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RESUMO

Cnesterodon brevirostratus é uma espécie de peixe de dgua doce que ocorre em campos de
altitude na Serra Geral do Sul do Brasil. Dados gnémicos recentes mostraram que este taxon
consiste em 4 linhagens evolutivas distintas, sendo que 2 delas se subdividem conforme
bacias hidrograficas. Morfologicamente, essas linhagens apresentam diferencas no apéndice
distal do gonopddio, o que pode estar relacionado a selecdo sexual. Além disso, elas
apresentam forte relacdo a distribuicdo geografica conforme as bacias hidrogréficas da
regido, algumas estando em simpatria. Apesar de sua recente identificacdo, aspectos da
divergéncia e historia evolutiva dessas linhagens ainda sdo desconhecidos. Neste trabalho,
noés usamos 6840 SNPs nucleares obtidos por RADSeq de 133 individuos para realizar uma
série de andlises a fim de entender padrfes na historia evolutiva e construir um panorama
completo da diversificacdo dessas linhagens. A anélise filogenética realizada por métodos
coalescentes mostrou dois clados irméos que estdo de acordo com a morfologia do apéndice
distal do gonopddio e nédo relacionado com a distribuicdo geogréafica. A divergéncia parece
ter sido rapida, sendo que a separacdo entre esses clados ocorreu ha aproximadamente 1,2
milhdo de anos atras, seguido pela separacdo das linhagens evolutivas e sub-linhagens
geogréficas, ocorrida entre 1 milhdo e 600 mil anos atréas, também durante o Pleistoceno,
periodo caracterizado por repetidas mudancgas climéaticas. Nenhum evento de introgressao
foi detectado entre as linhagens, sugerindo que o isolamento genético entre as linhagens se
deu em um cenério de alopatria. Nenhum loco foi identificado como estando sob sele¢éo
diversificadora, o que pode reforcar a interpretacdo de isolamento alopéatrico. De acordo com
0 espectro de frequéncia alélica, o melhor modelo demogréafico para todas as linhagens
incluiu crescimento populacional. Na maioria das linhagens, o crescimento ocorreu durante
0 Holoceno, 0 que pode estar associado ao aumento de umidade no periodo, com maior

disponibilidade de banhados e turfeiras nos quais a espécie habita. De forma geral, nossos



resultados sugerem que a topografia da regido pode ter tido um papel determinante na

geracgdo da grande diversidade para esse taxon



ABSTRACT

Cnesterodon brevirostratus is a freshwater fish species occurring in highland grasslands in
South Brazil. Recent gnomic data have shown that this taxon consists of 4 distinct
evolutionary lineages, being that two of them are subdivided accordingly to hydrological
basins. Morphologically, these lineages present differences in the distal appendix of the
gonopodium, which may be related to sexual selection. In addition, they are strongly
associated to a geographic distribution according to the hydrographic basins of the region,
some of them are in sympatry. Despite their recent identification, details of the divergence
and evolutionary history of these lineages are still unknown. In this work, we used data from
6840 genomic SNPs obtained by RADSeq from 133 individuals in order to use them in
different analyzes to search for patterns in evolutionary history and to construct a complete
panorama of the diversification of these lineages. The phylogenetic analysis performed by
coalescent methods showed the existence of two sister clades being in agreement with the
morphology of the distal appendix of the gonopodium and not related to the geographic
distribution. The divergence between them seems to have happened very rapidly, with the
separation between the two clades mentioned above occurring approximately 1.2 million
years ago, followed by the separation of the evolutionary lineages and geographic sub-
lineages, between 1 million and 600 thousand years ago, also during the Pleistocene, a period
characterized by repeated climatic changes. No introgression event was detected among the
lineages, suggesting that the genetic isolation between the lineages occurred in a scenario of
allopatry. No locus has been identified as being under diversifying selection, which may
reinforce the interpretation of isolation in allopatry. According to the allelic frequency
spectrum, the best demographic model for all lineages included population growth. In most
of the lineages, the growth occurred during the Holocene, which might be associated to the

increase of humidity in the period, with greater availability of wetlands and peat bogs in



which the species lives. In general, our results suggest that the topography of the region may

have played a key role in generating the great diversity for this taxon.
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1.INTRODUCAO
1.1 A Ictiofauna Neotropical

A diversidade de peixes € considerada extremamente alta, e 0 nimero de novas
espécies descritas vem aumentando continuamente (Vari & Malabarba, 1998). A diversidade
na ictiofauna de 4gua doce € especialmente notavel, pois, enquanto 0s oceanos representam
97% da agua na Terra e a agua presente em rios e lagos apenas 0.0093%, mais de 40% da
diversidade total de peixes esta contemplada por peixes de &gua doce. Uma possivel
explicacdo para esse incrivel fenébmeno de diversidade se da pelo fato de o ambiente de agua

doce propiciar diversos nichos e alto grau de isolamento entre as espécies (Berra, 2001).

No Neotropico, onde o reservatdrio de agua doce € bastante grande, ndo poderiamos
deixar de esperar um extraordinario nimero de espécies, que esta estimado entre 6.000 a
8.000 (Schaefer, 1998; Reis et al. 2003). O Brasil, maior pais da América do Sul, tem 2.300
espécies, que representam 22% da icitofauna de agua doce total (Reis et al. 2003, Buckup et
al., 2007). Ainda assim, o nimero de taxons pode estar subestimado (Levéque et al.,2008;
Agostinho et al., 2005). A baixa amostragem parece ser um dos principais motivos por tras
desse inventario incompleto. O Rio Grande do Sul, um dos estados com melhor amostragem,
apresenta muitas espécies endémicas. Das 12 ordens ocorrentes ha quatro grupos com maior
niomero de espécies descritas: Characiformes, Siluriformes, Cichliformes e

Cyprinodontiformes (Bertaco et al., 2016).

A ictiofauna neotropical tem uma longa e complexa histdria evolutiva. Diversos
periodos geoldgicos apresentam evidéncias de altas taxas de diversificacdo, sendo que
alguns clados se diversificaram no Cretaceo (65-145 m.a) enquanto outros no Paleogeno,
por exemplo (23-65 m.a) (Lundberg et al., 1998). Glaciagdes, movimentacdo das placas

tectdnicas e mudancas nos niveis ocednicos que ocorreram ao longo das eras geoldgicas tem



grande impacto sobre as populacdes de peixes de agua doce, mas ainda se sabe pouco sobre
como essas alteracOes influenciaram a ictiofauna neotropical e 0 quanto esses eventos foram

responsaveis por essa diversificacdo (Lundeberg et al., 1998; Moyer et al., 2005).

Entre os estudos que tratam dessa maravilhosa parcela da biodiversidade, a maioria
trata apenas de aspectos morfoldgicos e osteoldgicos, deixando de lado aspectos genéticos e
biogeograficos. Assim, a realizacdo de estudos de genética e evolucdo é importante para
adquirirmos ainda mais conhecimento sobre esse grupo. A ictiofauna neotropical apresenta
grande potencial para estudos biogeograficos devido a topografia e histéria geomorfoldgica
da regido (Vari & Malabarba, 1998). Além disso, os peixes do Neotrdpico estdo sujeitos a
acOes humanas que causam grande impacto nos sistemas aquaticos e muitas informagdes
sobre a biodiversidade podem estar sendo perdidas. Mudangas nos cursos d’agua e bacias
hidrogréaficas também podem ter forte influéncia sobre a diversidade genética das populacbes

de peixes (Castro, 1999; Montoyas-Burgos, 2003; Bruno et al., 2015).

1.2 Os Campos de Cima da Serra

A regido sul do Brasil apresenta dois biomas: Pampa e Mata Atlantica. Ambos
apresentam grande diversidade e estdo sendo devastados por agdes humanas (Roesch et al.,
2009; Overbeck et al.,2007; Ribeiro et al., 2009). O bioma pampa ocupa a metade sul do
Rio Grande do Sul, enquanto a Mata Atlantica ocupa a metade norte. A Mata Atlantica é um
bioma bastante heterogéneo, e entre suas diferentes formacgdes podemos encontrar a Floresta
Ombrofila Mista e os Campos de Cima da Serra (CCS) ou Campos de Altitude (Iserhard et
al, 2010). Os Campos de Cima da Serra distribuem-se no norte do Estado, e na regido sul de

Santa Catarina, sendo caracterizados por altitudes maiores de 800m e clima temperado.

A hidrografia dessa regido, no Rio Grande do Sul, compreende as nascentes de 3

bacias: a do rio Uruguai, a do Tramandai-Mampituba (TM), e a bacia da Laguna dos Patos



(LP). (Malabarba et al.,2009; Bertaco et al., 2016). A bacia do rio Uruguai ocupa a parte
norte/noroeste e central dos CCS, e é bastante ampla, ocorrendo tanto no Rio Grande do Sul
quanto em Santa Catarina. Nos CCS no Rio Grande do Sul, um de seus principais formadores
é 0 Rio Pelotas. J& a bacia Tramandai-Mampituba localiza-se a nordeste/leste dos CCS, e
embora sua maior parte ocupa a encosta da Serra Geral e o litoral, as nascentes dos rios
Magquiné, Trés Forquilhas, e Mampituba ocorrem nos CCS. Finalmente, a bacia da Laguna
dos Patos ocupa a porcdo sul/sudoeste dos CCS, e tem no rio das Antas um de seus principais

formadores (Krepper et al. 2013; Bertaco et al., 2016).

Além disso, essa regido € rica em espécies endémicas tal que o nimero de novas
espécies vem crescendo continuamente (Safford, 2007; Malabarba et al., 2009; Iserhard et al.,
2010; Iganci et al. 2011). O alto grau de endemismo dessa regido pode estar associado ao
fato de que, por se tratar de uma regido relativamente plana e com diversos sistemas de
nascentes, pequenas mudancas no relevo alteram a configuragdo de drenagem dos cursos
d’agua, gerando uma diversidade de nichos diferentes e possibilitando esse grande grau de
endemismo (Gentry, 1995; Webster, 1995), sendo, portanto, um ambiente muito interessante

para estudos evolutivos.

1.3 As linhagens evolutivas de Cnesterodon

A familia Poeciliidae (Rosen e Bailey, 1993) consiste em peixes geralmente bem
pequenos, de agua salobra e doce, esta distribuida por toda America e é encontrada também
na Africa. Dentro desta familia, a subfamilia Poeciliinae, a qual pertence também o guppy
(Poecilia reticulata), se destaca como espécie modelo para estudos experimentais sobre
evolucéo (Fraser et al., 2015). No Rio Grande do Sul, o género Cnesterodon conta com duas
especies amplamente distribuidas, sendo uma delas distribuida no Bioma Pampa (C.

decemmaculatus), enquanto a outra, C. brevirostratus, ocupa as regides de campos de



altitude (CCS, ver acima), distribuindo-se também no estado de Santa Catarina (Rosa &
Costa,1993). Essa espécie tem cerca de 5cm de comprimento e é vivipara, sendo
popularmente chamada de “barrigudinho” devido ao aumento do tamanho da barriga nas
fémeas. C. brevirostratus ocorre em ambientes sem correnteza como banhados e turfeiras, e
esta restrita a ambientes com de grande altitude em locais com vegetacdo campestre
(Malabarba et al., 2013). Ja h& algum tempo, entretanto, o status taxonémico de C.
brevirostratus tem sido questionado. Juan Anza e colaboradores propuseram a existéncia de
uma nova espécie para a regido dos CCS: Cnesterodon sp. nov. B, tendo como principal
caracteristica distintiva o formato da porcdo distal do gonopddio, além de pequenas
diferencas no formato da cabeca (dados néo publicados, ver Lucinda, 2005). Nesse estudo,
o termo “complexo C. brevirostratus” sera usado para se referir a todas as linhagens
evolutivas relacionadas a C. brevirostratus que carecem de uma descrigdo taxonémica

formal (como é o caso de Cnesterodon sp. nov. B).

Um estudo recente realizado por Fregonezi (2015), utilizando DNA mitocondrial e
marcadores gendmicos (obtidos por RAD-Seq), revelou que o complexo C. brevirostratus é
um conjunto de linhagens evolutivas sem relacdo trivial com os grupos morfoldgicos
tratados como C. brevirostratus e Cnesterodon sp. nov. B. Foram identificadas 6 linhagens
geneticamente distintas (Figura 1). No presente trabalho, as linhagens de cores “amarela”,
“azul”, “verde”, e “vermelha”, serdo chamadas de linhagens 1, 2, 3 e 4 respectivamente.
Essas linhagens apresentam algumas diferencas morfoldgicas e algumas ocorrem em
simpatria e sintopia. As linhagens 1 e 2 subdividem-se em outras duas, fortemente associadas
a bacias hidrogréficas de Tramandai-Mampituba (TM) e Laguna dos Patos (LP) e portanto
serdo chamadas de linhagem 1- TM, linhagem 1-LP, linhagem 2-TM e linhagem 2-LP. Entre
elas, o apéncide distal do gonopddio (estrutura reprodutiva do macho) tem morfologia mais

curta quando comparada as demais. A linhagem 3 tem em sua maioria apéndice alongado e
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distribuicdo mais ampla, sendo a Unica que ocorre nas trés bacias. J& a linhagem 4 também
possui apéndice distal do gonopddio alongado mas ocorre apenas na bacia TM. A existéncia
de seis linhagens evolutivas em um espaco geografico relativamente limitado revela um
sistema bastante complexo.
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Figura 1. As seis linhagens do complexo Cnesterodon brevirostratus identificadas em

analise de RAXML. Modificado de Fregonezi (2015).

Esses resultados ampliaram a possivel diversidade especifica da regido, uma vez que
apenas uma possivel nova espécie havia sido proposta baseada em dados morfologicos
(Cnesterodon sp. nov. B). Entretanto, Fregonezi (2015) ndo analisou em maior detalhe a
historia evolutiva de cada um desse clados, nem apresentou uma filogenia propriamente dita
com dados gendmicos para avaliar as relagdes entre as linhagens. Devido a escassez de
conhecimento sobre a icitofauna neotropical, incluindo o género Cnesterodon, e ao fato de
acOes antropogénicas estarem alterando os sistemas aquaticos, fazem-se necessarios novos

estudos visando esclarecer os processos por trés da diversificagdo deste grupo. Através de

11



andlises de histéria demografica junto de eventos geoldgicos do passado e padrdes
fenotipicos e genéticos atuais podemos compreender melhor o processo de especiacdo em

Cnesterodon e entender mais sobre a histdria evolutiva desse género.

1.4 Ferramentas genéticas para compreender a histdria evolutiva

Acontecimentos do passado sdo responsaveis por moldar a historia evolutiva de uma
espécie. Os padrdes de diversidade e distribui¢cdo que vemos hoje sdo resultado de uma série
de mudancas, geogréficas e demograficas, ocorridas ao longo do tempo. Muitas ferramentas
da genética de populacdes podem ser usadas para entender a histdria evolutiva de uma
entidade (espécie ou populacdo) (p.ex.; Smykal et al., 2010; Litvinchuk et al., 2013; Zhao et
al., 2013; Lima et al., 2015; Boissin et al., 2016). Os estudos demogréficos sdo importantes
pois 0 aumento ou diminuigdo do tamanho populacional, bem como o isolamento ou
migracdo entre populacdes sdo eventos que podem ter consequéncias importantes nas
linhagens evolutivas, pois tem influéncia direta em suas frequéncias alélicas (Liu et al., 2014,
Wang et al., 2016). Além disso, esses processos sdo subjacentes ao surgimento de novas
espécies, de modo que compreendé-los em maior detalhe, nos possibilita classificar espécies
(ou linhagens) com mais precisdo, fazer estudos comparativos, identificar linhagens
evolutivas distintas, e melhorar iniciativas de conservacdo (Guerrero et al., 2015). Desse
modo, a histdria demografica € uma maneira poderosa para investigar padrdes geograficos e

medidas de diversidade genética.

De modo geral, os taxons neotropicais parecem exibir um padrdo complexo de
tempos e modos de diversificacdo, sem processos gerais capazes de explicar uma fragéo
importante da historia evolutiva de diferentes grupos, possivelmente porque a regido
apresente uma histdria geoldgica complexa e espécies bastante antigas (Turchetto-Zolet et

al., 2013). Ainda assim, nas regifes mais ao norte alguns padrdes tém sido encontrados,
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como eventos vicariantes que geraram barreiras entre os grupos de peixes (Vari &
Malabarba, 1998). Com a utilizacdo de ferramentas atuais de genética de populagdes e
bioinformatica podemos inferir sobre mudangas demogréficas ocorridas no passado de uma
populacéo a partir de marcadores genéticos (Strimmer & Pybus, 2001; Emerson et al., 2001).
Porém, as novas abordagens genémicas que geram dados para milhares de locos trouxeram
um novo desafio a métodos de andlise tradicionais em estudos evolutivos e filogeograficos
(Beheregaray, 2008). Gutenkunst e colaboradores (2009) demostraram que 0 espectro de
frequéncia alélica (isto €, a distribuicdo das contagens da frequéncia absoluta de um alelo
para todos os locos) continha informacdo sobre os eventos demograficos sofridos pelas
populagdes, podendo ser estendido para abordagens multi-populacionais. Essa passou a ser
uma abordagem tradicional no tratamento de dados gendmicos, e vem sendo utilizada para
analises com outras espécies, desde artropodes a humanos (Gutenkunst et al., 2009; Ma et

al., 2013; Singh et al., 2013; Wang et al., 2013; Mccoy et al., 2014).

Desde o estabelecimento da teoria neutra de Kimura (1968) como modelo nulo para
estudos de evolucdo molecular, muitos evolucionistas buscam encontrar sinais de selecao
positiva em determinados genes para compreender o processo adaptacéo e diversificacao nas
espécies (Vitti et al., 2013). Esses estudos sdo mais comuns na espécie humana (p.ex. Voight
et al., 2006; Enard et al., 2014) mas muito locos sob selecdo também j& foram encontrados
em outras espécies (p. ex. Pespeni & Palumbi, 2013; Seeb et al.,2014; Schweizer et al.,
2016). Novamente, essas inferéncias sO sdo possiveis gracas a poderosas ferramentas de
genética de populagdes, informatica e estatistica. Existem muitas abordagens para
identificacdo de locos sob selegéo (revisado em Vitti et al., 2013), mas uma das mais
populares para dados gendmicos envolve a identificagdo de locos “outlier”, isto €, locos cujo

padrdo de variagdo parece ndo ser compativel com o “padrao médio” (neutro) dos demais.
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Além disso, analises filogenéticas também sdo importantes ferramentas que podem,
a partir de diferentes dados genéticos, fornecem uma melhor compreensdo da ancestralidade
comum e das mudangas genéticas ao longo do tempo. Porém, dentro de diferentes
abordagens, estimar filogenias utilizando marcadores bialélicos, que normalmente s&o
bastante informativos, pode ser um problema pois ndo séo dados de sequéncia e, portanto,
nem sempre é correto concatena-los (Lemmon & Lemmon, 2013; Liu et al., 2015). SNAPP
é um software capaz de contornar essa questdo pois implementa um modelo coalescente
multiespécies completo (Bryant et al.,2014).

Outro fator fundamental e muito discutido dentro da biologia evolutiva € a especiacdo
ocorrendo com fluxo génico e em espécies que ocorrem em simpatia, além do grau de
miscigenacao atual entre determinadas populagdes. Embora ferramentas e métodos focados
em estabelecer taxas de migracdo entre populagbes (ou o grau de miscigenacdo de
individuos) sejam bastante populares (p. ex. Beerli & Felenstein,2001; Pritchard et al.,2000;
Alexander et al.,2009), a estimava de fluxo génico em conjunto com divergéncia é algo mais
complexo. Entretanto, utilizando dados genéticos, podemos inferir se a divergéncia entre
grupos foi acompanhada de migracéo eles. No caso de grupos irmédos, analises baseadas em
cenarios do tipo isolamento-e-migracdo (IM) foram as primeiras a tentar abordar esse tema
(Hey & Nielsen, 2004). A complexidade dessa pergunta, porém, aumenta se considerarmos
que eventos de contato secundario podem ter ocorrido em populagdes ancestrais, ou ainda,
que o fluxo génico se d& entre populagdes que ndo constituem grupos irméaos, o que pode ser
especialmente problematico no caso de espécies simpatricas proximamente relacionadas
(mas ndo irmas), como é o caso do complexo C. brevirostratus. Recentemente, uma
abordagem para lidar com isso foi através de “grafos” de ancestralidade, na qual uma arvore
populacional “base” ¢ testada para a existéncia de reticulacdes que representariam grandes

eventos de migracédo entre qualquer grupo presente no grafo (Pickrell & Pritchard, 2012).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo estudar a histéria evolutiva do complexo
Cnesterodon brevirostratus, buscando compreender 0s processos que possam ter propiciado

a diversificacdo de linhagens evolutivas.

2.1 Objetivos especificos

1. Estabelecer as relacdes filogenéticas dentro das seis linhagens do complexo.
2. Entender a historia demografica do complexo de linhagens, quanto a varia¢ao no
tamanho populacional, a divergéncia, o fluxo génico e o tempo em que esses

eventos podem ter ocorrido, relacionando-os a eventos biogeograficos.
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4.0UTRAS ANALISES

Além dos resultados previamente reportadas no manuscrito, uma série de outras
analises foram realizada no software cadi que merecem ser discutidas. Estre programa
possibilita a construcdo do espectro de frequéncia alélica conjunto, que pode englobar 2 ou
3 populagdes. De acordo com os resultados do SNAPP, espectros de frequéncia alélica (AFS)
conjuntos para as linhagens que formam grupos irmdos foram construidos. Portanto,
espectros para as linhagens 1 x 2; 3 x 4; 1-LP x 1-TM, 2-LP x 2-TM foram criados. Nés
testamos diferentes modelos: o modelo “neutro” (as duas populagdes séo tratadas como uma
s0, sem subdivisdo populacional), Sl (strict isolation) e IM (isolation with migration) com o
objetivo de inferir se houve (IM) ou ndo (SI) migracdo, assim como também os tempos de
divergéncia entre as populacdes.

O modelo sem migracdo (SI) apresentou um maior likelihood para todas as
combinacBes de linhagens (Tabela 1). Apesar de estar de acordo com as demais analises
apresentadas que reportam auséncia de fluxo génico, os graficos ndo indicaram um bom
ajuste entre o modelo e os dados (Figuras 2-6). No exemplo da figura 2, h4 grande
semelhanca entre os AFS gerados para os dados e para 0 modelo. Quanto aos residuos, sua
distribuicdo é bastante heterogénea e segue uma curva normal. Estas caracteristicas sdo
esperadas em casos de bom encaixe de acordo com 0 manual do programa, assim como as
informagdes fornecidas pelo proprio desenvolvedor (Dr. Ryan Gutenkunst, Univ. Arizona)
em um forum online. Diversas tentativas foram feitas para corrigir essas questdes, alterando
as modalidades possiveis no programa de acordo com o manual, porém sem sucesso. Nas
figuras 3-6, os painéis que reportam dados e modelo apresentam caracteristicas contrarias
aquelas que seriam ideais para indicar bons resultados e ainda, os valores dos residuos sdo

bastante altos. Tanto uma maior filtragem nos dados, quanto alteragbes nos parametros e
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opcoes de calculo do programa resultaram em encaixes piores ou muito similares aos aqui
reportados. Ainda assim, os resultados contém algumas informagdes interessantes.

Entre as quatro principais linhagens, os espectros mostram um grande nimero de
alelos privados para cada populagio. E possivel notar no grafico das linhagens 3 e 4 que
grande parte do espectro esta branco (Figura 4), a explicacdo para isso € justamente o fato
de elas terem se separado antes das outras e sem a ocorréncia de migragéo, assim cada uma
dessas linhagens tem muitos alelos exclusivos. De modo parecido, as linhagens 1 e 2
também apresentam bastante alelos privados (Figura 3), porém um pouco menos, 0 que pode
ser devido ao menor tempo de divergéncia dessas linhagens quando comparadas as linhagens
3 e 4. Ja as linhagens de divergéncia mais atual apresentam um espectro mais preenchido
(Figuras 5 e 6), e nesse aspecto 0s resultados do dadi podem ser facilmente justificados.

Entretanto, as estimativas de tamanho populacional e tempo encontradas foram bem
diferentes dos tempos obtidos na abordagem filogenética coalescente (SNAPP) e também
dos tamanhos populacionais nas outras analises deste software considerando linhagens
individuais (Tabela 2). Todos os tamanhos populacionais foram menores para 0 espectro
conjunto de frequéncias alélicas. Em relacdo aos tempos de divergéncia, com excecao das
linhagens 2-LP e 2-TM, houve uma concordancia relativa para os tempos de divergéncia,
porém as datas sdo muito mais recentes nas analises do dadi. O fato de haver alelos privados
em demasia pode ter sido determinante para esses problemas, obrigando o uso de estratégias
gue acabam reduzindo o poder estatistico do método e reduzindo o nidmero de SNPs
disponiveis para analise (0 que pode ter levado a uma subestimativa da diversidade e da
diferenciacdo genética entre populagdes, acarretando numa subestimativa tanto do tamanho
populacional quanto dos tempos de divergéncia). Em termos bioldgicos, cabe lembrar que a
biblioteca de SNPs foi montada com o intuito de identificar as linhagens evolutivas para esse

complexo de espécies. Assim, para que um alelo passasse nos filtros de qualidade, bastava
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que ele fosse polimdrfico para o complexo de espécies como um todo. Assim, 0 banco de
SNPs resultante desse experimento deve contar com diversos alelos linhagem-especificos
que sdo informativos em termos filogenéticos, mas que pouco informam sobre a diversidade
genética dentro das linhagens. Esses resultados reforcam a ideia de que pode ser
problemaético aplicar determinados testes para um conjunto de dados que foi obtido com um

propdsito diverso.

18



Tabela 1. Probabilidade composta dos trés modelos testados para os quatro AFS conjuntos.

O melhor modelo est4 indicado em negrito.

Neutro Sl IM
1x2 -4.308 -626 -2.336
3x4 -2.838 -226 -1.655
1-LP x 1-TM -815 -114 -384
2-LP x 2-TM -1.132 -170 -429

Tabela 2. Pardmetros demogréficos inferidos pelo software dadi usando 0s AFS alélica

conjunto de duas linhagens.

No N¢l N2 T
1x2 5.346 11.855 25.749 14.050
3x4 1.385 22.355 10.789 18.911
1-LP x 1-TM 1.587 32.329 6.064 12.262
2-LP x 2-TM 3.851 14.800 17.255 17.913

No — Tamanho populacional efetivo inicial; N1 - Tamanho populacional efetivo final para
a primeira populagdo (na ordem que estéo listadas); Nf2 — Tamanho populacional final da

segunda populacdo (na ordem que estdo listadas); T — Tempo de divergéncia (em anos).
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Figura 2. Exemplo de gréfico retirado do manual do dadi onde dados e modelo
apresentam boa concordancia. Os primeiros dois painéis 0s espectros gerados para os dados
e para 0 modelo. Os dois ultimos indicam os valores e a distribuicdo dos residuos de

Anscombe quando estes espectros sdo comparados.
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Figura 3. Graficos de comparacdo entre modelo e dados gerados pelo software dadi para

as linhagens 1 x 2. Os primeiros quatro painéis indicam o ajuste dos dados ao modelo

neutro, enquanto os quatro Ultimos painéis indicam o ajuste dos dados ao modelo SI.
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Figura 4. Graficos de comparacéo entre modelo e dados gerados pelo software dadi para
as linhagens 3 x 4. Os primeiros quatro painéis indicam o ajuste dos dados ao modelo

neutro, enquanto 0s quatro ultimos painéis indicam o ajuste dos dados ao modelo SI.
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5. DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho, foi feito pela primeira vez a arvore filogenética das linhagens do
complexo Cnesterodon brevirostratus usando dados genémicos e métodos coalescentes.
As datas de divergéncia sdo recentes e semelhantes aquelas encontradas para outras
espeécies que se diversificaram durante o0 mesmo periodo (Thomaz et al., 2015; Menezes
et al., 2016; Nolasco-Soto et al., 2017). As mudancas climaticas e geomorfoldgicas sdo
muitas vezes indicadas como principais fatores na diversificacdo das espécies. Nesse
aspecto, nossos resultados para o complexo C. brevirostratus sao consistentes com outros
estudos, em que indicam o Pleistoceno como periodo de instabilidade climética e propicio
para surgimento de novas espécies (Lorenz-Lemke et al.,2010; Mader et al.,2013;
Menezes et al., 2016) Por outro lado, os padrdes de crescimento populacional encontrados
datam do Holoceno, geralmente a partir de 4 mil anos atras, quando a regido dos CCS
entrou em um periodo de maior umidade (Behling et al., 2004), o que pode ter favorecido
espécies dependentes de ambientes como charcos e turfeiras.

Devido a auséncia de evidéncia de contato secundéario antigo entre as linhagens
do complexo C. brevirostratus, e a auséncia de locos evoluindo sob selegédo
diversificadora, o cenario mais provavel para o surgimento dessas linhagens € alopatrico.
As diferencas morfoldgicas que formam a base do isolamento reprodutivo (pré-zigotico)
entre as linhagens podem ter surgido como um subproduto do isolamento geogréafico pela
acao conjunta da deriva genética e, talvez, da selecdo natural promovendo adaptacéo
local. Isso deve ter sido facilitado tanto pela histdria de vida da espécie, que habita charcos
e turfeiras com baixo potencial de dispersdo, quanto pela propria geomorfologia (ou
hidromorfologia) da regido, que contém nascentes e cursos d’agua que drenam para

drenagens distintas em uma area pequena, e que € plana o suficiente para tornar plausivel
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a ocorréncia de multiplos eventos de captura de cabeceira ou de dispersdo entre bacias
hidrograficas. Quando hé flutuacdes nos regimes hidrologicos, mudancas entre o contato
entre populacdes ocorrerem e podem acabar isolando apenas parte de uma populacéo,
gerando um efeito fundador. Os ambientes de agua doce também apresentam bastante
variedade ecoldgica e podem gerar pressoes seletivas diferentes (Olden et al., 2001; Boix
et al., 2002; De Meester et al.,2005). Seria interessante investigar se existe diferenciacdo
genética dentro de uma mesma linhagem entre os pontos amostrados verificando o grau
de isolamento entre os diferentes locais em que uma mesma linhagem ocorre.
Provavelmente, devido a rapidez da divergéncia entre linhagens, as diferencas
morfologicas exibidas pelas diferentes linhagens evolutivas do complexo C.
brevirostratus (no cranio, na mandibula, na estrutura reprodutiva, nos dentes e nas
nadadeiras) tem uma base genética simples. Ja foi sugerido que ndo sdo necessarias
muitas mutacGes para gerar grandes modificaces morfologicas (Fondon & Garner,
2004), principalmente quando os genes que as provocam estdo ligados a processos de
desenvolvimento (Albertson et al., 2003). Finalmente, a andlise recente de uma outra
radiacdo evolutiva neotropical sugeriu que o isolamento reprodutivo alopatrico, sem o
envolvimento direto de selecdo diversificadora, seria suficiente para explicar o grande
namero de espécies de roedores sigmodontineos (Maestri et al., 2017). Nesse contexto,
nossos resultados podem ajudar a sugerir que as radiagdes evolutivas podem ser muito
mais afetadas por fatores neutros do que normalmente se supde.

Finalmente, este estudo corrobora a existéncia de linhagens evolutivas profundas
dentro do complexo C. brevirostratus, tornando urgente uma revisdo da taxonomia do
grupo. Esse seria um passo importante para reafirmar a riqueza da a ictiofauna da regido

dos Campos de Cima da Serra, podendo ser util para estratégias de conservagao.
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