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RESUMO

Localizado na América do Sul, o rio Sdo Francisco (RSF), que percorre desde o Sudeste
até o Nordeste do Brasil, € 0 27° maior do mundo. Essa bacia hidrografica é conhecida
por sua diversidade e endemismo, com sua ictiofauna contendo registros de 178 espécies
(60% endémicas), mas devido a fatores antrépicos ha espécies que passaram a ser
consideradas vulneraveis, em perigo e criticamente em perigo de extincdo. Ha lacunas de
conhecimento acerca do RSF, de modo que o conhecimento genético ainda € difuso e
incipiente nos trechos do submédio (barramentos) e baixo (assoreado). Nesse contexto,
0 presente estudo teve como objetivo suprir déficits de conhecimento da biodiversidade,
bem como avaliar a diversidade genética da ictiofauna do RSF, por meio de técnicas de
DNA barcode. Foram avaliadas 90 espécies, 74 géneros, 28 familias e 6 ordens, incluindo
os Characiformes (40 espécies), os Cyprinodontiformes (6 espécies), os Gymnotiformes
(3 espécies), os Perciformes (4 espécies), os Siluriformes (36 espécies) e 0s
Synbranchiformes (1 espécie). Foram identificados distintos padroes de divergéncia
genética (DG): DG<1% (74 espécies ou 82.22%), 1%<DG<2% (8 espécies ou 8.89%) e
DG>2% (8 espécies ou 8.89%). Aléem disso, foram detectados erros de identificacéo
envolvendo trés pares de espécies: Cetopsorhamdia iheringi e Phenacorhamdia
tenebrosa; Imparfinis mirini e I. minutus; Characidium fasciatum e C. gomesi. Também
foram encontrados alguns casos de complexos de espécies e adverténcias taxondémicas
envolvendo os géneros Astyanax e Psalidodon. Ainda foi verificada divergéncia genética
profunda para as espécies Pimelodella vittata, Synbranchus marmoratus, Rhamdia
guelen, Piabina argentea, Gymnotus carapo, Hyphessobrycon santae e Pamphorichthys
hollandi. Tais resultados auxiliam na compreenséo da sistematica e evolucéo da ictiofauna
do RSF, considerando sua formacéo hidrogeologica. Espera-se que o conhecimento aqui
gerado seja utilizado na elaboracao e atualizacéo de planos de manejo e conservacédo da
ictiofauna do RSF.

Palavras-chave: Peixes Neotropicais, DNA mitocondrial, divergéncia genética, linhagens
cripticas, erros de identificacdo, complexo de espécies.



ABSTRACT

Located in South America, Sdo Francisco River (SFR) is distributed from the Southeast to
the Brazil Northeast, is the 27th largest river in the world. This watershed is known for its
diversity and endemism, with its ichthyofauna containing records of 178 species (60%
endemic), but due to anthropic factors there are species that have come to be considered
vulnerable, endangered and critically endangered. There are gaps in knowledge about the
SFR, so that genetic knowledge is still diffuse and incipient in the submiddle (dams) and
lower (silted) stretches. In this context, the present study aimed to overcome knowledge of
biodiversity deficits, as well as to evaluate the SFR ichthyofauna genetic diversity, applying
DNA barcode techniques. We evaluated 90 species, 74 genera, 28 families and 6 orders,
including Characiformes (40 species), Cyprinodontiformes (6 species), Gymnotiformes (3
species), Perciformes (4 species), Siluriformes (36 species) and the Synbranchiformes (1
species). Distinct genetic divergence (GD) patterns were identified: GD<1% (74 species or
82.22%), 1%<GD<2% (8 species or 8.89%) and GD>2% (8 species or 8.89%).
Furthermore, identification errors involving three species pairs were detected:
Cetopsorhamdia iheringi and Phenacorhamdia tenebrosa; Imparfinis mirini and I. minutus;
Characidium fasciatum and C. gomesi. Some cases of species complexes and taxonomic
warnings involving the genera Astyanax and Psalidodon were also found. Deep genetic
divergence was also verified for the species Pimelodella vittata, Synbranchus marmoratus,
Rhamdia quelen, Piabina argentea, Gymnotus carapo, Hyphessobrycon santae and
Pamphorichthys hollandi. Such results help to understand the SFR ichthyofauna
systematics and evolution, considering its hydrogeological formation. It is expected that
the knowledge generated here will be used in the elaboration and updating of management
and conservation plans for the ichthyofauna of the SFR.

Key-words: Neotropical fishes, mitochondrial DNA, genetic divergence, cryptic lineages,
misidentifications, species complex.
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1 APRESENTACAO

Esta dissertacdo visa ampliar o conhecimento sobre a diversidade genética e
evolutiva da ictiofauna do rio S&o Francisco (RSF). Sendo composta por mais de 170
espécies, essa ictiofauna neotropical de extremo valor ecolégico, comercial e social vem
sofrendo com o represamento das dguas para abastecimento ou geracdo de energia
elétrica, aliado ao assoreamento, poluicdo, introducdo de espécies exbticas e
transposicdo. Tais fatores tém causado extensos danos sobre RSF o que tem impactado
a sua ictiofauna. As acdes antropicas e a falta de conhecimento genético acerca dessa
ictiofauna dificultam o delineamento de medidas de manejo e conservacao efetivas para

essas especies.

Na revisao de literatura, abordaram-se a definicdo de agua doce e sua importancia
para a vida, as ameacas humanas a sua ictiofauna, o DNA barcode e suas aplicaces,
além das caracteristicas da ictiofauna Neotropical continental e de sua diversificacao.
Ainda levou-se em consideracdo aspectos gerais sobre a bacia do RSF e seus diferentes
trechos e da sua biogeografia, tratando de modificacbes do seu paleocurso. Discutiu-se

também aspectos envolvendo a ictiofauna do RSF, ameacada pela atividade humana.

Em seguida, apresentou-se o Unico capitulo dessa Dissertacéo, que corresponde
ao artigo gerado por meio deste trabalho. Nesse contexto, 0 artigo visou preencher
lacunas Linneana e Darwiniana, avaliando comparativamente as espécies da ictiofauna
gue habitam os diferentes trechos do RSF. Dessa forma, avaliou-se a divergéncia genética
das espécies da ictiofauna do RSF, ao longo da sua extensao, por meio da técnica de
DNA barcode (gene coxl). Essas informacbes poderdo auxiliar no delineamento de
medidas efetivas para um manejo e conservacao adequados da sua ictiofauna. Dentre
essas medidas, destaca-se a parceria académico-cientifica entre instituicées de pesquisa
alagoanas com oOrgdos ambientais estaduais. Como resultado de tal parceria, por

exemplo, tém-se a proposicdo de novos planos de manejo e conservacdo de unidades de
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conservacao do RSF, que ainda sédo escassos, além disso, visa auxiliar no conhecimento

para estudos de repovoamento de espécies em risco de extingao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agua doce, ictiofauna e ameacas antropicas

A &gua é um dos recursos naturais mais valiosos para a biosfera, principalmente
para a humanidade, permitindo a existéncia da vida e de importantes atividades
econbmicas para a espécie humana, sendo considerada um servico ecossistémico
essencial (STEFFEN et al., 2015). Sua importancia é tao vital para o funcionamento dos
organismos Vvivos que, em missdes espaciais que procuram por vida em outros planetas,
h& uma busca intensa por evidéncias que possivelmente sinalizem para a existéncia desse
recurso nesses locais (LINGAM & LOEB, 2020).

A agua doce trata-se de um recurso ainda mais restrito e € de inestimavel
importancia para as sociedades e os ecossistemas. A definicdo da agua doce refere-se,
guimicamente, a uma mistura homogénea que apresente concentracao inferior a 500 ppm
de sais dissolvidos. Quanto a sua capacidade de autorrenovacao e finitude, a agua doce
trata-se de um recurso renovavel, mas, de fato, finito (HOEKSTRA & MEKONNEN, 2012).
Lagoas, rios, pantanos e planicies aluviais podem ser detentores de relevancia histérica
para a humanidade, seja por meio da producao de bens de consumo, ou pelo fornecimento
de servicos ecossistémicos essenciais para a existéncia humana e seu bem-estar
(WANTZEN et al., 2016). Sdo diversos 0s servicos ecossistémicos associados aos
sistemas de agua doce, dentre eles destacam-se: abastecimento de agua, controle de
gualidade da agua, fornecimento de habitat, prevencdo da erosao, abastecimento de

alimentos, regulacéo do clima e recreacédo e turismo (HANNA et al., 2018; KAVAL, 2019).

Apesar dos sistemas de agua doce serem essenciais para o ser humano, eles estao
entre 0s mais ameacados do mundo, com declinios globais que atingem 64% de sua
extensdo, ocorridos entre 1997 e 2011 (COSTANZA et al., 2014). Os limites planetarios

gue envolvem a agua doce tém sido amplamente influenciados pela civilizagéo global, que
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esta alcancando limiares superiores ao que a biosfera pode suportar (BOGARDI, FEKETE
& VOROSMARTY, 2013; STEFFEN et al., 2015). A acdo antropica vem modificando a
maneira com que as aguas superficiais, subterrdneas e atmosféricas tracam seus
percursos, isso do ponto de vista regional, levando a uma descaracterizagdo da
capacidade de resposta ambiental de ecossistemas aquéticos, ribeirinhos e costeiros
(RODELL et al., 2018). Desta forma, o ser humano tem impactado os sistemas de agua
doce em uma escala de multiestresse, caracterizada pela sua atividade em multiplas
frentes de pressédo (BORGWARDT et al., 2019).

Os ecossistemas de agua doce destacam-se pela sua grande diversidade — um dos
ambientes mais diversos do planeta — por unidade de volume de habitat na Terra. Esses
ecossistemas contam com mais de 140.000 espécies de fungos, plantas, invertebrados e
vertebrados (com apenas 12% de todas as espécies descritas), comprimidos em 1,70%
da area de superficie mundial e em apenas 0,007% do suprimento total de agua do planeta
Terra (REID et al.,, 2019). Os riscos para essa rica biodiversidade e para esses
ecossistemas sao cada vez mais crescentes e incluem alteracdo de habitat, poluicdo das
aguas, sobrepesca, introducdo de espécies exoticas, desvios de rios, fragmentacdo e
regulacdo do fluxo de agua, expansdo de paisagens agricolas e urbanas, mudancas
climaticas, aumento do nivel do mar e regimes alterados de precipitacdo (DUDGEON,
2019; GRILL et al., 2019).

Dentro desse cenario negativo, a ictiofauna destaca-se como um dos componentes
da biodiversidade que tem sido particularmente ameacado pelas atividades antrépicas.
Os peixes da América do Sul tém sofrido extensamente com processos envolvendo
cadeias produtivas humanas, tais como: a introducédo de espécies exoticas e alteracdo
ambiental (pesca, aquicultura, represamento, desmatamento e poluicdo), sendo a
poluicdo a ameaca mais recorrente (BEZERRA et al., 2019). As retiradas e os desvios de
aguas, em conjunto com a atividade agricola mundial em plena expanséo, tracam rumos

destruidores quando trata-se da disponibilidade e qualidade de agua doce (DESTOUNI et
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al., 2013; DESTOUNI & JARSJO, 2018; JARAMILLO & DESTOUNI, 2015). Além disso, a
fragmentacdo e a regulacdo do fluxo das &guas constituem ameacas a ictiofauna
(WINEMILLER et al., 2016).

2.2 DNA barcode e suas aplicagbes

Diante dos efeitos das atividades humanas, faz-se necesséria a busca por
estratégias de conservacdo que visem minimizar o impacto humano sobre a
biodiversidade de peixes de agua doce. Portanto, a correta identificacdo das espécies é o
primeiro passo para mitigar os efeitos da agdo humana. Como alternativa financeira e
metodologicamente viavel para a identificacdo de espécies da ictiofauna de agua doce,
existe a técnica de DNA barcode. Essa metodologia vem destacando-se como um método
genético rapido e preciso utilizado para a identificacdo de espécies, inclusive as cripticas,
muitas vezes nao detectadas por métodos tradicionais (AZEVEDO et al., 2021; MATTOX
et al., 2021; REIA, OLIVEIRA & BENINE, 2021).

Quatro gargalos, que estdo nas bases da taxonomia exclusivamente morfologica,
suscitaram o desenvolvimento da técnica do DNA barcode: a plasticidade fenotipica e a
variabilidade genética, envolvendo caracteres empregados para o reconhecimento de
espécies, podem levar a erros de identificacdo; ineficiéncia na deteccédo de diversidade
criptica, aquela que considera espécies geneticamente diferentes, mas morfologicamente
indistinguiveis; chaves taxonémicas morfolégicas ndo consideram, muitas vezes, a
amplitude de formas de estagios de vida e género das espécies; nivel elevado de
especializacao para utilizar corretamente as chaves taxonémicas morfologicas. (HEBERT
et al., 2003).

O DNA barcode trata-se de uma metodologia de taxonomia molecular, voltada para
o diagnostico de Unidades Moleculares Taxondmicas Operacionais (do inglés, Molecular
Operacional Taxonomic Units/MOTUs) (BLAXTER et al., 2005). MOTUs tratam-se de um

15



conjunto de sequéncias genéticas que compartilham certo grau minimo de similaridade, o
que traz significado bioldgico para a correlacdo entre tais sequéncias. Inicialmente, as
MOTUs eram conhecidas por filotipos ou genoespécies, e seu conceito foi estabelecido
com o intuito de manter-se a descri¢cdo quanto a nomenclatura das espécies previamente
existentes (BLAXTER, 2004). Por definicdo, as MOTUs permanecem em um status
taxondmico que requer cuidado quanto a andlise da diversidade ecoldgica e estudos
populacionais. As MOTUs podem sugerir espécies novas, quando as analises citadas
anteriormente aliam-se a estudos de tragcos morfofuncionais, ou ainda cladisticos. Essa
area é conhecida como taxonomia integrativa, que faz uso de diferentes abordagens ( ex:
genética, morfologia e ecologia entre outros), que nos ultimos anos vem crescendo de
forma vertiginosa (DAYRAT, 2005; GOLDSTEIN & DESALLE, 2011; ZAMANI et al., 2022).

O protocolo do DNA barcode nasce com o uso do gene mitocondrial do citocromo
oxidase subunidade | (cox1) para a identificacdo de 200 espécies da ordem Lepidoptera
(HEBERT et al, 2003). Essa técnica tem particularidades que a tornam Unica para fins de
atribuicdo de MOTUSs, indicando o possivel diagnostico de espécies. Em primeiro lugar, a
similaridade da técnica com o conceito por tras dos Cédigos Universais de Produto. Desse
modo, considerando os quatro nucleotideos do DNA para a pesquisa de apenas 15
posicfes nucleotidicas, poderia resultar em 1 bilhdo de cdédigos (HEBERT et al., 2003).
Em segundo lugar, o DNA barcode pode ser utilizado mesmo com a composicdo de
nucleotideos em sitios da terceira posicdo sendo, com frequéncia, fortemente enviesada.
Portanto, a analise de um fragmento de 90 pares de base alcancaria a estimativa de 1
bilhdo (23°=4%%) de alternativas, mesmo que o contelldo GC apresentasse uma proporgao
de 1, (HEBERT et al., 2003; PARVATHY et al., 2022). Em terceiro lugar, o DNA barcode
€ suportado por registros fosseis e estudos moleculares que diagnosticam taxons
(GISMONDI et al., 2012; SHIRAK et al., 2013; GODUNKO et al., 2022). Por exemplo,
espécies que acumulem mutacfes a uma taxa de 2% por milhdo de ano, em uma regiao

do genoma com 600 pb, apresentaram 12 mutacdes, ao final um milhdo de ano. Sendo
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assim, as diferencas acumulam-se em um grau detectavel pelo DNA barcode, ao longo
de milhares de anos (HEBERT et al., 2003).

As regifes do genoma utilizadas para o diagnéstico de espécies, via DNA barcode,
podem variar de acordo com o organismo utilizado. Para metazodarios o gene coxl, que
corresponde a um fragmento do genoma mitocondrial de 650 bp, tem sido escolhido
(MEYER & PAULAY, 2005). Contudo ha outros marcadores também utilizados para
metazoarios, incluindo o gene mitocondrial D-loop, e 0s genes nucleares Ragl e Rag2 (do
inglés, Recombination activating 1 e 2) (GUO et al., 2022; LYRA et al., 2017). O nivel de
acuracia do diagnostico de espécies em potencial, utilizando-se o cox1, esta intimamente
associado aideia de que a diversidade genética intraespecifica verificada para essa regido
€ inferior aquela observada a nivel interespecifico (MEYER & PAULAY, 2005). Tal ideia,
esta conectada a existéncia exclusiva de monofiletismo reciproco entre as espécies em
guestdo (KEKKONEN & HEBERT, 2014; MEYER & PAULAY, 2005).

Para o DNA barcode, a utilizacédo do gene cox1 é fundamentada em caracteristicas
atreladas ao seu funcionamento e evolugédo. O cox1 é um gene codificador de proteina, o
gue garante que grande parte das modificagcbes na terceira posicdo do codon sofra
discretamente com a selecdo, devido a degenerescéncia quadrupla nessa posicéo
(HEBERT et al., 2003). Genes desse tipo apresentam, na terceira posi¢ao do cédon, uma
alta incidéncia de substituicdes de bases, levando a uma taxa de evolu¢cdo molecular que
€ cerca de trés vezes maior do que a dos genes 12S ou 16S que séo codificadores de
RNA ribossomal, por exemplo (KNOWLTON & WEIGT, 1998). O cox1 esta inserido no
genoma mitocondrial, e em metazoarios, este € um alvo eficiente para a taxonomia
molecular, devido a auséncia de introns, a baixa taxa de recombinacéo e a sua heranca
matrilinear haploide (SACCONE et al., 1999). Terceiro, os primers utilizados para a
amplificacdo da regido do coxl apresentam universalidade para quase todos os filos

conhecidos (HEBERT et al., 2003). De fato, o cox1 tem-se mostrado eficiente para além
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da discriminacao de espécies, sugerindo a ocorréncia de grupos filogeograficos, no ambito
da existéncia de uma espécie antes considerada conspicua (GARCEZ et al., 2020).

2. 3 Déficits de Conhecimento da Biodiversidade

Atualmente a Biologia lida com questbes importantissimas, que consistem em
lacunas ou déficits de conhecimento, tais como: quantas espécies existem no planeta?
Onde elas estéo distribuidas? Sendo assim, a completude acerca do conhecimento de
qualquer caracteristica da biodiversidade € algo quase que impraticavel, uma vez que
ocorre uma complexa interacéao entre a distinta dinamica temporal e espacial da natureza
e a capacidade humana de pesquisa-la (LADLE & HORTAL, 2013).

Os déficits de conhecimento da biodiversidade podem ser definidos como as
lacunas entre o conhecimento realizado/existente e o conhecimento completo dentro de
um dominio biolégico em um determinado momento no tempo, normalmente os dias atuais
(HORTAL et al., 2015). Tal trabalho indica a existéncia de sete déficits de conhecimento
da biodiversidade, séo eles: Linneano (descri¢cdo de espécies), o Wallaceano (distribuicao
geografica), o Prestoniano (populac¢des), o Darwiniano (evolucdo), o Raunkiaeran (tracos
funcionais e func¢des ecologicas), o Hutchinsonian (tolerancias abidticas) e o Eltoniano
(interacBes ecologicas). Contudo o presente trabalho ird concentrar-se em trés deles: o
déficit Linneano, que refere-se a discrepancia entre as espécies descritas formalmente e
0 numero de espécies que realmente existem, de modo que a maioria das espécies na
Terra ndo foi descrita e catalogada, sendo que este déficit compreende também espécies
extintas (HORTAL et al., 2015); o déficit Wallaceano, que aborda a falta de conhecimento
acerca da distribuicdo geografica das espécies, considerando que para a maioria das
espécies ele é incompleto, além de ser inadequado em todas as escalas, na maioria das
vezes (LOMOLLINO, 2004); e o déficit Darwiniano, que € conceituado como a falta de
conhecimento sobre a arvore da vida e a evolucdo das espécies e suas relacbes

filogenéticas (DINIZ-FILHO et al., 2013). As deficiéncias de conhecimento sdo mais
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pronunciadas para certos grupos, em detrimento de outros, como é o caso de animais
aquaticos que nao tém sido avaliados com o mesmo desempenho que seus
correspondentes terrestres (LEVEQUE et al., 2005; SANCHEZ-FERNANDEZ et al., 2008).

O déficit Linneano ainda € desconhecido, como afirma HORTAL et al., (2015),
sendo essencial identificar a diversidade criptica para abordar essa lacuna, diminuindo os
efeitos da perda de biodiversidade. Sabe-se que as espécies com distincao fenotipica
clara sdo mais facilmente identificaveis, o que amplia sua taxa de identificacdo, se
comparadas as espeécies cripticas (RIDDLE et al., 2011). Desse modo, esse déficit de
conhecimento é ainda maior para espécies morfologicamente semelhantes. Assim,
estudos com o DNA barcode tém contribuido para o estreitamento da lacuna de
conhecimento Linneana (AZEVEDO et al., 2021; MATTOX et al., 2021; REIA, OLIVEIRA
& BENINE, 2021).

O déficit Darwiniano trata das dificuldades concernentes a adesao de filogenias na
pratica conservacionista da biodiversidade. S&o descritos trés componentes intimamente
associados nessa lacuna de conhecimento: a auséncia de filogenias resolutivas para a
maior parte dos grupos de organismos; o conhecimento restrito acerca dos comprimentos
dos ramos, além das deficiéncias em calibracdes de tempo absoluto; e o fator mais critico,
modelos evolutivos desconhecidos que possam associar tais filogenias a caracteristicas

ecoldgicas e a variacao da historia de vida (DINIZ-FILHO et al., 2013).

A falta de filogenias abrangentes revela que para a maioria dos grupos de
organismos, as relacdes filogenéticas entre as espécies sado pouco conhecidas e s6 foram
estabelecidas principalmente para algumas espécies que representam taxons superiores.
Além disso, mesmo quando as relacbes entre todas as espécies em um clado foram
estimadas, existem muitas incertezas em topologias, comprimentos de ramos e calibracéo
de tempo. Mesmo quando as filogenias sdo conhecidas com baixa incerteza em todos os

aspectos, ha uma falta de conhecimento sobre como as caracteristicas evoluiram e como
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0S processos evolutivos criam padrbes mais complexos que ndo podem ser descritos
apenas por relacdes filogenéticas. Dessa forma, tais componentes podem ser resolvidos,
simultaneamente, ampliando o conhecimento biolégico e a capacidade bioinformética
(DINIZ-FILHO e al., 2013).

2.4 Diversificagao da ictiofauna Neotropical continental

Aregido Neotropical, que compreende desde o México até o sul da América do Sul
e adicionalmente as indias Ocidentais, corresponde a uma das regifes de maior riqueza
de espécies do nosso planeta (ANTONELLI et al., 2018; MORRONE, 2014). Diversos
biomas e habitats diferentes comp&em a regido Neotropical, como florestas sazonalmente
secas, zonas aridas, campos de altitude, sistemas montanhosos jovens e antigos e

extensas florestas tropicais, como a Mata Atlantica e a Amazoénia (HOORN et al., 2010).

A regiao Neotropical € composta por 44 ecoregides de agua doce, uma vez que 0S
sistemas aquaticos continentais da Terra foram categorizados em ecoregides
biogeograficas, de acordo com os padrdes de composicao e distribuicdo de sua ictiofauna
(ABELL et al., 2008). Assim, a ictiofauna Neotropical continental (INC), ou de agua doce,
apresenta uma grande diversidade (ALBERT & REIS, 2011; REIS et al., 2016), que tem
sido investigada por estudos moleculares, com 0 gene coxl, abordando sua sistematica e
seus processos evolutivos (JACOBINA et al., 2018; PEREIRA et al., 2013; RAMIREZ et
al., 2017).

A América do Sul destaca-se como o centro da diversidade da INC (ALLEN &
PAVELSKY, 2018). Do total de 33,700 espécies de toda a ictiofauna do planeta Terra,
5,160 (15.3%) pertence a INC, que esta classificada em 739 géneros, 69 familias e 20
ordens (REIS et al., 2016). Sabe-se que aproximadamente 4,100 espécies (80%) dessa

ictiofauna, concentram-se nas ordens Characiformes, Siluriformes e Perciformes (REIS et
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al., 2016). Contudo, a totalidade estimada de espécies esta em torno de 3,000 a 4,000
espécies, que ainda ndo foram descritas e catalogadas (REIS et al., 2016).

Os dados de biodiversidade da INC, para a América do Sul, indicam um padréo
complexo de diversificacdo das espécies, seguindo um modelo duplo de museu/berco
evolutivos (ALBERT et al., 2011). O modelo de museu é aplicavel a diversos taxons da
INC da América do Sul, nos planaltos dos escudos brasileiros e das Guianas, durante o
Paledgeno. JA o modelo de berco é consistente com a diversificagdo desses mesmos
clados durante o Nedgeno, em bacias tropicais de terras baixas (ALBERT et al., 2011).

Na América do Sul, o modelo duplo de museu/berco explica com eficiéncia a grande
diversidade de espécies de peixes de agua doce, considerando o enorme endemismo em
bacias hidrograficas periféricas. Suas elevadas taxas de diversificacao estao relacionadas
a especiacao alopatrica. Desse modo, a alopatria teria ocorrido em funcao da distribuicdo
espacial das bacias hidrograficas, devido as redes dendriticas fragmentadas. Soma-se a
isso, um consideravel historico de capturas de cabeceiras, que ocorreu ao longo de
dezenas de milhdes de anos, fragmentando de maneira episddica, e fundindo trechos de
rios adjacentes (ALBERT et al., 2018; ALBERT & ANTONELLI, 2017; ALBERT, VAL &
HOORN, 2018; MACHADO et al., 2018; TAGLIACOLLO et al., 2015; THOMAZ et al.,
2019). A origem da diversidade da INC sul-americana esta associada a um modelo de
radiacdo continental, cuja especiacdo se da via alopatria, majoritariamente, ao invés de
radiacdo adaptativa. De acordo com tal modelo, as radiagdes continentais ocorreriam sob
um desacoplamento entre especiacdo e adaptacdo. Os fatores que levaram a essas
radiacBes seriam a influéncia perene da captura de cabeceiras e a oscilacao do nivel do
mar, que fragmentaram e mesclaram diferentes regides ribeirinhas proximas (ALBERT et
al., 2020).
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A captura de cabeceiras, corresponde a um processo geomorfolégico atuante de
maneira perene em todas as superficies continentais. Esse processo tem implicacdes
biogeogréficas, pois modifica os limites entre rios préximos, ao passo que separa e funde
seus trechos e as biotas que ali residem (Fig. 1) (ALBERT, et al., 2017). A captura de
cabeceiras portanto, tem relevancia na diversificacdo evolutiva de taxons aquaticos e
ribeirinhos obrigatérios (ALBERT et al., 2018; MUSHER et al., 2019; TAGLIACOLLO et
al.,, 2015). Ao fragmentar bacias hidrogréficas anteriormente conectadas, a captura de
cabeceiras fracciona as areas geograficas dos taxons, ampliando o isolamento genético
entre as populacdes e, consequentemente as taxas de especiacao e extingdo (ALBERT,
TAGLIACOLLO & DAGOSTA, 2020). Ainda, devido a fusdo de determinadas porc¢des da
rede de drenagem, a captura de cabeceiras também facilita a dispersdo entre as
populacdes, reduzindo o isolamento genético, retardando, portanto, as taxas de
especiacdo e extincdo (ALBERT et al., 2020). A captura de cabeceiras é tao eficaz na
conducéo da diversificacao de taxons aquaticos e ribeirinhos obrigatoérios, que geralmente
esses grupos apresentam variacao genética mais ampla entre as populagdes distribuidas

em uma paisagem dendritica, em oposicao a euclidiana (FAGAN, 2002)

2.5 A bacia do rio Sao Francisco e seus trechos

O RSF esta inserido na América do Sul, mais especificamente entre o Sudeste e o
Nordeste do Brasil, sendo o 27° maior do mundo (BEST, 2018), ele conta com uma éarea
de aproximadamente 700,000 km?, e possui vazdo média de 2,850 m3/s. Trata-se de uma
bacia hidrogréafica de grande relevancia socioeconémica, sendo avaliada como a bacia da
integracdo nacional, uma vez que drena cinco estados (Minas Gerais, Bahia, Goias,
Pernambuco, Sergipe e Alagoas, além do Distrito Federal, representando 7,5% do
territério brasileiro) (KNOPPERS et al., 2005). Além disso, o0 RSF atravessa uma
variedade de biomas, climas (incluindo o semiarido), paisagens e niveis socioeconémicos

em toda a sua extensdo. Os recursos hidricos do RSF tém aplicacbes em diversas
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atividades humanas, tais como geracdo de energia, irrigacdo, abastecimento
urbano/industrial de agua, navegacdao, agricultura e aquicultura (O’'HANLEY et al., 2020;
SANTOS et al., 2014). Além disso, as areas de varzea da bacia do RSF proveem uma das
mais importantes regides de pesca do interior do Brasil (SATO & GODINHO, 2004).
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Figura 1. Efeitos da captura de cabeceiras na diversificagdo macroevolutiva em taxons
aquaticos e ribeirinhos obrigatérios de peixes. T1-T3 sao etapas de tempo 1-3. (a) As
regides coloridas indicam diferentes areas geogréaficas, como bacias hidrograficas e
barreiras de disperséo. (b) Alteracdo dos padrdes de conectividade de area hidrogréafica

ao longo do tempo. As setas solidas indicam a area de eventos de vicariancia; setas
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tracejadas indicam eventos de geodispersdo. (c) Filogenia hipotética de peixes na
paisagem evolutiva. As espécies sao indicadas por letras e as areas por nimeros. A cruz
roxa denota espécies extintas. Observe em T2 a origem alopétrica concordante das
espécies d na area 3 e a expansao do alcance da espécie ¢ na area 3, de modo que as
espécies ¢ e d sejam simpatricas, mas ndo espécies irmas. Observe também em T3 a
expansao do alcance da espécie b na area 4, a extirpacao da espécie ¢ na area 4 e a
extingcao de espécie d com distribuicdo restrita. Figura obtida de ALBERT, TAGLIACOLLO
& DAGOSTA, 2020.

A bacia do RSF compreende distintos regimes climaticos, além de perpassar por
diversas paisagens fisiograficas, e € tradicionalmente dividida nos trechos alto, médio,
submeédio e baixo (Fig. 2) (KNOPPERS et al., 2005). A regido do alto RSF compreende
desde a nascente, na Serra da Canastra (MG), até a cidade de Pirapora (MG),
correspondendo a 19% da area da bacia; o médio RSF se estende de Pirapora (MG) a
Remanso (BA), equivale a 50% da bacia; o submédio RSF vai de Remanso (BA) a Paulo
Afonso (BA) (24% da bacia); e o baixo RSF equivale a regido de Paulo Afonso (BA) a foz,
entre os estados de Alagoas e Sergipe (7% da bacia) (PEREIRA et al., 2007).

A nascente do RSF origina-se na Serra da Canastra, de modo que o alto RSF
alcanca a cidade de Pirapora (MG), precedendo a convergéncia com o Rio das Velhas.
Nesse trecho o RSF pode ser identificado pelo seu leito rochoso, correndo em vale
entrincheirado, com desenvolvimento local de estreita planicie aluvial (<2 km). O médio
RSF trata-se de um longo trecho, com planicie fluvial de bom desenvolvimento,
alcancando larguras que vao desde 2 a 16 km, apresentando, em geral, maiores larguras
a jusante (norte). Esse trecho é semi-arido, possuindo aridez crescente ao norte, cuja
predominancia vegetacional € da Caatinga. O submédio RSF tem como ponto principal a
cachoeira de Paulo Afonso (BA), que originalmente tinha 80 m de altura, mas que agora

esta parcialmente coberta pelas aguas do reservatério da hidrelétrica de Paulo Afonso. O
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submédio RSF esta sob influéncia do semiarido, cuja vegetacdo predominante € a da
Caatinga e o regime pluviométrico ndo ultrapassa os 500/mm anuais (MESCOLOTTI et
al., 2021).

O baixo RSF possui leito rochoso na maior parte de seu comprimento, havendo o
surgimento de uma planicie fluvial nos tltimos 70 km. A descarga fluvial apresenta grande
amplitude de variacdo ao longo dos anos, pois ha secas sazonais, de modo que a média
a longo prazo alcanca algo em torno de 3.000 m?/s. Antes de alcancar o Oceano Atlantico,
0 RSF alcanca paisagens repletas de planicies costeiras subparalelas que ocorrem em
ambas as margens, parcialmente cobertas por dunas edlicas do Holoceno (DOMINGUEZ,
1996; BARBOSA E DOMINGUEZ, 2004)

2.6 Biogeografia do rio S&o Francisco

Os principais sistemas fluviais sul-americanos iniciaram sua génese com O
rompimento do Gondwana, ha aproximadamente 90 milhdes de anos atras. Contudo,
grande parcela dos rios somente alcancou seu status moderno em periodos mais
recentes, apos sofrer forte influéncia do periodo de soerguimento dos Andes no Mioceno-
Pleistoceno médio (HOORN et al., 1995; LUNDBERG et al., 1998). Dessa forma, devido
a tectbnica de compressao, pressupde-se que a orogenia andina, ao passo que promoveu
a ruptura, também originou a coalescéncia do assoalho fluvial (LUNDBERG et al., 1998).
Além disso, a flutuacdo do nivel do mar e as mudancas climaticas atuaram também no
sentido de gerar mudancas das conexdes entre os rios (ALBERT, PETRY, & REIS, 2011).

O aparecimento do sistema hidrografico do RSF é muito antigo, remetendo ao
rompimento do Gondwana (POTTER, 1997; RIBEIRO, 2006). Entre as cabeceiras
adjacentes desta bacia hd um sistema de falhas geolégicas reconhecido por
Descontinuidade Crustal do Alto Sdo Francisco (DCARSF), cuja atividade tectbnica é

recorrente desde o Pré-Cambriano (BUCKUP, 2011). Com as continuas reativacdes da
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DCARSF, supde-se que as capturas de cabeceiras constituam relevantes eventos de
diversificacdo para os géneros Salminus e Hyspostomus (MONTOYA-BURGOS, 2003),
além de alguns Characiformes (HUBERT & RENNO, 2006).

Poucos trabalhos relatam a histdria geolégica do rio, sendo de acesso limitado em
funcdo da idade, raridade e idioma. Discute-se que o rio tem origem no periodo Cretaceo,
contudo o atual curso iria em dire¢cdo a um pequeno deslocamento Plio-Pleistoceno, ap6s
uma trajetdria anterior, pelos rios Vaza-Barris ou Itapicuru (KING, 1957). Outra hipotese
envolvendo mudangas de curso na bacia do RSF é a de uma modificagdo muito mais
antiga e importante, que afirma que ele teria inicialmente se deslocado para o norte, por
meio de um trecho linear proximo ao rio Parnaiba, alcancando o Atlantico Norte
(GRABERT, 1968). Dados gendmicos da ra sibiladora brasileira revelam que tal drenagem
passou, entdo, por mudancas para o leste, modificando seu curso para uma estrutura em
forma de cotovelo. Isso teria ocorrido na altura de Remanso, desembocando no Atlantico

Sul (possivelmente pelos rios Vaza-Barris ou Itapicuru) (THOME et al., 2021).

GRABERT (1968) afirma que o deslocamento do RSF ocorreu apds a bacia
sedimentar do RSF sofrer com erosfes causadas por transgressdes marinhas. De modo
gue, o leito de alguns pequenos rios da costa, orientados para o oeste, fossem capazes
de direcionar suas aguas para o Atlantico Sul. Em contraste, uma outra teoria sugere que
0 rio mudou de curso com o soerguimento da Serra Grande/lbiapaba, tornando-se
posteriormente endorreico, alcancando o Atlantico Sul ha apenas 450 mil anos
(MABESOONE, 1994).

POTTER (1997) apontou que soerguimentos ocorridos no meio do Mioceno, em
funcdo da orogénese andina, reativaram falhas na depresséo tecténica do RSF, ao passo
que VALADAO (1998) situou essa ocorréncia dentro do final do meio do Mioceno. E ainda,
baseando-se na analise de sedimentos marinhos, um trabalho datou tal ocorréncia até

meados do Eoceno, tracando o ponto de captura até um afluente abandonado do Rio Piaui
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(KARNER E DRISCOLL, 1999). Ainda, outro estudo apontou que o curso atual do RSF ja
ocorria desde o Cretaceo (PETRI, 1987).

Em relacdo as consequéncias biolégicas da atividade geolégica da Terra, a
literatura relata a hipotese hidrogeoldgica, adotada neste trabalho, como contraponto a
hipotese paleogeografica. A hipotese paleogeografica foi elabora para explicar a
diversidade de espécies na Amazonia. Segundo o modelo de ilha, tal hipbtese tem como
pressuposto que 0s movimentos tectdnicos e a formacao do relevo superficial nas areas
baixas e altas da América do Sul (com ou sem mudancas no nivel do mar) sao
considerados fatores necessarios e suficientes para explicar o isolamento geogréfico das
populacdes e a especiacéo resultante (CROIZAT, 1976; EMSLEY, 1965). Dessa forma,
linhagens irmés serdo encontradas em ambos os lados de um arco geologico. Aléem disso,
a divergéncia sera datada no pré-Plioceno, exceto no caso do Arco Fitzcarrald, uma
formacao mais recente. (DA SILVA & PATTON, 1998; HUBERT et al., 2007). A hipétese
hidrogeoldgica defende que os eventos de captura de cabeceiras entre bacias tém papel
crucial na colonizacdo de novos locais, seguida de diferenciacdo genética (HUBERT &
RENNO, 2006; MONTOYA-BURGOS, 2003). Tal hipotese esta relacionada ao
desaparecimento temporario de barreiras entre bacias adjacentes, de modo que se torna
permissivo o intercambio faunistico entre elas, havendo fluxo génico e a expansao de
alcance (geodispersao) (HO et al.,, 2015; LIEBERMAN & ELDREDGE, 1996). Esse
processo parece ter sido 0 evento mais importante na estruturacdo das linhagens do peixe
neotropical Salminus hilarii entre a bacia do rio Alto Parana e do RSF (MACHADO et al.,
2017). Desse modo, no cenario da hipotese hidrogeoldgica, espera-se que linhagens ou
espécies recém-formadas por geodispersdo estejam aninhadas dentro de um clado de

peixes que ocupam bacias adjacentes (HUBERT et al., 2007).

Diante do historico dos efeitos hidrogeoldgicos, sabe-se que a bacia do RSF passou
por remodela¢des que levaram a mudancas em seu curso, o que culminou em conexdes

com outras bacias em determinados momentos, e em isolamentos em outros periodos
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(FERNANDES et al., 2022). Apesar da literatura sobre a histéria geologica do RSF ser
escassa, ela indica que o rio teve seu paleocurso modificado, antes reto, do sul para o
norte, desaguando no Atlantico Norte préximo ao atual estado do Piaui, para seu novo
paleocurso leste-oriental curvando-se ao seu curso atual. A partir de entdo, a Caatinga,

anteriormente continua, foi dividida nas regides norte e sul (GRABERT, 1968).

Diante do exposto, estipula-se que o RSF pode ter primeiro alcangado o Atlantico
Sul através de meandros ao sul de sua atual foz antes de se deslocar para o norte (KING,
1957). A principal mudanca de paleocurso possivelmente ocorreu durante a glaciagéo do
Mindel do Pleistoceno Médio (~450 mil anos atras) (MABESOONE, 1994), mas ha
controvérsias, com alguns trabalhos indicando que esse processo ocorreu no Plio-
Pleistoceno inicial (RIBEIRO et al., 2021), ou em meados do Mioceno (POTTER, 1997),
ou ainda em épocas do Eoceno (KARNER & RISCOLL, 1999).

A bacia do RSF compartilha sua paleohidrologia com as ecorregifes da Caatinga
Centro-Nordeste e a do Maranh&do-Piaui, em decorréncia das intrincadas atividades
tectdnicas que surgiram durante o periodo Terciario (AB'SABER, 2001). O RSF também
esteve ligado a bacia do rio Parnaiba durante o periodo em que apresentou uma
modificacdo de seu curso que o levou a escoar de modo temporario para 0 norte
(POTTER, 1997; WERNECK et al., 2015). Posteriormente, 0 RSF ainda estabeleceu
conexbes com bacias costeiras, tais como as de Itapicuru, Paraiba do Norte e Contas,
uma vez que ele escoou para o leste (POTTER, 1997; COSTA, 2010; WERNECK et al.,
2015).

As alteracdes histéricas que afetaram a paleohidrologia do RSF influenciaram em
seu curso, de forma que foram propiciadas diversas ligacdes, com potenciais
acoplamentos entre as bacias citadas anteriormente, possibilitando o fluxo génico entre

as populacdes outrora isoladas (PEREIRA et al. 2012). Desse modo, o compartilhamento
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de fauna ocorreria a partir de eventos de captura de cabeceiras, 0 que propiciou o
intercambio entre as distintas ictiofaunas das bacias em questao (ROSA et al., 2004).

2.7 Bacia do Séo Francisco ameacado pela atividade antropica

Apesar de toda a importancia socioecondémica do RSF, ele vem sofrendo com a
acdo antropica de diversas maneiras. As retiradas de agua subterréanea para irrigacao
podem provavelmente ter sido responsaveis pela diminuicdo do fluxo de base no médio
RSF (LUCAS et al., 2020). Mudancas climaticas também estéo relacionadas as atividades
humanas que pressionam a bacia hidrografica do RSF (OLIVEIRA, LIMA & SPYRIDES,
2021).. Nesse contexto, eventos hidrometeoroldgicos extremos, como chuvas intensas,
vazb0es maximas e secas prolongadas, estdo ocorrendo com mais frequéncia e
intensidade em varios locais do globo (SMITH et al., 2016; ZHOU et al., 2017). A poluicéo
das aguas do rio também é um dos impactos causados pelo ser humano (FRENA et al.,
2016; GADELHA et al., 2019; DANTAS et al., 2020).

Contudo, duas atividades humanas tém gerado forte impacto negativo sobre a
ictiofauna do RSF, a transposicdo de suas aguas (alto e submédio RSF) (MOREIRA-
FILHO & BUCKUP, 2005; SILVA et al., 2020) e os barramentos (submédio) (BARRETO,
et al., 2020). Durante as décadas de 1970 a 1990, uma série de barragens, funcionando
em cascata, foram construidas na bacia hidrografica do RSF para produzir energia elétrica
(KNOPPERS et al., 2005). Dessa maneira, houve a reducdo do envio de sedimentos e
carga de nutrientes para o mar costeiro, além da intrusdo crénica de sal na bacia estuarina
(PAIVA & SCHETTINI, 2021). Por causa das barragens, das aguas de fluxo lento e dos
altos niveis de salinizacdo, peixes historicamente importantes para a economia local,
como o bagre, Pseudoplatystoma corruscans, foram extintos localmente. Enquanto isso,
espécies ndo nativas, como a tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, passaram a ocupar o
nicho de espécies endémicas porque estdo adaptadas a esses ambientes (ASSIS et al.,

2017). Outra espécie localmente extinta, acima da barragem de Trés Marias, foi o
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matrincha (Brycon orthotaenia). A dieta desse peixe depende da vegetacao riparia local,
gue tem sido destruida. Ainda a 4gua mais fria proveniente da barragem de Trés Marias
influenciou negativamente na reproducao de B. orthotaenia (NUNES et al., 2015).

De acordo com pescadores artesanais locais do submédio RSF ha espécies
raramente capturadas, consideradas como ameacadas de extingdo desde a construcao
dos reservatérios no RSF, que sado citadas a seguir: surubim (Pseudoplatystoma
corruscans), dourado (Salminus franciscanus), piau verdadeiro (Leporinus sp.), mandi
(Pimelodus maculatus), Matrincha (B. orthotaenia), pira (Conorhynchos conirostris), e
pacama (Lophiosilurus alexandri) (SILVA et al., 2018). Além disso, dados da lista vermelha
da Unido Internacional para Conservagdo da Natureza (IUCN, do inglés International
Union for Conservation of Nature) ainda sdo incompletos, mas revelam que ha espécies
no RSF criticamente em risco de extincdo (Hypsolebias flavicaudatus e Hypsolebias
janaubensis), em risco de extingdo (Conorhynchos conirostris e Stygichthys typhlops) e
vulneraveis (Brycon orthotaenia, Hypsolebias guanambi e Lophiosilurus alexandri). Ainda,
houve um caso de extingdo local na Lagoa Santa (alto RSF), com reducdo de
aproximadamente 70% da ictiofauna nativa. As causas provaveis desse processo foram a
obstrucdo da comunicacdo da lagoa com o rio das Velhas, a introducdo de espécies
exoticas, mudancas no nivel da agua, poluicdo organica e eliminacdo da vegetacéo
marginal e submersa (POMPEU & ALVES, 2003).

Na regido do alto Parana (rio Grande/rio Piumhi) poderia haver uma conexao
natural, com o alto RSF, desempenhando um papel importante no intercambio faunistico
entre essas duas bacias. Contudo a escala dessa troca seria menor, quando comparada
a uma conexao artificial. Essa hipbétese € corroborada pela andlise de antigos mapas
locais, em que se constata que as nascentes de alguns afluentes da margem esquerda
do rio Piumhi, assim como o antigo Pantanal do Cururu, situam-se em altitudes

semelhantes (~800 m) e com curta distancia (400 m—1 km) de afluentes da margem direita
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do RSF. Assim, € provavel que tenham ocorrido conexdes entre as dguas da bacia do rio
Grande e as do RSF, por meio do Pantanal Cururu durante as cheias, representando uma
provavel rota migratéria natural dos peixes (BLANCO et al., 2010).

A bacia do alto Parana foi conectada a bacia do RSF na década de 1960, o que
resultou em um aporte de ictiofauna da bacia capturada (MOREIRA-FILHO & BUCKUP,
2005). A transposicao do rio Piumhi, afluente da margem direita do rio Grande, ocorreu
devido a construgéo da Usina Hidrelétrica de Furnas (1958-1963), que se localiza entre
0S municipios de Sao José da Barra (MG) e Sdo Joao Batista (MG). O enchimento do lago
formado pela barragem exigiu a construcdo de uma barragem secundaria, afim de evitar
a inundacéo da cidade de Capitolio. Assim, também foi impedido o0 extravasamento de
suas aguas para o sistema vizinho, através do ribeirdo Sujo, um afluente da margem
direita do RSF. No entanto, a construcéo dessa barragem secundaria isolou a drenagem
do rio Piumhi, em 1963. Dessa forma, as aguas do rio Piumhi foram transferidas por 18
km de canais artificiais para o corrego Agua Limpa (RSF), afluente da margem esquerda
do ribeirdo Sujo (RSF). Portanto, o rio Piumhi, com seus lagos marginais associados e 22
afluentes, foi separado do sistema Parana-Plata, integrando, assim, o sistema do RSF
(MOREIRA-FILHO & BUCKUP, 2005).

Estudos de biodiversidade devem considerar que é pouco provavel que a drenagem
do ribeirdo Sujo seja atualmente capaz de suportar a soma de sua ictiofauna original e
toda a fauna de peixes que ocorria originalmente no rio Piumhi. Quando ambas as faunas
foram forcadas a coexistir por meio da conexdo artificial entre as duas bacias
hidrogréficas, € provavel que algumas espécies fossem levadas a extincdo (MOREIRA-
FILHO & BUCKUP, 2005). Espécimes do grupo Astyanax bimaculatus apresentaram
citotipos intermediarios entre individuos do alto Parana e alto RSF, na zona hibrida do rio

Piumhi (PERES et al., 2012). Por outro lado, é provavel que as espécies que sobrevivem
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eventualmente tornem-se organismos invasores na drenagem hospedeira. Isto €
particularmente importante para espécies migratorias como Leporinus octofasciatus, que
foram coletadas no canal de transposi¢do. Essa espécie é nativa do sistema do alto
Parana, mas agora esta presente na bacia do RSF. Outro exemplo é a espécie exdtica
Hypostomus regani do rio Piumhi detectada na bacia do RSF (MENDES-NETO et al.,
2011).

O Projeto de Integracdo do RSF com as Bacias Hidrogréficas do Nordeste
Setentrional transferiu 3,5% da agua da bacia do S&o Francisco para as bacias do
Jaguaribe, Apodi-Mossor6, Piranhas-Acu e Paraiba do Norte (BRASIL, 2004). Tal
transferéncia ocorreu por meio de um sistema de dois canais (Eixos Norte e Leste),
aquedutos, tuneis, barragens e estacdes elevatorias, resultando em 720 km de extenséo
(477 km, excluindo os canais secundarios, 260 km no Eixo Norte e 217 km no Eixo Leste)
(BRASIL, 2022). Essa transposicdo ocorreu na bacia do submédio RSF e desde a sua
aprovacao em 2007 e o inicio da construcdo, em 2008, o projeto sofreu muitos atrasos,
sendo concluido em 2021 (ANDRADE et al, 2011; BRASIL, 2022).

Os projetos de transposicao hidrica que envolvem o RSF apresentam potenciais
riscos, ja que ameacam a biodiversidade Neotropical de agua doce, com destaque para a
sua ictiofauna (DUDGEON, 2019). As transicbes envolvendo o regime hidrologico das
bacias influenciadas pelas transposicbes do RSF, seriam capazes de modificar a
sazonalidade, vazéo, disponibilidade e qualidade dos rios da Caatinga (JARDINE et al.,
2015). Assim, essas modificacdes desencadeariam uma diminuicdo da diversidade de
peixes e da producédo de pesca no interior (SABO et al., 2017). Os problemas ambientais
causados pelas transposi¢cdes hidricas constituem introducées de espécies, perda de
adaptacdes locais e homogeneizacdo da biota, introgressdo genética, exclusdo

competitiva, hibridizacdo, modificacdo de habitat (incluindo fragmentacao da vegetacao

32



terrestre por canais) e disponibilidade/qualidade da 4gua (ALBERT et al., 2020; MEADOR,
1992; PITTCOK et al., 2009).

Diante de tantos riscos oferecidos pela pressdo antrdpica, faz-se urgente o
conhecimento acerca da ictiofauna da bacia do RSF, pois torna-se muito mais executavel
e pratico conservar aquilo que se conhece. A ictiofauna da bacia do RSF foi inventariada,
resultando em registros de 178 espécies, das quais 60% foram consideradas endémicas
(LIMA et al., 2018). J4 outro estudo elaborou uma checklist para a ictiofauna do submédio
RSF, alcancando um total de 86 espécies (SILVA et al., 2020). Um estudo genético com
a técnica de DNA barcode avaliou o alto e 0 médio RSF, apontando para a presenca de
algumas linhagens cripticas entre esses diferentes trechos (CARVALHO et al., 2011).
Cabe ressaltar que esse trecho esta em regides mais altas e com maior pluviosidade.
Além disso, alguns trabalhos também tém verificado linhagens cripticas de peixes no RSF
(BERBEL-FILHO et al., 2018; JACOBINA et al., 2018).

Apesar de haver estudos com identificacdo morfologica das espécies que compbde
a ictiofauna de todo o RSF, como mencionado anteriormente, ndo ha o mesmo para
estudos genéticos amplos, envolvendo o coxl1, para esses peixes. Estudos genéticos tém
sido realizados sobre a ictiofauna Neotropical de bacias da sul-americanas brasileiras,
incluindo as do rio Parana, Paraiba do Sul, Jequitinhonha, Mucuri e RSF (PEREIRA et al.,
2013, 2011; GOMES et al., 2015; PUGEDO et al., 2016; CARVALHO et al., 2011). Todos
esses estudos, tém em comum, o fato de que ndo avaliaram a ictiofauna dessas bacias
ao longo de toda a sua extenséo, limitando-se a um ou dois trechos. No RSF, o estudo
expoente na area é o de Carvalho et al., (2011), que analisou, por meio de técnicas
morfolégicas e da metodologia de DNA barcode, 101 espécies da ictiofauna do médio e
do alto RSF. Contudo o submédio e o baixo RSF permanecem uma incognita do ponto de

vista da diversidade genética de sua ictiofauna.
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Abstract

Located in South America, Sao Francisco River (SFR) is distributed from the Southeast to
the Brazil Northeast, is the 27th largest river in the world. This watershed is known for its
diversity and endemism, with its ichthyofauna containing records of 178 species (60%
endemic), but due to anthropic factors there are species that have come to be considered
vulnerable, endangered and critically endangered. There are gaps in knowledge about the
SFR, so that genetic knowledge is still diffuse and incipient in the submiddle (dams) and
lower (silted) stretches. In this context, the present study aimed to overcome knowledge of
biodiversity deficits, as well as to evaluate the SFR ichthyofauna genetic diversity, applying
DNA barcode techniques. We evaluated 90 species, 74 genera, 28 families and 6 orders,
including Characiformes (40 species), Cyprinodontiformes (6 species), Gymnotiformes (3
species), Perciformes (4 species), Siluriformes (36 species) and the Synbranchiformes (1
species). Distinct genetic divergence (GD) patterns were identified: GD<1% (74 species or
82.22%), 1%<GD<2% (8 species or 8.89%) and GD>2% (8 species or 8.89%).
Furthermore, identification errors involving three species pairs were detected:
Cetopsorhamdia iheringi and Phenacorhamdia tenebrosa; Imparfinis mirini and 1. minutus;
Characidium fasciatum and C. gomesi. Some cases of species complexes and taxonomic
warnings involving the genera Astyanax and Psalidodon were also found. Deep genetic
divergence was also verified for the species Pimelodella vittata, Synbranchus marmoratus,
Rhamdia quelen, Piabina argentea, Gymnotus carapo, Hyphessobrycon santae and
Pamphorichthys hollandi. Such results help to understand the SFR ichthyofauna
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systematics and evolution, considering its hydrogeological formation. It is expected that
the knowledge generated here will be used in the elaboration and updating of management
and conservation plans for the ichthyofauna of the SFR.

Key-words: Neotropical fishes, mitochondrial DNA, genetic divergence, cryptic lineages,

misidentifications, species complex.
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3 DNA barcode destaca incertezas taxondmicas e diversidade criptica

em peixes da bacia do rio Sao Francisco, naregiao Neotropical.

Resumo

Localizado na América do Sul, o rio Sdo Francisco (RSF), que percorre desde o Sudeste
até o Nordeste do Brasil, é o 27° maior do mundo. Essa bacia hidrogréfica € conhecida
por sua diversidade e endemismo, com sua ictiofauna contendo registros de 178 espécies
(60% endémicas), mas devido a fatores antrOpicos ha espécies que passaram a ser
consideradas vulneraveis, em perigo e criticamente em perigo de extingdo. Ha lacunas de
conhecimento acerca do RSF, de modo que o conhecimento genético ainda é difuso e
incipiente nos trechos do submédio (barramentos) e baixo (assoreado). Nesse contexto,
0 presente estudo teve como objetivo suprir déficits de conhecimento da biodiversidade,
bem como avaliar a diversidade genética da ictiofauna do RSF, por meio de técnicas de
DNA barcode. Foram avaliadas 90 espécies, 74 géneros, 28 familias e 6 ordens, incluindo
os Characiformes (40 espécies), os Cyprinodontiformes (6 espécies), os Gymnotiformes
(3 espécies), os Perciformes (4 espécies), os Siluriformes (36 espécies) e 0s
Synbranchiformes (1 espécie). Foram identificados distintos padrdes de divergéncia
genética (DG): DG<1% (74 espécies ou 82.22%), 1%<DG<2% (8 espécies ou 8.89%) e
DG>2% (8 espécies ou 8.89%). Além disso, foram detectados erros de identificacao
envolvendo trés pares de espécies: Cetopsorhamdia iheringi e Phenacorhamdia
tenebrosa; Imparfinis mirini e I. minutus; Characidium fasciatum e C. gomesi. Também
foram encontrados alguns casos de complexos de espécies e adverténcias taxonémicas
envolvendo os géneros Astyanax e Psalidodon. Ainda foi verificada divergéncia genética
profunda para as espécies Pimelodella vittata, Synbranchus marmoratus, Rhamdia
guelen, Piabina argentea, Gymnotus carapo, Hyphessobrycon santae e Pamphorichthys
hollandi. Tais resultados auxiliam na compreenséao da sistematica e evolucdo da ictiofauna
do RSF, considerando sua formacéo hidrogeoldgica. Espera-se que o conhecimento aqui
gerado seja utilizado na elaboracéo e atualizacdo de planos de manejo e conservacéao da
ictiofauna do RSF.

Palavras-chave: Peixes Neotropicais, DNA mitocondrial, divergéncia genética, linhagens

cripticas, erros de identificacdo, complexo de espécies.
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3.1 Introducao

A ictiofauna Neotropical equivale a cerca de 20 a 25% de toda a ictiofauna de agua
doce da Terra (Dagosta & Pinna, 2019). Avalia-se que a riqgueza dessa ictiofauna alcance
valores proximos a 5.160 espécies descritas, alocadas em 739 géneros, 69 familias e 20
ordens (Reis et al., 2016). Contudo, a totalidade dessas espécies ainda é desconhecida,
estimando-se que em torno de 3.000 a 4.000 delas ainda n&o foram descritas (Reis et al.,
2016).

A falta de conhecimento acerca das espécies tem sido afetada pelo impedimento
taxondmico, que corresponde a falta de recursos cientifico-humanos, tais como escassez
de taxonomistas, infraestrutura precaria e necessidade de revisdo taxondmica,
principalmente em grupos diversos e complexos (Jorger & Schrodl, 2013). Essa falta de
conhecimento se manifesta em diversos déficits, incluindo o déficit Linneano, que aponta
para a auséncia de conhecimento sobre a identificacéo de espécies, de modo que muitas
delas ainda nao foram sequer descritas, e o déficit Darwiniano, que indica a auséncia de
conhecimento sobre filogenia e evolucdo das espécies (Bini et al., 2006; Diniz-Filho et al.,
2013; Hortal et al., 2015). Além desses fatores, o avanco acelerado do desmatamento e a
poluicdo dos rios, riachos e demais corpos d’agua, tém impactado severamente a
diversidade da ictiofauna na regido Neotropical (Freitas et al., 2021; llha et al., 2019). Em
todo o mundo, a atividade humana vem crescendo de forma vertiginosa, e estima-se que
mais de um terco de todas as espécies de peixes de dgua doce estejam sujeitas a extincédo
(Harrison et al., 2021).

No Brasil, a bacia hidrogréafica do rio Sado Francisco (RSF) € de grande relevancia
socioeconbmica, sendo conhecida como a bacia da integracdo nacional, uma vez que
possui cerca de 2,700 km de extensdo, e uma area de ~640,000 km? (Knoppers et al.,

2005). Esta bacia atravessa uma variedade de biomas (Mata Atlantica, Cerrado e a
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Caatinga), com mudancas fisiogréficas em suas paisagens, sendo subdividida nos trechos
alto, médio, submédio e baixo (Knoppers et al., 2005; O’Hanley et al., 2020; Santos et al.,
2014). Os recursos hidricos do rio RSF tém aplicacdes em diversas atividades humanas,
tais como: geracdo de energia, irrigacdo, abastecimento urbano/industrial de agua,
navegacao, agropecuaria e aquicultura (O’Hanley et al., 2020; Santos et al., 2014). As
areas de varzea do RSF proveem um dos mais importantes ambientes de pesca do interior
do Brasil, e sdo consideradas um bercario para varias espécies de peixes (Sato &
Godinho, 2004).

Apesar da grande importancia socioeconémica, a bacia do RSF vem sofrendo com
diversas acdes antropicas, desde barramentos, a desmatamento, polui¢céo, introducéo de
espécies exoticas, e, nos ultimos anos, com a transposicao de suas aguas (Bezerra et al.,
2019; Jardine et al., 2015; Knoppers et al., 2005; Sabo et al., 2017). Essas acdes negativas
vém levando algumas espécies a desaparecer em certos trechos do RSF, como € o caso
de algumas espécies, a exemplo; o surubim (Pseudoplatystoma corruscans), pira
(Conorhynchos conirostris) e dourado (Salminus brasiliensis) que ndo tem sido encontrado
em alguns trechos do RSF. Enquanto isso, espécies nao nativas, como a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e o tucunaré (Cichla kelberi) aumentaram suas populacdes
substancialmente nos udltimos anos (Assis et al.,, 2017). Levando algumas espécies
endémicas que compde a ictiofauna do RSF a entrarem na lista de extincdo (PAN Sé&o
Francisco, 2015).

O conhecimento sobre a ictiofauna na bacia do rio S&o Francisco vem sendo
ampliado através de diversos estudos nos ultimos anos (Carvalho et al., 2011; Lima et al.,
2018; Silva et al., 2020). Um inventario da regido resultou em registros de 178 espécies,
das quais 60% foram consideradas endémicas (Lima et al., 2018). Outro estudo elaborou
uma checklist para o submédio rio Sdo Francisco, alcancando um total de 86 espécies

(Silva et al., 2020). Quanto aos aspectos genéticos, Carvalho et al. (2011), utilizando a
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técnica de DNA barcode, identificaram algumas linhagens cripticas entre trechos do alto
e parte do médio do RSF. No entanto, informac6es sobre a diversidade genética das
espécies nos trechos do submédio e baixo, que sofrem com altos niveis de barramento e
assoreamento, ainda sdo limitadas, representando uma lacuna de conhecimento na

regiao.

Nas Uultimas décadas, técnicas de taxonomia molecular, utilizando o gene
mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (cox1), tém se revelado particularmente util
por sua rapidez e baixo custo (Hebert et al., 2003). Essa técnica tem diversas aplicacoes,
como por exemplo no auxilio da identificacao de espécies, especialmente quando existem
variacOes sutis nas caracteristicas morfologicas (Vicente et al., 2020), e na deteccéo de
complexos de espécies (Pereira et al., 2021). Na regido Neotropical, essa estratégia vem
revelando-se bastante efetiva em peixes (Gomes et al., 2015; Jacobina et al., 2018;
Pereira et al., 2011; Ramirez et al., 2017). Entretanto, alguns esses estudos que visam
avaliar a ictiofauna das bacias hidrograficas, em boa parte tém sido limitados,
concentrando-se em avaliar apenas um ou poucos trechos dos rios, o que pode resultar
em lacunas de conhecimento sobre a diversidade genética ao longo de toda a sua
extensdo (Carvalho et al., 2011; Gomes et al., 2015; Pereira et al., 2011, 2013; Pugedo et
al., 2016). Para a bacia do rio SF, esses estudos foram realizados apenas nos trechos do
alto e parte médio, cujas sequéncias tém sido depositadas nos principais bancos de dados
de dominio publico (Bold Systems e NCBI). No entanto, as areas do submédio e baixo
RSF, altamente impactadas por diversos fatores antrépicos, sdo areas de conhecimento
genético ainda escasso. Nesse contexto, a utilizacdo de técnicas de sistemética
molecular, com o0 gene coxl, pode contribuir para preencher essas lacunas de
conhecimento, visando investigar a identidade taxonémica das espécies (déficit linneano),
bem como entender os possiveis processos vicariantes (déficit darwiniano) que podem ter

moldado a diversidade genética da ictiofauna ao longo da bacia do RSF. Nesse contexto,
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0 presente estudo teve como objetivo preencher essas lacunas de conhecimento Linneano
e Darwiniano, avaliando a identidade taxondmica e a coesao evolutiva dos peixes do rio

Sao Francisco, por meio de técnicas de sistematica molecular com o gene cox1.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Coletas

As coletas na bacia do RSF foram realizadas entre 2018 e 2020 nos trechos baixo
e submédio, ao longo do canal principal do rio e afluentes. As coletas foram realizadas
contemplando a maior diversidade de habitats possiveis, com dois tipos de petrechos:
ativos (redes tipo redes-de-méo, e redes-de-arrasto), e passivos (redes de espera e
armadilhas tipo covo), a fim de evitar a seletividade de cada arte de pesca, onde
geralmente, apenas um determinado grupo de organismos é capturado, de acordo com o
tamanho, habitos e profundidade de ocorréncia. As redes de espera, sempre que possivel,
foram deixadas de um dia para o outro. Um total de 122 espécimes, pertencentes a 33
espécies, foram coletadas, identificadas e depositadas pelos taxonomistas na colecéo
ictiolégica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) (Tabela S1). Todos
os exemplares foram georreferenciados e identificados até o menor nivel taxonémico a
partir de chaves de identificacdo ou trabalhos previamente publicados (Vari, 1992; Albert
et al., 1999; Castro & Vari, 2004; Zanata e Camelier, 2009).

Todos os peixes analisados neste estudo foram coletados sob a licenca niumero
32656-1/2012, emitida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBI0). Os animais foram recolhidos e anestesiados por imersdo em benzocaina 1%

em agua. Amostras de nadadeiras de cada individuo foram coletadas e armazenadas em
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etanol absoluto para andlise molecular, sendo depositadas no banco de tecidos do
Laboratdrio de Sistematica Integrativa Molecular. Os exemplares foram posteriormente
fixados em formol a 4% e armazenadas em etanol 70% na colecdo da UFRN.

3.2.2 Amostras de DNA, PCR e sequenciamento

O DNA gendmico de todas as amostras foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega), de acordo com as instrucdes do fabricante. O fragmento do
gene coxl foi amplificado via PCR usando primers universais BarcFishl e BarcFish2
(Ward et al., 2005). Todas as reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de
25ul, contendo 12ul de 2X Tag master mix (Vivantis), 2ul de solucdo de DNA gendmico
com concentracao variando entre 10 e 20ng/ul, 0,5ul de cada um dos primers (10mM) e
15ul de agua ultrapura. As reacdes consistiram em uma etapa inicial de 2 minutos a 95°C,
35 ciclos de 30s a 94°C, 30 segundos a 57°C e 2 minutos a 72°C, com uma extensao final
de 7 minutos nesta mesma temperatura, adaptado de Ward et al. (2005). Os produtos de
PCR foram purificados com polietilenoglicol a 20% (PEG). O sequenciamento foi realizado
com o kit Big DyeTM Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems) com primer M-13 e lido em um sequenciador Modelo ABI 3130 (Applied
Biosystems). O sequenciamento foi realizado na Fundagcdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
Bahia.

3.2.3 Obtencao de sequéncias do RSF em bancos de dados de dominio publico

A priori, foi realizada uma busca de espécies com ocorréncia no RSF, baseada nas
informacdes de Lima et al. (2017). Ao total, 598 sequéncias georreferenciadas do gene
cox1 das espécies provenientes da bacia do RSF foram obtidas no Bold Systems e no

NCBI. Essas sequéncias foram obtidas e incorporadas ao nosso dataset para fins
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comparativos. Para maiores detalhes sobre a distribuicdo das espécies, todas as
coordenadas geograficas foram plotadas em um shapefile especifico da bacia do RSF.
Nesse arquivo, a bacia esta subdivida em seus trechos alto, médio, submédio e baixo, de
acordo com a Agéncia Nacional das Aguas (Catéalogo de metadados — Base Hidrogréfica
Ottocodificada da Bacia do Rio S&o Francisco).

3.2.4 Alinhamento, edicdo de sequéncias e calculo de divergéncias genéticas
intraespecificas (DGIs)

As sequéncias de cada espécie foram editadas e alinhadas separadamente
utilizando o software Geneious (Kearse et al., 2012). O alinhamento foi realizado por meio
do pacote Clustal Omega (Sievers & Higgins, 2014). As DGls foram calculadas utilizando
a Nearest Neighbor Distance (NND) com o modelo K2P, no software MEGA11 (Tamura et
al., 2021), seguindo a rotina analitica do BOLD SYSTEMS, utilizando, a priori, um limiar
de 2% (Ratnasingham & Hebert, 2007).

3.2.5 Filtro de divergéncias genéticas intraespecificas maximas (DGIMAXS)

No filtro de DGIMAXs, as variacdes genéticas intraespecificas que apresentaram
valores discrepantes, ou seja, acima de 2% pelo método de Distancia do Vizinho Mais
Préximo (NND, Nearest-Neighbour Distance), foram reavaliadas. Tal método considera a
distancia genética minima entre uma espécie e sua espécie vizinha mais préxima para
analisar os niveis da divergéncia genética (Pereira et al., 2011). O principal objetivo foi
investigar possiveis erros de identificacdo ou linhagens cripticas. Nesse contexto,
utilizamos uma analise filogenética bayesiana com todos 0s congéneres com sequéncias
disponiveis no Bold Systems e NCBI, pertencentes aquele taxon. A priori, assumimos

como erros de identificagdo, sequéncias que se misturavam, agrupando-se com outras
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espécies, com probabilidade posterior (PP) abaixo de 0.9, ou clusters relacionados aquela
espécie que eram parafiléticos. Estes possiveis erros de identificacdo foram listados e
entdo excluidos do nosso dataset. Por outro lado, agrupamentos com monofiletismo
reciproco apresentando valores de PP acima de 0.9 e com divergéncias genéticas acima
de 2% foram considerados linhagens cripticas. Aliados a esse limiar, também utilizamos
alguns métodos de delimitacdo de linhagens.

3.2.6 Métodos de delimitacdo de linhagens

Para cada espécie com DGIMAX maior que 2%, foi estimado o melhor modelo
evolutivo seguindo os valores do Critério de Informagéo Akaike (AIC, do inglés Akaike
Information Criterion) no software MEGA1l (Tamura et al., 2021). Foi utilizado dois
meétodos de delimitacdo de linhagens, um método de delimitacdo baseado em arvore, o
Genealized Model Yule Coalescent (GMYC) (Pons et al., 2006), usando o servidor web
GMYC (http://species.h-its.org/gmyc/), assumindo um unico limiar. Para o GMYC, usamos
uma arvore de Maximum Clade Credibility (MCC) néo calibrada obtida no BEAST 1.10.4

(Suchard et al., 2018), contendo apenas os haplotipos além de utilizar a arvore de Yule

com relégio molecular lognormal relaxado. A analise compreendeu duas corridas
independentes com 100 milhées de geracdes para cada corrida. Os parametros foram
amostrados a cada 5,000 geracdes, e foi utilizado um burn-in de 10%. A convergéncia e
o desempenho foram inspecionados usando o Tracer 1.5 (Rambaut et. al, 2018),
certificando-se de que todos os valores de Effective Sample Size (ESS) fossem superiores
a 200.

O segundo método de delimitacdo de espécies utilizado foi baseado nos
alinhamentos das sequéncias, sendo este 0 Assemble Species by Automatic Partitioning
(ASAP) (Puillandre et al., 2021), pela interface da web
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(https://bicinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/), utilizando o modelo de substituicdo de

nucleotideos K2P e os demais parametros foram definidos como padrdo. O ASAP divide
particdes de espécies com base em distancias genéticas de pares, e também calcula uma
probabilidade de panmixia (p-val), uma métrica de largura de lacuna relativa (W) e
classifica os resultados pela pontuacdo ASAP: quanto menor a pontuacédo, melhor a
particdo (Puillandre et al., 2021). Os nimeros de Molecular Operational Taxonomic Units
(MOTUSs), previstos pelos 1° e 2° ASAP scores, foram selecionados e comparados com

outros métodos.

3.3 Resultados

Foram obtidas sequéncias do gene cox1 de 720 espécimes da ictiofauna do RSF
sendo 122 inéditas (dados priméarios) e 598 estando depositadas no Bold Systems/NCBI
(dados secundarios) (Tabela S1). A Figura 1 (Fig. 1) mostra o mapa de amostragem
dessas espécies no RSF. O total de individuos pertencem a 90 espécies, hierarquizadas
dentro de 74 géneros, 28 familias e seis ordens, Characiformes (40 espécies),
Cyprinodontiformes (6 espécies), Gymnotiformes (3 espécies), Perciformes (4 espécies),
Siluriformes (36 espécies) e Synbranchiformes (1 espécie). Os dados inéditos, sao
representados por 33 espécies, das quais 9 delas sdo endémicas do RSF. O tamanho das
sequéncias variou de 540 a 650 pb. As DGIMAXs obtidas pelo método K2P variaram de 0
a 9.3% (Tabela S2). Foi possivel classificar as espécies de acordo com as DGIMAXs, de
modo que o dataset foi dividido em trés grupos: 74 espécies (82.22%) foram categorizadas
em um grupo com valores inferiores a 1%; em outro grupo foram classificadas oito
espécies (8.89%), variando entre 1% e 2%; e no terceiro grupo oito espécies (8.89%), com

valores superiores a 2%.
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Nossos resultados também detectaram provaveis erros de identificacdo que
inflaram as DGIMAXs para algumas espécies. Além disso, tais espécies foram
discriminadas por meio dos seus respectivos Barcode Index Number (BINS), onde
algumas espécies se misturavam com outras, considerando que todos os pares s&o
morfologicamente semelhantes entre si: Phenacorhamdia tenebrosa que foi erroneamente
atribuida a Cetopsorhamdia iheringi (BIN AAD2018); Imparfinis mirini, em que houve
confusdao com I. minutus (BIN AAC2103); e Characidium gomesi confundida por C.
fasciatum (BIN AAO5269).

A DGIMAX dentro de alguns taxons também foi superestimada, além dos casos de
erros de identificacdo de espécies. Como ocorreu para o complexo de espécies
envolvendo representantes do género Astyanax (A. fasciatus e A. bimaculatus/lacustris) e
o ressurreto género Psalidodon (P. rivularis e P. fasciatus). Analises filogenéticas e de
divergéncia genética envolvendo representantes desses géneros indicaram a presenca
de trés clados (PP=1) (Fig. 2). Um clado constituido por representantes apenas de
Astyanax bimaculatus (vermelho), que também tem sido sinonimizado como A. lacustris,
com divergéncia genética de 7.1%. Um outro representado por Astyanax fasciatus (1%)
(verde), e por fim um outro clado agrupando representantes de A. bimaculatus, A.
fasciatus, P. rivularis e P. fasciatus (2.6%) (azul). Todos os trés clados representados
pelos trechos do alto ao baixo RSF. Esses clados detectados foram congruentes com 0s
meétodos de delimitacdo de linhagens (ASAP e GMYC).

Tendo em vistas que a bacia do RSF possui uma conexao artificial com a bacia do
alto Parana (rio Piumhi) (Moreira-Filho & Buckup, 2005), incluimos no nosso dataset
sequéncias georreferenciadas do alto Parana, visando detectar um possivel caso de
introducdo de espécies, devido a alta divergéncia genética indicada no clado 1. Nossas

analises revelaram a existéncia do agrupamento da sequéncia BAST412-12, do alto RSF,
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com as sequéncias do alto Parang, apresentando divergéncia genética de 0.09%, ao
passo que, as sequéncias BAST463-12, BAST464-12 e BAST1111-13 agrupam-se junto
com a sequéncia FUR1136-10 tendo divergéncia genética de 0.03%, originaria do alto
Parana. Desse modo o clado 1 apresenta divergéncia elevada devido a presenca das
sequéncias do alto RSF, BAST412-12, BAST463-12, BAST464-12 e BAST1111-13. Além
disso, nossas analises revelaram DGIMAXs acima de 2% em sete taxons (Fig. 3),
sugerindo a presenca de linhagens cripticas (Tab. 1). Avaliamos a diversidade genética
da ictiofauna ao longo dos trechos do RSF para diversas espécies, de modo que sete
delas apresentaram divergéncias entre 1 e 2% (Tab. 1), embora essas divergéncias néao

foram na maior parte detectadas entre os trechos, mas sim entre regides adjacentes.

Para a analise de S. hilarii (2%), tendo em vista que espécimes do alto RSF
apresentaram possiveis casos de introducdo de espécies, foram incluidos em nosso
dataset um conjunto de sequéncias georreferenciadas provenientes da bacia do alto
Parana. Dessa forma, visamos avaliar, para S. hilarii, uma conexdao artificial da bacia do
alto RSF com a bacia do alto Parana (rio Piumhi) (Moreira-Filho & Buckup, 2005). Assim,
ao retirar as sequéncias ANGBF14426-19, ANGBF14427-19, PBS025-15, PBS027-15 e
PBS029-15, que agruparam em conjunto com sequéncias do alto Parana, a divergéncia
foi reduzida de 2% para 0.8%.

3.4 Discussao

3.4.1 Eficacia do DNA barcode

Considerando o numero total de sequéncias analisadas em nosso estudo, a

metodologia de DNA barcode foi muito eficaz em permitir a correta discriminagcéo de
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aproximadamente 98% das espécies da ictiofauna do RSF avaliada neste estudo.
Considerando que foram excluidos os erros de identificacdo, confirmando, assim, a
utilidade do DNA barcode como uma ferramenta efetiva para identificacdo de espécies.
Essa eficiéncia tem sido também detectada em outros estudos com peixes neotropicais
(Carvalho et al., 2011; Gomes et al., 2015; Pereira et al., 2013; Pereira et al., 2011; Pugedo
et al., 2016). De um total de 178 espécies descritas para a bacia do rio Sao Francisco, 90
ja possuem informacBes genéticas em bancos de dados de dominio publico. Nesse
contexto, nossos dados ampliam o conhecimento genético das espécies do RSF,
contribuindo com informagdes genéticas inéditas de 33 espécies diferentes, sendo 25%

delas endémicas.

Quanto a distribuicdo das divergéncias genéticas intraespecificas dentro das
ordens, aquelas com maiores variacfes foram: Siluriformes (9.3% - Pimelodela vittata),
seguida por Characiformes (7.1% - Astyanax bimaculatus) e por fim Gymnotiformes (4.8%
- Gymnotus carapo). Nesse contexto, nossos dados revelaram distintos padrdoes de
divergéncia genética em espécies de peixes que habitam diferentes trechos da bacia
hidrografica do RSF. Além dessas divergéncias, foi possivel sinalizar potenciais erros de
identificacdo que inflaram algumas distédncias genéticas, sugerindo incertezas

taxondémicas, possivelmente relacionadas a complexos de espécies.

3.4.2 Erros de identificacdo de espécies

Um dos casos de erros de identificacdo envolveu as espécies C. iheringi e P.
tenebrosa que sdo morfologicamente similares e tém sido encontradas no alto e médio
RSF (Bagley et al., 2019; Carvalho et al., 2011; Horodesky et al., 2020). Esses bagres
pertencem a familia Heptapteridae, que possui duvidas taxonémicas devido a presenca

de caracteres sobrepostos, além de contar com espécies que hibridizam em cativeiro
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(Bockmann, 1998; Bockmann & Miquelarena, 2008; Bockmann & Slobodian, 2017; De
Borba et al.,, 2012; Ribolli et al., 2017). De fato, essa familia apresenta uma ampla
diversidade, o que tem como consequéncia inUmeras proposi¢cdes de complexos de
espécies. Em destaque, estdo as espécies ou géneros mais especiosos, e com uma ampla
distribuicdo geografica, como é o caso dos géneros Cetopsorhamdia e Phenacorhamdia
(De Almeida et al., 2003; Garcia et al., 2010). Apesar de tal dificuldade taxondmica, n0sso
estudo foi capaz de discernir sequéncias mal depositadas, em que espécimes de C.

iheringi correspondem a espécimes de P. tenebrosa.

Outro género que pertence a familia Heptapteridae, também taxonomicamente
problematico, é Imparfinis (Bockmann & Guazzelli, 2003). Por exemplo, foi encontrada
semelhancas citogenéticas e filogenéticas entre I. minutus e | mirini oriundos dos rios
Paraiba do Sul e Tieté. Também foi identificado um valor extremamente baixo de
divergéncia genética entre as espécies |. minutus e I. mirini, variando de 0.8 a 1.2% para
o cox1 (Ferreira et al.,, 2014). Esses resultados sugerem que estas espécies tenham
passado por eventos histéricos relacionados as conexdes entre as bacias supracitadas,
ocorrendo possivel divergéncia populacional profunda, ou uma possivel especiacéo
recente (Ferreira et al.,, 2014). Sendo assim, aliado as dificuldades morfologicas
envolvendo a taxonomia de ambas as espécies, as divergéncias genéticas baixas podem
também culminar em atribuicdes taxonémicas errbneas, como ocorreu para a familia
Loricariidae (Berbel-Filho et al., 2018).

Dentro do grupo de erros de identificacdo que foram avaliados por nosso estudo,
estdo também as espécies Characidium fasciatum e C. gomesi (0.001%), de modo que
nossas andlises indicaram que elas se agrupam em um Uunico clado. Dessa maneira,
nossos resultados foram concordantes com um trabalho que utilizou sequéncias

mitocondriais, dados cromossémicos e morfolégicos para avaliar espécies de
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Characidium, indicando a necessidade de revisbes taxondmicas para esse grupo (Serrano
et al., 2019).

3.4.3 O caso do complexo de espécies Astyanax/Psalidodon

Além dos erros de identificacdo, nossos dados foram capazes de discriminar alguns
grupos enigméticos, como é o caso de um complexo envolvendo representantes dos
géneros Astyanax/Psalidodon. Um dos clados foi representado apenas por espécimes de
Astyanax bimaculatus/lacustris com ocorréncia desde o alto até o baixo RSF. Este clado
apresentou uma divergéncia genética intraespecifica profunda (7.1%). Contudo tal
divergéncia deve-se ao fato de que espécimes do alto RSF, na verdade, sao

geneticamente mais préximas de representantes da bacia do rio alto Parana (0.009%).

O contato artificial entre o alto Parana e o alto RSF remonta ao inicio da década de
1960, quando o rio Piumhi, afluente da bacia do Alto Parand, foi transposto para a bacia
do RSF, com a construcao da Hidrelétrica de Furnas, no Estado de Minas Gerais (Moreira-
Filho & Buckup, 2005). Desse modo, tém sido documentados estudos genéticos
envolvendo espécies do rio Parana, ocorrendo agora na bacia do rio Sdo Francisco. Um
desses trabalhos detectou alguns citétipos intermediarios em populacdes de A.
bimaculatus que habitam a regido de quebra de isolamento geografico causada pela
transposicdo (no rio Piumhi), formando uma zona hibrida (Peres et al., 2012). Sob esse
ambito, a ocorréncia desse espécime com alta divergéncia genética encontrado nos
nossos resultados pode se dar devido uma possivel introducéo de espécies advindas dos
efeitos dessa transposicdo. Esses efeitos de conexdes artificiais podem propiciar tanto
introducdo de espécies exoticas, quanto afetar a diversidade genética de algumas
espécies, principalmente aquelas de baixa vagilidade (Berbel-Filho et al., 2016). Como foi

o caso de Parauchenipterus galeatus, que sofreu um efeito de gargalo genético devido a
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perda de seu habitat no local onde a transposicao foi realizada (Lui et al., 2012). Por outro
lado, ao excluir a sequéncia que tem proximidade genética com a bacia do alto Parana, a
diversidade genética de Astyanax bimaculatus/lacustris foi reduzida para 3.7%.

A divergéncia genética profunda (3.7%), aqui detectada em A.
bimaculatus/lacustris, revela a presenca de linhagens cripticas envolvendo esse taxon,
principalmente no alto RSF. Nessa regido, existe uma reativacao de falhas geoldgicas,
presentes entre as cabeceiras da bacia do RSF, conhecidas por Descontinuidade Crustal
do Alto Sdo Francisco - DCARSF (Albert & Reis, 2011). Esses movimentos orogenéticos
podem ter culminado em eventos de captura de cabeceiras entre alguns afluentes que
drenam a bacia do RSF, permitindo o isolamento de algumas populac¢des, culminando em
linhagens discrepantes que acumularam mutacbes genéticas acentuadas. Essas
continuas reativacbes da DCARSF, tém sido associadas a processos de diversificacao
nos géneros Salminus e Hyspostomus (Hubert et al., 2007; Montoya-Burgos, 2003), e

pode ter ocorrido com Astyanax bimaculatus/lacustris.

Ja o outro clado, foi constituido apenas por espécimes de A. fasciatus do alto ao
baixo RSF. Sua divergéncia genética de 1%, nos leva a sugerir que esse taxon ocorre de
maneira evolutivamente coesa, sem divergéncia genética acentuada. Os estudos
morfolégicos de A. fasciatus indicam que a aplicacdo desse epiteto especifico ocorre
somente nos casos de espécimes provenientes da bacia do RSF, como na descricao
original de Cuvier (1819). Contudo, De Melo & Buckup (2006) relataram a existéncia de
um complexo de espécies que engloba A. fasciatus ocorrendo fora da bacia do RSF, na
bacia do rio Parana. Além disso, nosso estudo detectou um caso emblematico envolvendo
as espécies A. fasciatus e A. bimaculatus com as do género Psalidodon (P. rivularis e P.
fasciatus). A divergéncia genética entre os clados variou de 2.9 a 7%. Sendo o clado

vermelho o mais divergente. Ja a divergéncia entre os clados verde e amarelo foi de 3.4%.
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Nesse contexto, nossos dados revelam a presenca de um complexo de espécies
envolvendo os géneros Astyanax e Psalidodon.

O género Astyanax ja tem sido reconhecido por sua alta diversidade de espécies e
diversidade criptica envolvendo diversos taxons, como é o caso dos complexos de
espécies envolvendo A. bimaculatus, A. fasciatus e A. scabripinnis (De Melo & Buckup,
2006; Garutti & Langeani, 2009; Moreira-Filho & Bertollo, 1991). Assim, as espécies de
Astyanax séo reconhecidas como complexos de espécies em diversos trabalhos, pois séo
morfologicamente indistinguiveis entre si (De Melo & Buckup, 2006; Garutti & Langeani,
2009; Moreira-Filho & Carlos Bertollo, 1991; Zanata et al., 2018). Ja o género Psalidodon
foi ressuscitado por Teran et al.(2020), como género monofilético valido, incluindo muitos
taxons anteriormente classificados em Astyanax, constando a maioria das espécies dos
grupos A. eigenmanniorum, A. fasciatus, A. scabripinnis e A. dissimilis. Dessa forma,
nossos dados indicam algumas adverténcias taxondmicas e a necessidade de revisao
envolvendo essas espécies na bacia do RSF, corroborando a dificuldade de identificar as

espécies dos complexos Astyanax e Psalidodon (Rossini et al., 2016; Teran et al., 2020).

3.4.4 Divergéncias genéticas entre 1 e 2%

A menor distancia desse grupo foi de 1% (Leporinus piau), ja a maior foi de 1.9%
(Geophagus brasiliensis). Casos de variagdes genéticas dentro desse limiar entre 1 e 2%
podem indicar possiveis processos de estruturacao populacional ao longo da bacia, como
apontado em algumas espécies das bacias Neotropicais, a exemplo das da Amazoénia, do
Parana e do Paranaiba, assim como dentro da bacia do RSF. Embora o cox1 ndo seja a
regido mitocondrial mais indicada para detectar esses processos (De Abreu et al., 2009;
Hrbek et al., 2018; Jacobina et al., 2018; Pazza et al., 2016).
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Um outro caso de divergéncia populacional foi encontrado em Salminus hilarii que
apresenta divergéncia genética, em nossos resultados do RSF, em torno de 2%. Alguns
estudos tém relatado uma divergéncia genética de 1.7%, mas vale ressaltar que essa
distancia genética foi calculada entre duas linhagens distintas, uma exclusiva da bacia do
RSF e outra formada por espécies da bacia do alto Parana (Machado et al., 2017). Dessa
forma, sugerimos que possivelmente, a existéncia de uma baixa diversidade genética
entre os espécimes de S. hilarii do alto RSF e do alto Parana detectadas em nosso estudo
pode ter ocorrido, ou por conexao artificial entre essas bacias, com a transposi¢ao do rio
Piumhi, ou por processos de repovoamento do rio S&o Francisco (Moreira-Filho & Buckup,
2005; Coimbra et al., 2020; Honji et al., 2011).

No RSF, avaliacbes da diversidade genética com outros marcadores mais
variaveis, tais quais os microssatélites, tém sido acessadas em algumas espécies de
peixes migradores, detectando estruturas populacionais ao longo da bacia. Tal
diversidade detectada tem sido associada tanto a processos histéricos, como mudancas
no curso do RSF, bem como a processos antropicos por meio dos barramentos (Coimbra
et al., 2020; Farias et al., 2020; Oliveira-Farias et al., 2022). A bacia do RSF possui uma
geomorfologia complexa, devido a ocorréncia de capturas de cabeceira e remodelacfes
gue levaram a mudancas em seu curso, 0 que culminou em conexdes com outras bacias
em determinados momentos, e em isolamentos em outros periodos, o que pode ter levado
as divergéncias genéticas em diferentes taxons, como as apontadas por nosso estudo
(Fernandes et al., 2022; Machado et al., 2018).

3.4.5 Biodiversidade oculta (divergéncias genéticas superiores a 2%)

Possiveis casos de linhagens cripticas (espécies pouco estudadas, e por isso ndo

distinguiveis morfologicamente, mas com grande diferenciacdo genética) com
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DGIMAX>2% foram detectados em sete espécies dentro da bacia do RSF. Inserido nesse
grupo estdo Synbranchus marmoratus, Rhamdia quelen e Gymnotus carapo, que
constituem espécies com ampla distribuicdo geografica na regido Neotropical, tendo
passado por reformulagdes taxondmicas, de modo que sdo consideradas complexos de
espécies (Martinez et al., 2011; Milhomem et al., 2008; Utsunomia et al., 2014), o que
poderia explicar suas divergéncias genéticas profundas no RSF. A exemplo, recentemente
uma nova espécie, G. darwini, foi descrita para as bacias costeiras do Nordeste (Campos-
Da-Paz & Santana, 2019). Possivelmente, a distancia elevada encontrada em G. carapo

pode estar relacionada a presenca dessas duas espécies nessa bacia.

A especiacédo criptica descrita para Piabina argentea por Carvalho et al. (2011)
ainda permanece um caso singular a ser melhor esclarecido sob o ponto de vista evolutivo.
Em relacdo a essa espécie, foram adicionadas sequéncias do coxl além daquelas
disponibilizadas pelo trabalho citado anteriormente, de modo que foram incluidos outros
estudos no RSF. Ainda, Carvalho et al. (2011), citam os casos de P. vittata e P. hollandi
como espécies com divergéncias genéticas profundas de 9.3% e 2.2%, respectivamente,
corroboradas em nossas analises. O dataset de P. vittata aqui avaliado foi 0 mesmo do
trabalho anterior, ja para P. hollandi foram adicionados espécimes inéditos do baixo e
submédio RSF. As divergéncias genéticas elevadas aqui observadas tém como
justificativa mais plausivel uma provavel relacdo com a baixa vagilidade dessas duas

ultimas espécies.

Costa et al (2012, 2018), por exemplo, utilizando abordagens taxonomia
integrativa, encontraram um caso de complexo de espécies envolvendo peixes anuais do
género Hypsolebias, endémicos do rio Sdo Francisco. Embora nossos dados ndo apontem
para espécies anuais com divergéncias elevadas, houve a deteccdo de um outro caso de

divergéncia profunda (2.2 %) envolvendo Hyphessobrycon santae, uma espécie também
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com baixa vagilidade entre os trechos do alto, submédio e baixo RSF. Nesse contexto,
nossos resultados destacam que processos de especiagao podem ocorrer dentro do RSF.
Algumas evidéncias em outras bacias Neotropicais tém sugerido processos de especiacao
advindos de multiplas invas@es de bacias distintas, ou segmentacdo de populacdes em
uma mesma bacia (Abreu et al., 2020). Estes processos foram encontrados na Amazonia
(género Nannostomus) e na bacia do Parana-Paraguai (Benzaquem et al., 2015; Diaz et
al., 2016; Guimaraes et al., 2018), o que pode ocorrer também para o RSF. No ambiente
de agua doce, assim como no marinho, a conectividade hidrica ndo indica que haja
necessariamente disperséo facilitada para organismos aquaticos (Bessonart et al., 2021,
Hirschmann et al., 2015; Winemiller et al., 2008). Portanto, existem sinais genéticos
especificos gerados pela acédo de barreiras e pelas dinamicas geohidrolégicas entre as
bacias, que séo de dificil deteccdo apenas pela morfologia (Bignotto et al., 2020; Machado
et al., 2018).

3.5 Consideracdes Finais

As informacdes obtidas por este estudo contribuem significativamente para o
preenchimento de lacunas de conhecimento Linneano e Darwiniano, fornecendo
importantes informacdes sobre a diversidade genética evolutiva e taxonbmica da
ictiofauna da bacia do rio S&o Francisco. Além disso, os resultados também indicam que
multiplos processos histéricos e antrépicos afetaram a diversificacdo dos taxons ao longo
da bacia. A alta divergéncia genética encontrada em algumas espécies, sugere que
eventos geoldgicos e hidroldgicos podem ter influenciado a diversificacdo em alguns
taxons, principalmente aqueles com baixa vagilidade. Além disso, vale destacar que as
acOes antropicas, como as conexfes artificiais também tem afetado a diversidade
genética dessa ictiofauna. Nesse contexto, espera-se que o conhecimento gerado por este

estudo possa ser utilizado como auxilio na elaboracao e atualizagao de planos de manejo
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e conservacdo da ictiofauna do RSF, considerando especialmente a importancia das
linhagens cripticas aqui detectadas. Dessa forma, espera-se contribuir para a
conservacao da biodiversidade dessa importante bacia hidrografica neotropical.

62



Conclusoes

Esta Dissertacao contribui para a compreensdo do conhecimento atual sobre a
ictiofauna do RSF, resumindo as principais lacunas de conhecimento e processos que
afetam a diversidade de peixes na bacia. Com base no mapa de amostragem das espécies
obtido, podemos sugerir a priorizacédo de esforcos de amostragem em areas ainda pouco
estudadas, como o trecho médio do RSF. Além disso, as diversidades genéticas e
evolutivas identificadas na ictiofauna podem ser valiosas para a elaboracao de planos de
manejo e conservacao especificos para as espécies de peixes em diferentes trechos do
RSF. Esperamos que essas informagbes possam ser utilizadas de forma efetiva na
conservacao dessa biodiversidade negligenciada, como é o caso da bacia hidrografica do

rio Sao Francisco.
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Figura 1. Mapa de amostragem da ictiofauna da bacia do rio Sao Francisco representando
90 espécies que contém 720 espécimes. As localizacdes foram georreferenciadas, tanto
para dados primarios (122 espécimes inéditos), quanto para dados secundarios (598
espécimes com sequéncias ja depositadas no BOLD SYSTEMS ou no NCBI). Os locais
de coleta de diversos espécimes muitas vezes sdo 0S mesmos, portanto os pontos de

distribuicdo das espécies se sobrepdem.
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Figura 2. Reconstrucao filogenética bayesiana utilizando o gene cox1 para as espécies
dos géneros Astyanax/Psalidodon da bacia do rio S&o Francisco. E possivel identificar a
presenca de trés clados bem suportados (PP=1). Um clado constituido por representantes
apenas de Astyanax bimaculatus/lacustris (vermelho), com divergéncia genética de 7.1%.
Um outro representado por Astyanax fasciatus (1%) (verde), e por fim um outro clado
agrupando representantes de A. bimaculatus, A. fasciatus, P. rivularis e P. fasciatus
(2.6%) (azul).
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Figura 3. Grafico de contorno mostrando a distribuicdo das divergéncias genéticas do
cox1 para as espécies da ictiofauna da bacia do Séo Francisco. Percebe-se que a grande
maioria das espécies se concentra proximo a 0, e uma pequena parte se distribui acima
do limiar coespecifico (linha vermelha) utilizado para DNA barcode, ou seja, acima de 0.02
(2%).
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TABELA

Tabela 1. DGIMAXs (Divergéncias Genéticas Maximas) de algumas espécies do RSF que
sdo cripticas e de outras que apresentam estruturacdo populacional.

Resultado
£ detectado DGIMAX
Espécie Trecho(s) pelo presente (%)
estudo

Pimelodella vittata alto 6 9.3
Synbranchus marmoratus alto 3 8.9
Rhamdia quelen alto/baixo 7 6.1

Piabina argentea alto Linhagem 17 6
Gymnotus carapo alto criptica 4 4.8
Hyphessobrycon santae alto/submédio/baixo 3.3
Pamphorichthys hollandi alto/submédio/baixo 9 2.7
Salminus hilarii alto 16 2.0
Geophagus brasiliensis alto/baixo 3 1.9
Prochilodus argenteus alto/submedio . 13 1.6

. Estruturacéo
Trachelyopterus galeatus alto/baixo . 1.4
_ o o populacional

Pygocentrus piraya alto/médio/submédio 16 1.2
Hoplias malabaricus alto 11 1.1
Phenacogaster franciscoensis alto/submédio 2 1.1
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Informacgdes sobre as sequéncias do gene coxl, incluindo as respectivas
coordenadas geograficas de coletas dos espécimes que tém sequéncias disponiveis no
BOLD SYSTEMS e/ou no NCBI e dos espécimes coletados durante este estudo. Consultar

0 arquivo XLSX em anexo.

Tabela S2. Divergéncias genéticas calculadas, para o gene cox1, da ictiofauna do rio Sdo
Francisco para dados coletados no presente trabalho e também aqueles disponiveis
apenas no BOLD SYSTEMS e NCBI. Esta tabela conta ainda com as ordens e familias a
gue cada espécie pertence, além de dados de conservacdo, endemismo e distribuicéo

nos diferentes trechos desse rio. Consultar o arquivo XLSX em anexo.
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