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Resumo

A familia Characidae é o grupo mais especioso entre os Characiformes, abrangendo
cerca de 1100 espécies validas, divididas em 14 subfamilias e com diversos géneros
considerados incertae sedis. A subfamilia Bryconinae inclui 43 espécies validas sendo que
41 pertencem ao género Brycon, uma ao género Henochilus e uma ao género Chilobrycon.
Os peixes do género Brycon estdo entre os mais importantes na pesca amadora e
profissional de &gua doce da América do Sul. Apesar da importancia econdémica e
ecolégica das espécies dessa subfamilia, ainda ha resultados controversos presentes na
literatura quanto a sua composicao, conhecimento da relagdo entre seus componentes e
de seu relacionamento com outros Characiformes. Para tentar resolver essas questoes, o
presente trabalho tem como objetivo elaborar e testar hipoteses de relacionamento das
espécies dos diferentes géneros dessa subfamilia e desta com outros grupos de
Characidae e Characiformes. Sequéncias parciais de dois genes mitocondriais (16S RNA e
Citocromo b) e trés genes nucleares (Myh6, Rag1 e Rag2) foram obtidas de 231 espécies,
incluindo 230 Characiformes e 1 Cypriniformes, totalizando uma matriz total de 4684pb. As
andlises filogenéticas foram conduzidas pelo método de Maxima Parciménia, Maxima
Verossimilhangca e Andlise Bayesiana. Todos os métodos filogenéticos apontaram para o
mesmo resultado: Bryconinae mais os representantes do género Salminus formaram o
grupo irmao de Gasteropelecidae, diretamente relacionados as subfamilias de Characidae:
Agoniatinae, Clupeacharacinae e Triportheinae e também aos géneros Engraulisoma e
Lignobrycon. A subfamilia Bryconinae e o género Brycon nao sao monofiléticos, assim
como 0s grupos cis e transandinos de Brycon. Salminus apareceu entre as amostras de
Brycon. Chilobrycon pertence a um clado formado por espécies de Brycon trans-andinas.
B. moorei (trans-andina) é irmao das espécies encontradas nas bacias dos rios Amazonas,
Sao Francisco e Parana. Henochilus € grupo-irmdo das espécies de Brycon dos rios
costeiros da regiao leste do Brasil. Aspectos relacionados a composicao de Bryconinae,
assim como a distribuicao dos grupos sao discutidos no texto.



Abstract

The family Characidae is the richest group among Characiformes, comprising about
1100 valid species, divided in 14 subfamilies and several genera considered incertae sedis.
Among Characidae, the subfamily Bryconinae includes 43 valid species; among which 41
belong to the genus Brycon, one to the genus Henochilus and one to the genus
Chilobrycon. In spite of the economic and ecological importance of the species of the
subfamily Bryconinae, its phylogeny, classification and composition are not yet well solved.
The main objective of this study was to test the hypothesis of relationship of the Bryconinae
with other group of Characidae and Characiformes. Partial sequences of two mitochondrial
genes (cytochrome b and 16S RNA) and three nuclear genes (Myh6, RAG1 and RAG2)
were obtained from 231 species, including 230 Characiformes and one Cypriniformes,
resulting in a matrix of 4684 pb. Phylogenetic analysis were conducted by the methods of
Maximum Parsimony, Maximum Likelihood and Bayesian analysis. In all phylogenetic
analysis we achieved the same result: Bryconinae and the genus Salminus formed the
sister group of Gasteropelecidae directly related to the Characidae subfamilies Agoniatinae,
Clupeacharacinae, and Triportheinae and also to the genera Engraulisoma and
Lignobrycon. The subfamily Bryconinae and Brycon are not monophyletic, as well as the
cis- and trans-Andean groups. Salminus appeared between samples of Brycon.
Chilobrycon is related to some trans-Andean species of Brycon. B. moorei (trans-Andean)
is related of the species found in the Amazonas, Sao Francisco and Parana Basis.
Henochilus wheatlandii is sister-group of species of the coastal rivers of eastern Brazil.
Some aspects related to the composition of Bryconinae as well as the groups distribution
are discussed in the text.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Aspectos sistematicos e taxondmicos

Com mais de 32.000 espécies reconhecidas, os peixes formam a maior unidade
entre os vertebrados. Destas espécies cerca de metade vive em agua doce (Eschmeyer et
al., 2010). Dentre os peixes ha um grande numero de Actinopterygii (Pough, 2003).
Segundo o autor, essa predominancia indica que tanto os actinopterigeos fésseis quanto
0s viventes podem ter taxas de especiacao, principalmente alopatrica, mais altas do que
aquelas estimadas para as aves ou, até mesmo, para alguns insetos. Espécies de peixes,
evoluindo no isolamento de lagos, parecem levar menos tempo para se especiar do que
todos os organismos altamente derivados pesquisados (vertebrados e insetos) (Pough,
2003).

Segundo Nelson (2006) ha 515 familias de peixes reconhecidas e destas nove
familias apresentam um numero consideravel de espécies (mais de 400 espécies em cada
uma). Estas familias, em ordem decrescente de numero de espécies sdo Cyprinidae,
Gobiidae, Cichlidae, Characidae, Loricariidae, Balitoridae, Serranidae, Labridae e
Scorpaenidae. Esse grupo de peixes € bastante representativo correspondendo a 33%
(9.302) de todas as espécies do mundo e, dentre essas nove familias, cerca de 66%
(6.106) das espécies sao de agua doce.

A ictiofauna de agua doce da regiao Neotropical € a mais rica de todo o mundo. De
acordo com Reis et al. (2003), das 13.000 espécies de peixes de agua doce estimadas
para o planeta, aproximadamente 6.000 espécies sdo encontradas na regidao Neotropical,
das quais 4.475 séo consideradas validas e cerca de 1.550 sdo conhecidas, porém ainda

nao descritas formalmente. Considerando todas as espécies encontradas 37% sao
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Siluriformes, 33% Characiformes, 9% Ciclideos, 8% Cyprinotiformes, 3% Gymnotiformes e
7% pertencem a outras ordens menores. Dentro desse universo de espécies de agua doce
destacam-se os representantes da superordem Ostariophysi que representam 71% dessa
fauna (Reis et al., 2003). A prevaléncia dos Ostariophysi em ambientes de agua doce é
uma realidade mundial, uma vez que do total de espécies de peixes de agua doce do
mundo 75% sao Ostariophysi (Fink e Fink, 1981).

Uma hipdtese para o sucesso evolutivo para dessa superordem pode ser atribuido
ao “aparato de Weber”, que consiste numa série de pequenos 0ssos articulados que se
estendem da bexiga natatéria até ao ouvido interno (Briggs, 2005). Utilizando a bexiga
natatéria como um amplificador e a corrente de ossos como condutores, o aparelho
weberiano, aumenta muito a sensibilidade auditiva dos peixes, funcionando assim, como
um enorme timpano (Pough, 2003). Esse mecanismo é de grande valia porque serve de
fuga contra os possiveis predadores e pode estar relacionado também a alimentagcao
(Pough, 2003).

A superordem Ostariophysi compreende cinco grandes ordens: Gonorhynchiformes,
Cypriniformes, Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes (Briggs, 2005). Os
siluriformes apresentam uma distribuicdo mais ampla podendo ser encontrados nas
Américas do Norte e Sul, Eurasia e Africa; os cypriniformes sdo encontrados na Eurésia,
América do Norte e Africa; Characiformes vivem na América do sul e Africa; e os
Gymnotiformes existem somente na América do Sul (Berra, 1981). Ha duas familias de
siluriformes que se tornaram adaptadas a agua salgada (Ariidae e Plotosidae), e ndo ha
ocorréncia dos otophysi na Austrélia, llha de Madagascar e no oeste da india (Berra,
1981).

A fauna de Characiformes dos dois lados do oceano Atlantico mostra uma

pronunciada assimetria em termos de nimero de espécies e de taxons supra-especificos.
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O componente africano desta ordem inclui cerca de 220 espécies. Elas estao distribuidas
do sul da bacia do rio Nilo, nos desertos do norte da Africa, e por todo o resto do
continente, com diversidade maxima encontrada nas regides mais Umidas do continente,
como a bacia do Congo, bacia de Africa Oriental e bacia da Guiné. Do outro lado do
Atlantico mais de 1.700 espécies sao conhecidas do sul dos Estados Unidos até o sul da
América do sul. As principais bacias da América do Sul sdo lar de uma imensa e
taxonomicamente diversa fauna de peixes Characiformes. Aproximadamente 500 espécies
de Characiformes s&o conhecidas do rio Orinoco (Lasso et al, 2004), um numero
comparavel vive nos rios da drenagem do Escudo das Guianas (Vari et al., 2009), e um
nuamero maior, mas desconhecido, vive nos multiplos sistemas de rios que formam a bacia
Amazobnica. Centenas de outras espécies habitam sistemas de drenagens na América
Central, México e no restante da América do Sul.

O confinamento dos Characiformes nesses habitats tem feito deles um importante
grupo-modelo para diversos estudos biogeograficos (Orti e Meyer, 1997). A aparente
relacdo entre certos grupos de peixes de agua doce entre a Africa e América do Sul tem
sido observada pelos ictiblogos por mais de um século (Lundberg, 1993). A distribuicéo
geografica e a radiacao dos grupos no Novo Mundo pode ter surgido por vicariancia devido
a movimentacao das placas tectbénicas e como consequéncia a formacado de uma fenda
entre esses dois continentes, originando assim o Oceano Atlantico possivelmente entre 85-
100 milhdes de anos atrds (Buckup, 1998; Orti e Meyer, 1997). Contudo h& ocorréncia de
fésseis na Europa e novos conhecimentos dentro das relagbes filogenéticas com certos
grupos de Characiformes indicam que um simples modelo de vicariancia nao pode explicar
a presente distribuicao desse grupo. Por exemplo, varios grupos africanos e neotropicais
nao sao monofiléticos embora fiquem restritos a essas faunas continentais (Buckup, 1998

e Lundberg, 1993). Com isso, diferentes hipoteses biogeograficas surgem por
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consequéncia de hipbteses da filogenia dos Ostariophysi, e esta claro que uma
reconstrucao filogenética é necessaria (Saitoh et al., 2003).

A Ordem Characiformes apresenta pelo menos 1674 espécies recentes validas em
270 géneros (Nelson, 2006), numero este provavelmente subestimado (Vari, 1998).
Tradicionalmente, o nimero das familias de Characiformes varia entre 14 (Géry, 1977), 16
(Greenwood et al., 1966) ou 18 (Buckup 1998, Nelson, 2006). Esta diferenca se deve
fundamentalmente a diferentes delimitagbes da familia Characidae, um grupo
reconhecidamente nao-monofilético. Dessa forma, sub-grupos monofiléticos tém sido
regularmente excluidos de Characidae e transferidos para familias a parte, como
Crenuchidae (Buckup, 1998), Cynodontidae (Lucena e Menezes, 1998) e Alestidae (Zanata
e Vari, 2005), aumentando o numero de familias em Characiformes.

Os Characiformes apresentam uma grande variacao na forma corporal, estrutura da
mandibula, denticdo e anatomia interna (Vari, 1998). Podem ser encontradas espécies
cujas formas adultas nao ultrapassam 15 mm de comprimento total, as chamadas espécies
miniaturas (Weitzman e Vari, 1988) até espécies com cerca de 100 cm de comprimento.
Algumas delas sdo dominantes em termos da biomassa total de peixes em vérias
drenagens. Estes e outros Characiformes s&o elementos criticos no fluxo de energia de
varios ecossistemas reciclando materiais nas terras baixas de muitos sistemas de rios (ex.
Prochilodontidae — Flecker, 1996; Taylor et al., 2006).

Os Characiformes habitam uma variedade de ecossistemas de rapidos rios e
riachos nos pés dos Andes e outras montanhas na regiao Neotropical até aguas Iénticas
das planicies de inundacdo das Américas e Africa (Buckup, 1998). Apresentam também,
uma dieta diversificada, incluindo animais detritivoros (curimatideos), passando por
representantes herbivoros (Colossoma sp.) e espécies predadoras de nadadeiras e

escamas e um notoério grupo muito conhecido pelo seu habito predatério — as piranhas (Orti
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e Meyer, 1997). Algumas espécies conseguem retirar o oxigénio do ar, para isso elas
apresentam adaptagdes morfo-fisioldgicas sobrevivendo assim, em ambientes com baixas
concentragdes de oxigénio, por exemplo, em pequenas pocas d'agua (Orti e Meyer, 1997).

Dentro da ordem Characiformes estao espécies de grande importancia ecolégica e
econdmica para o Brasil. Assim, temos muitas espécies utilizadas na pesca comercial e
esportiva e na aquicultura como os curimbatas (Prochilodontidae), piaparas e piaus
(Anostomidae), trairas (Erythrinidae), pacus, tambaquis, dourados e matrinchas
(Characidae), entre outros. Ha ainda um enorme numero de espécies, principalmente da
familia Characidae, exportadas na forma de peixes ornamentais, o que tem gerado
importantes divisas para o pais, embora tenha causado sérios impactos ambientais, além
de servirem como indicador bioldégico porque esses animais vivem em igarapés, ou seja,
lugares que devem manter um bom estado de conservacao (Chao et al., 2001).

Apesar da longa e rica histéria taxondmica da ordem Characiformes, relativamente
pouco se sabe sobre as relagdes filogenéticas entre os seus grandes subgrupos, e no
contexto cladistica o numero de estudos é ainda mais restrito (Moreira, 2007). A extrema
diversidade morfolégica, ou a morfologia externa pouco variavel de alguns grupos (eg.
Astyanax) foram motivos apontadas como dificuldades para a realizagdo de estudos mais
abrangentes das relacées em Characiformes (Moreira, 2007).

O primeiro autor a propor que as espécies até entdo conhecidas de Characiformes
formassem um grupo “natural” foi Maller (1842), subsequentemente reafirmado em Mller e
Troschel (1982). Regan (1911) foi o primeiro que utilizou o termo Characiformes, como
Divisdo, reconhecendo seis familias (Characidae, Gasteropelecidae, Xiphostomidae,
Anostomidae, Hemiodontidae e Citharinidae) e definindo-as por uma série de caracteres

osteoldgicos. Greenwood et al. (1966) também reafirmaram Characiformes como um grupo
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“filético”, entretanto, esta condicdo sé foi testada e corroborada por Fink e Fink (1981 e
1996), ja dentro do paradigma cladistica.

Eigenmann (1917) resumiu a histéria da sistematica dos caracideos americanos.
Posteriormente, Weitzman (1962) definiu Characinae (= Characidae) com base em um
abrangente estudo osteoldgico, e propds que alguns de seus subgrupos fossem elevados
ao nivel de familia, o que foi realizado por Greenwood et al. (1966). A classificacao
proposta por Greenwood et al. (1966) ainda é a mais utilizada por ictidlogos que trabalham
com ictiofauna neotropical (Britski, 1992), tendo Géry, em 1977, publicado um extenso
trabalho onde compilou tudo que havia sido feito até entdo, tanto por ele como por outros
autores, sobre sistematica de Characiformes.

Atualmente, as seguintes subfamilias sdo incluidas em Characidae: Agoniatinae,
Clupeacharacinae, Iguanodectinae, Bryconinae, Serrasalminae, Aphyocharacinae,
Characinae, Stethaprioninae, Tetragonopterinae, Triportheinae, Rhoadsiinae,
Cheirodontinae, Glandulocaudinae e Stevardiinae (Reis et al., 2003; Weitzman, et al.,
2005; Buckup, 2007), e 88 géneros sdo considerados incertae sedis (Lima et al., 2003). E,
sem duvida, a familia com os maiores problemas taxonémicos e filogenéticos dentre da
ordem Characiformes. Esta problematica vem desde a origem de sua criagdo quando
Weitzman (1962) prop6s a subfamilia Characinae (= Characidae) para abrigar tdxons que
nao possuiam as sinapomorfias que definiam outros grupos inclusos na entdo vigente
familia Characidae (= parte de Characiformes).

Estudos baseados em morfologia indicam que o monofiletismo de Characidae ainda
€ controverso. A primeira hipétese filogenética abrangente de base cladistica para os
Characiformes foi apresentada por Buckup (1991) e posteriormente publicada (Buckup,
1998). Esse estudo, ainda que bastante importante deve ser visto com muita cautela, pois

o autor utilizou apenas de 27 taxons em seu grupo-interno, sendo apenas sete géneros de
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Characidae. Nesse estudo nenhum representante de Gasteropelecidae ou Serrasalmidae
foram incluidos, como pode ser observado na Figura 1.

Lucena (1993) apresenta uma hip6tese de monofiletismo da familia como por ser
observado na Figura 2. Porém, estudos de Buckup (1998), Lucena e Menezes (1998) e
Zanata e Vari (2005) mostraram que, tal como proposta por Lucena (1993), Characidae
nao era monofilética. Assim, novas familias foram propostas dentro de Characiformes.

Malabarba & Weitzman (2003), em uma analise visando posicionar
filogeneticamente seu novo género de Characidae, Cyanocharax, propuseram, com base
na presenga de ganchos principalmente nos raios das nadadeiras pélvicas e anal de
machos adultos, um grupo monofilético de “characids” incluindo Gasteropelecidae,
Roestinae, Serrasalminae, Cheirodontinae, Characinae, Stethaprioninae, Iguanodectinae,
Aphyocharacinae, Rhoadsiinae, parte de Tetragonopterinae juntamente com géneros
Incertae Sedis, os géneros Salminus, Brycon, Bryconops, Lignobrycon, Triportheus e o
chamado “Clade A”. Este ultimo definido pela presenca sinapomoérfica de uma nadadeira
dorsal com férmula ii, 8 raios e quatro dentes na série interna do pré-maxilar. O “Clade A”
de Malabarba & Weitzman (2003) inclui, além de Cyanocharax e todos os
Glandulocaudinae, o0s géneros Piabina, Creagrutus, Caiapobrycon, Boehlkea,
Bryconacidnus, Ceratobranchia, Hemibrycon, Knodus, Microgenys, Montocheirodon,
Odontostoechus, Othonocheirodus, Piabarchus, Rhinobrycon, Rhinopetitia, Attonitus e
Hypobrycon. A familia Gasteropelecidae, cujos membros apresentam espinhos 6sseos nos
raios das nadadeiras e 0 0sso supra-orbital, foi agrupada com Roestinae, Salminus,
Serrasalminae, Brycon, Bryconops, Lignobrycon e Triportheus (Figura 3). Apesar de
representar um avango no entendimento das relagdes filogenéticas em Characiformes e
particularmente em Characidae, o estudo foi baseado em relativamente poucos caracteres

(todos observaveis sem disseccdo) sendo que a maior parte dos taxons do “Clade A” é
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parte de uma grande politomia ndo resolvida. Além disso, recentemente Vari e Ferraris
(2004) relataram a presenca de ganchos nas nadadeiras de membros da familia africana
de Characiformes Distichodontidae.

Posteriormente, Mirande (2009) analisou uma grande quantidade de géneros e
espécies de Characidae (Figura 4). O autor utilizou 160 espécies de Characidae e familias
relacionadas, comparando 360 caracteres morfolégicos, e concluiu que a monofilia da
familia € suportada por sete sinapomorfias. Uma nova subfamilia, Heterocharacinae, foi
proposta e as subfamilias  Aphyocharacinae, Aphyoditeinae,  Characinae,
Gymnocharacinae e Stevardiinae foram redefinidas. Mirande (2009) também propbe que
Glandulocaudinae seja incluso em Stevardiinae junto com membros remanescentes do
“Clado A” e os géneros Auxilidens e Nantis. Mais recentemente, Mirande (2010) re-
analisou os dados apresentados em Mirande (2009) e os resultados obtidos foram
bastante similares aos anteriores, com modificacdes basicamente em nivel de espécie
(Figuras 5a e 5b).

Os estudos filogenéticos, utilizando dados de sequéncia de DNA, com
representantes da ordem Characiformes tiveram inicio em 1996 com a publicagdo de um
estudo sobre a filogenia das piranhas e pacus (Orti et al., 1996), sugerindo a existéncia de
um padrdo de relacionamento intergenérico ainda nao conhecido para o grupo. Estudos
abrangentes com representantes da ordem Characiformes foram publicados por Orti e
Meyer (1996 e 1997) e os resultados foram revistos e analisados, em conjunto, por Orti
(1997), como mostra as Figuras 6a e 6b. Essas filogenias resultantes desses dois
trabalhos sao bastante diferentes das demais propostas para a ordem Characiformes com
base em caracteres morfolégicos e muitos ndés nao sdo suportados por valores altos de
bootstrap. Essas discrepancias podem estar relacionadas ao pequeno niumero de grupos

estudados e a pequena quantidade de dados moleculares avaliada.
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Calcagnotto et al. (2005) estudaram 135 taxons da ordem Characiformes
representando todas familias da Africa e América do Sul, com excecao de Curimatidae e
Gasteropelecidae, utilizando seis genes sendo dois do DNA mitocondrial (16S e citocromo
B) e quatro nucleares (Rag2, Fkh, Sia e Trop). A analise de 3660 caracteres resultou em
18 arvores construidas com o método de maxima parciménia. O uso de espécies de
Siluriformes e Cypriniformes como grupos externos mostrou que a ordem Characiformes é
monofilética. Os grupos africanos e sul-americanos ndo formaram unidades monofiléticas.
Algumas das relagdes entre as familias de Characiformes aparecem bem resolvidas como
a monofilia de Distichodontidae e sua posicdo basal em relacdo aos demais
Characiformes. A relagdo entre Alestidae e Characidae ficou evidente. Nesse estudo
Cynodontidae e Serrasalmidae aparecem mais relacionados as familias Parodontidae,
Hemiodontidae, Anostomidae, Curimatidae, Chilodontidae e Prochilontidae. As relagdes
entre representantes da familia Characidae foram bem resolvidas, revelando como grupo
monofilético, porém somente 24 géneros foram amostrados (Figura 7).

Mais recentemente, Janovillo et al. (2010) estudaram as relacdes entre as
subfamilias e os géneros de incertae sedis (Figura 8). Para isso, os autores usaram o0s
genes mitocondriais 12S, 16S e COIl e o gene nuclear RAG 2 de 98 taxons terminais em
suas analises. Um resultado interessante encontrado foi de 3 clados principais de
Characidae, denominados de clados A, B e C. Todas as espécies incluidas no clado A
corrobora a monofilia do clado A de Malabarba e Weitzman (2003). Como o resultado
esperado, o0s representantes de Astyanax, Bryconamericus, Hemigrammus e
Hyphessobrycon sao poliféticos. Outros géneros também apareceram poliféticos
(Hypobrycon, Cyanocharax, Diapoma, Knodus e Serrapinus), porém hipéteses futuras

deverdo ser testadas para confirmar esse resultado.
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No que diz respeito aos géneros incertae sedis em Characidae, uma série de
estudos tem sido feito com o intuito de verificar a validade dos géneros e/ou suas relacoes
dentro da familia Characidade, entre eles, Hyphessobrycon (Weitzman e Palmer, 1997),
Roeboides (Lucena, 1998), Gymnocorymbus (Benine, 2000), Creagrutus e Piabina (Vari e
Harold, 2001), Cyanocharax + Clado A do Malabarba (Malabarba e Weitzman, 2003),
Moenkhausia (Benine, 2004) e Hasemania (Serra, 2003).

A incerteza sobre o numero de espécies em Characidae é ainda acompanhada pelo
nosso insatisfatério estado de conhecimento sobre as relagbes dentro da familia. A
classificacdo de Characidae proposta em Reis et al. (2003) reflete este problema. Doze
das subfamilias reconhecidas nesta classificacdo foram reconhecidas como grupos
monofiléticos: Agoniatinae, Aphyocharacinae, Bryconinae, Characinae, Cheirodontinae,
Clupeacharacinae, Glandulocaudinae, Iguanodectinae, Rhoadsiinae, Serrasalminae,
Stethaprioninae e Tetragonopterinae. Mas, 88 géneros de Characidae, muitos monotipicos,
mas outros altamente especiosos (Astyanax, Bryconamericus, Creagrutus, Hemigrammus,
Hyphessobrycon, Jupiaba e Moenkhausia), foram colocados como “Incertae sedis em
Characidae” por Lima et al. (2003). Dentro deste grupo estavam 620 das 952 espécies de
Characidae. Esta classificagao reflete a falta de informacao sobre as relagbes entre estes
géneros e em muitos casos a auséncia de evidéncias de monofilia dos géneros nao
monotipicos.

Embora algumas das subfamilias de Characidae, tais como Serrasalminae
(Machado-Allison, 1983), Glandulocaudinae (Weitzman e Menezes, 1998; Weitzman et al.,
2005) e Cheirodontinae (Malabarba, 1998, Mariguela, 2009), tenham sido foco de estudos
recentes, as relacoes filogenéticas entre as subfamilias de Characidae e entre essas e 0s
demais Characiformes permanecem desconhecidas. De acordo com Weitzman e

Malabarba (1998), para que haja progresso na elucidacao das inter-relacoes filogenéticas
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dos taxons da familia Characidae serdo necessarias analises mais detalhadas de muitos
aspectos da anatomia dessas espécies, assim como o emprego de outros tipos de dados,

como moleculares, fisiolégicos e comportamentais.

1.2 Consideracoes sobre a subfamilia Bryconinae

A subfamilia Bryconinae inclui 42 espécies validas sendo que 40 pertencem ao
género Brycon, uma ao género Henochilus e uma ao género Chilobrycon (Lima, 2003). Os
peixes do género Brycon estao entre os mais importantes na pesca amadora e profissional
de agua doce da América do Sul e vérias espécies estdo sendo criadas em cativeiro.
Reflexo de sua popularidade, as espécies do género Brycon recebem diversos nomes

LT LI

populares ao longo de sua distribuigdo: “matrincha@”, “jatuarana”,

[ IT]

piabanha”, “piraputunga”,
“piracanjuba” e “vermelha” no Brasil, “sabalo” no Peru e Equador, “palambra” ou “bécon” na
Venezuela, “yamu” na Colémbia, “pirapita” ou “salmon-criollo” na Argentina, Paraguai e
Uruguai (Lima, 2001).

O género Brycon é amplamente distribuido desde sul do México até a Argentina. Ha
espécies tanto transandinas, encontradas nos rios do Peru, Colédmbia e do Equador quanto
cisandinas encontradas nos rios das bacias da América do Sul bem como nas drenagens
costeiras do Atlantico e Caribe (Lima, 2003).

Espécies de Brycon sao peixes de médio a grande porte, com exemplares adultos
variando entre 15 a 70 cm de comprimento padrédo (Lima, 2001). Habitam rios e ambientes
aquaticos associados, como lagos marginais e planicies de inundagéo, principalmente em
regides florestadas (Lima, 2001). Espécies de Brycon vivem geralmente em pequenos
cardumes, tendo uma dieta onivora, que inclui frutos, sementes, flores, insetos, peixes e
mesmo pequenos vertebrados (Saul, 1975; Goulding, 1980; Lilyestrom e Taphorn, 1983;

Lima e Castro, 2000).
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O género Brycon foi inicialmente descrito por Miller e Troschel (1844) e
caracterizado com base na morfologia dentaria, principalmente na presenca de trés séries
de dentes no pré-maxilar. Em 1845, estes mesmos autores redescreveram o género,
consideram B. falcatus como espécie-tipo e descreveram B. shomburgkii (=B. falcatus) e B.
pesu.

Brycon € usualmente caracterizado por uma combinacdo de caracteres
morfoldgicos: principalmente pela presenca de dois dentes na sinfise do dentario, trés ou
quatro fileiras de dentes no pré-maxilar, coracéide nao alargado e pela auséncia de
supramaxilar (Zanata, 2000). Tais caracteres, entretanto, ndo sao restritos a Brycon e séo
considerados plesiomérficos por alguns autores, que tém questionado o monofilestismo do
género (Zanata, 2000).

Regan (1911) foi o primeiro a propor a hipétese de relacao entre Brycon e Chalceus.
Nesse mesmo estudo Regan (1911), baseado na denticido e morfologia geral, propbs
também Chalcinus (=Triportheus) como relacionado a Salminus. Eigenmann (1912)
estabeleceu a subfamilia Bryconinae para os géneros Brycon e Chalceus. Géry (1964)
propds a subfamilia Chalceinae para substituir Bryconinae e redescreveu as espécies B.
brevicauda, B. falcatus, B. stubelii e B. matrinchao, hoje todas essas espécies sao
sinbnimos de B. falcatus. Porém, em 1972, Géry reutilizou o nome Bryconinae e subdividiu
em trés tribos: Bryconini, Triportheini e Salmini. Posteriormente, o género Salminus foi
classificado como incertae sedis dentro de Characidae por Lima (2003).

Géry (1977) expressou a dificuldade em posicionar Chalceus, pois esse
apresentaria caracteristicas préximas a Brycon que poderia indicar a possibilidade de
ambos participarem de uma linha filogenética comum. No presente estudo o género

Chalceus foi considerado como grupo externo.
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Roberts (1969) através de um estudo osteolégico comparativo entre exemplares de
Brycon e Salminus relacionou as possiveis semelhancas osteoldgicas entre estes dois
géneros ao fato deste Ultimo ser um caracideo primitivo. As conclusdes do autor baseiam-
se principalmente em caracteristicas da denticao, maxila inferior, arcos branquiais e ossos
infraorbitais.

Uj (1990) sugeriu a elevacado de Bryconinae a categoria de familia, na qual incluiu
Brycon e Chalceus juntamente com Catabasis, Lignobrycon, Salminus, Triportheus,
Chilobrycon, Bryconexodon. Lucena (1993) estudou as relagbes filogenéticas mais

recentes envolvendo Brycon confirmando a relagdo com o género Chalceus.

As relagdes entre parte das espécies do género Brycon foram estudadas por Zanata
(2000) que estudou 144 caracteres morfolégicos de 28 espécies de Brycon e 30 espécies
de outros Characiformes com o objetivo de definir filogeneticamente o género Brycon. Os
resultados obtidos por Zanata (2000) observados na Figura 9 permitiram a autora concluir
que o género Brycon € monofilético, quando se inclui nesse género o atual género
Chilobrycon, sendo essa monofilia sustentada por sete caracteres derivados. Brycon
aparece mais relacionado com alguns géneros de Characidae, sendo B. pesu a espécie
considerada a mais primitiva. Neste mesmo trabalho a autora refutou a hipotese de
relacionamento entre Salminus e Brycon, sendo este Ultimo mais proximo de Triportheus.
Um extenso trabalho de revisdo taxonémica das espécies cisandinas de Brycon foi feito
por Lima (2001), porém nao foi feita nenhuma andlise filogenética que sustentasse as
propostas de relacdo sugeridas pelo autor. Lima (2006) em um estudo de revisdo do
género Salminus realizou uma analise filogenética e encontrou que esse género pode ser

relacionado com Brycon, ainda que ndo diretamente (Figura 10).
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Estudos filogenéticos realizados com sequéncias de DNA tém apontado para uma
intima relacao entre os géneros Brycon e Salminus (Orti, 1997; Calcagnotto et al., 2005).
Castro et al. (2004) mostraram que Brycon e Henochilus pertenciam a um grupo
monofilético. Mais recentemente um estudo molecular envolvendo a anélise de sequéncias
parciais do gene mitocondrial 16S foi realizado com 13 espécies de Brycon e com a
espécie H. wheatlandii (Hilsdorf et al., 2008). Nesse estudo verificou-se que Brycon é
monofilético quando se inclui a espécie H. wheatlandii (Figuras 11a e 11b). Outro
resultado interessante é a monofilia observada para as espécies cisandinas e transandinas
estudadas.

Mais recentemente, dois estudos de filogenia da familia Characidae foram
publicados, um com dados morfoldgicos e o outro com dados moleculares. Mirande (2009)
através de caracteres morfoldgicos, afirma que o grupo basal do clado Characidae inclui
Bryconops e as subfamilias Agoniatinae, Acestrorhynchinae, Salmininae, Cynodontinae,
Bryconinae, Heterocharacinae e Iguanodectinae. Esse grupo basal foi reconhecido com
base na presenca do 0sso supraorbital por outros autores (Malabarba e Weitzman, 2003).

Janovillo et al. (2010) utilizaram segmentos parciais dos genes 12S, 16S, COl e
RAG2. Os autores confirmam a relagdo entre Brycon e Salminus e também o
monofilestimo do clado A proposto inicialmente por Malabarba e Weitzman (2003).
Triportheus e a familia Gasteropelecidae formaram uma politomia com o clado formado por
Salminus, Brycon, Bryconops e Acestrorhynchus.

O conhecimento da taxonomia das espécies do género Brycon é ainda bastante
limitado. Essa situacdo se deve a uma combinacao de fatores. A principal razdo para tal
situacdo é a ma amostragem disponivel nas colegcdes de museus até a poucos anos. As
espécies do género sao geralmente esquivas e relativamente dificeis de capturar. Sendo

peixes de tamanho médio a grande, nao existiam séries substanciais disponiveis nos
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museus. Outro fator que contribui para a pouca representatividade de espécies do género
em colecdes é seu progressivo escasseamento em algumas regides da América do Sul (e.
g. rios do leste do Brasil), em consequéncia das severas modificagcbes antropogénicas, o
que naturalmente dificulta a coleta de exemplares para as colegcbes cientificas (Lima,
2001).

1.3 Consideracoes sobre os genes utilizados

O estudo das relagdes entre organismos tem recebido, nos ultimos anos, um
consideravel impulso com o advento das técnicas de sequenciamento de DNA. O estudo
filogenético empregando sequéncias parciais do DNA mitocondrial em peixes € uma
realidade bastante atual, o que pode ser confirmado pelo grande numero de trabalhos
recentemente publicados com essa abordagem (Chiacho et al., 2008, Orti et al., 2008;
Heckman et al., 2009; Betancur, 2009; Javonillo et al., 2010; entre muitos outros)

Caracteristicas peculiares, como heranga uniparental, geralmente materna, a
auséncia de recombinacao e as altas taxas evolutivas, quando comparado ao genoma
nuclear, fizeram do DNA mitocondrial (mtDNA) uma ferramenta importante no estudo das
relacdes evolutivas entre individuos, espécies e populacdes (Calcagnotto, 2004).

O tamanho do genoma mitocondrial pode variar de 6 Kb (Plasmodium falciparum) a
20.000 Kb (Porphyra purpurea) e € geralmente uma molécula circular e fechada, ndao ha
presenca de introns e alguns genes se sobrepdem (Nahum, 2004).

A taxa de substituicbes sinbnimas (quando um nucleotideo é substituido por outro
sem causar alteracao no aminoacido resultante) no genoma mitocondrial de vertebrados foi
estimada em 5,7x10¥/sitio/ano (Brown et al., 1982). Ainda segundo esse autor, este valor é
cerca de 10 vezes maior do que o encontrado no genoma nuclear. Em relacdo as
substituicdbes nao sinénimas (quando ha alteragdo no aminoacido), h4& uma grande

variagdo entre os 13 genes que codificam para proteinas, dependendo das restricoes
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funcionais, a exemplo dos genes nucleares. A alta taxa de substituicdo de nucleotideos
pode ser devida a uma mutacdo que, por sua vez, poderia estar sendo causada pelo
excesso de residuos metabdlicos, ou pela auséncia de um mecanismo de reparo (Li,
1997).

Pesole et al. (1999), analisando a variabilidade da taxa de substituicdo de
nucleotideos em diferentes regides funcionais do mtDNA de mamiferos, verificaram que
existe uma grande variabilidade em termos da dindmica evolutiva da molécula. A taxa de
substituicdo de nucleotideos varia dependendo da regido considerada. Os sitios nao
sinbnimos, o dominio central da regido controladora e os genes que codificam para tRNAs
e rRNAs apresentam taxas mais baixas do que os sitios sindbnimos e do que as duas
regides periféricas da regiao controladora (Pesole et al., 1999).

Segundo Lewin (2004) ha 13 genes que codificam proteinas. Ainda de acordo com
esse autor, todas as proteinas fazem parte da cadeia respiratéria, envolvidas na
fosforilacao oxidativa e transporte de elétrons. A molécula de mtDNA apresenta também 2
genes que codificam RNAs ribossémicos (rRNAs 12S e 16S), e 22 genes que codificam
RNAs transportadores (tRNAs) (Brown, 1999). A presenga desses genes para rRNAs e
tRNAs significa que ndo ha necessidade de importar essas organelas para a mitocéndria
vindos do citoplasma (Brown, 1999).

No presente trabalho foram utilizados fragmentos de dois genes mitocondriais (16S
rRNA, Citocromo b) e trés genes nucleares (Myh6, RAG1 e RAG2). O uso desses genes
tem sido feito com sucesso em estudos filogenéticos de diversos grupos de vertebrados
como peixes (Calcagnotto et al., 2005), sapos (Garcia-Paris et al., 2003), aves (Ericson et
al., 2006), cervideos (Gilbert et al., 2006), cobras (Noonam et al., 2006), bovinos (Robiquet

et al., 2005), entre outros.
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O gene 16S rRNA faz parte da grande subunidade ribossomal do mtDNA assim
como o 12S rRNA (Palumbi et al., 1996). As sequéncias desse gene sao razoavelmente
conservadas e evolui mais devagar do que o genoma mitocondrial como um todo (Palumbi
et al., 1996). Ainda segundo esse autor, existe uma consideravel variagcdo em algumas
espécies, podendo ser usado para estudos em nivel de populacao.

O gene citocromo b codifica uma proteina relacionada a cadeia de transporte de
elétrons. A quimica e agao dessa proteina ainda nao sdao bem conhecidas (Palumbi et al.,
1996). Irwin et al. (1990) examinaram, a evolugao do citocromo b em mamiferos e Martin e
Palumbi (1993) compararam esses resultados da evolugao dessas proteinas em tubardes.
Ambos os estudos observaram que o nivel de conservagao variou significativamente em
diferentes partes do gene citocromo b. A regido final 3’ do sentido da fita € mais variavel,
enquanto a parte codificante do gene é altamente conservado.

O gene nuclear Myh6 (Myosin heavy chain 6) esta localizado no cromossomo 14
humano e codifica a subunidade alfa da cadeia pesada da miosina cardiaca 6. O gene esta
localizado 4kb aproximadamente a jusante do gene que codifica a subunidade beta da
cadeia pesada de miosina cardiaca. Mutagbes nesse gene causam a cardiomiopatia
hipertréfica familiar e defeito do septo atrial 3 (Granados-Riveron et al., 2010). E um gene
com aspecto conservativo.

Na literatura ainda nao existe informacdes sobre a distribuicdo e localizacdo dos
genes RAG1 e RAG2 (Recombination Activing Gene) em cromossomos de peixes
(Hashimoto et al., 2009). Em humanos ambos os genes sdo encontrados no cromossomo
11 e, em camundongos, no cromossomo 02 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Entretanto,
assim como o Myh6 os genes RAG1 e RAG2 sao conservados, as sequéncias de DNA
desses genes tém sido amplamente aplicadas a estudos filogenéticos e também na

identificacao de hibridos de peixes (Hashimoto et al., 2009). As proteinas RAG1 e RAG2
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sdo mediadores chaves de um processo de rearranjo génico conhecido como
recombinacao V(D)J responsavel pela diversidade dos receptores de antigeno no sistema
adaptativo imune de vertebrados (Oettinger et al., 1990).

Ainda que o numero de estudos publicados que usam genes nucleares em estudos
filogenéticos seja pequeno em relacdo ao numero daqueles que utilizam genes
mitocondriais, diversos trabalhos tém sido publicados nos ultimos anos, mostrando a
utilidade desses genes em estudos de diversos grupos de peixes (Orti e Meyer, 1996; Orti,
1997; Lovejoy e Collete, 2001; Lavoué et al, 2003; Hardman, 2004; Near et al., 2004;
Moyer et al., 2004; Quenouille et al., 2004; Calcagnotto et al., 2005; Chiachio et al., 2008;
Janovillo et al., 2010) e espera-se que nos proximos anos muitas filogenias baseadas em

genes nucleares estejam disponiveis.
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Figura 1. Hipdtese de relacionamento entre as familias de Characiformes e alguns géneros de
Characidae segundo Buckup (1998). Os numeros identificam os clados discutidos pelo autor da
hipotese.
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Figura 2. Hipotese sobre as relagdes de diversos géneros de Characidae, segundo Lucena (1993).
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Gasteropelecidae e Roestinae segundo Malabarba e Weitzman
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Figura 4. Hipotese final, parte 1, de Mirande (2009), mostrando o outgroup e os Characidae basais.
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Figura 5a. Cladograma mostrando as relacdes de Characidae com outros Characifornes, segundo
Mirande 2010.

Figura 5b. Hipotese de relacionamento, segundo Mirande 2010, entre os Characidae basais.
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Figura 6a. Arvore de consenso obtida para 38 taxons de Characiformes utilizando sequéncias
parciais dos genes mitocondriais 12S e 16S rRNA, segundo Orti (1997). Os nimeros acima e
abaixo dos ramos representam os valores de bootstrap obtidos nas analises de maxima parciménia
e “neighbor-joining” respectivamente. Os géneros marcados em negro representam grupos
africanos.
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Figura 6b. Arvores de consenso obtidas para Characiformes e outros grupos externos utilizando
sequéncias parciais do gene ependimina, segundo Orti (1997). Em (a) foram utilizadas todas as
posicoes e em (b) foram excluidas as transicoes nas terceiras posicdes dos cédons. Os ndameros
acima dos ramos representam os valores de bootstrap obtidos nas analises de maxima parciménia.
Os géneros marcados em negro representam grupos africanos.
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Figura 7. Arvore de consenso obtida para Characidae, segundo Calcagnotto et al. (2005). O

quadrado indica a posicao filogenética da subfamilia Bryconinae.
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Figura 8. Arvore de consenso obtida para Characidae, segundo Javonillo et al. (2010). Os nimeros
acima e abaixo dos ramos representam os valores de bootstrap obtidos nas analises de maxima
parciménia e os indices de Bremer, respectivamente. O quadrado indica a posicao de Bryconinae.
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Figura 9. Arvore de consenso obtida por Zanata (2000) para Characiformes, particularmente para o
género Brycon, a partir de 58 taxons e 144 caracteres (comprimento = 510 passos). Os ndmeros

representam os clados identificados.
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Figura 10. Arvore de consenso obtida por Lima (2006) para Characiformes, particularmente para o
género Salminus, a partir de 31 taxons terminais e 69 caracteres (comprimento = 280 passos). Os
numeros representam os clados identificados.
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Figura 11. Arvores de consensos obtidas por Hilsdorf et al. (2008) mostrando as relacdes
flogenéticas entre os géneros Brycon e Henochilus por Maxima Parciménia (a) e Analise
Bayesiana (b).
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2. OBJETIVOS

O presente estudo pretendeu abordar questdoes basicas acerca das relagdes entre
as espécies da subfamilia Bryconinae, buscando testar a hipétese de que a familia

Bryconinae € monofilética e composta por trés géneros, como correntemente admitido.

Obijetivos operacionais:

1 - Sequenciar segmentos do DNA mitocondrial e nuclear de representantes de todos os

géneros de Bryconinae, incluindo o maior numero possivel de espécies de Brycon.

2 - Elaborar e testar hipoteses de relacionamento das espécies de Bryconinae com outros

taxons de Characiformes possivelmente relacionados, principalmente Salminus.

3 - Estudar a biogeografia histérica dos taxons analisados, combinando informagdes sobre

a distribuicéo de espécies modernas e fésseis com as filogenias obtidas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

Este projeto esta inserido em um amplo estudo das relacbes em Characidae
intitulado “Relagdes filogenéticas em Characidae (Ostariophysi: Characiformes)”, que foi
executado como um Projeto Teméatico (FAPESP 04/09219-6).

Como o objetivo de testar o monofiletismo das familias de Characiformes e delimitar
a familia Characidae, foram também testadas hipdteses de relagcdes de Bryconinae com
todos os demais membros de Characiformes. Para tanto foram utilizados 231espécimes,
sendo o0 grupo externo formado por uma espécie de Cypriniformes e o grupo interno
composto de 230 amostras representando todas as 18 familias reconhecidas de
caraciformes (165 géneros), todas as 14 subfamilias reconhecidas de Characidae (55
géneros e 68 espécies) e 68 espécies representando 56 géneros considerados incertae
sedis em Characidae. A Tabela 1 mostra todas as espécies e familias analisadas nesta
parte do estudo.

As coletas dos exemplares da subfamilia Bryconinae foram realizadas em diversos
pontos da América do Sul (Brasil, Panama, Peru e Venezuela). Algumas amostras de DNA
foram cedidas pelo prof. Dr. Alexandre Hilsdorf (Universidade de Mogi das Cruzes).
Amostras de tecidos de Brycon melanopterus foram doadas por pesquisadores da
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (Peru), as amostras de B. petrosus e B.
chagrensis foram coletadas com auxilio do Smithsonian Tropical Research Institute, no
Panama. Alguns exemplares de B. vermelha, B. ferox, B. orbignyanus e de Salminus
brasiliensis foram doados pelo CEPTA, Pirassununga. A espécie Salminus iquitensis foi
doada pelo Museu de Zoologia da USP (MZUSP). Os peixes foram identificados e
depositados na colecao de peixes do Laboratério de Biologia de Peixes (LBP), Instituto de

Biociéncias, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Botucatu, SP, Brasil. A confirmacao
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da identificacdo dos animais pertencentes a subfamilia Bryconinae foi feita com a ajuda do
Dr. Flavio César Thadeo de Lima do Museu de Zoologia da USP (MZUSP). A Figura 12
mostra as localidades das amostras estudadas no presente estudo.

Como apresentado anteriormente, o monofiletismo da subfamilia Bryconinae ainda
nao foi confirmado e duvidas a este respeito estdo na literatura (Howes, 1982; Castro e
Vari, 1990; Lucena, 1993). Por esta razdo, para delimitagdo do grupo interno foram
incluidos os taxons previamente considerados pertencentes a subfamilia (Brycon,
Henochilus e Chilobrycon) e relacionados a ela. A Figura 13 mostra os trés géneros (as
espécies Chilobrycon deuterodon, Brycon vermelha e Henochilus wheatlandii,
respectivamente) da subfamilia Bryconinae. Para testar a hip6tese de relagdo entre as
espécies da subfamilia em estudo foram analisadas 20 espécies (37 Exemplares) do
género Brycon juntamente com os géneros Chilobrycon (2 exemplares) e Henochilus (um
exemplar). Foi testada também a relacdo entre os géneros Salminus (ver Orti e Meyer,
1997 e Malabarba, 1998) e Chalceus (ver Lucena 1993). A Tabela 2 apresenta a lista dos
animais analisados até o presente momento para o estudo das relacdes internas da
subfamilia Bryconinae.

Estdo depositados em nossa colegdo outros exemplares da subfamilia Bryconinae,
porém para estudos de filogenia s6 € necessario um represantante de cada espécie, por
isso que apesar termos cerca de 140 exemplares nem todos foram utilizados para o
desenvolvimento desse trabalho. Nés utilizamos mais de um exemplar por espécie quando
as amostras divergiam quanto a localidade de coleta.

Dos animais capturados foram retiradas amostras de tecidos, como figado, musculo
e branquias. Os tecidos foram preservados em etanol 95%. Os exemplares foram fixados

em formol 4%, conservados em alcool 70% e encontram-se depositados na colecao do
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Laboratério de Biologia e Genética de Peixes para identificacdo e realizacdo de estudos

futuros de taxonomia e sistematica.
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Figura 12. Regido Neotropical e as localizagdes das espécies utilizadas no presente trabalho. As
coordenadas cartesianas estdo listadas na Tabela 2. 1. Brycon aff atrocaudatus; 2., 3 e 4. Brycon
amazonicus; 5. Brycon chagrensis; 6. Brycon devillei; 7, 8 e 9. Brycon falcatus; 10. Brycon ferox;
11. Brycon gouldingi; 12. Brycon henni; 13, 14 e 15. Brycon hilarii; 16. Brycon insignis;17. Brycon
melanopterus; 18. Brycon moorei; 19 e 20. Brycon nattereri; 21. Brycon orbignyanus; 22 e 23
Brycon opalinus; 24. Brycon orthotaenia; 25, 26 e 27. Brycon pesu; 28. Brycon petrosus; 29. Brycon
sp; 30. Brycon vermelha; 31. Chilobrycon deuterodon; 32. Henochilus wheatlandii; 33. Salminus
iquitensis; 34. Salminus franciscanus, 35. Salminus brasiliensis; 36. Salminus hilarii.
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FIGURA 13. Exemplares da subfamilia Bryconinae: Chilobrycon deuterodon, Brycon vermelha e
Henochilus wheatlandii, respectivamente. Fotos obtidas por Dr. Claudio Oliveira e as duas ultimas
por Dr. Ricardo Macedo Cérrea e Castro.
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Tabelal. Relacdo dos exemplares usados para testar o monofiletismo das familias de Characiformes,
delimitar a familia Characidae e testar a relagdo de Bryconinae com os outros taxons.

Grupo/Espécie Voucher  Animal
Characidae/Agoniatinae
Agoniates anchovia LBP 6740 33471
Agoniates halecinus LBP 5503 26594
Characidae/Aphyocharacinae
Aphyocharax alburnus LBP 1587 11774
Aphyocharax anisitsi LBP 3764 22190
Aphyocharax pusillus LBP 4046 22920
Characidae/Bryconinae
Brycon amazonicus LBP 2187 15565
Brycon insignis LBP 2369 16075
Henochilus wheatlandlii LBP 1221 25846
Characidae/Characinae
Acestrocephalus sardina LBP 6876 33172
Charax leticiae LBP 1480 12700
Cynopotamus kincaidi LBP 3225 19449
Cynopotamus venezuelae LBP 6132 29515
Galeocharax knerii LBP 3496 20164
Gnathocharax steindachneri LBP 4496 24494
Heterocharax macrolepis LBP 4494 24485
Hoplocharax goethei LBP 4495 24489
Phenacogaster calverti LBP 5582 27299
Roeboides guatemalensis LBP 2755 18529

Characidae/Cheirodontinae
Acinocheirodon melanogramma LBP 8104 37551
Aphyocheirodon hemigrammus LBP 8306 40025

Cheirodon australe LBP 3115 19803
Cheirodon ibicuhiensis LBP 4777 25598
Compsura heterura LBP 4733 24984
Heterocheirodon yatai LBP 4872 24954
Kolpotocheirodon theloura LBP 5033 25982
Macropsobrycon uruguayanae LBP 6039 29061
Nanocheirodon insignis LBP 6104 27476
Odontostilbe “britiskii” LBP 4650 22626
Odontostilbe fugitiva LBP 4052 22932
Prodontocharax melanotus 10
Pseudocheirodon arnoldi 5
Saccoderma melanostigma LBP 6103 27475
Serrapinnus calliurus LBP 3731 22121
Serrapinnus piaba LBP 8972 41813
Spintherobolus ankoseion LBP 4725 24957
Spintherobolus broccae LBP 3916 22558
Spintherobolus leptoura LBP 7544 36098

‘Ctenurus spilurus’gen. e sp. Nov.  LBP 5699 27603
Characidae/Clupeacharacinae

Clupeacharax anchoveoides LBP 5046 26012
Characidae/Glandulocaudinae

Glandulocauda melanogenys LBP 4507 24538
Lophiobrycon weitzmani LBP 1225 38090
Mimagoniates inequalis LBP 3383 21274
Mimagoniates microlepis LBP 1225 11077
Characidae/lguanodectinae

lguanodectes geisleri LBP 4266 23840
Piabucus melanostomus LBP 5109 26150

Characidae/Rhoadsiinae
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Grupo/Espécie Voucher Animal
Carlana eigenmanni LBP 3300 19864
Carlana eigenmanni LBP 3301 19865
Characidae/Serrasalminae
Catoprion mento LBP 7556 35624
Colossoma macropomum LBP 5173 26648
Metynnis mola LBP 667 8050
Metynnis lippincottianus LBP 6282 29688
Myloplus rubripinnis LBP 2184 15570
Mylossoma duriventre LBP 1823 12921
Piaractus mesopotamicus LBP 4255 23803
Pygocentrus cariba LBP 2229 15662
Serrasalmus maculatus LBP 3698 21836
Serrasalmus spilopleura LBP 3499 20169
Tometes trilobatus LBP 9072 42585
Characidae/Stethaprioninae
Brachychalcinus copei LBP 192 8853
Poptella paraguayensis LBP 3732 21986
Stethaprion crenatum LBP 4078 22994

Characidae/Stevardiinae
Corynopoma riisef’

Gephyrocharax atracaudatus LBP 2753 18519
Planaltina britskii LBP 2598 17243
Pseudocorynopoma heterandria LBP 2862 18570
Tyttocharax madeirae LBP 5145 33166
Xenurobrycon pteropus LBP 9054 42218
Characidae/Tetragonopterinae

Tetragonopterus argenteus LBP 3758 22029
Tetragonopterus chalceus LBP 8268 37556
Characidae/Triportheinae

Triportheus nematurus LBP 39 3503
Triportheus orinocensis LBP 2663 15580
Characidae incertae sedis

Aphyocharacidium bolivianum LBP 9055 42219
Aphyodite grammica LBP 9050 42214
Astyanacinus moorii LBP 5783 28195
Astyanax jordani LBP 4527 24599
Bario steindachneri LBP 4389 24187
Bramocharax baileyi LBP 8940 42025
Bramocharax caballeroi LBP 8939 42022
Bryconadenos tanaothoros® MCP 40399
Bryconamericus emperador LBP 2754 18528
Bryconamericus exodon LBP 7123 34200
Bryconella pallidifrons LBP 4646 24696
Bryconops affinis LBP 262 4168
Ceratobranchia cf. delotaenia LBP 3257 20042
Chalceus epakros LBP 5443 26504
Chalceus erythrurus LBP 4211 22727
Coptobrycon bilineatus LBP 3809 33169
Creagrutus peruanus LBP 3267 20057
Ctenobrycon hauxwellianus LBP 4095 23538
Cyanocharax alburnus LBP 4746 25516
Deuterodon iguape LBP 6827 33065
Engraulisoma taeniatum LBP 4038 22896
Engraulisoma taeniatum LBP 4038 22897
Exodon paradoxus LBP 4006 23040
Gymnocorymbus ternetzi LBP 3737 21989

Hasemania nana’
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Grupo/Espécie Voucher Animal
Hasemania sp. LBP5967 28455
Hasemania crenuchoides (gen nov) LBP 7243 33196
Hemibrycon taeniurus LBP 6847 33168
Hemigrammus marginatus LBP 6292 29419
Hemigrammus ulreyi LBP 7604 36267
Hollandichthys multifasciatus LBP 698 8791
Hyphessobrycon eques LBP 7615 36278
Hyphessobrycon megalopterus LBP 7613 36932
Hyphessobrycon reticulatus LBP 1049 8939
Hypobrycon maromba LBP 6750 33174
Inpaichthys kerri LBP 4526 24597
Jupiaba anteroides LBP 7067 34380
Jupiaba acanthogaster LBP 7935 37269
Knodus meridae LBP 7569 15818
Leptagoniates steindachneri LBP 4137 23661
Lignobrycon myersi LBP 8094 37519
Markiana nigripinnis LBP 663 8038
Microschemobrycon casiquiare LBP 8161 38058
Moenkhausia xinguensis LBP 6101 28443
Myxiops aphos LBP 7184 33173
Nematobrycon palmeri LBP 6124 33165
Nematocharax venustus LBP 8106 37557
Odontostoechus lethostigmus LBP 6752 33171
Oligosarcus paranensis LBP 3926 22582
Oligosarcus hepsetus LBP 2377 16055
Paracheirodon axelrodi LBP 4472 24425
Paragoniates alburnus LBP 9208 43156
Parecbasis cyclolepis LBP 9053 42217
Phenagoniates macrolepis LBP 6105 35623
Piabarchus analis LBP 8514 38382
Piabina argentea LBP 3509 21306
Prionobrama paraguayensis LBP 3230 19465
Prionobrama paraguayensis LBP 3230 19468
Pristella maxillaris LBP 2221 15637
Probolodus heterostomus LBP 6454 29141
Psellogrammus kennedyi LBP 6578 31813
Rachoviscus crassiceps LBP 7146 33170
Roeboexodon guyanensis LBP 5315 26921
Salminus brasiliensis LBP 850 9025
Salminus franciscanus LBP 8090 37503
Stygichthys typhlops LBP 8107 37558
Thayeria obliqua LBP 5743 26891
Xenagoniates bondi LBP 3074 19694
Acestrorhynchidae
Acestrorhynchus falcatus LBP 4191 23707
Acestrorhynchus lacustris LBP 2158 15173
Acestrorhynchus cf. nasutus LBP 7035 34110
Acestrorhynchus pantaneiro LBP 3755 22014
Alestidae
Alestes sp. LBP 7530 35376
Alestopetersius caudalis'

Bathyaethiops breuseghem’ AMNH233422
Brycinus carolinae' AMNH233628
Brycinus longipinnis LBP 7529 35375
Bryconaethiops sp. '

Hydrocynus brevis' AMNH22644
Ladigesia roloff’ AMNH233394
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Grupo/Espécie Voucher Animal
Micralestes sp. LBP 2342 15946
Phenacogrammus interruptus LBP 2637 17293
Anostomidae
Anostomus ternetzi LBP 4375 24146
Leporinus fasciatus LBP 4459 24381
Schizodon fasciatus LBP 3046 19130
Schizodon fasciatus LBP 3994 23098
Chilodontidae
Chilodus punctatus LBP 4090 23527
Caenotropus labyrinthicus LBP 1828 12912
Citharinidae
Citharinus sp. LBP 7528 35374
Crenuchidae
Characidium laterale LBP 7614 36938
Characidium pterostictum LBP 2132 21388
Crenuchus spilurus LBP 6907 33264
Melanocharacidium sp.' AMNH233321
Poecilocharax weitzmani LBP 7078 40500
Ctenoluciidae
Boulengerella lateristriga LBP 7094 34623
Boulengerella maculata LBP 3996 23092
Boulengerella maculata LBP 4241 22733
Curimatidae
Curimatella dorsalis LBP3759 22034
Cyphocharax gouldingi LBP 1537 11889
Cyphocharax magdalenae LBP6109 29560
Potamorhina altamazonica LBP2571 17020
Steindachnerina insculpta LBP5185 26336
Cynodontidae
Cynodon gibbus LBP 1619 11672
Hydrolycus scomberoides LBP 3031 19115
Rhaphiodon vulpinus LBP 4064 22942
Distichodontidae
Distichodus sp. LBP 7526 35371
Distichodus sp. LBP 7526 35372
Hemigrammocharax multifasciatus’ RUSI63497
Ichthyborus sp. " AMNH233626
Neolebias trilineatus' AMNH233439
Xenocharax spilurus' AMNH231548
Erythrinidae
Erythrinus erythrinus LBP 5212 26378
Hoplias malabaricus LBP 5539 27219
Hoplias aimara LBP 7837 36847
Hoplias microlepis LBP 2763 18503
Gasteropelecidae
Carnegiella strigata LBP 4200 23798
Carnegiella marthae LBP 4199 23793
Thoracocharax stellatus LBP 7534 35343
Hemiodontidae
Anodus orinocensis LBP 2210 15614
Argonectes robertsi LBP 1804 13167
Bivibranchia velox LBP 5757 28123
Hemiodus immaculatus LBP1725 12849
Hepsetidae
Hepsetus odoe LBP 7527 35373
Lebiasinidae
Copella nattereri LBP 4377 24148
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Grupo/Espécie Voucher Animal
Copella nattereri LBP 536 7140
Pyrrhulina australis LBP 3784 22333
Pyrrhulina cf. zigzag LBP 8005 37473
Parodontidae
Apareiodon affinis LBP 4591 24665
Parodon nasus LBP 1135 5635
Prochilodontidae
Prochilodus reticulatus LBP 6127 29514
Semaprochilodus laticeps LBP 1383 12728
Cypriniformes/Cyprinidae
Carassius auratus LBP 9215 43160

1- Calcagnotto et al. (2005); 2- Javonillo et al. (2010).
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Tabela 2. Relagdo dos exemplares da subfamilia Bryconinae
filogenéticas e seus respectivos dados sobre localidade de coleta.

e Salminus utilizados nas analises

Numero do lote  Animal Espécie Localidade Coordenadas Pais
1356 17096 Brycon aff atrocaudatus Rio Santa S 08°40°24.0" W 78°09'16.3" Peru
2187 e Brycon amazonicus Laguna de Castilleros N 07°30°50.9" W 66°09'19.8"  Venezuela
2859 18988 Brycon amazonicus Rio Tomo N 4°25'27.11" W69°17'12.54"  Coldémbia
834 8835 Brycon amazonicus Rio Negro/AM S 3°%'5.21"W 59°47' 23.73" Brasil
2749 18510 Brycon chagrensis Rio Llano Sucio N 09°19'26.2" W 79°46'08.2" Panama

Estacéo de Piscicultura da
5837 28350 Brycon devillei CEMIG em Machado S 15°31'19.0" W 41°30'18.0" Brasil
Mineiro/MG
2668 15563 Brycon falcatus Laguna de Castilleros N 07930°50.9” W 66°09°'19.8”  Venezuela
5146 26278 Brycon falcatus Rio Machado/RO S 10°43'36' W 61°55'12.9" Brasil
6878 32395 Brycon falcatus Rio Negro/AM S 00°08.156' W 67°05.057" Brasil
18979 . ) oA14D A" oAni44 an )
8100 37529 Brycon ferox Rio Mucur/MGi S 17°41'42.4' W 40°46'11.3 Brasil
3130 19203 Brycon gouldingi Lagoa da Egua/MT S 13°20'05.1" W 50°42'16.2" Brasil
2857 18984 Brycon henni Rio Santacruz S 6°38'21.30"W 73°39' 0.21"  Colémbia
3805 21895 Brycon hilarii Rio Negro/MS S 19°34'33.7' W 56°14'49.5" Brasil
o Rio Cuiabéa/Rio Sao =R " . " :
2766 17634 Brycon hilarii Lourenco/MT S 17°50'45.3" W 57°24'11.7 Brasil
4676 24810 Brycon hilarii Rio Cuiaba/MT S 15%4'50° W 56°02'07" Brasil
16075 o . \ \ .
2309 18977 Brycon insignis Lagoa Feia/RJ S 22°00' W 41°20 Brasil
38096 ; oEAIAQ {* oA TOE {1
9778 38097 Brycon melanopterus Rio Amazonas S 21°53'48.1' W 53°47'25.1 Peru
2858 18986 Brycon moorei Rio Rancheria N 11°0' 23.57 W74°14'48.80"  Col6mbia
2856 }ggg; Brycon nattereri Rio Parana/SP S20°55'27.90"W51°37'32.62" Brasil
8101 37541 Brycon nattereri Rio Capivari/MG S 17°41'42.4' W 40°46'11.3" Brasil
2746 18004 Brycon orbignyanus Piscicultura/SP S§21°69'45.74"W47 °25'36.57" Brasil
6303 29001 Brycon opalinus Rio ltagagaba/SP S 22°39'26.3" W 44°45'49.8" Brasil
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Numero do lote  Animal Espécie Localidade Coordenadas Pais
6306 29349 Brycon opalinus Rio dos Prazeres/SP S 23°35'43.8" W 45°34'08.0" Brasil
249 4215 Brycon orthotaenia Rio Sao Francisco/MG S 18°11,475 W 45°14,857 Brasil
37578 . g qn 010'04 O :
8111 37579 Brycon pesu Rio das Gargas/MT S 15%54'18.1" W 52°19'24.2 Brasil
5320 26930 Brycon pesu Rio Jari/AP S 00°34'11” W 52°33'19” Brasil
9409 42567 Brycon pesu Rio Guama/PA S 01°34'00.5" W 47°09'51.4" Brasil
2750 18504 Brycon petrosus Rio Llano Sucio N 09°19'26.2" W 79°46'08.2" Panama
37580 . AN o1 B Q )
8109 37581 Brycon sp. Rio Culuene/MT S 13°49'00° W 53°15'008 Brasil
8099 37528 Brycon vermelha Rio Mucuri/MG S 17°41'42.4' W 40°46'11.3" Brasil
45001 . : oAQ " " "
9334 45002 Chilobrycon deuterodon Rio Tumbes S 03°48'17.9" W 80°29'52.5 Peru
1221 25846 Henochilus wheatlandii Rio Santo Antonio/MG S17°53 60.00" W40° 13'0.00" Brasil
8160 38065 Salminus iquitensis Rio Tapirapé S 5°22'22.30"W 49°7' 0.94" Brasil
8090 37503 Salminus franciscanus Rio Sao Francisco/MG S 18°11'21.0' W 45°15'10.3" Brasil
850 9025 Salminus brasiliensis Rio Mogi-Guagu/SP S21°55' 37.60" W47°22'4.40" Brasil
8114 37554 Salminus hilarii Rio Verde Grande/MG S 15°19'24.2' W 43°39'52.5" Brasil
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3.2. METODOS

3.2.1. Extracao de DNA genémico de tecidos solidos

O DNA total foi extraido de tecidos preservados em etanol 95%, utilizando o Kit

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Cat. No. 69506).

1.

Cortar um pedago do tecido de cerca de 10 a 25mg. Retirar completamente o &lcool

em um papel de filtro. Colocar o tecido no tubo com 180ul de Buffer ATL.

2.

3.

10.

11.

Cortar o tecido em pequenos pedacos

Colocar 20ul de Proteinase K (10mg/ml). Transferir os tubos para um banho-maria a
56°C até digerir todo o material (1 a 3 horas).

Adicionar 200ul de Buffer AL e 200l de etanol 100%.

Retirar todo o conteldo do eppendorf e colocar na coluna.

Centrifugar por 1 minuto a 8000rpm. Descarte o tubo coletor.

Adicionar 500ul Buffer AW1 e coloque outro tubo coletor e centrifuga por 1 minuto a
8000rpm.

Adicionar 500ul Buffer AW2 e coloque outro tubo coletor e centrifuga por 3 minutos a
14.000rpm.

Colocar a coluna em um eppendorf de 1,5ml e adiciona 200ul de Buffer AE.

Incubar por 1 minuto e centrifugar por 1 minuto a 8000rpm.

N&ao € necessario esperar antes de usar o DNA.
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3.2.2. Reacao de amplificacao

Para amplificar os fragmentos de DNA de todas as espécies usadas no presente

trabalho, utilizou-se a tecnologia de PCR (Polymerase Chain Reaction). A Tabela 3 mostra

todas as sequéncias e 0s primers usados no presente estudo.

O esquema abaixo mostra a molécula de mtDNA localizando os genes utilizados na
presente andlise (Citocromo b e 16S rRNA ).

Small

= Phe  ribosomal RMNA
—nop ' Large
Thr j J ribosomal RNA
Cytochrome b (16S rRNA)

Cytochrome ¢
™. oxidase 1
MOAL

AP
\ Cytochrome

[ ] 1
II. | — \"'., Lys . oxidase 2
Cytochrome © il
-.-;-.Maw_ll'l | ATPase subunit 8
ATPase subunit &
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Para amplificar esses segmentos mitocondriais e o0 gene nuclear Myh6, o

procedimento foi o seguinte:

1. Em um tubo eppendorf preparou-se uma reacao MIX, descrita na tabela abaixo.

Multiplicam-se os valores de acordo com o numero de reagfes a serem amplificadas.

Solucoes Volume
Agua 18,45l
Tampao10X 2,54l
dNTP (2mM) 0,5ul
MgCI2 (25mM) 0,54l
Taq (5U/ul) 0,054l
L primer (5uM) 1,0l
H primer (5uM) 1,0ul
DNA 1,0ul
Volume Final 25,0pl
2. Em um termociclador e realizou-se o0 seguinte programa:
Primer Denaturacao (95°) Ciclos Extensao (72°C)
16S 10 min 35X 95°C/30s,48°C/45s, 72°C/45s 7 min
Cytb 5 min 30X 95°C/30s,48°C/45s, 72°C/90s 7 min
3. Os produtos foram aplicados em um gel de agarose 1,0%, utilizando Blue Green

Loading Dye | (LGC Biotecnologia), e visualizados em um transluminador de luz
ultravioleta, para verificagdo da qualidade e tamanho dos fragmentos amplificados. Os géis
foram fotografados e digitalizados pelo programa da Kodak “Electrophoresis

Documentation and Analysis System 120°, como pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14. Gel de agarose 1% mostrando a amplificagdo do gene 16s rRNA do mtDNA.

Para os genes nucleares Ragl e Rag2 foram feitas duas reagbes de PCR, a

primeira usou-se um primer com aproximadamente 1200pb e a na segunda PCR um

primer interno. Na mesma reacgao foram utilizadas duas temperaturas diferentes, e essas

temperaturas permaneciam iguais tanto para a primeira quanto para a segunda PCR. O

procedimento foi o seguinte:

1. Em um tubo eppendorf preparou-se uma reacdo MIX, descrita na tabela abaixo.

Multiplicam-se os valores de acordo com o numero de reacdes a serem amplificadas.

Solucgoes Volume

Agua 18,3ul
Tampao10X 2,54l
dNTP (8mM) 0,5ul
MgCl2 (50mM) 0,5ul
Taq (5U/ul) 0,2ul
L primer (5uM) 1,0ul
H primer (5uM) 1,0ul
DNA 1,0ul
Volume Final 25,0ul
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2. Em um termociclador realizou-se o seguinte programa:
Primer  Denaturacgao (95°) Ciclos Extensao (72°C)
Rag1 1 min 15X 95°C/45s,56 °C/1min,72°C/60s 5 min
Myh6 15X 95°C/30s,54°C/1min, 72°C/90s
Rag2 1 min 15X 95°C/30s,58 °C/45s, 72°C/60s 5 min

15X 95°C/30s,56°C/30s, 72°C/90s

3. Os produtos foram aplicados em um gel de agarose 1,0%, utilizando Blue Green
Loading Dye | (LGC Biotecnologia), e visualizados em um transluminador de luz
ultravioleta, para verificacdo da qualidade e tamanho dos fragmentos amplificados. Os géis
foram fotografados e digitalizados pelo programa da Kodak “Electrophoresis

Documentation and Analysis System 120°, como pode ser observado na Figura 15.

Figura 15. Gel de agarose a 1% da 1 2 (A) e 22 (B) PCR, usando o gene nuclear Rag2.
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Tabela 3: Sequéncias dos primers utilizados na amplificagdo dos fragmentos dos genes.

Gene Sequéncia do Primer+ Referéncia
16S ar ACG CCT GTT TAT CAA AAA CAT Kocher et al. (1989)
16S br CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACG T Kocher et al. (1989)
Cytb L 14841 CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA Kocher et al. (1989)
Cytb H15915b AAC CTC CGA TCT TCG GAT TAC AAG AC Kocher et al. (1989)
Myh6 COF2 TTGAACATCTTCTCATACAC Novo
Myh6é COR2 TTCTCATACACTGACTTAGCCAGTGC Novo
Ragl 2510F  TGG CCA TCC GGG TMA ACA C S
Li e Orti (2007)
1°PCR  4090R CTG AGT CCT TGT GAG CTT CAATRAAYTT
Ragl 2535F AGC CAG TAC CAT AAG ATG TA
Li e Orti (2007)
2°PCR 4078R TGA GCC TCC ATG AAC TTC TGA AGR TAY TT
Rag2  164F AGC TCA AGC TGC GYC CCA T Novo
1°PCR Rag2-R6  TGR TCC ARG CAG AAG TAC TTG Lovejoy e Collette (2001)
Rag2  176F GYC CCA TCT CAT TCT CCA ACA

Novo

2°PCR 1387R2 CCA TGC AYTGRG CRT GGA CC

* Sentido 5’ - 3’

3.2.3. Purificacao do produto da PCR

Apo6s checagem da amplificacdo, o produto de PCR passou por reacao de limpeza

através do kit ExoSap-IT® (USB Corporation):

Em um tubo eppendorf preparou-se uma reagdo contendo 5,0 pl do DNA
amplificado juntamente com 2,0 ul da solugéo de ExoSap e levou-se para o termociclador

para a realizacdo do seguinte programa:

Passo Temperatura Tempo
1 37°C 60’
2 80°C 15’

3.2.4. Reacao de amplificacao para o sequenciamento

Para a reagdo de PCR foi utilizado o Kit “Big Dye™ Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). O procedimento utilizado foi o

seguinte:
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1.

Preparou-se uma amostra e duas réplicas para cada e para tanto, prepara-se uma

solucado MIX, para cada uma das amostras, contendo:

2.

10.

Solucoes Volume

DNA (Amplificado e limpo pela ExoSap-IT) 1,4 ou 2,8 ul

Primer (5uM) 0,7 pl

Solugo BigDye (nucleotideos marcados com fluorescéncia) | 0,7 pl

H.O Autoclavada 3,150u 2,8 ul
Volume Final 7ou

Levaram-se os eppendorfs a um termociclador e realiza-se o seguinte programa:

Passo Processo Temperatura Tempo
1 Desnaturacao Inicial 96°C 2'

2 Desnaturacao 96°C 30"

3 Anelamento 56°C 15”

4 Extensao 60°C 4'

5 Volta para o passo 2 30X

6 Armazenamento 12°C forever

3.2.5. Limpeza do PCR de Sequenciamento

Adiciona-se em cada tubo: 0.7 ul de EDTA (125mM);
Adiciona-se em cada tubo: 0.7 pul de Acetato de Sodio (3 M)

Homogeneizar e passar no spin brevemente;

Adiciona-se 17,5 ul de Etanol 100%;

Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente;

Centrifuga-se por 15 min a 13000 rpm a 25°C;

Descartar o Etanol em papel toalha;

Adiciona-se 24,5 c de Etanol 70% Gelado;

Centrifuga-se por 10" a 13000rpm a 25°C;

Descartar o Etanol em papel toalha;
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11.  Repetir passo 8 a 10 ( lavagem com etanol 70%);

12.  Secar em termociclador por 2 minutos a 96°C sem tampa e com o termociclador
aberto;

13.  Guarda-se os tubos, ja secos, no freezer a -20°C envolto em papel aluminio, até o

momento do sequenciamento.

3.2.6. Sequenciamento de DNA

Colocar 15ul de Formamida HI-DI nas amostras para sequenciar.

1. No computador, ap6s o reinicio, executar: Run 3130 data collection.
2. Apertar “TRAY” para trazer para frente a bandeja de placas.
3. Trocar tampao e os dois recipientes contendo a agua. Recolocar os frascos com

tampao e agua no sequenciador. Fechar a porta.

4, No computador abrir o0 icone Plate manager e fazer a sample sheet.

5. Clicar em Run Schedule, selecionar a placa pendente.

6. No sequenciador, apertar o Tray e colocar o estojo com as amostras.

7. Fechar a porta do aparelho, esperar a luz ficar verde para mexer no computador.
8. No computador clicar no quadro amarelo que identifica o estojo.

9. Clicar no botao de “start’.

Sempre observar o funcionamento normal do aparelho.
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3.2.7. Alinhamento e analise das sequéncias e analise filogenética

Para as andlises das relacdes entre os representantes de todas as subfamilias
reconhecidas para Characidae, dando um enfoque para a posicao filogenética da
subfamilia Bryconinae e entre os géneros e espécies de Bryconinae foram utilizados os
seguintes parametros:

As sequéncias de cada gene foram independentemente alinhadas utilizando o
algoritmo Muscle com os parametros padrao (Edgar, 2004) e os alinhamentos foram
inspecionados e corrigidos visualmente para identificagdo de qualquer erro Obvio de
alinhamento, usando o programa BIOEDIT (Hall, 1999). Os alinhamentos de cada gene
foram analisados inicialmente pelo método de maxima verossimilhanca (ML), através do
programa RAxML (Stamatakis, 2006), utilizando o servidor RaxML BlackBox (Stamatakis et
al., 2008) para identificar possiveis erros de sequenciamento. As sequéncias encontradas
em posicao duvidosa nas arvores resultantes foram re-sequénciadas ou eliminadas das
analises subsequentes.

E importante ressaltar que as correcdes foram as menores possiveis e realizadas
apenas antes que essa matriz fosse utilizada nas andlises filogenéticas. Isso para que
ocorresse a menor manipulagdo possivel garantindo assim a repetibilidade da hipétese de
homologia originaria do processo de alinhamento.

A variacao e o padrao de substituicdo de nucleotideos e a distancia genética foram
examinadas utilizando-se o programa MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007). Para verificar se o
numero de transicoes e de transversdes atingiu o nivel de saturagéo, isto €, se ocorreu
mais do que uma substituicdo em determinados sitios, foi construido um grafico onde o
eixo X representa os valores das distancias genéticas de cada par de tdxons usados e o
eixo Y o numero de transicao (TS) ou de transversao (TV) presentes em cada par. No caso

de ndo haver saturacao, a relagao entre estes parametros € linear, isto €, com o aumento
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da distancia, ha o aumento do niumero de TS ou TV. Se houver substituicoes multiplas, o
grafico atinge uma situagao no qual o aumento da distancia genética ndo corresponde ao
aumento no numero de TS ou TV. Tal analise foi estimada pelo modelo Tamura-Nei93 com
o auxilio do programa DAMBE versao 4.0.65 (Xia e Xie, 2001).

As sequéncias de DNA das regides codificadoras de proteinas como citocromo b,
RAG1, RAG2 e Myh6 foram alinhadas baseadas em sequéncias de aminodcidos,
aplicando o codigo genético universal e mitocondrial no programa MacClade 4.0 (Maddison
e Maddison 2000).

As anadlises de maxima parciménia (MP) foram realizadas com o programa PAUP*
4.0b10 (Swofford, 2003). Buscas heuristicas foram realizadas com um minimo de 100
adicbes ao acaso e o algoritmo TBR. Todos os caracteres foram considerados nao
ordenados, as transformacdes de estado foram pesadas igualmente e os ramos com
comprimento maximo de zero foram colapsados. Os gaps foram tratados como dados
perdidos, ao invés de um quinto estado, para evitar pré-suposicées sobre a natureza e
localizacdo dos eventos de insercao/delecdo e restricbes subjetivas de mudancas de
estado de carater. O grau de robustez dos clados foi testado utilizando 1000 pseudo-
réplicas pelo método de bootstrap (Felsenstein, 1985).

O programa RAxML (Stamatakis, 2006), utilizando o servidor Cipres
(http://www.phylo.org/) foi utilizado para as analises de maxima verossimilhanca (ML). Uma
arvore aleatéria foi utilizada para cada analise independente de ML e todos os demais
parametros do programa foram utilizados na forma padrao. A robustez das topologias foi
testada utilizando 1000 pseudo-réplicas pelo método de bootstrap (Felsenstein, 1985).

As analises filogenéticas utilizando a metodologia Bayesiana (BA) foram realizadas
pelo programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist e Huelsenbeck, 2003) implantado no site Cipres

(http://www.phylo.org/). Essas analises foram conduzidas, com quatro cadeias
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markovianas independentes, num total de 30.000.000 de réplicas, amostrando uma arvore
a cada 1.000 réplicas para cada corrida. As arvores iniciais de baixa probabilidade foram
descartadas e as arvores remanescentes foram utilizadas para construir uma arvore de
consenso por maioria (50%) utilizando o programa Paup*4.0b10 (Swofford, 2003).

Todas as analises seguiram as recomendagdes de Swofford et al. (1996), Nei e
Kumar (2000) e Felsenstein (2004). Ao final das analises a filogenia final foi construida
como método de consenso por maioria (sdo mostrados valores acima de 50%), conforme
tem sido feito nos estudos utilizando dados moleculares. A discussao foi feita comparando
todas as filogenias obtidas, tendo em vista principalmente a que foi mais bem resolvida,
apés a analise de todas as combinagdes de variaveis citadas acima.

Primeiramente todos esses parametros foram usados para a matriz total para
sabermos que posicao filogenética a subfamilia Bryconinae se encontraria dentro de
Characidae e qual seria o clado formado. Posteriormente, os dados contento Bryconinae +
clado formado resultante dessa primeira analise geral foram re-analisados para melhor
confiabilidade dos dados. Em ambas as andlises foram seguidas todos os parametros

citados acima.
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4. RESULTADOS

Aos resultados obtidos no presente trabalho foram dados dois diferentes enfoques.
Primeiramente, foram analisadas as relagcées entre os representantes de todas as
subfamilias consideradas validas para Characidae, dando uma principal atencao a posigao
filogenética da subfamilia Bryconinae. Apds essa primeira analise, foram examinadas as

relagbes entre 0s géneros e espécies pertencentes a subfamilia Bryconinae.

4.1. Analise das relacoes entre as subfamilias representantes de Characidae

Sequéncias parciais de dois genes mitocondriais (16S RNA e Citocromo b) e trés
genes nucleares (Myh6, Ragl e Rag2) foram obtidas de 231 espécies, incluindo 230
Characiformes e 1 Cypriniformes (Tabela 4). A matriz final obtida com o conjunto dos
dados apresentou 4684 pb dos quais 1721 pb sdo sitos conservados, 2949 pb sao sitios
variaveis e 2465 pb sao sitios varidveis e informativos para as andlises de Maxima
Parciménia. A composicdo média, em porcentagem, de bases foi de 24,6% de timina (T),
25,1% de citosina (C), 27,1% de adenina (A) e 23,2% de guanina (G). A distancia média
entre as sequéncias foi de d=0,106 segundo o0 modelo de Tamura - Nei (Tamura e Nei,
1993), na qual todas as posigcdes da matriz foram analisadas. Nessa primeira analise a
espécie Carassius auratus (Cypriniformes) foi usada para enraizar as arvores finais
obtidas.

Para avaliar o grau de saturagéo nas substituicbes nucleotidicas foram produzidos
graficos com o numero de transicbes e transversdes vs. a distancia genética, calculada
com o modelo de Tamura-Nei93, para cada posicao dos cédons dos genes, no programa
DAMBE versao 4.0.65 (Xia e Xie, 2001) e nao foi observada saturacdo dos dados (Figura

16).
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Na analise de parcimbnia foram obtidos os seguintes valores: comprimento da
arvore foi de 37255 passos, indice de consisténcia (IC) = 0.1454, indice de homoplasia (IH)
= 0.8546 e indice de retencdo (IR) = 0.5990. Os gaps foram tratados como “dados
perdidos”. Foram geradas 1695 arvores igualmente parcimoniosas. Os valores de
bootstrap foram obtidos a partir de 1000 réplicas, valores abaixo de 50% foram omitidos da
filogenia.

As andlises de maxima verossimilhanca foram realizadas pelo programa RAxML
(Stamatakis, 2006), com os dados enviados pelo site http://www.phylo.org/. Todos os
parametros originais foram mantidos e o modelo de substituicdo usado foi o GTR, também
implantado no default do programa. A arvore de consenso foi construida como o consenso
de 1000 réplicas pelo método de bootstrap.

A Figura 17 apresenta arvore consenso obtida a partir da analise de Maxima
Verossimilhanca com os valores bootstrap. Pelo grande nimero de taxons analisados essa
figura mostra apenas a localizagéo de Bryconinae e Salminus dentro de Characidae.

A andlise Bayesiana foi realizada pelo programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist e
Huelsenbeck, 2003), com os dados enviados pelo site http://www.phylo.org/. As analises
foram realizadas considerando todos os dados obtidos (4684pb) e considerando os gaps
como “dados perdidos”. Ao todo foram feitas 10.000.000 de geracdes e descartadas as
2.000.000 iniciais. Como na andlise de verossimilhanga, o modelo de substituicédo
nucleotidica GTR foi empregado. Nessa andlise, os valores de suporte para a maioria dos
nés internos formam maiores que 50%.

A arvore de Maxima de Parciménia apresentada no Anexo 1 contém todos os
taxons analisados. Os numeros da esquerda correspondem ao valor de bootstrap para
1000 réplicas na analise de MP e os numeros da direita representam as probabilidades

obtidas a partir da analise das 10.000.000 geracdes, na Analise Bayesiana.

55



Resultados

Apo6s todas as analises realizadas pelos trés métodos filogenéticos obteve-se uma
hipétese na qual diversos grupos antes considerados como membros de Characidae foram
alocados em outros grupos monofiléticos e Characidae é definido como um grande grupo
nao monofilético. Porém, o objetivo do presente trabalho nao foi analisar todas as relagdes
encontradas, mas sim, somente localizar e discutir o posicionamento de Bryconinae dentro
de Characidae.

Em todas as andlises realizadas obteve-se o mesmo resultado: Bryconinae e
Salminus é grupo-irmao do clado formado por Gasteropelecidae e pelas espécies
Triportheus nematurus, T. orinocensis, Lignobrycon myersi, Clupeacharax anchoveoides,
Agoniates anchovia, A. halecinus e Engraulisoma taeniatum.

Em MP, o género Lignobrycon esta mais relacionado com Triportheus. Contudo, nas
andlises de ML e Bayesiana, Lignobrycon é grupo-irmao de Triportheinae, Agoniatinae,
Clupeacharacinae e Engraulisoma. Na analise Bayesiana uma politomia entre Agoniates e
Clupeacharax nao esclareceu as relagées entre esses géneros. Por sua vez os resultados
obtidos por ML mostraram Clupeacharax e Agoniates como grupos irmaos de

Engraulisoma.

4.2. Anadlise das relacoes entre os géneros e espécies pertencentes a
Bryconinae

Para essa segunda analise, foram utilizadas 22 amostras de Bryconinae (20 de
Brycon, Henochilus e Chilobrycon), quatro do género Salminus, as espécies da familia
Gasteropelecidae e pelos géneros Triportheus, Engraulisoma, Lignobrycon, Agoniates e
Clupeacharax.

Ap6s o concatenamento de todas as sequéncias obtivemos uma matriz de 4673 pb,
na qual 2150 sitios sdo conservados, 2514 variaveis e 1398 informativos para a analise de

parciménia. A propor¢do transicao/transversao (Ti/Tv) observada foi de R=1,2. A
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composicdo média, em porcentagem, de bases para este gene foi de 27,1% de adenina
(A), 25,3% de citosina (C), 23,2% de guanina (G) e de 24,4% de timina (T). A Tabela 5
mostra todas as espécies de Bryconinae e Salminus analisados neste estudo com os
genes sequenciados.

A distancia média entre as sequéncias foi de d=0,1359 segundo o modelo de
distdncia Tamura—Nei (Nei e Kumar, 2000). Uma analise gréfica realizada através da
relacao entre as transi¢des (Ti) e transversdes (Tv) e a distdncia genética estimada pelo
modelo Tamura-Nei 93 ndo indicou nenhuma tendéncia a saturacédo nos genes estudados
(Figura 18).

A analise por MP representada na Figura 19 encontrou 4609 &rvores mais
parcimoniosas. A arvore final apresentou 6995 passos, Cl=0,541, HI=0,4959 e RI=0,6699.
Os gaps foram tratados como “dados perdidos”. Nessa analise, os valores de suporte para
a maioria dos nos internos foram maiores que 50%.

O modelo de substituicdo nucleotidica usado na analise por MP foi calculado pelo
programa Modeltest e o mais apropriado para nosso conjunto de dados foi GTR (General
Time Reversible) +1 +G, “modelo geral de tempos reversiveis” com sitios invariaveis e
distribuicdo gama (Posada e Crandall, 1998).

As andlises de maxima Verossimilhanca foram realizadas pelo programa RAxML
(Stamatakis, 2006), com os dados enviados pelo site http://www.phylo.org/. Todos os
parametros padrdo foram mantidos e o modelo de substituicdo usado foi o GTR implantado
no default do programa. Os resultados das andlises sao apresentados na forma de uma
arvore consenso das 1000 réplicas realizadas pelo método de bootstrap (Figura 20).

A anadlise Bayesiana foi realizada pelo programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist e
Huelsenbeck, 2003), com os dados enviados pelo site http://www.phylo.org/. As analises

foram realizadas considerando todos os dados obtidos (4673 pb) e considerando os gaps
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como “dados perdidos”. Ao todo foram feitas 30.000.000 de geracbes e descartadas as
5.000.000 iniciais. Como na andlise de verossimilhanca, o modelo de substituicao
nucleotidica GTR foi empregado. Os valores de suporte para a maioria dos nés internos
formam maiores que 50% e a arvore consenso obtida esta representada na Figura 21.

Em todas as andlises realizadas os resultados obtidos foram bem semelhantes, com
um bom suporte estatistico, mas em alguns nés as filogenias apresentaram diferengas.

No presente estudo foi observado um clado altamente sustentado estatisticamente,
formado pelas espécies transandinas de B. henni, B. chagrensis, B. petrosus, B. aff.
atrocaudatus e o género Chilobrycon. Na andlise Bayesiana B. henni formou uma politomia
com B. pesu e diversos outros Bryconinae.

Nas analises de MP e ML B. henni (Coldmbia) é grupo-irméao de todos os demais
transandinos analisados nesse estudo, com excecdo de B. moorei. B. petrosus e B.
chagrensis sao grupo irmao das espécies peruanas. Na analise por ML o género
Chilobrycon é grupo irmao de B. henni e B. aff. atrocaudatus e as espécies do Panama séao
mais basais. Na andlise Bayesiana, B. aff. atrocaudatus e Chilobrycon deuterodon estao
mais proximos e as especies basais sdo as do Panama.

Um resultado interessante encontrado em nas nossas andlises foi da espécie B.
moorei (também transandino) proximo as espécies cisandinas: B. orthotaenia, B. gouldingi,
B. orbignyanus, B. hilarii e B. amazonicus Esse resultado demonstra a ndo monofilia dos
grupos cis e transandinos e sugere uma histéria antiga e complexa do género Brycon. Em
ML, B. hilarii e B. orbignyanus sao grupo irmdo de B. amazonicus e B. goulding. Nas
analises Bayesianas e por MP, B. hilarii e B. amazonicus sao grupo irmao de B. goulding e

B. orbignyanus.
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Em todas as analises Salminus é um grupo monofilético, porém tivemos um
resultado bastante inesperado na qual esse género ficou dentro de Bryconinae, refutando
assim, a hip6tese do monofiletismo da subfamilia.

Em nossas anadlises B. pesu representa o grupo-irmao das demais espécies de
Brycon incluindo B. moorei. Somente na analise Bayesiana B. pesu e B. henni formaram
uma politomia.

Um grupo monofilético aqui observado foi o formado pelas espécies de Brycon que
habitam as drenagens costeiras do Brasil e por Henochilus. No presente estudo,
Henochilus apareceu como grupo-irmao das espécies de Brycon dos rios costeiros da
regido leste do Brasil (B. insignis, B. ferox, B. vermelha e B. devillei). Esse resultado
também refuta a monofilia do género Brycon. Nas analises por ML e MP, B. ferox, B.
vermelha e B. insignis sao grupo irmao de Brycon devillei. Por sua vez, na analise
Bayesiana B. devillei esta mais relacionada de B. ferox e B. vermelha.

B. opalinus, uma espécie endémica dos rios da bacia do Paraiba do Sul, ficou
proximo a espécie B. nattereri. E a espécie B. melanopterus é grupo-irmao das espécies

de B. falcatus e de uma espécie ndo identificada, coletada na regiao de Paranatinga, MT
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Tabela 4. Amostras sequenciadas no presente estudo com o respectivo nimero de Voucher.

Groupo/espécie Voucher Animal 16S CytB Myh6 Rag1 Rag2
Characidae/Agoniatinae
Agoniates anchovia LBP 6740 33471 Ok Ok Ok Ok Ok
Agoniates halecinus LBP 5503 26594 Ok Ok Ok Ok Ok

Characidae/Aphyocharacinae

Aphyocharax alburnus LBP 1587 11774 Ok Ok Ok Ok Ok
Aphyocharax anisitsi LBP 3764 22190 Ok Ok Ok Ok Ok
Aphyocharax pusillus LBP 4046 22920 Ok Ok Ok Ok Ok

Characidae/Characinae

Acestrocephalus sardina LBP 6876 33172 Ok Ok Ok Ok Ok
Charax leticiae LBP 1480 12700 Ok Ok Ok Ok Ok
Cynopotamus kincaidi LBP 3225 19449 Ok Ok Ok Ok Ok
Cynopotamus venezuelae LBP 6132 29515 Ok Ok Ok Ok Ok
Galeocharax knerii LBP 3496 20164 Ok Ok Ok Ok Ok
Gnathocharax steindachneri LBP 4496 24494 Ok Ok Ok Ok Ok
Heterocharax macrolepis LBP 4494 24485 Ok Ok Ok Ok Ok
Hoplocharax goethei LBP 4495 24489 Ok Ok Ok Ok Ok
Phenacogaster calverti LBP 5582 27299 Ok Ok Ok Ok Ok
Roeboides guatemalensis LBP 2755 18529 Ok Ok Ok Ok
Characidae/Cheirodontinae
Acinocheirodon melanogramma LBP 8104 37551 Ok Ok Ok Ok Ok
Aphyocheirodon hemigrammus LBP 8306 40025 Ok Ok Ok Ok Ok
Cheirodon australe LBP 3115 19803 Ok Ok Ok Ok Ok
Cheirodon ibicuhiensis LBP 4777 25598 Ok Ok Ok Ok Ok
Compsura heterura LBP 4733 24984 Ok Ok Ok Ok Ok
Heterocheirodon yatai LBP 4872 24954 Ok Ok Ok Ok Ok
Kolpotocheirodon theloura LBP 5033 25982 Ok Ok Ok Ok Ok
Macropsobrycon uruguayanae LBP 6039 29061 Ok Ok Ok Ok Ok

Nanocheirodon insignis LBP 6104 27476 Ok Ok Ok Ok Ok
Odontostilbe “britiskii” LBP 4650 22626 Ok Ok Ok Ok Ok
Odontostilbe fugitiva LBP 4052 22932 Ok Ok Ok Ok Ok

Prodontocharax melanotus STRI 10 Ok Ok Ok Ok Ok
Pseudocheirodon arnoldi STRI 5 Ok Ok Ok Ok Ok
Saccoderma melanostigma LBP 6103 27475 Ok Ok Ok Ok Ok
Serrapinnus calliurus LBP 3731 22121 Ok Ok Ok Ok Ok
Serrapinnus piaba LBP 8972 41813 Ok Ok Ok Ok Ok
Spintherobolus ankoseion LBP 4725 24957 Ok Ok Ok Ok Ok
Spintherobolus broccae LBP 3916 22558 Ok Ok Ok Ok Ok
Spintherobolus leptoura LBP 7544 36098 Ok Ok Ok Ok Ok
‘Ctenurus 3‘7\,”(‘)"’/ usgen. e sp. LBP 5699 27603 Ok Ok Ok Ok Ok
Ok Ok Ok Ok Ok
Characidae/Clupeacharacinae Ok Ok Ok Ok Ok
Clupeacharax anchoveoides LBP 5046 26012 Ok Ok Ok Ok Ok
Ok Ok Ok Ok Ok
Characidae/Glandulocaudinae Ok Ok Ok Ok Ok
Glandulocauda melanogenys LBP 4507 24538 Ok Ok Ok Ok Ok
Lophiobrycon weitzmani LBP 1225 38090 Ok Ok Ok Ok Ok
Mimagoniates inequalis LBP 3383 21274 Ok Ok Ok Ok Ok
Mimagoniates microlepis LBP 1225 11077 Ok Ok Ok Ok Ok
Characidae/lguanodectinae
Iguanodectes geisleri LBP 4266 23840 Ok Ok Ok Ok Ok
Piabucus melanostomus LBP 5109 26150 Ok Ok Ok Ok Ok
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Groupo/espécie Voucher Animal 16S CytB Myh6 Rag1 Rag2
Characidae/Rhoadsiinae
Carlana eigenmanni LBP 3300 19864 Ok Ok Ok Ok Ok
Carlana eigenmanni LBP 3301 19865 Ok Ok Ok Ok Ok
Characidae/Serrasalminae
Catoprion mento LBP 7556 35624 Ok Ok Ok Ok Ok
Colossoma macropomum LBP 5173 26648 Ok Ok Ok Ok Ok
Metynnis mola LBP 667 8050 Ok Ok Ok Ok Ok
Metynnis lippincottianus LBP 6282 29688 Ok Ok Ok Ok Ok
Myloplus rubripinnis LBP 2184 15570 Ok Ok Ok Ok Ok
Mylossoma duriventre LBP 1823 12921 Ok Ok Ok Ok Ok
Piaractus mesopotamicus LBP 4255 23803 Ok Ok Ok Ok Ok
Pygocentrus cariba LBP 2229 15662 Ok Ok Ok Ok Ok
Serrasalmus maculatus LBP 3698 21836 Ok Ok Ok Ok Ok
Serrasalmus spilopleura LBP 3499 20169 Ok Ok Ok Ok Ok
Tometes trilobatus LBP 9072 42585 Ok Ok Ok - Ok
Characidae/Stethaprioninae
Brachychalcinus copei LBP 192 8853 Ok Ok Ok Ok Ok
Orthospinus franciscensis LBP 8105 37555 Ok Ok Ok Ok Ok
Poptella paraguayensis LBP 3732 21986 Ok Ok Ok Ok Ok
Stethaprion crenatum LBP 4078 22994 Ok Ok Ok Ok Ok
Characidae/Stevardiinae
Corynopoma riisef Ok - - - Ok
Gephyrocharax atracaudatus LBP 2753 18519 Ok Ok Ok Ok Ok
Planaltina britskii LBP 2598 17243 Ok Ok Ok Ok Ok
Pseudocorynopoma heterandria LBP 2862 18570 Ok Ok Ok Ok Ok
Tyttocharax madeirae LBP 5145 33166 Ok Ok Ok Ok Ok
Xenurobrycon pteropus LBP 9054 42218 Ok Ok Ok Ok Ok
Characidae/Tetragonopterinae
Tetragonopterus argenteus LBP 3758 22029 Ok Ok Ok Ok Ok
Tetragonopterus chalceus LBP 8268 37556 Ok Ok Ok Ok Ok
Characidae incertae sedis
Aphyocharacidium bolivianum LBP 9055 42219 Ok Ok Ok Ok Ok
Aphyodite grammica LBP 9050 42214 Ok Ok Ok Ok Ok
Astyanacinus moorii LBP 5783 28195 Ok Ok Ok Ok Ok
Astyanax aeneus LBP 8938 42019 Ok Ok Ok Ok
Astyanax jordani LBP 4527 24599 Ok Ok Ok Ok Ok
Astyanax mexicanus LBP 8937 42016 Ok Ok Ok Ok Ok
Bario steindachneri LBP 4389 24187 Ok Ok Ok Ok Ok
Bramocharax baileyi LBP 8940 42025 Ok Ok Ok Ok Ok
Bramocharax caballeroi LBP 8939 42022 Ok Ok Ok Ok Ok
Bryconadenos tanaothoros® MCP 40399 Ok - - - Ok
Bryconamericus emperador LBP 2754 18528 Ok Ok Ok Ok Ok
Bryconamericus exodon LBP 7123 34200 Ok Ok Ok Ok Ok
Bryconella pallidifrons LBP 4646 24696 Ok Ok Ok Ok Ok
Bryconops affinis LBP 262 4168 Ok Ok Ok Ok Ok
Ceratobranchia cf. delotaenia LBP 3257 20042 Ok Ok Ok Ok Ok
Chalceus epakros LBP 5443 26504 Ok Ok Ok Ok Ok
Chalceus erythrurus LBP 4211 22727 Ok Ok Ok Ok Ok
Coptobrycon bilineatus LBP 3809 33169 Ok Ok Ok Ok Ok
Creagrutus peruanus LBP 3267 20057 Ok Ok Ok Ok Ok
Ctenobrycon hauxwellianus LBP 4095 23538 Ok Ok Ok Ok Ok
Cyanocharax alburnus LBP 4746 25516 Ok Ok Ok Ok Ok
Deuterodon iguape LBP 6827 33065 Ok Ok Ok Ok Ok
Engraulisoma taeniatum LBP 4038 22896 Ok Ok Ok - -
Engraulisoma taeniatum LBP 4038 22897 Ok Ok Ok - Ok
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Groupo/espécie Voucher Animal 16S CytB Myh6 Rag1 Rag2
Exodon paradoxus LBP 4006 23040 Ok Ok Ok Ok Ok
Gymnocorymbus ternetzi LBP 3737 21989 Ok Ok Ok Ok Ok
Hasemania nana’ Ok - - - Ok
Hasemania sp. LBP5967 28455 Ok Ok Ok Ok Ok
Hasemania Cg i’;‘)’Cho’des @en | Bp 7243 33196 Ok Ok Ok Ok Ok
Hemibrycon taeniurus LBP 6847 33168 Ok Ok Ok Ok Ok
Hemigrammus marginatus LBP 6292 29419 Ok Ok Ok Ok Ok
Hemigrammus ulreyi LBP 7604 36267 Ok Ok Ok Ok Ok
Hollandichthys multifasciatus LBP 698 8791 Ok Ok Ok Ok Ok
Hyphessobrycon eques LBP 7615 36278 Ok Ok Ok Ok Ok
Hyphessobrycon megalopterus LBP 7613 36932 Ok Ok Ok Ok Ok
Hyphessobrycon reticulatus LBP 1049 8939 Ok Ok Ok Ok Ok
Hypobrycon maromba LBP 6750 33174 Ok Ok Ok Ok Ok
Inpaichthys kerri LBP 4526 24597 Ok Ok Ok Ok Ok
Jupiaba anteroides LBP 7067 34380 Ok Ok Ok Ok Ok
Jupiaba acanthogaster LBP 7935 37269 Ok Ok Ok Ok Ok
Knodus meridae LBP 7569 15818 Ok Ok Ok Ok Ok
Leptagoniates steindachneri LBP 4137 23661 Ok Ok Ok Ok Ok
Lignobrycon myersi LBP 8094 37519 Ok Ok Ok Ok Ok
Markiana nigripinnis LBP 663 8038 Ok Ok Ok Ok Ok
Microschemobrycon casiquiare LBP 8161 38058 Ok Ok Ok Ok Ok
Moenkhausia xinguensis LBP 6101 28443 Ok Ok Ok Ok Ok
Myxiops aphos LBP 7184 33173 Ok Ok Ok Ok Ok
Nematobrycon palmeri LBP 6124 33165 Ok Ok Ok Ok Ok
Nematocharax venustus LBP 8106 37557 Ok Ok Ok Ok Ok
Odontostoechus lethostigmus LBP 6752 33171 Ok Ok Ok Ok Ok
Oligosarcus paranensis LBP 3926 22582 Ok Ok Ok Ok Ok
Oligosarcus hepsetus LBP 2377 16055 Ok Ok Ok Ok Ok
Paracheirodon axelrodi LBP 4472 24425 Ok Ok Ok Ok Ok
Paragoniates alburnus LBP 9208 43156 Ok Ok Ok Ok Ok
Parecbasis cyclolepis LBP 9053 42217 Ok Ok Ok Ok Ok
Phenagoniates macrolepis LBP 6105 35623 Ok Ok Ok Ok Ok
Piabarchus analis LBP 8514 38382 Ok Ok Ok Ok Ok
Piabina argentea LBP 3509 21306 Ok Ok Ok Ok Ok
Prionobrama paraguayensis LBP 3230 19465 Ok Ok Ok Ok Ok
Prionobrama paraguayensis LBP 3230 19468 Ok Ok Ok Ok Ok
Pristella maxillaris LBP 2221 15637 Ok Ok Ok Ok Ok
Probolodus heterostomus LBP 6454 29141 Ok Ok Ok Ok Ok
Psellogrammus kennedyi LBP 6578 31813 Ok Ok Ok Ok Ok
Rachoviscus crassiceps LBP 7146 33170 Ok Ok Ok Ok Ok
Roeboexodon guyanensis LBP 5315 26921 Ok Ok Ok Ok Ok
Stygichthys typhlops LBP 8107 37558 Ok Ok Ok Ok Ok
Thayeria obliqua LBP 5743 26891 Ok Ok Ok Ok Ok
Triportheus nematurus LBP 39 3503 Ok Ok Ok Ok Ok
Triportheus orinocensis LBP 2663 15580 Ok Ok Ok Ok Ok
Xenagoniates bondi LBP 3074 19694 Ok Ok Ok - Ok

Acestrorhynchidae
Acestrorhynchus falcatus LBP 4191 23707 Ok Ok Ok Ok Ok
Acestrorhynchus lacustris LBP 2158 15173 Ok Ok Ok Ok Ok
Acestrorhynchus cf. nasutus LBP 7035 34110 Ok Ok Ok Ok Ok
Acestrorhynchus pantaneiro LBP 3755 22014 Ok Ok Ok Ok Ok
Alestidae

Alestes sp. LBP 7530 35376 Ok Ok OK Ok Ok
Alestopetersius caudalis' Ok Ok - OK
Bathyaethiops breuseghemi’ ~ AMNH233422 Ok Ok - Ok
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Groupo/espécie Voucher Animal 16S CytB Myh6 Rag1 Rag2
Brycinus carolinae' AMNH233628 Ok Ok - -
Brycinus longipinnis LBP 7529 35375 Ok Ok Ok Ok Ok
Bryconaethiops sp. " Ok Ok - Ok
Hydrocynus brevis' AMNH22644 Ok Ok - Ok

Ladigesia roloffi' AMNH233394 Ok Ok - Ok

Micralestes sp. LBP 2342 15946 Ok Ok Ok Ok Ok
Phenacogrammus interruptus LBP 2637 17293 Ok Ok Ok Ok Ok
Anostomidae
Anostomus ternetzi LBP 4375 24146 Ok Ok Ok Ok Ok
Leporinus fasciatus LBP 4459 24381 Ok Ok Ok Ok Ok
Schizodon fasciatus LBP 3046 19130 Ok Ok Ok Ok Ok
Schizodon fasciatus LBP 3994 23098 Ok Ok Ok Ok Ok
Chilodontidae
Chilodus punctatus LBP 4090 23527 Ok Ok Ok Ok Ok
Caenotropus labyrinthicus LBP 1828 12912 Ok Ok Ok Ok Ok
Caenotropus labyrinthicus LBP 9216 43161 Ok Ok Ok Ok
Citharinidae
Citharinus sp. LBP 7528 35374 Ok Ok Ok Ok Ok
Crenuchidae
Characidium laterale LBP 7614 36938 Ok Ok Ok Ok Ok
Characidium pterostictum LBP 2132 21388 Ok Ok Ok Ok Ok
Crenuchus spilurus LBP 6907 33264 Ok Ok Ok Ok Ok
Melanocharacidium sp." AMNH233321 Ok Ok Ok
Poecilocharax weitzmani LBP 7078 40500 Ok Ok Ok Ok Ok
Ctenoluciidae
Boulengerella lateristriga LBP 7094 34623 Ok Ok Ok Ok -
Boulengerella maculata LBP 3996 23092 Ok Ok Ok Ok Ok
Boulengerella maculata LBP 4241 22733 Ok Ok Ok Ok Ok
Ctenolucius hujeta LBP 6131 29532 Ok - - Ok
Ctenolucius hujeta LBP 6131 29533 Ok Ok Ok Ok
Curimatidae
Curimatella dorsalis LBP3759 22034 Ok Ok Ok Ok Ok
Cyphocharax gouldingi LBP 1537 11889 Ok Ok Ok Ok Ok
Cyphocharax magdalenae LBP6109 29560 Ok Ok Ok Ok Ok
Potamorhina altamazonica LBP2571 17020 Ok Ok Ok Ok Ok
Steindachnerina insculpta LBP5185 26336 Ok Ok Ok Ok Ok
Cynodontidae
Cynodon gibbus LBP 1619 11672 Ok Ok Ok Ok Ok
Gilbertolus maracaiboensis LBP 6107 29552 Ok Ok Ok Ok Ok
Hydrolycus scomberoides LBP 3031 19115 Ok Ok Ok Ok Ok
Rhaphiodon vulpinus LBP 4064 22942 Ok Ok Ok Ok Ok
Roestes ogilviei LBP 8157 38066 Ok Ok Ok Ok Ok
Distichodontidae
Distichodus sp. LBP 7526 35371 Ok Ok Ok Ok Ok
Distichodus sp. LBP 7526 35372 Ok Ok Ok Ok Ok
Hemigrammosharax  pgiga407 ok Ok : : Ok
Ichthyborus sp." AMNH233626 Ok Ok - - Ok
Neolebias trilineatus' AMNH233439 Ok Ok - - Ok
Xenocharax spilurus' AMNH231548 Ok Ok - -
Erythrinidae
Erythrinus erythrinus LBP 5212 26378 Ok Ok Ok Ok -
Hoplerythrinus unitaeniatus LBP 8025 37723 Ok Ok Ok Ok Ok
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Groupo/espécie Voucher Animal 16S CytB Myh6 Rag1 Rag2
Hoplias malabaricus LBP 5539 27219 Ok Ok Ok Ok Ok
Hoplias aimara LBP 7837 36847 Ok Ok Ok Ok Ok
Hoplias microlepis LBP 2763 18503 Ok Ok Ok Ok -
Gasteropelecidae
Carnegiella strigata LBP 4200 23798 Ok Ok - Ok Ok
Carnegiella marthae LBP 4199 23793 Ok Ok Ok Ok Ok
Gasteropelecus sternicla LBP 4070 22975 Ok Ok Ok Ok Ok
Thoracocharax stellatus LBP 7534 35343 Ok Ok Ok Ok Ok
Hemiodontidae
Anodus orinocensis LBP 2210 15614 Ok Ok Ok Ok Ok
Argonectes robertsi LBP 1804 13167 Ok Ok Ok Ok Ok
Bivibranchia velox LBP 5757 28123 Ok Ok Ok Ok Ok
Hemiodus immaculatus LBP1725 12849 Ok Ok Ok Ok Ok
Hepsetidae
Hepsetus odoe LBP 7527 35373 Ok Ok Ok Ok Ok
Lebiasinidae
Copella nattereri LBP 4377 24148 Ok Ok Ok Ok Ok
Copella nattereri LBP 536 7140 Ok Ok Ok Ok Ok
Pyrrhulina australis LBP 3784 22333 Ok Ok Ok Ok Ok
Pyrrhulina cf. zigzag LBP 8005 37473 Ok Ok Ok Ok Ok
Parodontidae
Apareiodon affinis LBP 4591 24665 Ok Ok Ok Ok Ok
Parodon nasus LBP 1135 5635 Ok Ok Ok Ok Ok
Prochilodontidae
Prochilodus reticulatus LBP 6127 29514 Ok Ok Ok Ok Ok
Semaprochilodus laticeps LBP 1383 12728 Ok Ok Ok Ok Ok
Cypriniformes/Cyprinidae
Carassius auratus LBP 9215 43160 Ok Ok Ok - -

1- Calcagnotto et al. (2005); 2- Javonillo et al. (2010).
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Figura 16. Grafico da matriz de dados total, mostrando a relagdo entre a distancia genética
calculada com o modelo de Tamura-Nei93, e a frequéncia de transigbes (quadrados) e

transversodes (losangos).
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subfamilia Bryconinae e Salminus dentro de Characidae. Os numeros apresentados representam

valores de bootstrap (maiores que 50%) obtidos.
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Tabela 5. Amostras dos representantes da subfamilia Bryconinae e de Salminus sequenciadas no

presente estudo.

LOTE VOUCHER ESPECIE GENES
GRUPO INTERNO 16S Cytb Myh6 Rag1 Rag2
2187 15565 Brycon amazonicus Ok Ok Ok Ok Ok
15567 Ok Ok Ok Ok Ok
834 8835 Brycon amazonicus Ok Ok Ok Ok Ok
2859 18988 Brycon amazonicus Ok Ok Ok Ok Ok
1356 17096 Brycon aff. atrocaudatus Ok Ok Ok Ok Ok
2749 18510 Brycon chagrensis Ok Ok Ok Ok Ok
5837 28350 Brycon devillei Ok Ok Ok Ok Ok
2668 15563 Brycon falcatus Ok Ok Ok Ok Ok
6878 32395 Brycon falcatus Ok Ok Ok Ok Ok
5246 26278 Brycon falcatus Ok Ok Ok Ok Ok
37529 Ok Ok Ok Ok Ok
8100 18979 Brycon ferox ok Ok ok Ok Ok
3130 19203 Brycon gouldingi Ok Ok Ok Ok Ok
2857 18984 Brycon henni Ok Ok Ok Ok
2766 17634 Brycon hilarii Ok Ok Ok Ok Ok
3805 21895 Brycon hilarii Ok Ok Ok Ok Ok
4676 24810 Brycon hilarii Ok Ok Ok Ok Ok
2369 16075 Brycon insignis Ok Ok Ok Ok Ok
2854 228:3 Brycon melanopterus 8'; g:z g:z gt
2858 18986 Brycon moorei Ok Ok Ok Ok Ok
18981 . Ok Ok Ok Ok
2856 18982 Brycon nattereri ok Ok Ok ok Ok
8101 37541 Brycon nattereri Ok Ok Ok Ok Ok
6303 29001 Brycon opalinus Ok Ok Ok Ok Ok
6306 29349 Brycon opalinus Ok Ok Ok Ok Ok
2746 18004 Brycon orbignyanus Ok Ok Ok Ok Ok
249 4215 Brycon orthotaenia Ok Ok Ok Ok Ok
5320 26930 Brycon pesu Ok Ok Ok Ok Ok
37578 Ok Ok Ok Ok Ok
8111 37579 Brycon pesu ok ok ok Ok Ok
9409 42567 Brycon pesu Ok Ok Ok Ok Ok
2750 18504 Brycon petrosus Ok Ok Ok Ok Ok
37580 Ok Ok Ok Ok Ok
8109 37581 Brycon sp. ok Ok ok ok Ok
8099 37528 Brycon vermelha Ok Ok Ok Ok Ok
9334 2?88; Chilobrycon deuterodon g:z gt gt Ok
1221 25846 Henochilus wheatlandii Ok Ok Ok Ok Ok
Salminus

850 9025 Salminus brasiliensis Ok Ok Ok Ok Ok
8114 37554 Salminus hilarii Ok Ok Ok Ok Ok
84 7615 Salminus hilarii Ok Ok Ok Ok Ok
8160 38065 Salminus iquitensis Ok Ok Ok Ok Ok
8090 37503 Salminus franciscanus Ok Ok Ok Ok Ok
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Figura 18. Grafico da matriz de dados formado pela analise de Bryconinae + grupo-irméo,
mostrando a frequéncia observada de transicdes (losangos) e transversdes (quadrados) em

relacdo a distancia genética estimada pelo modelo de Tamura-Nei93.
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Figura 19. Arvore parcial construida a partir da analise de Maxima Parciménia mostrando a relacao
entre Salminus, Bryconinae, Gasteropelecidae, Agoniatinae, Clupeacharacinae, Triportheinae,
Engraulisoma e Lignobrycon. Os numeros apresentados representam valores de bootstrap
(maiores que 50%) obtidos.
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Figura 20. Arvore parcial construida a partir da andlise de maxima verossimilhanga
mostrando a relagdo entre as espécies de Salminus, Bryconinae, Gasteropelecidae,
Agoniatinae, Clupecharacinae, Triportheinae, Engraulisoma e Lignobrycon. Os numeros
apresentados representam valores de bootstrap (maiores que 50%) obtidos.
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Figura 21. Arvore parcial construida a partir da analise Bayesiana mostrando a relagéo
entre as espécies de Salminus, Bryconinae, Gasteropelecidae, Agoniatinae,
Clupecharacinae, Triportheinae, Engraulisoma e Lignobrycon. Os numeros apresentados
representam valores de bootstrap (maiores que 50%) obtidos.
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5. DISCUSSAO

5.1. Relagao de Bryconinae com os demais Characidae

No presente estudo, foram analisados 231 taxons de Characiformes, incluindo todas
as subfamilias reconhecidas de Characidae e um grande numero de géneros reconhecidos
como incertae sedis em Characidae. Nesse estudo os trés géneros da subfamilia
Bryconinae (Brycon, Henochilus e Chilobrycon) estao presentes. Com isso, foi possivel
testar, pela primeira vez na literatura, as relacdes de Bryconinae com estes outros grupos.

Neste amplo estudo as amostras de Bryconinae mais os representantes do género
Salminus formaram o grupo irmao de Gasteropelecidae, diretamente relacionados as
subfamilias de Characidae Agoniatinae, Clupeacharacinae e Triportheinae e também aos
géneros Engraulisoma e Lignobrycon.

Varios autores apresentam consideracdes a respeito de semelhancas morfolégicas
de Agoniates com integrantes da subfamilia Cynodontidae, Triportheus, Gasteropelecus,
Piabucus, Paragoniates, Leptagoniates, Clupeacharax e Lignobrycon (Kner, 1860;
Gulnther, 1864; Eigenmann, 1910, 1912; Géry, 1963; Howes, 1976; Castro, 1984, Uj, 1990;
Lucena, 1993; Zarske e Géry, 1997, Toledo-Piza, 2000). Estes trabalhos consideram,
principalmente, a forma do coracdide e padrdes de denticdo e alguns tém enfoque
filogenético.

Weitzman (1954) comparou a entdo subfamilia Gasteropelecinae com Brycon,
Astyanax, Bryconamericus e Triportheus e sugeriu, por caracteristicas osteoldgicas, uma
possivel relacdo dos gasteropelecines com o género Triportheus. Porém o coracoide de
Triportheus nao é fusionado como em gasteropelecines. A cintura peitoral de Triportheus
nao € tdo especializada quanto de Gasteropelecidae, mas € bem parecida. Segundo
Weitzman (1954) Triportheus e a subfamilia Gasteropelecinae poderiam ter tido um

ancestral comum.
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Portugal (1990) fez um estudo de revisdo e comparativo de Triportheus (por meio da
osteologia e anatomia externa dos grupos por ele estudados) e considerou esse género
com uma unidade monofilética e provavelmente relacionado a um “grande grupo de
caracideos sul-americanos no qual estao incluidos Brycon e Salminus’.

Castro e Vari (1990) analisaram os géneros Lignobrycon e Triportheus e sugeriram
uma unidade monofilética para estes géneros e relacionada a alguma subunidade de
Brycon, questionando assim, o monofiletismo deste género.

Uj (1990) sugeriu a elevacao de Bryconinae a categoria de familia, na qual inclui
Brycon e Chalceus juntamente com Catabasis, Lignobrycon, Salminus, Triportheus,
Chilobrycon, Bryconexodon e Holobrycon. Esse mesmo autor apresenta em seus
resultados a familia Agoniatidae como grupo-irméao do clado que inclui Bryconinae.

De acordo com Lucena (1993) o clado formado pelos géneros Brycon e Triportheus
(por apresentarem as seguintes caracteristicas: a area do osso frontal localizada
lateralmente ao canal supra-orbital, auséncia de uma fossa no occipital, o supra-orbital
ausente e finalmente, o canal sensorial pré-opercular ultrapassando a borda antero-dorsal
do opérculo) é considerado grupo-irmao do clado formado por representantes da maioria
das subfamilias dos caracideos, especialmente Aphyocharacinae, Cheirodontinae,
Glandulocaudine, Iguanodectinae, Stethaprioninae e Tetragonopterinae. Nesse estudo o
grupo-irméao Brycon é Chalceus, e este clado € grupo-irmao dos caracideos africanos.

Um estudo de relagdes apresentado por Malabarba (1998) considera Brycon pesu,
B cephalus e B falcatus um grupo monofilético e juntamente com Salminus representariam
0 grupo-irmao de Triportheus + Lignobrycon.

No trabalho de Zanata (2000) Agoniates € considerado grupo-irmao do clado

formado por Triportheus e Lignobrycon.
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Através de dados morfologicos Malabarba e Weitzman (2003) tentaram posicionar
filogeneticamente seu novo género de Characidae Cyanocharax, como resultado foi
observado a formagdo de grandes politomias, entre elas uma que engloba
Gasteropelecidae, Triportheus, Brycon, Salminus, Serrasalminae, Bryconops, Lignobrycon
e Roestinae.

No estudo de Calcagnotto et al. (2005) Acestrorhynchus (Acestrorhynchidae)
aparece relacionado a Brycon, Salminus e Triportheus. Essa hipétese foi postulada por
Weitzman e Malabarba (1998), devido a presenga de um 0sso supra-orbital nestes grupos.
Hubert et al. (2005a) também corroboram essa hipétese de relacionamento entre
Acestrorhynchus e Triportheus.

Hubert et al. (2005b) estudaram através de sequéncias parciais dos genes 12S e
16S as relacdes filogenéticas entre 57 Characiformes, inclusive a familia Bryconinae.
Desse estudo, resultou uma topologia ndo muito robusta. Brycon + Salminus formou uma
politomia com os representantes das familias Parodontidae, Hemiodontidae e Curimatide.
Gasteropelecidae (representada pelos géneros Carnegiella e Gasteropelecus) ficou
agrupada com a familia Ctenolucidae. E esse clado foi o mais basal entre todos os
caraciformes neotropicais, ficando proximo as duas familias africanas representadas por
Citharinus e Distichodus.

Mirande (2009 e 2010) em suas analises redefiniu a familia Gasteropelecidae
incluindo as espécies Engraulisoma taeniatum e Clupeacharax anchoveoides dentro dessa
familia.

Um estudo realizado por Castro (1984) propbés uma estreita relagdo entre
Engraulisoma taeniatum e Clupeacharax anchoveoides com base em sete caracteres
sinapomorficos: possuem um forame na superficie ventral do pterético, um supraorbital

curto, a fusdo do terceiro e quarto infraorbitais(*), presenca de interdigitacbes entre os
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processos isquiaticos na cintura pélvica, o antorbital apresenta na forma original e tamanho
compativel de Characidae(*), o terceiro raio branquiostegal articulado na sutura entre o
ceratohial anterior e posterior, auséncia do segundo e terceiro pés-cleitro(*). As
sinapomorfias marcadas com (*) sao as que definem Gasteropelecidae pela analise de
Miranda (2009 e 2010). A fusao do pos-temporal e supracleitro e a presenca de apenas um
epural sao autopomorfias descritas para Engraulisoma taeniatum (Castro, 1984). Porém,
esses caracteres sdo compartilhados com todos os gasteropelecides. Da mesma forma, a
nadadeira dorsal é situada posteriormente e € encontrada em Clupearacharax e
Gasteropelecidae (Weitzman 1954).

Por esse motivo Mirande (2009 e 2010) removeu Clupeacharax e Engraulisoma de
Characidae e incluiu em Gasteropelecidae, pelo menos provisoriamente. Ja a subfamilia
Bryconinae nos trabalhos de Mirande (2009 e 2010) também sofreu alteracédo, além dos
representantes ja definidos foram incluidos nessa nova analise Lignobrycon e Triportheus.

Mais recentemente Javonillo et al. (2010) propuseram um clado formado por
Bryconops, Acestrorhynchus, Brycon e Salminus. Mas as relagdes entre Gnathocharax,
Triportheus e os gasteropelecides nao foram resolvidas pela andlise Bayesiana (devido a
formacdo de uma politomia). Ja na analise de Maxima Parciménia, a seguinte relacdo foi
encontrada: (Triportheus (Gasteropelecidae, Gnathocharax)). Ha evidéncias morfologicas
para esse agrupamento na qual a superficie ventral desses peixes € em formato de quilha,
sdo os chamados “caracideos quilhados”. E essa caracteristica é também compartilhada
por Lignobrycon e segundo a hipétese de Malabarba (1998b) esse género é irmao de
Triportheus.

Esforcos no sentido de ampliar nosso conhecimento sobre Characidae vém sendo
feitos e somente em 2009 foi publicada a primeira filogenia para o grupo, feita com base

em caracteres morfologicos (Mirande, 2009). Esse trabalho, ainda que muito importante,
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ha ainda diversas lacunas, entre as quais a falta de amostragem de muitos grupos
importantes e problemas de descricio e polarizagdo de caracteres. Parte destes
problemas, relacionados a descricdo e polarizagcdo de caracteres foram resolvidos em
Mirande (2010), porém os problemas amostrais ainda persistem. Ja no trabalho de
Javonillo et al. (2010), visando o estudo das relagcdes entre membros de Characidae,
utilizando dados moleculares, os autores nao incluiram nas analises a maioria dos taxons
da familia e hd uma grande falta de dados moleculares para muitas das espécies
amostradas, além disso, nesse trabalho ndo ha uma definicdo do que os autores entendem
como Characidae. O presente resultado corrobora as hipéteses de que Bryconinae tem
uma estreita relagdo com Salminus, Gasteropelecidae e com os demais Characidae com

quilha (Agoninatinae, Clupeacharacinae, Triportheinae, Engraulisoma e Lignobrycon).

5.2. Relagao da subfamilia Bryconinae e Salminus

Varios estudos de filogenia que envolve a ordem Characiformes realizados até o
momento, confirmam uma relacdo bem préxima entre os géneros Brycon e Salminus. Os
resultados desse presente trabalho também confirma essa relagdo, porém em nenhum
outro trabalho Salminus apareceu posicionado filogeneticamente dentro da subfamilia, com
excegao do trabalho de Calcagnotto et al. (2005).

Apesar da popularidade e importancia que as espécies de Salminus possuem, 0
conhecimento da taxonomia e filogenia do género € ainda bastante insatisfatério. Cuvier
(1816, 1819) Spix e Agassiz (1829) e Miuller e Troschel (1844, 1845) escreveram o0s
primeiros estudos e foram descritivos. Eigenmann (1916) publicou a chave de identificacdo
e quatro espécies de Salminus foram consideradas como vaélidas: S. affinis (Rio Magdalena
e Alto Amazonas), S. hilarii (Parana, Sao Francisco, bacia Amazénica e Orinoco), S.

maxillosus (bacia Platina) e S. brevidens (rio Sao Francisco). Géry (1977) realizou uma
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revisdo taxondmica do género, chegando basicamente nas mesmas conclusdes de
Eigenmann (1916), a Unica grande alteracao foi a de S. brasiliensis como um sinénimo
sénior de S. brevidens. Géry e Lauzanne (1990) fizeram uma revisao de Salminus. Os
autores chegaram a algumas conclusdes: S. maxillosus e S. orbignyanus eram sindnimos
de S. brasiliensis; S. brasiliensis, S. brevidens e S. cuvieri sAo nomes baseados no mesmo
exemplar. Portanto, S. brasiliensis tem prioridade sobre os demais nomes; Holobrycon
iquitensis Nakashima (1941) e Brycon erythura Fowler (1941) sao sindnimos de S. hilarii;
Salminus de grande porte (rio S&o Francisco) foi considerada pelos autores como sendo
uma espécie nao descrita, apesar de ter outros trabalhos que consideram o contrario
(Steindachner, 1880; Eigenmann, 1916; Géry, 1977 e Britski et al., 1984).

E mais recentemente, Lima (2006) fez uma ampla revisao taxonémica e uma analise
das relacbes filogenéticas do género. Foram reconhecidas cinco espécies: S. affinis
(transandino dos rios Magdalena, Rancheria e Sina, Colémbia), S. hilarii (rios das bacias
do Sao Francisco e alto Parana), S. iquitensis (sistema dos rios Araguaia e Tocantins, alto
Amazonas e rio Orinoco), S. brasiliensis (sistema dos rios Parand, Paraguai e Uruguai,
sistemas do rio Jacui e bacia do alto rio Madeira) e Salminus sp. “Sao Francisco”
(endémica do rio Sdo Francisco) posteriormente essa espécie foi descrita como Salminus
franciscanus (Lima e Britski, 2007).

As relagbes filogenéticas desse género com os outros Characiformes também néo
sao bem resolvidas. Eigenmann (1917) propds Salmininae como uma linhagem divergente
de Cheirodontinae. Salminus sempre esteve associado aos géneros considerados basais
em Characidae: Brycon, Triportheus e Chalceus (Regan, 1911; Géry, 1972; Malabarba e
Weitzman, 2003). Porém um amplo trabalho filogenético da familia Alestidae (Zanata e
Vari, 2005) considerou o género Chalceus como 0 Unico representante da regido

neotropical dessa familia africana, e assim, um relacionamento mais préximo de Salminus,
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Brycon e Triportheus com este género nao poderia ser considerado, muito embora o
entendimento das relagcbes de Alestidae com os demais Characiformes seja muito
importante para a resolucao de Characidae.

Géry (1977) sugeriu formacao de uma tribo Salminini que faria parte de Bryconinae.
Roberts (1969) também reconheceu Salminus como um género basal de Characidae. De
acordo com a hipétese de Uj (199) Agoniatidae (=Agononiatinae) e Bryconinae
(=Bryconinae e Salmininae) formam a base do clado correspondente a Characidae. Lima et
al. (2003) classificaram Salminus como incertae sedis, dentro de Characidae. Segundo
Buckup (1998) Brycon é grupo-irmao das espécies que formam o clado Characidae, porém
0 autor ndo analisou as posi¢cdes de Agoniates e Salminus. Zanata (2000) encontrou
Salminus como grupo-irmao de Hoplias + Hepsetus e Brycon como grupo-irmao de
Characidae, excetuando Bryconops.

O trabalho de Malabarba e Weitzman (2003) resultou em uma grande politomia
formada por Salminus, Brycon, Bryconops, Triportheus, Lignobrycon, Acestrorhynchus,
Roestinae e a familia Gasteropelecidae, ndo sendo possivel resolver nenhuma hipoétese de
relacionamento.

Lima (2006) encontrou Salminus como grupo-irmao de Acestrorhynchidae e Brycon
em uma tritomia com Lignobrycon + Triportheus e (Hydrolycus (Acestrorhynchus,
Salminus)). Mesmo obtendo em sua analise Salminus como grupo-irmédo de
Acestrorhynchus Lima (2006) fez uma longa discussdo sobre o posicionamento de
Salminus em Characiformes. Indicando através da presenca de diversos estados de
caracteres considerados pelo autor como possivelmente plesiomérficos para Characidae,
que este género poderia ser basal em Characidae, grupo-irmao de Alestidae+Characidae,
grupo-irmao de Erythrinoidea, ou ainda relacionado de alguma forma a Cynodontidae,

Acestrorhynchidae e Erythrinoidea.
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Ainda segundo Lima (2006) a sua analise corrobora o monofiletismo de Salminus,
contudo, as relagdes internas do grupo, nao sao resolvidas. Todos os nés sao fracamente
suportados. S. iquitensis ficou mais préximo da espécie S. affinis e Salminus brasiliensis de
S. franciscanus. A espécie Salminus hilarii seria grupo-irmao desses dois clados. Os
resultados obtidos nesse presente estudo sao bem diferentes e apresentam um bom
suporte estatistico. Foi estabelecida a seguinte relagdo: (Salminus iquitensis, (S.
franciscanus, (S. brasiliensis, S. hilarii))).

Mirande (2009) encontrou, em suas analises, a relagdo de Bryconinae com
Salmininae, Agoniantinae, Cynodontinae e Acestrorhynchinae. E mais recentemente,
confirmou os mesmos resultados (Mirande, 2010).

Varios estudos de relacionamentos de Characiformes baseados em dados
moleculares também confirmam a hipétese de relacdo de Salminus e Brycon.

Uma relacao préxima entre Salminus e Brycon foi verificada por Castro et al. (2004).
Neste estudo os autores redescreveram e analisaram filogeneticamente o género
Henochilus, usando os genes mitocondriais 12S e 16S. Em todas as andlises conduzidas
os autores confirmam a relagao, com alto valor de bootstrap, do clado (Salminus, (Brycon,
Henochilus)).

Calcagnotto et al. (2005) encontraram Salminus maxillosus (=S. brasiliensis) como
grupo irmao de B. hilarii e este clado como grupo-irmao de uma espécie de Brycon nao
identificada.

Janovillo et al. (2010) encontraram em suas analises uma relagdo entre os géneros
Brycon e Salminus e o clado formado por Bryconops e Acestrorhynchus.

Salminus foi em geral considerado como relacionado a Brycon em virtude da
similaridade geral morfolégica apresentada entre os dois géneros (Lima, 2006). Roberts

(1969) estudou a osteologia de Salminus em maior detalhe, e apontou a existéncia de
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muitas diferencas osteolégicas importantes entre os dois géneros (caracteristicas da
denticdo, maxila inferior, arcos branquiais e 0ssos infraorbitais), ao ponto de questionar um
real estreito relacionamento entre eles. Zanata (2000) em seu estudo de relacbes de
Brycon nao encontrou evidéncias que apontam o estreitamento desses dois géneros em
questao.

Ainda segundo Lima (2006) a real resolugao das relagées de Salminus é indicativa
da complexidade da questdo que deve, em grande parte, a natureza intermediaria da
morfologia de Salminus. Por exemplo, Salminus partiha com Brycon e Triportheus
caracteristicas certamente derivadas e incomuns em Characiformes, como um anel orbital
completo e bem consolidado. Salminus ainda compartilha algumas caracteristicas com
Cynodontidae e Acestrorhynchidae, duas familias de relagdes incertas, como um grande
desenvolvimento do segundo osso infraorbital, que possui uma grande area de contato
com o terceiro infraorbital. Um caréater derivado em Characiformes, o dente sinfiseano
interno a serie principal, esta presente apenas em Alestidae, Serrasalminae, Bryconinae e
Triportheus, o que poderia indicar algum tipo de relagdo entre todos esses taxons. Tal
dente esta ausente em Salminus, esse género apresenta um morfologia dentaria Unica em
Characiformes, mas sdo de toda a forma, dentes pedunculados, n&o cbnicos,
representando a condi¢ao considerada plesiomérfica na ordem.

Os caracteres aqui citados em Salminus sugerem que este género possui uma
combinacao de estados plesiomérficos e derivados Unica em Characiformes o que o torna
um taxon-chave para a resolucao das relagdes do grupo.

Contudo, é preciso notar que, do ponto de vista morfol6gico, um elevado grau de
homoplasia parece ser necessario para que Salminus e Brycon constituam um grupo
monofilético, sendo muito mais plausivel morfologicamente que esses géneros constituam,

na realidade, parte de uma série parafilética de taxons, na base de Characidae (Lima,
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2006). Porém, estudos com dados moleculares parecem reforcar a teoria de que Salminus
€ um Characidae basal, ao formar um grupo monofilético com Brycon (Orti e Meyer, 1997;
Calcagnotto et al., 2005; Javonillo et al., 2010).

Um trabalho com dados citogenéticos que reforca essa ligacdo entre esses dois
géneros foi realizado por Margarido e Galetii Jr. (1999). Esses autores analisaram os
cromossomos de duas espécies de Brycon (B. orthotaenia e B. hilarii) e de Salminus hilarii.
Os autores concluiram que Brycon e Salminus compartilham varios caracteres
cromossdmicos (por exemplo, essas espécies apresentam uma similaridade na regiao da
NOR) podendo formar uma unidade monofilética entre os Characidae, na qual outros
caracideos ndo estéo incluidos.

Verissimo-Silveira et al. (2006) estudaram a espermiogénese e os espermatozoéides
de Brycon e Salminus. De acordo com autores, esses dois géneros apresentam algumas
caracteristicas em comum, tais como: um nucleo esférico e uma cromatina condensada em
grumos. Ha poucas mitocéndrias alongadas na regiao apical e um canal citoplasmatico
circundado por um ou dois anéis concéntricos membranosos. O eixo flagelar é
perpendicular ao nucleo. Segundo os autores, essas caracteristicas reforcam a hipétese de

qgue esses géneros podem ser mais relacionados que se supde atualmente.

5.3. Relac6es entre géneros e espécies de Bryconinae

A discussdo desse tépico se baseia principalmente nos resultados da tese de
doutoramento de Zanata (2000). Apesar desse trabalho nao ter sido publicado € o Unico
em que foi feito um estudo mais abrangente das relacdes da subfamilia estudada.

No presente estudo as espécies de Brycon transandinas e Chilobrycon formaram
um clado bem sustentado estatisticamente e grupo irmao de todas as demais espécies de

Bryconinae e de Salminus. Nas analises Bayesianas B. henni aparece mais relacionada
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aos demais Bryconinae cisandinos e nas demais analises como grupo irmao dos Brycon
transandinos e Chilobrycon. As espécies do Panama (B. chagrensis e B. petrosus) formam
0 grupo-irmao das espécies peruanas B. aff. atrocaudatus e Chilobrycon deuterodon.

Para Zanata (2000) Brycon pesu € hipoteticamente considerado o grupo-irmao das
demais espécies de Brycon e do género Chilobrycon. Porém, esse clado é fracamente
sustentado. Ainda segundo Zanata (2000) as espécies B. argenteus, B. petrosus, B.
oligolepis, B. coxeyi, B. henni, B. dentex, B. meeki, B. guatemalensis, B. striatulus e B.
chagrensis formam um clado que tem como caracteristicas a lamela anterior do esfendtico
com grande concavidade na margem anterior e a segunda camara da bexiga natatéria
afilada ou levemente arredondada (esse segundo carater € encontrado também nos
géneros Cheirodon, Odontostilbe e Serrapinnus, analisada pela autora). Sendo que a
espécie Brycon henni & mais proxima de B. coxeyi (encontrado no Equador).

As espécies B. chagrensis e B. striatulus (encontrada no Panama) é grupo-irmao B.
guatemalensis (encontrada do México ao Panama), e o carater que une esses clados é a
presenca de faixas verticais estreitas e relativamente irregulares sobre as laterais do corpo
(Zanata, 2000). Ainda segundo essa autora o carater que une B. chagrensis e B. striatulus
€ auséncia de forame entre o esfendtico e pterético, porém esse carater é encontrado
também em B. dentex e B. opalinus.

Pelas analises de Zanata (200) B. atrocaudatus e B. alburnus estao relacionados
com as espécies cisandinas B. opalinus, B. sp1 e B. insignis. Esse resultado é bem
interessante porque as espécies B atrocaudatus e B. alburnus sao provenientes de rios do
Peru e Equador que drenam para o Pacifico e B. opalinus, B. insignis € Brycon sp1 séo
provenientes de rios que drenam para o leste do Brasil. E os caracteres que unem esse
grupo sao os seguintes: presenca de paresfendide reto, extremidade posterior do

paresfenoide atingindo ou ultrapassando a margem posterior da capsula lagenar e maxilar

82



Discussdo

com estrias. Porém, a presenga de contato entre mesoptererigéide e hiomandibular é
compartilhada com B. alburnus, B. insignis e Brycon sp1; e o ceratobranquial com borda
ventral apresentando reentrdncias e projecdes sao caracteres compartilhados por
Salminus, B. atrocaudatus e B. alburnus. Entretanto, apesar desses caracteres
pertencerem tanto a Salminus quanto a Brycon o resultado da analise final nao corrobora a
relagao préxima entre esses dois géneros.

A presenca de um forame entre o esfendtico e pterético em B. petrosus sugere que
esta espécie esteja relacionada com B. oligolepis, B. coxeyi, B. henni, B. dentex, B. meeki,
B. guatemalensis, B. striatulus e B. chagrensis, que apresentam esta mesma caracteristica
(Zanata, 2000).

As relacbes entre as espécies transandinas analisadas nesse presente estudo sao
diferentes das obtidas por Zanata (2000). No presente estudo o género Chilobrycon
(encontrado no rio Tumbes, Peru) esta posicionado entre as demais espécies transandinas
de Brycon, com excecao de B. moorei. Géry e Rham (1981) descreveram esse género
afirmando que ele pertence a Bryconinae e diferencia-se de Brycon pela forma das
maxilas, pelos dentes trilobados e espatulados e pela auséncia de labio superior.

Segundo Zanata (2000) Chilobrycon distingue-se da maioria dos caracideos pelo
tipo de contato entre os dentes assimétricos (por apresentar trés cuspides pequenas
laterais, uma mediana grande e outra lateral pequena), justapostos de maneira peculiar: a
borda péstero-lateral de cada dente situa-se internamente a borda antero-lateral do dente
imediatamente posterior (uma cuspide lateral). Henochilus tem exatamente o mesmo
padrao descrito em Chilobrycon (Zanata, 2000). Ainda segunda essa mesma autora, com
base na morfologia externa, é possivel afirmar que os dois taxons tém diferencas

osteolégicas com relacdo a distribuicdo dos dentes do pré-maxilar (trés séries em
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Chilobrycon e duas em Henochilus) e a forma do dentario (relativamente robusto e alto em
Chilobrycon e “raso” em Henochilus).

Assim, os resultados obtidos por Zanata (2000) e os que foram obtidos nesse
trabalho confirmam que Chilobrycon esta proximamente relacionado ao grupo de espécies
de Brycon nao justificando a manutencao do nome Chilobrycon como género distinto.

Outro clado altamente sustentado em todas as andlises foi o formado por quatro
amostras de B. pesu. O género Holobrycon foi proposto pro Eigenmann (1909) para
Brycon pesu Miller e Troschel, 1841. O autor definiu 0 género como “um Brycon sem
fontanelas”. Howes (1982) justificou a sinonimizacado deste género com Brycon afirmando
que as fontanelas frontal e parietal estdo sempre presentes na espécie em questéo.
Segundo Zanata (2000) a analise de varios exemplares de B. pesu mostra que além da
auséncia total de fontanela no estagio adulto, esta espécie apresenta caracteres
distintivos, ndo encontrados nas demais espécies de Brycon examinadas, tais como, o 5°
ceratobranquial com reentrancia entre a por¢cdo com denticulos e a porcao posterior
alongada e maxilar largo anteriormente, tornando-se afilado posteriormente. De acordo
com a hipétese filogenética proposta por Zanata (2000), Brycon pesu representa o grupo-
irmao das demais espécies de Brycon. Os nossos resultados corroboram a posi¢cao basal
de B. pesu em relagdo aos demais Brycon cisandinos, B. moorei e Henochilus, mas sua
posicao particular na filogenia final obtida permite sugerir que o género Holobrycon seja
ressuscitado para caracterizar esta linhagem particular.

Nas analises de Mirande (2009) mostram que B. pesu é grupo-irmao da politomia
formada por B. falcatus, B. orbignyanus e B. meeki. Essa Ultima espécie é um transandino
encontrado na Colémbia. Em um trabalho posterior (Mirande, 2010), baseado na re-anélise

de todos os dados de seu trabalho de Characiformes, o resultado obtido continuou ndo
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sendo satisfatério, pois uma politomia foi formada com todas essas quatro espécies de
Brycon.

Os resultados todos mostraram que os Brycon cisandinos, B. moorei e Henochilus
pertencem a um grande grupo formado por duas linhagens.

Em uma destas linhagens B. moorei, uma espécie transandina (ocorre na bacia do
rio Magdalena, Coldmbia), € irma das espécies encontradas nas bacias dos rios
Amazonas, Sao Francisco, Parana e Tocantins. Hilsdorf et al. (2008) analisando as
relacdes de algumas espécies de Brycon e Henochilus também encontraram esse mesmo
resultado. A presenga de B. moorei como membro mais basal desse clado sugere uma
histéria complexa e antiga do género Brycon demonstrando a nao-monofilia das espécies
trans e cisandinas (Zanata 2000; Hilsdorf et al., 2008).

Nossos resultados mostram que B. orthotaenia (Bacia do Rio Sao Francisco) é o
grupo irmao das espécies B. gouldingi, B. orbignyanus, B. hilarii e B. amazonicus. A
monofilia desse clado é também suportada morfologicamente (Zanata, 2000). Essa mesma
autora encontrou uma politomia formada pelas espécies B. orbignyanus, B. orthotaenia, B.
hilarii e B. whitei, com baixo valor do indice de decaimento (1), porém com o valor de
bootstrap razoalvemente alto (78%).

De acordo com Lima (2001) Brycon orthotaenia, B. orbignyanus e B. hilarii sao
bastante semelhantes. Essas espécies divergem em alguns caracteres morfométricos e
meristicos; entretanto, existe uma combinacdo de caracteres em comum: quinto 0sso
infraorbital mais alto do que largo; par de dentes da sinfise dos dentarios, atras da série
principal de dentes, muito menores que os dentes imediatamente a frente; faixa negra
estendendo-se do pedunculo caudal a extremidade distal da nadadeira caudal; e
nadadeiras dorsal, anal e caudal avermelhadas em vida. Distingue-se de B. hilarii das duas

outras espécies principalmente nas contagens de escamas (escamas da linha lateral,
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escamas entre a linha lateral e a base da nadadeira dorsal). E as diferengas entre B.
orthotaenia e B. orbignyanus sao: diferente perfil da cabeca e por um maior nimero de
dentes na segunda série do pré-maxilar (excluindo os dentes entre a primeira e terceira
séries).

No segundo grande grupo monofilético B. falcatus é grupo-irmao de uma espécie
nao identificada, coletado na regido de Paranatinga, Mato Grosso. E esse clado é grupo-
irmao de B. melanopterus. Zanata (2000) encontrou uma politomia formada pelas espécies
B. falcatus, B. brevicauda (= B. falcatus), Brycon sp. 3 (= B. falcatus) e B. melanopterus.
Outro grande grupo monofilético aqui observado foi o formado pelas espécies de Brycon
gue habitam as drenagens costeiras do Brasil e por Henochilus. O género Henochilus é
monotipico e ocorre na bacia do Rio Doce, na drenagem costeira do estado de Minas
Gerais (Castro et al., 2004). Henochilus € morfologicamente muito similar a Brycon e
Chilobrycon, com reducdo no numero de séries de dentes. Essa reducao no numero de
séries poderia representar uma autapomorfia de Henochilus (Lima, 2003).

Eigenmann e Myers (1929) redescreveram brevemente Henochilus wheatlandlii,
comentando de que se trata de um “aberrant member of the Tetragonopterinae”, e que
apresentaria uma consideravel semelhanga com Psalidodon gymnodontus na denticao e
auséncia de labios. Géry (1977) considerou Henochilus como um Cheirodontinae, criando
a tribo Henochilini para compreender Henochilus e Psalidodon. Malabarba (1998) redefiniu
Cheirodontinae e excluiu tanto Henochilus como Psalidodon desta subfamilia,
considerando ambos incertae sedis dentro de Characidae. Por fim, Vieira et al. (2000)
redescobriram a espécie na bacia do rio Doce e colocaram em duvida a localidade tipica
da espécie (Santa Clara, no rio Mucuri, Bahia). Lima (2001) confirma a provavel relagao

entre Henochilus e as espécies do género Brycon.
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Castro et al. (2004) re-descreveram e analisaram filogeneticamente o género
Henochilus, usando os genes mitocondriais 12S e 16S. Em todas as andlises conduzidas
os autores confirmam a relacao, com alto valor de bootstrap, do clado (Salminus, (Brycon,
Henochilus)). O trabalho de Hilsdorf et al. (2008) envolveu a andlise de sequéncias parciais
do gene mitocondrial 16S e foi realizado com 13 espécies de Brycon e com a espécie H.
wheatlandii. Nesse estudo verificou-se que Brycon € monofilético quando se inclui a
espécie H. wheatlandli.

No presente estudo, Henochilus apareceu como grupo-irmao das espécies de
Brycon dos rios costeiros da regido leste do Brasil (B. insignis, B. ferox, B. vermelha e B.
devillel) o que sugere a necessidade de incorporacdo do género Henochilus a Brycon
como observado por Hilsdorf et al. (2008).

B. opalinus € uma espécie endémica dos rios da bacia do Paraiba do Sul (Hilsdorf et
al., 2002) e esta relacionada com a espécie B. nattereri. Para Zanata (2000) B. opalinus é
grupo-irmao de Brycon insignis e Brycon sp1. E B. nattereri & grupo-irmao das espécies B.
orbignyanus, B. orthotaenia, B. hilarii, B. whitei, B. amazonicus, B. falcatus, Brycon sp3 (=
Brycon falcatus) e B. melanopterus. E o Unico carater que une esse clado é a linha que
passa pela base do ultimo raio da nadadeira dorsal ndo se sobrepondo ao raio anterior da
nadadeira anal. Esse carater é interessante porque embora esteja presente em outros
taxons, esse é o Unico estado de carater que sustenta esse clado.

Segundo Lima (2001) Brycon nattereri ocorre em simpatria com B. orbignyanus na
bacia do rio Parana, com B. orthotaenia na bacia do rio Sao Francisco, e com B. pesu, B.
falcatus, B. polylepis e Brycon sp.n. “amazonicus do Tocantins” (=Brycon gouldingi).

Para Zanata (2000) o género Brycon é monofilético quando inclui Chilobrycon
deuterodon. Ja para Hilsdorf et al. (2008) Brycon é monofilético quando inclui Henochilus

wheatlandii. Porém, essa hip6tese é refutada por alguns autores (Howes, 1982; Castro e
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Vari, 1993 e Lucena, 1993). Nossos resultados confirmam que a subfamilia Bryconinae

nao é monofilética assim como o género Brycon.

5.4. Padroes Biogeograficos

O estudo de padrdoes em biogeografica histoérica, envolvendo peixes de agua doce,
representam uma oportunidade Unica de testar modelos de evolugdao das bacias
hidrograficas (Albert et al., 2006). Mudancas paleograficas e paleoambientais, tais como o
surgimento da Cordilheira dos Andes, as incursées marinhas dentro dos sistemas de agua
doce e a reorientagdo dos rios nas grandes bacias hidrograficas exerceram profundos
efeitos na evolugao da biota aquatica da América do Sul (Lovey et al., 2006).

O dultimo grande evento de incursdo marinha na América do Sul ocorreu antes da
estabilizacdo desta regido, provavelmente entre 15 e 10 milhdes de anos (MA) (Haq et al.,
1987; Hoorn 1996; Rasanen e Linna, 1996). Evidéncia de agua doce foi encontrada no Alto
Amazonas, cerca de 11MA (Hoorn 1994; Potter, 1994; Wesselingh et al., 2002) na regido
do Lago Pebas (Lundberg et al., 1998). Neste momento, a direcdo das correntes do Vale
do Magdalena deslocou para o oeste devido ao soerguimento da parte norte-ocidental dos
Andes, essa mudanca foi o suficiente para isolar a bacia do rio Magdalena e o Pacifico da
Colébmbia da bacia cisandina do sistema Proto-Orinoco (bacia Amazénica Ocidental e
Orinoco) (Hoom et. al., 1995) (Figura 22).

As regressbes marinhas e o0 soerguimento andino estdo associados com a
estabilidade da bacia Amazdnica (10 a 8MA). A divisdo do sistema Parana-Paraguai do
Amazonas ocorreu ha cerca de 10MA, mas a evidéncia de eventos de captura de
cabeceiras no sistema do Parand através do Amazonas ocorreu dentro dos ultimos 10MA
(Rasasen et al., 1995; Lundberg et al., 1998). A separacdo do Orinoco acorreu sobre o

arco Vaupés, entre 8 e 5 MA (Hoorn, 1993; Hoorn et al., 1995). A direcao definitiva do rio
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Amazonas para o seu percurso atual ocorreu depois do soerguimento final da cordilheira
Andina Central (Gregory-Wodzicky, 2000), através da elevacao do arco Purus (Lundberg,
et al., 1998). Concomitantemente, o soerguimento final dos Andes noroeste levou a criacao
do Lago Maracaibo (Hoorn, 1993; Hoorn et al., 1995). O Alto Amazonas foi isolado dos
remanescentes rios Orinoco e do Parana pelos escudos do Brasil e da Guiana (Iron et al.,
1995; Nores, 1999). Durante os ultimos quatro milhées de anos, apds as regressdes
marinhas e o soerguimento dos Andes ocorreu a fragmentagdo do Alto Amazonas,
formando assim, os principais afluentes que constituem esse grande sistema (Résénen et
al., 1987, 1990, 1992; Hoorn et al., 1995). A Figura 23 mostra o esquema simplificado de
todo esse processo geoldgico e como se encontra atualmente.

Alguns autores sugerem que as incursées marinhas foram relativamente duradouras
e generalizadas (Rasanen et al,, 1995, 1998; Webb, 1995; Gringas et al., 2002). Outros
aceitam a teoria que durante o Mioceno, a Amazénia era formada por agua doce, porém,
existiam momentos de “surtos” de influéncia marinha (Hoorn, 1996; Vonhof et al., 1998,
2003; Wesselingh et al., 2002). Segundo Lundberg et al. (2006) existia alguma forma de
conexao entre Alto Amazonas e o Caribe (provavelmente via Los Llanos, bacia da
Venezuela) registrado pelos fésseis de peixes marinhos (Monsch, 1998) e pelos
manguezais (Hoorn, 1993, 1994a,b). Além disso, fésseis de moluscos datados com
is6topos radioativos confirmaram a presenga de aguas salinas no Alto Amazonas,
particularmente durante o final do Mioceno Médio (12 a 11 MA) (Hoorn, 1993; Vonhof et al.,
1998, 2003;. Monsch, 1998;. Wesselingh et al., 2002) e o inicio do Mioceno Superior (22 a
16.5MA) (Hoorn, 1993; Wesselingh et al., 2002). O istmo do Panama emergiu no Plioceno
ha cerca de 3 MA (Coney, 1982; lturalde-Vincent e MacPhee,1999).

Filogenias usando sequéncias de genes podem ser usadas para estimar o tempo de

divergéncia entre as linhagens. Segundo Hubert et al. (2008) sequéncias de DNA
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mitocondrial tém evidenciado que o género Serrasalmus constitui um grupo monofilético
(formado ha cerca de 9 MA) e esta divido em trés clados distintos e todas as espécies
estdo distribuidas rios das bacias Amazoénica, Parana e Orinoco. A biogeografia da
icitiofauna na Amazédnia tem sido fortemente influenciada pela incursao marinha no periodo
do Mioceno cerca de 5 MA (Nores, 1999; Hubert e Rennd, 2006). As analises de
sequéncias de DNA mitocondrial evidenciaram que a colonizagédo no Alto Amazonas pelos
géneros Serrasalmus e Pygocentrus ocorreu ap0s o recuo marinho, durante os ultimos
quatro milhdes de anos, a partir da agua doce do Mioceno, refugios dos escudos do Brasil
e Guiana (Hubert e Renno, 2006; Hubert et al., 2007).

Acredita-se que a separagao dos estoques trans e cisandinos de Rhamdia deva ter
acontecido entre 8,8 e 7,7 MA. Os dados moleculares de Perdices et al. (2002) indicam
que esta divergéncia combina com a idade geoldgica do soerguimento final dos Andes e
da formacdao do Amazonas moderno (~8,5-8 MA) e Orinoco (~8-7 MA) (Lundberg et al.,
1998). Segundo os autores, estes dados demonstram que a conclusdao do soerguimento
dos Andes foi decisiva na separacdo dos clados cis e trasandinos de Rhamdia. A
separagao entre as espécies R. guatemalensis, R. laticauda e R. cisnerascens (que
ocorrem na América Central) ocorreu ha aproximadamente dois milhdes de anos, por
eventos posteriores de alopatria, e a rapida dispersdo das espécies poderia ser facilitada
pelos rios anostomosados. As evidéncias filogeograficas indicam que ambos os clados de
Rhamdia aparentemente alcancaram o limite de sua area de distribuicdo, ou perto disso,
indicando que a continuacao da dispersao provavelmente foi interrompida por uma barreira
climatica (como temperatura), e nao por falta de tempo habil (Perdices et al., 2002).

Reeves e Berminhgham (2006) apresentaram uma analise filogeografica com base
em sequéncias parciais dos genes mitocondriais ATPase 6 e 8 de quatro géneros de

peixes de agua doce (Brycon, Bryconamericus, Eretmobrycon e Cyphocharax). Através
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das analises em distancias genéticas com essas espécies em comparacdo com a
divergéncia entre os peixes marinhos permite uma forte inferéncia que apdés a formacgéao
Istmo do Panama surgiu a primeira oportunidade de colonizagdo Mesoamericana feita a
partir dos caraciformes.

A presenga de Brycon moorei (rios da bacia Magdalena, Coldémbia) mais relacionado
as espécies cisandinas corrobora 0 ndo monofiletismo do grupo cis e transandino. Os
resultados obtidos por Zanata (2000) levantaram essa hipotese, pois a autora encontrou
um clado formado por B. oligolepis (Coldmbia e Equador), B. henni (Coldmbia), B. coxeyi
(cisandino equatoriano), B. dentex (Equador), B. meeki (Colbmbia), B. guatemalensis
(Américas Central e Norte), B striatulus e B. chagrensis (ambas do Panama), sendo que B.
coxeyi ficou mais relacionado com B. henni. Esses resultados sugerem que o género tem
uma histéria biogeografica complexa e antiga.

A bacia do Magdalena inclui os rios Magdalena e Cauca e seus tributarios e esta
localizado na regido central e norte da Colémbia atingindo até o Mar do Caribe (Lundberg
et al., 1998). Esse sistema formou-se ha cerca de 10MA com a elevagao da Cordilheira
Oriental separando por completo das bacias do Orinoco e Amazonas. O rio Magdalena
percorre o vale formado pelas Cordilheiras Oriental e Central (Lundberg et al., 1998).
Provavelmente o ancestral comum entre Brycon moorei e do grupo cisandino
possivelmente habitou essa regido antes do soerguimento da cordilheira e a separagéao
total das bacias.

As espécies transandinas Brycon henni (Colémbia); Brycon atrocaudatus (Peru
Equador), Chilobrycon deuterodon (Peru), Brycon chagrensis e B. petrosus (ambas do
Panama) formam o grupo irmao de todos os demais Bryconinae e devem ter se separado
das espécies cisandinas antes do soerguimento da Cordilheira Oriental que forma o

sistema Magdalena.
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Hubbert e Renno (2006) investigaram o padrao biogeografico de Characiformes da
América do Sul. Esses autores encontraram 11 areas de endemismo e essas areas
parecem ser profundamente influenciadas pelas alteracées que a América do Sul passou
durante o Mioceno e sugerem a existéncia de oito areas de reflgios de agua doce naquele
momento. As primeiras areas estariam localizadas a noroeste dos Andes nas regides do
Atrato-Maracaibo e San Juan, as outras seriam Parana-Paraguai, Sao Francisco, Alto
Amazonas, Parnaiba, Guiana, Tocantins-Xingu e Orinoco-Alto Negro. Ainda de acordo com
os autores as areas do Parana-Paraguai, Atrato-Maracaibo e San Juan abrigam um alto
numero de espécies endémicas e um baixo numero de espécies compartilhadas com
outras areas, 0 que sugere uma regido antiga, de acordo com outros estudos
biogeograficos (Vari, 1988; Montonya-Burgos, 2003; Porzecanski e Cracraft, 2005). Esses
resultados confirmam a hip6tese apresentada nesse presente estudo.

A relacdo entre o padrdo de distribuicdo de Brycon e a formacao dos Andes foi
confirmado por Lima (2001). Segundo esse autor a mesma espécie de B. polylepis ocorre
em rios tanto da América do Sul transandina, como cisandina, porém essa hipétese precisa
ser analisada em maior detalhe. Mas como mencionado acima, a bacia do Lago de
Maracaibo foi isolada a relativamente pouco tempo da bacia do Amazonas/Orinoco (~8MA)
(Lundberg, et al., 1998). As observacoes feita por Lima (2001) portanto, sugere que o
ancestral dessa espécie habitava essa regido, antes do soerguimento da Cordilheira
resultando no fechamento do portal caribenho do paleo-Amazonas-Orinoco oriental.

Na América do Sul cisandina, Vari (1988) reconheceu oito areas de endemismo para
os representantes da familia Curimatidae: Orinoco, Guianas, bacia amazo6nica (inclusive o
rio Tocantins), nordeste (drenagens do Maranhao), rio Sao Francisco, rios costeiros (ao sul
do rio Sao Francisco até o rio Paraiba do Sul), Alto Parana e Paraguai (incluindo o rio

Paraguai, baixo rio Parana, rio Uruguai e drenagens costeiras do Uruguai ao sul do estado
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de Sao Paulo). Varias espécies de Brycon parecem seguir esse padrao de distribuicao
descrito para Curimatidae. Segundo Lima (2001) apesar de nao haver registros de Brycon
na bacia do nordeste, ndo significa que néo tenha, pois os rios dessa regido sao mal
conhecidos icitologicamente, e a auséncia dessa espécie pode ser apenas resultado de
falta de amostragens adequadas. Esse género também nao é encontrado nos sistemas
costeiros entre Uruguai e o estado de Sao Paulo.

As duas espécies de Brycon existentes nos rios guianenses, B. falcatus e B.
amazonicus (restrito ao rio Essequibo, Guiana), apresentam uma ampla distribuicdo no
norte da América do Sul ocorrendo também na bacia do rio Orinoco e bacia Amazénica. Na
bacia Amazénica, B. falcatus aparentemente esta ausente nos rios Solimées/Amazonas,
sendo confinado a seus tributarios, a Unica excecao a esse padrdao sendo um registro para
o rio Amazonas em lquitos, Peru. Por sua vez, Brycon amazonicus parece estar ausente
no Alto Amazonas, no Peru, onde ocorre B. hilarii. B. amazonicus parece ser restrita ao
baixo curso da maioria dos tributarios do rio Amazonas, com excecao do rio Madeira,
aonde alcanga o rio Guaporé.

Outra espécie que apresenta uma ampla distribuicdo é Brycon pesu. Ela ocorre nos
rios da bacia Amazénica, da Guiana, Suriname e Guiana Francesa e também na bacia do
Orinoco. Confirmando mais uma vez a histéria desse grupo de peixe € bastante antiga,
antes da separagao das bacias do Orinoco e Amazénia Ocidental.

Brycon melanopterus ocorre na bacia Amazénica, do Alto Amazonas no Peru e
Equador ao rio Trombetas, no Para; bacia dos rios Madeira, Negro, Branco, Uatuma e
baixo rio Tapajos.

A bacia do rio Paraguai e baixo rio Parana apresentam unicamente Brycon hilarii,
esta espécie também ocorre na bacia do rio Guaporé e no alto rio Amazonas, no Peru.

Brycon orbignyanus é encontrado no baixo rio Parand, Alto Parana e rio Uruguai. Uma
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espécie endémica do rio Sao Francisco € a B. orthotaenia. Essas trés espécies, segundo
Lima (2001), sdo muito semelhantes, dificultando a identificacdo e de acordo com os
nossos resultados também estdo relacionadas. Uma espécie endémica da bacia
Tocantins-Araguaia é Brycon gouldingi.

Nos sistemas do Alto Parana e do rio Sdo Francisco é encontrado Brycon nattereri.
Essa espécie esta relacionada com B. opalinus (drenagem costeira) de acordo com a
filogenia obtida neste este presente estudo.

Uma hipétese para esse resultado é encontrada no trabalho de Ribeiro (2006) na
qual interessantes padrdes biogeograficos sdo encontrados quando ha associacao entre
ictiofauna do escudo brasileiro e as drenagens costeiras do Atlantico. Sdo padrdes
encontrados em analises filogenéticas de grupos de espécies relacionadas que ocorrem
em bacias costeiras e com as espécies de rios adjacentes pertencente ao escudo
cristalino. Esses padroes sugerem que eventos de cladogénese envolvendo essas bacias
ainda estdo em curso. Em geral, esses padroes ocorrem no nivel de espécies (sugere
eventos recentes) do que em nivel taxondmico maior (requer eventos mais antigos).

Segundo Ribeiro (2006) com a completa ruptura da Gondwana, a histéria dos rios
da América do Sul da regidao do Atlantico comecgou. Estes rios formaram uma série de
bacias hidrograficas isoladas conhecidas como “Drenagens Costeiras do Leste do Brasil”,
esse grande sistema é formado pelos rios Paraguacu, Contas, Jequitinhonha, Doce,
Paraiba do Sul, Ribeira de Iguape, ltajai e Jacui e sdo separados por montanhas da
margem oriental do escudo brasileiro cristalino. Os resultados deste presente estudo
corrobora essa teoria, na qual todas as espécies de Brycon das drenagens costeiras e o
género Henochilus formam um grupo monofilético. Somente a espécie Brycon opalinus da

drenagem costeira ficou mais relacionada com B. nattereri.
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Brycon opalinus ocorre em tributarios dos rios Doce e Paraiba do Sul; Brycon
insignis ocorre na bacia do Paraiba do Sul e alguns pequenos sistemas costeiros do
estado do Rio de Janeiro. Brycon ferox e B. vermelha sao endémicas do rio Mucuri. Brycon
devillei na divisa dos estados de Minas Gerais e Bahia. O género Henochilus ocorre nos
rios Mucuri e Doce.

Lima (2001) fez algumas inferéncias em relagdo a simpatria de algumas espécies.
Nos rios do leste, existe uma substituicdo ao longo da bacia, com uma das espécies
ocorrendo nos rios menores, mais proximos as cabeceiras dos rios, enquanto que a outra
prefere os grandes rios. Na bacia do Alto Parana, Brycon nattereri € encontrado
principalmente em rios de porte relativamente pequeno, principalmente na bacia dos rios
Grande e Paranaiba, enquanto que B. orbignyanus é a espécie encontrada nos grandes
rios como o Parana. Na bacia do rio Sao Francisco a situacao se repete, B. nattereri ocorre
nos pequenos afluentes do rio das Velhas e Brycon orthotaenia nos grandes rios. Brycon
vermelha é um peixe tipico das porgcdes superiores do rio Mucuri, enquanto B. ferox prefere
0 baixo curso desse mesmo rio. Na bacia do Paraiba do Sul, Brycon opalinus ocorre nos
pequenos rios, enquanto B. insignis ocorre no rio Paraiba do Sul propriamente.

De acordo com Lima (2006), o género Salminus apresenta uma ampla distribuicao
através dos grandes sistemas hidrograficos da América do Sul cisandina (bacia
Amazébnica, Orinoco, Platina, e rio Sdo Francisco) e também no maior rio transandino, o rio
Magdalena (Colémbia). A espécie Salminus iquitensis € que apresenta a distribuicdo mais
ampla, ocorrendo ao longo do sistema do Alto Amazonas, Orinoco, Araguaia/Tocantins e
no rio Branco, em Roraima. E de se supor que a distribuicdo dessa espécie ou de outras
que compartilham um padrdao denominado “Alto Amazonas” ou “Amazoénia Ocidental”
estejam ligados aos eventos geomorfolégicos que atuaram nessa porcao da bacia. A

presencga dessa espécie na regiao do Orinoco é possivelmente um testemunho da conexao
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prévia entre os sistemas do paleo-Amazonas e do paleo-Orinoco, separados pelo
soerguimento do arco de Uaupés e de Serrania de la Macarena, evento esse que iniciou
ha cerca de 11MA (Lundberg et al., 1998).

Salminus hilarii espécie encontrada nos rios das bacias Sao Francisco e Parana.
Segundo Lima (2006) na bacia do Parana, essa espécie € virtualmente restrita a provincia
biogeografica conhecida como “Alto Parand”, uma bem definida area de endemismo de
peixes, que abrange a por¢ao da bacia acima do Salto de Sete Quedas, hoje inexistente
devido ao reservatério de Itaipu. O salto de Sete Quedas formou-se em um processo
aparentemente abrupto geologicamente, ocorrido no Quaternario (cerca de 1MA) e desde
entdo recuou de sua posicao original através de um processo de erosdao remontante
(Bartorelli, 2004). A presenga dessa espécie no rio Sao Francisco talvez se deva a um
intercambio faunistico relativamente recente provocado por captura de drenagens na
regido de divisor de aguas das duas bacias (Lima, 2006). Porém, ha registros dessa
espécie no rio Sao Francisco antes de 1960, ano que comecaram a transpor o rio Piumhi
(bacia do Parana) para o Sao Francisco (Moreira Filho e Buckup, 2005).

Esse resultado pode ser comparado com os de Montoya-Burgos (2003) na qual
algumas espécies de Hypostumus eram compartilhadas entre os rios Paraguai e Sao
Francisco, e em suas analises filogenéticas esses grupos ficaram relacionados. Esse
resultado sugere a influéncia de uma nova rota de dispersdo e corrobora o intercambio
faunistico entre Alto Paraguai e Sdo Francisco por um evento de captura de cabeceiras
que ocorreu ha cerca de 6MA. Hubbert e Renno (2006) afirmam que a regido do Séao
Francisco € influenciada pelos sistemas do Maranhao e do Parana-Paraguai.

Salminus brasiliensis distribui-se por toda a bacia Platina, ndo sendo a espécie
ocorrente na regiao do Alto Parana distinguivel daquela ocorrente no resto da bacia. Na

regido do pais € encontrada no rio Jacui, uma drenagem que desemboca na Laguna dos
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Patos. Esta bacia possui uma forte afinidade faunistica om a bacia Platina, em particular o
rio Uruguai e baixo rio Parana (Lima 2006). No sistema do Alto Madeira, na Bolivia e Peru,
€ possivel que essa espécie seja um remanescente da captura de uma por¢ao da bacia do
Paraguai pela bacia do paleo-Amazonas subsequente ao estabelecimento do arco de
Michicola como divisor de aguas entre estas bacias, no Mioceno tardio (Lundber et al.,
1998).

Salminus franciscanus é endémico da bacia do rio Sdo Francisco. Segundo Hubert e
Renno (2006) a regido do rio Sdo Francisco é uma das onze &reas de endemismo da
Ameérica do Sul. Além disso, estudos filogenéticos sugerem que a area de endemismo do
Sao Francisco esta isolada do Xingu-Tocantins e Parnaiba ha 5MA (Costa, 2003; Montoya-

Burgos, 2003).
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Figura 22 . Esquema de evolugédo dos sistemas de rios das América do Sul durante os ultimos
15MA, de acordo com Gregory-Wodzicky (2000); Haq et al. (1987), Hoorn (1993, 1996), Hoorn et
al. (1995); Lundberg et al. (1998), Nores (1999), Potter (1994), R&sanen et al. (1987, 1990, 1992,
1995), Réasénen e Linna (1996), and Wesselingh et al. (2002).
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Figura 23. Modelo de esquema para o isolamento das drenagens das bacias da América do Sul
resultante do tectonismo do Mioceno. A elevagao da Cordilheira Oriental (12 MA) juntamente com a
elevacédo dos Andes de Mérida (8 MA) foram os responsaveis por definir os limites das modernas
drenagens da regido Noroeste-Sul Americano, incluindo as bacias Amazénica,Orinoco-Maracaibo e
Magdalena. Legenda: Orinoco (Or); Maracaibo (Mc); Magdalena (Mg); Regido do Pacifico (PS);
Amazénia Ocidental (WA); Ma milhdes de anos, MM Médio Mioceno, LM Mioceno Tardio, PL
Plioceno e QU Quaternéario.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

1. Bryconinae e o género Salminus formam o grupo-irmao do clado formado pela
familia Gasteropelecidae e pelos géneros Triportheus, Engraulisoma, Lignobrycon,
Agoniates e Clupeacharax.

2. A subfamilia Bryconinae nao é monofilética, pois as espécies analisadas do género
Salminus ficaram dentro da subfamilia.

3. O género Brycon nao é monofilético, pois Henochilus wheatlandii € grupo-irmao das
espécies costeiras de Brycon e Chilobrycon deuterodon é grupo-irmao das espécies
de Brycon transandinas analisadas nesse estudo.

4. Os grupos de Brycon cis e transandino ndo sdo monofiléticos, pois em nossas
andlises B. moorei ficou mais relacionado do grupo formado por espécies
cisandinas.

5. As amostras de Brycon pesu formaram um grupo monofilético dentro de Bryconinae.

6. A andlise futura de mais espécies de Brycon, principalmente as transandinas, sera

importante para um entendimento mais amplo das relagdes dentro do grupo.
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Anexo



Arvore final construida a partir da andlise de Maxima Parciménia. Os nimeros nos nés
representam valores de bootstrap obtidos na analise de maxima parciménia (MP) e as
probabilidades obtidas na analise Bayesiana (B), respectivamente. Os tracos representam
valores inferiores a 50%. Asteriscos representam os nos com diferentes topologias na

analise Bayesiana.
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