantins e S. rhombeus, da Bacia Amazoénica (clado B2-3 de Hubert
et al., 2007), cuja idade estimada ndo € apontada explicitamente pelos autores, mas €
necessariamente mais recente que ~5,66 Ma. Outra evidéncia do transbordamento dos
baixos cursos dos tributarios do baixo Amazonas vem de aves estudadas por Aleixo (2004),
nas quais ele encontra separacdo de ~3 Ma que pode ter se iniciado por extensivo
embaiamento do rio Tapajés. Esse cenério suporta a idéia de represamento por agua doce e
nao invasdo de aguas marinhas como sugerido por (Rasanen et al., 1995; Gingras et al.,
2002; Wesselingh, 2006; Hoorn e Wesselingh, 2010).

A baixa divergéncia genética, o parafiletismo e polifiletismo e compartilhamento de
haplétipos entre varias espécies e morfotipos de Potamatrygon do grupo roseta-ocelado
sugere, ou retencao de polimorfismo ancestral, ou hibridizac&o, ou ambas. A auséncia de
monofiletismo reciproco ocorre somente com espécies que ocorrem nas planicies
amazonicas (com excecao da parafilética P. sp. azul em relacéo a espécie simpatrica P. sp.
2.). O monofiletismo reciproco € atingido em funcé&o do tamanho populacional efetivo, e
ocorre em meédia em 4N gerac¢des (Hudson, 1991). Devido a escala continental das planicies
amazonicas, espera-se tamanhos populacionais grandes. Particularmente as espécies
Potamotrygon motoro, P. orbignyi e P. scobina sdo as que apresentam mais ampla

distribuicdo geografica no género e também maior nivel de polifiletismo e compartilhamento
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de haplétipos. Por outro lado, grupos irmaos encontrados simpatricamente como no caso de
Potamotrygon sp. teles e P. sp. 2; ou P. leopoldi e individuos de P. orbignyi coletados no rio
Xingu sugerem hipoétese de hibridizagéo local. Estudos com mais marcadores nucleares
poderao resolver a questao.

Quanto aos morfotipos, todos sédo para- ou polifiléticos com excecao de Potamotrygon
aff. schroederi e P. sp. assacu, e assim mais dados sdo necessarios para esclarecer se sao
espécies distintas, variacdes morfologicas intraespecificas ou hibridos. Quanto a P. sp.
assacu, seu status monofilético sugere se tratar de nova espécie distribuida no rio Araguari e
Jari, embora mais coletas devem ser feitas para corroborar esse resultado. Potamotrygon aff.
schroederi pode ser representante de P. schroederi coletado na bacia do Orinoco ou espécie-

irma de P. schroederi (ver discussédo em Toffoli et al., 2008)

Diversificacdo de Potamotrygonidae e insights da Evolugcéo Paleogeografica da

América do Sul

Aidade da linhagem que originou Potamotrygonidae remonta ha ~ 24,7 (34-17,4) Ma.
Essa idade é muito proxima do inicio de fase de aumento no nivel do mar entre 25 e 22 Ma
(Hag et al., 1987, Fig. 1.2) e também da de um pulso de encurtamento dos Andes (Fig. 1.2).
Assim, provavelmente o ancestral da familia Potamotrygonidae adaptou-se a vida exclusiva
em agua doce ap0s transgressao marinha que ocorreu onde é hoje o lago Maracaibo,
anteriormente ao soerguimento da Cordilheira Meridional e Mérida (Hoorn et al., 1995;
Lovejoy et al., 1998), época em que o vale do Magdalena era conectado com as planicies
dos Lhanos e Amazonas. Ha ~ 18,3 Ma houve a separacao entre Paratrygon + Heliotrygon e

Plesiotrygon + Potamotrygon, ndo havendo certeza se ocorreu no noroeste da América do
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Sul ou a oeste, no sistema Pebas, que possivelmente estavam ligados.

As linhagens que levaram a Heliotrygon rosai e Plesiotrygon iwamae (apesar da
politomia), surgiram ha ~12,8 Ma (15,4 - 7,5) e ~12,3 Ma (14,9 — 7,6). Como essas espécies
nao ocorrem nas bacias do Orinoco, Negro e das Guianas, sugiro que essas linhagem
tenham se originado no sistema Pebas, anteriormente ao soerguimento do Arco de Vaupés,
uma vez que as espécies do género Potamotrygon parecia estar restritos as bacias do
Orinoco e Negro, sugerindo um isolamento entre o Pebas e o sistema Orinoco-Negro.

O ancestral do género Potamotrygon deve ter surgido antes de ~11,1 Ma ja que nessa
idade foi estimado o soerguimento da Cordilheira meridional e consequente isolamento da
bacia do Magdalena, quando surgiu P. magdalenae. Ha ~8,1 Ma surge P. yepezi ap0s
soerguimento da Cordilheira de Mérida e isolamento do lago Maracaibo. A origem do género
Potamotrygon parece estar restrito ao Orinoco/Negro de forma que sugiro que had ~ 12 Ma o
Arco de Vaupés se soergueu (Lundberg et al., 1998; Mora et al., 2010) isolando o Pebas do
Orinoco/Negro, ou alternativamente, espécie(s) de Potamotrygon colonizaram o sistema
Pebas mas foram extintas com incursdes marinhas. Esse cenario é mais improvavel, uma
vez que a linhagem que originou a espécie estritamente associada a rios com origens
andinas é mais antigo que a diversificacao do género.

Uma possivel causa para a separacdo entre as bacias Orinoco/Negro do Oeste
amazonico (Pebas) seria o0 soerguimento do Arco de Vaupés ha pelo menos 8 Ma (Lundberg,
1998) ou possivelmente antes (Mora et al., 2010) isolando a norte a bacia do Orinoco do
sistema Pebas; e 0 Arco de Carauari (Fig. 1.4), isolando a oeste o sistema Pebas e a leste o
sistema Orinoco/Negro. Apesar de poucas evidéncias demonstrando que esse antigo arco
estava soerguido durante o Mioceno, estudos de megaleques apontam para uma evidéncia

indireta de sua presenca (Wilkinson et al., 2010).
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A conexao entre o Orinoco e Negro é de certa forma pouco clara. P. motoro e P. aff.
scobina do Orinoco compartilham haplétipos com individuos do Amazonas. Esse padréo
sugere conexao muito recente ou presente (pelo Cassiquiare) entre bacias do Orinoco e
Negro. Assim, uma conexao entre as bacias pode nunca ter cessado.

O isolamento do Orinoco/Negro da bacia Amazoénica teria permanecido até ~ 2,4 Ma,
inicio da radiacéo do grupo roseta-ocelado. Essa constatacdo advém da auséncia de
espécies do género Potamotrygon com idades mais antigas que essa, tanto no Oeste da
bacia amazénica e no sistema Paraguai-Parana, quanto nos tributarios do baixo rio
Amazonas.

Esse tempo e padréo de diversificacdo remete a duas alternativas distintas quanto ao
tempo do estabelecimento do rio Amazonas transcontinental. A primeira é de que o
estabelecimento do Amazonas transcontinental tenha ocorrido entre ~12 e 7 Ma de anos, o
gue seria um motivo para o desencadeamento da origem das espécies Heliotrygon spp. e
Plesiotrygon iwamae. Essas espécies sao restritas ao canal principal do rio Amazonas e
tributarios de origem Andina, ndo ocorrendo na bacia do Negro, Orinoco e Essequibo. Nesse
cenario o (alto) rio Negro teria ficado desconectado da bacia Amazodnica até ~3,1 - 1,4 Ma, o
gue explicaria a auséncia de espécies do género Potamotrygon mais antigas que ~2,4 Ma,
tanto no Oeste amazénico, onde encontrava-se o lago Pebas e bacia do Paraguai-Paran4,
guanto nos tributarios do baixo Amazonas. Modificacdes geolbgicas teriam entao
estabelecido o curso atual do rio Negro, como a subsidéncia da area entre Negro e Branco
(Bezerra, 2003) e migracéo da foz do rio Negro (Almeida-Filho e Miranda, 2007),
possivelmente desencadeadas, ou por tectonismo dos Andes (Figs. 1.2 e 1.4) ou influéncia
da subduccao da Crista de Nazca. Com a conexao do rio Negro com o rio Amazonas, uma

nova gama de ambientes se tornaram disponiveis, e as regides a montante de corredeiras
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dos rios que drenam os escudos cristalinos foram colonizados em periodo de aumento
eustatico dos oceanos e a bacia do Parana-Paraguai foi colonizada,. O conjunto desses
eventos fez com que aumentasse a taxa de especiacao, dando origem a radiagdo do grupo
roseta-ocelado. Dificil conciliar nesse cenario como o alto rio Negro teria se mantido isolado
do sistema Pebas pois teria havido a transposi¢cao do Arco do Purus e do hipotetizado Arco
de Carauari, que seriam as barreiras que isolavam o Pebas do Negro/Orinoco.

Alternativamente, o rio Amazonas transcontinental poderia ter se desenvolvido bem
mais recentemente, ha ~3 Ma. Grandes mudancas geoldgicas ocorreram nesse tempo, como
0 soerguimento dos Andes, a subduccao da Crista de Nazca e mudancgas nos cursos de rios
devido a eventos tectonicos (Costa et al., 2001; Bezerra, 2003). O estabelecimento do
Amazonas transcontinental teria conectado o rio Negro ao restante da bacia Amazoénica
desencadeando a radiacdo do grupo roseta-ocelado. Esse cenario acomoda melhor a
hip6tese de isolamento do Alto rio Negro, pois o Arco do Purus poderia ter isolado o Alto
Negro do Baixo rio Negro + Bacia Amazoénica leste; enquanto que o Arco de Carauari teria 0
isolado do sistema Pebas. Entretanto esse cenario ndo explica as origens de Heliotrygon
spp. e Plesiotrygon iwamae. O ancestral dessas espécies pode ter colonizado o sistema
Pebas antes do soerguimento do Arco de Vaupés e ter vivido no sistema Pebas, que ficou
como sistema arreico até o estabelecimento do Amazonas transcontinental.

Em qualquer dos dois cenarios, a ampliacdo continental de ambientes disponiveis
para um grupo taxonémico singular como arraias provavelmente as colocou em contato com
nichos ecoldgicos vagos, conforme predito pela teoria da Oportunidade Ecoldgica (Schluter,
2000). Essa condicao possivelmente desencadeou a diversificacdo do grupo por especiacéo
ecologica, aléem de especiacdo por vicariancia nos casos das espécies a montante das

corredeiras, e separacao entre bacias hidrograficas (Amazonas e Paraguai-Parana).
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1. Introducéo

This tree-of-life notion of evolution attained near-iconic status in the mid-20th century with the modern neo-
Darwinian synthesis in biology. But over the past 15 years, new discoveries have led many evolutionary biologists to
conclude that the concept is seriously misleading and, in the case of some evolutionary developments, just plain wrong.
Evolution, they say, is better seen as a tangled web.

Edward J. Larson e Michael L. Arnold

Arvores de genes podem discordar das arvores de espécies devido a Varios processos
evolutivos, sendo que dois dos principais sao a retencéo de polimorfismo ancestral (ou
incomplete lineage sorting - ILS) e a hibridacdo (Maddison, 1997).

ILS ocorre quando polimorfismos presentes na espécie ancestral sobrevivem em
ambas as linhagens descendentes. Em genes que evoluem aproximadamente conforme a
teoria da evolucéo neutra, a quantidade de ILS encontrada varia em fungéo inversamente
proporcional ao tamanho efetivo populacional, e do tempo transcorrido apos o evento de
cladogénese, medido em geracdes, sendo que quanto mais longo o tempo, e menor o
tamanho efetivo, menor a probabilidade de se encontrar ILS, i.e. maior a probabilidade de
monofiletismo (Tajima, 1983; Moore, 1995; Fig. 2.1). Assim, ap6s um evento de cladogénese,
as espécies provavelmente serdo polifiléticas, e com o passar do tempo, e
proporcionalmente aos tamanhos efetivos populacionais, o parafiletismo se torna mais
provavel e por fim o monofiletismo, embora nem sempre ocorram todas as etapas (Avise,

1986; Figs. 2.1 A e B).
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Figura 2.1. Arvore de gene contida na arvore de espécies. Comprimento
dos ramos simboliza tempo, medido em unidades de coalescéncia (tempo,
em anos dividido por tamanho efetivo). Largura dos ramos simboliza
tamanho efetivo. A) Separacdo hd mais tempo e tamanhos efetivos
menores geraram monofiletismo; B) Separacdo hd menos tempo e maior
tamanho efetivo levaram ao polifiletismo; C) hibridacdo recente leva
ao polifiletismo.

Radiacao é o surgimento de varias espécies em um curto espaco de tempo evolutivo a
partir de um ancestral comum (Schluter, 2000). Em eventos de radiacdo, é recorrente
encontrar espécies polifiléticas, bem como falta de resolucéo nas relagdes filogenéticas,
observadas em arvores de genes de locus Unico, i.e., hA uma incongruéncia entre a arvore
de genes e a arvore de espécies (e.g. flores do género Columbine (Hodges e Arnold, 1994);
grilos do Havai (Shaw, 1996); e tentilhdes de Darwin (Sato et al., 1999)).

Em eventos de radiacdo, o comprimento dos ramos inter-nés é pequeno, de forma que
fica reduzida a chance da arvore de gene rastrear a relacéo correta entre trés ou mais
espécies (Fig. 2.2). Ademais, dependendo da taxa de mutacdo do gene, ndo havera tempo
suficiente para marcar a cladogénese, o que explica a pouca resolucéo das relacdes
filogenéticas comumente encontradas em arvores de grupos que experimentaram radiacao e

isso € amplificado em populacdes grandes (Moore, 1995; Degnan e Salter, 2005; Melo-

Ferreira et al., 2012). Boa parte dos eventos de radiagcdo documentados ocorreram
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recentemente no tempo evolutivo, de forma que, além da baixa resolucédo filogenética na
relacdo entre as espécies, também é comum encontrar polifiletismo devido ao pouco tempo

para ocorrer o total sorteamento dos polimorfismos ancestrais (Weisrock et al., 2006) (Figs.

2.1e2.2).
Ne t/Ne
- > — 80
— 6,0
— 40
— 20
/\ 7\ 0,0
A B C A B C

Figura 2.2. Arvore de gene corresponderd a topologia da &rvore de
espécies, proporcionalmente ao tempo transcorrido entre sucessivos
eventos de cladogénese, e inversamente proporcional ao tamanho
efetivo populacional. A) Pequeno intervalo entre sucessivas
cladogéneses leva a uma topologia incongruente entre a arvore de
espécies e arvore de genes; B) Tempo mais longo de isolamento entre A
e B, e menor tamanho efetivo de B leva a uma correta topologia
(A(B,C)), embora o relativo grande tamanho populacional de B, e pouco
tempo de isolamento com C, faz com que a primeiro seja parafilético

em relacdo ao segundo.

A hibridacéo causa a transferéncia de alelos entre linhagens filogeneticamente
divergentes, causando reorganizacdo gendmica em pequena ou larga escala (Fig. 2.1C,
Arnold et al., 2012). A transmissao de alelos divergentes entre espécies gera polifiletismo na
arvore filogenética (Funk e Omland, 2003). Devido ao conceito prevalente de que eventos de

especiacdo ocorreriam fundamentalmente de forma alopatrica, eventos de hibridacao
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historicamente eram considerados raros, e quando ocorriam, gerariam hibridos com valor
adaptativo inferior aos parentais, de forma que a hibridag&o seria uma forca evolutiva de
importancia limitada (Arnold e Hodges, 1995). Entretanto, com o desenvolvimento da
tecnologia de sequenciamento de DNA, inumeros exemplos de hibridacdo passaram a ser
reportados, e modelos tedricos demonstraram ser possivel que os hibridos tenham valor
adaptativo menor, igual ou superior aos parentais (Arnold e Hodges, 1995; Rieseberg, 1997,
Mallet, 2007; Arnold e Martin, 2010). Apds uma hibridag@o pode haver retrocruzamento, por
geracdes, com 0s parentais, trazendo alelos transpecificos aos seus arcabouc¢os gendémicos,
fendmeno chamado de introgresséo. Caso os hibridos cruzem preferencialmente entre si,
podem resultar em uma nova espécie hibrida - uma especiacédo por hibridacao (Funk e
Omland, 2003). Espera-se que os efeitos da hibrida¢do na evolucéo sejam rapidos, pois
inimeras combinacdes alélicas novas sado criadas instantaneamente e os hibridos podem
expressar fenotipos Unicos, e ndo apenas um intermediério dos pais, efeito denominado
segregacao transgressiva (Rieseberg et al., 1999). Esses novos fendétipos podem possibilitar
a exploracéo de novos picos adaptativos (ou nichos). Novos picos adaptativos estariam
particularmente disponiveis em grande quantidade quando da ocupacédo de novas areas
geograficas, de forma que Seehausen (2004) prop6s uma teoria que a hibridacéo, ao
aumentar a resposta a selecao, pode impulsionar eventos de radiacdo adaptativa. De fato,
muitos exemplos documentados de radiacdo também estdo associados a hibridacéo (Herder
et al., 2006 e referéncias contidas). Embora geralmente teoriza-se que a ocorréncia de
hibridacdo dependa de carater adaptativo, Currat et al. (2008), por meio de modelos,
demonstram que em expansdes geograficas nas quais uma espécie avancga sobre o territorio
de outra ha massiva introgressao assimétrica de alelos neutros da espécie local ao genoma

da invasora se o valor adaptativo do hibrido néo for muito baixo. Reviséo da literatura
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corrobora o modelo de introgressdo massiva e assimétrica em eventos de expansdo com
hibridizacdo (Currat et al., 2008).

Distinguir entre ILS e hibridagédo como o fator de polifiletismo e incongruéncia entre
arvores de genes nao é trivial, pois ambos o0s processos podem gerar topologias idénticas
(Holder et al., 2001; Funk e Omland, 2003). Um meio de se diferenciar entre os dois
processos € verificar a concordancia topoldgica entre arvores de diferentes genes. E
relativamente comum a discordancia entre arvore nuclear e mitocondrial porque séo loci ndo-
ligados e, por isso, evoluem independentemente. Assim, esse contraste pode ser usado para
separar ILS de hibridizacdo como causa de baixa resolucao filogenética e polifiletismo. Na
maioria dos animais, o0 genoma mitocondrial € hapléide e herdado maternalmente, o que lhe
confere tamanho efetivo quatro vezes menor que genes nucleares e por isso arvores
mitocondriais serdo mais bem resolvidas, em média, do que as nucleares (Birky et al., 1989;
Hudson e Turelli, 2003). Entretanto, devido a grande estocasticidade da coalescéncia, existe
a possibilidade de serem igualmente bem resolvidas, ou mesmo da nuclear ser mais
resolvida (Hudson e Turelli, 2003). Mesmo que as arvores de genes sejam idénticas, quando
€ analisado um pequeno nimero de nucleotideos de um determinado gene, a arvore
filogenética reconstruida pode ser diferente da arvore de genes (Saitou e Nei, 1986). Isso
acontece porque a estrutura da arvore de genes s6 é revelada caso haja polimorfismos entre
as sequéncias amostradas (Hudson, 1990; Nordborg, 2001). Genes com mais alta taxa de
mutac&o geram reconstrucdes filogenéticas mais proximas da arvore de genes, mantidas
iguais condi¢cdes como tamanho efetivo e selecdo, porque mais mutacdes marcarao os
eventos de especiacdo. A maioria dos genes nucleares evoluem a taxas c.a. de 10 x mais
lentas que genes mitocondriais, o que faz com que, somada ao maior tamanho efetivo,

arvores nucleares apresentem maior probabilidade de serem menos resolvidas, e portanto
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conterem mais ILS, do que arvores mitocondriais (Pamilo e Nei, 1988).

Em contrapartida, embora ocorra introgresséo tanto mitocondrial quanto nuclear, a
primeira parece ser mais comum, e, portanto, genealogias mitocondriais serdo menos
resolvidas em tdxons que passaram por esse processo evolutivo (Sota e Vogler, 2001; Shaw,
2002; Ballard e Whitlock, 2004; Chan e Levin, 2005; Linnen e Farrell, 2007). A maior
guantidade de hibridacdo mitocondrial relatada pode ser resultado de sele¢éo, em que o
haplétipo mitocondrial vantajoso fixa-se em ambas as espécies, como por exemplo, levando
a melhor adaptacdo térmica em ectotérmicos (Ballard e Whitlock, 2004). Como todos os
genes da mitocdndria estdo ligados, o genoma mitocondrial como um todo é transferido em
conjunto, ao passo que o0 espagcamento entre 0os genes no nucleo possibilitam que a
recombinacdo dilua o efeito do genoma exdgeno durante a introgressao. Além da vantagem
adaptativa, o modelo de Currat et al.(2008) prediz que os niveis de introgressao serao
maiores para genes neutros com mais baixa migragéo intraespecifica, e portanto do DNAmt e
sua transmicao uniparental, porque alelos interspecificos terdo mais chance de sobreviver a
deriva genética na populacéo invasora que encontra-se na fronteira da expanséo, ao sofrer
menor competicao de alelos oriundos da migracao de populacdes vizinhas a fronteira.

Por fim, um dos sinais mais claros para se distinguir hibridacéo de ILS é o
compartilhamento de haplétipos geograficamente localizados entre espécies morfoldgica e
geneticamente divergentes (Funk e Omland, 2003), a chamada discordancia biogeogréfica
(Toews e Brelsford, 2012). Transferéncia de alelos entre a fronteira de espécies deve ocorrer
necessariamente localmente, e caso haja fluxo génico restrito entre as populagdes, os alelos
de origem transpecifica estaréo espacialmente proximos ao local da hibridacéo (embora

possam migrar boas distancias pela onda de expanséao (Excoffier et al., 2009).
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Grupo de estudo: radiacdo das arraias de agua doce do género Potamotrygon

Nesse capitulo pretendo distinguir entre a influéncia da hibridizacao e retencéo de
polimorfismo ancestral (ILS) na historia evolutiva de um grupo de espécies de arraias de
agua doce do género Potamotrygon que sofreu radiagéo.

O género Potamotrygon abarca 19 espécies validas (Lis e Schleif, 1975; Carvalho et
al., 2003; Nylander, 2004; Gadagkar et al., 2005; Deynat, 2006; Drummond e Rambaut, 2007;
Duncan et al., 2009), ocorrendo nos principais sistemas de rios da América do Sul que
drenam até o Oceano Atlantico e Mar do Caribe, com a excecédo da Bacia do rio Séao
Francisco e drenagens costeiras a oeste e sul do rio Parnaiba (Rosa, 1985, Fig. 2.3).
Entretanto a taxonomia do género ndo é bem resolvida, com ao menos duas espécie novas
em descri¢do e algumas espécies consideradas taxonomicamente dubias, espécies essas
gue apresentam grande policromatismo intraespecifico e sobreposicéao interespecifica de
caracteres meristicos e de coloracao (Carvalho et al., 2003; Drummond et al., 2006; Toffoli et
al., 2008). Grande parte da diversidade e dos problemas taxonémicos associados ao género
Potamotrygon ocorre em um grupo de espécies denominado roseta-ocelado (Toffoli et al.,
2008). Esse grupo passou por processo de radiacdo que parece ter sido impulsionada por
uma reorganizacao tectdbnica da Bacia Amazonica, associada a ciclos de aumento e
diminuicao do nivel das aguas que permitiram a colonizacdo de novas areas geograficas na
transi¢cdo entre o Plioceno e Pleistoceno (Capitulo 1).

Uma arvore reconstruida com o gene COI mitocondrial mostrou baixa resolu¢éo na
relacdo entre as espécies do grupo, e polifiletismo extensivo, de tal forma que foi
guestionado o uso da metodologia do DNA barcoding para o grupo (Toffoli et al., 2008). Os

autores sugerem que o polifiletismo pode ser resultado de trés causas, ndo mutuamente
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excludentes: problemas taxonémicos; hibridag¢éo; ou ILS, uma vez que algumas espécies
apresentam distribuicdes geograficas continentais nas planicies amazonicas (e.g. P. motoro,
P. orbignyi e P. scobina) e portanto podem apresentar tamanho efetivo populacional muito
grande e consequentemente uma maior chance de ILS.

Nesse capitulo pretendo determinar o papel da hibridizacéo e ILS durante a radiacéo
do grupo roseta-ocelado por meio de testes de congruéncia entre arvores de genes
mitocondriais e nuclear, incluindo tanto espécies quanto morfotipos do grupo; e ajustar
modelo de isolamento com migracao baseado na teoria da coalescéncia, de forma a
quantificar hibridacao entre trés pares de espécies através de ampla amostragem geografica

capaz de detectar eventuais discordancias biogeograficas.



78

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Determinar o papel da hibridagdo e sorteamento incompleto de linhagens durante a

radiagéo do grupo roseta-ocelado.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar a taxa de substituicdo entre os genes mitocondriais ATPase e COIl, e 0
gene nuclear RAGL.

e Estimar a filogenia dos genes mitocondriais e nuclear.

e Testar congruéncia entre as arvores de genes.

e Testar congruéncia entre as arvores de genes e a taxonomia valida.

e Verificar se ha discordancia biogeogréfica entre os genes.

e Ajustar modelo de isolamento com migracao entre trés pares de espécies do

grupo, analisando os loci em conjunto, e separados em DNAmt e nuclear.
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3. Material e métodos

Amostragem dos taxons

Foram amostrados 87 individuos do grupo roseta-ocelado pertencente ao género
Potamotrygon, constituido por seis espécies (Potamotrygon motoro, P. orbignyi, P. scobina, P.
falkneri, P. leopoldi e P. henlei), uma espécie em descricdo que ocorre na Bacia do rio
Tapajos, a montante de corredeiras proximas a cidade de ltaituba-PA, e quatro morfotipos: P.
sp. marajo, P. sp. scobina, P. sp. assacu e P. sp. azul (ver capitulo 1 para detalhes sobre os
morfotipos, Fig. 2.3). As espécies Paratrygon aiereba e Potamotrygon schroederi foram
usadas como grupos externos. Foram amostradas varias localidades para algumas espécies

de forma a ser possivel observar potencial discordancia biogeogréfica.

Andlise laboratorial

Foram sequenciadas por¢cdes de dois genes mitocondriais (citocromo oxidase, COI; e
ATP desidrogenase subunidades 6 e 8, ATPase) e um gene nuclear (recombination-
activating gene 1; RAG1) para todos os taxons. Extracdes de DNA; reacdes de amplificacao

(incluindo primers) e sequenciamento foram realizadas conforme descrito no capitulo 1.
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Figura 2.3. Rios amostrados. Distribuicdo geografica da familia
Potamotrygonidae circunscrita por linha. 1. Parguaza, 2. Caura, 3.
Mavaca, 4. Tarauaca, 5. Jurua, 6. Jaraua/médio Amazonas 1, 7. Purus,
8. Aripuand, 9. médio Amazonas 2, 10. Negro, 11. Maués, 12. Tapajds a
montante, 13. Tapajdés a justante, 14. baixo Amazonas, 15. Jari, 16.
Araguari, 17. Xingu, 18. Tocantins, 19. boca do Amazonas, 20 Azul,

21. Cuiabé, 22 Parané.
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Analise das sequéncias

O alinhamento multiplo inicial das sequéncias foi realizado no Clustal W (Thompson et
al., 1996) implementado no programa Bioedit 7.0.9.0 (Hall 1999) e posteriormente editado
manualmente. O comprimento das sequéncias alinhadas foi de 500 pb (ATPase), 736 pb
(COl) e 1235 pb (RAG1). Indels foram codificados como missing data. O alinhamento
completo foi traduzido em aminoacidos provaveis para verificacdo de cdédons de parada
inesperados no programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007).

A diferenca nas taxas de evolucdo molecular entre os trés marcadores foi comparada
através da distancia genética ndo corrigida (p) entre sequéncias, tomadas par-a-par, para
cada gene em separado, calculada no programa APE (Paradis et al., 2004). As distancias p
da ATPase foram plotadas contra as distancias p dos fragmentos COIl e RAG1. Em seguida,
foi feito o teste t one sample (Sokal e Rohlf, 1995) no pacote R, para se determinar se um

gene evolui a uma taxa significativamente diferente dos demais.

Analise filogenética e testes de congruéncia

A analise filogenética considerou o critério 6timo de Maxima Verossimilhanca
(Maximum Likelihood, ML) usando o programa Treefinder (Jobb et al., 2004). Uma inferéncia
filogenética bayesiana apresentou resultados similares, e por isso hdo € mostrada.

Foram inferidas arvores separadas para os genes mitocondriais ATPAse, COl e para o
gene nuclear RAG1. Uma vez que os dois genes mitocondriais ndo apresentaram

incongruéncia, e por serem ligados, também foi gerada uma arvore concatenando-se os dois.
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O modelo mais apropriado de substituicdo foi selecionado baseado no critério de informagéo
Akaike (Akaike Information Criterion — AIC) no programa Treefinder (Jobb et al., 2004). Os
modelos selecionados para cada particao de genes foram ATPase
(TN[Optimum,Optimum]:G[Optimum]:5), COI (J2[Optimum,Optimum] :G[Optimum]:5),
ATPase + COIl (GTR[Optimum,Optimum]:G[Optimum]:5), RAG1
(HKY[{3,1,1,1,1,3},Empirical]). Para encontrar a melhor arvore no critério de ML, primeiro foi
gerada uma arvore com search depth igual a 2. Essa arvore foi usada como center tree para
encontrar 5 outras arvores a 7 passos distantes da arvore central, de acordo com o critério
Nearest-Neighbor-Interchanges (NNI), de forma a tentar evitar alcancar picos 6timos locais
de ML. Entéo foi feita uma global tree search para encontrar a melhor arvore ML, utilizando
as 5 arvores geradas por NNI como arvores iniciais. A robustez dos nés foi acessada por
meio de 1000 pseudoréplicas de bootsrap.

A congruéncia entre as arvores dos trés genes foi avaliada por meio do teste
Incongruence Length Difference (ILD), conforme implementado no PAUP 4.0b10 (Swofford
2002). Esse teste compara o comprimento das arvores de parciménia das diferentes
particbes com particdes geradas aleatoriamente por rearranjos de todo do conjunto de dados
(Farris et al., 1994). O objetivo € determinar estatisticamente se os caracteres que formam
duas ou mais particbes vem da mesma populacao total de caracteres, ou seja, se refletem a
mesma filogenia e historia evolutiva (Hipp et al., 2004). O teste ILD é sensivel a outros
fatores, como diferentes taxas de evolucdo molecular entre as particbes e heterogeneidade
entre sitios, de forma que apresenta uma alta taxa de erro tipo |, rejeitando erroneamente
congruéncia (Hipp et al., 2004 e referéncias contidas). Entretanto, a baixa taxa do erro tipo Il
traz confianca quanto a particbes congruentes, e a utilizacdo do ILD em conjunto com outros

meétodos pode ser util para detectar incongruéncia devido a histérias evolutivas distintas.
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(Hipp et al., 2004). Para o teste ILD foram realizadas 10.000 réplicas de parcimdnia com
adicao simples de sequéncias e troca de ramos por Tree Bissection-Reconnection (TBR). O
namero maximo de arvores retidas foi de 10.000.

Para melhor avaliar a incongruéncia, foi testado qual o suporte estatistico que as
diferentes particbes (mitocondrial e nuclear) proviam a diferentes topologias, forcadas de
acordo com o conhecimento taxondémico corrente do grupo (baseado em morfologia e padréo
de coloragdo). Assim, foram geradas diferentes arvores ML sub-6timas, forcando grupos
monofiléticos (constraint), conforme as hipoteses da tabela 2.1. Quanto mais resolvida uma
topologia, maior a chance de ser significativamente inferior a arvore étima, de forma que
foram testadas hipéteses sucessivamente menos restritivas, a saber: todas as espécies e
morfotipos monofiléticos; todos monofiléticos com excecao dos morfotipos cuja posicao
taxondmica € incerta e que podem ser hibridos; como a anterior e excluindo popula¢des de P.
orbignyi que se agruparam com P. motoro na arvore do RAG1, arvore essa que
topologicamente foi mais aproximada com a taxonomia corrente. As arvores ML foram
geradas no Garli 2.0 (Zwickl, 2006) sob o modelo GTR + G sendo que a arvore inicial foi
criada por adi¢édo step-wise. Os demais parametros foram mantidos conforme as
configurac@es originais. Os valores de verossimilhanca dos sitios, calculados no Garli, foram
usados para a execucédo do teste Approximately Unbiased Test (AU, Shimodaira, 2002),
implementado no CONSEL (Shimodaira e Hasegawa, 2000), no qual o nimero de réplicas e
escala foram mantidos conforme as configura¢des originais do programa. Para comparacéo,
também foi feito o teste Shimodaira-Hasegawa, (SH, Shimodaira e Hasegawa, 1999),
embora seja mais conservador, tanto mais quanto mais arvores alternativas forem

comparadas (Degnan e Salter, 2005).
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Tabela 2.1 Hipdbdteses filogenéticas testadas contra &rvore ML 6tima

ndo forcada por meio dos testes AU e SH.

Hipoteses Grupos com monofiletismo forcado

A Potamotrygon motoro, P. orbignyi, P. scobina + P. aff. scobina, P. falkneri, P. sp. 2,
P. sp. azul, P. leopoldi, P. henlei, P. sp. assacu, P. sp. marajo

B Mesmo que A, com exclusdo de P. sp. assacu e P. sp. marajo

c Potamotrygon motoro, P. orbignyi, P.scobina+P. aff. scobina e exclusdo de P. sp.
assacu, P. sp. Marajo

D Mesmo que B mas sem populacgdes de P. orbignyi do Tarauaca, Maués e Aripuana

E Mesmo que C mas sem populacdes de P. orbignyi do Tarauaca, Maués e Aripuana

F Potamotrygon motoro

G P. orbignyi

H P. scobina+P. aff. Scobina

I Potamotrygon motoro e exclusdo de P. sp. assacu, P. sp. marajo

J P. orbignyi e exclusédo de P. sp. assacu, P. sp. marajo

K P. scobina+P. aff. scobina e exclusdo de P. sp. assacu, P. sp. marajo

Discordéancia biogeografica

Foi observado, qualitativamente, se casos de polifiletismo e parafiletismo estéo
associados ao compartilhamento de haplétipos entre populacfes simpatricas de espécies

diferentes.

Isolamento completo vs. divergéncia com fluxo génico

Uma vez que a incongruéncia entre arvores filogenéticas e taxonomia pode ser

resultado de hibridacao, o nivel de fluxo génico entre as espécies P. motoro, P. orbignyi, e P.
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scobina+P. aff. scobina foi estimado no programa IMa2, que ajusta um modelo de
coalescéncia de isolamento com migracao. Escolheram-se essas trés espécies porque sado
as unicas que apresentam numero amostral consideravel (N >8) e tém ampla distribuicéo
populacional. Os parametros foram estimados entre as espécies tomadas par-a-par, embora
0 programa permita estimativa dos parametros para mais de duas espécies ao mesmo
tempo, mas que, para isso, necessita da inclusdo de uma hipétese da relacéo filogenética
entre as espécies, o que ndo pbde ser inferida a partir das arvores politbmicas geradas.

O IMa2 gera estimativas de seis parametros populacionais a partir da simulagéo de
genealogias por MCMC: o tempo de divergéncia (t), tamanho populacional (9, ©,, e
ancestral ©,), e taxas de migracdo (m; e my) entre duas populacdes que compartilham
ancestral comum mais recente. Primeiro, o programa foi executado no modo “MCMC mode”,
com o modelo completo de seis parametros. Em seguida foi feito o teste likelihood ratio test
(LLR) implementado na opcéo “Load Trees Mode” no qual modelos mais simples foram
comparados com o modelo completo. Os modelos testados foram: auséncia de migragdo nas
duas direcfes, com quatro parametros (t ,04, ©,, ©a), migracao igual entre as espécies, com
cinco parametros (t ,01, ©,, ©5, M= mMy), e auséncia de migracdo em uma das direcdes (t
,01, Oz, O, Mg, My=0) e (t ,04, Oy, O, M=0, My). Os parametros nao foram estimados em
escala demografica, pois o interesse é testar somente se houve migracao. Para escolha
preliminar dos priors foram escolhidos valores bem amplos, que foram diminuidos em
corridas posteriores de acordo com as curvas de probabilidade posteriores. A corrida
completa foi feita por 10 milhdes de passos amostrados a cada 100, com 20 correntes
metropolis-coupled aquecidas por modelo geométrico com os termos ha= 0,90 e hb=0,85, e
burn-in de 1 milh&o de passos. Para assegurar boa amostragem do espaco de

probabilidades posteriores, foi monitorado o tamanho efetivo amostral, os graficos de
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tendéncia dos parametros e a convergéncia dos valores entre os SETO e SET1.

4. Resultados

Variacao genética

Foram sequenciadas 90 sequéncias, perfazendo um total de 2471 nucleotideos, sendo
500, 736 e 1235 nucleotideos para os genes ATPase, COl e RAG1, respectivamente. Destes,
71, 78 e 10 foram informativos para parcimonia, incluindo o grupo externo, e 52, 52 e 8,
excluindo o grupo externo, para a ATPase, COl e RAG1, respectivamente. Um indel de trés
pares de base no gene ATPase nas sequéncias de Paratrygon aiereba foi tratado como
dados ausentes. Embora visualmente a ATPase pareca apresentar taxa de substituicdo mais
alta que COI (Fig. 2.4), nao foi detectada diferenca significativa (t = 0,7544, P = 0.4517);
enquanto que ambas evoluem mais rapido que o RAG1 (COIl vs RAG1, t= 9,3776, P <

0,0001).
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Figura 2.4. Grafico de dispersdo de disténcia par-a-par ndo corrigida
para ATPase vs. COI e RAGl. A linha representa x=y para a ATPase.
Pontos abaixo dessa linha indicam taxa de substituicdo mais lenta.
ATPase e COI parecem ndo estar evoluindo a taxas diferentes (t =
0.7544, P = 0.45) mas ambas evoluem significamente mais rapido que o

RAG1 (COI vs RAGL, t = 09,3776, P < 0,0001).

Congruéncia entre DNAmt, nuclear e taxonomia

O teste de particao ILD néo identificou diferenca significativa entre a topologia das
arvores mitocondriais ATPase e COI (P = 0,6666), e assim, seus dados foram combinados
para aumentar a quantidade de informacé&o para a reconstrucdo da filogenia. Houve diferenca
significativa entre as topologias mitocondrial e nuclear do RAG1 (P = 0,0192) sugerindo que
apresentam histérias evolutivas distintas. Todas as hipoteses de monofiletismo testadas para
as arvores mitocondriais pelos testes bootstrap paramétrico AU e teste SH foram

significativamente inferiores que a arvore 6tima nao forgcada (Tabela 2.2). Em contrapartida,
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uma arvore nao forcada de RAG1 apresentou clados bem mais proximos aos grupos
taxonémicos conhecidos (Fig. 2.5). De acordo com o teste AU, seus dados foram compativeis
com o monofiletismo de P. scobina (independente da presenca dos morfotipos P. sp. assacu
e P. sp. marajo). Para o teste SH, mais conservador, os dados do RAG1 geram arvores
compativeis com a hipétese B e outras menos inclusivas. A hipotese B apresenta
monofiletismo de todas as espécies estudadas com a exclusdo das populacdes de P. orbignyi

do Maués e Tarauacéa e dos morfotipos P. sp. assacu e P. sp. marajo.

Tabela 2.2 Hipdteses filogenéticas testadas contra arvore ML 6tima ndo forcada por
meio dos testes AU e SH. Resultado dos testes AU e SH quanto a diferenga entre
topologias alternativas baseadas nas hipéteses da tabela 2.1 e melhor arvore ML
para os dados de RAGl e DNAmt, respectivamente. Valores em negrito séo
significativos a 5%. DL = diferenga do log-likelihood; AU = probabilidade do teste
AU; SH = probabilidade do teste SH.

RAG DNAmMt

Otima (-2449.1) - - | (6123,9) . -
A) todos -33,1 0,004 0,047 -325,5  <0,001 0
B) —assacu, marajo -24,3 0,003 0,035 -288,9 <0,001 0
C) (mot,orb,sco) — assacu, marajo -24,3 0,003 0,035 -288,9 <0,001 0
D) B — pops. Orbignyi -15,2 0,009 0,061 -191,6 <0,001 0
E) C — pops. Orbignyi -15,2 0,010 0,062 -191,6 <0,001 0
F) motoro -24,3 0,003 0,042 | -141,811 <0,001 0
G) orbignyi -9,2 0,031 0,311 | -214,836  <0,001 0
H) scobina 0,0 0,487 0,876 -80,520 <0,001 0
[) hipétese F— assacu, marajo -24,3 0,003 0,04 | -140,093 <0,001 0
J) hipétese G — assacu, marajo -9,2 0,031 0,202 | -214,789 <0,001 0
K) hipotese H — assacu, marajo 0,0 0,533 0,859 | -81,992 <0,001 0

Analise filogenética dos dados combinados de DNAmt

A arvore mitocondrial € caracterizada pela falta de resolucdo na relacéo entre as
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espécies e extenso compartilhamento de haplétipos, com multiplos casos de
compartilhamento entre populacdes simpéatricas de espécies distintas (Fig 5A). De todas as
espécies e morfotipos analisados, as espécies P. falkneri, P. henlei e P. leopoldi e o morfotipo
P. sp. assacu séo os unicos monofiléticos, com alto suporte estatistico. Entretanto, ndo foram
coletadas outras espécies simpatricas as duas primeiras (embora existam), o que
impossibilita qualquer concluséo acerca de hibridagéo local; e P. leopoldi, embora
monofilética, apresenta haplétipos aninhados a haplétipos de P. orbignyi pertencentes a
individuos coletados no mesmo rio Xingu. As espécies simpatricas P. sp. 2 e P. sp. azul
formam um clado com bom suporte e compartilham haplotipo (Unico para P. sp. azul e o mais
frequente para P. sp. 2). As espécies P. motoro, P. orbignyi e P. scobina compartilham
hapl6tipos extensivamente. Essas trés espécies se distribuem na planicie amazonica e,
portanto, tem potencial para possuirem grande tamanho populacional efetivo devido a
extensdo geogréafica da area, de forma que ILS poderia ser o fator responsavel pelo
compartilhamento de hapl6tipos e polifiletismo. Entretanto, h4 multiplas instancias de
haplétipos geograficamente compartilhados entre essas espécies, 0 que sugere hibridacéo.
Clados nos quais existe esse compartilhamento geografico de haplétipos entre espécies
estdo evidenciados na Fig. 2.5A na forma de grupos definidos sensu lato.

P. motoro apresenta uma divisdo profunda entre seus haplotipos, a grosso modo
definida geograficamente entre populacdes a leste e oeste de regido préxima ao médio
Amazonas/Negro (Grupos Leste e Oeste Figs. 5 e 5A). Individuos do grupo Oeste
compartilham haploétipos com P. orbignyi do Tarauacé (inclusive com individuos simpatricos
de P. motoro). Individuos de P. motoro do grupo Leste compartilham haplétipos com varias
espécies e morfotipos. No rio Negro, compartilham haplotipos com populacdes simpatricas

de P. orbignyi e com individuos de P. aff. scobina da Bacia do Orinoco; P. sp. marajo também
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integra esse grupo (denominado Negro+Orinoco).

P. orbignyi do rio Jari compartilha um haplétipo com individuos de P. scobina da boca
do Amazonas, haplotipo esse que € muito proximo ao de P. scobina coletado
simpatricamente no rio Jari. Dois individuos de morfotipo similar (aqui denominado P. sp.
assacu) coletados em rios distintos (Jari e Araguari) formam clado com alto valor de
bootstrap, o que proporciona suporte a hipétese de se tratar de uma nova espécie. Todos 0s
individuos desse grupo ocorrem em rios que drenam o Escudo das Guianas (Jari e Araguari),
ou a boca do Amazonas, préximos geograficamente e dai a origem do nome do grupo
(denominado Escudo das Guianas).

Haplotipos de P. motoro do baixo Tapajos, P. orbignyi de Maués e Aripuana e P. aff.
scobina do Aripuana formam um clado bem suportado que denominei de baixo Escudo
Brasileiro devido as localidades estarem nas bordas desse escudo cristalino. P. orbignyi e P.

aff. scobina compartilham haplétipos simpatricamente no rio Aripuana.

Analise filogenética do gene nuclear RAG1

Como a mitocondrial, a arvore do RAG1 apresenta baixa resolucédo na relacédo entre
as espécies e multiplas instancias de polifiletismo. Entretanto, ela difere porque parece nao
haver relacéo entre o compartilhamento de haplétipos e proximidade geogréfica, mas sim ha
estrutura filogenética em maior conformidade com a taxonomia baseada em morfologia
(como mostra os testes AU e SH, Fig. 5B, Tabela 2.2). Por isso, foram evidenciados grupos
baseados na taxonomia, diferentemente da arvore mitocondrial (Fig. 2.5B). Os suportes de
bootstrap sdo em geral menores que os da arvore mitocondrial, 0 que é esperado pela menor

taxa evolutiva e quantidade de sitios informativos (Fig. 2.4). A arvore esta estruturada em
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seis grupos principais, aqui denominados conforme a espécie mais representativa: P. motoro;
P. orbignyi, P. scobina; P. orbignyi; P. leopoldi + P. henlei; P. sp. 2 e P. sp. azul.

A espécie P. motoro forma um grupo praticamente monofilético, compartilhando
haplétipos somente com P. orbignyi de Maués e o morfotipo P. sp. marajo (denominado P.
motoro). Os outros haplétipos de P. motoro ndo contidos nesse grupo estdo em clados junto
com individuos de outras espécies, mas que nao sao simpatricos (individuos 101, 524 e 480,
Fig. 2.5b). De forma parecida, P. orbignyi apresenta grupo monofilético constituido por
individuos de varias localidades geogréficas distintas (denominado P. orbignyi), em forte
contraste com o padrédo observado na arvore mitocondrial. Populacdes de Maués e Aripuana
nao foram resolvidas em nenhum grupo. O grupo P. scobina abarca espécies com padrées
de coloragdo similares e regides geogréficas diferentes, sugerindo origem comum. (Fig. 2.6).
P. leopoldi e P. henlei formam clado monofilético embora ocorram em bacias hidrograficas
distintas (Xingu e Tocantins, respectivamente). A morfologia e padréo de coloragao entre
essas espécies sdo similares, a exemplo das espécies do grupo P. scobina, sugerindo
origem comum desses caracteres derivados de ancestral comum mais recente. (Fig. 2.6). P.
sp. azul forma grupo monofilético; enquanto que P. sp. 2 compartilha um haplétipo com a

espécie alopatrica P. motoro.



A) DNAmt

P. falkneri_443 zz’
P. falkneri_595 ~ 21

Potamotrygon schroederi_338
Paratrygon aiereba_15

0.03

92

ogi mogoro Zg? 13
P. motoro_467 13
P. aff. scobina 3753
I P. motoro_131 ho 10 p
P. motoro 154 11 _ 10 moloro 28,08 :
P. motoro_255 10 P. motoro + P. orbignyi F. B’%’%Tg 0% : i Orb;‘qny :
o . moloro
b Emgtgfg 94 W :g +P. aff. scobina 190 Ppmnc;'%?(go}?; 859 @ P~ scobina
4 P orbignyi 192 1o ; s P. motoro™ >
; 8;218%{?32 i Negro + Orinoco ” p mofora- 31 | @ B aff scobina
L P. orbignyi 3 1o
P orb/g%y}//353 10 15 E moforo ?34 @ ~ sp. assacu
P. orbignyi_354 ho moforo~
P orb/gn% 55 1ol 13 . motoro” g . sl
P. motoro 790 10 165 g%gfgfg 120 @ P sp. azul
054, P. motoro_664 s 10 P. motoro—131 @ ~ leopoldi
P_motoro_657 sl 1. P motoro~1 3
wolliE ez e | pmotoro + R orbignyi Bl (@ r o
Tola, P. motorg” 163 11 P aff scobina + P. sp. marajo 5 P motorg=203 |, | @ P Tatkneri
P. Ji
‘l P. motoro_524 14 5 P.motoro_207 [
51} P aff scobina_371 2| | Leste 10/ P, motorg™ 2
[ P. aff. scobina_373 [2 1_3 Ppm,%’tg% 7
16 4
16 P.motoro | % 5 o0 3
P.motoro 551  ha A3, P.motoro467
L_ P scobina 315 19 10 P. motoro_4
081 .7_[P orbignyi 466 13 6| P. moforo 1§
"M LP.orbignyr 471 3] 9| P. motoro_y1
87 ; assaafr 62% - 16 :g Ppmrg%% 1
assacudan 15 . i . ey . AL
osbyP. scobina_318 ha P. scobina + P. orbignyi+ Lop%rn}o[t]o?o 3 g i
dot[o Ofg,%‘%)’/’fg%ﬁ i P.sp. assacu %Pborgrgnpjg ;
. . mOToro
P. orbignyi_ 645 15 Escudo das Guianas 4] P. motoro~494
P SCOblna 652 15 4 P. motoro~
&P fs)cobu;aii?% 8019 6. P.mo oro‘gg
i motoro 13 . - - -
%%1p orbignyi 590 11 | baixo Escudo Brasileiro 8] 6 af, scoina_f23
PP %rb/gn i 59;4911 2 g aff, sco /_Zgj ;
. I aff. scobi
%l grblg%c;/ 11;3_5 - P. aff. scobina + P. orbignyi 16 g sp. assacu:gg
. ~ 15
P_orbignyi_ 148 '8 Aripuana 2_25'8:;’ gg#_“
P'orb/gny/ 152 |8 ee P f 41 |os
P. motoro_101 10 . g4t fa ngﬂ_
e Pscobina | 217 Gleer
P motoro 201 s | P-motoro TN .S@gt%gj ]
P. motoro_203 [s + P. orbignyi 19 P. scobina_
P. motoro_207 |5 19 P. scobipa_31
P.motoro_256 10 fl Qeste n9 P. scobina_3]
P. motoro_28 10, 19 P. scobina”32
L P. motorg_293 |6 . orhignyi %3
I ;’ mc;toro_32199 5 fb‘ ” 3 |_75 5
motoro -
1P motoro 390 2. ‘0 Ofb’ n ’?g i 20
P. motoro_391 |z 10 . om grﬁlgn i X020
B o444 i P ovignda S
573 mot?ro 550(5)8 3 P. orbignyi 15 g orhign r§4 35
L P. motoro o/ P orbigny
ol B
g grrrgg?y’ 939 " BZP eopo/dr§88;
P oy 167 4] P. leopoldi }3 oh 1 loss B)RAGT1
. SP. i
F;)sp. 2;;675.8 12 P.sp.2+P.sp.azul +P.henlei 17 /eopo dl 194 L
Sp 20 P g
! P.sp. 22: ggg 20 Azul 20 p R 2 -
P. 55 azul 607 20| P.sp.2 12 gﬁ 35 ;gs )
PF; o ladzugggg i 1jtzPPmo‘tJorO‘ 1520
eopoial 17, H i i
08s|p /eo o x007 12l P leopoldi+ P. orbignyi p N 55P.5p. 2t 6 (g sp.azul 6070 |,
ool P leooaid 194 17t Xingu sp-azu > oforg_4
0811p orbignyi X039 17| 8 ﬁpor ignyi 1
P. orbinyi X020 &7 8 | P orbignyi14
_1{: 572 ha) 51 b o /Ué i
e 435 Potamot h““"Stg’
. falkneri 22 otamotrygon schroederi 3.
- P. falkneri_442 > Paratrygonrayl%

0.002



93

A), e RAGl (B). Numeros sobre os ramos sdo valores de bootstrap (em
vermelho, valores abaixo de 70). As barras verticais pretas na frente
dos clados e os nomes atribuidos a ela representam as
espécies/morfotipos conforme definido por taxonomia e padrdo de
coloragdo. As barras presentes na arvore mitocondrial que apresentam
nomes de localidade geografica (e.g. rios e grandes &areas como Oeste
- Bacia Amazdénica Oeste e Escudo das Guianas - rios que drenam esse
escudo), apontam proximidade filogenética entre individuos de
espécies diferentes que ocorrem em simpatria. Ver texto para
detalhes.

Modelo de Isolamento com Migracao por coalescéncia

Para testar se a causa da incongruéncia entre topologias e morfologia deve-se a fluxo
génico, foi ajustado um modelo de isolamento com migracao por coalescéncia. As curvas de
probabilidade posterior do tamanho ancestral (qanc) S80 mais amplas e achatadas que as das
populacdes do presente, como esperado para populagédo ancestral que viveu ha muito tempo
no passado (Won e Hey, 2005). De forma similar, a curva dos t apresentaram trajetorias
achatadas e com multiplos picos, ou crescentes até os limites estabelecidos para os priors,
de forma que ndo se pode ter uma estimativa confidvel para esse parametro (Figs. 7,8 € 9).
Esse padrdo é caracteristico de populagdes evoluindo préximo ao modelo de ilhas, i.e., as
populacdes estariam em equilibrio entre deriva e migracéo constantes (Nielsen e Wakeley,
2001), embora possa ser simplesmente falta de mais dados (sitios informativos e numero de
locus, Hey, 2010). Entretanto, as curvas para taxa de migracao populacional (2Nm),
parametro de interesse para avaliar se ocorre hibridagcédo, apresentam padrao esperado na
forma de sino, embora com variancia ampla, como esperado para analises de locus unico, de
forma que sao informativas para esse parametro (Nielsen e Wakeley, 2001). Um sumario dos

parametros esta apresentado na Tabela 2.3. A fim de se testar se o fluxo génico entre as
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Figura 2.6. Clados da arvore para o gene RAGl parafiléticos ou
polifiléticos, agrupam espécies de bacias hidrograficas diferentes,
mas padrdo de coloracdo similar A) P. motoro, rio Araguari; B) P. sp.
marajo, rio Araguari; C) P. orbignyi, rio Jari; . Grupo scobina: D)
P. aff. scobina, rio Caura; E) P. aff. scobina, rio Jari; e F) P.
falkneri, rio Cuiabéd. Grupo leopoldi+henlei: G) P. henlei, rio
Araguaia; H) P. leopoldi, rio Suié&-Micu,; I) P. sp. azul, rio Azul;
Grupo assacu J) P. sp. asscu, rio Jari; L) P. sp. asscu, rio
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Araguari; M) P. s. sp. 2, rio Azul.

espécies é significativamente diferente de zero e, em caso afirmativo, se h4 uma direcéo
preferencial, foi usado o teste LLR implementado no modo L do IMa2 (Tabela 2.4). A hipotese
de auséncia de fluxo génico entre as trés espécies foi rejeitada tanto para a evidéncia
conjunta dos genes mitocondriais e nuclear, quanto para os genes em separado, com
excecao para o fluxo génico entre P. motoro e P. orbignyi que néo foi estatisticamente
diferente de zero somente para o RAGL. Entretanto, o fluxo génico mitocondrial € bem maior
gue o nuclear (Tabela 2.3). N&o foi rejeitada a hipétese de fluxo génico igual em ambas as
direcOes tanto para os genes combinados como separados, com excec¢do do contraste com
0s genes combinados entre P. orbignyi e P. scobina. Entretanto, nesse contraste ndo foram
rejeitadas ambas as hipoteses de migracdo em um unico sentido, tanto de P. orbignyi para P.
scobina, quanto no sentido inverso, de forma que prové suporte para fluxo génico entre P.
scobina e P. orbignyi para os dados combinados, uma vez que ambos os sentidos de fluxo
génico sao suportados. Esses resultados em conjunto sugerem que héa fluxo génico em
ambas as direcdes entre as trés espécies, embora o fluxo génico do DNAmt seja bem mais

alto do que o RAGL.
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Direcdo da migracdo mostrada no sentido da coalescéncia.
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Tabela 2.3 Estimativas dos pardmetros demograficos obtidos com o IMaZ2

entre pares de espécies

em parénteses).

a segunda por 1.

(intervalo de probabilidade posterior a 95%

A primeira espécie no titulo é representada por 0, e

HiPt (Lo-Hi)

HiPt (Lo-Hi)

HiPt (Lo-Hi)

P. orbignyi vs. P. motoro
t

q0

ql

q2

mO0>1

m1>0

2NOmO0>1

2N1m1>0

P. motoro vs. P. scobina
t

q0

ql

q2

mO0>1

m1>0

2NOmO0>1

2N1m1>0

P. orbignyi vs, P. scobina
t

q0

ql

q2

m0>1

m1>0

2NOmO0>1

2N1m1>0

2,849 (1,165-?)

4,665 (1,695-12,29)
2,925 (1,155-6,165)
8,685 (2,385-?)

1,167 (0,1170-?)
0,219 (0-?)

2,834 (0,2249-14,17)#
0,4887 (0,0-3,526)#

8,941 (0,9855-?)
1,725 (0,465-4,725)
1,725 (0,3450-7,425)#
2,805 (0,0-28,18)
0,477 (0,0-4,149)
0,003 (0,0-4,875 )
0,6918 (0,0-3,684 )
0,6747 (0,0-8,591)

3,946 (0,7515-?)
5,775 (1,965-13,21)
1,695 (0,3750-7,365 )
9,705 (2,535 -29,98 )
0,351 (0,0-3,957 )
0,891 (0,0-5,061)
1,394 (0,0-11,92 )
1,214 (0,0-7,871)

9,875 (0,5650-?)
39,57 (20,31-59,97 )#
20,67 (7,47-45,45)
59,97 (8,550-59,97)#
0,4445 (0,04,715)#
0,1855 (0,0-4,266)#
7,871 (0,0-91,83)#
2,834 (0,0-40,19)#

9,435 (0,3750-9,995)?
21,45 (7,23-46,65)
38,61 (16,17 -59,97 )#
37,47 (8,910 -59,97)#
0,0735 (0,0-3,994 )#
0,5355 (0,0-5,128 )#
1,994 (0,0-34,53)#
7,031 (0,0-101,5)#

9,735 (0,01500 -?)
29,98 (14,85-59,97 )#
29,98 (15,75 -59,97 )#
29,98 (0,0-59,97)?
0,849 (0,0-6,542)#
1,233 (0,2485-6,814)#
14,17 (0,0-135,9)#
24,45 (0,0-150,0)#

3,103 (0,4075-?)

0,5125 (0,05750-3,103)#
0,3375 (0,03250-1,603 )#
1,133 (0,0-4,723)#

1,45 (0,3820-3,998)#
0,002 (0,0-3,194)#
0,3048 (0,0-3,493)#
0,004997 (0,0-0,8546)#

1,788 (0,2425-7)

0,2475 (0,02250-1,712)#
0,0025 (0,0-1,163)#
0,0225 (0,0-4,718)

0,833 (0,2050-1,999)
0,001 (0,0-1,867)
0,09745 (0,0-0,9170)#
0,002499 (0,0-0,4873)#

2,842 (0,1575-?)

1,008 (0,2325-3,678)#
0,0025 (0,0-0,8225)#
0,0025 (0,0-4,707)#
0,001 (0,0-1,713)#
0,001 (0,0-1,867)#
0,06747 (0,0-1,622)#
0,002499 (0,0-0,3523)#

? parametro tem multiplos picos
# A probabilidade posterior ndo atingiu valores de 0 ou préximo de zero.
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Tabela 2.4 Teste de modelos aninhados. por log-likelihood ratio test.

Significéncia estatistica evidenciada em negrito.

Modelo log(P)* gl.®  2LLR log(P) gl t 2LLR log(P) gl.T 2LLR

P. orbignyi vs. P. motoro -6,435 - - -10,2 - - -1,589 - -
0,0,6,m;=m, -6,193 1 -0,483 -10,38 1 0,3633 -2,428 1 1,678
0,0,0,m;=0m, -10,88 1* 8,899%* -12,9 1* 5,404* -3,125 1* 3,072*
0,0,0,m; m,=0 -6,718 1* 0,5673 -12,03 1* 3,656* -1,589 1* 0
0,0,6,m;m,=0 -70,2 2% 128,01*** | -16,44 2* 12,12%** | -3,125 2* 1,394
P. motoro vs. P. scobina -4,043 - - -10,98 - - 1,497 - -
0,0,6,m;=m, -5,483 1 2,881 -11,3 1 0,6339 1,171 1 0,6521
0,0,0,m;=0m, -9,268 1* 10,45%** | -11,3 1* 0,6289 0,4412 1* 2,112
0,0,6,m; m,=0 -5,83 1* 3,575* -11,44 1* 0,9216 1,497 1* 0
0,0,6,mym,=0 -26,98 2* 42,99*** | 13,11 2* 3,62* -1,619 2% 5,58*
P. orbignyi vs. P. scobina -5,876 - - -13,73 - - 2,35 - -
0,0,6,m;=m, -7,858 1 3,964* -13,73 1 0,01141 1,915 1 0,8701
0,0,0,m;=0m, -5,876 1* 0 -14,18 1* 0,9083 -0,8581  1* 6,417**
0,0,0,m; m,=0 -4,65 1* -2,452 -14,4 1* 1,352 2,35 1* 0
0,0,6,mym,=0 -29,26  2* 42,804*** | -16,28 2% 5,107* -1,6 2% 7,03**

* p<0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001
“Probabilidade log do IMaZ2.

PGraus de liberdade do modelo.
‘Resultado log-likelihood ratio do IMa2; aproxima de distribuicéo
chi-quadrado. O teste foi calculado da seguinte maneira: para
016,6am;= m; calcula-se 2LLR contra modelo seis pardmetros e segue
distribuicdo chi-quadrado com 1 grau de liberdade e valor critico
P<0, 05 se 2LLR>3,84; para 616,0am= 0 my, € 610,06am;= m; 0 calcula-se
2LLR contra modelo seis parametros e 6:0,0,mim,= 0 contra modelo
©16,0am;= m,. Segue distribuicdo chi-quadrado igual a 1/2xchi-
quadrado (1) +1/2xchi-square(0) e valor critico P<0,05, 0,01 e 0,001
a 2LLR>2,70, 5,41 e 9,55, respectivamente.
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5. Discussao

Esse capitulo busca esclarecer se a hibridacéo foi processo importante na historia de
diversificacao das arraias de agua doce do grupo roseta-ocelado, ou se a falta de resolucao
e polifiletismo observados nas arvores filogenéticas deve-se fundamentalmente a
sorteamento incompleto de linhagens, ou polimorfismos ancestrais. Para isso, foram
contrastados dados do genoma nuclear com o mitocondrial que, por suas idiossincrasias,
como heranca uniparental, haploidia e ligacdo muito préxima entre seus genes, geram

expectativas que podem ser usadas para separar efeitos de ILS dos de hibridizagéo.

Sorteamento incompleto de linhagens vs. hibridagéo

Embora ambas as filogenias mitocondrial e nuclear apresentem baixa resolucéo na
relacao entre as espécies e polifiletismo, a arvore nuclear foi mais compativel com a
taxonomia aceita do grupo baseada em morfologia. Esse resultado é o oposto do predito pela
teoria da coalescéncia para alelos neutros, uma vez que o monofiletismo ocorrera em média,
guatro vezes mais rapido para DNAmt do que para marcadores autossémicos,
proporcionalmente a diferenca no tamanho efetivo desses genomas (Moore, 1995; Hudson e
Coyne, 2002). A maior resolucao da arvore RAG1 também né&o pode ser atribuida a erros na
reconstrucao da topologia correta oriundos da falta de caracteres informativos, uma vez que
foram sequenciados um numero equivalente de pares de bases entre DNAmMt (1236) e RAG1
(1236) e 0 RAG1 apresenta taxa de evolugdo molecular significativamente menor que
DNAmt, como é comum para genes nucleares codificantes (Pamilo e Nei, 1988). Entretanto,

devido a estocasticidade do processo de coalescéncia, ndo se pode rejeitar a hipotese
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menos provavel de marcadores autossdémicos gerarem topologias mais resolvidas (Hudson e
Turelli, 2003). Além disso, outros processos evolutivos podem acarretar em arvore
mitocondrial menos resolvida, como sele¢céo balanceadora agindo no DNAmt desacelerando
a coalescéncia, ou selecao direcional atuando sobre o RAG1 (ou regido ligada) acelerando a
coalescéncia; ou ainda disperséo enviesada de fémeas (Hudson e Coyne, 2002; Toffoli et al.,
2008). Entretanto, o compartilhamento de hapl6tipos interespecificos geograficamente
localizados, aliados a discordancia biogeografica entre hapl6tipos nucleares e mitocondriais €
considerado como prova inequivoca de fluxo génico interespecifico ocorrendo no presente ou
gue ocorreu recentemente, ja que polimorfismos ancestrais teriam igual probabilidade de
estar presentes em todas as popula¢cdes a medida que as espécies recém-criadas
colonizassem novas areas geograficas (Funk e Omland, 2003; Toffoli et al., 2008). A arvore
mitocondrial revelou compartilhamento interespecifico de haplotipos geograficamente
localizados em todas as espécies analisadas das quais foram amostradas espécies
simpatricas. Em contrapartida, a arvore nuclear ndo evidenciou nenhum padréo claro de
discordancia biogeogréfica, mas clados polifiléticos agrupando espécies e morfotipos com
morfologia e padréo de coloracao similares, o que indica que o polifiletismo deve-se a
polimorfismo ancestral herdado de ancestral, que transmitiu caracteres morfolégicos as
espécies descendentes. A falta de caracteres informativos e tamanho efetivo seriam as
principais causas do polifiletismo.

Dessa forma, contrastando as topologias mitocondrial e nuclear, conclui-se que houve
multiplos eventos de introgressao, preferencialmente do genoma mitocondrial, e que a falta
de resolugéo da arvore RAGL1 deve-se principalmente a ILS.

A ocorréncia de introgressao foi corroborada pelo modelo de isolamento com migracéo

do programa Ima2, que apontou fluxo génico significativo entre as trés espécies analisadas
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(P. motoro, P. orbignyi e P. scobina) em ambas as dire¢cdes. O modelo sugere que a
introgressao ocorreu tanto para os genes mitocondriais quanto para o RAG1, embora tenha
sido muito mais alta para o primeiro, corroborando as conclusdes obtidas das analises das
topologias. A grande amplitude das curvas de probabilidade posterior para o parametro
tamanho ancestral e a curva achatada na cauda a direita do para@metro tempo sugerem que o
fluxo génico vem ocorrendo h& bastante tempo entre as espécies, atingindo equilibrio com
deriva, préximo a um modelo de ilhas. Em popula¢des que apresentam fluxo génico continuo
por muito tempo, a maioria dos eventos de coalescéncia ocorrerdo em tempo anterior a
separacao dessas populagdes de forma que o ajuste de modelo de isolamento com migracao
irA gerar estimativas enviesadas, com grande proporcao da probabilidade posterior recaindo
sobre tempos cada vez mais antigos, gerando curva de probabilidade do parametro t com
cauda achatada na direcéo de tempos mais antigos. Entretanto, esse padrao pode dever-se
a falta de dados, de forma que os resultados podem néo ser confiaveis e, portanto, devem

ser vistos com cautela (Hudson e Coyne, 2002).

Radiacao e fronteira entre espécies

As arvores filogenéticas inferidas tanto de dados mitocondriais quanto nucleares
apresentaram comprimentos de ramo curtos entre nds internos, padrao condizente com
processo de radiacao recente no tempo, no qual o pouco tempo entre os eventos de
especiacdo impede que a coalescéncia dos alelos resolva as relagdes (Poe e Chubb, 2004).
Essa radiagdo comecou c.a. 2,4 milhdes de anos atras originando ao menos 10 espécies,
entre espécies ja descritas ou em descricdo (obs. pess.) e morfotipos com padréao

morfolégico e de coloragéo intermediérios, sugerindo fenétipos de origem hibrida (Mauricio
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Pinto de Almeida, com. pess.; obs.pess.). O contraste entre as filogenias permite
consideracdes a respeito da fronteira entre as espécies. A arvore RAG1 apresenta trés
clados, embora com baixo suporte, denominados P. motoro, e P. scobina e P. orbignyi (este
com alto suporte) que parecem ser congruentes com padrdes de cor distintos (Fig. 2.5) e
possivelmente ocupam nichos ecologicos diferentes (e.g. Rincon, 2006; Almeida et al., 2010).
P. falkneri, a Unica espécie coletada da Bacia do Paraguai-Parana apresenta-se como
espécie-irméa das demais na arvore de DNAmt com certo suporte estatistico, implicando que
a colonizagéo dessa bacia hidrografica teria antecedido a diversificacdo do grupo. Entretanto
a arvore RAGL a coloca junto com o clado P. scobina. Dado a semelhanga morfoldgica entre
P. falkneri e P. scobina, o fato de multiplos eventos de hibridizacdo detectados do DNAmt e o
fato de que as relacdes filogenéticas inferidas na arvore do RAG1 serem mais compativeis
com a morfologia, eu provisoriamente apoio a relagao filogenética suportada pela arvore
RAGL1. Eventos de hibridacdo diminuem a distancia genética entre espécies e podem causar
incongruéncia entre arvore de genes e espécies quando espécies ndo-irmas estéo
envolvidas. O fato de P. falkneri estar isolada em outra bacia hidrogréafica impede qualquer
hibridacdo com as espécies da Bacia Amazoénica. O individuo P. motoro 101 agrupou-se com
P. motoro na arvore mitocondrial, mas com P. scobina na arvore do RAG1. A semelhanca
morfol6gica e padrao de coloracéo sugere ser P. scobina, sendo o primeiro registro
conhecido de ocorréncia dessa espécie na Bacia do rio Negro (ver foto no Capitulo 3).
Individuos denominados P. sp. assacu formaram grupo com bom suporte na arvore DNAmt,
gue por sua vez se relaciona com haplétipos de P. scobina do Jari e boca do Amazona e P.
orbignyi do Jari. Este grupo esta relacionado ao clado P. scobina na arvore RAG1 e sugere
gue P. sp. assacu pode ser uma nova espécie proximamente relacionada a P. scobina,

embora também possa se tratar de individuos hibridos com carateristicas morfologicas
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similares adquiridas independentemente. Faz-se necessario maior amostragem para se
definir posicéo taxondmica desse morfotipo. P. sp. marajo agrupa-se com P. motoro na arvore
RAG1 e com clado P. motoro e P. scobina na arvore mitocondrial. Mais amostragem é
necessaria para se definir sua posicao taxonémica. A relacdo de espécies irmas entre P.
henlei e P. leopoldi revelada pela arvore RAGL1, de certa forma € corroborado por padréao de
cor e habitos similares embora ainda ndo quantificada, e vivem em bacias hidrogréficas
contiguas (Tocantins e Xingu, respectivamente). Tudo indica que ocorra (ou ocorreu)
introgressao entre P. leopoldi e populagdes simpatricas de P. orbignyi. O status de espécie &
suportado pela arvore RAG1 para as simpatricas P. sp. 2 e P. sp. azul, sendo que a primeira
compartilha haplotipos com o individuo 524 da espécie alopatrica P. motoro, coletado no rio
Amazonas préximo da foz do Tapajés, sugerindo ILS. Essas espécies compartilham
haplétipos na arvore mitocondrial, sugerindo introgressao. P. orbignyi coletada em Maués e
Aripuand (grupo Baixo Escudo Brasileiro na arvore mitocondrial) ndo se agrupou com 0s
demais hapétipos de sua espécie na arvore RAG1 e compartilhou haplétipos com a
simpatrica P. aff. scobina (149) e P. motoro (480) na arvore mitocondrial. Mais amostragem

dessas populacgdes se faz necessario para melhor posicionamento taxonémico.

Implicacdo das hibridacdes multiplas na radiacao

A maioria dos eventos reportados de radiacdo adaptativa sdo acompanhados por
hibridag&o introgressiva, preferencialmente por DNAmt (Seehausen, 2004 e referéncias
contidas). O grupo roseta-ocelado representa um evento de radiacdo, embora ndo

necessariamente adaptativa, uma vez que nao foi demonstrado que as especiagdes surgiram
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como resultado de selecao ecoldgica divergente (Schluter, 2000). De qualquer forma, na
radiacdo do grupo roseta-ocelado puderam ser inferidos ao menos seis instancias de
hibridacbes independentes a partir do compartilhamento de haplotipos de DNAmt
geograficamente localizados. H& basicamente dois processos evolutivos que podem explicar
a transferéncia de haplotipos de DNAmt entre espécies: hibridacéo rara seguida de selecéo
de um dos haplétipos de maior valor adaptativo, ou por hibridacéo seguida de fixacao por
deriva genética (Shaw, 2002; Ballard e Whitlock, 2004). A selecdo de haplétipos de uma das
espécies parentais seria particularmente mais comum quando da invasao de novos habitats,
com condi¢cbes ambientais diferente das espécies parentais (Ballard e Whitlock, 2004). A
radiacao do grupo roseta-ocelado esta associada a expansao geogréfica, incluindo
colonizagdo de habitats diferentes, como aguas de temperaturas variadas, de forma que
genes mitocondriais relacionados a cadeia respiratoria poderiam sofrer sele¢ao.

Em contrapartida, caso barreiras de isolamento reprodutivo entre as espécies nao
forem muito fortes, pode ocorrer introgressao entre espécies para alelos neutros (Currat et
al., 2008). Essa introgressao sera mais acentuada em populacdes em expansao e para
alelos com menor fluxo génico intraespecifico, como no caso do genoma mitocondrial que é
transmitido maternamente e haploide, e dessa forma apresentando tamanho efetivo menor
gue o genoma nuclear (com algumas exce¢des, COmo Cromossomos sexuais hemizigoticos).
Assim, caso o valor adaptativo do hibrido ou de individuos introgredidos seja superior ao dos
parentais devido a outras combina¢des génicas que néo oriundas do genoma mitocondrial,
este introgredira mais rapidamente, mesmo com um menor fluxo génico do que um gene
nuclear. Isso explicaria a maior discordancia encontrada entre a arvore filogenética
mitocondrial e a taxonomia baseada em morfologia, do que esta com a arvore do RAG1. O

genoma mitocondrial teria apresentado multiplos e mais acentuados eventos de introgressao
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porgue apresenta tamanho efetivo populacional menor e, portanto, maior probabilidade de
fixacdo em populacdes em expansdo geografica, conforme hipotetizado para as arraias de
agua doce da familia Potamotrygonidae (Currat et al., 2008, Capitulo 1).

Vérios estudos mostram que a maioria dos genotipos hibridos tem valor adaptativo
inferior aos parentais em seus locais de ocorréncia, mas podem apresentar valor adaptativo
superior em ambientes novos (Seehausen, 2004 e referéncias contidas). Eventos de
radiacdo geralmente estdo associados a invasédo de novos ambientes, de forma que uma
hibridac&o ocorrendo extensivamente entre espécies pertencentes ao grupo que sofreu

radiacéo poderia facilitar a ocupagao de novos picos adaptativos.
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