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Sinopse:

Atualmente é reconhecida a monofilia da familia Serrasalmidae, no entanto a
parafilia de alguns géneros ainda persiste. Essa familia ¢ composta de
aproximadamente 90 espécies distribuidas em 17 géneros. A diversidade
desses peixes na América do Sul ainda ¢ subestimada, muito em razao da
grande variacdo ontogenética apresentada por alguns taxons desse grupo e
também devido a ampla distribuicdo dessa familia no continente Sul-
Americano. Foram utilizados dois marcadores mitocondriais (COI e DLoop)
para analisar a diversidade e aspectos populacionais dos peixes Serrasalmideos
nas bacias do Amazonas, Orinoco ¢ Sdo Francisco, além de inferir quais os
mecanismos  histéricos e filogeograficos foram responsdveis pela
diversifica¢ao dos pacus e piranhas na Amazonia.
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RESUMO

Serrasalmidae ¢ uma familia de peixes neotropicais com ocorréncia natural
exclusivamente no continente Sul-Americano. Esses peixes estdo distribuidos nas
principais bacias de drenagens desse continente, sendo abundantes no Amazonas e
Orinoco, porém ocorrem também no sistema Parand-Paraguaia e na bacia do rio Sao
Francisco. Habita uma grande variedade de corpos de dgua, incluindo o canal principal
dos rios, os lagos, a floresta alagada até ambientes de corredeiras e cachoeiras nas
cabeceiras dos rios. Muitas espécies de Serrasalmideos, principalmente dos géneros
Piaractus, Colossoma e Mylossoma sao economicamente importantes, representando
uma importante fracdo da pesca comercial no Amazonas e também sdo utilizados na
aquicultura. Outras espécies sdo importantes para o mercado de peixes ornamentais
como as espécies do género Metynnis, e representantes dos géneros Mylesinus, Myleus
e Tometes estdo entre as espécies de peixes mais importantes para alimentagdo nas
comunidades indigenas amazonicas. Embora a monofilia desse grupo ja seja definida,
alguns géneros de pacus como os géneros Tometes, Mylesinus, Myleus e Myloplus e as
espécies de piranha Serrasalmus rhombeus e Pristobrycon striolatus ainda
permanecem problematicas taxonomicamente. Em consequéncia da indefinicdo no
posicionamento desses taxons, o estado atual da estrutura e variabilidade genética das
populagdes de muitas espécies de Serrasalmidae nao ¢ conhecido. Nesse sentido nds
utilizamos a metodologia do DNA barcode pra analisar a diversidade desses peixes na
América do Sul e também foi realizada uma analise filogeografica através do
sequenciamento dos genes do DNA mitocondrial (regido controle e o gene citocromo ¢
oxidase (COI)), com o objetivo de avaliar a real diversidade de piranhas e pacus na
Amazonia e também analisar comparativamente a distribuigcdo de alguns taxons de
Serrasalmideos com ampla distribuicdo na Amazodnia. Para a andlise de diversidade
foram usadas 1.036 sequéncias do gene COI de 68 espécies e morfotipos de
Serrasalmideos e para a analise filogeografica foram usadas de forma concatenada, 71
sequéncias do gene COI e regido controle de S. rhombeus, 35 de Pygocentrus
nattereri, 26 de Myloplus schomburgkii e 26 de Myleus setiger. Os resultados indicam
altos niveis de diversidade criptica dentro dos Serrasalmideos. De 68 espécies
morfologicas analisadas, foram identificadas molecularmente 82 espécies. O maior
niumero de linhagens intraespecificas foi observado dentro dos pacus dos géneros
Mpyleus, Myloplus e Mylesinus e das piranhas dos géneros Serrasalmus e Pygocentrus.
Essa grande divergéncia intraespecifica ocorre justamente nos géneros com maiores
incertezas taxondmicas e com mais ampla distribui¢do geografica de suas espécies. Os
resultados mostram ainda que S. rhombeus, P. nattereri, M. schomburgkii e M. setiger
ndo se comportam como populagdes panmiticas dentro de suas areas de ocorréncia
apresentando linhagens estruturadas com divergéncia datando do Plioceno. Eventos
vicariantes nesse periodo parecem ser os responsaveis pela estrutura atual dessas
linhagens na Amazonia.

Palavras-Chave: Serrasalmidae, diversidade genética, DNA barcoding,
linhagens divergentes
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ABSTRACT

Serrasalmidae is a family of Neotropical fishes with exclusive natural occurrence in the
South American continent. These fishes are distributed in the main drainage basins of
the continent, being abundant in the Amazon and Orinoco, but also occurring in the
Parana-Paraguay system and Sdo Francisco River Basin. It inhabits a wide variety of
water bodies, including the main channel of the rivers, lakes, the flooded forest and
rapids or waterfalls environments in the headwaters of rivers. Many species of
Serrasalmids, mainly from the genera Piaractus, Colossoma and Mylossoma, are
economically important, representing a significant proportion of commercial fishing in
the Amazon and used in aquaculture. Other species are important for the ornamental
fish market as the species of the genus Metynnis. Some representative species of
Mylesinus, Myleus and Tometes genera are among the most important species of fish
for feeding in Amazonian indigenous communities. While the monophyly of this group
is already defined, some pacus genera as Tometes, Mylesinus, Myleus and Myloplus,
and piranha species as Serrasalmus rhombeus and Pristobrycon striolatus remain
problematic taxonomically. As a result of uncertainty in the positioning of these taxa,
the current status of the structure and genetic variability of populations of many species
of Serrasalmidae is unknown yet. In order to contribute for resolve this problem, we use
the DNA barcode methodology and performed a phylogeographic analysis by
sequencing of the mitochondrial DNA genes [control region and cytochrome gene ¢
oxidase (COI)] with the aim of evaluate the real diversity of piranhas and pacus in the
Amazon; and also to perform a comparative analysis of some Serrasalmids taxa widely
distributed in the Amazon. For diversity analysis were used 1,036 sequences of the COI
gene from 68 species and morphotypes of Serrasalmids. For the phylogeographic
analysis were used concatenated sequences of COI gene and control region from 74
individuals of S. rhombeus, 35 of Pygocentrus nattereri, 26 of Myloplus schomburgkii
and 26 of Myleus setiger. The results indicate high levels cryptic diversity within
Serrasalmids. From a total of 68 morphological species analyzed, 82 species were
molecularly identified. The largest number of intraspecific lineages was observed within
the pacus of the Myleus, Myloplus and Mylesinus genera; and within the piranhas of
Serrasalmus and Pygocentrus genera. This wide intraspecific divergence occurs exactly
in the genera with higher taxonomic uncertainties and wider distribution of its species.
The results also show that S. rhombeus, P. nattereri, M. schomburgkii and M. setiger
not behave like panmitic populations within their occurrence areas, showing structured
lineages with divergence time dating from the Pliocene. Vicariant events during this
period appear to be responsible for the current structure of these lineages in the
Amazon.

Keywords: Serrasalmidae, genetic diversity, DNA barcoding, divergent lineages
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INTRODUCAO GERAL

A diversidade de peixes de agua doce na regido Neotropical ¢ a maior do
mundo, com mais de 5.000 espécies ocorrendo nos grandes sistemas de rios da

América do Sul (REIS et al., 2016) . A bacia Amazodnica, com uma area geografica

de cerca de 6.500 km? e uma incomparavel rede de rios e habitats aquaticos,
congrega a maior riqueza ictiologica do planeta com mais de 2.000 espécies descritas
(LUNDBERG et al., 2010). Embora os estudos sobre a biodiversidade Neotropical
sejam crescentes, nosso conhecimento sobre a diversidade de peixes dessa regido
bem como sobre os processos evolutivos que geram essa diversidade ainda sdo
incipientes. Estima-se que 30 a 40% da ictiofauna neotropical ainda ¢ desconhecida e,
especialistas apontam para algo em torno de 2.000 espécies ainda a serem descritas
(LEVEQUE et al., 2008). Parte dessa situagdo deve-se a dificuldade de identificagio
morfoldgica das espécies devido principalmente a plasticidade fenotipica apresentada
por muitos taxons. Essas caracteristicas fazem a identificacao taxondmica dessa fauna
uma tarefa complexa, até quando sdo usadas abordagens moleculares para acessar a
diversidade animal. Conhecer essa grande diversidade bem como entender seus
processos geradores tem se tornado um importante desafio para a pesquisa cientifica,
uma vez que habitats estdo sendo constantemente alterados e o recurso cada vez mais
explorado face ao aumentado crescimento populacional humano (TURNER et al.,
2004).

Estudos nas diversas areas cientificas tém mostrado que a regido Neotropical
tem uma historia evolutiva longa e complexa (HOORN et al., 2010; LATRUBESSE
et al., 2010; MONTES et al., 2015; MUNIS, 2013; ROSSETTTI et al., 2015),
intimamente relacionada com a diversificagao de sua biota (ALBERT, PETRY, REIS,
2011). Grande parte dessa diversifica¢do teve inicio no Cretaceo, cerca de 120 a 100
Ma (ALBERT, PETRY, REIS, 2011) porem, nos ultimos 90 milhdes de anos, a
América do Sul sofreu suas mudangas estruturais mais importantes, incluindo ai o
intemperismo de antigos escudos, grandes incursdes marinhas, elevacdo da cadeia
dos Andes e de paleoarcos, reconfigura¢do do tamanho e padrao das principais bacias
de drenagem da regido, periodos de clima muito seco ou muito imido (HOORN et

al., 2010), e essa complexa e diversa evolugdo da geomorfologia e das condigdes



ambientais promoveu uma incrivel diversificagdo, principalmente, da biota na regiao

(HUBERT & RENNO, 2006).

Virias hipoteses, baseadas em diferentes padrdes de distribui¢do de taxons
amazonicos tem sido propostas para explicar a origem e a manutencao da riqueza da
fauna sul-americana (HUBERT & RENNO, 2006). Embora varias hipoteses de
causas da especiacdo na Amazonia tenham sido propostas, a teoria dos refugios, a
qual postula que as flutuacdes climaticas do Pleistoceno causaram ciclos de contragdao
e expansao das florestas tropicais, promovendo assim isolamento e diferenciacao das
espécies (HAFFER, 1997), e a hipotese de rios, a qual propde que a formacdo das
grandes drenagens na Amazodnia teria divido a distribuicdo de muitos tdxons causando
diferenciacdo (BATES, HACKETT, CRACRAFT, 1998), sao as mais difundidas
(RIBAS et al., 2012). Essas hipoteses sdao mais testadas para explicar a evolucao de
organismos terrestres. Outras hipdteses postuladas para tentar entender essa incrivel
diversificagdo da biota amazodnica sdo: a hipotese de Museu, na qual, segundo
NORES (1999), as espécies teriam se originado por diferenciacdo alopatica nas areas
altas da Amazonia durante os periodos de grandes incursdes marinhas e se
acumularam por dispersdao nas terras baixas as quais teriam funcionado como
“museus”; e a hipdtese paleogeografica onde as mudangas geoldgicas, como o
soerguimento de paleoarcos resultantes da tectonica dos Andes durante o terciario,
causariam especiagdo alopatrica, onde cada lado da barreira poderia abrigar biotas
diferenciadas e espécies endémicas (HOORN et al., 1995; HUBERT & RENNO,
20006).

A estrutura do continente sul-americano ¢ formada por varias unidades
geotectonicas diferentes como: os cratons (Escudo Cristalino do Brasil Central e
Escudo das Guianas), bacias intercratonicas (Orinoco, Amazonas, Parnaiba, Sao
Francisco, Parana), bacias pericratonicas (Iquitos, Llanos, Chacos, Pampas) entre
outras. Essa diversidade de ambientes com suas caracteristicas peculiares abriga uma
biota diversa, e inclui grandes areas de endemismo na Amazdénia (TURCHETTO-
ZOLET et al., 2013).

A América do Sul passou por grandes mudangas na paisagem nos ultimos 20
milhdes de anos até chegar a sua forma atual. O soerguimento das por¢des Norte e
Central da Cordilheira dos Andes, que iniciou h4 cerca de 15 milhdes de anos, e

culminou nos ultimos 10 milhdes de anos (LUNDBERG, 1998), influenciou



diretamente o estabelecimento dos cursos atuais dos rios da Amazonia, causando
importante reorganizacdo das drenagens do norte da América do Sul (HUBERT &
RENNO, 2006). No inicio do Mioceno, um sistema fluvial que partia do craton
amazonico em dire¢do as bacias sub Andinas a oeste, sendo dai desviado para o norte
em dire¢do ao mar do Caribe, foi substituido por um imenso sistema de areas
alagadas, conhecido como lago Pebas. No final do Mioceno, o sistema Pebas
progressivamente desapareceu dando lugar ao transcontinental sistema Solimdes-
Amazonas (SACEK, 2014).

Com relacdo ao craton amazonico, sua formacdo ¢ muito mais antiga,
datando do Pré-Cambriano, possivelmente a formagdo geoldgica mais antiga do
mundo com cerca de quatro bilhdes de anos (WESSELINGH & HOORN, 2011). Na
América do Sul essa regido ¢ representada pelo Escudo das Guianas, ao norte da
bacia amazodnica, e pelos Escudos Cristalinos do Brasil Central, a sudeste da
Amazonia. Os Escudos sdo principalmente compostos por rochas cristalinas de
origem proterozoica, sobretudo granitos e gnaisses (HUBER, 2006). Pouco se sabe
sobre a dinamica dos rios que drenam os Escudos. No inicio do Mioceno essas
drenagens fluiam para o oeste da Amazonia, porém com o surgimento do arco do
Purus, os rios a leste dessa formagao passaram a correr na dire¢do do fluxo atual do
rio Amazonas (FIGUEIREDO et al., 2009). Embora muito mais antigos, os sistemas
de drenagens do craton amazdnico parecem ter sofrido poucas mudangas
(WESSELINGH & HOORN, 2011). No entanto, o papel da historia fisica da regiao e
sua influéncia sobre a origem, distribuicdo geografica e ecologia das espécies de
peixes da fauna neotropical ainda ¢ pouco claro (WINEMILLER et al., 2008).

Nas ultimas décadas, estudos moleculares comegaram a ser utilizados para
reforcar as hipdteses morfologicas de evolugdo das espécies. Em 2003, utilizando um
fragmento padronizado do Citocromo ¢ oxidase subunidade I do DNA mitocondrial,
Hebert e colaboradores propuseram um método para identificar espécies, o DNA
Barcoding. Desde entdao milhdes de espécimes pertencentes a milhares de espécies
tétm sido identificados, incluindo ai mais de 9.500 espécies de peixes
(RATNASINGHAM & HEBERT, 2007). A metodologia pressupde que um pequeno
fragmento do DNA mitocondrial (Citocromo ¢ oxidase) de cerca de 650 pares de base
pode ser utilizado como um identificador padronizado e unico, tal como um cédigo
de barras, para a identificacido de espécies (HEBERT et al., 2003), utilizando

métodos de distancia para constru¢do de arvores e usando o critério de monofilia



reciproca (HEBERT et al., 2003; DESALLE, EGAN, SIDDALL, 2005). A
efetividade dessa metodologia tem sido repetidamente demonstrada pela identificagdo
de espécies de peixes marinhos e de d4gua doce, com uma taxa de sucesso de mais de
90% (WARD et al., 2005; DE OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2012; PEREIRA et al.,
2013; CASTRO PAZ, BATISTA, PORTO, 2014; DE CARVALHO et al., 2011). O
gene citocromo c¢ oxidase subunidade I (COI) esta presente no genoma mitocondrial e
codifica parte de uma enzima terminal da cadeia respiratéria da mitocondria.

A 1ideia de utilizar um gene mitocondrial baseou-se nas caracteristicas
apresentadas por esse genoma, o qual possui um alto niimero de copias por célula,
apresenta tamanho reduzido (aproximadamente 16 kb) em comparacdo ao genoma
nuclear, organiza¢do simples, heranga estritamente materna com poucas excegoes de
heranga paterna, e ndo sofre recombinagdo (AVISE, 2005; MATIOLI &
FERNANDES, 2012). No DNA mitocondrial de vertebrados ndo existem introns,
pseudogenes e, as repeticoes génicas sdo raras (MATIOLI & FERNANDES, 2012).
No caso do gene COI, devido a sua baixa liberdade mutacional, apresenta-se como
um gene conservado intraespecificamente, o que o tem tornado um valioso marcador
na identificacio de espécies ou delimitacio de ESUs (Unidade Evolutiva
Significante) (ROE & SPERLING, 2007; DE CARVALHO et al., 2011).

Para efetividade do DNA barcoding a divergéncia intraespecifica deve ser
menor que a interespecifica, o que ¢ chamado de barcoding gap (HEBERT et al.,
2003; HEBERT et al., 2004). Para tanto, ¢ importante usar um grande nimero de
individuos por espécie em uma amostragem representativa de sua distribuicao, o que
maximiza a chance de representar a variacdo intraespecifica existente na espécie
(DESALLE, EGAN, SIDDALL, 2005). Existe um limite universal de distancia
genética, e as espécies sdo identificadas através da presenca ou auséncia de
substitui¢des de nucleotideos distintos (RACH et al., 2008).

O DNA barcoding tornou-se um meio promissor para a identificacdo de
organismos em todas as fases da vida e, ganhou grande atencdo como um meio
universal para a identificagdo de organismos, podendo ser um meio rapido e confidvel
para: atribuir espécimes desconhecidos a um grupo taxondmico, diagnosticar
provaveis unidades de conservacdo, e complementar os sistemas de identificacdao
taxondmica (RACH et al., 2008).

Muitos trabalhos que buscam avaliar a diversidade da ictiofauna de agua

doce mundial tem langado mao dessa ferramenta para auxiliar a identificag¢do



morfologica de muitas espécies de peixes e, na grande maioria desses trabalhos, o
numero de espécies escondidas sob uma aparente similaridade morfolégica e de
habitats foi grande. Um exemplo classico de como o barcode pode revelar
diversidade criptica ¢ aquele desenvolvido por (APRIL et al., 2011). Analisando a
ictiofauna de agua doce da América do Norte, os autores encontraram que, entre as
752 espécies morfologicas utilizadas no trabalho, 138 delas foram representadas por
347 espécies candidatas, o que representou um incremento de 28% na diversidade de
espécies de peixes daquela regido. De forma similar, (PEREIRA et al., 2013)
analisaram a ictiofauna da regido Neotropical e, entre as 254 espécies morfologicas
analisadas, 14 delas apresentaram linhagens intraespecificas com divergéncia acima
de 2% representando pelo menos 28 possiveis novas espécies. Outros trabalhos
utilizaram a metodologia do DNA barcoding para analisar a diversidade dentro de
alguns géneros de peixes amazOnicos tais como os estudos desenvolvidos para
Hyphessobrycon (CASTRO-PAZ et al., 2014), para Nannostomus (BENZAQUEM et
al., 2015) e Curimatopsis (MELO et al., 2016a). Em todos os casos o numero de
espécies moleculares foisuperior ao numero de espécies morfologicas analisadas.
Muitos estudos filogeograficos tém sido realizados com tdxons amazonicos
para tentar verificar qual, ou quais processos foram os responsaveis pela incrivel
diversificagdo da biota na América do Sul, como aqueles desenvolvidos por:
PATTON, DA SILVA, MALCOLM, 1994; RIBAS et al., 2012; LEITE &
ROGERS, 2013; LEITE, KOK, WEKSLER, 2015 com pdassaros € pequenos
mamiferos. Os peixes também tém sido bastante utilizados nesses estudos, sendo
analisados desde os niveis taxondmicos mais superiores, supra-especificos (ordens,
familias), at¢é o menor nivel de classificacdo, as espécies. HUBERT & RENNO
(2006) utilizaram a distribui¢do dos peixes da ordem Characiformes na regido
Neotropical para investigar seus padrdes biogeograficos. Os principais achados desse
trabalho foram 11 é4reas de endemismo para os Characiformes Neotropicais € um
forte suporte para uma diferenciagdo Leste-Oeste desses peixes na bacia Amazonica.
Os autores concluem que o estabelecimento da moderna fauna de Characiformes na
América do Sul ndo ¢ o resultado de apenas um processo, mas sim a interacao de
incursdes marinhas, soerguimento de paleoarcos e conexdes historicas que
permitiram a dispersdo desses taxons através de varias bacias de drenagens. Outros
trabalhos mostram a predominancia desses diferentes processos na distribuicdo de

grupos mais especificos de peixes na América do Sul e na bacia Amazodnica como



aquele realizado por HUBERT e colaboradores (2007) para as piranhas dos géneros
Serrasalmus e Pygocentrus, onde os autores concluem que a diversificacdo desses
taxons foi fortemente influenciada pelos antigos arcos estruturais que moldaram a
distribuicdo de muitas bacias de drenagens na América do Sul. FARIAS & HRBEK
(2008), analisando os padrdes de diversificagcdo dos ciclideos do género Symphysodon
na bacia Amazodnica, concluiram que esses peixes se encontram em processo de
especiagdo e atribuiram a alguns processos geologicos, tais como a quebra do arco do
Purus e as flutuagdes no nivel do mar no Plio-Pleistoceno, o padrao de diferenciacao

encontrado nesses taxons.

Muitos desses trabalhos tém utilizado métodos moleculares para tentar
elucidar os processos de evolugdo da biota amazoOnica, sobretudo marcadores
mitocondriais (FARIAS & HRBEK, 2008; HUBERT et al., 2007a; COOKE, CHAO,
BEHEREGARAY, 2009; FREDERICO et al., 2012). Este genoma esta entre os
fragmentos de DNA mais usados para estudos de niveis e padrdes de distribuicdo da
variabilidade genética entre populagdes de espécies animais (AVISE, 2005), e
comumente tem sido utilizado em estudos de filogenia molecular (BOORE, 1999), e
filogeografia (BROWN, 2008).

Em animais, o DNA mitocondrial é uma molécula circular, com
aproximadamente 16 kb de extensdo, a qual possui 37 genes sendo 13 deles
codificadores para proteinas da fosforilagdo oxidativa, como a subunidade I do
Citocromo C Oxidase (COI) por exemplo. Além destes 37 genes, esse genoma
também possui a Regido Controle, mais conhecida como D-loop, de aproximadamente
0,8 kb, cuja fungdo ¢ exercer controle sobre a replicagdio do DNA mitocondrial ¢ a
transcricdo de RNA. Essa regido evolui de forma mais rapida (liberdade de
substituicdo nucleotidica) que o resto dos genes, uma vez que nao codifica para uma
proteina e, portanto, ndo esta sob selegdo, apresentando assim uma alta variabilidade
intraespecifica, permitindo detectar diferengas genéticas no nivel populacional
(AVISE et al., 1987).

As variantes (sequéncias) desse genoma, conhecidas como haplétipos,
registram a historia matrilinear de eventos mutacionais, os quais sdo diferenciados
quando uma populagdo ¢ fragmentada no passado e se mantém geneticamente isolada
(interrupgdo ao fluxo génico), o que inevitavelmente leva a uma divergéncia
proporcional ao tempo de separagdo devido a deriva genética e mutagcdo. De forma

contraria, a presenca de fluxo génico homogeneiza as frequéncias alélicas e



haplotipicas, inibindo assim a especiagdo e o alcance da monofilia reciproca
(SLATKIN, 1985). Todas essas caracteristicas tornam essa molécula uma excelente

ferramenta para estudos filogeograficos em espécies animais.

JUSTIFICATIVA

Os peixes sao 0s mais numerosos membros entre os vertebrados, com mais
28.000 espécies descritas (POUGH, JANIS, HEISER, 2008), representando pouco
mais da metade de todos os vertebrados conhecidos. Destas, 41% habitam
estritamente ambientes de dgua doce (NELSON, 2006). A ictiofauna de peixes de
agua doce da América do Sul ¢ a mais rica do mundo e apresenta uma grande
diversidade bioldgica e adaptativa. REIS et al. (2016) relataram a ocorréncia de
5.160 espécies de peixes para essa regido e, estimaram uma diversidade total em
torno de 8.000 a 9.000 espécies de peixes de agua doce para esse continente.
BUCKUP, MENEZES, GHAZZI (2007) registraram a ocorréncia de 2.587 espécies
de peixes de agua doce para o Brasil com a maioria delas ocorrendo na bacia
Amazonica. No entanto baseado em SOARES et al. (2008), a estimativa mais realista
€ que essa bacia abriga mais da metade das espécies descritas por REIS et al. (2003)
para a regido Neotropical. Todavia o conhecimento dessa fauna ¢ ainda incompleto
como atestam as dezenas de espécies de peixes descritas anualmente no Brasil e,
portanto € de se prever que a riqueza total efetiva seja ainda muito maior.

A diversidade de peixes de agua doce do Brasil deve-se principalmente a
presenca de diversos sistemas hidrograficos, com consideravel distin¢ao
ictiofaunistica entre si. Das éareas biogeograficas sugeridas por VARI (1988) e
MENEZES (1996) para peixes de d4gua doce da América do Sul, a bacia Amazdnica ¢

de longe a mais rica em espécies no Brasil e, essa grande riqueza deve-se ndo apenas

a sua grande area (dentro do Brasil, com aproximadamente 4.800.000 kmz), mas,
também a fatores historicos, juntamente com sua heterogeneidade ecoldgica e

complexidade geomorfologica (GOULDING et al., 2003; LUNDBERG, 1998).

Além da enorme diversidade de espécies de peixes, existe a diversidade

criptica que ¢ aquela que ndo pode ser ou ¢ dificilmente detectada usando



ferramentas tradicionais morfologicas e, que pode estar presente em uma grande
parte da diversidade biologica encontrada nos ecossistemas. Essa diversidade parece
particularmente evidente nos peixes Serrasalmideos os quais apresentam grande

numero de espécies com pouca ou nenhuma variagdo morfolégicaaparente.

Esses peixes constituem um grupo monofilético, o qual possui cerca de 90
espécies distribuidas em 17 géneros (incluindo a espécie fossil Megapiranha
paranensis, (CIONE et al., 2009). Sao endémicos das regides neotropicais e, estao
amplamente distribuidos em todos os maiores sistemas de rios da América do Sul,
sendo abundantes nas bacias Amazonica e do Orinoco e, ocorrendo também na bacia
do sistema Parani-Paraguai e na bacia do rio Sdao Francisco (REIS et al., 2003).
Habita uma grande variedade de corpos de 4gua, incluindo o canal principal dos rios,
os lagos, a floresta alagada até ambientes de corredeiras e cachoeiras nas cabeceiras
dos rios (GOULDING, 1980). Muitas espécies de Serrasalmideos, principalmente
dos géneros Piaractus, Colossoma e Mylossoma sao economicamente importantes,
representando uma importante fracdo da pesca comercial no Amazonas e também sdo
utilizados na aqiiicultura (MARSHALL, 1995). Outras espécies sao importantes para
o mercado de peixes ornamentais como as espécies do género Metynnis.
Representantes dos géneros Mylesinus, Myleus e Tometes estdo entre as espécies de
peixes mais importantes para alimentacao nas comunidades indigenas amazodnicas.

Por muito tempo esse grupo de peixes foi considerado uma subfamilia
dentro da familia Characidae (MACHADO-ALLISON, 1985). No entanto, um
estudo filogenético de CALCAGNOTTO et al (2005) sugere fortemente que
Characidae ndao ¢ monofilética e que os Serrasalmideos nao sdao relacionados aos
taxons originalmente localizados dentro da subfamilia Characinae ou a outras
subfamilias dentro de Characidae e sim, que eles sdo mais relacionados com os
Anostomideos. Esses argumentos suportam o status de familia para as piranhas e
pacus. Suas relagcdes com outras familias dentro da ordem Characiformes, no entanto,
permanecem incertas (ORTf & MEYER, 1997; CALCAGNOTTO, SCHAEFER,
DESALLE, 2005; HUBERT et al., 2007a). Na regido Amazodnica, a diversidade de
pacus e piranhas ¢ muito grande e nos ultimos anos esse grupo vem sendo estudado
sob diferentes aspectos, ou seja, morfologicos (JEGU & SANTOS, 2002; JEGU,
TITO DE MORAIS, SANTOS, 1992) genéticos (DE ALMEIDA-VAL et al., 1992;
TEIXEIRA et al., 2006), parasitologicos (KRITSKY, BOEGER, VAN EVERY,
1992), reprodutivos (LEAO et al, 1991; MACIEL, SOARES, PRESTES, 2011),



citogenéticos (SANTANA et al., 2011; NAKAYAMA et al., 2002) e moleculares
(ORTI et al., 1996; PORTO, 1999; HUBERT et al., 2006; FREEMAN et al., 2007).
No entanto, estudos sobre a diversidade genética desses peixes na América do Sul
sdo limitados a algumas espécies ou gé€neros nunca considerando toda a familia
Serrasalmidae. Estudos sobre a estrutura populacional de Serrasalmideos também sdo
poucos sendo realizados, sobretudo com espécies de importancia econdmica como o
tambaqui Colossoma macropomum (SANTOS, RUFFINO, FARIAS, 2007) ¢ a
pirapitinga Piaractus brachypomus (ESCOBAR et al., 2015).

Desvendar essa diversidade criptica nos Serrasalmideos, quantificar a real
diversidade desse grupo nos mais diferentes ambientes amazonicos bem como
caracterizar sua estrutura populacional sdo fundamentais para conhecimento dessa
diversidade o que nos permite analisar melhor as populagcdes desses peixes que

constituem um importante recurso amazonico.



OBJETIVO GERAL

e Investigar a diversidade dos peixes Serrasalmideos na bacia
Amazonica, e analisar comparativamente seus padroes de

diversifica¢ao dentro dessa bacia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a efetividade do DNA barcoding na identificacdo das espécies
de Serrasalmidae

e Verificar a existéncia de linhagens genéticas divergentes dentro dos
Serrasalmideos

e Inferir provaveis padroes de diversificagdo de pacus e piranhas na
bacia amazodnica considerando diferentes estilos de vida

e Estimar o tempo de divergéncia das linhagens de Serrasalmideos
associando a provaveis eventos geologicos ou climaticos que

moldaram a distribui¢cdo da biota amazonica
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CAPITULO I

DNA BARCODE DE PIRANHAS E PACUS (CHARACIFORMES:
SERRASALMIDAE): UM ESTUDO DE AMPLA AMOSTRAGEM NA
AMAZONIA REVELANDO ALTA DIVERSIDADE CRIPTICA
DENTRO DOS SERRASALMIDEOS
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RESUMO

Os peixes constituem o mais diverso grupo de vertebrados viventes,
chegando a representar mais de 50% das mais de 54.000 espécies de vertebrados do
planeta. S6 a ictiofauna da regido Neotropical representa cerca 13% de toda essa
diversidade e ¢ considerada a mais rica do mundo, com mais de 5.000 espécies de
agua doce reconhecidas. Embora muitos estudos sobre a biodiversidade tenham
aumentado nosso conhecimento sobre a diversidade de peixes, estima-se que cerca
de 30 a 40% da ictiofauna Neotropical ndo tenha sido descrita ainda, devido,
sobretudo a dificuldade de identificacio morfologica das espécies em razdo da
grande plasticidade fenotipica apresentada por muitos tdxons. O DNA barcoding ¢
uma metodologia de delimitacdo de espécies que propdem a utilizagdo de um
pequeno fragmento do DNA mitocondrial (Citocromo ¢ oxidase) de
aproximadamente 650 pares de base como um identificador padronizado e tnico, tal
como um cddigo de barras. Essa metodologia tornou-se um meio promissor para a
identifica¢do de organismos em todas as fases da vida, podendo ser um meio rapido e
confidvel para: atribuir espécimes desconhecidos a um grupo taxondmico,
diagnosticar provaveis unidades de conservagdo, € complementar os sistemas de
identificagdo taxonoOmica. A familia Serrasalmidae ¢ constituida por cerca de 90
espécies validas, distribuidas em 17 géneros. E endémica das regides neotropicais e,
esta amplamente distribuida em todos os maiores sistemas de rios da América do Sul.
Habita uma grande variedade de ambientes, incluindo o canal principal dos rios, os
lagos, a floresta alagada até ambientes de corredeiras e cachoeiras com fortes
correntezas. Na regido Amazodnica, a diversidade de pacus e piranhas ¢ muito grande,
no entanto a taxonomia desse grupo nao ¢ bem resolvida ainda. Dada as ameacgas
constantes a manutengao da diversidade dessa familia, sob a forma de pesca
exploratoria e uma constante destruicao de habitats devido a construcao de barragens
para geragdao de energia elétrica, definir o status taxonomico dos membros dessa
familia bem como avaliar a real diversidade desse grupo ¢ necessario para
conservagao e utilizagao racional desse importante recurso. Foram sequenciados em
média 630 pares de base do gene mitocondrial Citocromo ¢ oxidase subunidade I
para 926 espécimes de Serrasalmideos pertencentes a 55 espécies nominais e 11
taxons identificados apenas no nivel de género, representando todos os 16 géneros
viventes dessa familia. A média de divergéncia genética variou de 0% a 13% dentro
das espécies e de 0% a 11% entre as espécies. A andlise de Neighbor-Joining
mostrou que muitas das espécies usadas nesse trabalho (57.3%) formaram grupos
monofiléticos, e puderam ser discriminadas corretamente. No entanto, boa parte dos
taxons (29), se mostraram parafiléticos e apresentaram altos valores de divergéncia
intraespecifica. O DNA barcoding foi efetivo em discriminar aproximadamente 60%
dos Serrasalmideos, das 66 espécies morfologicas foram encontradas 82 espécies
moleculares.

Palavras-chaves: Peixes Serrasalmideos, DNA barcoding, diversidade
criptica, bacia amazonica
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INTRODUCAO

Os peixes constituem o mais diverso grupo de vertebrados viventes,
chegando a representar mais de 50% das mais de 54.000 espécies de vertebrados do
planeta (NELSON, 2006). S6 a ictiofauna da regido Neotropical representa cerca
13% de toda essa diversidade e ¢ considerada a mais rica do mundo (REIS et al.,
2016), com mais de 5.000 espécies de agua doce reconhecidas. Essa regido
representa 25% da ictiofauna de aguas continentais do mundo e, embora muitos
estudos sobre a biodiversidade tenham aumentado nosso conhecimento sobre a
diversidade de peixes, estima-se que cerca de 30 a 40% da ictiofauna Neotropical
nao tenha sido descrita ainda (REIS et al., 2003). Parte dessa situacdo deve-se a
dificuldade de identificagdo morfologica das espécies devido principalmente a
plasticidade fenotipica apresentada por muitos taxons. Essas caracteristicas fazem a
identificagdo taxondmica dessa fauna um grande desafio, inclusive quando sdo
usadas abordagens moleculares para acessar a diversidade animal.

Em 2003, a utilizacao de um fragmento padronizado do citocromo ¢ oxidase
subunidade I do DNA mitocondrial foi proposto por HEBERT e colaboradores como
um método para identificar espécies, o DNA Barcoding. Desde entdo milhdes de
espécimes pertencentes a milhares de espécies tém sido identificados, incluindo ai
mais de 9.500 espécies de peixes (RATNASINGHAM et al., 2007). A metodologia
pressupde que um pequeno fragmento do DNA mitocondrial (Citocromo ¢ oxidase)
de cerca de 650 pares de base pode ser utilizado como um identificador padronizado
e unico, tal como um codigo de barras, para a identificacdo de espécies (HEBERT et
al., 2003), utilizando métodos de distancia para construcao de arvores e usando o
critério de monofilia reciproca (HEBERT et al., 2003; DESALLE et al, 2005). A
efetividade dessa metodologia tem sido repetidamente demonstrada pela
identificacdo de espécies de peixes marinhos e de dgua doce, com uma taxa de
sucesso de mais de 90% (WARD et al., 2005; DE OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2012;
PEREIRA et al., 2013; CASTRO PAZ, BATISTA, PORTO, 2014; DE CARVALHO
et al., 2011). O gene citocromo c¢ oxidase subunidade I (COI) estd presente no
genoma mitocondrial e codifica parte de uma enzima terminal da cadeia respiratoria
da mitocondria. A ideia de utilizar um gene mitocondrial baseou-se nas
caracteristicas apresentadas por esse genoma tais como, possuir um alto nimero de

copias por célula, apresentar tamanho reduzido (aproximadamente 16 kb) em
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compara¢do ao genoma nuclear, organizagdo simples, possuir heranga estritamente
materna com poucas exce¢des de heranca paterna, e por ndo sofrer recombinagdo
(AVISE, 2005; MATIOLI & FERNANDES, 2012). No DNA mitocondrial de
vertebrados ndo existem introns, pseudogenes e, as repetigdes génicas sdo raras
(MATIOLI & FERNANDES, 2012).0 DNA barcoding tornou-se um meio promissor
para a identificacdo de organismos em todas as fases da vida e, ganhou grande
atengdo como um meio universal para a identificacdo de organismos, podendo ser um
meio rdpido e confidvel para: atribuir espécimes desconhecidos a um grupo
taxonomico, diagnosticar provaveis unidades de conservagdo, e complementar os
sistemas de identificacdo taxondmica (RACH et al., 2008).

Para efetividade do DNA barcoding a divergéncia intraespecifica deve ser
menor que as interespecificas, o que ¢ chamado de barcoding gap (HEBERT et al.,
2003; HEBERT et al., 2004). Para tanto, ¢ importante usar um grande nimero de
individuos por espécie em uma amostragem representativa de sua distribuigdo, o que
maximiza a chance de representar a variacdo intraespecifica existente na espécie
(DESALLE et al., 2005). Existe um limite universal de distancia genética, e as
espécies sao identificadas através da presenca ou auséncia de substituicdes de
nucleotideos distintos (RACH et al., 2008).

O DNA barcoding tornou-se um meio promissor para a identificacao de
organismos em todas as fases da vida e, ganhou grande atencdo como um meio
universal para a identificagdo de organismos, podendo ser um meio rapido e
confidvel para: atribuir espécimes desconhecidos a um grupo taxondmico,
diagnosticar provaveis unidades de conservagdo, e complementar os sistemas de
identificacdo taxondmica (RACH et al., 2008).

A familia Serrasalmidae constituida por cerca de 90 espécies validas
(ESCHMEYER & FONG, 2016) estd distribuidas em 17 géneros (incluindo a
espécie fossil Megapiranha paranensis, (CIONE et al., 2009)). Essa familia ¢
endémica das regides neotropicais e, estd amplamente distribuida em todos os
maiores sistemas de rios da América do Sul, sendo abundante nas bacias Amazonica
e do Orinoco e, ocorrendo também na bacia do sistema Parand-Paraguai e na bacia do
rio Sdo Francisco (REIS ef al., 2003). Habita uma grande variedade de corpos de
agua, incluindo o canal principal dos rios, os lagos, a floresta alagada até ambientes
de corredeiras e cachoeiras com fortes correntezas (GOULDING, 1980). Por muito

tempo os Serrasalmideos foram considerados uma subfamilia dentro da familia
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Characidae, no entanto, estudos filogenéticos recentes, (CALCAGNOTTO,
SCHAEFER, DESALLE, 2005; OLIVEIRA et al., 2011; HASHIMOTO et al.,
2011) mostram que as piranhas e pacus formam um grupo bem definido dentro da
Ordem Characiformes, a familia Serrasalmidae. No entanto, as relagdes entre as
espécies e géneros dentro dessa familia ainda ndo foram totalmente esclarecidas.

As primeiras tentativas de classificacdo dos géneros de Serrasalmidae,
baseadas, sobretudo no arranjo e na disposi¢do dos dentes, datam de 1844, com os
trabalhos de MULLER & TROSCHEL, onde os autores reconhecem os membros
dessa familia compondo um grupo homogéneo. A primeira separagdo desse grupo
ocorre em 1915, com EIGENMANN, o qual divide os tdxons em duas subfamilias,
as quais posteriormente, em 1929 seriam agrupadas por NORMAN em uma unica
subfamilia, Serrasalminae. MACHADO-ALLISON (1983) foi o primeiro autor a
realizar uma analise cladistica dessa familia utilizando caracteres morfologicos.
Nessa analise, o autor volta a separar os membros em dois clados, no entanto
mantém o status de subfamilia para o grupo dos pacus e piranhas. A classificacao de
MACHADO-ALLISON (1983) ¢ semelhante aquela proposta por EIGENMANN
(1915), diferindo apenas no posicionamento de Metynnis ¢ Catoprion, os quais pela
primeira vez sdo agrupados com as piranhas. Trabalhos subsequentes, ja incluindo
caracteres moleculares, encontram a subfamilia dividida em trés grupos e ndo dois,
como proposto anteriormente (ORTI ez al., 1996). Em 2008, ja adotando o status de
familia para o grupo (depois dos resultados de CALCAGNOTTO, SCHAEFER,
DESALLE, (2005)), ORTI e colaboradores analisaram novamente as relagdes dos
membros dessa familia utilizando os genes 12S e 16S ribossomais ¢ a regiao controle
do DNA mitocondrial, ¢ obtiveram a mesma divisao para a familia (trés clados), no
entanto, encontram Acnodon monofilético e fortemente relacionada ao grupo Myleus.
Outros trabalhos com Serrasalmidae encontram o mesmo padrdo de agrupamento dos
géneros (CIONE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011; THOMPSON et al., 2014).

Com relagdo aos grandes grupos de Serrasalmidae as relagdes internas do
clado Pacu e clado Piranha s3o relativamente bem resolvidas: no primeiro,
Colossoma e Mylossoma algumas vezes se mostram como géneros irmaos € mais
relacionados & Piaractus, outro género desse grupo (ORTI er al, 1996;
CALCAGNOTTO; SCHAEFER, DESALLE, 2005; FREEMAN et al., 2007;
ORTI et al., 2008; THOMPSON et al., 2014, outras vezes Piaractus ¢ Colossoma
sdo mais relacionados entre si (MACHADO-ALLISON, 1985; CIONE et al.,
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2009; OLIVEIRA et al., 2011). Porém, esse grupo sempre aparece numa posi¢ao
basal dentro de Serrasalmidae, exceto no trabalho de CALCAGNOTTO,
SCHAEFER, DESALLE, (2005), onde Piaractus sozinho aparece como o grupo
mais basal dessa familia, com Mylossoma e Colossoma mais proximos entre si
formando um grupo mais relacionado com as piranhas. A autora no entanto, pede
que o esquema por ela encontrado seja analisado com cautela, uma vez que analise
com esse detalhamento taxondmico ndo foi o objetivo de seu trabalho. Dentro das
piranhas, indefinigdes parecem ocorrer apenas nas relagdes entre Pristobrycon e
Serrasalmus. MACHADO-ALLISON em 1985, em uma analise morfoldgica ja havia
observado algumas espécies de Pristobrycon mais relacionadas com o género
Serrasalmus, e apenas P. striolatus mais separada deste e mais proxima de
Pygopristis. Esse padrao de relacionamento das espécies dos dois géneros aparece
em todos as analises subsequentes. ORTI et al. (1996) encontra P striolatus mais
relacionada com Catoprion mento e as outras espécies agrupadas com Serrasalmus.
Nesse trabalho, o autor ndo inclui o género Pygopristis, porém em 2008, ORTI e
colaboradores encontram a mesma separagcdo de P. striolatus, mas dessa vez mais
relacionada com Catoprion mento e Pygopristis denticulata, e restringem
Pristobrycon a uma unica espécie, P. striolatus, alocando as demais espécies desse
género em Serrasalmus.

Dentro do grupo Myleus as relagdes entre seus membros ainda sao confusas.
GERY (1977), baseado na morfologia dentaria, considerou quatro subgéneros dentro
de Mpyleus (Myloplus, Paramyloplus, Prosomyleus e Myleus). MACHADO-
ALLISON & FINK, (1995), no entanto, rejeitam essa classificagdao alegando falta de
autapomorfias que suportem essa subdivisio. Em 2002, JEGU & SANTOS
reavaliaram o material-tipo atribuido a Myleus e seus subgéneros por GERY em
1977, e concluiram que somente Myleus setiger € M. knerii pertenciam a esse género,
realocando as outras espécies para o género Myloplus. Nesse mesmo ano, JEGU et al.
(2002) reabilitaram o género Tometes, o qual havia sido colocado em sinonimia com
Mpyleus setiger desde 1860. Desde as analises morfologicas de MACHADO-
ALLISON, (1983) os géneros do grupo Myleus ja se mostravam parafiléticos e, nas
analises mais recentes incluindo dados moleculares, esse padrdo se repete. ORTI et
al.(1996), na primeira analise molecular dos membros de Serrasalmidae, encontraram
espécimes de pacus ndo relacionadas a nenhum dos trés géneros utilizados na analise

(Myleus, Mylesinus e Utiaritichthys) e sugerem portanto, um novo género dentro
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dessa familia para abrigar esses espécimes. Em 2008, ORTI e colaboradores utilizam
um maior nimero de espécies de pacus em mais uma analise molecular de
Serrasalmidae, e encontram um clado composto de Myleus setiger, Mylesinus e
Tometes relativamente bem suportado e outro clado formado por espécies do género
Myloplus com alto suporte estatistico. THOMPSON et al. (2014) sugeriram que o
grupo Myleus abrigava espécies cripticas e uma grande diversidade taxonémica no

nivel de género.

Muitas espécies dessa familia, principalmente dos géneros Piaractus,
Colossoma e Mylossoma sdao economicamente importantes, representando uma
importante fracdo da pesca comercial na Amazonia e também sio utilizados na
aquicultura (MARSHALL, 1995). Espécies do género Metynnis sao importantes para
o mercado de peixes ornamentais, enquanto as espécies dos géneros Mylesinus,
Myleus e Tometes estdo entre as espécies de peixes mais importantes para
alimentacdo nas comunidades indigenas amazodnicas (SANTOS et al., 1997;
PAGEZY & JEGU, 2002).

Na regido Amazonica, a diversidade de pacus e piranhas ¢ muito grande e
nos ultimos anos esse grupo vem sendo estudado sob diferentes aspectos, ou seja,
morfologicos (JEGU, TITO DE MORAIS, SANTOS, 1992; JEGU, SANTOS, 2001;
ANDRADE, GIARRIZZO, JEGU, 2013; OTA, 2015) genéticos (DE ALMEIDA-
VAL et al., 1992; TEIXEIRA et al., 2006), parasitologicos (VAN EVERY &
KRITSKY, 1992; KRITSKY, BOEGER & VAN EVERY, 1992), reprodutivos
(MACIEL, SOARES, PRESTES, 2011), citogenéticos (PORTO, 1999; SANTANA et
al.,2011; RIBEIRO, MATOSO, FELDBERG, 2014; NAKAYAMA, FELDBERG,
BERTOLLO, 2012) e moleculares (ORTi et al., 1996; HUBERT et al., 20006;
FREEMAN et al., 2007; ORTI et al., 2008; THOMPSON et al., 2014).

Dada as ameacas constantes a manuten¢do da diversidade dessa familia,
materializadas sob a forma de uma pesca exploratdria intensa sobre alguns taxons,
seja para consumo humano ou para um crescente mercado de aquarofilia, além da
constante destruicdo de habitats de alguns grupos como resultado da construgdo
desenfreada de barragens para geracdo de energia elétrica, definir o status
taxondmico dos membros dessa familia bem como conhecer suas relagdes
filogenéticas, associado claro, a um melhor conhecimento da biologia das espécies e
suas interagdes ecologicas, sdo acdes fundamentais e necessarias para conservagao e

utilizacdo racional desse importante recurso.
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MATERIAL E METODOS

Amostragem de peixes

As coletas para retirada de tecidos foram realizadas nos rios Tocantins,

Araguaia, Xingu, Tapajos e Aripuand no Escudo Brasileiro; nos rios Jari, Paru,

Trombetas, Nhamund4, Jatapu, Pitinga, Branco, Negro ¢ Orinoco no Escudo das

Guianas, além de outras localidades da calha Solimdes-Amazonas e dos rios Javari,

Jurud, Japura, Purus e Guaporé. Também foram realizadas coletas na bacia do rio

Sao Francisco e no rio Sao Domingos no estado do Maranhao (Figura 01). Nas areas

de corredeiras as coletas foram realizadas com a ajuda de pescadores locais que

conhecem as areas de pedrais. Aamostragem foi realizada com a utilizagdo de

baterias de malhadeiras, tarrafas e anzol. Nas areas fora de corredeiras, foram

explorados os mais diversos ambientes possiveis onde ocorrem os Serrasalmideos.

-720°00" -60°0'0" -50°00"

0°0'0" ™ 0°0'0"

-10°0'0" -10°0'0"

-70°0"0" -60°0'0" -50°0'0"
Figura 01. Localidades amostradas na bacia do rio Orinoco, bacia Amazdnica e
bacia do rio Sdo Francisco

18



Os exemplares coletados, quando necessario, foram sacrificados com uma
dose letal de anestésico a base de 6leo de cravo (Eugenol), e triados. Individuos de
pequeno porte foram preservados em alcool 95% e, dos individuos maiores foi
retirada a nadadeira peitoral e o tecido muscular associado os quais foram
preservados em alcool 95%, e o resto do exemplar fixado em formalina (10%). As
amostras de tecido foram depositadas na Colecdo de Tecidos de Genética Animal da
Universidade Federal do Amazonas - UFAM e, os vouchers na Colegdo Ictioldgica
do INPA. A identificagdo taxondmica das espécies foi feita por especialistas no
grupo e com uso de chaves dicotdmicas, literatura especializada, e comparagdo com
exemplares depositados em museus e cole¢des cientificas. Todas as coletas foram

realizadas com autorizacio do IBAMA/MMA.
Marcadores moleculares e extracdo de DNA

Para a identificagdo molecular dos Serrasalmideos foi utilizado o gene
mitocondrial Citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI). O DNA genomico foi
extraido seguindo os procedimentos gerais de: rompimento da célula, separagao dos
acidos nucleicos através da remoc¢do de proteinas e restos celulares e, purificagdao
final. Para tanto foi utilizada uma solucao de CTAB 2% (NaCl, EDTA 0,5M, Tris
HCL 1M, PVP polivinil) (DOYLE; DOYLE, 1987), com algumas modificagdes e

adicao de Proteinase K.
Amplificagdo do gene COI

O gene mitocondrial COI foi amplificado por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) com o coquetel de primers Mafish (FishF2_ FishR2 e VF2 VR1d)
(IVANOVA et al., 2007). As reagdes de PCR tiveram um volume final de 15 pl
sendo: 1pul de DNA gendmico total; 1,2 ul de MgClx (25mM); 1,2 pul de DNTP
(10mM); 1,5 pl de Buffer 10X( 75 mM Tris HCL, 50 mM KCL, 20 mM (NH4)2S04);
1,5 ul do coquetel de primers; 0,3 ul de Taqg DNA Polimerase (1U) e 8,3 pl de H20.
As condic¢des de PCR foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C por 1 minuto
(uma unica vez), 35 ciclos de desnaturacdo a 93°C por 10 segundos; anelamento a
50°C por 40 segundos e extensdo final a 72°C por 1:30 minutos e extensdo final a

72°C por 5 minutos (uma Unica vez).
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Sequenciamento

Os PCRs de sequenciamento tiveram um volume final por amostra de 10 pl,
sendo: 2 pl de DNA amplificado e purificado; 2 pl do primer; 0,5 ul do Big Dye;
1,45 pl de tampao do Big Dye ¢ 4,5 ul de dgua milig. Em seguida, as amostras foram
submetidas ao termociclador Eppendorf com ciclos assim programados: 10 segundos
a 96° para desnaturacdo das fitas complementares, 15 segundos a 50°C para o
pareamento dos primers € 4 minutos a 60°C para a extensao da regido sequenciada.
Em seguida, as amostras de DNA resultantes deste PCR foram submetidas ao
protocolo de precipitacdo Etanol 100%/EDTA. A placa contendo o DNA foi entdo
submetida a eletro-inje¢do e as sequencias nucleotidicas foram determinadas pelo

sequenciador automatico 4B 3500.
Edicdo das sequencias e analise dos dados

As sequencias foram alinhadas utilizando a ferramenta de alinhamento
MAFFT, implementada no software Geneious 7.0.6 (KEARSE et al., 2012) e
editadas manualmente. Estas foram entdo traduzidas em aminoacidos hipotéticos
para verificagdo de inser¢oes, delecdes e codons de parada inesperados. As distancias
intra e interespecificas foram calculadas utilizando o modelo de distancia Kimura-2-
Parametros (KIMURA, 1980) e, para a determinacdo dos grupos especificos,
utilizou-se o método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbour-Joining, NIJ)
(SAITOU; NEI, 1987) sob o modelo K2P (KIMURA, 1980) para a representacao
grafica dos padrdes de divergéncia entre as espécies. A confiabilidade de cada né foi

estimada pelo método de bootstrap, com 1000 réplicas (FELSENSTEIN, 1985).

RESULTADOS

Foram sequenciados em média 630 pares de base do gene mitocondrial
Citocromo c¢ oxidase subunidade I para 926 espécimes de peixes pertencentes a 55
espécies nominais e 11 tdxons identificados apenas no nivel de género, representando
todos os 16 géneros viventes da familia Serrasalmidae (Tabela 01). O nimero de
individuos por espécie variou de um (Myloplus planquetei, Tometes makue, T.
trilobatus, espécies com distribuicdo restrita as drenagens do Escudo das Guianas) a

80 (Serrasalmus rhombeus, com ampla distribui¢do na América do Sul). Foram
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adicionadas ao banco de dados 110 sequencias de Serrasalmidae baixadas do Bold
(Barcode of Life Data System). Essas sequéncias foram provenientes principalmente
da bacia do rio Parana, o qual ndo foi amostrado em nossas coletas, e do rio Sao
Francisco, de onde coletamos um baixo nimero de amostras, e foram usadas para
comparagdo com as espécies de Serrasalmidae das bacias do Amazonas e Orinoco,
coletadas no presente estudo.

O banco de dados total consistiu de 1036 sequencias, sendo 98,7% delas
(1023) maiores que 500 pares de bases. Nenhuma delecdo, inser¢do ou codon de
parada inesperado foi observado nas sequencias, € a composi¢do nucleotidica do
banco de dados foi assim definida: A =22.9%, C=31%, T =27.7%, G = 18.4%.

A média de divergéncia genética variou de 0% a 13% (média de 2.5%)
dentro das espécies e de 0% a 11% (média de 2.2%) entre as espécies (Tabela 02).

A andlise de Neighbor-Joining mostrou que 57.3% das espécies usadas
nesse trabalho formaram grupos monofiléticos, e puderam ser discriminadas
corretamente (Figura 02, Tabela 02). No entanto, 29 taxons se mostraram
parafiléticos e apresentaram altos valores de divergéncia intraespecifica. Dentro das
39 espécies e morfotipos que puderam ser discriminados, 10 apresentaram valores de
divergéncia interespecifica menor que 2% (valor de corte adotado aqui para
delimitacao de espécies). No entanto esses valores ainda permitiram a discriminagdo
entre espécies, uma vez que as mesmas formaram coesivos grupos com haplotipos
exclusivos.

Para facilitar o entendimento das analises, mantivemos aqui a divisao da
familia em trés principais grupos, como proposto por ORTI et al, 1996: grupo dos
pacus, composto pelos géneros Colossoma, Piaractus e Mylossoma, nesse trabalho
chamado de grupo A; grupo das piranhas, composto por Serrasalmus, Pygocentrus,
Pristobrycon, Pygopristis, Catoprion e Metynnis, nesse trabalho chamado grupo B; e
grupo Myleus, composto pelos géneros Myloplus, Myleus, Mylesinus, Ossubtus,
Utiaritichthys e Tometes, neste trabalho considerado grupo C.

Dentro do grupo A, apenas C. macropomum e M. aureum puderam ser
discriminados corretamente. Piaractus brachypomus apresentou uma linhagem na
bacia do rio Orinoco e outra na bacia do Amazonas, enquanto P. mesopotamicus
formou uma unica linhagem junto com P. brachypomus do Amazonas. Mylossoma
duriventre apresentou trés linhagens, sendo uma na bacia do Orinoco e duas

linhagens na bacia do Amazonas, sendo uma composta de individuos de M.
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duriventre mais Mylossoma sp., e outra somente com individuos de M. duriventre da
calha do Solimdes-Amazonas e da bacia do rio Madeira (Figura 02).

No grupo B, quatro das oito espécies do género Metynnis foram
discriminadas corretamente. No entanto, quatro delas se mostraram parafiléticas
apresentando linhagens muito divergentes: M. hypsauchen apresentou duas
linhagens, sendo uma exclusiva do rio Tocantins e outra abrangendo rios dos
Escudos Cristalinos do Brasil Central e Escudo das Guianas. Metynnis maculatus
também apresentou duas linhagens divergentes: uma delas compreendendo amostras
da bacia do rio Orinoco e do alto rio Negro, e outra formada por M. maculatus da
bacia do Parani e do rio Itapecuru e por M. linppicottianus do Sao Francisco e
Metynnis sp. da bacia do rio Jari. Com relagdo as piranhas desse grupo, as espécies
dos géneros Pygopristis, Catoprion e Pygocentrus foram corretamente
discriminadas. Porém, algumas espécies dos géneros Pristobrycon e Serrasalmus
nao. Dentro de Pristobrycon, apenas P. striolatus foi corretamente discriminada,
enquanto que os morfotipos identificados como Pristobrycon sp., Pristobrycon sp.
rio negro e Pristobrycon cf. eigenmanni ficaram agrupados com espécies do género
Serrasalmus. Das 15 espécies do género Serrasalmus, apenas quatro puderam ser
identificadas corretamente, as outras 11 se mostraram parafiléticas com linhagens
muito divergentes, ou com divergéncia genética muito baixa entre espécies. Esse
género, a exemplo do grupo Myleus, ¢ problematico, sobretudo com respeito a
Serrasalmus rhombeus, espécie que apresenta uma variagdo ontogenética muito
grande, algumas vezes sendo identificada erroneamente como outra espécie do
género Serrasalmus (MACHADO-ALLISON, 1985). Essa espécie apresentou trés
linhagens distintas dentro da andlise: uma na bacia dos rios Tocantins-Araguaia
composta de S. rhombeus e S. gibbus; uma segunda, restrita a por¢do alta do rio
Xingu, composta apenas por S. rhombeus, e uma terceira com maior abrangéncia na
América do Sul, a qual engloba espécimes identificados como S. gibbus e S.
maculatus. Serrasalmus compressus da bacia do Madeira e S. marginatus da bacia do
Parand formaram um unico grupo e assim ndo puderam ser discriminadas.
Serrasalmus altispinis, um morfotipo identificado como Serrasalmus sp. robertsoni,
S. rhombeus dos rios Jari e Itapecuru, e S. hastatus ficaram juntas em um grupo com
distancia genética muito baixa entre espécies. Apesar de S. altispinis fazer parte desse
grupo, seus hapldtipos formaram um pequeno subgrupo com uma separacao sutil das

demais espécies.
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O grupo Myleus, aqui denominado grupo C ¢ historicamente o clado mais
complexo dentro de Serrasalmidae uma vez que engloba seis géneros dos chamados
“pacus herbivoros”. Esse grupo foi claramente dividido em dois subgrupos (C1 e
C2), porém sem uma separagdo clara dos géneros. O grupo C1 abrigou espécies de
Myloplus, Tometes, Ossubtus, Mylesinus ¢ Myleus, enquanto o grupo C2 abrigou
espécies de Myloplus, Mpyleus e Utiaritichthys. Embora os géneros sejam
parafiléticos, o DNA barcoding foi capaz de discriminar a maioria das espécies do
grupo. Das 27 espécies ou morfotipos analisados, apenas oito ndo puderam ser
discriminadas usando o cédigo de barras do DNA (Figura 02): Myloplus rubripinnis
que apareceu em oito linhagens diferentes dentro do grupo, sendo cinco delas
misturadas com M. asterias, M. lobatus, M. sp. guariba ¢ Myloplus sp. Outra espécie
que também ndo pode ser discriminada foi M. asterias, a mesma apareceu em cinco
linhagens divergentes: uma composta por M. asterias, M. rubripinnis ¢ M. lobatus;
outra composta exclusivamente por M. asterias da bacia do rio Tocantins; uma
terceira composta por M. asterias € M. rubripinnis da bacia do rio Tapajos; a quarta
linhagem com individuos do rio Aripuana, e uma quinta linhagem composta por M.
asterias € Myloplus gr. asterias. A terceira espécie do grupo Myleus que nao pode ser
discriminada foi Myloplus lobatus, a qual apresentou duas linhagens divergentes:
uma composta de M. lobatus, M. rubripinnis e M. asterias e outra que envolve M.
lobatus e Tometes camunani. O quarto taxon nao discriminado foi um morfotipo
identificado apenas como Myloplus sp., o qual se mostrou parafilético aparecendo em
cinco linhagens diferentes: dentro da linhagem formada por  Myloplus gr.
rubripinnis, dentro das duas linhagens de M. rubripinnis do rio Tapajos, formando
uma linhagem dentro da bacia do rio Itapecuru e uma ultima dentro da linhagem
formada por Myloplus gr. asterias. Myloplus schomburgkii também nao foi
corretamente discriminado uma vez que apresentou quatro linhagens divergentes.
Tometes camunani agrupou com M. lobatus e assim também ndo foi possivel sua
identificacdo correta, assim como o morfotipo Myloplus sp. “guariba”, o qual
agrupou com uma linhagem de M. rubripinnis do rio Tapajos. As demais 19 espécies
e morfotipos dentro desse grupo puderam ser corretamente discriminadas formando

grupos monofiléticos.

DISCUSSAO
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A familia Serrasalmidae ¢ complexa do ponto de vista taxondomico. Embora
ndo haja mais questionamentos sobre a monofilia dessa familia, alguns géneros ainda
permanecem problematicos. Myloplus, Myleus, Mylesinus, Tometes, Pristobrycon e a
espécie Serrasalmus rhombeus sao conhecidamente parafiléticos, necessitando assim
de uma analise mais profunda para confirmagdo de seus status taxonomicos. Nas
revisdes taxondmicas de géneros dessa familia, sinonimizagdes de espécies sao muito
comuns, assim como revalidacdes ou descricdes de novos taxons (MACHADO-
ALLISON, FINK, ANTONIO, 1989; MERCKX, JEGU, SANTOS, 2000; JEGU,
HUBERT, BELMONT-JEGU, 2004; ANDRADE, GIARRIZZO, JEGU, 2013; OTA,
2015; MATEUSSI, 2015). Essa confusdo taxondmica persistente nesses tdxons de
Serrasalmidae pode estar associada a grande diversidade de habitats explorados por
esses peixes, a diversidade de habitos alimentares observados nos membros dessa
familia, bem como a grande variagdo ontogenética apresentada por algumas espécies,
como por exemplo S. rhombeus. A ampla distribuicdo geografica de algumas
espécies de piranhas, assim como o alto grau de endemismo apresentado por alguns
pacus do grupo Myleus tornam uma amostragem mais abrangente desses grupos uma
tarefa dificil, contribuindo assim para dificuldade na definicdo do status de muitos
taxons dessa familia.

Nesse sentido, a utilizagdo isolada de caracteres morfologicos ou caracteres
moleculares para descricao de espécies ¢ bastante criticada, sobretudo quando poucos
individuos por espécie sao amostrados (MEYER & PAULAY, 2005), ou quando
apenas uma pequena parte da riqueza global das espécies ¢ considerada
(BERGSTEN et al., 2012). Nosso trabalho ¢ o primeiro a testar a eficicia do DNA
barcoding na identificagdo de espécies de Serrasalmidae utilizando representantes de
todos os géneros viventes da familia. Onze, dos 12 géneros ndo monotipicos
(Serrasalmidae contém quatro géneros monotipicos) foram representados por mais de
uma espécie, e 92% de todas as espécies utilizadas aqui foram representadas por
multiplos individuos. Nossa amostragem promoveu uma cobertura maior das
espécies de Serrasalmidae o que nos permitiu uma investigagdo mais ampla da
variagdo intraespecifica. No entanto, por se tratar de uma familia composta de alguns
taxons ndo monofiléticos, baixos valores de divergéncia interespecifica eram

esperados.
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O DNA barcoding foi efetivo em discriminar corretamente cerca de 60% das
espécies e morfotipos de Serrasalmidae analisados aqui. Esse percentual ficou muito
abaixo daquele encontrado por PEREIRA e colaboradores (2013) analisando a
ictiofauna da regidao Neotropical (99.2%); APRIL & MAYDEN (2011), analisando a
ictiofauna da América do Norte (90%) e NWANI et al. (2011) com peixes do sudeste
da Nigéria (99.2%). No entanto ficou muito proximo do percentual encontrado por
CASTRO-PAZ ¢ colaboradores (2014) analisando o género Neotropical
Hyphessobrycon (60%) e BENZAQUEM et al. (2015) analisando as espécies do
género Nannostomus (57%). De acordo com PEREIRA e colaboradores (2013), os
valores de divergéncia genética tendem a ser mais baixos quanto maior for o nimero
de taxons proximamente relacionados incluidos na andlise como, por exemplo, em
analises dentro de géneros ou familias com grande numero de espécies.

Dos 16 géneros viventes de Serrasalmidae, quatro sdo monotipicos
(possuem uma unica espécie), no entanto os géneros Serrasalmus, Metynnis e
Mpyloplus (Myleus) possuem um consideravel numero de espécies 28, 14 e 15
respectivamente (REIS er al., 2003; OTA, 2015) e, com excecdo do género
Metynnis, o qual passou por uma revisao taxondmica recentemente (OTA, 2015), os
outros dois géneros sao os mais problematicos do ponto de vista taxondmico dentro
dessa familia (THOMPSON et al., 2014) e apresentaram o maior numero de taxons
com baixa divergéncia interespecifica. Em contrapartida, dez espécies de
Serrasalmidae que foram corretamente discriminadas com o DNA barcoding
exibiram valores de divergéncia intraespecifica acima de 2% apresentando multiplas

linhagens.

Baixa divergéncia interespecifica em Serrasalmidae

Estudos com peixes utilizando a metodologia do DNA barcoding tem
adotado um limiar de corte de 2% de divergéncia para delimitagdo das espécies
(APRIL & MAYDEN, 2011; DE CARVALHO et al.,2011; PEREIRA et al., 2013;
BIRSTEIN et al., 2009; CASTRO PAZ, BATISTA, PORTO, 2014). Esse
percentual estd baseado nos valores de distribuicdo das divergéncias intra e
interespecificas de mais de 188.000 espécimes de peixes, analisados desde a
proposicdo da metodologia (www.boldsystems.org). Embora muitos desses estudos

tenham reportado casos de comparagdes interespecificas com baixos valores de
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divergéncia (DE CARVALHO et al., 2011; APRIL & MAYDEN, 2011; PEREIRA
et al., 2013; BIRSTEIN et al., 2009; CASTRO PAZ, BATISTA, PORTO, 2014;
MELO et al., 2016b), ainda assim muitas espécies puderam ser discriminadas
corretamente usando adicionalmente outras caracteristicas das mesmas como sua
historia evolutiva ou sua distribuigdo geografica. Assim, de acordo com PEREIRA et
al. (2013), o mais razoavel seria a utilizagdo desse valor apenas como um ponto de
partida para investigacao da divergéncia entre espécies de peixes.

Usando esse limiar de corte para delimitar os taxons de Serrasalmidae, 44
espécies e morfotipos analisados aqui apresentaram valores de divergéncia
interespecifica abaixo de 2% e ndo puderam ser discriminadas baseando-se apenas
nesse critério (Tabela 02). Ainda assim, 19 delas apresentaram grupos coesos de
haplotipos, e a identificacdo foi entdo mantida. As outras 25 espécies e morfotipos
com baixa divergéncia genética compartilharam haplotipos e a discriminacao das
mesmas ndo foi possivel. Compartilhamento de haplotipos ocorreu principalmente
dentro do género Serrasalmus e do género Myloplus, porém algumas espécies de
Mylossoma e Metynnis também apresentaram compartilhamento de haplotipos.

Os peixes estdo entre os grupos de animais que mais exibem casos de
compartilhamento interespecifico de haplotipos. Em peixes de d4gua doce do Canada,
8% das espécies analisadas por HUBERT et al. (2008) compartilharam haplotipos;
para os peixes de agua doce da América do Norte, esse percentual foi de 10%
(APRIL & MAYDEN, 2011), e para os peixes de agua doce da Nigéria, 11%
(NWANI et al., 2011). Alguns autores como WARD et al. (2005), APRIL &
MAYDEN (2011) e CASTRO PAZ, BATISTA, PORTO (2014) atribuem esse
padrdo a possiveis eventos de hibridizacdo, separacdo incompleta das linhagens
(incomplete lineage sorting), problemas na taxonomia, até mesmo erros de
identificacdo morfologica das espécies. No caso das espécies de Serrasalmidae ndo
existe na literatura relatos de hibridizagdo natural, assim a explicacao mais provavel
para o elevado nimero de espécies compartilhando haplotipos pode ser a separagdo
incompleta das linhagens devido a recente diversificagdo desse grupo, sobretudo
dentro do género Serrasalmus, ou problemas na taxonomia das espécies, sobretudo
dentro do grupo Myleus. HUBERT et al. (2007) em uma analise filogeografica dos
géneros Serrasalmus e Pygocentrus postulam que a separagdo dos dois taxons
ocorreu ha cerca de oito milhdes de anos com o estabelecimento final do arco do

Vaupés, separando as bacias do Orinoco e Amazonas, com subsequente
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diversificagdo dentro desses gé€neros, associada com o estabelecimento de outros
arcos na América do Sul. Os resultados também mostram que os eventos
cladogenéticos mais antigos dentro das piranhas sdo encontrados nas drenagens mais
altas do continente Sul-Americano dentro dos Escudos das Guianas e do Brasil
Central, enquanto que as espécies ¢ populagdes das areas mais baixas (Planicie
Amazodnica) se originaram mais recentemente nos ultimos quatro milhdes de anos.
MONTOYA-BURGOS (2003) encontraram resultados similares analisando as
espécies do género Hypostomus, com um tempo de divergéncia e posterior radiacao
ocorrendo entre 12 e quatro milhdes de anos atras. Nossos resultados sdo congruentes
com as conclusdes dos autores acima, Pygocentrus cariba aparece, em nossas
analises, como grupo irmao de um clado que engloba todas as espécies do género
Serrasalmus e as demais espécies de Pygocentrus do Amazonas e Sao Francisco,
corroborando assim uma diversificacdo recente das espécies desses dois géneros

dentro da bacia Amazonica, (Fig. 2 grupo B).

HUBERT & RENNO (2006), baseados na distribuicao dos Characiformes,
propdem que as incursdoes marinhas do Pleistoceno podem ter isolado os peixes nas
porcdes altas do continente Sul-Americano (Escudo das Guianas, Escudo Brasileiro e
os Andes) e promovido assim uma maior divergéncia das linhagens, seguido por
episodios de dispersao em direcao a planicie quando o nivel do mar regrediu. Dentro
do grupo Myleus a maior parte das espécies foi discriminada, porém com baixos
valores de divergéncia genética. Tal fato, associado a nossa amostragem
(principalmente nas porg¢des baixas dos tributarios do Amazonas), nos leva a concluir
que estamos lidando com taxons recém-divergidos de Serrasalmidae.

Dentro das piranhas, existem ainda problemas taxonOmicos claros com os
géneros Serrasalmus e Pristobrycon. Em relagdo ao género Serrasalmus, o problema
na identificacdo morfologica das espécies parece estar mais relacionado a variagdo
ontogenética apresentada por algumas espécies desse género, (MACHADO-
ALLISON & FINK, 1996), bem como a ampla distribuicdo geografica de alguns de
seus taxons componentes (MACHADO-ALLISON, 1985). THOMPSON et al.
(2014) analisando as relacdes filogenéticas de Serrasalmidae, observaram que S.
rhombeus foi parafilética em todos os trés métodos de analise testados e sugeriram
que esse taxon ¢ na verdade um complexo de espécies. Os autores ainda consideram

que a dificuldade na identificagdo de S. rhombeus estd associada a sua ampla
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distribuicdo geografica e as mudangas ontogenética apresentadas por esse taxon
(MACHADO-ALLISON & FINK, 1996).

Das 15 espécies morfologicas de Serrasalmus analisadas nesse trabalho,
somente quatro foram discriminadas corretamente, com valores de divergéncia
interespecifica em torno dos 2% (S. manueli, S. elongatus, S. brandtii ¢ S. gouldingi).
As 11 restantes, se resumiram em nove linhagens genéticas com divergéncia
interespecifica abaixo desse percentual. Nossos resultados mostram S. rhombeus
fazendo parte de trés linhagens divergentes dentro da area amostrada e sdo
semelhantes aqueles obtidos por THOMPSON et al. (2014), os quais encontram trés
linhagens divergentes para esse taxon. Serrasalmus rhombeus, em nossa analise, foi
dividida em uma linhagem restrita ao alto rio Xingu e outra com distribui¢do em
todas as bacias amostradas, a qual englobou também S. altispinis, S. hastatus, S.
gibbus e S. maculatus. A linhagem do Xingu foi composta somente por individuos de
S. rhombeus, enquanto a outra, com distribuicdo mais ampla englobou todos os
individuos identificados como S. altispinis e S. hastatus, e alguns individuos
identificados como S. gibbus e S. maculatus. No entanto, Serrasalmus altispinis ¢ S.
hastatus, mesmo compondo essa grande linhagem de S. rhombeus, formaram
pequenos grupos de haplotipos exclusivos e apresentaram uma pequena
diferenciacdo genética com a maior parte dos individuos de S. rhombeus. No caso
dos individuos de S. gibbus e S. maculatus, trata-se claramente de erro na
identificagao dos mesmos, uma vez que linhagens bem definidas desses dois tdxons
também sao discriminadas aqui. Observamos ainda individuos de S. rhombeus
provenientes da bacia do Tocantins-Araguaia compondo uma linhagem com S.
gibbus, endémica da bacia do rio Tocantins (JEGU & DOS SANTOS, 1988).
Embora as duas espécies ocorram em simpatria nessa bacia, consideramos que essa
linhagem seja composta somente por S. gibbus, e que os individuos nela
identificados como S. rhombeus sdo na verdade S. gibbus.

Para outras espécies de Serrasalmus os resultados foram confusos. As duas
linhagens de S. serrulatus abrigam também espécimes identificados como S.
eigenmanni, S. spilopleura e Pristobrycon sp., algumas vezes se resumindo em um
unico haploétipo, o mesmo sendo observado na linhagem de S. spilopleura, a qual
embora mais divergente também congrega individuos de S. eigenmanni e
Pristobrycon sp. No trabalho de HUBERT et al. (2007), esses taxons também

agrupam em um clado com baixa distancia genética, no entanto este ainda foi
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subdividido em dois clados bem suportados, um agrupando Pristobrycon calmoni e
S. serrulatus e o outro juntando S. spilopleura, S. eigenmanni e S. gouldingi, esta
ultima sendo discriminada corretamente em nossa analise.

Com relagdo a Pristobrycon, em todas as analises filogenéticas de
Serrasalmidae, algumas espécies desse género ficam agrupadas com espécies do
género Serrasalmus, se mostrando mais relacionadas com este (MACHADO-
ALLISON, FINK, ANTONIO, 1989; ORTI et al, 1996, ORTI et al, 2008;
CIONE et al., 2009; THOMPSON et al., 2014). Apenas P. striolatus aparece como
um grupo separado e, na maioria das vezes, mais relacionado com Pygopristis e
Catoprion. Em nossa analise, a maior parte dos individuos identificados como
Pristobrycon striolatus ficaram agrupadas em um clado mais relacionado com
Pygopristis  denticulata e Catoprion mento, as quais foram corretamente
discriminadas. Os demais individuos de Pristobrycon (Pristobrycon sp. e
Pristobrycon sp. rio negro) agruparam ou com Serrasalmus serrulatus ou com S.
spilopleura. Esse padrao de relacionamento das espécies de Pristobrycon ja vem
sendo observado desde os trabalhos de MACHADO- ALLISON em 1985, em um
estudo sobre o status genérico e as relagdes filogenéticas dos géneros Pygopristis,
Pristobrycon, Pygocentrus e Serrasalmus. Nesse estudo o autor observa o
compartilhamento de alguns caracteres apomorficos que indicariam uma relagao
filogenética muito préxima entre Serrasalmus e Pristobrycon. Trabalhos posteriores,
incluindo mais espécies de Pristobrycon, como aquele realizado por ORTI e
colaboradores em 1996, confirmam os resultados de MACHADO-ALLISON (1985)
e mostram P. calmoni agrupada com espécies do género Serrasalmus e P. striolatus,
formando um grupo separado mais relacionado com Pygopristis. Recentemente,
THOMPSON e colaboradores em 2014, em sua filogenia multilocus das piranhas e
pacus, encontraram a mesma relacdo entre Pristobrycon e Serrasalmus observada
anteriormente. ORTI et al. (2008) sugerem que somente P. striolatus faga parte do
género Pristobrycon e que as demais espécies sejam remanejadas para Serrasalmus.
Embora em 2004, JEGU considere P. calmoni (espécie tipo de Pristobrycon), como
pertencente a Serrasalmus, e ORTI et al. (2008) restrinjam Pristobrycon a uma tinica
espécie (P. striolatus), até o momento nao foi realizada uma revisdo taxonémica para

definicdo do status genérico das espécies de Pristobrycon.
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Apesar de todos os problemas ja citados anteriormente para os dois géneros,
nossa analise mostra uma separagdo congruente da maioria das espécies de
Serrasalmus e Pristobrycon.

A mesma situagdo de compartilhamento de haplétipos ocorreu entre
algumas espécies dos géneros Myloplus e Tometes (Fig. 2 grupo C). Esses géneros
também fazem parte do grupo Myleus, o qual engloba ainda Mylesinus, Myleus,
Ossubtus e Utiaritichthys, outros géneros parafiléticos de pacus. As relagdes das
espécies dentro desse grande grupo de Serrasalmidae sao confusas, porém a maior
parte delas foi corretamente discriminada pelo DNA barcoding em nossas analises.
Apenas as espécies Myloplus rubripinnis, M. asterias, M. lobatus, Tometes camunani
e um morfotipo identificado como Myloplus gr. asterias compartilharam haplétipos e
a separagao das mesmas nao foi possivel. Myloplus rubripinnis, M. asterias ¢ M.
lobatus formaram varios subgrupos mistos muito proximos entre si € mais
relacionados com Myleus micans, espécie descrita para a bacia do rio Sao Francisco.
No entanto, a situagdo mais complexa evidenciada em nossa analise dentro do grupo
Myleus, foi a jungdo de Tometes camunani com a maior parte dos espécimes
identificados como Myloplus lobatus, formando uma unica linhagem. Tometes
diferencia-se dos demais géneros do grupo Myleus, sobretudo pela morfologia dos
dentes, no entanto, desde sua descricao em 1850 por Valenciennes, as espécies do
género (1. trilobatus e T. unilobatus) ficaram em sinonimia com espécies de Myleus
com quem compartilham dentes incisiformes, até 2002, quando JEGU et al. (2002)
reconheceram 7. trilobatus como a espécie-tipo do género, reabilitando  Tometes.
Tometes camunani foi descrito recentemente (ANDRADE, GIARRIZZO, JEGU,
2013) como uma espécie de Serrasalmidae reofilica, endémica da bacia do rio
Trombetas. Myloplus lobatus, no entanto, tem uma ampla distribuicdo nas bacias do
Amazonas e Orinoco (JEGU, 2003), o que nos leva a concluir que os espécimes
identificados como 7. camunani sdo na verdade M. lobatus. Quatro espécimes
identificados como M. lobatus aparecem ainda em outros clados junto com M.
rubripinnis € M. asterias, o que, no entanto, pode se tratar de erro de identificacdo
desses espécimes, uma vez que a grande maioria deles formou um clado bastante
conciso junto com os quatro espécimes de 7. camunani.

Desde as primeiras tentativas de classificacdo dos taxons de Serrasalmidae
(MACHADO-ALLISON, 1983), os géneros componentes do grupo Myleus se
mostraram problematicos. No trabalho de MACHADO-ALLISON de 1983, apenas
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trés géneros pertencentes a este grupo foram analisados morfologicamente e, mesmo
considerando Mylesinus e Utiaritichthys como géneros validos, o autor sugere que
estes poderiam ser formas especializadas de Myleus, um género que ja se mostrava
parafilético. Em 2014, THOMPSON ¢ colaboradores propdem uma filogenia
multilocus para os Serrasalmidae e da mesma forma, os trés géneros desse grupo
incluidos na analise (Myloplus, Tometes € Mylesinus) se mostraram parafiléticos.
Apesar de algumas revisdes taxondmicas dentro desse grupo (JEGU & SANTOS,
2002; JEGU et al., 2002; JEGU, HUBERT, BELMONT-JEGU, 2004; ANDRADE,
GIARRIZZO, JEGU, 2013), as relagdes entre a maioria dos taxons continua
problematica. A despeito de todas essas incertezas com relagdo ao grupo Myleus,
muitas espécies e géneros dentro desse grupo vém sendo descritas (JEGU, TITO DE
MORAIS, SANTOS, 1992; JEGU & KEITH, 2002; JEGU, MENDES DOS
SANTOS, BELMONT-JEGU, 2002; ANDRADE, GIARRIZZO, JEGU, 2013;
ANDRADE, JEGU, GIARRIZZO, 2016; PEREIRA & CASTRO, 2014).

Serrasalmidae com divergéncia intraespecifica maior que 2%

A descoberta de espécies cripticas e a sinalizacdo de novas espécies de
peixes através de andlises utilizando o DNA barcoding tem aumentado nosso
conhecimento sobre a biodiversidade em diversos taxons e, em muitos casos,
melhorado a compreensdo das relagdes entre estes, o que tem tornado o uso dessa
ferramenta para esse fim, uma realidade (WARD et al., 2005; PEREIRA et al., 2013;
APRIL & MAYDEN, 2011; MELO et al., 2016b; CASTRO PAZ, BATISTA,
PORTO, 2014).

Entre as 66 espécies e morfotipos de piranha e pacu utilizados em nossa
pesquisa, nove (13%) apresentaram valores de divergéncia intraespecifica acima de
2% (Mylesinus paraschomburgkii (2,8%), Mpyleus setiger (2,2%), Myloplus
schomburgkii (9,2%), M. arnoldi (9,1%), M. rhomboidalis (2,3%), Mylossoma
aureum (5,6%), Piaractus brachypomus (3,3%), Metynnis Iluna (3,4%), e
Pygocentrus nattereri (2,1%)) (Fig. 2 Tabela 2) e foram subdivididas em dois ou
mais grupos. Valores altos de divergéncia intraespecifica tém sido registrados em
analises com DNA barcoding e tem revelado a ocorréncia de diversidade criptica em

varios taxons de peixes. PEREIRA e colaboradores em 2013, analisando peixes de
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agua doce Neotropicais, encontraram espécies com divergéncia intraespecifica
variando de 1,4% a 8%, enquanto para peixes de dgua doce da América do Norte,
APRIL et al. (2011) encontraram espécies com até 15% de divergéncia
intraespecifica. CASTRO-PAZ e colaboradores em 2014, analisando as espécies do
género Hyphessobrycon na Amazdnia encontraram divergéncia intraespecifica
variando de 3,6% a 22,2%, o mesmo sendo observado em algumas espécies do
género Curimatopsis (MELO et al. 2016), as quais apresentaram valores de
divergéncia dentro das espécies variando de 4,6% a 20,4%. A limitada capacidade de
dispersao dos peixes de agua doce, em comparacdo com peixes marinhos, pode
promover linhagens divergentes e aumentar as taxas de especiacdo, sobretudo em
taxons com algum tipo de adaptacdo (HELFMAN et al. 2009). Embora os valores
encontrados aqui sejam relativamente mais baixos que aqueles encontrados nos
trabalhos anteriores (2,1% a 9,2%), esses tdxons sdo considerados espécies cripticas,
uma vez que boa parte deles apresentou linhagens com distribuigcdo alopatrica, o que
refor¢a uma historia evolutiva independente para as mesmas, nao corroborando assim
um simples padrao de variacdo genética dentro de uma grande populagao (AVISE,
2000). Das nove espécies de Serrasalmidae com divergéncia intraespecifica maior
que 2%, cinco fazem parte do grande grupo Myleus, o qual abriga varias espécies de
pacus reofilicos, algumas das quais consideradas endémicas de areas de corredeiras e
cachoeiras, e que exibem adaptagdes troficas e comportamentais para a vida nesses
ambientes (ANDRADE, JEGU, GIARRIZZO, 2016; PEREIRA & CASTRO, 2014;
PORTO, 1999; SANTOS, et al., 1997). A maior parte das espécies com
divergéncia intraespecifica alta apresentou valores de distancia genética muito
proximos ao limite de corte de 2% adotado aqui. No entanto, algumas espécies
exibiram linhagens muito divergentes, com valores de distdncia genética acima dos
3%. Myloplus schomburgkii e M. arnoldi foram os tdxons que apresentaram os
valores mais altos, com linhagens separadas principalmente pelo rio Amazonas (Fig.
02, grupo C2). No entanto, M. schomburgkii apresentou uma subdivisdo na linhagem
do escudo das Guianas e duas linhagens no escudo Brasileiro. A linhagem do escudo
das Guianas englobou as amostras dos rios Branco, Negro e Nhamund4, porém um
individuo proveniente do rio Agua Boa do Univini, afluente da margem direita do rio
Branco, formou uma linhagem separada com distancia genética de 9,5%. Para o
escudo Brasileiro, uma linhagem foi composta de individuos proveniente dos rios

Araguaia, Tapajos e baixo Xingu e a outra, composta somente por individuos do alto
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Xingu, a qual foi mais proxima de Tometes makue e divergiu dos outros clados de M.
schomburgkii em 11,7% (Tabela 2). Embora essa espécie seja de facil identificagdo
morfoldgica, ndo podemos certificar a identificacdo dos espécimes do alto Xingu e
do rio Agua Boa, uma vez que os mesmos ndo foram conferidos por especialistas no
grupo. No entanto, podemos afirmar que sdo Serrasalmidae, muito provavelmente
erroneamente identificados como M. schomburgkii.

Myloplus arnoldi também ¢ facil de identificar morfologicamente e
apresentou divergéncia muito alta entre as linhagens (9,1%), sendo maior que a
distancia entre alguns géneros de Serrasalmidae (Tabela 2). Porém, as duas linhagens
sdo monofiléticas e a distribuicdo das mesmas condiz com a distribui¢do da espécie
(rio Amazonas e rios do escudo Brasileiro) (JEGU, 2003), além do fato de nossa
amostragem no escudo das Guianas ter sido realizada na por¢do baixa do rio
Nhamunda, ou seja, dentro da area de ocorréncia da espécie. Embora os pacus do
grupo Myleus sejam taxons antigos dentro de Serrasalmidae, todos os trabalhos que
tem tentado definir as relagdes entre os géneros e espécies desse grupo, nao t€m sido
conclusivos (ORTI et al., 1996; ORTI et al., 2008; THOMPSON et al., 2014).
Portanto, com base no exposto acima, consideramos as linhagens de M. arnoldi,
espécies candidatas nao confirmadas (PADIAL et al., 2010).

Piaractus brachypomus (3,3% de divergéncia intraespecifica) e Mylossoma
aureum (5,6%) também apresentaram linhagens alopatricas, cada espécie com uma
linhagem na bacia do Orinoco e outra na bacia do Amazonas (Fig. 02, grupo A).
ESCOBAR et al. (2015) analisando caracteres morfologicos e moleculares de P.
brachypomus das duas bacias, concluiram que esta espécie forma unidades
evolutivas independentes no Amazonas e Orinoco. Quanto a Mylossoma aureum, em
uma recente revisdo taxonomica do género, MATEUSSI (2015) considera quatro
espécies para esse grupo: M. unimaculatum, com distribuicdo exclusiva nas bacias
dos rios Tocantins e Araguaia; M. duriventre, agora restrita as bacias do Paraguai,
baixo Parand e Uruguai; M. albiscopum, com distribui¢ao nas bacias do Amazonas e
Orinoco; e M. aureum, também com distribuicdo nessas duas bacias. Mylossoma
aureum, em nossas andlises, apresenta o mesmo padrdo de distribuicdo de P.
brachypomus para as bacias do Orinoco e Amazonas, inclusive com valores de
divergéncia intraespecifica semelhantes. Entretanto, nossa analise baseada em apenas
um marcador molecular, ndo nos permite considerar as linhagens dentro de M.

aureum como unidades evolutivas significantes em cada bacia, a exemplo de P.
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brachypomus. Ainda de acordo com MATEUSSI (2015), M. aureum ¢ facilmente
distinguivel de sua congénere simpatrica (M. albiscopum), e ndo apresenta diferengas
morfoldgicas dentro da espécie nas duas bacias.

Pygocentrus nattereri foi a espécie que apresentou o maior nimero de
linhagens intraespecifica, no entanto com os mais baixos valores de divergéncia
(2,1%). As trés linhagens nao apresentam um padrdo definido de distribuicdo (Fig. 2
grupo B), sendo uma composta de individuos provenientes da bacia do rio Guaporé,
outra distribuida nos rios Araguaia, S3o Bento e Itapecuru (os dois ultimos no
Maranhao), e a terceira ocorrendo principalmente na bacia Amazodnica, porém com
alguns individuos do rio Itapecuru compondo essa linhagem (Fig. 02). HUBERT e
colaboradores em 2007, ja haviam observado essa diversidade criptica dentro de
Pygocentrus, com valores de divergéncia intraespecifica variando de 1,2% a 3%,
muito préximos dos valores encontrados em nossa pesquisa. Em uma analise
filogeografica das espécies desse género e do género Serrasalmus, eles encontraram
uma forte associagdo do processo de diversificacdo de P. nattereri na América do Sul
com o padrao de estabelecimento das principais bacias de drenagens no continente
(Amazonas, Parana, Ucayali e Madeira). Nossos resultados apresentaram padrao
similar de distribuicdo das linhagens de P. nattereri aquele obtido pelos autores
acima, diferenciando apenas com relagdo a linhagem da bacia do rio Parana, a qual
nao foi amostrada em nosso trabalho.

Nossa pesquisa com representantes de todos os géneros da familia
Serrasalmidae revelou uma significante quantidade de diversidade criptica nado
reconhecida previamente. Comparando nossos resultados com outros que revelaram
diversidade criptica dentro de espécies de peixes analisadas com DNA barcoding,
ndés concluimos que nosso estudo aumentou ou identificou 19 novos taxons de

Serrasalmidae.

Auséncia de divergéncia interespecifica e espécies distintas que podem ser uma so

Nossa analise dos membros da familia Serrasalmidae revelou divergentes
padrdes de variagdo genética. Alguns taxons apresentaram baixa divergéncia
interespecifica, outros, alta diversidade criptica, até taxons distintos formando um
simples agrupamento genético e, provavelmente, uma simples linhagem evolutiva

foram encontrados em nossos resultados. Esta ultima situacdo foi observada entre
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Piaractus brachypomus (linhagem do Amazonas) e P. mesopotamicus espécie
descrita para a bacia do Parana-Paraguai (Fig. 2, grupo A), e entre Myloplus lobatus,
descrita para as bacias do Amazonas e Orinoco (VALENCIENNES, 1850) e Tometes
camunani, descrita para por¢ao alta do rio Trombetas (ANDRADE, GIARRIZZO,
JEGU, 2013) (Fig. 02, grupo C1). Nossa anélise com Piaractus foi baseada em 13
sequencias de P. brachypomus, sendo seis do Orinoco e sete do Amazonas, ¢ 26 de P,
mesopotamicus, sendo cinco provenientes do rio Sdo Francisco e 21 da bacia do
Parand. Os resultados mostraram o mesmo resultado encontrado por ESCOBAR e
colaboradores em 2015 com P. brachypomus dividida em duas linhagens bem
divergentes, uma na bacia do rio Orinoco e outra restrita a bacia do Amazonas, a qual
formou uma tUnica linhagem com P. mesopotamicus, descrita para a bacia do Parana-
Paraguai. ORTI et al. 2008 também j& haviam obtido resultados semelhantes, no
entanto os autores nao utilizaram amostras de P. brachypomus da bacia do Orinoco,
observando assim somente a auséncia de divergéncia interespecifica entre as duas
espécies de Piaractus do Amazonas e Parana-Paraguai. Ambos os autores nao
comentam sobre a jun¢ao de P. brachypomus e P. mesopotamicus formando uma
unica linhagem evolutiva, no entanto nossos resultados com COI mostram uma
divergéncia intraespecifica de 3,2% em P brachypomus e de 1,1% em P
mesopotamicus, o que refor¢a a subdivisao da primeira em duas linhagens distintas
(Orinoco e Amazonas) e corrobora uma unica linhagem formada por P. brachypomus
(linhagem Amazonas) e P mesopotamicus para o Amazonas ¢ Parana-Paraguai, uma
vez que a divergéncia interespecifica foi zero. Conjuntamente, os resultados
suportam duas espécies para o género Piaractus, uma restrita a bacia do rio Orinoco
e a outra com ampla distribuicdo nas bacias do Amazonas, Parand-Paraguai e Sao
Francisco. Uma revisao do género para definicdo de suas espécies componentes bem
como sua distribuicdo € necessdria, uma vez que esses peixes constituem um
importante recurso econdmico para a América do Sul, sendo importante tanto para as
pescarias como para aquicultura.

Tometes camunani e Mpyloplus lobatus também ndo apresentaram
divergéncia interespecifica e formaram uma Unica linhagem. Nossa andlise utilizou
quatro amostras de 7. camunani e 36 de M. lobatus as quais representaram 12
haplotipos. Myloplus lobatus foi parafilético apresentando duas linhagens
divergentes, uma junto com varios individuos identificados como M. rubripinnis e

mais relacionada com um grupo de M. asterias (Fig. 2 grupo C2) e outro grupo de M.
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rubripinnis do rio Tapajés, e uma segunda linhagem que envolve a maior parte dos
individuos identificados como M. lobatus e todos os quatro individuos de T.
camunani (Fig. 2 grupo C2). O grupo Myleus (Myleus, Ossubtus, Tometes,
Utiaritichthys, Mylesinus e Myloplus) € historicamente um grupo problematico, com
as relagdes entre os géneros ainda ndo bem definidas (MACHADO-ALLISON, 1983;
ORTI et al. 1996; ORTT et al. 2008; THOMPSON et al. 2014). No entanto, embora
os géneros se mostrem parafiléticos ao longo dos estudos filogenéticos, a maioria das
espécies dentro do grupo Myleus foi corretamente discriminada pelo DNA barcoding
em nossa analise; das 26 espécies e morfotipos, 18 foram corretamente identificadas
e confirmadas. As quatro sequencias de 7. camunani, juntamente com as cinco de M.
lobatus do rio Trombetas se resumiram em um unico haplotipo. Por causa da
distribui¢do simpatrica das duas espécies e a total auséncia de divergéncia entre as
mesmas, a explicagdo mais provavel para esse fato seria erro na identificacdo das
espécies. Erro na descricdo de 7. camunani ou erro na identificagdo dos espécimes
atribuidos a essa espécie e que foram utilizados aqui. Embora M. lobatus nao tenha
sido comparado na descrigdo de 7. camunani, a segunda op¢ao parece a mais
razoavel, uma vez que este ultimo tdxon ¢ descrito para as porgdes altas do rio
Trombetas, ao passo que M. lobatus, originalmente foi descrito para o rio Amazonas.
No entanto, os individuos provenientes do rio Trombetas, identificados como M.
lobatus, foram coletados na bacia do rio Erepecuru, afluente da margem esquerda do
rio Trombetas, o qual também faz parte da area de ocorréncia de 7. camunani. Nao
descartamos a possibilidade de 7. camunani ser na verdade uma subpopulacao de M.
lobatus da bacia do rio Trombetas, no entanto, consideramos aqui erro na
identificagao dos espécimes atribuidos a 7. camunani, uma vez que apenas quatro
espécimes identificados como M. lobatus agruparam com outras espécies de
Myloplus. Enfatizamos novamente a necessidade de uma revisao envolvendo todas as
espécies do grupo Myleus, para que se possa definir, ou pelo menos clarear, as
relagdes entre os géneros, pois apesar do grupo formado por M. lobatus e T.
camunani possuir mais individuos do primeiro tdxon, o0 mesmo se mostrou mais

relacionado com outras espécies de Tometes.
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CONSIDERACOES FINAIS

No geral essa primeira andlise da familia Serrasalmidae com DNA
barcoding, confirma os resultados mais gerais das varias analises ja realizadas na
tentativa de elucidar as relagdes desse grupo de peixes Neotropicais. Entre outros,
nossa analise mantém a divisdo da familia em trés grandes clados (Pacu, grupo
Mpyleus e Piranha), com o género Acnodon como grupo irmao do clado Myleus, como
ja havia sido proposto por ORTI et al. (1996); confirma a parafilia dos géneros
Serrasalmus e Pristobrycon, mostrando P. striolatus mais relacionada com
Pygopristis e Catoprion e as demais espécies desse género agrupando com
Serrasalmus, como ja observado por MACHADO-ALLISON (1985), assim como a
parafilia da maior parte dos géneros do grupo Myleus, com persisténcia da
indefinicao do status genérico de muitas espécies desse grupo, como ja mencionado
por JEGU & SANTOS, (2002).

Embora o DNA barcoding tenha discriminado corretamente pouco mais de
50% das espécies e morfotipos analisados aqui, consideramos a metodologia uma
importante ferramenta para auxiliar a taxonomia na identificacdo da megadiversa
fauna de peixes da regido Neotropical. Esse baixo percentual, nos atribuimos
principalmente, ao compartilhamento interespecifico de haplotipos observado entre
boa parte dos taxons dessa familia, sobretudo, dentro do grupo Myleus e entre
algumas espécies de Serrasalmus, como resultado de um processo recente de

diversificagao desses peixes na América do Sul.

Nossa andlise também revelou diversidade criptica em varios tdxons dentro
dos trés clados de Serrasalmidae (grupos A, B e C), alguns com linhagens tdo
divergentes que podem ser consideradas espécies candidatas, sobre as quais
sugerimos uma abordagem integrativa para defini¢do e confirmag¢do de seus status
taxondmicos. Nos referimos aqui as espécies Mylesinus paraschomburgkii, Myleus
setiger, Myloplus schomburgkii, M. arnoldi, M. rvhomboidalis, Mylossoma aureum,

Piaractus brachypomus, Metynnis luna, e Pygocentrus nattereri.

Como pode ser observado, a maior parte da diversidade criptica ocorreu
dentro das espécies do grupo Myleus, o clado de Serrasalmidae com maiores

incertezas taxonomicas até entdo.
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Tabela 1. Lista de espécies e morfotipos de Serrasalmideos utilizados, linhagens moleculares

apresentadas e suas respectivas areas de distribui¢do (bacias de drenagens). (-) auséncia de

linhagens
Género Espécie/Morfotipo Linhagens Bacia hidrografica
Colossoma C. macropomum 1 Orinoco/Amazonas
P. brachypomus 2 Orinoco ¢ Amazonas
Piaractus
P. mesopotamicus - Amazonas/Parana/Sao Francisco
M. aureum 2 Orinoco e Amazonas
M. duriventre 3 Orinoco e Amazonas
Mylossoma
M. sp. “Orinoco” 1 Orinoco
Mylossoma sp. -
M. planquetei 1 Jari
M. torquatus 1 Escudo Brasileiro (Aripuana, Tapajos,
Xingu, Araguaia)
M. lobatus 1 Escudo Brasileiro, Guinas e Japura
M. schomburgkii 4 Escudo Brasileiro ¢ das Guianas
M. rhomboidalis 3 Escudo das Guianas (Branco ¢ Jari),
Xingu
M. arnoldi 2 Nhamunda e Escudo Brasileiro
M. rubripinnis 4 Escudo Brasileiro e das Guianas
Myloplus
M. aff. rubripinnis 1 Xingu
M. gr. rubripinnis 1 Aripuana
M. asterias 2 Tocantins e Aripuana
M. gr. Asterias 1 Escudo Brasileiro, das Guianas e Madeira
M. sp. rio Negro 1 Rio negro
Myloplus sp. 1 Itapecuru-MA
M. sp. “guariba” - Tapajos
Myloplus sp. TLP - Tapajos
M. setiger 3 Escudo Brasileiro e das Guianas
Myleus
M.micans 1 Sao Francisco
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Metynnis

Mpylesinus

Ossubtus

Tometes

Utiaritichthys

Acnodon

Catoprion

Pygopristis

Pristobrycon

Pygocentrus

M. hypsauchen

M. maculatus

M. altidorsalis

M. polystictus

M. lippincottianus
M. luna

Metynnis sp. n
Metynnis sp.

M.
paraschomburgkii

M. paucisquamatus
O. xinguense

T. makue

T. lebaili

T. trilobatus

T. camunani

T. ancylorhynchus
T. kranponhah
T.sp. n

U. longidorsalis
A. normani

A. SENAI

C. mento

P. denticulata

P. striolatus

P. sp. “rio negro”
Pristobrycon sp.
P. Cariba

P. nattereri

Escudo Brasileiro e das Guianas

Alto Orinoco e Alto rio Negro; Parana e
Maranhao

Escudo Brasileiro € das Guianas
Xingu

Escudo Brasileiro € das Guianas
Rio negro; Trombetas

Jari

Jari; Trombetas; Uatuma

Tocantins-Araguaia

Xingu

Rio Negro

Maroni

Jari

Trombetas

Tocantins-Araguaia

Xingu

Tocantins-Araguaia e tapajos
Aripuana

Xingu

Jari

Escudo Brasileiro e das Guianas
Escudo Brasileiro e das Guianas
Escudo Brasileiro e das Guianas
Rio Negro

Branco

Orinoco

Guaporé/Madeira; Araguaia/Maranhao;
Amazonas/Maranhdo
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Serrasalmus

P. piraya

S. elongatus
S. manueli

S. rhombeus
S. compressus
S. marginatus
S. altispinis
S.hastatus

S. sp. “robertsoni’
S. gibbus

S. maculatus
S. serrulatus
S. eigenmanni
S. brandtii

S. spilopleura

S. gouldingi

’

Sao Francisco

Amazonas

Escudo Brasileiro e das guianas
Xingu; Orinoco/Amazonas
Aripuand/Nhamunda

Parana

Escudo Brasileiro e das Guianas
Branco

Madeira

Tocantins-Araguaia

Parana e Madeira

Amazonas

Amazonas

Sao Francisco

Amazonas

Escudo das Guianas e Madeira
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Tabela 2. Valores de distancia genética dentro e entre as espécies e morfotipos de

Serrasalmideos
Espécies/Morfotipo Divergéncia genética

Max. intra Meédia intra Min. inter
Serrasalmus gouldingi 0,006837 0,004801 0,019097
Serrasalmus spilopleura 0,051693 0,048904 0
Serrasalmus eigenmanni 0,036821 0,031781 0
Serrasalmus serrulatus 0,016129 0,014345 0
Serrasalmus brandtii 0,001727 0,001684 0
Serrasalmus maculatus 0,042692 0,041319 0
Serrasalmus rhombeus 0,023217 0,020846 0
Serrasalmus gibbus 0,022988 0,022331 0
Serrasalmus sp. “robertsoni” 0 0 0
Serrasalmus hastatus 0 0 0
Serrasalmus compressus 0,023529 0,020915 0
Serrasalmus altispinis 0,003508 0,002753 0
Serrasalmus marginatus 0,005328 0,004083 0,006504
Serrasalmus manueli 0,013182 0,010780 0,017341
Serrasalmus elongatus 0,010256 0,010115 0,018292
Pristobrycon sp. rio negro 0,035842 0,034554 0
Pristobrycon striolatus 0,123809 0,121724 0
Pygocentrus nattereri 0,020725 0,016860 0,013035
Pygocentrus piraya 0,005226 0,004248 0,013035
Pygocentrus Cariba 0,003584 0,003570 0,038535
Catoprion mento 0,018939 0,014790 0,093681
Pygopristis denticulata 0,001851 0,001799 0,102396
Metynnis sp.n 0,016393 0,014720 0
Metynnis luna 0,033333 0,032681 0,059447

Metynnis maculatus 0,117967 0,111978 0



Metynnis lippincottianus
Metynnis sp.

Metynnis polystictus
Metynnis hypsauchen
Metynnis altidorsalis
Piaractus mesopotamicus
Piaractus brachypomus
Colossoma macropomum
Mylossoma duriventre
Mylossoma sp.
Mylossoma sp. Orinoco
Mylossoma aureum
Myloplus gr. Asterias
Myloplus sp.

Myloplus asterias
Myloplus rubripinnis
Myloplus aff. rubripinnis
Myloplus gr. Rubripinnis
Myloplus lobatus
Myloplus sp. guariba
Myloplus arnoldi
Myloplus rhomboidalis
Myloplus schomburgkii
Myloplus sp. rio negro
Myloplus torquatus
Myloplus planquettei
Myleus micans

Myleus setiger

Utiaritichthys longidorsalis

0

0,003663
0,003745
0,106741
0,003809
0,011608
0,032986
0,010582
0,078651
0,005494
0,003787
0,059459
0,010416
0,106732
0,063752
0,059964
0,003300
0,004950
0,100378
0

0,086705
0,023060
0,133333
0

0,032520
0

0,004878
0,021696

0,001650

0

0,003663
0,003745
0,102499
0,003463
0,009793
0,031483
0,007902
0,066186
0,004662
0,003242
0,055785
0,006221
0,103661
0,060157
0,056244
0,002477
0,003839
0,093924
0

0,084228
0,020571
0,111071
0

0,030474
0

0,003958
0,016366

0,001643

0
0
0,043071
0,015544
0,017271
0
0
0,114583
0
0
0,049019
0,052208
0
0
0
0
0,019704
0
0
0
0,096405
0
0
0,022522
0,033840
0,033840
0,082474
0

0,021138
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Mylesinus paucisquamatus
Mylesinus paraschomburgkii
Tometes ancylorhynchus
Tometes kranponhah
Tometes camunani
Tometes sp.

Tometes trilobatus
Tometes makue

Tometes lebaili

Ossubtus xinguense
Acnodon normani

Acnodon SENAI

0,008130
0,028248
0,006734
0,003252
0

0,012411
0

0

0,001626
0,005263
0,006633

0

0,007804
0,024700
0,004796
0,002212
0

0,009479
0

0

0,001626
0,004381
0,006633

0

0,040849
0,047154
0,032520
0,032520
0

0,013961
0,013961
0,073170
0,068292
0,091358
0,010810

0,010810
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RESUMO

A ictiofauna neotropical iniciou sua diversificagdo na Gondwana e,
atualmente sdo reconhecidas 43 familias de peixes de agua doce endémicas desta
regido, entre elas a familia Serrasalmidae, a qual ¢ amplamente distribuida na
América do Sul. Esse grande nimero de familias de peixes é provavelmente um
reflexo da histéria paleohidrolégica e da diversificagdo de habitat ocorridos nos
Gltimos 110 milhdes de anos de isolamento com a Africa. Varias hipoteses, baseadas
em diferentes processos, tém sido propostas para explicar a origem e o padrao (ou os
padrdes) de distribuicdo dessa grande diversidade ictiofaunistica. Entender esses
processos permite inferir modelos hierarquicos de diferenciacdo genética e de
estrutura filogeografica que reflitam a historia geografica da regido. Para contribuir
pra esse entendimento, esse trabalho teve por objetivo analisar a distribui¢do e
estrutura populacional de quatro taxons de Serrasalmideos, bem como determinar e
comparar seus padrdes de diversificacdo na bacia amazonica. Para tanto, foram
utilizadas sequéncias do gene CO1 e da Regido Controle do DNA mitocondrial de
quatro espécies de Serrasalmidae, duas espécies de piranhas (Serrasalmus rhombeus
e Pygocentrus nattereri) e duas espécies de pacus (Myloplus schomburgkii € Myleus
setiger). Serrasalmus rhombeus e P. nattereri apresentaram linhagens altamente
estruturadas dentro da bacia do rio Tocantins- Araguaia. Além disso, o primeiro
taxon apresentou mais uma linhagem divergente na bacia do rio Xingu, enquanto
Pygocentrus nattereri apresentou uma segunda linhagem na bacia do rio Guaporé. As
duas espécies de pacu também apresentaram populagdes bem estruturadas dentro da
area amostrada. Myloplus schomburgkii apresentou duas linhagens bem divergentes,
uma em cada escudo, enquanto M. setiger apresentou quatro grupos bem definidos
dentro da area amostrada, com um padrao de distribuicdo das linhagens por bacia
hidrografica. A evolugdo dos taxons de Serrasalmidae na bacia amazonica apresentou
um padrdo de dispersdo da planicie em dire¢do as drenagens mais altas dos escudos.
Foram observadas populacdes diferenciadas nas porgdes altas dos rios Xingu e
Madeira para as piranhas, possivelmente como efeito da presenca de barreiras fisicas
no curso desses rios, assim como popula¢des de piranhas diferenciadas também na
bacia dos rios Tocantins-Araguaia, provavelmente como efeito da separacdo dessa
bacia do centro de dispersdo dessas espécies, ou seja, a planicie amazonica. Os pacus,
cuja distribuicdo ¢ mais restrita as areas dos escudos, apresentaram padrdes
diferentes de separacdo das linhagens. Enquanto a distribuicdo de Myloplus
schomburgkii parece ser interrompida pelo sistema Solimdes-Amazonas segregando
uma linhagem em cada escudo, Myleus setiger parece se diferenciar nas principais
drenagens dentro dos escudos, em razdo de seu estilo de vida reofilico e sua
especializagdo trofica.

Palavras-chaves: Serrasalmus rhombeus, Pygocentrus nattereri, Myloplus
schomburgkii, Myleus setiger, estrutura populacional, linhagens evolutivas, bacia
amazoOnica
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INTRODUCAO

A ictiofauna neotropical iniciou sua diversificagdio na Gondwana, com
representantes das ordens Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes e
Perciformes presentes na América do Sul e Africa (LUNDBERG, 1998). A
diversidade de peixes de agua doce dessa regido ¢ a maior do mundo, com uma
estimativa de mais de 6.000 espécies ocorrendo nos grandes sistemas de rios da
América do Sul (LEVEQUE et al., 2008). Por conseguinte, a bacia Amazdnica, uma
4rea geografica de cerca de 6.500 km?, com uma incomparavel rede de rios e hébitats
aquaticos, congrega a maior riqueza ictioldogica do planeta com mais de 2.000
espécies descritas (LUNDBERG et al., 2010; TISSEUIL et al., 2013).

Embora os estudos sobre a biodiversidade Neotropical tenham aumentado
ultimamente, nosso conhecimento acerca da diversidade de peixes dessa regido bem
como dos processos biogeograficos que geraram essa diversidade ainda sdo
incipientes. Estima-se que 30 a 40% da ictiofauna neotropical ainda ¢ desconhecida
e, especialistas apontam para algo em torno de 2.000 espécies ainda a serem descritas
(REIS et al., 2016; LEVEQUE et al., 2008). Sdo reconhecidas 43 familias de peixes
de 4gua doce endémicas desta regido (ALBERT, PETRY, REIS, 2011), um provavel
reflexo da historia paleohidroldgica e da diversificagdo de habitat ocorridos nos
Gltimos 110 milhdes de anos de isolamento com a Africa (ALBERT & REIS, 2011).

Estudos nas diversas areas cientificas (geologia, paleontologia, climatologia,
biologia) tém mostrado que a regido neotropical tem uma historia evolutiva longa e
complexa (HOORN et al., 2010; LATRUBESSE et al., 2010; MONTES et al.,
2015; MUNIS, 2013; ROSSETTTI et al., 2015), ¢ intimamente relacionada com a
diversificacdo de sua biota (ALBERT, PETRY, REIS, 2011). Grande parte dessa
diversificagao teve inicio no Cretaceo, cerca de 120 a 100 Ma (ALBERT, PETRY,
REIS, 2011). Mas, nos ultimos 90 milhdes de anos, a América do Sul sofreu suas
mudangas estruturais mais importantes, incluindo ai o intemperismo de antigos
escudos, grandes incursdes marinhas, elevacdo da cadeia dos Andes e de antigos
arcos estruturais, reconfiguracdo do tamanho e padrdo das principais bacias de
drenagem da regido, e periodos de clima muito seco ou muito umido (HOORN et al.,
2010), que promoveram uma incrivel diversificacdo da biota na regido (HUBERT &

RENNO, 2006). No entanto, uma ligagcdo clara da historia fisica da regido com a
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origem, distribuicdo geografica e ecologia das espécies de peixes da fauna
neotropical ndo ¢ totalmente clara (WINEMILLER et al., 2008).

Varias hipdteses, baseadas em diferentes processos, tém sido propostas para
explicar a origem e o padrao (ou os padrdes) de distribuicdo da riqueza da fauna sul-
americana (HUBERT & RENNO, 2006). Embora varias hipdteses de causas da
especiagdo na Amazodnia tenham sido propostas, duas delas sdo as mais difundidas
(RIBAS et al., 2012). Sao elas: a teoria dos refugios, a qual postula que as flutuagdes
climaticas do Pleistoceno causaram ciclos de contracdo e expansdo das florestas
tropicais, promovendo assim isolamento e diferenciacdo das espécies (HAFFER,
1997), e a hipotese de rios, a qual propde que a dinamica formag¢do das grandes
drenagens na Amazonia teria divido a distribui¢do de muitos taxons causando
diferenciacdo (BATES, HACKETT, CRACRAFT, 1998). Outras hipoteses
postuladas para tentar entender esses processos de diversificacdo na Amazonia sao: a
hipotese de Museu, na qual segundo NORES (1999), as espécies se originaram por
diferenciacdo alopatrica nas areas altas da Amazonia durante os periodos de grandes
incursdes marinhas e se acumularam por dispersao nas terras baixas, as quais teriam
funcionado como “museus”; e a hipotese paleografica, onde as mudangas geoldgicas,
como o soerguimento de paleoarcos resultantes da tectonica dos Andes durante o
tercidrio, causariam especiagdo alopatrica, onde cada lado da barreira poderia abrigar
biotas diferenciadas e espécies endémicas (HOORN et al., 1995; HUBERT &
RENNO, 2006).

A estrutura do continente sul-americano ¢ composta de varias unidades
geotectonicas diferentes, como os cratons (Escudos Cristalinos do Brasil Central e
Escudos das Guianas), as bacias intercratonicas (Orinoco, Amazonas, Parnaiba, Sao
Francisco, Parand), as bacias pericratonicas (Iquitos, Llanos, Chacos, Pampas) entre
outras (ALBERT, PETRY, REIS, 2011). Essa heterogeneidade de ambientes com
suas caracteristicas peculiares abriga uma rica biota, e inclui grandes areas de
endemismo na Amazdénia (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).

A América do Sul passou por grandes mudangas na paisagem nos ultimos 20
milhdes de anos até chegar a sua forma atual. O soerguimento das por¢des Norte e
Central da Cordilheira dos Andes, que iniciou ha cerca de 15 milhdes de anos, e
culminou nos ultimos 10 milhdes de anos (LUNDBERG et al., 1998), influenciou
diretamente o estabelecimento dos cursos atuais dos rios da Amazonia, causando

importante reorganizacdo das drenagens do norte da América do Sul (HUBERT &
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RENNO, 2006). No inicio do Mioceno, um sistema fluvial que partia do craton
amazonico em dire¢do as bacias sub Andinas a oeste, sendo dai desviado para o norte
em dire¢do ao mar do Caribe, foi substituido por um imenso sistema de areas
alagadas, conhecido como lago Pebas. No final do Mioceno, o sistema Pebas
progressivamente desapareceu dando lugar ao transcontinental sistema Solimdes-
Amazonas (SACEK, 2014).

Com relagdo ao craton amazonico sua formagdo ¢ muito mais antiga
datando do Pré-Cambriano, possivelmente a formagdo geoldgica mais antiga do
mundo com cerca de quatro bilhdes de anos (WESSELINGH & HOORN, 2011). Os
Escudos sdo principalmente compostos por rochas cristalinas de origem proterozoica,
sobretudo granitos e gnaisses (HUBER, 2006). Pouco se sabe sobre a dindmica dos
rios que drenam os Escudos. No inicio do Mioceno essas drenagens fluiam para o
oeste da Amazonia, porém com o surgimento do arco do Purus, os rios a leste dessa
formacdo passaram a correr na direcdo do fluxo atual do rio Amazonas
(FIGUEIREDO et al., 2009). Embora muito mais antigos, os sistemas de drenagens
do craton amazodnico parecem ter sofrido poucas mudancas (WESSELINGH &
HOORN, 2011).

Como um campo da biogeografia, a filogeografia busca por aspectos
historicos que levaram a distribui¢do contemporanea das linhagens génicas (AVISE
et al., 1998). A realizagao de estudos filogeograficos entre populacdes da mesma
espécie sao mais frequentes, devido a maior facilidade de explicar os padrdes de
distribui¢ao das genealogias na dimensdo geografica. Os processos de dispersdo e
vicariancia de populagdes intraespecificas sdao mais recentes e de carater
microevolutivo, se comparados aos eventos cladogenéticos responsaveis pela
divergéncia entre taxons superiores. Muitos desses estudos tém tentado associar os
padrdes de diversificacdo da biota amazonica com processos climaticos e geologicos
que influenciaram a distribuicdo dos tdxons na América do Sul (LOVEJOY,
ALBERT, CRAMPTON, 2006; WILLIS et al., 2007, HUBERT & RENNO, 2006;
HUBERT et al., 2007a; FARIAS & HRBEK, 2008). No entanto, estudos
filogeograficos em peixes Neotropicais de agua doce sdo ainda raros perto do
elevado nimero de espécies deste grupo.

Ainda assim, a filogeografia associada a filogenia tém dado importantes
contribuicdes para o entendimento da evolucdo das populagdes, espécies e

comunidades de peixes em distintos ambientes neotropicais (PIORSKI et al., 2008),
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sendo este um campo de estudo que leva em questdo os processos que governam a
distribuicdo geografica de linhagens (AVISE, 2004). O entendimento desses
processos permite inferir modelos hierdrquicos de diferenciagdo genética e de
estrutura filogeografica que reflitam a  historia geografica da regido
(BEHEREGARAY, SUNNUCKS, BRISCOE, 2002). Tais inferéncias,
principalmente as relacionadas as reconstrugdes das espécies e a genealogias de
populagdes, sdo baseadas principalmente em sequéncias de genes do DNA
mitocondrial (DNAmt) (LOVEJOY & DE ARAUJO, 2000).

Poucos estudos dessa natureza tém sido realizados sobre as espécies de
peixes da familia Serrasalmidae (pacus e piranhas). HUBERT et al. (2007)
encontraram populagdes de Serrasalmus rhombeus fortemente estruturadas nas
drenagens do alto rio Madeira e, ao contrario do que eles supunham, essa
estruturacdo foi mais relacionada a isolamento por distancia entre as bacias de
drenagens do que a um efeito dos diferentes tipos de agua. Outro estudo populacional
foi realizado por SANTOS, RUFFINO, FARIAS (2007) com Colossoma
macropomum. Com uma ampla amostragem desse taxon na bacia AmazoOnica, 0s
autores concluiram que o tambaqui constitui uma populagdo panmitica na area
analisada. Outros trabalhos analisaram a distribuicao das espécies de um género de
Serrasalmidae em particular como aquele realizado por FREEMAN et al. (2007) com
espécies do género Serrasalmus, HUBERT et al. (2007) com espécies de
Serrasalmus e Pygocentrus ¢ mais recentemente, MATEUSSI, PAVANELLI,
OLIVEIRA, (2016) com espécies do género Mylossoma.

A familia Serrasalmidae consiste de cerca de 90 espécies distribuidas em 17
géneros (incluindo a espécie fossil Megapiranha paranensis, CIONE et al. (2009). E
um grupo de peixes endémico das regides neotropicais, amplamente distribuido em
todos os maiores sistemas de rios da América do Sul, sendo abundantes nas bacias
Amazdnica e do Orinoco, ocorrendo também na bacia do sistema Parana-Paraguai e
rio S@o Francisco (REIS ef al., 2003). Habita uma grande variedade de corpos de
agua, incluindo o canal principal dos rios, os lagos, a floresta alagada, até ambientes
de corredeiras e cachoeiras nas cabeceiras dos rios (GOULDING, 1980).

Indiscutivelmente, conhecer essa grande diversidade de serrasalmideos, bem
como entender os processos geradores dessa diversidade, sio um importante desafio
para a pesquisa cientifica, uma vez que seus habitat estdo sendo constantemente

alterados e os recursos neles presentes estdo sendo cada vez mais explorados, face ao
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aumentado crescimento populacional humano (TURNER et al., 2004). Em vista
disso, nosso trabalho tem por objetivo analisar a distribui¢do e estrutura populacional
de duas espécies de piranhas e duas de pacus herbivoros, bem como determinar e
comparar seus padroes de diversificagdo na bacia amazonica. O proposito maior
deste estudo ¢ contribuir para o conhecimento da diversidade de peixes na América
do Sul e também gerar informag¢des que possam subsidiar planos de conservacio da

ictiofauna amazodnica.

MATERIAL E METODOS

Amostragem de peixes

Para esse estudo foram utilizadas quatro espécies de Serrasalmidae, sendo
duas espécies de piranhas (Serrasalmus rhombeus e Pygocentrus nattereri) ¢ duas
espécies de pacus (Myloplus schomburgkii e Myleus setiger) (Figura 1). A escolha
das espécies para esse trabalho foi baseada no resultado das analises de delimitacao
de espécies realizadas no capitulo I dessa tese. O DNA barcoding evidenciou a
presenca de linhagens bastante divergentes (acima de 2%) dentro de 10 espécies de
Serrasalmidae, mostrando que a diversidade dentro desse grupo de peixes
Neotropicais ¢ subestimada. Trabalhos que busquem investigar a diversidade
intraespecifica da ictiofauna amazonica ainda sdo esporadicos, e especificamente
para os peixes Serrasalmideos o nimero ¢ mais reduzido. O objetivo desse trabalho
foi avaliar o grau de divergéncia das linhagens dentro desses quatro tidxons e

comparar seus padroes de diversificagdo dentro da bacia Amazodnica.
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Serrasalmus rhombeus Pygocentrus nattereri

Myleus setiger

Myloplus schomburgkii

Figura 2. Espécies de Serrasalmidae utilizadas nesse estudo. (a) e (b) Piranhas, (c) e (d) Pacus

As amostras foram coletadas nos rios Sdo Bento (MA), Tocantins, Araguaia,
Xingu, Tapajés, Aripuand e rio S3o Domingos (bacia do Guaporé), no Escudo
Brasileiro; nos rios Jari, Trombetas, Nhamunda, Jatapu, Pitinga, Branco, Negro e
Orinoco, no Escudo das Guianas; além de trés localidades da calha Solimdes-
Amazonas: Igapo-A¢u, Lago Grande de Maués e Itacoatiara (Figura 2). A
amostragem foi realizada com a utilizacdo de baterias de malhadeiras, tarrafas e

anzois.
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Figura 2. Localidades de coleta dos Serrasalmideos na bacia Amazdnica e bacia do Orinoco.

Circulos vermelhos, Serrasalmus rhombeus; laranjas, Pygocentrus nattereri; rosas, Myloplus

schomburgkii; azuis, Myleus setiger

Os exemplares coletados, quando necessario, foram sacrificados com uma
dose letal de anestésico a base de 6leo de cravo (Eugenol), e triados. Individuos de
pequeno porte foram preservados em alcool 95% e, dos individuos maiores, foi
retirada a nadadeira peitoral e o tecido muscular associado, os quais foram
preservados em 4alcool 95%, e o exemplar fixado em formalina (10%). As amostras
de tecido foram depositadas na Cole¢do de Tecidos de Genética Animal da
Universidade Federal do Amazonas - UFAM e, os vouchers na Colegdo Ictiologica
do INPA. A identificacdo taxondmica das espécies foi feita por especialistas no grupo
e com a utilizacdo de chaves dicotomicas, literatura especializada, e comparagdao com
exemplares depositados em museus e colecdes cientificas. Todas as coletas foram

realizadas com autorizagdo do IBAMA/MMA.
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Extragcdao do DNA, Amplifica¢do e Sequenciamento do gene COI e da Regido Controle

O DNA gendémico foi extraido utilizando o protocolo de CTAB 2% (NaCl,
EDTA 0,5M, Tris HCL 1M, PVP polivinil) (DOYLE & DOYLE, 1987), com
algumas modificacdes, e adi¢ao de Proteinase K.

Os dois fragmentos do DNA mitocondrial foram amplificados por Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando o coquetel de primers Mafish
(FishF2_FishR2 e VF2_VRI1d) (IVANOVA et al., 2007) para o COI e os primers
DLOstarirl e ProF para a Regido Controle (Tabela 1). As reacdes de PCR tiveram
um volume final por amostra de 15 pl sendo: 1ul de DNA gendmico total; 1,2 pl de
MgCl12 (25mM); 1,2 ul de DNTP (10mM); 1,5 pl de Buffer 10X( 75 mM Tris HCL,
50 mM KCL, 20 mM (NH4)2S04); 1,5 ul do coquetel de primers (para o gene COI)
e 1,5 ul de cada primer (para a Regido Controle); 0,3 ul de Taqg DNA Polimerase
(10) e 8,3 ul de H20. As condigdes de PCR seguiram os procedimentos gerais de
desnaturagdo inicial a 94°C por 1 minuto (uma tnica vez), 35 ciclos de desnaturagao
a 93°C por 10 segundos; anelamento a 50°C por 40 segundos e extensdo final a 72°C
por 1:30 minutos e extensao final a 72°C por 5 minutos (uma Unica vez).

O produto da PCR foi purificado por reacdo enzimatica utilizando as
enzimas Exonuclease I e Shrimp Alkaline Phosphatase (ExoSap).

Os PCRs de sequenciamento tiveram um volume final por amostra de 10 pl,
sendo: 2 pl de DNA amplificado e purificado; 2 pl do primer; 0,5 ul do  Big Dye;
1,45 pl de tampao do Big Dye e 4,5 ul de dgua milig. Em seguida, as amostras de
DNA resultantes deste PCR foram submetidas ao protocolo de precipitagdo com
Etanol 100%/EDTA, e as sequéncias nucleotidicas foram determinadas pelo

sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems).
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Tabela 1. Primers usadas nas reagdes de PCR para amplificacdo do gene Citocromo C
Oxidase subunidade I - COI e da Regido Controle — DLoop do DNA mitocondrial.

Gene Primers Referéncia
COl1 FishF2 5° TGTAAAACGACGGCCAG 3° Ivanova et al.,
2007

FishR2 3° CAGGAAACAGCTATGAC 5°
VF25" TGTAAAACGACGGCCAG 3
VR1d 3 CAGGAAACAGCTATGAC 5
Dloop  LProF 5’AACYCCCRCCCCTAACYCCCAAAG 3’ Presente

estudo
DLostariR1 3' GTAAAACGACGGCCAGTCCTGGTTTH

5

Edicao de sequéncias e andlise de dados

As sequencias foram alinhadas utilizando a ferramenta de alinhamento
MAFFT implementada no software Geneious 7.0.6 (KEARSE et al., 2012) e editadas
manualmente. As sequéncias do gene COI foram ainda traduzidas em aminoacidos
hipotéticos para verificagdo de inser¢oes, delecdes e codons de parada inesperados.

Para todas as analises, as sequéncias do gene COI e da Regidao Controle
foram utilizadas de forma concatenada para cada um dos individuos. A concatenacao
das sequéncias destas regides ¢ adequada considerando que o DNA mitocondrial ¢
herdado como uma tUnica molécula, sem recombinagdo e todas as sub-regides
experimentam a mesma historia evolutiva devido ao seu padrao de mutacdo
(MEYER, 1993).

As relagdes filogenéticas para cada espécie de Serrasalmidae foram
estimadas através de inferéncia bayesiana com dez milhdes de cadeias de Markov
Monte Carlo (MCMC) no software MrBayes 3.2 (RONQUIST, HUELSENBECK,
TESLENKO, 2011). A cada 1000 geragdes foi realizada a amostragem de uma
arvore. O modelo de evolu¢do molecular que melhor se ajustou aos dados foi
avaliado com o programa jModeltest 2.0 (DARRIBA et al., 2012). Cinco por cento

das primeiras geracdes MCMC foram descartadas e as relagdes filogenéticas e
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probabilidades posteriores estimadas com as arvores restantes. As topologias com
probabilidades posteriores maiores que 0,95 foram consideradas bem sustentadas
(WILCOX et al.,2002).

O compartilhamento de haplotipos ¢ uma das mais fortes evidéncias para
detectar fluxo génico entre populagdes, acompanhado de uma falta clara de monofilia
reciproca entre os haplotipos associados as areas comparadas (WILLIS et al., 2010).
Para testar essa hipdtese entre as populagdes das espécies de Serrasalmidae, foi
realizada uma analise para estabelecer relagdes filogenéticas entre estas, inferida
através de uma abordagem estatistica de maxima verossimilhanca com 2000 réplicas
no programa Treefinder (JOBB, 2011). O modelo evolutivo utilizado foi o
Hasegawa- Kishino-Yano (HKY85) com a probabilidade de mudanca do estado de
um nucleotideo para outro assumido seguir uma distribuicdo gama. Esse modelo foi
previamente determinado no programa jModelTest (DARRIBA et al., 2012), usando
o Bayesian Information Criterion.

Posteriormente, para visualizar a relagao e distribuicdo dos haplotipos obtida
entre as populacdes de Myloplus schomburgkii, Myleus setiger, Serrasalmus
rhombeus e Pygocentrus nattereri, foi utilizado o programa HaploViewer
(SALZBURGER, EWING, VON HAESELER, 2011).

Para testar a hipotese nula de panmixia entre os grupos naturais das espécies
de Serrasalmidae, foi realizada uma Analise de Varidncia Molecular
(AMOVA)(EXCOFFIER, SMOUSE, QUATTRO, 1992), implementada no software
ARLEQUIN 3.11 (EXCOFFIER, LAVAL, SCHNEIDER, 2005), para verificar a
existéncia de populacdes geneticamente diferenciadas entre os pontos de coleta
analisados. O fluxo génico indireto e o grau de estruturagdo das populagdes também
foram avaliados neste software, cuja andlise ¢ baseada nas diferencas das frequéncias

nucleotidicas. Para tanto, foi estimado o ®S7 par a par (WEIR & COCKERHAM,
1984), modificagdo do FST (WRIGHT, 1969), entre todas as localidades amostradas,

com associado valor e significancia estatistica (P) para a rejei¢do ou ndo da hipdtese

nula de panmixia (FST = 0) entre as populagdes comparadas.

Para inferir a estrutura genética e possiveis grupos bioldgicos dentro dos
Serrasalmidae foi utilizado o programa BAPS (CORANDER et al., 2013), o qual
permite a especificagdo a priori do limite superior de grupos (k) a serem testados

pelo algoritmo, onde este tenta identificar a probabilidade posterior da particdo em
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subpopulagdes na faixa de 1 até o k dado a priori. Neste caso, foi testado um k = 20
para Serrasalmus rhombeus e, um k =10 para Pygocentrus nattereri, Myloplus
schomburgkii e Myleus setiger:

Para determinar a relagdo entre as linhagens e o tempo de divergéncia entre
as mesmas foi realizada uma Andlise Bayesiana Coalescente no programa BEAST
1.8.2 (DRUMMOND & RAMBAUT, 2007) usando o modelo de relogio molecular
relaxado (DRUMMOND et al., 2006). Os tempos de divergéncia das linhagens
foram estimados através de uma calibra¢do secundaria utilizando estimativas de
divergéncia dentro do grupo das piranhas (17 Ma) e do grupo Myleus (28 Ma)
publicadas por THOMPSON et al. (2014).

Os parametros para as analises dos dados no BEAST foram assim definidos:
modelos de substituicio (HKY+G) para todas as espécies, um relégio molecular
relaxado ndo correlacionado (adequado para analises no nivel populacional) com
taxa de 1.0 (indicando para o programa gerar os tempos relativos em termos de
nimero de mutacdes). Para as reconstrugdes genealdgicas entre individuos, foi
selecionado um modelo de especiacao de nascimento e morte, com os demais priors
permanecendo os defaults sugeridos pelo programa. A corrida das andlises foi feita
considerando 200 milhdes de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC). A robustez
e validacdo da corrida foram conferidas através dos valores de ESS (> 200) e
autocorrelacao dos parametros. A convergéncia das cadeias foi conferida através do
programa Tracer dentro do mesmo pacote do BEAST.

Informacdes relacionadas com as arvores obtidas, como o numero de
mutacdes, probabilidade posterior, limites da densidade da probabilidade, etc., foram
sumarizadas no software TreeAnnotator assumindo um burn-in de 20 milhdes, e a
arvore anotada visualizada no programa Figtree, ambos dentro do pacote BEAST.

Para inferir a historia biogeografica das espécies de Serrasalmidae, foi
realizada uma abordagem de Dispersdo-Vicaridncia (S-DIVA), YU et al. (2015),
implementada no programa RASP 3.2 (YU et al. 2015). S-DIVA determina as
frequéncias das areas ancestrais reconstruidas para um n6 como o nimero de vezes
que uma darea ocorre no conjunto de reconstru¢des desse nd em um conjunto de
arvores, e soma o produto dessas frequéncias e da probabilidade do né em todas as
reconstrucdes para obter a probabilidade da 4rea ancestral (NYLANDER et al., 2008;
HARRIS & XIANG, 2009). Essa metodologia ¢ baseada na analise de dispersdo-
vicariancia (DIVA) (RONQUIST, 1997) para um conjunto de arvores gerado por
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andlises de inferéncia Bayesiana de filogenias, desta forma gerando uma pseudo-
distribuicdo posterior das areas ancestrais de cada nd6 (NYLANDER et al., 2008;
HARRIS & XIANG, 2009). Tal abordagem contorna dois problemas identificados
na analise de dispersdo-vicaridncia (DIVA). Primeiro: DIVA ignora a incerteza na
inferéncia filogenética, sendo as areas ancestrais reconstruidas em apenas uma arvore
na qual se assume ndo haver erros (NYLANDER et al., 2008). Segundo: ela produz
multiplas reconstrugdes igualmente ideais que muitas vezes resultam em multiplas

reconstrugdes para nos ancestrais (RONQUIST, 1997; NYLANDER et al., 2008).

RESULTADOS

Foram sequenciados em média 600 pares de base do gene mitocondrial
Citocromo C Oxidase subunidade I e 670 pares de bases da Regido Controle para 71
espécimes de Serrasalmus rhombeus, 35 de Pygocentrus nattereri, 26 de Myloplus
schomburgkii e 26 de Myleus setiger. As analises foram feitas separadamente para

cada taxon e os resultados sdao apresentados por espécie.

Serrasalmus rhombeus

O banco de dados concatenado para essa espécie foi composto de 71
sequéncias com 1209 pares de base, sendo sete provenientes do rio Xingu, sete do
Tocantins- Araguaia, quatro da calha do rio Amazonas, seis do rio Tapajos, oito do
rio Branco, sete do rio Orinoco, seis do rio Nhamunda, quatro do Aripuana, seis do
rio Trombetas, nove do rio Pitinga e quatro do rio Jari. Sequéncias de Pygocentrus
cariba foram usadas como grupo externo. O modelo evolutivo mais adequado para
esse banco de dados foi HKY+G. Os resultados da analise Bayesiana mostraram trés
principais linhagens dentro desse tdxon: a primeira composta por individuos
coletados na bacia do rio Xingu, a segunda composta por individuos provenientes da
bacia dos rios Tocantins e Araguaia, e a terceira que reune todos os individuos
coletados nas demais localidades na bacia Amazonica e bacia do rio Orinoco (Figura

3).
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Figura 3. Relacdes filogenéticas dos haplotipos COI e Dloop de Serrasalmus rhombeus.
Topologia gerada por inferéncia bayesiana com valores estatisticos expressos em probabilidade
posterior e bootstrap (maxima verossimilhanga), respectivamente. As cores dos ramos
corespondem as linhagens encontradas nesse taxon.
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O numero de haplotipos entre as localidades variou de um (rio Orinoco) a
sete (rio Xingu). As 71 sequéncias de S. rhombeus foram resumidas em 37 haplotipos
unicos os quais foram compartilhados entre as localidades do Amazonas, Aripuana,
Trombetas, Nhamundd, Branco, Pitinga e Tapajos, com as demais localidades nao
compartilhando haplotipos. As populagdes de S. rhombeus do Xingu e Tocantins-

Araguaia apresentaram haplotipos exclusivos (Figura 4).
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Figura 4. Rede de haplétipos com o gene COI e a Regido Controle mitocondrial representando
as dispersoes de Serrasalmus rhombeus entre as bacias hidrograficas do Amazonas e Orinoco.

A estrutura genética das populagdes de S. rhombeus foi avaliada através da
Analise de Variancia Molecular (AMOVA). Para esse taxon foi realizada apenas uma
analise considerando cada localidade de coleta como uma populagdo. O objetivo
dessa andlise foi determinar os niveis de diferenciagdo genética entre todas as
localidades de S. rhombeus. Os resultados obtidos indicaram a existéncia de uma
diferenciacdo genética forte entre as populagdes, com valor de ®ST = 0,68990
(p=0.000), com maior variabilidade genética entre (68,99%) do que dentro das
localidades (31,01%). Esse alto grau de estruturacdo entre as populagdes foi
confirmado pelo resultado das comparagdes par a par do DST que exibiram
significativos valores de P apos correcdo de Bonferroni, para a maioria das
comparacdes envolvendo as populagdes de S. rhombeus do Xingu, Tocantins-

Araguaia, Orinoco e rio Pitinga (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores de ®sr par a par entre as localidades amostradas para as sequéncias
concatenadas do gene COI e da Regido Controle de Serrasalmus rhombeus. Valor significativo
de P<0,002 em negrito.

Xin Toc AM Tap Bra Ori Nha Ari Tro Pit Jar

Xin -

Toc  0.8634 --

Ama 0.7518 0.8748 --

Tap  0.6950 0.8140 -0.0506 --

Bra  0.7639 0.8613 0.0905 0.0952 --

Ori 0.8959 0.9736 0.4998  0.3666 0.5006 --

Nha 0.7836 0.8968 -0.0171 0.0285 -0.0039  0.5603 --

Ari 0.7752  0.9069 0.0032 -0.0222  0.0830 0.6245 0.0750 --

Tro  0.8401 0.9391 0.0059  0.0514 0.1448 0.6957 0.0818 0.2031 --

Pit 0.9024 0.9716 0.4862 0.4011 0.3617 0.8871 0.5381 0.5901 0.5877 --
Jar 0.7120 0.8465 0.3177  0.3014 0.2999 0.6792 0.3037 0.3648 0.5178 0.7237 --

A anélise de agrupamentos biologicos (BAPS) para S. rhombeus determinou
cinco grupos biologicos (In = -1339.0366) dentro desse taxon. Um grupo exclusivo
do rio Xingu (azul), outro exclusivo da bacia do Tocantins-Araguaia (rosa), um grupo
compartilhado pelas localidades de Amazonas, Tapajos, Branco, Orinoco,
Nhamunda, Aripuana, Trombetas e Pitinga (amarelo), outro grupo compartilhado por
Amazonas, Branco, Nhamunda, Aripuand e Jari (verde), e o quinto grupo

compartilhado apenas por Tapajos e Jari (vermelho) (Figura 5).

Xin  Toc-Ara Ama Tap Bra Ori Nha Ari Tro Pit Jar

Figura 5. Grupos bioldgicos encontrados dentro de Serrasalmus rhombeus utilizando o gene
COI e a Regido Controle do DNA mitocondrial no programa BAPS. Barras de uma mesma cor
indicam o mesmo grupo biologico. Xin: rio Xingu; Toc-Ara: rios Tocantins-Araguaia; Ama:
localidades da calha do rio Amazonas; Tap: rio Tapajos; Bra: bacia do rio Branco; Ori: rio
Orinoco; Nha: rio Nhamunda; Ari: rio Aripuana; Troe: rio Trombetas; Pit: rio Pitinga; Jar: rio
Jari
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Pygocentrus nattereri

As 35 sequéncias concatenadas de P. nattereri, sendo cinco do rio Sao
Bento (MA), sete do Tocantins-Araguaia, quatro da calha do rio Amazonas, uma do
baixo rio Xingu, cinco do rio Tapajos, seis do rio Branco, duas do rio Trombetas ¢
cinco do Guaporé, renderam 971 pares de bases. Destes, 91 foram sitios varidveis
sendo 82 deles informativos para parcimdnia. Como grupos externos foram
utilizados P. piraya, Serrasalmus brandtii e S. gouldingi. O modelo evolutivo
determinado pelo jModelTest para esse banco de dados também foi HKY+G. Os
resultados da analise Bayesiana mostraram trés grupos dentro dessa espécie (Figura
6): (1) grupo Amazonas; (2) grupo Guaporé; (3) grupo Maranhido/Araguaia. O grupo
Amazonas foi composto por individuos coletados em localidades no rio Amazonas
(Maués), rio Tapajds, rio Branco, rio Trombetas e baixo rio Xingu. O grupo Guaporé
foi composto por individuos coletados na bacia do rio Guaporé (cinco individuos) e
por um individuo coletado no Amazonas (Lago Grande de Maués). Grupo
Maranhao/Araguaia composto de individuos de P. nattereri coletados no rio Sao

Bento (Maranhao), no rio Araguaia e no rio Tocantins.
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Planicie Amazénica
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Figura 6. Relagoes filogenéticas dos haplotipos de COI e Dloop de Pygocentrus nattereri.
Topologia gerada por inferéncia bayesiana com valores estatisticos expressos em probabilidade
posterior e bootstrap (méxima verossimilhanga), respectivamente. As cores dos ramos
correspondem as linhagens encontradas nesse taxon.

O namero de haplétipos de P. nattereri variou de um na bacia do Tocantins-
Araguaia a quatro na bacia do Amazonas. As 35 sequéncias foram resumidas em 11
haplotipos, os quais foram compartilhados entre Xingu, Amazonas, Tapajos, Branco
e Trombetas e entre Amazonas e Guaporé. Maranhdo e Tocantins-Araguaia

apresentaram haplotipos exclusivos (Figura 7).
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Figura 7. Redes de haplotipos com o gene COI e a Regido Controle mitocondrial representando
as dispersoes de Pygocentrus nattereri entre as bacias hidrograficas do Amazonas.

A andlise de varidncia molecular (AMOVA) inicialmente foi realizada
considerando cada uma das sete localidades de coleta de P. nattereri (nao
considerando baixo rio Xingu) como uma populacao. Os resultados mostraram uma
forte evidéncia de isolamento entre as populacdes dessa espécie, com ®S7 = 0,86565
(»=0.000). Para a maioria das comparagdes envolvendo as localidades de Guaporé,
Maranhdo e Tocantins-Araguaia, os valores das estimativas par a par do ®ST
corroboraram essa estruturagdo com significativos valores de P, apds corre¢do de
Bonferroni, (Tabela 3). Foi realizada entdo outra analise considerando apenas quatro
populagdes: Guaporé, Maranhdao, Tocantins-Araguaia ¢ Amazonas. Os resultados
foram os mesmos encontrados com as populagdes separadas, com valor de ®ST =

0,86675 (p=0.000). Nas comparagdes par a par do ®ST os valores de P foram

significativos para todas as comparagdes, ap0s corre¢do de Bonferroni.
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Tabela 3. Valores de ®sr par a par entre as localidades amostradas para as sequéncias
concatenadas do gene COI e da Regido Controle de Pygocentrus nattereri. Valor significativo
de P<0,002 em negrito.

Maranhdo Toc Ara  Tapajos Guaporé Amazonas Branco  Trombetas

Maranhdo  --

Toc Ara 0.8354 --

Tapajos 0.9062 0.9799 --

Guaporé 0.8936 0.9842 0.9347  --

Amazonas 0.7475 0.8751 -0.0000  0.6666  --

Branco 0.9000 0.9708 0.4560  0.9221  0.2670 -

Trombetas 0.8741 0.9828 0.1719 09280  -0.0925 0.4453  --

O BAPS determinou trés grupos bioldgicos (In = -324.3005) dentro de P.
nattereri, com as localidades do Rio S3ao Bento (Maranhao) e Tocantins-Araguaia
compartilhando o mesmo grupo bioldgico. A localidade de Guaporé compartilhou
outro grupo com a localidade Amazonas (lago Grande de Maués), o qual também
compartilha um grupo com as localidades de Tapajos, Branco e Trombetas (Figura

8).

MA Tec-Ar Tap Gua AM Bra Tro

Figura 8. Grupos biologicos encontrados dentro de Pygocentrus nattereri utilizando o gene COI
e a Regido Controle do DNA mitocondrial no programa BAPS. Barras de uma mesma cor
indicam o mesmo grupo biologico. MA: rio Sdo Bento (Maranhdo); Te-Ar: rios Tocantins-
Araguaia; Tap: rio Tapajos; Gua: rio Guaporé (alto Madeira); AM: localidades da calha do rio
Amazonas; Bra: rio Branco; Tro: rio Trombetas.
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Myloplus schomburgkii

Para essa espécie, foram analisadas 26 amostras provenientes dos rios Negro
(sete), Branco (sete) ¢ Nhamunda (quatro) no Escudo das Guianas, e rios Tapajos
(seis), Xingu (uma) e Araguaia (duas) no Escudo Brasileiro (Figura 2). O
alinhamento das 26 sequéncias concatenadas rendeu 1.118 pares de bases dos quais
51 foram varidveis e 37 informativos para parcimonia. Como grupos externos foram
usados Myloplus rhomboidalis e Myleus setiger. O modelo evolutivo mais adequado
ao banco de dados de M. schomburgkii foi HKY+G. A andlise Bayesiana indicou
dois grupos para esse taxon (Figura 9). Um grupo para o Escudo das Guianas e outro

para o Escudo Brasileiro.
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Figura 9. Relagoes filogenéticas dos haplotipos COI e Dloop de Myloplus
schomburgkii. Topologia gerada por inferéncia bayesiana com valores
estatisticos expressos em probabilidade posterior e bootstrap (maxima
verossimilhanga), respectivamente. As cores dos ramos correspondem as
linhagens encontradas nesse tdxon.
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O numero de haplotipos entre as localidades variou de um (rio Xingu) a seis
(rios Tapajos, Branco e Negro). As 26 sequéncias desse taxon, foram resumidas em
20 haplétipos tnicos os quais foram compartilhados apenas entre as localidades

dentro do Escudo das Guianas (Figura 10).
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Figura 10. Rede de haplotipos com o gene COI e Regido Controle mitocondrial representando
as dispersoes de Myloplus schomburgkii entre as bacias hidrograficas do Amazonas e Tocantins-

Araguaia.

A estrutura genética das populacdes de M. schomburgkii foi avaliada através
da Analise de Variancia Molecular (AMOVA). Inicialmente foi realizada uma analise
entre as cinco localidades, como um unico grupo hierdrquico, visando determinar os
niveis de diferenciagdo genética entre todas as localidades amostradas. Os resultados
obtidos indicaram que existe uma diferenciagdo genética forte entre as populagoes,
com valor de ®ST = 0,72795 (p=0.000), com maior variabilidade genética entre
(72,79%) que dentro das localidades (27,21%). Nesta andlise, as amostras dos rios
Xingu e Araguaia foram agrupadas em uma unica populacdo em razdo do baixo
nimero amostral em cada bacia e também com base nos resultados da andlise
Bayesiana. Essa forte estruturagdo genética foi corroborada pelas estimativas par a
par do ®ST, onde os valores de P foram significativos para as localidades do Escudo
das Guianas em relacdo as localidades do Escudo Brasileiro (Tabela 4). Dada a forte
estruturagdo observada entre as populagdes de M. schomburgkii dos dois Escudos, foi
realizada outra andlise de varidncia considerando apenas duas populagdes, uma em
cada Escudo. Os resultados obtidos para este agrupamento também demonstraram

uma forte estruturagio entre os dois grupos, com valor de ®S7 = 0,81678 (p=0.000).
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A comparagdo para a par dos valores de ®ST confirmam essa estruturagdo, com

significativo valor de P entre as duaslocalidades.

Tabela 4. Valores de ®sr par a par entre as localidades amostradas para as sequéncias
concatenadas do gene COI e da Regido Controle de Myloplus schomburgkii. Valores
significativos de P<0,002 em negrito.

Negro Branco Nhamunda Tapajos Xin_Ara
Negro --
Branco -0.0401 -
Nhamunda -0.1098 -0.0322 -
Tapajos 0.8232 0.8438 0.7924 -
Xin_Ara 0.8064 0.83792 0.7607 0.1891 -

O resultado do BAPS para M. schomburgkii determinou dois grupos
biolégicos (In = -439.2669) dentro das populagdes desse taxon. As localidades do rio
Negro, rio Branco e rio Nhamundé4 no Escudo das Guianas compartilharam um grupo
biolégico e as localidades do Escudo Brasileiro (Tapajés, Xingu e Araguaia), outro

grupo (Figura 11).

Ne Bra Nha Tap Xin-Ara

Escudo das Guianas Escudo Brasilewro

Figura 11. Grupos biologicos encontrados dentro de Myloplus schomburgkii utilizando o gene
COI e Regido Controle do DNA mitocondrial no programa BAPS. Barras de uma mesma cor
indicam o mesmo grupo biologico. Ne: rio Negro; Bra: rio Branco; Nha: rio Nhamunda; Tap:
rio Tapajos; Xin-Ara: rios Xingu-Araguaia.
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Mpyleus setiger

O alinhamento das 26 sequéncias concatenadas de M. setiger, sendo seis do
Xingu, cinco do Tapajds, cinco do Tocantins-Araguaia, seis do rio Branco, uma do
rio Aripuand e quatro do rio Jari, rendeu 1050 pares de bases, dos quais 71 foram
variaveis e 54 informativos para parcimdnia. Mylesinus paraschomburgkii e
Mpyloplus schomburgkii foram usados como grupo externo. O modelo de evolucao
molecular que melhor se ajustou ao banco de dados foi HKY+G. O método de
inferéncia bayesiana indicou quatro grupos: (1) grupo rio Branco; (2) grupo rio
Tapajos; (3) grupo Xingu/Araguaia e (4) grupo Pitinga/Aripuand (Figura 12). O
grupo rio Branco foi formado apenas por individuos coletados na bacia deste rio
(N=6), assim como o grupo rio Tapajos que foi composto apenas por individuos
dessa bacia (N=5). O grupo Xingu/Araguaia foi composto por individuos coletados
nesses dois rios, € por dois individuos coletados no rio Jari, os quais se mostraram
mais relacionados com os haplotipos do rio Araguaia (N=13). E o grupo
Pitinga/Aripuana foi composto por apenas trés individuos, sendo dois do rio Pitinga e
um do rio Aripuand. A andlise de Maxima Verossimilhanca resultou na mesma

topologia, no entanto os valores de suporte dos grupos ficaram abaixo de 90%.
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Figura 12. Relacgdes filogenéticas dos haplétipos COI e Dloop de Myleus
setiger. Topologia gerada por inferéncia bayesiana com valores estatisticos
expressos em probabilidade posterior e bootstrap (maxima verossimilhanga),
respectivamente. As cores dos ramos corespondem as linhagens encontradas
nesse taxon.

O ntimero de hapldtipos entre as localidades variou de um (rio Aripuand) a

cinco (rios Xingu e Tapajos). Das 26 sequéncias de M. setiger, foram encontrados 23

haplotipos tnicos os quais ndo foram compartilhados entre as localidades analisadas,

mostrando que cada bacia de drenagem abriga haplotipos exclusivos (Figura 13).
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Figura 13. Redes de haplétipos com o gene COI e Regido Controle mitocondrial
representando as dispersdes de Myleus setiger entre as bacias hidrograficas do
Amazonas.

A estrutura genética das populacdes de M. setiger foi avaliada através da
Analise de Varidncia Molecular (AMOVA), e os resultados mostraram uma forte

evidéncia de isolamento entre todas as popula¢des analisadas, com valor de ® ST =

0.7018 (»p=0.000), mostrando que a maior parte da variagdo genética ocorre entre as

populagdes desse taxon. Esses resultados sdo corroborados pelas estimativas par a

par do ST apos correcdo de Bonferroni, onde os valores de P foram significativos
entre todas as localidades (Tabela 5). Para essa anélise, as amostras de M. setiger do
Araguaia, Tocantins e Jari foram agrupadas em uma Unica populacdo devido ao baixo
tamanho amostral em cada bacia, e também com base nos resultados da analise
Bayesiana. O mesmo procedimento foi adotado para as amostras dos rios Pitinga e

Aripuand, que compuseram uma Unica populacao.
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Tabela 5. Valores de ®sr par a par entre as localidades amostradas para as sequéncias
concatenadas do gene COI e da Regido Controle de Myleus setiger. Valores significativos de
P<0,002 em negrito.

Tapajos Xingu Toc_Ara Branco Pitinga
Tapajos --
Xingu 0.5136 --
Toc Ara 0.6632 0.3777 -
Branco 0.8507 0.7473 0.8538 --
Pitinga 0.6948 0.5945 0.7388 0.8000 --

O resultado da analise dos agrupamentos bioldgicos (BAPS) determinou
quatro grupos bioldgicos (In = -798.8589) dentro de M. setiger, com as localidades
do rio Xingu e Tocantins-Araguaia compartilhando o mesmo grupo, assim como as
localidades do rio Pitinga e rio Aripuand que também compartilharam o mesmo grupo
biolégico. As localidades de rio Tapajos e rio Branco apresentaram grupos biologicos

exclusivos de suas bacias (Figura 14).

Tap Xin Tc-Ar Bra Pit-Ari

Figura 14. Grupos bioldgicos encontrados dentro de Myleus setiger utilizando o gene COI e
Regido Controle do DNA mitocondrial no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam
0 mesmo grupo bioldgico. Tap: rio Tapajos; Xin: rio Xingu; Te-Ar: rios Tocantins-Araguaia;
Bra: rio Branco; Pit-Ari: Pitinga-Aripuana.
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Tempo de divergéncia das linhagens de Serrasalmidae

Todos os valores ESS (Effective Sample Size) checados no programa Tracer
v.1.5.0 foram maiores que 260, o que permite assegurar que os parametros do modelo
de evolucdo molecular e as estimativas de tempo de divergéncia entre os linhagens
sdo confidveis, considerando nossa amostragem. Os resultados do BEAST,
assumindo um relégio molecular relaxado ndo correlacionado, mostraram que o
processo de diversificagdo das piranhas carnivoras (piranhas verdadeiras) ¢ mais
recente (aproximadamente 38 Ma) que a diversificagdo dos pacus do grupo Myleus
(40 Ma).

Dentro do grupo das piranhas, a separacdo dos géneros Serrasalmus e
Pygocentrus ocorreu no médio Mioceno héa cerca de 16 milhdes de anos atras. A
partir do final do Mioceno (cerca de seis milhdes de anos) inicia-se o processo de
divergéncia dentro de S. rhombeus quando as populagdes do rio Tocantins-Araguaia e
alto Xingu se separam das demais populagdes desse taxon. A separagao das linhagens
de S. rhombeus do Tocantins-Araguaia daquela encontrada no alto rio Xingu ¢ datada
em aproximadamente quatro milhdes (3,98 Ma) ja no Plioceno, enquanto a separagao
da linhagem do rio Orinoco parece ter iniciado a menos de um milhdo de anos (923
mil anos) no Pleistoceno. A diversificacdo dentro de Pygocentrus nattereri iniciou
um pouco mais tarde, hd cerca de trés milhdes de anos, no final do Plioceno, com a
separagao das populagdes do Amazonas ¢ Guaporé daquelas ocorrendo nos rios
Tocantins-Araguaia ¢ no rio S3o Bento no Maranhdao. Ainda no Plioceno, a
aproximadamente dois milhdes a populacio de P nattereri do alto Madeira
(Guapor€) inicia o processo de separagao das populagdes do Amazonas (Figura 15).

Dentro do grupo dos pacus, a separacdo entre Myloplus schomburgkii e
Mpyleus setiger ocorreu no Oligoceno tardio, a aproximadamente 29 milhdes de anos,
enquanto o processo de separacdo das linhagens dentro dessas espécies teve inicio no
final do Mioceno nos ultimos seis milhdes de anos. A divergéncia das linhagens de
M. schomburgkii data de aproximadamente cinco milhdes de anos (4,9 Ma) no inicio
do Plioceno. Para M. setiger o processo de diversificagdo de suas populagdes teve
inicio mais cedo no final do Mioceno, cerca de seis milhdes de anos atras com a
separagdo da linhagem Pitinga/Aripuand. As divergéncias subsequentes foram a

separacdo da linhagem do rio Branco (5,2 Ma) no inicio do Plioceno, seguida pela
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separacdo da linhagem do rio Tapajos (3,5 Ma) no final do Plioceno, e mais recente a

separacgdo entre Xingu e Araguaia (2,4 Ma) também no final do Plioceno (Figura 15).

1984_M. rhomboidalis
T3_M. paraschomburgkii
— 14955_M. setiger_Ari
L—— PITI164_M. setiger Pit
14068_M. setiger Bra

e 5480_M. sefiger Xin
3087_M. sctiger Ara
15385_M. setiger Tap

11644_M. schomburgkii Tap
12286_M. schomburgkii Neg
15432_P. nattereri MA
2932_P. nattereri_Ara
14107_P. natterer_Ama
15278 _P. nattereri_Gua
15284 _P. piraya

5503_8. manueli

o

:{ 105740_8. rhombeus_Ama
13258 _8. rhombeus_Ori
15015_8. compressus
5955_8. rhombeus_Ara
11071_8. rhombeus_Xin
14688 _P. striolatus

Figura 15. Hipdteses de tempo de divergéncia molecular entre as linhagens de Serrasalmidae.
Estimativas foram calibradas em 17 milhGes de anos (Ma) para as piranhas (tempo de separagio
dos géneros Serrasalmus e Pygocentrus) e 28 milhdes de anos (Ma) para os pacus (tempo de
separacao de Myloplus schomburgkii e Myleus setiger). Retangulo verde, linhagens dentro de
Serrasalmus rhombeus; azul, linhagens dentro de Pygocentrus nattereri; laranja, linhagens
dentro de Myloplus schomburgkii; rosa, linhagens dentro de Myleus setiger. As bolinhas pretas
nos nds indicam o tempo de divergéncia molecular em Ma entre as linhagens, e as barras azuis o
desvio padrdo. Cores diferentes nos ramos indicam linhagens diferentes para cada taxon.
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Figura 16. Historia biogeografica das espécies de Serrasalmidae inferida através da andlise de Dispersdo-
Vicaridncia (S-DIVA). (a) Serrasalmus rhombeus, (b) Pygocentrus nattereri, (¢) Myloplus schomburgkii e (d)
Mpyleus setiger. Setas vermelhas indicam eventos de dispersdo e setas azuis eventos vicariantes com

probabilidade = ou > 0.95

Andlises biogeogrdficas

A reconstrugdo biogeografica de Serrasalmus rhombeus pela metodologia
S-DIVA (Figura 16a) necessitou de um total de 12 eventos, sendo oito de dispersao e
quatro eventos vicariantes. Tal andlise reconstruiu como area ancestral as 4reas da
planicie amazdnica de onde esse tdxon comegou a dispersar para outras areas a cerca
de seis milhdes de anos. A andlise mostra que o alto Xingu e a bacia do Tocantins-
Araguaia comegaram a ser colonizados por S. rhombeus hé cerca de quatro milhdes

de anos, enquanto a colonizacdo do Orinoco por esse tdxon ocorreu a menos de um
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milhdo de anos atras. Ainda de acordo com os resultados de S-DIVA, S. rhombeus do
Tocantins-Araguaia e do alto Xingu se separaram por vicariancia no Plioceno (3,9
Ma), o mesmo ocorrendo com S. rhombeus do Orinoco que separou do Amazonas a
cerca de 900 mil anos no Pleistoceno.

Para o género Pygocentrus, S-DIVA (Figura 16b) necessitou de um total de
19 eventos, sendo 16 de dispersdo e trés eventos vicariantes para a reconstrucao
biogeografica desse taxon. Nessa analise foram incluidas: P. nattereri, da bacia do
Amazonas; P. cariba da bacia do rio Orinoco e P. piraya da bacia do rio Sdo
Francisco. A metodologia reconstruiu como area ancestral a bacia do rio Orinoco, de
onde esse taxon dispersou para as outras areas na América do Sul no final do
Mioceno ha cerca de seis milhdes de anos. As linhagens de P. nattereri separaram
por dispersdao dentro da bacia Amazonica e bacia do Tocantins-Araguaia no Plioceno
ha cerca de trés milhdes de anos. A andlise também recuperou dois eventos
vicariantes durante a dispersdo de P. nattereri na Amazonia, 0s quais separam as
linhagens do Amazonas e Guaporé ha mais ou menos um milhdo de anos, no
Pleistoceno.

A reconstrugdo biogeografica de Myloplus schomburgkii necessitou de
quatro eventos (trés de dispersao e um de vicariancia). A area ancestral reconstruida
para esse tdxon corresponde a area do escudo Brasileiro, com separacao da linhagem
dessa area daquela do escudo Guianense ocorrendo por vicariancia ha cerca de cinco
milhdes de anos (4,9 Ma), no inicio do Plioceno (Figura 16c¢).

Para Myleus setiger vérios eventos de dispersdao e vicariancia moldaram a
distribui¢ao desse taxon na bacia amazoOnica. A area ancestral reconstruida foi a area
de distribuicdo da espécie com pelo menos trés eventos vicariantes separando as
linhagens. Primeiro evento vicariante separou M. setiger do Pitinga/Aripuand das
demais localidades ha aproximadamente 6,5 milhdes de anos atras no final do
Mioceno. Durante o Plioceno, populacdes de M. setiger se estabelecem nas

drenagens do rio Branco e rio Tapajos como resultado de vicariancia (Figura 16d).
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DISCUSSAO

Analises genéticas populacionais e filogeograficas com marcadores
moleculares constituem uma ferramenta poderosa que pode ajudar a elucidar
questdes relativas a estruturacao de populagdes de diversas espécies de organismos,
tais como origem, taxas de divergéncias genéticas, migragdo, tamanhos da
populagdo, sele¢do natural e eventos historicos (SUNNUCKS, 2000).

Neste estudo nos usamos o gene COl e a Regido Controle do DNA
mitocondrial para analisar comparativamente a estrutura populacional e a
diversificacdo de S. rhombeus, P. nattereri, M. schomburgkii ¢ M. setiger na bacia
Amazonica. Esses peixes Characiformes pertencem a familia Serrasalmidae com
ampla distribuicdo nas principais bacias hidrograficas da América do Sul, e

constituem um importante recurso econdémico para a regiao.

Estrutura populacional das piranhas Serrasalmus rhombeus e Pygocentrus nattereri

na bacia Amazonica

Serrasalmus rhombeus e P. nattereri fazem parte do grupo das piranhas
dentro da familia Serrasalmidae e tem uma distribuicdo mais ampla de suas
populagdes dentro do continente Sul-Americano, quando comparadas aos pacus do
grupo Myleus. Esses taxons apresentaram padrdo similar de estrutura populacional
com linhagens altamente estruturadas dentro da bacia do rio Tocantins-Araguaia.
Ambas apresentaram haplotipos exclusivos nessas bacias, sendo que S. rhombeus foi
mais diversa apresentando trés haplotipos, enquanto P. nattereri, apresentou apenas
um haplétipo. Embora a distancia genética observada entre as populacdes das
piranhas tenha sido baixa (em média 1% para P. nattereri e 1,5% para S. rhombeus),
a analise bayesiana de agrupamentos mostra claramente um grupo biologico
exclusivo dessa bacia para cada uma das espécies de piranha (Figuras 5 e 8).

Ambas as espécies apresentaram ainda linhagens divergentes em outras
bacias. Serrasalmus rhombeus apresentou uma linhagem tdo divergente quanto
aquela encontrada na bacia do rio Tocantins-Araguaia, na por¢ao alta da bacia do rio
Xingu. Esta linhagem apresentou uma divergéncia genética menor em relacdo a
linhagem do Tocantins-Araguaia, no entanto ndo houve compartilhamento de

haplotipos com nenhuma outra localidade, confirmando que o alto rio Xingu abriga
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um grupo biologico de S. rhombeus exclusivo. Pygocentrus nattereri apresentou uma
segunda linhagem na bacia do rio Guaporé, no entanto esta compartilhou haplotipo
com a populacdo do rio Amazonas, de quem foi menos divergente. Embora essa
linhagem apresente baixa diversidade haplotipica (apenas dois haplétipos), a mesma
ndo se encontra isolada na bacia do rio Guaporé, uma vez que o grupo bioldgico
observado nessa localidade é compartilhado com a localidade de Maués no rio
Amazonas (Figura 8).

A estruturacdo genética observada entre as populagdes de S. rhombeus ¢ P.
nattereri foi corroborada pelos resultados da AMOVA, a qual evidenciou alto grau
de estruturagdo genética entre as populacdes, o que foi confirmado pelos
significativos valores de P (p=0,000) em todas as comparacdes que envolveram a
localidade do rio Tocantins-Araguaia (para ambas as espécies), o alto rio Xingu (para
S. rhombeus) e rio Guaporé (para P. nattereri).

Estruturacao de populagdes de espécies de peixes na bacia do rio Tocantins-
Araguaia parece ser um efeito da separacdo desse sistema de drenagem da bacia
Amazonica que ¢ postulado ter finalizado hé cerca de 1,8 milhdes de anos atras, no
fim do Plioceno (ROSSETTI & VALERIANO, 2007). Alguns trabalhos tém sugerido
que taxons compartilhados pelas duas bacias podem representar espécies, unidades
evolutivas ou unidades de manejo diferentes. AMARAL et al. (2013), analisando as
espécies do género Colomesus, encontraram uma populacao dessa espécie altamente
estruturada na bacia do alto rio Tocantins. Evidéncias genética e morfoldgica levaram
os autores a descrever uma nova espécie desse género para a bacia do Tocantins-
Araguaia, Colomesus tocantinensis. Analisando a variabilidade genética de
Prochilodus nigricans na bacia Amazdnica, MACHADO (2009) encontrou a
populagdo da bacia do rio Tocantins-Araguaia fortemente estruturada com respeito ao
DNA mitocondrial, e sugere que essa populacdo seja na verdade, outra espécie de
Prochilodus. Recentemente, MATEUSSI, PAVANELLI, OLIVEIRA, (2016), em
uma analise taxondmica integrativa das espécies do género Mylossoma, definiram
quatro Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU) dentro de M. duriventre, sendo
uma delas exclusiva da bacia do rio Tocantins-Araguaia. Outros téxons
compartilhados pelas bacias do Amazonas e Tocantins-Araguaia apresentaram
linhagens divergentes dentro desta ultima. Este foi o caso para a tartaruga
Podocnemis expansa (PEARSE et al., 2006), e para o boto vermelho, do género /Inia,

cuja unica espécie reconhecida recentemente foi subdividida em uma nova espécie
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para essa bacia, Inia araguaiaensis (HRBEK et al., 2014). HUBERT et al. (2007)
analisando a diversificagdo das espécies de piranhas dos géneros Serrasalmus e
Pygocentrus nas principais bacias hidrograficas da América do Sul, encontraram S.
rhombeus do Tocantins-Araguaia como uma linhagem mais basal desse taxon e
sugerem que a diversificagdo dessa espécie para o alto Amazonas e Planalto das
Guianas se deu a partir dai. Nossos resultados para S. rhombeus sdo congruentes com
aqueles obtidos pelos autores acima citados, no sentido de ser uma populagdo bem
divergente em relacdo as demais, no entanto, sdo discordantes em relacdo a area
ancestral desse taxon, uma vez que nossos resultados mostram que S. rhombeus
dispersou a partir da Planicie Amazonica para as demais areas.

Populagdes de peixes estruturadas nas porg¢oes altas das bacias de drenagem
normalmente estdo associadas com a presenga de barreiras fisicas presentes nesses
sistemas. Geralmente, essas areas mais altas das bacias apresentam, com maior
frequéncia, alteracdes verticais no curso das drenagens e isolamentos fisicos e
ecoldgicos impostos pelo relevo. Estas alteragcdes permitem o abrigo de uma fauna
isolada nessas areas (LIMA & RIBEIRO, 2011). Observamos em nossos resultados
que, Serrasalmus rhombeus ¢ P. nattereri apresentaram populacdes estruturadas nas
porcdes altas do rio Xingu e Madeira (Guaporé) respectivamente.

O rio Xingu possui ao longo de seu curso varios trechos de cachoeiras e
corredeiras, sendo o maior deles um impressionante trecho compreendido entre a
cidade de Altamira e a foz desse rio, conhecido como Volta Grande do Xingu. De
acordo com GOULDING et al. 2003 essa grande area de corredeiras ¢ barreira a
migragao de varios organismos aquaticos, inclusive peixes. Ainda de acordo com
estes autores, espécies de peixes que ocorrem acima ¢ abaixo dessas corredeiras sao
notadamente diferentes. E o caso das populagdes da arraia de agua doce Paratrygon
aireba. FREDERICO et al. (2012), investigando a distribuicdo da diversidade
genética desse taxon na bacia Amazdnica, observaram a ocorréncia de trés grupos
distintos dentro da bacia: um ocorrendo no sistema Solimdes-Amazonas e rio Negro,
outro grupo na bacia do rio Araguaia e outro no rio Xingu, o qual é grupo irmao do
primeiro.

O rio Madeira também possui uma série de corredeiras ao longo de um
trecho de mais de 300 km localizado entre a cidade de Guajard Mirim (na bacia do
rio Mamoré¢) e a cidade de Porto Velho no rio Madeira, e ¢ conhecidamente um

divisor de fauna nessa bacia (TORRENTE-VILARA ef al., 2011). Varios trabalhos
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evidenciam estruturacdo genética nas populacdes de peixes que ocorrem acima e
abaixo das corredeiras do rio Madeira, como aquele realizado por FARIAS et al.
(2010) com Colossoma macropomum, o tambaqui. Embora os autores concluam que
essas corredeiras ndo sdo uma barreira efetiva as trocas populacionais entre a bacia
do Amazonas ¢ as drenagens do alto rio Madeira, os mesmos observaram uma maior
migracdo de descida nesse rio, muito provavelmente empreendida por larvas e
juvenis de tambaqui transportados passivamente para areas de bergario na bacia do
Amazonas.  Prochilodus nigricans, outro Characiforme migrador da bacia
amazOnica, apresenta populagdes estruturadas na bacia do alto rio Madeira como
efeito da presenga dessas corredeiras (MACHADO, 2009).

Serrasalmus rhombeus e P. nattereri sdo as espécies de piranha com
distribui¢ao mais ampla na América do Sul, ocorrendo em todas as principais bacias
hidrograficas desse continente. Mas, apesar dessa ampla distribui¢do, esses peixes
sdo comumente encontrados nas areas de planicie e nas porc¢des baixas dos rios
drenando os escudos (FREEMAN et al, 2007). Nessas areas, ocupam 0S mais
diversos ambientes, onde empreendem pequenos movimentos migratdrios
geralmente relacionados a forrageio e reproducgdo das espécies (JEGU & KEITH,
1999; COHEN et al., 1999). Esse comportamento mais territorialista das piranhas
poderia justificar a estruturagdo genética observada nas populagdes desses peixes nas
porcdes altas dos tributarios do Amazonas que apresentam barreiras ao longo de seus
cursos, uma vez que estruturagdo das populagdes de S. rhombeus, por exemplo, ja foi
observada entre as drenagens da planicie do alto rio Madeira aparentemente sem
barreiras fisicas (HUBERT et al., 2007), o que evidencia o comportamento nao
migrador desses peixes.

Nossos resultados, portanto mostram que as piranhas S. rhombeus e P.
nattereri ndo se comportam como populagdes panmiticas dentro de suas areas de
ocorréncia, evidenciando a presenca de populagdes de S. rhombeus estruturadas na
bacia do rio Tocantins-Araguaia e no alto rio Xingu, assim como populagdes de P.
nattereri estruturadas nas bacias dos rios Tocantins-Araguaia e rio Sdo Bento no

Maranhao, e também no alto Madeira (bacia do rio Guapor¢).

Estrutura populacional dos pacus Myloplus schomburgkii e Myleus setiger na bacia

Amazonica
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Myloplus schomburgkii ¢ Myleus setiger fazem parte do grupo Myleus, um
grupo de pacus estritamente herbivoros, os quais sdo mais relacionados com
ambientes de aguas pretas e claras de rios que drenam as regides dos escudos na
América do Sul. Esse grupo de Serrasalmideos apresenta os taxons mais
especializados dentro da familia, com algumas espécies alimentando-se quase que
exclusivamente de plantas Podostemaceae que sdo abundantes nas areas de
cachoeiras e corredeiras dos rios amazonicos (JEGU & SANTOS, 2002; SANTOS et
al., 1997).

As duas espécies de pacu, a exemplo das piranhas, também apresentaram
populagdes bem estruturadas dentro da area amostrada. No entanto, o padrao de
estruturacdo dos tadxons foi diferente. Enquanto M. schomburgkii apresentou duas
linhagens bem divergentes uma em cada escudo, M. setiger apresentou quatro grupos
bem definidos dentro da area amostrada, com um padrdo de distribui¢do das
linhagens por bacia hidrografica. Uma linhagem exclusiva na bacia do rio Branco,
outra exclusiva do rio Tapajos, uma linhagem compartilhada pelos rios Pitinga
(escudo das Guianas) e rio Aripuana (escudo Brasileiro), ¢ uma quarta com
ocorréncia nas bacias dos rios Xingu, Tocantins-Araguaia (escudo Brasileiro) e rio
Jari (escudo das Guianas). Essas espécies foram as mais contundentes em demonstrar

linhagens divergentes, evidenciadas nos altos indices de fixacdo (FST), falta de

compartilhamento de haplotipos, forte monofilia reciproca, ¢ uma grande separagio
por varios passos mutacionais entre grupos de haplétipos entre localidades.

O grupo Myleus ¢ o mais problematico do ponto de vista taxondomico dentro
da familia Serrasalmidae, com pelo menos quatro dos seis géneros desse grupo
apresentando indefini¢des no posicionamento filogenético de seus tdxons (parafilia).
De acordo com GERY (1977), a dificuldade em separar os membros desse grupo em
unidades taxondmicas vidveis esta relacionada principalmente a sobreposicao de seus
caracteres meristicos e morfologicos, o que dificulta qualquer tentativa de
investigagdo de suas populagdes, uma vez que os limites interespecificos ndo podem
ser estabelecidos.

Dentro desse grupo, os géneros Myloplus e Myleus, aos quais pertencem
respectivamente M. schomburgkii e M. setiger, sdo 0s que apresentam as espécies de
pacus herbivoros com distribui¢do mais ampla. Os demais géneros (Mylesinus,
Tometes, Ossubtus e Utiaritichthys) no geral possuem espécies endé€micas, restritas

as areas de corredeiras das drenagens dos escudos (JEGU & SANTOS, 2002;
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ANDRADE, JEGU, GIARRIZZO, 2016; PEREIRA & CASTRO, 2014). Embora,
como ja colocado anteriormente, esse grupo apresente incertezas taxondmicas, as
duas espécies analisadas nesse estudo sdo morfologicamente distinguiveis de suas
congéneres sendo relativamente faceis de identificar.

Myloplus schomburgkii e M. setiger ocorrem simpatricamente nas principais
drenagens dos escudos brasileiro e guianense onde o primeiro parece ocorrer nas
areas mais calmas dos rios enquanto o segundo ¢ encontrado principalmente em
areas de cachoeiras e corredeiras desses rios, onde a movimentagao das dguas € mais
forte. O padrdo de separacdao de linhagens apresentado por ambos os tdxons parece
refletir exatamente o habitat ocupado por essas espécies. As populacdes de M.
schomburgkii parecem estar sendo separadas pelas dguas brancas e carregadas de
sedimento do sistema Solimdes-Amazonas, onde essa espécie ¢ ausente. Myleus
setiger por ser mais reofilico JEGU & SANTOS, 2002), com habito alimentar
especializado, apresentou um maior nimero de populagdes estruturadas e com
divergéncia intraespecifica consideravel (em média 2,08%).

A distribui¢do das populacdes de Myleus setiger ¢ congruente com a
distribuicao das espécies dos outros géneros de pacus do grupo Myleus, os quais
apresentam espécies endémicas nas principais bacias de drenagem dos escudos. Por
exemplo, o género Tometes possui atualmente seis espécies (ANDRADE, JEGU,
GIARRIZZO, 2016), distribuidas nas drenagens do escudo das Guianas e escudo
Brasileiro, e espécies endémicas nas bacias dos rios Trombetas, Xingu e Tocantins. O
mesmo ocorre com as espécies do género Mylesinus, o qual possui trés espécies
(JEGU & DOS SANTOS, 1988), uma endémica do rio Essequibo (Mylesinus
schomburgkii), outra endémica do Tocantins-Araguaia (M. paucisquamatus) e a
terceira restrita as drenagens do escudo das Guianas (M. paraschomburgkii), a qual
apresenta forte diferenciacdo no nivel molecular entre as bacias dos rios Jari,
Trombetas e Uatuma (PORTO, 1999).

Estudos populacionais das espécies de Serrasalmideos sdo raros, salvo para
algumas espécies de importancia econdmica como Colossoma macropomum
(SANTOS, RUFFINO, FARIAS, 2007), e Piaractus brachypomus (ESCOBAR et
al., 2015). Para os pacus do grupo Myleus existe apenas um trabalho nao publicado
(PORTO, 1999), o qual analisa as populacdes de Mylesinus paraschomburgkii das

drenagens do escudo das Guianas.
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Padraes de diversificacdo discordantes dos Serrasalmideos na Amazonia

A evolugdo dos taxons de Serrasalmidae na bacia amazdnica apresentou um
padrdo de dispersao da planicie em direcdo as drenagens mais altas dos escudos.
Foram observadas populagdes diferenciadas nas porgdes altas dos rios Xingu e
Madeira para as piranhas, possivelmente como efeito da presenga de barreiras fisicas
no curso desses rios, assim como populacdes de piranhas diferenciadas também na
bacia dos rios Tocantins-Araguaia, provavelmente como efeito da separacdo dessa
bacia do centro de dispersdo dessas espécies, ou seja, a planicie amazonica. Os
pacus, cuja distribuigdo € mais restrita as areas dos escudos, apresentaram padrdes
diferentes de separacdo das linhagens. Enquanto a distribuicdo de Myloplus
schomburgkii parece ser interrompida pelo sistema Solimdes-Amazonas segregando
uma linhagem em cada escudo, Myleus setiger parece se diferenciar nas principais
drenagens dentro dos escudos, em razdo de seu estilo de vida reofilico e sua
especializagdo trofica.

Embora os padroes de diversificagdo tenham sido discordantes, o que era
esperado entre piranhas e pacus, a diversificagdo desses taxons ocorreu de forma
concomitante a partir de aproximadamente seis milhdes de anos atras no Plioceno,
com muitos eventos de dispersdo e vicariancia moldando a distribui¢ao desses peixes
na Amazodnia. No entanto, vicariancia parece ter sido o fator mais importante na
separagao das linhagens.

Serrasalmus rhombeus e Pygocentrus nattereri apresentaram padrao
semelhante de diversificacao de suas linhagens dentro da area amostrada, no entanto
foram discordantes do padrdo apresentado pelos pacus Myloplus schomburgkii e
Mpyleus setiger. Essa diferenga na distribuicdo das linhagens desses Serrasalmideos
parece estar relacionada principalmente a seus estilos de vida e a forma com que
esses taxons responderam a dindmica dos eventos que moldaram sua distribui¢ao na

AmazOnia.

As piranhas Serrasalmus rhombeus e Pygocentrus nattereri apresentaram
linhagens divergentes dentro da bacia do rio Tocantins-Araguaia. O tempo de
separacdo dessas linhagens de aproximadamente trés milhdes de anos coincide com o
tempo de formacdo da atual configuracdo do baixo Amazonas, quando o rio

Tocantins teve seu baixo curso desviado pra leste passando a desaguar dentro do rio
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Pard, separando-se assim da bacia Amazdnica (ROSSETTI & VALERIANO, 2007).
De acordo com JEGU & KEITH (1999), essa area de 4dguas salobras da foz do rio
Amazonas se constitui em um ambiente indspito para algumas espécies de
Serrasalmidae, e pode ser uma barreira a dispersao desses taxons entre essas bacias.

Serrasalmus rhombeus apresentou ainda, uma linhagem divergente na
porg¢do alta do rio Xingu com um tempo de separa¢do de aproximadamente quatro
milhdes de anos. A presenca de corredeiras no curso desse rio é considerada uma
barreira efetiva a migracao de peixes, isolando populagdes na porcao alta dessa bacia
(GOULDING et al., 2003), a qual ¢ considerada uma area de endemismo de muitos
taxons da ictiofauna amazonica, inclusive do Serrasalmideo Ossubtus xinguensis
(ZUANON, 1999). Os mecanismos responsaveis pela diferenciacdo das linhagens e
pelo alto grau de endemismo no rio Xingu ainda nao sdo muito claros, mas alguns
autores atribuem esse padrdo as flutuagdes no nivel do mar no Plio-Pleistoceno
(SOLOMON et al., 2008; HUBERT & RENNO, 2006). De acordo com HUBERT &
RENNO (2006), as incursdes marinhas podem ter isolado linhagens de peixes nos
trechos altos dos rios onde estas teriam se diversificado. Com a regressao marinha
esses taxons teriam dispersado de volta para a planicie. A separagdo de S. rhombeus
nessa bacia é coincidente com essa teoria, no entanto ndo observamos nenhum
evento de dispersao do alto Xingu para a planicie em nossas analises.

Pygocentrus nattereri também apresentou uma linhagem isolada na bacia do
rio Guaporé¢ (alto rio Madeira), com um tempo de separacao de aproximadamente um
milhdo e novecentos mil anos. Popula¢des de outros Serrasalmideos isoladas nessa
area também ja foram encontradas por HUBERT et al. (2007). Nesse trabalho, os
autores postulam que as populagdes de S. rhombeus das drenagens do alto rio
Madeira sao derivadas de populagdes de areas estaveis do escudo Brasileiro, as quais
teriam funcionado como dareas de refugios para os peixes durante as flutuacdes
climaticas do Pleistoceno. Padrdes similares foram observados para o tucunaré
(Cichla) (RENNO et al., 2006) e para peixes do género Leporinus na Guiana
Francesa (RENNO ef al., 1991). Nossos resultados com P. nattereri sao congruentes
com aqueles encontrados para S. rhombeus, onde esses peixes parecem ter
colonizado as baixas drenagens do alto rio Madeira nos ultimos quatro milhdes de
anos que ¢ o tempo postulado para a colonizagdo dessas drenagens (WILLIS et al.,

2007; HUBERT et al., 2007).
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Enquanto a diversificacdo das piranhas parece estar mais relacionada a
dispersdo e posterior isolamento em areas mais altas das drenagens amazonicas, a
diversificagdo dos pacus parece estar mais associada a dispersao dentro das
drenagens dos escudos, com populagdes estruturadas provavelmente devido a
especializagdes desses tdxons em ambientes especificos, como areas de corredeiras
nesses rios.

As populagdes de Myloplus schomburgkii analisadas nesse estudo se
mostraram estruturadas, com linhagens diferenciadas em cada escudo. O tempo de
separagdo dessas linhagens de aproximadamente 5 milhdes de anos ¢ coincidente
com a formagdo do rio Amazonas que ¢ postulado por HOORN et al. (2010) ter
ocorrido entre 10 e sete milhdes de anos. As dguas carregadas de sedimentos andinos
do sistema Solimdes-Amazonas parecem ser o principal mecanismo vicariante
separando as populagdes de M. schomburgkii.

Myleus setiger, outra espécie de pacu analisado nesse trabalho, apresentou
um maior nimero de linhagens comparado a M. schomburgkii, € a separacao
dessas linhagens parece ter ocorrido acompanhando a evolugdo do rio Amazonas,
com a primeira delas separando héa cerca de seis milhdes e meio de anos atras na
bacia dos rios Uatuma no escudo das Guianas e rio Aripuana no escudo Brasileiro.
As linhagens mais recentemente separadas sao aquelas dos rios Tocantins-Araguaia e
Jari no extremo leste da bacia Amazonica. Myleus setiger ¢ um pacu reofilico
encontrado principalmente nos rios encachoeirados dos escudos (JEGU & SANTOS,
2002). A diversificagdo desses peixes na AmazoOnia parece estar fortemente
relacionada com os ambientes de corredeiras, onde sua principal fonte de
alimentacao, as plantas Podostemaceas, sdo abundantes.

A diversificagdo dos Serrasalmideos na América do Sul teve inicio no final
do Cretéaceo, a cerca de 65 milhdes de anos atras (LUNDBERG, 1998), no entanto a
maior parte de sua diferenciacdo no nivel genérico ocorreu no Mioceno, com a
maioria das espécies tendo surgido antes do Pleistoceno (ALBERT & REIS, 2011).
Nosso trabalho corrobora esses resultados, uma vez que os tdxons analisados aqui
mostraram uma separacdo de suas linhagens ocorrendo principalmente no inicio do
Plioceno para os pacus e final desse periodo para as piranhas. A evolugdo dessas
linhagens na bacia Amazonica foi influenciada por varios processos, principalmente

geoldgicos, que ocorreram nesse continente nos Ultimos seis milhdes de anos.
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FgﬂFRmSS_—W 0 Me)/nms maculatus Parana
2151 Metynnis sp. Jari "
FUPR1034-10 Metynnis maculatus Parana
SEUPR103:?-1Q Af}& pmsr{nacu/asqu Falan_a

is lippincottianus Sag Francisco

ITS\L’OEH%E-)"I?M(;%NS macuﬂalus?tapecuru
ITAPE172-15 Metynnis maculatus Itapecuru
FUPROQ77-09 Metynnis maculatus Parana
FUPR316-09 Mefynnis maculatus Parana
FUPR317-09 Melynnis maculalus Parana
FUPRO078-09 Melyr:ms maculalus Parana
FUPRO079-09 Metynnis maculatus Parana
4086 Metynmis luna Branco
14085 Metynnis luna Branco
14087 Metynnis luna Branco
12210 Metynnis luna Branco
3934 Metynnis luna Tocanlins
5919 Mefynnis funa Tocantins

5920 Melynnis luna Tocantins
5921 Metynnis luna Tocantins
1911 Meltynris luna Xingu
14653 Me;ynms sp.n Negro
1 14649 Mefynnis sp.n Negro
100360 Metynnis sp.n Jatapu
100622 Melynnis sp.n Jatapu
1|100662 Metynnis sp.n Jatapu
14654 Metynmis sp.n Negro
14650 Metynnis sp.n Negro
14651 Metynnis sp.n Negro
42 Metynnis sp. n Trombetas
2 Metynnis sp.n Negro
Mc{y:mts sp.n Negro
12263 Mefynnis sp.n Negro i
1I.)5?48pPygapn5(,5 denticulata Trombetas
11505 Pygopristis denticulata Tapajés
1 ||312§ g}goﬁnsus denticulata an‘aéonas
15256

dzgu,ufr'sas denticulata Madeira

14711 pygopr{su‘s denticulata Negro
14712 Pygopri enlticulata Negro
12279 P’go; lata Negro
12285 Pygupu.ws denticulata Negro
12275 vgopristis den a Negro

lata Negro

14377 Gatoprion mento Nhamunda
14430 Catoprion mento Nhamunda
105743 Caloprion menfo Trombetas
1 15%%% Catoprion mento Aripuana

1 17 Catoprion mento Jatapu
105684 Catoprion mento Trombetas
105750 Catoprion mento Trombetas
14588 Catoprion mento Branco
14567 Catoprion mento Branco
100446 Catoprion mento Jata
14715 Catoprion mento Neg
604 Catoprion mento Branco
05 Catoprion mento Branco
13 Catoprion mento Negro
14 Catoprion mento Negro
é-;' Catoprion mento Branco
o
|

6
7
7
26
0618 Catoprion menio Jatapu
TI27 Catoprion mento Uatuma
F?ITJ?E Catoprion mento Uatuma
neg16 Catoprion mento Negro
100365 Catoprion mento .JalapuT
11865 Pristobrycon striolatus Tapajos
14602 Pﬁ[srobry%on striolatus Era%éo
12194 Pristobrycon striolatus Branco
14731 Pristobrycon striolatus Negro
11908 Pristobrycon striolatus Tapajés
11547 Pristobrycon striolatus Tapajos |
jégg Prrsrog con striolatus Nhamundé
Pristobrycon stnolatus Negro
2718 Pristobrycon striolatus Negro

1

729 Pristobrycon striolatus Negro
12042 Pristobrycon striolatus Branco
2040 Pristobrycon slriolatus Branco
12041 Pristobrycon striolatus Branco
105632 Pristobrycon striolatus Trombetas
00393 Pristobrycon siriolatus Jatapu
00421 Pristobricon striolatus Jatapu
00018 Pristobrycon striolatus Jatapu
00394 Pristobrycon striolatus Jatapu
00420 Pristobrycon striolatus Jatapu
100395 Pristobrycon striolatus Jatapu
100391 Pristobrycon striolatus Jatapu
100392 Pristobrycon striolatus Jatapu
14373 Pristobrycon striolatus Nhamunda
14874 nsjobtr)ycon striofaius Nhamunda

00422 Pristobrycon striolatus Jatapu
102693 Pristobrycon striolatus Purus

12148 Prietnhrurnn etrinlatue Amazanae
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102694 Prr'srob’rycon striolatus Purus
13234 Pristobrycon striolatus Amazonas
13235 Pristobrycon striolatus Amazonas
14372 Pristobrycon striolatus Nhamunda
11548 Pristobrycon striolatus Tapajos
14431 Pristobrycon striolatus Nhamunda
11503 Pristobrycon striolatus Tapajos
11504 Pristobrycon striolatus Tapajos
lﬂggg P!cslogr con striolatus Tapajos
4 Pristobrycon striolatus Negro
1 13525 Pygocentrus cariba Orinoco
13744 gygonennus cariba Qrinoco
13526 Pygacenfms cariba Qrinoco
gocentrus cariba Orinoco
743 Pygocenrrus cariba Qrinoco
Pygocenuus cariba Qrinoco
ggacemms cariba Orinoco
039 Serrasalmus elongatus Purus
60 Serrasalmus elongatus Madeira
92 Serrasalmus elongatus Trombetas
7 Serrasalmus elongatus Branco
0 Serrasalmus elongatus Branco
8 Serrasalmus elongatus Branco
I‘IPIT\TZ Serrasalmus manueli Uatuma

f ‘ -
D s aaer et
14369 Serrasalmus manueli Nhamunda
{1 1647 Serrasalmus manueil Tapajos
11621 Serrasalmus manueii Tapajos
{13390 Serrasalmus manuel] Orinoco
13391 Serrasalmus manueii Orinoco
13392 Serrasalmus manueli Orinoco
1353093 gerrasafmus manuelj Qrinoco
r9905 Serrasalmus manueli Xingu
—%1 540 Serrasalmus manue/i Tapajos
1825 Serrasalmus manueli Xingu
5504 Serrasaimus manueli Xingu
1913 Serrasalmus manueli Xingu
912 Serrasalmus manueli Xingu
11335 Serrasalmus manueli Xingu
1824 Serrasalmus manueli Xingu
310 Serrasalmus manueli Xingu
3 Serrasalmus manueli Xingu
3 Serrasalmus manueli Xingu
17 Serrasalmus compressus Aripuana
71 Serrasalmus compressus Nhamunda
5015 Serrasalmus compressus Aripuana
016 Serrasalmus compressus Aripuana
15014 Serrasalmus compressus Aripuana
67-09 Serrasalmus marginatus Parana
FUPR140-09 Serrasalmus marginatus Parana
,{FUPRBGE-OS Serrasalmus marginatus Parané
FU§R3%5-OU€;Q§enasewlmus marginatus Parana

]
n,
)
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FUPR37 1s marginatus Parana
FUPR141-09 Ser marginatus Parana
FUPR369-09 Ser marginatus Parana
FUPR371-09 S 15 tus Parana
1861 Serrasalmus rhombeus Xigu
1J113 beus Xingu
5428 Serrasalmus rhombeus Xingu
1798 Serrasalmus rhombeus Xingu
071 asalmus rhombeus Xingu
) imus rhombeus Xingu
542 almus rhombeus Xingu
5426 Serrasalmus rhombeus Xingu
1741 Serrasalmus rhombeus Xingu

5755 Serrasalmus rhombeus Tecantins
ASES errasalmus rhombeus Tocantins
2940 Serrasalmus rhombeus Araguaia
5756 Serrasalmus rhombeus Tocantins
3898 enasal/'nus rhomﬂeus ocantins
errasalmus rhombeus Araguaia

2938 Sesrasalmus rhombeus Araguaia
5955 Serrasalmus rhombeus Tocantins
54 Serrasalmus rhombeus Tocantins

S

U, Ti ti
3330 Senasaimis ggg;gexfagﬂ%?g i
3329 S gibbus Araguaia

0.97

15373 Serrasalmus altispinis Tapajos
64 Sgrrasalmus altispinis Tapajos
41 Serrasalmus alfispinis Jatapu
1 Serrasalmus rhombeus Tapajos
5 Serrasalmus altispinis TgpaHos
97 Serrasalmus altispinis Branco
97 Serrasalmus altispinis Branco
Serrasalmus altispinis Branco
PE134-15 Serrasalmus rhombeus tapecuru
ITAPE132-15 Serrasalmus rhombeus Itapecuru
TAPE135-15 Serrasalmus rhombeus ltapecuru
T/ 133 Serrasalmus rhombeus Itapecuru
102791 Serrasalmus compressus Purus
12003 Serrasalmus hastatus Branco
01 Serrasaimus hastafus Branco
11996 Serrasalmus hastatus Branco
12000 Serrasalmus hastatus Branco
11999 Serrasalmus hastatus Branco
7149 Serrasalmus rhombeus Japura
2090 Serrasalmus rhombeus Purus
2089 Serrasalmus rhombeus Purus
2038 Serrasalmus rhombeus Purus
3857 Geitian ] rhombeuys F_urr#s
Serrasalmus sp. robertsoni Madeira
3 Serrasalmus rhombeus Jari >
6 Serrasalmus maculatus Araguaia
847 %errasainaus rhombeus Paru
865 Serrasalmus maculatus Araguaia
2687 Serrasalmus rhombeus Araguaia
2746 Serrasalmus gibbus Araguaia
2791 Serrasalmus gibbus Araguaia
2758 Serrasalmus gibbus Araguaia
105685 Serrasalmus rhombeus Trombetas
JAR30 Serrasaimus rhombeus Jari
2141 Serrasalmus rhombeus Jari
2137 Serrasalmus rhombeus Jari
198 Serrasalmus maculatus Branco
96 Serrasalimus maculatus Branco
98 Serrasalmus maculatus Branco
97 Serrasalmus maculatus Branco
99 Serrasalmus rhombeus Branco
094 Serrasalmus maculatus Branco
95 Serrasalmus maculatus Branco
49 Serrasalmus rhombeus Nhamunda
448 Serrasalmus rhombeus Nhamunda
JAR155 Serrasalmus rhombeus Jari
14195 Serrasalmus rhombeus Branco
PITI23 Serrasalmus rhombeus Uatuma
3698 Serrasalmus rhombeus Amazonas
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05820 Serrasalmus rhombeus Trombetas
1993 Serrasalmus rhombeus Branco
05640 Serrasalmus rhombeus Trombetas
05740 Serrasaimus rhombeus Trombetas
1579 Serrasalmus rhombeus Tapai6s
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13295 Serrasalmus rhombeus Qrinéco
13296 Serrasalmus rhombeus Orinoco
13294 Serrasalmus rhombeus Orinoco
3848 Serrasalmus rhombeus Paru

11992 Serrasalmus rhombeus Branco
PITI40 Serrasalmus rhombeus Uatuma
PITI25 Serrasalmus rhombeus Uatuma
105741 Serrasalmus rhombeus Trombetas
105793 Serrasalmus rhombeus Trombetas
PITI41 Serrasalmus rhombeus Uatuma
PITI24 is rhombeus Uatuma
PITI22 Serrasalmus rhombeus Uatuma
PITI21 Serrasalmus rhombeus Uatuma
F‘Tlgg errasajmus r/mmbeus atuma

1 errasaimus rhombeus Orinoco

11991 Serrasalmus rhombeus Branco
PITI37 Serrasajmus r!hombeus Uatuma
11989 Serrasalmus rhombeus Branco
11990 Serrasalmus rhombeus Branco
14447 Serrasalmus rhombeus Nhamunda
14200 Serrasalmus rhombeus Branco
14446 Serrasalmus rhombeus Nhamunda
13256 Serrasalmus rhombeus Orinoco
11578 Serrasalmus rhombeus Tapajos
*11759 Serrasalmus rhombeus Tapajos
11541 Serrasalmus rhombeus Tapajos
5019 Serrasalmus rhombeus Aripuana
4445 Serrasalmus rhombeus Nhamunda
4370 Serrasalmus rhombeus Nhamunda
4093 Serrasalmus rhombeus Branco,
07204 Serrasalmus rhombeus Japura
07166 Serrasalmus rhombeus Japura
07150 Serrasalmus rhombeus Japura
07124 Serrasalmus rhombeus Japura
07123 Serrasalmus rhombeus Japura
07048 Serrasalmus rhombeus Japura
07047 Serrasalmus rhombeus Japura
PITI83 Serrasajmus rhombeus Uatuma
15229 Serrasalmus rmombeus Aripuana
15020 Serrasalmus rhombeus Aripuana
15018 Serrasalmus rhombeus Aripuana
3260 Serrasalmus rhombeus Orinoca
Serrasalmus rhombeus Orinoco
4196 Serrasalmus rhombeus Branco
Serrasalmus rhombeus Tapajos
1862 Serrasalmus rhombeus Tapajos
errasalmus rhombeus Tapajos
Serrasalmus rhombeus_Japura
1544 Serrasalmus rhombeus Tapajos
1543 Serrasalmus rhombeus Tapajos
1542 Serrasalmus rhombeus Tapajos
4873 Serrasalmus rhombeus Aripuana
1772 Serrasalmus rhombeus Tapajos
BSB453-10 Py
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jC us nattereri Sao
P us naltereri Sao
g{{' us Sao

us nattereri Sao

gl

i ocentrus nattereri Tocan
ITAPE147-15

4556 gygccenlrus nattereri Tocanl
2933 Pygocentrus nattereri Aragus

g gdg() ocenlrus nattereri Sao
8. T;‘VE{I cen%rusnnarmmn Javari
P

1 Pygc us natterer, Sao
0.98] 333%2@/57 entrus na?r rer JTocantins
3904 Fy' ocentrus nattereri Tocantins
3903 Fy ocentrus nattereri Tocantins
gocentrus nattereri Tocantins
2932 gygocenrrus nattereri Araguaia
ygocentrus nattereri Araguaia

yﬁmconhus piraya Sao Francisco
BSB472-10 Pygocentrus piraya Sao Francisco
BSB490-10 Pygocentrus piraya Sao Francisco
BSB481-10 Pygocentrus piraya Sao Francisco
SB486-10 Pygocentrus piraya Sao Francisco
SB487-10 ﬁgucenrms piraya Sao Francisco
S| gocentrus piraya Sao Francisco

ento
ento
ento
ento
ento

tins

tins
aia
Bento

gfacermus piraya Sdo Francisco
rus piraya Sao Francisco

'ygocenirus piraya Sao Francisco
centrus piraya Sao Francisco
ntrus piraya Sao Francisco
P}QU\‘C”UUS piraya Sao Francisco
4 Pygocenrmsmaya Sao Francisco
F'V ocentrus piraya Sap Francisco
'gocem’rus nattereri Amazonas
3695 Pygocentirus nattereri Amazonas
15277 Pygocentrus nattereri Guaporé
78 Pygocentrus nattereri Guapor
6 Pygocenrrus nattereri Guapor
gocentrus nattereri Guapor
igocentrus natterari Guapor
ocentrus nattereri Guapor

4558 P
TAF'E‘?J =15 gygocentrus nattereri Itapecuru

gocentrus nattereri Itapecuru
ITAPE136-15 Pygocentrus nattereri Itapecuru

ITA 39-15 naltereri Itapecuru
ITAPE142-15 us nattereri Itapecuru
ITAPE140-15 us nattereri |tapecuru
ITAPE144-15 us nattereri Itapecuru
ITAPE141-15 i ltapecuru
ITAPE138-15 Pygc us natiereri Itapecuru
ITAPE149-15 us nattereri ltapecuru
ITAPE146-15 us nattereri ltapecuru
al ITAPE145-15 us naltereri ltapecuru
0.99] | TAPE150-15 Pygocentrus natterer| ltapecuru
ITAPE148-15 us nalterer] ltapecuru
ITAPE137-15 us natiereri ltapecuru

3581 Pygocentrus nattereri Amazonas

644 Pygocentrus nattereri Amazonas

Py
0
%]
[=1

‘gocentrus nattereri Paru
gocentrus naftereri Paru

b

Jy ocentrus nattereri Paru
7
2
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NRO

(=r=T=t 1 31
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B

7 Pygocentrus nattereri Bra

o, AT

B

gocentrus naltereri

410

553 Pygocentrus nattereri Xingu
99 Pygocentrus naftereri Tapajos

9% Pygocenirus nattereri Tapajos

i g§8

05 Py

3580 Pygocenrms naftereri Amazonas

P;gocenfrus naftereri Amazonas
ocenirus natterenr Amazonas

Frvyocenfms nattereri Purus
Pygocenfrus nattereri Trombetas

Ygocentrus nattereri Trombetas
08 Pygocentrus nattereri Branco

nco

ocentrus natterer; Branco
gocentrus nattereri Branco

7 Pygocentrus nattereri Tapajos
885 g ; ‘%Uurbs

02

02036 Fygocentrus nattereri Purus
5263 Pygocentrus nattereri Madeira
5262 Pygocenirus nattereri Madeira
5261 ?ygocenrrus nattereri Madeira
4108 Pygocentrus nattereri Branco
2626 Pygocentrus nattereri Branco
1501 Pygocentrus nattereri Tapajos



11500 !&yé]ncenrrus natlereri 1apajos

FFAA 833723—1111 Serraseilmus maculrus;aranéé

= errasalmus macy/al aran
1?2%% gerrasaﬁnus maculatus b‘acﬂaslra

FUPR373-08 Serrasalmus maculatus Parana_
FUPR368-09 Serrasalmus maculatus Parana
FUPR372-09 Serrasalmus maculalus Parana
FUPR142-09 Serrasalmus maculatus Parana
FUPR144-09 Serrasalmus maculatus Parana
FUPR143-09 Serrasalmus maculatus Parana
rBSB429-10 Serrasalmus brandtii Sao Francisco
BSB497-10 Serrasalimus brandfi Sao Francisco
BSB485-10 Serrasalmus brandtii Sdo Francisco
BSB482-10 Serrasalmus brandtii Sao Francisco
BSB473-10 Serrasalmus brandtii Sao Francisco
[~ 15280 Serrasalmus brandti Sac Francisco
15330 Serrasalmus brangli Sao Francisco
15%05 Serrasalmus brandti Sao Francisco
2

82 Serrasalmus brandli Sao Francisco
81 Serrasalmus brandl/ Sao Francisco
BSB430-10 Serrasaimus brandtii Sao Francisco
BSB433-10 Serrasalmus brandftii Sao Francisco
BSB434-10 Serrasalmus brandfii Sao Francisco
BSB431-10 Serrasalmus brandltii Sao Francisco
B§B432-10 Serrasalmus brandtii Sao Francisco
14434 Serrasalmus serrulatus Nnamunda
14433 Serrasalmus serrulalus Nhamunda
102891 Serrasalmus serrulatus Purus
18%{&&}2 gewessﬁmus serrulatus Pyrus
164 Serrasalmus eigenmanni Purus

05812 Serrasalmus serrulatus Trombetas

6771 errasalmus serrulatus Trombetas

175 Serrasalmus serrulatus Jatapu
0017 Serrasalmus serrulatus Jatapu
227 Serrasalmus serrulatus Branco
0016 Serrasalmus serrulatus Jatapu
100396 Serrasalmus serrulatus Jatapu
12243 Pristobrycon sp. rio negro Branco
12232 Serrasalmus spilopieura Branco
12242 Pnstobrycon sp. o negro Branco
12228 Serrasalmus serrulatus Branco
14613 Serrasalmus serrulatus Branco
11524 Serrasalmus serrulatus Tapajos
15022 Serrasalmus serrulatus Aripuana

4429 Serrasalmus eigenmanni Araguaia

4340 Serrasalmus eigenmanni_Tocantins
5985 Serrasalmus eigenmanni Tocanting

15176 Serrasalmus spilopleura Aripuana

15169 Serrasalmus spilopleura Aripuana

15021 Serrasalmus spilopleura Aripuana
546 %Cnasamws spilopleura Tapajos
039 Serrasalmus spilopleura Branco
2281 Prr.srobrrcon sp. rio negro Negro
4570 Serrasalmus spilopleura Branco
4572 Serrasalmus spilopleura Branco
4571 Serrasalmus spifopleura Branco
PITIljg? Serrasalmus eigenmanni Uatuma

105658 Pristobrycon slriolatus Trombetas
12283 Pristobrycon sp. rio negro Negro
105642 Serrasalmus eigenmanni Trombetas
12282 Pristobrycon sp. rio negro Negro
12276 Pristobrycon sp. rio negro Negro
12230 Serrasalmus spilopleura Branco

12284 Pristobrycon sp. rio negro Negro
14435 Serrasgimus spjfopleura Nhamunda
2036 Serrasalmus spilopleura Branco
7 Serrasalmus spilopleura Branco
35 Serrasalmus spilopleura Branco
231 Serrasalmus spilopleura Branco
229 Serrasalmus spilopleura Branco
038 Serrasalmus spilopleura Branco
436 Serrasalmus spilopleura Nhamunda
375 Serrasalmus spilopleura Nhamunda
4%7 Serrasajmus sp:;op;eura Hramunga
3 errasalmys spilopfeyra Nhamunda
35%??9 éerrasafmu'fs géi.'%fngt Trombetas
100651 Serrasalmus goulding/ Jatapu
05813 Serrasalmus goulding! Trombetas
2346 Serrasaimus gouldingl Negro
2345 Serrasalmus gouldingi Negro
4642 Serrasalmus gouldingi Negro
43
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00 Serrasalmus gouldingi Nhamunda
99 Serrasaimus gouldingi Nhamunda
281 Serrasaimus gouldingi Nhamunda
78 %errasamus goul?‘mgp amunda
14 Serrasalmus gouldirigi Trombetas
105775 Serrasalmus gouldingl Trombetas
fMIi?B Serrasalmus gouldingi Nhamunda
143]?7 Serrasalmus goul?g‘nr?p qha unda
105774 Serrasalmus gouldingl Trombetas
105772 Serrasalmus gouldingl Trombetas
100397 Serrasalmus gouldingi Jatapu
15085 Serrasalmus goulding! Aripuana
ﬁgﬁ gerrasalmus Dulgjtn i erpuana
. errasaimus goul mgﬁ egro
280 Serrasaimus gouldingi Nhamunda
44 \‘;‘S;,-r gqou!aqn it Negro

-

=3

B

6! rasalmus ingr
120 Serrasalmus gouldingi Amazonas
122 Serrasalmus gouldingi Amazonas
253 Serrasalmus gouldingi Madeira
861 Serrasalmus gouldingi Tapajos _
501BSSerrasafmus au;‘?m i Aripuana
21 Serrasalmus doull mggj Amazonas
51 Serrasalmus gouldingi Madeira
52 Serrasalmus gouldingi Madeira
54 Serrasalmus gouldingl Madeira
55 Serrasalmus gouldingl Madeira
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JAR452 Acnodon senai Jari
1 |_|JARig4fsmlmm senal Jari
150162

Ll_ Acnadon normani Xingu
0.08%1501625 Acnagdon normani Xingu

—JART25 Myic-{)ﬂusﬁm?quﬁ“m Jari
1181 loplus rubriginnis Tapajos
g?ﬂg Mﬂo,gfus sp. %ngf; e
loplus sp. Xingu

5381 My
1747 ’y-‘o ius sp. Xingu
5552 Myloplus sp. Xingu
1 5551 Myloplus sp. Xingu

11642 Myloplus sp. Tapajos
II%%?%D loplus .‘Tapeycs )
Myfop us rubnipinfis Araguaia

3210 Myfoplus rubnpinnis Araguaia

3209 Mylopius rubripinnis Araguaia
15161 Myloplus rubripinnis Aripuana
15160 Myloplus rubripinnis Aripuana
1115158 Myloplus rubripinnis Aripuana
15157 k’yi’opﬁus rubripinnis Aripuana
15237 Myr‘oplus rubripinnis Aripuana
15236 Myfupﬁus rubripinnis Aripuana
15233 Myfe)p!us rubripinnis Aripuana
15232 M{cpﬂus rubripinnis Aripuana
15159 Mmpﬁus rubripinnis Aripuana
15156 Myfupﬁuﬁ rubripinnis Aripuana
1515 yiopﬁtts rubnipinnis Aripuana
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nus paraschombul
paraschomburgkii Uatur
inus paraschomburgkil Uatuma
1 14068 chu setiger Branco
14074 Myleus setiger Branco
14072 n?ﬂaus setiger Branco
14070 ib(/h"lh setiger Branco
14069 Myleus setiger Branco
4007 Meus se iger Branco
Myleus setiger Aripuana
r Aripuana
tiger Uatuma
er Uatuma

1
I 15
15145 M; iopius zorroi Ar\puana
1 15144 Mylopius zorroi  Aripuana
1496 M}L\pluc zorrol Aripuana
15146 topius zorroi Aripuana
5116 My oplus zorroi Aripuana
5149 mprm zorrol Aripuana
5147 h loplus zorrol Aripuana
5150 ﬁﬁy oplus zorroi Aripuana
5115 Myioplus zorroi Aripuana
4958 l‘ﬁl oplus zorroi Aripuana
4956 I\Jy oplus zorroi Aripuana
5152 l‘/rvmutua zorroi Aripuana
5151 l\jfytnptus zorroi Aripuana
5148 Myloplus zorroi Aripuana
r /

Jatapu
Trombetas
Nhamunda

s Aripua

batus Aripuana
batus »\npu‘ma
bat nunda

!u: Jlaw
amunani Trom
amitinani Trnmhe!

06e

434 Tome
Rﬂ Tametas
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18259 Tomel munan]_frombetas
105644 Myloplus lobatus Trombetas
mg?g Myloplus ;‘oga}us Ehamuqda

opius lobatus Arjpuana
i 0531 0 X/fv%pms Iobatus T?ombelas
TB258 Tomeles camunani Trombetas
100665 Myloplus lobatus_Jatapu
105770 i.j/rfwophrs lobatus Trombetas
105631

563 I&lop.‘us lobatus Trombetas
= 107048 Myloplus lobatus Japura
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Figura 02. Arvore de Neighbor-joining das 1.036 sequéncias do gene Citocromo c oxidase
subunidade I de 68 espécies e morfotipos de Serrasalmidae usando o modelo Kimura 2-
parametros. Cores diferentes significa linhagens distintas. Grupo A = grupo Pacu; grupo

B = grupo das Piranhas ¢ grupo C = grupo Myleus



