UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Programa de Pés-graduaciao em Zoologia

Igor Henrique Rodrigues Oliveira

ENIGMA DOS RIACHOS MINEIROS: Psalidodon rivularis
(ACESTRORHAMPHIDAE: ACESTRORHAMPHINAE), UM MODELO NO
ESTUDO DE ESPECIES CRIPTICAS

Belo Horizonte

2025



Igor Henrique Rodrigues Oliveira

ENIGMA DOS RIACHOS MINEIROS: Psalidodon rivularis
(ACESTRORHAMPHIDAE: ACESTRORHAMPHINAE), UM MODELO NO
ESTUDO DE ESPECIES CRIPTICAS

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Zoologia da Universidade
Federal de Minas Gerais como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Doutor em

Zoologia.

Orientadora: Profa. Karine Frehner Kavalco

Belo Horizonte

2025



043 Oliveira, Igor Henrique Rodrigues.
Enigma dos riachos mineiros: Psalidodon rivularis (Acestrorhamphidae:

Acestrorhamphinae), um modelo no estudo de espécies cripticas [manuscrito] /
Igor Henrique Rodrigues Oliveira. — 2025.
148 f.: il. ;29,5 cm.

Orientadora: Profa. Karine Frehner Kavalco.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pés-Graduagédo em Zoologia.

1. Zoologia. 2. Taxonomia. 3. Characidae. 4. DNA Satélite. |. Kavalco, Karine

Frehner. Il. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias
Biolodgicas. IlI. Titulo.

CDU: 591

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis — CRB: 6/2680




SEI/'UFMG - 4180272 - Folha de Aprovagio https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir ...

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Enigma dos riachos mineiros: Psalidodon rivularis (Acestrorhamphidae: Acestrorhamphinae), um
modelo no estudo de espécies criptica

IGOR HENRIQUE RODRIGUES OLIVEIRA

Esta tese foi apresentada em sessdo publica e submetida a avaliagdo em 29 de abril de 2025, sendo
aprovada pela Banca Examinadora composta pelos seguintes membros:

Profa. Dra. Caroline Garcia (Membro / UESB)

Prof. Dr. Gustavo Campos e Silva Kuhn (Membro / UFMG)

Prof. Dr. Jorge Abdala Dergam dos Santos (Membro / UFV)

Prof. Dr. Juan Marcos Mirande (Membro / Fundacién Miguel Lillo)

Profa. Dra. Karine Frehner Kavalco (Orientadora / UFV)

——
Seil ) Documento assinado eletronicamente por Gustavo Campos e Silva Kuhn, Professor(a), em
. @ 06/05/2025, as 09:06, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto

assinatura

eletronica n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

r—
Seil ) Documento assinado eletronicamente por Karine Frehner Kavalco, Usuario Externo, em
* @ 06/05/2025, as 16:07, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto

assinatura

eletronica n210.543, de 13 de novembro de 2020.

———y
Seil ) Documento assinado eletronicamente por caroline garcia, Usuaria Externa, em 07/05/2025, as
. @ 07:47, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n2 10.543, de

assinatura
eletronica 13 de novembro de 2020.

r—
Seil ) Documento assinado eletronicamente por Juan Marcos Mirande, Usuario Externo, em

LAl @ 18/06/2025, as 09:15, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto
eletrdnica n210.543, de 13 de novembro de 2020.

1of2 23/06/2025, 08:14



SEI/UFMG - 4180272 - Folha de Aprovagio https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir ...

Seil ) Documento assinado eletronicamente por Jorge Abdala Dergam dos Santos, Usuario Externo, em
. @ 18/06/2025, as 12:40, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto

assinatura

eletronica n210.543, de 13 de novembro de 2020.

; A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.ufmg.br/sei/
= controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o

codigo verificador 4180272 e o cddigo CRC 8AB29436.

Referéncia: Processo n2 23072.227597/2025-56 SEI n2 4180272

20f2 23/06/2025, 08:14



A minha avoé e madrinha Therezinha Aparecida
Rodrigues, com carinho e saudades.



AGRADECIMENTOS

Sem dudvidas, uma das principais e primeiras licdes que qualquer pessoa deve aprender
€ que as maiores conquistas que podemos obter sdo frutos ndo sé do nosso esforco e talento,
mas de todas as colaboragdes, amizades e parcerias que fizemos pelo caminho. E isso nao foi
diferente neste trabalho, que sem dividas € um marco muito importante na minha vida, e que

jamais teria sido o mesmo sem a ajuda, contribuic@o e apoio de diversas pessoas.

Em primeiro lugar, agradeco a minha familia, em especial minha mae e pai, Patricia
Maria Rodrigues Mathilde Oliveira e Mauro dos Santos Oliveira, meus irmaos, lan Henrique
Rodrigues Oliveira e Iuri Henrique Rodrigues Oliveira, e minha falecida avé Terezinha
Aparecida Rodrigues. Todo apoio, carinho e amor de vocés fez de mim o homem que sou hoje,
e jamais terei palavras para agradecer tudo que fizeram por mim. Estendo esses agradecimentos
com muito carinho a varios outros membros de minha familia, como minha avé Nairda dos
Santos, meus tios, tias, primos, primas e amigos em Embu-Guacu e em Sorocaba, além de
minha namorada Priscila Martins de Assis, e toda sua familia em Sdo Gotardo e Rio Paranaiba.
Todos vocés fazem com que essas cidades sejam um lar acolhedor e querido por mim, por isso

sou imensamente grato.

Gostaria também de fazer um agradecimento especial aos meus orientadores,
professores e amigos, Karine Frehner Kavalco e Rubens Pasa. Agradeco a vocés por todo apoio,
suporte e ensinamentos, por terem feito eu me apaixonar ainda mais pela ci€ncia e pela pesquisa,
e principalmente, por toda confiangca que depositaram em mim ao longo desses anos,
acreditando nas minhas ideias e investindo no meu trabalho. Espero poder retribuir de alguma

forma toda essa confianca e carinho.

Agradeco a todos os meus colegas e amigos do Laboratério de Genética Ecoldgica e
Evolutiva, tanto os que ainda estdo quanto os que j4 sairam, por todos os ensinamentos, parceria
e risadas que compartilhamos. Um agradecimento especial se faz necessdrio ao Iuri e ao Renan,
dois amigos no laboratério que estdo no doutorado a aproximadamente o mesmo tempo que eu.
Nesses ultimos anos foram incontdveis os momentos em que nos ajudamos, nos escutamos em
momentos dificeis e nos divertimos juntos. Outro agradecimento especial aos companheiros do
que eu chamo de “time satelitoma”, que sdo os ex-ICs, e agora com muito orgulho de minha
parte, mestrandos e bidlogos, Priscila, Rafael e Luiz, que além de grandes amigos me ajudaram

muito nas coletas, preparagdes e andlises, especialmente no capitulo 2 deste trabalho.



Agradeco também aos diversos outros amigos que possuo, que além de todo
companheirismo me ajudaram de diversas formas nesses ultimos anos, além de, claro, terem
me proporcionado diversas memorias felizes que sempre guardo com muito carinho. Joyce,
Giovanna, Jefferson, Winston, Lewi, Thamara, Natdlia, Erica, Snaydia, Dinaiza, Paulo, e varios

outros, eu sou muito grato a todos voces.

Diversos agradecimentos se fazem necessarios a pessoas que contribuiram diretamente
com minha pesquisa ou trabalhos académicos. Agradeco primeiramente aos professores
Fabiano Bezerra Menegidio e Caroline Garcia, pela parceria que nos rendeu diversos trabalhos
e artigos ao longo desses anos. Aos professores Fabiano Menegidio e Marta Svartman, por todas
as correcdes e consideracdes durante minha qualificacdo, e que contribuiram muito para o
desenvolvimento da minha pesquisa. E claro, um agradecimento aos professores que aceitaram
serem membros de minha banca, professores Gustavo Kuhn, Caroline Garcia, Juan Marcos
Mirande e Jorge Dergam, estou certo de que serdo imensas as contribuicdes de vocés a minha

pesquisa.

Além disso, preciso agradecer os professores Carlos Oliveira e Carla Pavanelli, pelo
envio das fotografias e anotagdes de Psalidodon rivularis e Hyphessobrycon santae que o
professor Carlos utilizou em sua tese de doutorado, a qual constitui importante referéncia para
meu trabalho, contribuindo diretamente com minha pesquisa. Ao professor Mauro Triques
agradeco a oportunidade de ter analisado, em seu laboratdrio, os exemplares da série tipo de
Astyanax turmalinensis. Ao professor Roberto Esser dos Reis, por ter sido solicito e ter me

enviado algumas fotografias de exemplares de Hyphessobrycon que estao no museu da PUCRS.

Por fim, agradeco a todo corpo docente com quem tive contato, na UFV e na UFMG,
por todos 0s ensinamentos, € aos técnicos, servidores e terceirizados dessas universidades por
toda sua ajuda em diversas questdes, como a servidora Dara da UFV, o secretdrio Eduardo da
UFMG, e claro, o motorista Célio da UFV, que nos acompanhou nas mais diversas expedicoes

que fizemos de leste a oeste do Alto rio Sao Francisco.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001.

A todos vocés, muito obrigado!



"Se hd uma coisa que a histéria da evolugdo nos ensinou, é que a vida
ndo pode ser contida. A vida se liberta, expande-se para novos
territorios e atravessa barreiras, de forma dolorosa, talvez até
perigosa... mas, bem... ai estd... a vida encontra um meio."

(Dr. Ian Malcolm - Jeff Goldblum, Jurassic Park, 1993)



RESUMO

Quando comparada a outras bacias hidrograficas, o nimero de espécies do género
Psalidodon na bacia do Alto rio Sao Francisco € consideravelmente baixo, com apenas trés
espécies formalmente descritas: Psalidodon fasciatus, Psalidodon rivularis e Psalidodon
pessalii. Duas problematicas justificam esse baixo numero, a primeira se deve ao género
Psalidodon ser ter sido reconsiderado vélido apenas em 2020 apds anos em desuso, com varias
espécies, principalmente dos géneros Astyanax e Hyphessobrycon, sendo transferidas a
Psalidodon. A segunda se deve ao fato de que tanto P. fasciatus quanto P. rivularis
correspondem a complexos de espécies. No caso de P. rivularis, sua formalizacdo como
complexo de espécies € recente, e € amparada por dados citogenéticos, moleculares e
morfolégicos. Neste trabalho, apresentamos dois capitulos, o primeiro deles usando uma
abordagem integrada de dados morfoldgicos, citogenéticos e gendmicos para esclarecer quantas
espécies existem no complexo P. rivularis no Alto rio Sdo Francisco. No segundo, apresentamos
um novo protocolo para montagem e comparagao in silico e in vitro de satelitomas, denominado
“SatFisher protocol”, e empregamos esse protocolo na quantificacio de diferentes satDNAs,
demonstrando sua aplicacdo como marcadores moleculares em espécies cripticas de Astyanax
e Psalidodon, e em especial, P. rivularis. Nossos resultados indicam que P. rivularis representa
um complexo de espécies com pelo menos cinco espécies distintas distribuidas ao longo do
Alto rio Sao Francisco, com vdrios casos de simpatria, e que uma dessas espécies
corresponderia a “Hyphessobrycon” santae, para a qual propomos a realocagdo para o género
Psalidodon como Psalidodon santae comb. nov. Além disso, nosso protocolo de montagem e
validacdo de satelitomas conseguiu, com sucesso, obter marcadores quantitativos para
diferenciar espécies dos complexos P. rivularis e P. fasciatus das bacias do Sdo Francisco e
Paranaiba, e entre os géneros Astyanax e Psalidodon. Nossos resultados indicam que a evolugao
e especiacao do complexo P. rivularis é fruto de varios processos evolutivos em conjunto, como
evolucdo cromossdmica, adaptacdo morfoldgica, processos biogeograficos complexos
envolvendo vicariancia, dispersdo e captura de cabeceiras, hibridismo com outras espécies e,
possivelmente, processos gendmicos ainda ndo compreendidos totalmente. Finalizamos
evidenciando a necessidade de conservacao dos pequenos afluentes do Alto Sao Francisco, uma
vez que estes representam ambientes complexos com uma rica biodiversidade taxondmica e

gendmica, e correspondem aos habitats preferenciais do grupo P. rivularis.

Palavras-chave: alto rio S@o Francisco; complexo de espécies; Hyphessobrycon santae;

satDNAs; taxonomia integrativa.



ABSTRACT

When compared to other river basins, the number of species of the genus Psalidodon in
the Upper Sao Francisco River basin is considerably low, with only three species formally
described: Psalidodon fasciatus, Psalidodon rivularis, and Psalidodon pessalii. Two problems
justify this low number. The first is due to the genus Psalidodon being reconsidered valid only
in 2020 after years of disuse, with several species, mainly from Astyanax and Hyphessobrycon,
being transferred to Psalidodon. The second is because P. fasciatus and P. rivularis correspond
to species complexes. In the case of P. rivularis, its formalization as a species complex is recent
and is supported by cytogenetic, molecular, and morphological data. In this work, we present
two chapters. The first uses an integrated approach of morphological, cytogenetic, and genomic
data to clarify how many species exist in the P. rivularis complex in the Upper Sao Francisco
River. In the second, we present a new protocol for assembly and comparison in silico and in
vitro of satellitomes, called “SatFisher protocol”, and we use this protocol in the quantification
of different satDNAs, demonstrating their application as molecular markers in cryptic species
of Astyanax and Psalidodon, and in particular, P. rivularis. Our results indicate that P. rivularis
represents a species complex with at least five distinct species distributed along the Upper Sao
Francisco River, with several cases of sympatry, and that one of these species corresponds to
“Hyphessobrycon” santae, which we propose to relocate to the genus Psalidodon as
Psalidodon santae comb. nov. Furthermore, our satellitome assembly and validation protocol
successfully obtained quantitative markers to differentiate P. rivularis and P. fasciatus
complexes species from the S@o Francisco and Paranaiba basins and between the genera
Astyanax and Psalidodon. Our results indicate that the evolution and speciation of the P.
rivularis complex are the result of several evolutionary processes together, such as
chromosomal evolution, morphological adaptation, complex biogeographic processes such as
vicariance, dispersion and headwaters captures, hybridism with other species, and, possibly,
genomic processes not yet fully understood. We conclude by highlighting the need to conserve
the small tributaries of the Upper Sao Francisco since they represent complex environments
with rich taxonomic and genomic biodiversity and correspond to the preferred habitats of the P.

rivularis group.

Keywords: upper Sdo Francisco river; species complex; Hyphessobrycon santae; satDNAsS;

integrative taxonomy.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Grupo de estudo

Dentre os mais diversos grupos de animais, o termo ‘“Pisces” foi designado para
abranger os organismos que conhecemos na nomenclatura vernacular como peixes, que sao
vertebrados aqudticos, de dgua doce ou salgada, que retém branquias e nadadeiras em sua fase
adulta, e abrangem mais de 37 mil espécies vélidas, o que corresponde a mais da metade das
espécies conhecidas de vertebrados (Nelson et al., 2016; Fricke et al., 2025a). Hoje, esse nome
nao € mais vélido na sistemdtica moderna, pois devido a ndo inclusdo dos Tetrapoda, o termo
acaba se referindo a um agrupamento parafilético, isto é, que inclui um ancestral comum, mas
nem todos os seus descendentes. Entretanto, a esmagadora maioria das espécies vivas de peixes
(cerca de 96%) pertencem ao grupo Teleostei, que, no inicio do Paleogeno, apresentou uma

rdpida e intensa diversificacdo (Benton et al., 1998; Nelson et al., 2016).

Considerando o numero de espécies, a familia Characidae, que engloba peixes
conhecidos como tetras, lambaris e piabas, estava entre as nove maiores familias de Teleostei
(Nelson et al., 2016). Entretanto, a taxonomia e sistematica da familia foi profundamente
impactada por estudos recentes. A primeira revisao, conduzida por Terdn et al. (2020), foi
focada no género nao monofilético Astyanax, um dos mais diversos e probleméticos até entdo
em Characidae (Mirande, 2019). Neste trabalho, utilizando dados moleculares e morfolégicos,
os autores retiraram vdrias espécies de Astyanax, as movendo para outros sete géneros
(Andromakhe, Deuterodon, Eretmobrycon, Jupiaba, Makunaima, Psalidodon e
Tetragonopterus). Dentre as espécies retiradas de Astyanax, destaco aqui aquelas que estavam
relacionadas aos dois complexos de espécies mais conhecidos do género: Astyanax fasciatus
(Justi, 1993) e Astyanax scabripinnis (Moreira-Filho & Bertollo, 1991), ambas movidas para o

género “ressuscitado” Psalidodon.

A segunda destas revisdes foi conduzida por Melo et al. (2024) e focou na familia
Characidae como um todo, sendo baseada inteiramente em dados gendmicos de Elementos
Ultraconservados (UCEs). Este trabalho impactou profundamente a taxonomia da familia, uma
vez que os autores propuseram a separacao de Characidae em quatro familias: Spintherobolidae,
Stevardiidae, Characidae e Acestrorhamphidae. Para o género Psalidodon, este trabalho
significou a inclusdao de novas espécies e sua realocacdo para a familia Acestrorhamphidae,

subfamilia Acestrorhamphinae (Melo et al., 2024). Hoje, Psalidodon conta com 56 espécies
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vélidas, sendo que destas, 46 vieram do género Astyanax, cinco do género Hyphessobrycon,

trés do género Hasemania e duas que ja foram descritas como Psalidodon (Fricke et al., 2025b).

O complexo de espécies “Astyanax” scabripinnis (nome valido: Psalidodon
scabripinnis) foi formalizado por Moreira-Filho & Bertollo (1991) com base em caracteres
morfoldgicos e citogenéticos em sete populacdes amostradas, de trés bacias hidrograficas (Tieté,
Paranapanema e Sao Francisco). Além de diferencas morfométricas interpopulacionais, os
autores identificaram trés nimeros diploides diferentes para estas populacdes: 2n=46, 2n=48 e
2n=50. Mais de uma década mais tarde, Bertaco & Lucena (2006) realizaram um compilado
das espécies que compunham o complexo “Astyanax” scabripinnis e definiram as

caracteristicas morfoldgicas tipicas do complexo:

“body deepest and heaviest in area proximal to middle of pectoral fins,
head heavy, snout short and abrupt by tapering, body depth smaller than 41%
of SL (mean 30-33% of SL), reduced number of branched anal-fin rays (13-
21, usually 17-18, rarely 22 or 23), presence of one or two humeral spots, and
a dark, midlateral, body stripe extending to the tip of the middle caudal-fin

rays.”
(Bertaco & Lucena, 2006)

Além de formalizar as caracteristicas diagndsticas, os autores também identificaram 15
espécies como pertencentes ao complexo “Astyanax” scabripinnis (Bertaco & Lucena, 2006).
Anos mais tarde, esse nimero chegou a 30 espécies (Ingenito & Duboc, 2014). Destas, 12 foram
transferidas para Psalidodon, enquanto Astyanax burgerai e Astyanax intermedius foram
transferidas para o género Deuterodon; Astyanax paris foi transferida para Andromakhe e
Astyanax pirapuan aparece no clado sem nome “Astyanax” lineatus. Portanto, estas espécies
ndo pertencem ao complexo P. scabripinnis em um senso filogenético (Teran et al., 2020; Melo
et al., 2024; Silva et al., 2025). Astyanax courensis, Astyanax epiagos, Astyanax guaricana,
Astyanax jenynsii, Astyanax jordanensis, Astyanax microschemos, Astyanax obscurus,
Astyanax pirabitira, Astyanax totae e Astyanax turmalinensis nao foram incluidas nas revisoes
citadas, logo seu status como Astyanax € incerto e muitas destas espécies podem ser

remanejadas ao género Psalidodon no futuro.

Dentre as primeiras espécies incluidas no complexo P. scabripinnis, a espécie
Psalidodon rivularis (Liitken, 1875), conhecida como “piaba-do-cérrego”, foi descrita por

Christian Frederik Liitken em sua monografia Velhas-Flodens Fiske (1875), como
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Tetragonopterus rivularis (Figura 1), a partir de um extenso material ictiolégico coletado por
Johannes Theodor Reinhardt no rio das Velhas (bacia hidrogréfica do rio Sao Francisco) entre
os anos de 1847 e 1854. Anos mais tarde, a espécie foi transferida para o género Astyanax como
uma subespécie de Astyanax scabripinnis (Eigenmann, 1910). Décadas mais tarde, o nome
Astyanax rivularis foi usado como espécie valida em pelo menos dois trabalhos (Casatti &
Castro, 1998; Lima et al., 2003), mas uma diagnose precisa em relacdo as demais espécies do
complexo Astyanax scabripinnis s6 foi fornecida por Bertaco & Lucena (2006). A transferéncia

para o género Psalidodon se deu ap0s a supracitada revisao de Teran et al. (2020).

Figura 1: Lectétipo de Tetragonopterus rivularis (Nome valido: Psalidodon rivularis) coletado por Johannes T.

Reinhardt, depositado no Museu de Histdria Natural da Dinamarca, Universidade de Copenhague.

Fonte: Museu de Histdria Natural da Dinamarca (https://collections.snm.ku.dk/en/object/NHMD1634879). Sob

licenca: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

E importante destacar trés pontos na obra de Liitken (1875) que evidenciam uma notével
variacdo morfoldgica nesta espécie: 1°- Liitken menciona que dentre os espécimes analisados,
alguns exemplares apresentavam linha lateral incompleta ou interrompida, mas muitas vezes
ndo havia concordancia dessa caracteristica nos dois lados do mesmo peixe, de maneira que
esta caracteristica ndo servia para diagnose de variantes ao nivel de espécie ou subespécie; 2°-
Liitken menciona também uma informagdo fornecida a ele por Reinhardt, de que
frequentemente os cardumes possuiam caracteristicas locais para cada riacho onde eram
coletados, geralmente relacionados a coloracdao ou a forma do corpo; 3°- Liitken forneceu em
sua obra uma prancha contendo ilustracdes de todas as 5 espécies, até entdo do género

Tetragonopterus, que identificou nas amostras de Reinhardt, com o detalhe de que enquanto
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todas as demais espécies receberam apenas uma ilustracdo, “7etragonopterus” rivularis recebeu
duas ilustracdes para, nas palavras do autor, ilustrar a variagdo na forma do corpo dentro da

espécie (Figura 2).

Figura 2: Prancha V da obra Velhas-Flodens Fiske (1875), Figuras 13 e 14 ilustram diferentes morfotipos de
“Tetragonopterus” rivularis. Figura 12: Tetragonopterus cuvieri (nome valido: Psalidodon fasciatus), Figura 15:
Tetragonopterus lacustris (nome valido: Astyanax lacustris), Figura 16: Tetragonopterus gracilis (nome valido:

Hemigrammus gracilis) e Figura 17: Tetragonopterus nanus (nome valido: Hasenamia nana).

Fonte: Liitken (1875) em Alves, C. B. M. & Pompeu, P. S. (Eds.), Peixes do rio das Velhas: Passado e presente.

Passados quase 150 anos da obra de Liitken (1875), a variac¢do intraespecifica em P.
rivularis foi extrapolada a diversos campos de estudo, e diividas se as variedades morfologicas,
ecologicas e genéticas correspondem a mesma espécie comecgaram a surgir. O primeiro destes
trabalhos foi conduzido por Eigenmann (1907), onde, com base em dois individuos de um lote
contendo quatro sintipos de “Tetragonopterus” rivularis (USNM 44960), o autor descreveu a
espécie Hemigrammus santae, depois transferida pelo mesmo autor para o género

Hyphessobrycon (Eigenmann, 1910). A principal razao pela qual parece que o autor chegou a
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esta conclusao € que estes dois espécimes apresentavam linha lateral incompleta, caracteristica
tipica dos géneros Hemigrammus e Hyphessobrycon, enquanto os dois espécimes restantes do
lote USNM 44960, que possuem linha lateral completa, foram mantidos como “T.” rivularis.
Esse argumento, no entanto, ndo leva em consideracdo o alerta de Liitken (1875) de que a
completude da linha lateral ndo seria uma caracteristica confidvel na diagnose de variedades
taxondmicas nessa espécie. Eigenmann (1907) também mencionou, sem especificar, diferencas

na coloragdo e propor¢des corporais entre a nova espécie e seus pares.

A similaridade de H. santae com varios tipos de P. rivularis, aliada a falta de uma
diagnose precisa entre estas espécies, motivou Oliveira (2017) a propor em sua tese de
doutorado que tanto H. santae quanto A. turmalinensis deveriam ser considerados sindnimos
juniores de P. rivularis. A. turmalinensis, cuja sinonimia também foi proposta, pertence ao
complexo “Astyanax” scabripinnis (Ingenito & Duboc, 2014), tendo sido descrita no rio
Jequitinhonha, e é simpatrica a P. rivularis no Parque Nacional Serra do Cip6 (Triques et al.,
2003; Triques & Queiroz, 2010). Vale destacar que ambas as espécies nao foram utilizadas nas
revisdes recentes que transferiram vdrias espécies de Astyanax e Hyphessobrycon para
Psalidodon, e que a andlise dos tipos de ambas mostra que sdo muito semelhantes a figura 14

de “T.” rivularis de Liitken (1875).

A variabilidade morfolégica de P. rivularis também foi avaliada em trabalhos utilizando
atributos ecomorfoldgicos (Souza et al., 2014), desenvolvimento reprodutivo (Quirino et al.,
2021), morfometria tradicional (Pasa et al., 2019) e morfometria geométrica (Rodrigues-
Oliveira et al., 2023), e em todos estes trabalhos diferencas populacionais foram observadas,
sendo relacionadas a possiveis novas espécies ou a adaptagdes locais a pressdes ambientais,

como velocidade da dgua, tipo de substrato e tipo de vegetagdo ripdria.

Além da variabilidade morfoldgica, diferentes trabalhos também té€m apontado
variabilidade genética ao nivel cromossdmico e gendmico em P. rivularis. Embora tenham sido
referenciadas como “Astyanax” scabripinnis, as populacdes amostradas no rio Sdo Francisco
no trabalho de Moreira-Filho & Bertollo (1991) provavelmente correspondem a P. rivularis, e
enquanto duas delas apresentaram 2n=50 cromossomos uma terceira apresentou 2n=46
cromossomos. Essas populacdes variam niao apenas no nimero cromossomico, mas também
nos padrdes de diversos marcadores citogenéticos, tanto cldssicos quanto moleculares, como
sitios de heterocromatina constitutiva, rDNAs ¢ DNAs satélites (Moreira-Filho & Bertollo,

1991; Mantovani et al., 2005; Abel et al., 2006; Peres et al., 2008).
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Populacdes ja identificadas como P rivularis contendo estes dois ndmeros
cromossdmicos também foram mencionadas em trabalhos posteriores (Oliveira, 2021; Pasa et
al., 2021), com o acréscimo de variagdes na férmula cariotipica entre populagdes com o mesmo
nimero cromossdmico, presenga de cromossomos Bs em certas populacdes e distancias
genéticas elevadas entre duas amostras de 2n=46 e 2n=50 de diferentes trechos do mesmo rio,
sendo compardaveis a distancia genética de espécies-irmas proximas encontradas em diferentes
bacias hidrograficas. Esse conjunto de informacdes levou Oliveira (2021) a propor que P.

rivularis, por si s0, corresponde a um complexo de espécies.

1.2 Ecologia e distribui¢ao geografica de P. rivularis

O nome popular “piaba-do-cérrego” faz jus diretamente ao habitat no qual podemos
encontrar a espécie, sendo um organismo tipico de pequenos corpos d’dgua, em especial
pequenos riachos que podem estar associados tanto a lagoas como a rios, como € o caso da
Lagoa Santa e o rio das Velhas na localidade tipo (Liitken, 1875). A espécie possui hadbitos
nectonicos e diurnos, com alimentacdo onivora, se alimentando principalmente de itens
carregados pela coluna d’dgua, como insetos aquaticos, larvas de insetos terrestres, algas e

plantas (Casatti & Castro, 1998; Vieira et al., 2015).

Hoje assume-se como distribui¢io geografica valida para P. rivularis a bacia do rio Sao
Francisco (Vieira et al., 2015; Pasa et al., 2019). A bacia hidrogréfica do rio Sao Francisco é
dividida em quatro mesorregides hidrograficas (Figura 3), e a maior parte dos registros de P.
rivularis ocorrem principalmente no Alto rio Sdo Francisco, com alguns poucos registros no
Médio rio Sao Francisco (Rodrigues-Oliveira et al., 2023; Pavanelli et al., 2024). Alguns
registros em outras bacias limitrofes podem ser visualizados no GBIF (GBIF Secretariat, 2023),
embora estes possam ser confusdes com espécies proximas. A exemplo, na bacia do rio
Paranaiba, a oeste da bacia do Alto rio Sao Francisco, temos Psalidodon paranae e Psalidodon
rioparanaibanus (de Mesquita Alves et al., 2020), e nas bacias costeiras a leste do Alto rio Sao

Francisco temos Psalidodon scabripinnis e Astyanax turmalinensis (Oliveira, 2017).

Apesar da espécie estar na categoria de risco de extingdo menos preocupante (LC) na
plataforma Salve do ICMBio (Pavanelli et al., 2024), o Alto rio Sao Francisco, onde a maior
parte de seus registros se encontram, ¢ uma regido severamente impactada por atividades
antrépicas. Uma das principais ameacgas a ictiofauna € a constru¢do de barragens, que sdo

responsdveis por diminuir a incidéncia natural de enchentes naturais na regido, importantes no
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carreamento de nutrientes, sedimentos, matéria organica, fauna e flora (Junk et al., 1989; de
Andrade e Santos et al., 2012). Dentre as piores consequéncias da constru¢ao de barragens na
regido, podemos citar o rompimento de uma barragem de rejeitos da mineradora VALE S.A.
em Brumadinho (MG), responsavel pela contaminacdo do rio Paraopeba (Pereira et al., 2019).
Além dos impactos gerados pela constru¢do de barragens, podemos citar também os impactos
gerados pelo descarte de residuos de origem doméstica, industrial, minerarios e agricolas nos
corpos d’agua na regiao (Godinho, 2003).

Figura 3: Mapa com as mesorregides hidrograficas brasileiras destacando as mesorregides que compdem a bacia

hidrografica do rio Sao Francisco.

Mesorregides Hidrograficas brasileiras

Baixo rio Sdo Francisco
Submédio rio Sdo Francisco
Médio rio S&o Francisco
Alto rio S&o Francisco

Limites das MesorregiGes Hidrograficas

Fonte: Shapefiles disponiveis em: https://www.ibge.gov.br/geociencias/informacoes-ambientais/estudos-

ambientais/31653-bacias-e-divisoes-hidrograficas-do-brasil.html?=&t=acesso-ao-produto.

1.3 Ferramentas para o estudo do Complexos de Espécies P. rivularis

No primeiro capitulo desta Tese, buscaremos entender até que ponto um complexo de
espécies como P. rivularis representa uma espécie polimorfica (do ponto de vista morfolédgico,
ecoldgico e/ou citogenético) ou diferentes espécies cripticas e/ou semi-cripticas. A importancia,
e a dificuldade, em trabalhar com essa problematica ocorre porque complexos de espécies

podem ser constituidos de varias espécies geneticamente isoladas, mas monomorficas em varios
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caracteres fenotipicos, e ainda mais dificil quando ocorre simpatria destas espécies com
potencial de intercruzamento (Grube & Kroken, 2001; Bickford et al., 2007), sendo este o caso

do complexo P. rivularis.

Neste aspecto, o uso de técnicas de sequenciamento de DNA tem sido de grande
contribui¢cdo na delimitacdo de espécies cripticas (Bickford et al., 2007). Entretanto, embora
dados utilizando apenas um lécus, como genes mitocondriais ou rDNAs, tenham sido muito
usados para este proposito, eles podem falhar em diferenciar espécies recentemente divergentes
devido a diferencas no tempo de coalescéncia do gene e da especiacdo. Nesse sentido, a
delimitacdo em espécies dentro de complexos de espécies deve, sempre que possivel, utilizar
dados multilocus e buscar congruéncia com dados fenotipicos e biogeograficos (Grube &

Kroken, 2001).

Aplicar esses pressupostos a problematica do complexo P. rivularis demanda ndo apenas
reconstruir hipdteses filogenéticas robustas e baseadas em véarios loci, mas também buscar a
correspondéncia entre os agrupamentos filogenéticos e os diferentes morfotipos (ex: os
morfotipos desenhados por Liitken) e citétipos (2n=46 e 2n=50) existentes no grupo (Oliveira,
2021). Com o advento do Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) a obtencdo de dados
multilocus para inferéncia filogenética pode ser feita de maneira mais eficiente em termos de
tempo e custo (McCormack et al., 2013). O sequenciamento NGS fornece dados o suficiente
para realizacdo de filogenias utilizando tanto o genoma mitocondrial quanto sequéncias
ortélogas do genoma nuclear, permitindo a reconstrucao filogenética destas diferentes fontes e,
através de sua comparacao, rastreamento de eventos bioldgicos complexos, como hibridismo e

introgressdo (De R¢ et al., 2017; Zadra et al., 2021).

Para tracar limites fenotipicos entre espécies cripticas de P. rivularis devemos levar em
consideragao caracteristicas que se demonstram uteis na diagnose de espécies de Psalidodon, e
principalmente, do complexo P. scabripinnis. Dentre essas caracteristicas, podemos citar:
nimero de escamas perfuradas ao longo da linha lateral, nimero de estrias sulcadas nas escamas,
forma e evidéncia da faixa lateral e mancha umeral, nimero de raios ramificados na nadadeira
anal, nimero de manchas umerais, o padrao de cromat6foros na regiao anterior do corpo abaixo
da linha lateral, presenca/auséncia de ganchos nas nadadeiras dos machos adultos e diferencas
no nimero e morfologia dos cromossomos (Liitken, 1875; Bertaco & Malabarba, 2001; Bertaco

& Lucena, 2006; Ingenito & Duboc, 2014; Oliveira, 2017; Oliveira, 2021).
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Medidas morfométricas também tém se mostrado como grande aliadas na diagnose de
espécies do complexo P. scabripinnis (Bertaco & Malabarba, 2001; Bertaco & Lucena, 2006;
Bertaco et al., 2010; Oliveira et al., 2013; Ingenito & Duboc, 2014). Em geral, enquanto as
contagens para as caracteristicas meristicas seguem o trabalho de Fink & Weitzman (1974) as
medidas morfométricas seguem Menezes & Weitzman (1990) e consistem em expressar
medidas lineares do corpo dos peixes (ex: altura do corpo) em % do comprimento padrdo,
medido da ponta do focinho até o fim do pedinculo caudal, ou no caso de medidas cranianas

(ex: didmetro da 6rbita) em % do comprimento da cabeca.

1.4 DNAs satélites como marcadores moleculares

A maior parte do genoma eucarioto € formado por elementos repetitivos, que podem
estar organizados em tandem ou dispersos pelo genoma (Lépez-Flores & Garrido-Ramos, 2012).
Pertencentes ao grupo de elementos repetitivos em fandem, DNAs satélites (ou simplesmente,
satDNAs) sdo conhecidos por formar longas matrizes de repeticdo que podem chegar até
megabases (milhdes de bases) de comprimento (Novdk et al., 2017). Originalmente este tipo de
sequéncia era obtida a partir do isolamento e fracionamento do DNA por centrifugacdo em
gradiente de densidade de alta velocidade, levando a formacao de bandas separadas devido a
sua abundancia e diferenca no contetido de bases do resto do DNA (Kit, 1961). Hoje, no
contexto das técnicas de NGS, ferramentas elaboradas de bioinformatica foram construidas
permitindo uma caracterizacdo mais eficiente de sequéncias de satDNAs, como o Tandem
repeats finder (Benson, 1999), RepeatExplorer (Novak et al., 2013) e TAREAN (Novék et al.,
2017).

Alguns aspectos da natureza dos satDNAs tornam esse tipo de sequéncia relevante no
estudo de complexos de espécies e espécies cripticas. Primeiro, os mondmeros dos satDNAs
possuem, normalmente, mais de uma centena de pares de bases e sdo altamente
homogeneizados ao longo das repeti¢des (Macas et al., 2002), processo que conhecemos como
evolucdo concertada ou evolugdo em concerto. Segundo, os satDNAs podem ser organizados
em familias, ou mesmo superfamilias, de acordo com suas caracteristicas moleculares, como
tamanho do mondmero, variagdes na sequéncia de nucleotideos, abundancia e localiza¢do no
genoma (Garrido-Ramos, 2017; Satovié-Vuksi¢ & Plohl, 2023). Por fim, podem haver centenas
de familias de satDNAs diferentes em um genoma eucarioto, cada uma com suas proprias

dinamicas evolutivas, o conjunto destas familias é denominado ‘“‘satelitoma” e tendem a ser
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compartilhadas entre espécies proximas, com diferengas principalmente quantitativas devido a

mecanismos estocésticos da evolu¢do em concerto (Ruiz-Ruano et al., 2016).

Considerando o exposto acima, no segundo capitulo desta tese apresento um protocolo
que desenvolvemos para a montagem, anotacdo e prospec¢do de sequéncias de satDNAs com
potencial de marcadores moleculares taxondmicos ou citotaxondmicos. Embora o foco
principal das andlises seja o complexo P. rivularis, nossos dados nos permitiram trazer
contribuicdes no estudo de outras espécies cripticas e populacdes problematicas dos géneros
Psalidodon e Astyanax em Minas Gerais: Psalidodon fasciatus, cujas populagdes do Sao
Francisco e Parand foram apontadas em diferentes estudos como espécies cripticas (Pazza et al.,
2017; Gavazzoni et al., 2023), Psalidodon rioparanaibanus e Psalidodon paranae, espécies
irmas na bacia do Alto rio Parand (de Mesquita Alves et al., 2020); e Astyanax lacustris e
“Astyanax altiparanae”, tixons que atualmente sao sinonimos (Lucena & Soares, 2016), mas

cuja sinonimia foi contestada por diferentes estudos (Cunha et al., 2019; Gavazzoni et al., 2024).

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo Geral

Nosso objetivo principal € a identificacao e delimitacdo das diferentes espécies cripticas
dentro do complexo P. rivularis e o estabelecimento de marcadores moleculares e diagnoses,
ndo apenas para as espécies cripticas deste grupo, mas também espécies filogeneticamente

relacionadas, com ocorréncia em Minas Gerais.

1.5.2 Objetivos Especificos

1- Identificar quantas espécies cripticas de P. rivularis existem, pelo menos, na bacia do Alto

rio Sao Francisco.

2- Compreender se existe correspondéncia entre os diferentes citétipos, morfotipos e linhagens

genéticas do grupo P. rivularis.

3- Identificar marcadores gendmicos ou caracteristicas morfolégicas que possam ser usadas na

diagnose dentro grupo e para espécies aparentadas na mesma regido geogréfica.

4- Esclarecer as relagdes taxondmicas, filogenéticas e evolutivas do grupo.
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2 CAPITULO 1-DESVENDANDO UM ENIGMA DE 150 ANOS, Psalidodon
rivularis (ACESTRORHAMPHIDAE: ACESTRORHAMPINAE) UM COMPLEXO
DE ESPECIES OU UMA ESPECIE POLIMORFICA?

Igor Henrique Rodrigues-Oliveira, Iuri Batista da Silva, Renan Rodrigues Rocha,
Priscila Martins de Assis, Luiz Guilherme Pereira Pimentel, Rafael Augusto Silva

Soares, Fabiano Bezerra Menegidio, Rubens Pasa e Karine Frehner Kavalco
Resumo

Dentre os peixes da Bacia do rio Sao Francisco, Psalidodon rivularis, conhecido como
“piaba do corrego”, tem sido considerado um complexo de espécies amplamente distribuido
nesta regido, com notavel variabilidade morfoldgica e citogenética, mesmo em condi¢des de
simpatria. Outras duas espécies relacionadas e simpatricas sdo Hyphessobrycon santae descrita
a partir de dois sintipos de P. rivularis, e Astyanax turmalinensis, descrita em afluentes do rio
Jequitinhonha e posteriormente coletada nas bacias do rio Doce e Sdao Francisco. Ambas ndo
foram incluidas em revisdes recentes que transferiram vdrias espécies destes géneros para
Psalidodon. Este trabalho busca entender se P. rivularis corresponde a uma espécie polimoérfica
ou diferentes espécies cripticas e/ou semicripticas. Para tal, analisamos caracteristicas
meristicas, morfométricas e cariotipicas de um total de 398 espécimes de P. rivularis, A.
turmalinensis e H. santae; além disso, inferimos a filogenia do grupo a partir de dados de NGS
de 25 amostras do grupo, incluindo outgroups, utilizando tanto genes do genoma mitocondrial
quanto sequéncias ortélogas do genoma nuclear. Nossas andlises integrativas demonstram a
existéncia de pelo menos cinco espécies diferentes no complexo P. rivularis. Propomos como
P. rivularis sensu stricto apenas os exemplares mais aparentados ao lectétipo de P. rivularis, ao
qual chamaremos de morfotipo 1, cujos individuos cariotipados possuem 2n=46 cromossomos.
As outras espécies seriam: Psalidodon santae comb. nov. (morfotipo 2), que corresponde aos
exemplares do leste do rio Sdo Francisco mais aparentados aos sintipos de H. santae e a série
tipo de A. turmalinensis, e outras trés possiveis espécies novas com diferencas em sua

morfologia e distribuicao (morfotipos 2, 3 e 4), todas com 2n=50 cromossomos.

Palavras chaves: citétipos, espécies cripticas, filogendmica, morfometria, morfotipos.
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2.1 Introdugdo

O género Psalidodon Eigenmann, 1911 é um antigo género proposto por Eigenmann
para abrigar uma unica espécie: Psalidodon gymnodontus (Eigenmann, 1911). Com a
transferéncia de P. gymnodontus para o género Astyanax (Pavanelli & Oliveira, 2009), o género
caiu em desuso, até ser “ressuscitado” por Teran et al. (2020) com uma diagnose expandida e
diversas espécies incluidas. Hoje o género conta com 56 espécies, a maioria vinda do género
Astyanax Baird & Girard, 1854 (46 spp.) seguida pelo género Hyphessobrycon Durbin, 1908 (5
spp.). Com a inclusd@o de diversos complexos de espécies ao género, como “Astyanax”
scabripinnis (Moreira-Filho & Bertollo, 1991), € esperado que o nimero de espécies aumente

nos proximos anos.

Dentre as adi¢des de Teran et al. (2020) ao género Psalidodon, esta a espécie Psalidodon
rivularis Liitken, 1875 (descrita como “Tetragonopterus” rivularis). Essa pequena piaba é
considerada endémica da bacia do rio Sdo Francisco e recentemente foi reconhecida como um
complexo de espécies, com base em dados morfolégicos, citogenéticos e genOmicos,
apresentando inclusive diferencas no nimero cromossdmico, com cit6tipos de 2n=46 e 2n=50
cromossomos (Oliveira, 2021). A variacdo morfolégica da espécie foi notada desde sua
descricdo, uma vez que Liitken (1875) mencionou uma informagao dada a ele por Reinhardt,
coletor dos espécimes, de que os cardumes de P. rivularis frequentemente possuiam
caracteristicas locais diferentes, associadas a colora¢do ou forma do corpo, e forneceu duas
ilustragdes com o intuito de registrar essa variacdo morfoldgica na espécie, que denominaremos
aqui morfotipo 1 (prancha V: Fig. 13 da obra original) e morfotipo 2 (prancha V: Fig. 14 da

obra original).

Outra fonte de variacdo morfoldgica mencionada por Liitken (1875) € a completude da
linha lateral na espécie, que pode ser completa, incompleta ou interrompida. Entretanto, o
mesmo autor alertou que esta ndo deveria ser considerada uma caracteristica valida na diagnose
de variantes ao nivel de espécie ou subespécie, uma vez que esta caracteristica pode variar até
mesmo entre os dois lados de um mesmo individuo. Tal fato nao foi levado em consideragao
por Eigenmann (1907) quem, ao analisar um lote contendo quatro tipos de “T.” rivularis, dois
com linha lateral completa e dois com linha lateral incompleta, nomeou uma nova espécie para
a variedade com linha lateral incompleta: Hemigrammus santae (mais tarde: Hyphessobrycon
santae, Eigenmann, 1910). O autor também mencionou, sem especificar, diferencas em relagdao
a forma e coloragdo do corpo. Ao analisar os tipos de H. santae de Eigenmann (1907) € possivel

notar sua semelhanca com o morfotipo 2 de P. rivularis, caindo no hipodigma desta espécie.
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Uma terceira espécie que entra no hipodigma P. rivularis € Astyanax turmalinensis
Triques, Vono e Caiafa, 2003. Esta espécie foi descrita inicialmente para a bacia do rio
Jequitinhonha, sem grandes comparagdes com P. rivularis (Triques et al., 2003), sendo,
posteriormente, registrada nos rios Doce e rio das Velhas, no Parque Nacional Serra do Cip6,
onde ocorre simpatrica a P. rivularis (Triques & Queiroz, 2010). Triques e Queiroz (2010)
forneceram uma diagnose entre A. turmalinensis e P. rivularis utilizando quatro caracteristicas
morfoldgicas, entretanto, ao que parece, esta leva em consideragdo principalmente o morfotipo
1 de P. rivularis, enquanto, assim como H. santae, A. turmalinensis é mais aparentado ao

morfotipo 2 de P. rivularis.

Delimitar espécies em complexos de espécies utilizando apenas caracteres morfolégicos
pode ser dificil, se ndo invidvel, devido a varios fatores inerentes a complexo de espécies, como
serem monomorficos em caracteres fenotipicos e com potencial de ocorréncia em simpatria e
intercruzamento (Grube & Kroken, 2001). No caso de peixes associados ao antigo complexo P.
scabripinnis, podemos citar também a auséncia de intervalos discretos em dados meristicos e
morfométricos (Silva et al., 2025). Além disso, caracteristicas morfolégicas podem ser
altamente homoplésticas, com diversos caracteres que evoluiram multiplas vezes nos peixes
associados a familia “Characidae” (sensu lato), como € o caso da incompletude da linha lateral
e perda da nadadeira adiposa, normalmente associados com eventos de miniaturizag¢ao, além de

outras caracteristicas (Mirande, 2010).

Neste contexto, uma abordagem integrada que inclui dados fenotipicos e moleculares,
especialmente com multiplos loci, deve ser encorajada (Grube & Kroken, 2001). Abordagens
integrativas utilizando multiplas fontes de dados, como DNA barcode, citogenética,
morfometria e morfologia, foram empregadas com sucesso em estudos recentes na delimitagao
de espécies em grupos problematicos como Astyanax lacustris e espécies do complexo P.

scabripinnis do Rio Grande do Sul, Brasil (Gavazzoni et al., 2024; Silva et al., 2025).

Neste trabalho nosso objetivo foi esclarecer se a variagdo morfoldgica e cariotipica em
P. rivularis sensu lato é correspondente a uma espécie altamente polimérfica ou a diferentes
espécies cripticas e semicripticas simpatricas na bacia do Alto rio Sao Francisco. Definimos
aqui P. rivularis sensu lato como todos os exemplares que se enquadram morfologicamente no
hipodigma da espécie considerando sua descricdo original (Liitken, 1875), que por
consequéncia, abrange espécimes atribuidos a H. santae e A. turmalinensis (Oliveira, 2017).

Para responder esse questionamento utilizamos uma abordagem integrada com diferentes dados
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fenotipicos (cariotipo, morfologia e morfometria) e gendmicos (mtDNA e diferentes loci

ortdlogos obtidos a partir de dados de NGS de short reads).

2.2 Materiais € Métodos
2.2.1 Amostragem

Para este trabalho, nds analisamos um total de 452 espécimes, sendo 398
correspondentes ao P. rivularis sensu lato. Os espécimes analisados provém de 26 pontos de
coleta diferentes, a maioria (22 locais) na mesorregiao hidrografica do Alto rio Sao Francisco
(Figura 1). Desta amostragem, dados morfoldgicos, moleculares e cariotipicos foram obtidos a
partir de 260 espécimes de lambaris, coletados especificamente para este trabalho, entre os anos
de 2021 e 2024; e 162 espécimes obtidos a partir de exemplares previamente depositados na
Colecao de Ictioldgica do Laboratorio de Genética Ecologica e Evolutiva, da Universidade
Federal de Vigosa — Campus Rio Paranaiba (LaGEEvo UFV CRP), coletados entre 2008 ¢ 2024,
cujos tecidos e suspensdes celulares se encontram no banco de amostras de Tecidos e

Suspensodes o mesmo laboratorio.

Espécies
Astyanax lacustris /. Psalidodon rioparanaibanus
() "Astyanax turmalinensis” - Tipos v Psalidodon rivularis

| "Astyanax turmalinensis”-rio Doce @ Psalidodon santae comb. nov.
Y Liitken's "Tetragonopterus”- Tipos @ Psalidodon aff. santae m2

@ Psalidodon fasciatus .~ Psalidodon aff. rivularis m3

=+ Psalidodon aff. paranae @ Psalidodon aff. santae mé

Rios e afluentes amostrados Mesorregides
ERio Paranaiba  EEEMIRio Abaeté [ Médio Sdo Francisco
N Rio Doce Rio Indaid [ Alto S&o Francisco
—R!o Jequutmhonha-R!o Bgrrachud_o [ Jequitinhonha

Rio Paracatu I Rio S3o Francisco b
B Rio das Velhas ~ EEEMoutros Rios oce .,
[ Paranaiba

Figura 1: Mapa da regido de estudo, evidenciando os pontos de amostragem utilizados neste trabalho para P
rivularis “sensu lato” e material comparativo. Dois pontos de coleta sobrepostos no Parque Nacional Serra do Cip6
estdo ocultos. A amostra de “Astyanax turmalinensis” do rio Doce ndo foi usada no presente estudo, mas foi

incluida no mapa para demonstrar a presenca do grupo P. rivularis “sensu lato” na bacia do rio Doce
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Analisamos pessoalmente dados morfolégicos e morfométricos de 20 exemplares da
série tipo de A. turmalinensis (holétipo + 19 paratipos) depositados na colecado ictiolégica do
Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Minas Gerais (DZUFMG). Incluimos
nas andlises fotografias de alta resolugdo e ct Scan do lectétipo de “T.” rivularis, e de sintipos
de Tetragonopterus lacustris Liitken, 1875 (nome valido: Astyanax lacustris) e Tetragonopterus
cuvieri Liitken, 1875 (nome valido: Psalidodon fasciatus Cuvier, 1819), disponibilizados no
site das colecdoes biolégicas do Museu de Histéria Natural da Dinamarca

(https://collections.snm.ku.dk/en). Por fim, analisamos também fotografias e anotagdes

generosamente nos fornecidas pelo professor Carlos Alexandre Miranda Oliveira, de espécimes
que incluem os sintipos de H. santae e paralectotipos de P. rivularis por ele analisados em sua
Tese (Oliveira, 2017). Informacdes detalhadas a respeito dos lotes analisados nesse trabalho

podem ser encontradas no material suplementar S1.

2.2.2 Coleta e obtencao dos tecidos e suspensoes celulares

Para esse trabalho, realizamos coletas em 15 locais ao redor da mesorregiao hidrografica
do Alto rio Sdao Francisco, realizadas mediante a licencas emitidas pelo SISBIO (Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade, nimero de licenca 25634-9) atribuidas a Karine
Frehner Kavalco. Coletamos os espécimes principalmente pelo método passivo, utilizando
armadilhas do tipo covo de 80 cm de diametro. Como iscas utilizamos pequenos cubos de 3
cm? de carne vermelha misturada com farinha de trigo em flocos ou pao moido.
Alternativamente, em alguns locais foi utilizada pesca ativa, com auxilio de tarrafas, peneiras

e pucés, ou rede de espera com malha de 15 mm.

Apés a coleta, os animais foram transportados em baldes contendo 4gua limpa e
munidos de aeradores at¢ 0 LaGEEvo UFV CRP, onde foram eutanasiados para extragdao dos
tecidos e suspensoes celulares e posteriormente fixados para depdsito na cole¢do ictioldgica. A
Unica excecao foram os exemplares coletados no Parque Nacional Serra do Cipd, que foram
eutanasiados e processados nas dependéncias do parque. Os espécimes transportados até o
LaGEEvo UFV CRP ficaram em aquérios de 25 L, contendo filtros de 4agua, aeradores e

termostatos regulados a 27° C, onde ficaram acondicionados até o dia da eutandsia.

Os espécimes foram eutanasiados em Eugenol 1%, seguindo as diretrizes da Resolucao
Normativa N° 37 do Conselho Nacional de Controle e Experimenta¢do Animal, do Ministério

de Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicacdes (CONCEA - MCTI). Todos os
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experimentos com animais vivos realizados neste trabalho foram conduzidos mediante
aprovacdo do projeto submetido a Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal de Vicosa (CEUA-UFV) (protocolo: 23/2023).

Depois das coletas de exemplares, retiramos os tecidos do coragdo e figados e os
armazenamos em eppendorfs de 1,5 ml com dlcool PA para posterior extracio de DNA. Para
obtencdo de suspensdes celulares, retiramos os tecidos do bago, rim anterior e rim posterior, €
utilizamos um protocolo adaptado de Bertollo (1978), que pode ser encontrado no material

suplementar S2.

2.2.3 Obtencgdo de caridtipos, extracdo de DNA e andlises gendmicas

Para visualizar cromossomos metafdsicos, pingamos as suspensdes celulares em
laminas de vidro e prosseguimos com a coloragdo utilizando Giemsa 10% diluida em tampao
fosfato (PH 6,8). Caracterizamos a morfologia dos cromossomos de acordo com a razao entre
os comprimentos dos bracos longos e curtos seguindo as medidas propostas por Levan et al.

(1964).

Nos estudos gendmicos, nés realizamos a extragdo de DNA de 13 espécimes de P.
rivularis sensu lato coletados em diferentes pontos do Alto rio Sao Francisco (12) e Médio rio
Sao Francisco (1) e de um espécime de Psalidodon aff. paranae coletado na bacia do rio
Paranaiba. Os individuos de P. rivularis sensu lato amostrados provém de oito localidades
distintas no Alto e Médio rio Sao Francisco, cobrindo afluentes de seis grandes rios (Abaeté,
Borrachudo, Indaid, Paracatu, Sao Francisco e das Velhas), e abrangendo todos os morfotipos
identificados neste trabalho, com a maioria dos espécimes (11) tendo sido previamente

cariotipados.

Para a obten¢do do DNA a ser sequenciado, nds elaboramos um protocolo adaptado
utilizando o kit Quick-DNA/RNA Viral Magbead da Zymo e o extrator automatizado Loccus
extracta 32. O protocolo utilizado estd descrito no material suplementar S3. Apds a extragao,
nds verificamos a integridade do DNA em gel de Agarose 1% e a pureza do mesmo em
Nanodrop. As amostras foram sequenciadas em plataforma Element Bioscience Aviti System
(Department of Biosystems Science and Engineering, ETH Zurich, Basel, Switzerland) onde

foram geradas bibliotecas de 2x150 para cada amostra com até 5 Gb de dados.
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Para as reconstrucdes filogenéticas, consideramos duas fontes de dados: genoma
mitocondrial (mtDNA ou mitogenoma) e genes ortélogos de peixes (dados de treinamento:
Danio rerio) preditos pela ferramenta Augustus v.3.4.0 (Keller et al., 2011). Para realizar as
montagens, anotagdes, alinhamentos e filogenias, utilizamos a plataforma Galaxy Europe (The
Galaxy Community, 2022). Em adicao as 14 bibliotecas que sequenciamos, nds incorporamos
em nossas andlises mais 11 amostras. Tais amostras incluem oito genomas mitocondriais
previamente montados e anotados (Astyanax aeneus, Astyanax altiparanae, Astyanax lacustris,
Astyanax mexicanus, Psalidodon fasciatus, Psalidodon rioparanaibanus e duas amostras de P.
rivularis) do trabalho de Pasa et al. (2021), o genoma mitocondrial de Psalidodon paranae
(Silvaetal., 2016), e dois genomas mitocondriais que montamos a partir de bibliotecas do NCBI

SRA (Psalidodon scabripinnis: SRR9985989 e Psalidodon correntinus: SRR11147340).

N6s montamos os mitogenomas utilizando o software NOVOplasty v.4.3.1
(Dierckxsens et al., 2017), exceto para uma amostra (P. rivularis do cérrego Crico, sub-bacia
do rio Paracatu) para a qual utilizamos o software GetOrganelle v.1.7.7.1 (Jin et al., 2020). Os
valores de K-mer e sementes utilizadas podem ser encontrados na Tabela 1. Os genomas
mitocondriais foram anotados com o software MITOS2 v.2.1.9 (Donath et al., 2019) da
plataforma Galaxy Europe, utilizando o cédigo genético 2 (mtDNA de vertebrados) e o banco
de dados RefSeq89 (Metazoa), e com o software MitoAnnotator da plataforma MitoFish
(Iwasaki et al., 2013). Para as filogenias, extraimos e utilizamos os genes codificadores de

proteina (PCGs) e genes ribossomais (rRNAs).

Tabela 1: Genomas mitocondriais montados. Para as duas bibliotecas retiradas do NCBI SRA o nimero do SRR
¢ fornecido como “Origem da biblioteca”, para as bibliotecas sequenciadas para este trabalho, a proveniéncia da

amostra é fornecida.

Amostra Origem da biblioteca  Software K-mer  seed

P. correntinus SRR11147340 NOVOplasty 39 MW495301.1

P. aft. paranae Corrego Olhos NOVOplasty 35 KX609386.1
d’4gua,

Rio Paranaiba

P. rivularis m1 Corrego Lage, NOVOplasty 39 MT428069.1
Rio Abaeté
P. rivularis m1 Cérrego Bonito, NOVOplasty 39 MT428069.1

rio Borrachudo



P, rivularis m1

P, rivularis m1

P, rivularis m1

P, rivularis m1

P, rivularis m1

P, rivularis m2

P, rivularis m2

P, rivularis m2

P, rivularis m2

P, rivularis m3

P, rivularis m4

P. scabripinnis

Corrego Crico,

Rio Paracatu

Rio Funchal,

Rio Indaia
Nascente do rio
Borrachudo,

Rio Borrachudo
Nascente do rio das
Velhas,

Rio das Velhas
Encontro dos rios
Mascates e Bocaina,
Rio das Velhas

Rio Funchal,

Rio Indaia

Corrego Lage,

Rio Abaeté
Nascente do rio das
Velhas,

Rio das Velhas
Encontro dos rios
Mascates e Bocaina,
Rio das Velhas
Cachoeira Rasga
Canga,

Rio Sao Francisco
Corrego Bonito,
rio Borrachudo

SRR9985989

GetOrganelle

NOVOplasty

NOVOplasty

NOVOplasty

NOVOplasty

NOVOplasty

NOVOplasty

NOVOplasty

NOVOplasty

NOVOplasty

NOVOplasty

NOVOplasty

115

39

39

39

39

39

39

39

39

39

39
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MT428069.1

MT428069.1

MT428069.1

MT428070.1

MT428070.1

MT428070.1

MT428070.1

MT428069.1
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KX609386.1
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Para estimar as relacdes filogenéticas do grupo considerando uma fonte de dados

diferente do mitogenoma, nds realizamos andlises filogendomicas com PCGs ortdlogas

recuperadas em todas as bibliotecas, ou em pelo menos 90% delas. Além das bibliotecas que
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enviamos para sequenciamento, e das bibliotecas ja citadas de P. scabripinnis e P. correntinus,
utilizamos as bibliotecas de P. paranae (SRR5461471), A. aeneus (SRR1927238), A. mexicanus
(SRR2040423) e as demais bibliotecas do trabalho de Pasa et al. (2021) que nos foram

fornecidas pelo autor.

Para obter esses loci ortdlogos a partir dos dados brutos de short reads, utilizamos o
protocolo de Roncoroni & Gallone (2022) com algumas modifica¢des, com fluxo de trabalho
dentro da plataforma Galaxy Europe (The Galaxy Community, 2022). O material suplementar
S4 descreve o protocolo modificado, incluindo as referéncias para cada uma das ferramentas
utilizadas. Ap6s as montagens e anotagdes das PCGs em cada uma das bibliotecas, nds
concatenamos todas as sequéncias obtidas em um unico conjunto de dados, e filtramos este
conjunto de dados para manter apenas sequéncias com no minimo 300 nucleotideos. S6 apds
esta filtragem realizamos a busca das sequéncias ortélogas com a ferramenta Proteinortho6

v.6.3.4 (Klemm et al., 2023).

Tanto para os genes mitocondriais quando para as PCGs ort6logas, alinhamos cada gene
utilizando a ferramenta MAFFT v.7.526 (Katoh & Standley, 2013), com o parametro FFT-NS-
2 para os genes mitocondriais e L-INS-i para os genes ortélogos. Apds os alinhamentos, os
genes foram concatenados e particionados utilizando a ferramenta Concatenador v.0.3.1
(Vences et al., 2022). Para os PCGs, o particionamento por cédon e por gene foi utilizado, para
os TRNAs, o particionamento considerou apenas os genes. Tré€s concatenamentos foram
utilizados: mtDNA (PCGs + rRNAs do mitogenoma), matriz 100% (PCGs ortélogas
recuperadas em todas as bibliotecas) e matriz 90% (PCGs ort6logas recuperadas em pelo menos
23 bibliotecas). Nos utilizamos a ferramenta ClipKIT (Steenwyk et al., 2020) para “trimar” os

alinhamentos utilizando a op¢do smart-gap.

Para a construgdo das filogenias, utilizamos o software IQ-TREE v.2.4.0 (Minh et al.,
2020) com mil replicacdes de ultrafast bootstrap. Como métodos de suporte de ramos
adicionais, utilizamos mil replicacdes de SH-alLLRT (--alrt) e bootstrap baseado em
verossimilhanga (--1bp), além de empregar o teste de Bayes aproximado (--abayes). Finalmente,
com o intuito de se detectar possiveis eventos reticulados, como hibridizagdes e introgressoes,
utilizamos a matriz 90% para criar uma rede filogenética no software SplitsTree v.6.4.13
(Huson & Bryant, 2024), utilizando o algoritmo Neighbor Net a partir dos célculos de p-
distance, com 100 replicagdes de bootstrap, e empregamos o Phi Test (® Test) para detectar

estatisticamente a presencga de introgressoes.
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2.2.4 Andlises morfolégicas e morfométricas

Para a caracterizagdo morfoldgica dos espécimes analisados, realizamos as contagens
de caracteristicas meristicas de acordo com Fink & Weitzman (1974), com excec¢do do niimero
de escamas abaixo da linha lateral, para o qual seguimos Bertaco & Lucena (2006). O padrdo
de cromatdforos na regido anterior do corpo abaixo da linha lateral foi interpretado seguindo
Garutti & Langeani (2009). As medidas morfométricas foram tomadas de acordo com Menezes
& Weitzman (1990), e como medidas adicionais, utilizamos uma adaptacdo distancia orbita-
opercular (OOL; Engelman ,2023) e a altura da cabeca (HH) e do pedinculo caudal (CPH2)

expressas em % da altura corporal.

Para as medicdes morfométricas, utilizamos um total de 140 espécimes, que incluem
tanto espécimes analisados em primeira mao, quanto as fotografias dos espécimes analisados
por Oliveira (2017) e dos tipos disponibilizados no site das colecdes bioldgicas do Museu de
Histoéria Natural da Dinamarca. Para a padronizagao e precaucao, evitando vieses de medidas
tomadas por diferentes pessoas, ou vieses associados a distor¢des fotograficas, todos os
espécimes analisados foram digitalizados e as medi¢des foram feitas no software Inkscape.
Ap6s as medicdes, selecionamos um total de 16 caracteristicas morfométricas (Tabela 2) que
foram possiveis de se obter em todos os espécimes, e incluimos ao dataset a informacao do
nimero de escamas ao longo da série longitudinal. Em seguida, utilizamos este dataset para
andlises estatisticas, que foram conduzidas no ambiente R v.4.4.2 (R Core Team, 2024) e R

Studio v.2024.12.14+563 (Posit team, 2025).

Tabela 2: Medidas morfométricas utilizadas nas analises estatisticas.

Abreviacao  Medida Referéncia

PD Distancia pré-nadadeira dorsal % do comprimento padrao
PP Distancia pré-nadadeira peitoral % do comprimento padrao
PV Distancia pré-nadadeira pélvica 9% do comprimento padrao
PA Distancia pré-nadadeira anal 9% do comprimento padrao
BH Altura corporal % do comprimento padrdo
CPH Altura do pedunculo caudal % do comprimento padrdao
CPL Comprimento do pedinculo caudal 9% do comprimento padrao
AFBL Comprimento da base da nadadeira anal % do comprimento padrdao
ODFD Distancia 6rbita-nadadeira dorsal % do comprimento padrao

OOL* Distancia 6rbita-opérculo™ 9% do comprimento padrao*
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HL Comprimento da cabeca % do comprimento padrdao
OD Diametro da 6rbita % do comprimento da cabeca
SnL. Comprimento do focinho 9% do comprimento da cabeca
UJL Comprimento da maxila % do comprimento da cabeca
CPH2 Altura do pedinculo caudal 2 % da altura corporal

HH Altura da cabeca % da altura corporal

*Engelman (2023) estabeleceu a OOL como uma medida da margem anterior da érbita até a margem posterior do
opérculo. Aqui, utilizamos essa medida como sendo da margem posterior da 6rbita até a margem posterior do

opérculo.

N6s dividimos nossas amostras em cinco unidades taxondmicas operacionais (OTUs),
baseado na congruéncia entre caracteristicas morfoldgicas, citogenéticas e nos agrupamentos
filogenéticos observados. Apds importar os dados no ambiente R, n6s checamos a normalidade
dos dados com o teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de varincias com o teste de Levene.
Como estes pressupostos foram violados para algumas caracteristicas, nds utilizamos o teste de
Kruskal-Wallis para testar a hipdtese nula de que os grupos sdo iguais para os dados
morfoldgicos e empregamos comparagdes par-a-par utilizando o teste de Dunn. N6s também
conduzimos uma analise de componentes principais (PCA) para diminuir a dimensionalidade
dos dados e verificar quais caracteristicas sdo mais influentes na variacdo morfoldgica entre os
espécimes. Por fim, nés empregamos uma andlise de Random Forest para verificar quais
caracteristicas sao mais importantes na variacdo entre as OTUs analisadas e até que ponto os

espécimes de cada OTU poderiam ser atribuidos ao seu proprio grupo.

2.3 Resultados
2.3.1 Morfotipos e citdtipos de P. rivularis sensu lato

Neste trabalho, nés identificamos ao menos quatro morfotipos diferentes de P. rivularis
sensu lato, sendo dois deles correspondentes aos morfotipos 1 e 2 ilustrados por Liitken (1875)
(Figuras 2A — 2B). Estes morfotipos se encontram distribuidos ao longo de 17 afluentes de seis
grandes rios (Sdao Francisco, das Velhas, Abaeté, Indaid, Borrachudo e Paracatu) das
mesorregioes hidrograficas do Alto e Médio rio Sao Francisco, com vérios casos de simpatria
entre no maximo dois deles (Figura 1). Os morfotipos podem ser diferenciados principalmente

com base na altura corporal, nimero de escamas ao longo da série longitudinal, padrao de
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cromatoforos na regido anterior do corpo abaixo da linha lateral e com base no niimero de

Cromossomaos.

B)

Figura 2: morfotipos de P. rivularis, A) morfotipo 1 de Liitken - adaptadas de Liitken (1875); conforme
reproduzidas por Alves & Pompeu (2001), B) morfotipo 2 de Liitken - adaptadas de Liitken (1875); conforme
reproduzidas por Alves & Pompeu (2001), C) morfotipo 1 — rio das Velhas, 69.5mm; D) morfotipo 2 — corrego

Lage, 53mm; E) morfotipo 3 — cachoeira Rasga Canga, 77mm; F) morfotipo 4 — cérrego Bonito, 73mm.

O morfotipo 1 corresponde a Fig. 13 da prancha V da obra de Liitken (1875) (Figuras
2A e 2C), e inclui também o lectotipo de “T.” rivularis depositado na colecdao de peixes do
Museu de Historia Natural da Dinamarca, além de outros paralectotipos. Este morfotipo ¢
caracterizado por apresentar um corpo mais baixo, ndo mais do que 33% do comprimento
padrdo, 37-39 escamas ao longo da linha lateral e padrao reticulado de cromatoforos na regido

anterior do corpo. Todos os exemplares cariotipados desse morfotipo apresentaram 2n=46
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cromossomos, geralmente apresentando um, ou raramente dois, cromossomos Bs acrocéntricos

de variagao intercelular (Figura 3).

O morfotipo 2 corresponde a Fig. 14 da prancha V da obra de Liitken (1875) (Figuras
2B e 2D), e inclui paralectétipos de “T.” rivularis, além dos sintipos de H. santae e tipos de A.
turmalinensis. Este morfotipo € caracterizado por apresentar um corpo relativamente mais alto
que todos os demais, quase sempre mais do que 33% do comprimento padrao, 33-36 escamas
ao longo da linha lateral e padrao reticulado de cromat6foros na regiao anterior do corpo. Todos
os exemplares cariotipados desse morfotipo apresentaram 2n=50 cromossomos, com um tnico
exemplar do corrego Lage (sub-bacia do rio Abaeté) apresentando um pequeno cromossomo B

acrocéntrico (Figura 3).

Os dois morfotipos restantes ndo possuem exemplares em qualquer uma das séries tipos
de P. rivularis, H. santae e A. turmalinensis. O morfotipo 3 (Figura 2E) corresponde a
espécimes coletados em trés locais no Parque Nacional Serra da Canastra, e é caracterizado por
apresentar um corpo mais baixo, raramente mais do que 33% do comprimento padrdo, 37-39
escamas ao longo da linha lateral e padrdo disperso de cromat6foros na regido anterior do corpo.
Todos os exemplares cariotipados desse morfotipo apresentaram 2n=50 cromossomos, com

alguns carregando um grande cromossomo B metacéntrico (Figura 3).

Por fim, o morfotipo 4 (Figura 2F) foi observado apenas em quatro afluentes de trés rios
a oeste do rio S@o Francisco (Abaeté, Borrachudo e Paracatu). Esse morfotipo é caracterizado
por apresentar um corpo mais baixo, menor do que 33% do comprimento padrao, 33-36 escamas
ao longo da linha lateral e padrao reticulado de cromat6foros na regido anterior do corpo. Todos
os exemplares cariotipados desse morfotipo apresentaram 2n=50 cromossomos, com alguns
carregando um grande cromossomo B metacéntrico (Figura 3). Os caritipos montados se

encontram na Figura 3 e sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3: Nimeros cromossdmicos e seus tipos para cada um dos quatro morfotipos de P. rivularis, separados pelo local em que foram coletados e que foi possivel montar os

cari6tipos.
Morfétipo Sub-bacia Local N° de metafases analisadas 2n FN Cariétipo

M SM ST A Bs*

1 Abaeté Coérrego Lage 53 46 + 0-2Bs 84 8 22 8 8 02

Coérrego Tiros 24 46 + 0-1B 82 8§ 20 8 10 0-1

Borrachudo Coérrego Bonito 17 46 + 0-1B 82 8§ 20 8 10 0-1

Nascente do rio 5 46 + 0-1B 82 8§ 20 & 10 O0-1

Indaid Rio Funchal 30 46 + 0-1B 86 8 24 8 6 0-1

Paracatu Coérrego Crico 10 46 + 0-1B 82 8 20 8 10 0-1

2 Abaeté Corrego Lage 20 50 +0-1B 90 8§ 24 8 10 0-1
Indaid Rio Funchal 11 50 86 8§ 20 8 14 0
Das Velhas Rio Cip6 10 50 88 8 22 8 12 O

3 Sao Francisco Serra da Canastra 31 50+0-1B 84 10 18 6 16 0-1
4 Abaeté Usina Abaeté 26 50 90 g8 22 10 10 O

Borrachudo Coérrego Bonito 13 50 88 8§ 20 10 12 0-1
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Figura 3: Caridtipos de P. rivularis separados pelos morfotipos identificados. De cima para baixo: corrego Lage (2n=46+B), corrego Tiros (2n=46+B), corrego Bonito
(2n=46+B), rio Borrachudo (2n=46+B), rio Funchal (2n=46), corrego Crico (2n=46), corrego Lage (2n=50), cérrego Lage (2n=50+B), rio Funchal (2n=50), rio Cip6 (2n=50),
cachoeira Rasga Canga da Serra da Canastra (2n=50+B), lagoa da barragem Usina do Abaeté (2n=50) e corrego Bonito (2n=50+B). Barra de escala: 5p.
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2.3.2 Andlises gendmicas

Todos os genomas mitocondriais montados apresentaram entre 16700 e 16900 pb e 43%
de conteido GC, com excec¢do do genoma mitocondrial de P. rivularis m2 do Cipé (coletado
no encontro dos rios Mascates e Bocaina, no Parque Nacional Serra do Cipd) que apresentou
17086 pb e 42% de conteido GC. Além disso, todos os mitogenomas tiveram o mesmo nimero
de genes, composi¢do e organizacao tipica da maior parte dos mitogenomas de vertebrados,
incluindo teledsteos, com: 13 PCGs, sendo apenas o ND6 encontrado na cadeia leve, 2 rRNAs
(128 rRNA e 16S rRNA) na cadeia pesada, 22 tRNAs, com 8 encontrados na cadeia leve, e a

regido controle do mitogenoma (Miya et al., 2001).

Ap6s o alinhamento, particionamento e trimagem dos genes mitocondriais, nés
obtivemos um alinhamento com 14027 pb. Nossa filogenia por Maxima Verossimilhanc¢a no
IQ-TREE apresentou um escore final de -41161.857758; e em geral, com concordancia e altos
valores para os diferentes métodos de suporte (Figura 4A). N6s obtivemos um clado contendo
todas as espécies de Psalidodon relacionadas ao complexo P. scabripinnis (ou seja, sem P.
fasciatus e P. correntinus). Em geral, quase todos os mitogenomas de P. rivularis sensu lato
formaram um grupo monofilético, irmao de um clado contendo P. paranae e P. scabripinnis, ao

qual denominamos Grupo “paranae-scabripinnis’.

Dentro do grupo monofilético contendo apenas P. rivularis, observamos dois clados bem
estruturados, um contendo apenas exemplares do morfotipo 1 coletados em afluentes dos rios
ao oeste da mesorregiao do Alto rio Sao Francisco (rios Abaeté, Indaid e Borrachudo), e o outro
contendo exemplares do morfotipos 1 do cérrego Crico, afluente do rio Paracatu no Médio Sao
Francisco, e de afluentes dos rios Cip6 e das Velhas no leste do Alto Sdo Francisco, além de
exemplares dos morfotipos 2 e 4, sem qualquer estruturagdo entre eles. Os tinicos genomas
mitocondriais que nao recuperamos dentro deste grupo monofilético de P. rivularis foram P.
rivularis m2 do Cipd, que recuperamos como grupo irmao de todos os demais membros do
antigo complexo P. scabripinnis na andlise e P. rivularis M3 do Parque Nacional Serra da
Canastra, que recuperamos como grupo irmdo de P. rioparanaibanus + P. aff. paranae do Rio

Paranaiba, em um clado que denominamos Grupo “Paranaiba-Canastra”.

Nossa matriz 100% contém 51 genes ortélogos entre todas as bibliotecas, com um
alinhamento final de 85827 pb, que resultou em um escore final de -201728,8494 na filogenia
por maxima verossimilhanca (Figura 4B). Nesta filogenia, também recuperamos um clado

contendo todas as espécies relacionadas ao complexo P. scabripinnis, bem como os grupos
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“paranae-scabripinnis” e “Paranaiba-Canastra”, todos com altos valores de suporte. Diferente
da filogenia com mtDNA, ndés obtivemos dois grandes clados dentro do complexo P.
scabripinnis, um deles inteiramente composto por todos os exemplares de P. rivularis do
morfotipo 1, que estdo divididos em dois clados principais em acordo com o mtDNA: um com
os espécimes do oeste da mesorregiao do Alto Sao Francisco e outro com os espécimes do

Meédio Sao Francisco e leste do Alto Sdo Francisco.

Dentro do outro clado do complexo P. scabripinnis, recuperamos os dois exemplares de
P. rivularis do morfotipo 4 como um grupo monofilético irmdo do grupo “paranae-
scabripinnis”. J4 os quatro exemplares de P. rivularis do morfotipo 2 formaram um
agrupamento parafilético em relagdo ao grupo “Paranaiba-Canastra”, e se organizaram em dois
clados: um com as amostras do leste da mesorregiao do Alto rio Sao Francisco (nascente do rio
das Velhas e rio Cipd), e outro das amostras do oeste da mesorregiao do Alto rio Sao Francisco

(coérrego Lage e rio Funchal).

J4 nossa matriz 90% contém um total de 568 PCGs ort6logas recuperadas em pelo
menos 23 das 25 bibliotecas, apresentando um alinhamento final de 860113 pb e um escore
final de -2203710.6475 na filogenia por mdxima verossimilhanca (Figura 4C). Todos os
suportes de ramos apresentaram o valor maximo em cada um dos métodos aplicados (com
excecdo de um unico agrupamento contendo as amostras de P. rivularis M1 do Cipd e das
Velhas). Em geral, a topologia da filogenia ficou muito parecida com a da matriz 100%, com a
excegdo que os exemplares de P. rivularis m2 do leste da mesorregido do Alto rio Sdo Francisco
apareceram como grupo irmao do clado P. rivularis m4 + grupo “paranae-scabripinnis”, e com
o clado P. rivularis m1 “trocando” de posi¢do com o clado contendo P. rivularis m2 do oeste

do Alto rio Sao Francisco + clado “Paranaiba-Canastra”.

O Phi Test rejeitou a hipétese nula de auséncia de recombinagdo (p=0.0) na matriz 90%
e a rede filogenética apresentou uma topologia reticulada com 62 ramifica¢des (Figura 4D),
sugerindo processos de hibridismo e introgressoes na histdria evolutiva do grupo. Apesar da
grande quantidade de reticulagdes, a rede filogenética tende a concordar com os agrupamentos
dos clados P. rivularis M1 (bootstrap = 100), P. rivularis M4 (bootstrap = 100), grupo “paranae-
scabripinnis” (bootstrap = 100) e grupo ‘Paranaiba-Canastra” (bootstrap = 96). Em
contrapartida, um agrupamento unindo os P. rivularis M2 do leste e oeste do Alto rio Sao

Francisco tem baixo suporte (bootstrap = 61).
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2.3.3 Andlises morfolégicas

Para as andlises morfoldgicas estatisticas, separamos os exemplares de P. rivularis sensu
lato em cinco grupos, correspondente aos quatro morfotipos identificados e, baseado nos
resultados das andlises filogendmicas, separando os exemplares do morfotipo 2 em dois grupos:
oeste do rio Sdo Francisco (cérrego Lage e rio Funchal) e leste do rio Sao Francisco (séries
tipos de H. santae, A. turmalinensis, e exemplares de P. rivularis do Parque Nacional Serra do
Cip6 e rio das Velhas). O teste de Kruskal-Wallis rejeitou a hipétese nula (p < 0.05) para todas
as 16 caracteristicas morfométricas e para o nimero de escamas ao longo da linha lateral,
demonstrando diferengas significativas nestas caracteristicas entre as cinco OTUs de P.
rivularis sensu lato. Os resultados da comparacdo par-a-par do teste de Dunn para cada uma

das 17 caracteristicas estdao sumarizadas na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas com diferencas estatisticamente significativas (p<0.05) nas comparagdes par-a-par do

teste de Dunn. ESF: leste do Sdo Francisco e WSF: oeste do Sdo Francisco.

Morfotipo 1 Morfotipo 2 ESF  Morfotipo 2 WSF  Morfotipo 3 Morfotipo 4
Morfotipo 2 PD, PP, PV, PA, -
ESF BH, CPH, CPL,
AFBL, ODFD,
OOL, HL, OD,
SnL, UJL, HH,
CPH, LL
Morfotipo 2 PD, PP,PV,PA, PD,PP,PV,CPH, -
WSF BH, CPH, CPL, CPL, OOL, HL,
AFBL, ODFD, SnL, HH, CPH
OOL, HL, OD,
UJL, HH, CPH,
LL
Morfotipo 3 PP, BH, CPH, PD, PP, PA, BH, PP, PV, PA, BH, -
CPL, AFBL, CPH, CPL, CPH, CPL, AFBL,
OOL, HL, OD,  AFBL, ODFD, OOL, HL, OD,
SnL, HH,CPH  OOL, HL, OD, SnL, HH, LL
SnL, UJL, HH,
CPH, LL
Morfotipo 4 PP, BH, CPH, PD, PV, PA. BH, PP, PA, BH, CPL, CPH, HL,
OOL, HL, OD, CPL, AFBL, AFBL, OOL, HL, SnL, HH,
LL OOL, OD, HH, OD, HH, CPH CPH, LL

CPH
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A ordenacdo dos espécimes na andlise de componentes principais (PCA) mostrou uma
separacao clara do morfotipo 2 (tanto os exemplares do leste quanto do oeste do Sao Francisco)
dos demais morfotipos de P. rivularis (morfotipos 1, 3 e 4) ao longo da PC1, responsavel por
28,9% da variacdo (Figura 5A). J4 na PC2, responsédvel por 17,4% da variacdo, pudemos
observar principalmente a separacio entre os dois grupos do morfotipo 2 e entre os exemplares
dos morfotipos 1 e 3, com o morfotipo 4 ocupando uma posi¢do intermedidria entre estes. Ao
plotar no grafico as cinco caracteristicas com maior contribui¢do aos dois eixos principais,
pudemos observar que os exemplares do morfotipo 2 se diferenciam principalmente por
apresentarem altura corporal (BH) e comprimento da base da nadadeira anal (AFBL) maiores.
Ja a separacdo entre os exemplares do morfotipo 2, e entre os exemplares dos morfotipos 1, 3 e
4; se devem principalmente pelo comprimento da cabeca (HL) distancia pré-peitoral (PP) e
distancia 6rbita-opercular (OOL), com os exemplares do morfotipo 3 apresentando altos valores

para estas caracteristicas.

Nosso modelo de Random Forest teve uma acuracia geral de 93,57% (IC: 88,15% -
97,02%) e o teste de hip6tese para a acurdcia do modelo vs. a taxa de classificacdo ao acaso
(NIR) rejeitou a hipétese nula de que o nosso modelo ndo € estatisticamente melhor do que a
classificacdo baseada no NIR (p = 2.2e-16). A arvore de decisdo gerada utilizou trés
caracteristicas principais na classificacdo dos espécimes (Figura 5B): nimero de escamas ao
longo da linha lateral (LL), distancia orbita-opercular (OOL) e altura corporal (BH). A matriz
de confusdo gerada apresentou valores de sensitividade e especificidade maiores do que 84% e

96%, respectivamente, para todas as classificacoes (Tabela 5).

Tabela 5: Classificacio dos espécimes nos grupos de acordo com a Matriz de Confusdo gerada pela andlise de

Random Forest. ESF: leste do Sdo Francisco e WSF: oeste do Sao Francisco.

Referéncia
P. rivularis P. rivularis P. rivularis P. rivularis P. rivularis
ml m?2 ESF m2 WSF m3 m4
Predicdo P. rivularis 100% 0 0 12,5% 0

ml
P, rivularis 0 90,48% 15,79% 0 0
m2 ESF
P, rivularis 0 4,76% 84,21% 0 0
m2 WSF
P, rivularis 0 0 0 87.5% 0
m3
P. rivularis 0 4,76% 0 0 100%

m4




A)

PC2(17.4%)

Analise de Componentes Principais

29 -

43

Contr(metrics)

10.0
95
9.0
85

group
. Psalidodon rivularis M1
@ Psaiidodon rivularis M2 East SF

i [
H
(©] o e @ . Psalidodon rivularis M2 West SF
) i o b @ Psaiidodon rivutaris M3
25 E ® . Psalidodon rivularis M4

: o
H e
: @@
H o
H

@

| i |
5.0 0.0 25
PC1(28.9%)
B) Arvore de Decisdo para Classificagdo das Espécies
LL
| S
< 37 escamas
: : ooL
<14% SL >=11% SL
>=14% SL <11%SL
BH
‘ T
>=33 % SL ‘
<33%SL

--;

Figura 5: A) Analise de Componentes Principais das 16 caracteristicas morfométricas utilizadas mais numero de
escamas ao longo da linha lateral, as cinco caracteristicas com maior contribui¢do para as duas componentes
principais estio desenhadas no grafico. B) Arvore de Decisio para a Classificagdo dos morfotipos em espécies, os
valores dentro de cada baldo indicam a quantidade de exemplares classificados corretamente em cada grupo ¢ a
quantidade total de exemplares classificados no grupo.
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2.3.4 Taxonomia

Considerando os géneros presentes em Acestrorhamphidae Melo et al., 2024 com
espécies historicamente atribuidas ao género Astyanax (Baird & Girard, 1854) (sensu lato), H.
santae Eigenmann, 1907 e A. turmalinensis Triques, Vono & Caiafa, 2003, assim como P.
rivularis Liitken, 1875, podem ser atribuidas ao género Psalidodon Eigenmann, 1911, e ndo a
Astyanax Baird e Girard, 1854 (sensu stricto), Hemigrammus Gill, 1858 (sensu stricto),
Deuterodon Eigenmann, 1907, Hyphessobrycon Durbin, 1908 (sensu stricto), Megalamphodus
Eigenmann, 1915, Jupiaba Zanata, 1997, Andromakhe Teran, Benitez e Mirande 2020 ou
Makunaima Teréan, Benitez e Mirande 2020; pela seguinte combinagdo de caracteres: auséncia
de circuli na borda posterior das escamas (vs. presente em Astyanax e Jupiaba), presenga de
mancha preta no pedinculo caudal (vs. auséncia Hemigrammus), poro laterossensorial anterior
a fossa dilatadora orientado lateroventralmente (vs. orientado dorsomedialmente em
Deuterodon), auséncia da expansao dorsal do rinosfendide entre os nervos olfatérios (vs.
presente em Deuterodon, Jupiaba e Makunaima), numerosos e pequenos ganchos por raio na
nadadeira anal dos machos (vs. um par de grandes ganchos por raio na nadadeira anal em
Hyphessobrycon e auséncia de ganchos em Jupiaba), auséncia de uma mancha preta conspicua
na nadadeira dorsal (vs. presente em Megalamphodus), inicio da nadadeira anal posterior a
vertical situada no ultimo raio da nadadeira dorsal (vs. anterior em Andromakhe) e presenca de

uma faixa preta longitudinal (vs. ausente em Makunaima).

Psalidodon rivularis (Liitken, 1875)

(Figuras 6A — 6F, Tabela 6)

Tetragonopterus rivularis Liitken, 1875: 107-109, prancha V, fig. 13 (em parte; lectdtipo
e paralectétipos: ZMUC, MNHN 0000-9582, NMW 57707, SMNS 2046, ZMB 9199, USNM
44960, localidade tipo: rio das Velhas e seus Afluentes, estado de Minas Gerais, Brasil) —.
Bertin, 1948:21 (catdlogo de tipos de peixes do Muséum national d'Histoire Naturelle) —.
Nielsen, 1974:46 (catdlogo de tipos de peixes do Zoological Museum of Copenhagen) —.
Fricke, 1995:9 (catdlogo de tipos de peixes do Staatliches Museum fiir Naturkunde in Stuttgart).

Astyanax scabripinnis rivularis—. Eigenmann, 1910: 433 (transferéncia para Astyanax
como subespécie de Astyanax scabripinnis) —. Moreira-Filho & Bertollo, 1991: 331-357

(citacao como subespécie valida no complexo A. scabripinnis).
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Astyanax rivularis—. Casatti & Castro, 1999:232 (espécie vélida no género Astyanax)
—. Buckup in Reis et al., 2003:112 (lista de espécies) —. Bertaco & Lucena, 2006: 58 (citacao
como espécie valida no complexo A. scabripinnis) —. Ingenito & Duboc, 2014: 282 (citagcdo
no complexo A. scabripinnis) —. Pasa et al., 2019:307-314 (distribui¢do no alto rio Sdo
Francisco) —. Silva et al., 2020:6 (lista de espécies, ampliacdo da distribuicdo para o estado da

Bahia, Brasil).

Psalidodon rivularis—. Teran, Benitez & Mirande, 2020:11 (transferéncia para
Psalidodon) —. Rodrigues-Oliveira et al., 2022 (distribui¢@o no alto e médio rio Sao Francisco)
—. Quintela, Teixeira & Pompeu, 2023:6 (ictiofauna Lagoa Santa, estado de Minas Gerais,

Brasil).

Diagnose. Das demais espécies de Psalidodon, P. rivularis difere de P. alleni, P.
argentum, P. balbus, P. bifasciatus, P. biotae, P. bockmanni, P. chico, P. correntinus, P. dissensus,
P. dissimilis, P. eigenmanniorum, P. erytropterus, P. fasciatus, P. gymnodontus, P. gymnogenys,
P. henseli, P. hermosus, P. ita, P. jequitinhonhae, P. marionae, P. minor, P. ojiara, P. parahybae,
P. pelegrini, P. powelli, P. puka, P. pynandi, P. rutilus, P. saguazu, P. schubarti, P. troya, P.
vermilion e P. xiru por possuir a cabe¢a robusta com o contorno do focinho até a vertical
posterior a 6rbita com um formato horizontal de “U” em vista lateral (vs. cabeca comprimida
com o contorno do focinho até a vertical posterior a érbita com um formato horizontal de “V”).
Das demais, difere de P. anisitsi e P. xavante por possuir de 14 a 20 raios ramificados na
nadadeira anal (vs. 21-25 em P. anisitsi e 23-26 em P. xavante), de P. brachypterygium, P.
cremnobates, P. endy, P. goyanensis, P. paranae, P. rioparanaibanus e P. varzeae por possuir
padrao de cromatéforos reticulado na regido anterior do corpo abaixo da linha lateral (vs. padrao
disperso), de Psalidodon crenuchoides, P. hamatus, P. kalunga, P. leonidas, P. pampa, P.
pessalii, P. togoi, P. tumbayaensis, P. uaiso e P. uberaba por apresentar a linha lateral varidvel
(vs. sempre incompleta em P. crenuchoides, P. hamatus, P. kalunga, P. pessalli, P. togoi, P. uaiso
e P. uberaba; e sempre completa em P. leonidas, P. pampa e P. tumbayaensis), e de P. laticeps,
P. scabripinnis e P. serratus por possuir mancha umeral alongada verticalmente (vs. mancha
umeral alongada horizontalmente com um prolongamento vertical em sua por¢do anterior

conferindo um formato em “p”).

Descricao. Dados morfométricos disponiveis na Tabela 6. Corpo comprimido, regido
de maior altura corporal entre a vertical situada na metade da nadadeira peitoral (em individuos
com altura corporal em até 30.5% do comprimento padrdo) e a vertical situada proxima a

origem da nadadeira dorsal (em individuos com altura corporal em mais de 30.5% do
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comprimento padrdo). Perfil dorsal da cabeca ligeiramente convexo entre a ponta do ldbio
superior € a vertical anterior a narina; usualmente convexo, mas podendo ser reto ou
ligeiramente concavo deste ponto até o processo supraoccipital; convexo deste ponto até a base
o ultimo raio da nadadeira dorsal; ligeiramente convexo, podendo ser reto, da nadadeira dorsal
a adiposa; ligeiramente concavo entre a nadadeira adiposa e a base do primeiro raio superior da
nadadeira caudal. Perfil ventral da ponta do focinho até a base da nadadeira pélvica convexo;
entre a nadadeira pélvica e a base do primeiro raio da nadadeira anal continuadamente convexo
ou reto; base da nadadeira anal reta; e ligeiramente concavo entre o dltimo raio da nadadeira

anal e a base do primeiro raio inferior da nadadeira caudal.

Boca terminal com mandibula inferior se projetando ligeiramente a frente da mandibula
superior. Pré maxilar com duas séries de dentes, a externa com 3- 4 dentes tricuspidados e a
interna com 4 a 5 dentes com 4 a 7 cuspides. Maxilar com 1 a 2 dentes pequenos tricuspidados
ou pentacuspidados. Dentes decrescendo de forma abrupta no dentdrio, com 4 a 5 dentes
grandes com 5 a 6 cuspides seguido de 4 a 9 dentes menores. Em todos os dentes a cuspide
central é maior que as laterais. Extensao da maxila posterior a vertical situada na borda anterior

da orbita.

Nadadeira dorsal com ii+9 raios, com primeiro raio niao ramificado com metade do
comprimento do segundo. Nadadeira peitoral com i+11-13 raios, com origem proxima a vertical
situada na metade do osso do opérculo, quando adpressa ao corpo nunca alcanga a nadadeira
pélvica em individuos maiores. Nadadeira pélvica com i+6-7 raios, com origem anterior a
vertical situada no dltimo raio da nadadeira dorsal, quando adpressa ao corpo nunca alcanga a
nadadeira anal em individuos maiores. Nadadeira anal com iii-iv+14-20, machos maduros com
numerosos € pequenos ganchos por raio na nadadeira anal. Nadadeira caudal bifurcada com

i+17+i e lobos de tamanho semelhante. Nadadeira adiposa presente.

Escamas cicloides, circuli ausentes na borda posterior das escamas, 4-17 estrias sulcadas
nas escamas, em geral em maior quantidade em individuos maiores. Linha lateral varidvel
podendo ser completa, incompleta ou interrompida, série lateral com 37-39 escamas. Série de
escamas transversais com 5 — 6 escamas acima da linha lateral e 4 — 5 abaixo. Série de escamas
pré-dorsais com 11-13 escamas. Série de escamas ao redor do pedinculo caudal com 14-15

escamas. Série de escamas na base da nadadeira anal com 7 — 9 escamas.
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Figura 6: Espécimes de P. rivularis, lectotipo (A; disponivel em:
https://collections.snm.ku.dk/en/object/NHMD 1634879, sob licenga:
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), rio Borrachudo (B), cérrego Crico (C), corrego Lage (D), rio das
Velhas (E) e encontro dos rios Mascates e Bocaina (F).
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Tabela 6. Dados morfométricos de Psalidodon rivularis sensu stricto. N = nimero amostral, ND = nadadeira dorsal, NP = nadadeira peitoral, NV = nadadeira pélvica, NA =

nadadeira anal, PC = pedinculo caudal, MS = Maxila Superior, OOL = distincia 6rbita-opercular, DP = desvio padrio.

T. rivularis Lect6tipo T. rivularis Paralect6tipos Nao tipos Média DP
N=1 N=2 N=49
Comprimento Padrio 80.7 36.7-67.8 41 -84 60.57 10.91
% do comprimento padrao
Disténcia pré-dorsal 47.08 51.66 — 52.39 46.14 - 51.86 49.29 1.57
Disténcia pré-peitoral 21.76 21.4-23.52 19.42 - 27.10 22.83 1.53
Distéancia pré-pélvica 44.26 42.28 —47.78 43.28 — 50.23 46.43 1.85
Distancia pré-anal 63.94 64.19 — 65.87 60.87 — 70.50 65.27 1.80
Altura Corporal 33.10 30.84 - 31.12 25.30-32.71 29.06 1.84
Altura do PC 11.49 9.95-11.48 9.32-14.72 11.85 0.92
Comprimento do PC 14.86 12.60 — 13.58 11.51-22.77 14.68 1.84
Comprimento da ND 103.31 101.39 68.71 — 120.25 89.90 11.20
Comprimento da NP 42.6 45.35 28.91-47.23 39.20 4.66
Comprimento da NV 20.84 20.73 -22.86 16.17 - 25.28 20.27 2.95
Comprimento da NA 40.35 55.20 36.51-61.70 46.70 6.14
Comprimento da base da NA 22.63 22.83 -23.85 16.44 —24.17 21.37 1.81
Distancia orbita - ND 35.51 36.38 —37.35 32.74-37.82 35.05 1.53
Comprimento da cabeca 24.36 24.70 — 26.46 21.40 - 28.67 25.56 1.45
OOL 10.60 9.67 - 11.08 9.35-13.71 11.36 0.98
% da altura corporal
Altura da Cabeca 74.89 66.69 — 75.34 67.45 - 83.72 75.03 3.96



Altura do PC

Diametro da drbita
Comprimento do focinho
Comprimento da MS

Distancia interorbital

34.72

28.04
30.21
43.96

32.27 -36.89 34.06 — 52.60
% do comprimento da cabeca

28.99 —33.91 25.24-39.24

23.83 -31.88 16.69 — 30.21

39.78 — 46.96 29.45 - 47.40

36.48 26.79 - 39.61

40.92

31.97
23.72
41.03
34.03

3.99

2.82
3.21
3.87
2.90
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Cor em alcool. Regido dorsal do corpo, cabega e ponta do focinho castanho-escuro.
Regido lateral e ventral do corpo castanho-amarelado ou levemente prateado. Regides
infraorbitais e operculares prateadas, com uma mancha escura de cromatéforos no opérculo.
Padrao reticulado de cromat6foros na regido anterior do corpo abaixo da linha lateral, isto é,
restrito a borda posterior das escamas. Padrao disperso de cromatéforos entre a linha lateral e a
base da nadadeira anal. Mancha umeral conspicua se estendendo de 2-3 escamas acima da linha
lateral e 1-2 escamas abaixo, com borda superior mais larga do que a borda inferior. Alguns
exemplares possuem uma segunda mancha umeral difusa apds a primeira, a auséncia dessa
mancha em outros pode ocorrer devido ao processo de preservacao do espécime. Regido
anterior e posterior a primeira mancha umeral clara, com alguns espécimes apresentando um
padrdo reticulado de cromat6foros apds a mancha. Faixa lateral indo desde a segunda mancha
umeral até os raios medianos da nadadeira caudal, com tonalidade prateada na sua por¢do
anterior e adquirindo uma tonalidade mais escura a medida que se aproxima do pedinculo
caudal, onde se alonga dorso-ventralmente formando uma mancha distinta na borda do
peduinculo caudal. Nadadeiras raiadas hialinas, em geral com poucos cromatéforos ao longo da

borda dos raios. Nadadeira adiposa hialina com padrao disperso de cromat6foros.

Cor em vida. Regido dorsal do corpo e cabega escura, castanho-esverdeado no dorso e
adquirindo uma tonalidade verde-oliva mais para os flancos. Regido ao redor da linha lateral
prateada adquirindo uma tonalidade branca no ventre. Nadadeiras pares esbranquicadas.
Nadadeira dorsal esbranquicada ou amarelada. Nadadeira adiposa amarelada. Nadadeira anal
esbranquicada, podendo apresentar a borda préxima ao corpo amarelada com avermelhada.

Nadadeira caudal com largas bordas avermelhadas e amareladas ao redor da faixa lateral escura.

Distribuicao. Psalidodon rivularis sensu stricto pode ser encontrado nas bacias do Alto
e Médio Sao Francisco, desde sua porcao mais ao leste no rio Cipé e das Velhas até sua porcao
mais a oeste nos rios Abaeté e Paracatu. Dentre os demais rios que esta espécie se encontra,
podemos destacar as sub-bacias dos rios Indaid, Borrachudo e afluentes menores que drenam

diretamente para o rio Sao Francisco (Figura 1).

Dimorfismo sexual. Machos em fase reprodutiva com ganchos nas nadadeiras anal e
pélvica, do dltimo raio nao ramificado até o 15° raio ramificado da nadadeira anal e do 3° ao 5°

raio ramificado na pélvica.
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Comentarios. Ap6s constatar a existéncia de duas espécies diferentes identificadas
como ‘“Tetragonopterus’ rivularis na série tipo analisado por Liitken (1875), ou Psalidodon /
“Astyanax” rivularis em outras cole¢des ictioldgicas (como a colecdo ictiolégica do LaGEEvo
UFV CRP), definimos como Psalidodon rivularis sensu stricto todos os exemplares
pertencentes ao mesmo morfotipo do lectétipo de Tetragonopterus rivularis (NHMD1634879),
cuja fotografia e radiografia estdo disponibilizadas no site das cole¢cdes do Museu de Histéria
Natural da Dinamarca (https://collections.snm.ku.dk/en), e a figura 13 da prancha V da obra

Velhas-Flodens Fiske de Liitken (1875).

Essa mudanca impacta na descricdo morfoldgica da espécie, reduzindo sua variabilidade.
Dentre as caracteristicas afetadas, podemos citar principalmente o nimero de escamas ao longo
da linha lateral e propor¢cdes morfométricas, em especial a altura corporal. Liitken (1875)
descreve Tetragonopterus rivularis como tendo de 33-38 escamas ao longo da linha lateral,
outros trabalhos ampliam a variabilidade desta caracteristica para 32-40 escamas ao longo da
linha lateral (Triques, 2006; Pasa et al., 2019). Aqui definimos Psalidodon rivularis sensu
strictu como possuindo de 37 — 39 escamas ao longo da linha lateral. Da mesma forma, a partir
das anotacdes de Liitken (1875) € possivel inferir que os espécimes por ele analisados
apresentavam a altura corporal em 31.58% e 37.50% do comprimento padrao. Outros trabalhos
ampliam essa condi¢do em Psalidodon rivularis para 22.06% - 46.00% (Bertaco & Lucena,
2006; Pasa et al., 2019). Aqui definimos Psalidodon rivularis como individuos
proporcionalmente mais baixos, com altura corporal contida entre 23.61 e 33.33% do

comprimento padrao.

Material Examinado. 154 espécimes (4 a partir de fotografias), todos do estado de
Minas Gerais, Brasil. Tipos: Bacia do rio Sao Francisco. Sub-bacia do rio das Velhas:
ZMUC P241289 (fotografia), lectétipo de Tetragonopterus rivularis, 1 espécime, comprimento
padrao: 80.7mm, municipio de Lagoa Santa - MG, J. T. Reinhardt, 1847-1870. USNM 44960
(fotografia), paralectétipos de Tetragonopterus rivularis, 2 espécimes, comprimento padrio:
36.6mm - 67.8mm, municipio de Lagoa Santa — MG, J. T. Reinhardt, 1847-1870. Nao Tipos.
Bacia do rio Sao Francisco. Sub-bacia do rio Abaeté: LaGEEvo-30, 12 espécimes,
comprimento padrdo: 45mm — 63.5mm, municipio de Arapud — MG, cérrego Lage, 19°1°25.18”
S 46°6°18.74” O, LLH.R. Oliveira, P. M. de Assis, T. da S. Ramos, 05/11/2022. LaGEEvo-41,
17 de 31 espécimes, comprimento padrdo: 48mm — 79.5mm, municipio de Arapud — MG,
corrego Lage, 19°1°25.18” S 46°6°18.74” O, P. Penteado, D. Reis, Denis, Paloma, Wanessa,
23/07/2010. LaGEEvo-56, 14 de 18 espécimes, comprimento padrdo: 48mm — 69mm,
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municipio de Tiros — MG, cérrego Tiros, 18°56'34.08" S 45°56'18.20" O, P. Penteado, Denis,
Gabriel, Rafael, 20/07/2010. LaGEEvo-74, 11 espécimes, comprimento padrao: 42mm —91mm,
municipio de Sdo Gotardo — MG, cérrego Confusao, 19°20'21.89" S 46° 6'21.38" O, I. H. R.
Oliveira, P. M. de Assis, W. Cléber, 11/11/2024. LaGEEvo-75, 4 espécimes, comprimento
padrdao: 56mm — 87.5mm, municipio de Tiros — MG, cérrego da Espinha, 19° 2'47.18" S 46°
1'12.93" O, Campos, M. A. da Silva, S. V. Resende, R. Pasa, 24/07/2016. Sub-bacia do rio das
Velhas: MCZ 20874 (fotografia), 1 de 3 espécimes, comprimento padrdo: 67.61mm, Lagoa
Santa— MG, 19°27°26” S 44°14°30” O, G. Sceva & Thayer Expedition, julho 1865. LaGEEvo-
33, 3 espécimes, comprimento padrdo: 55.5mm — 69.5mm, municipio de Ouro Preto — MG, rio
das Velhas, 20°20'38.4" S 43°29'58.4" O, I.LH.R. Oliveira, 1. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P.
Pimentel, R. Pasa, 15/09/2023. Sub-bacia do rio Borrachudo: LaGEEvo-34, 3 espécimes,
comprimento padrao: 53mm - 69mm, municipio de Matutina — MG, rio Borrachudo,
19°13'02.6" S 45°55'58.2" O, I.LH.R. Oliveira, P. M. de Assis, R. A. S. Soares, R. Pasa,
08/03/2023. LaGEEvo-40, 12 de 15 espécimes, comprimento padrdo: 64mm — 86mm,
municipio de Tiros — MG, cérrego Bonito, 18°48'44.7" S 45°45'52.2" O, P. Penteado, Denis,
Gabriel, Rafael, 20/07/2010. Sub-bacia do rio Indaia: LaGEEvo-36, 4 espécimes,
comprimento padrdao: 4lmm — 46mm, municipio de Sdo Gotardo — MG, rio Funchal,
19°24'9.54" S 46°0'4.61" O, I.LH.R. Oliveira, I. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P. Pimentel,
02/12/2023. LaGEEvo-37, 2 espécimes, comprimento padrdo: 47mm — 56mm, municipio de
Sdo Gotardo — MG, rio Funchal, 19°24'9.54" S 46°0'4.61" O, .LH.R. Oliveira, I. B. da Silva, L.
Fainé, J. Godoy, 04/05/2019. LaGEEvo0-59, 3 espécimes, comprimento padrdo: 50mm — 65mm,
municipio de Sdo Gotardo — MG, rio Funchal, 19°24'9.54" S 46°0'4.61" O, .LH.R. Oliveira, L.
B. da Silva, G. Bork, L. Fernandes, V. Augusto, 12/05/2018. Sub-bacia do rio Paracatu:
LaGEEvo-43, 9 espécimes, comprimento padrdo: 37mm — 63mm, municipio de Presidente
Olegario — MG, cérrego Crico, 18°18'44.36" S 46° 5'44.46" O, 1. B. da Silva, M. L. C. B. de
Campos, V. Augusto, S. V. Resende, 06/04/2019. Sub-bacia do rio Cip6é: LaGEEvo-44, 4
espécimes, comprimento padrao: 43mm — 52mm, Parque Nacional Serra do Cip6 — MG, canion
das Bandeirinhas, 19°25'8.33" S 43°34'12.37" O, M. L. C. B. de Campos, R. R. Rocha, S. V.
Resende, F. Sassi, outubro 2017. LaGEEvo-46, 9 espécimes, comprimento padrdao: 42mm —
59mm, Parque Nacional Serra do Cipé — MG, ribeirdo das Bandeirinhas, 19°24'32.65" S
43°34'35.31" O, M. L. C. B. de Campos, R. R. Rocha, S. V. Resende, F. Sassi, outubro 2017.
LaGEEvo-48, 23 espécimes, comprimento padriao: 47mm — 84mm, Parque Nacional Serra do
Cipé — MG, encontro dos rios Mascates e Bocaina, 19°20'49.68" S 43°36'20.42" O, .LH.R.
Oliveira, 1. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P. Pimentel, R. A. S. Soares, G. F. da Fonseca, G.



53

F. Matos, V. G. de Miranda, B. Alonso, 09/10/2023. LaGEEvo-60, 11 espécimes, comprimento
padrdao: 64mm — 99mm, Parque Nacional Serra do Cipé — MG, trilha da cachoeira da Farofa,
19°23'6.52" S 43°35'12.28" O, .LH.R. Oliveira, I. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P. Pimentel,
R. A. S. Soares, G. F. da Fonseca, G. F. Matos, V. G. de Miranda, B. Alonso, 10/10/2023. Rio
Sao Francisco: LaGEEvo-63, 4 espécimes, comprimento padrdo: S0mm - 8 1mm, Trés Marias
— MG, rio Vereda Grande, 18°19'18.62" S 45° 6'32.80" O, R. de M. Alves; R. R. Rocha; M. A.
da Silva; S. V. Resende, 18/04/2017. LaGEEvo-64, 5 espécimes, comprimento padrao: SOmm
- 81mm, Trés Marias — MG, rio Vereda Grande, 18°19'18.62" S 45° 6'32.80" O, 2010-2012.

New combinations: Psalidodon santae (Eigenmann, 1907), comb. nov.

(Figuras 7A — 7D, Tabela 7)

Tetragonopterus rivularis Liitken, 1875: 107-109, prancha V, fig. 14 (em parte;
paralectétipos: ZMUC, MNHN 0000-9582, NMW 57707, SMNS 2046, ZMB 9199, localidade

tipo: rio das Velhas e seus Afluentes, estado de Minas Gerais, Brasil).

Hemigrammus santae Eigenmann 1907: 16-17, (sintipos: USNM 55652, localidade tipo:
municipio de Lagoa Santa, estado de Minas Gerais, Brasil) —. Vari & Howe 1991:25 (catdlogo

de espécies do National Museum of Natural History, Smithsonian Institution).

Hyphessobrycon santae —. Eigenmann, 1910: 437 (Transferéncia para o género
Hyphessobrycon) —. Lima & Malabarba in Reis et al. 2003:140 (lista de espécies) —. Silva et

al. 2020:6 (lista de espécies, ampliacdo da distribuicdo para o estado da Bahia, Brasil).

Astyanax turmalinensis Triques, Vono & Caiafa 2003: 145-150, fig. 1 (Holdtipo:
DZUFMG: 005; Paratipos: DZUFMG: 006-009, localidade-tipo: cérrego Divisao, afluente da
margem direita do rio Jequitinhonha, vila do Peixe Crd, municipio de Turmalina, estado Minas
gerais, Brasil, 17°07” S 42°57° W.) —. Zanata & Camelier, 2008: 37 (inclusdo no complexo A.
scabripinnis) —. Triques & Queiroz, 2010: 400—401, fig. 1 (ampliagdo da distribui¢do para as
bacias do rio Sao Francisco e rio Doce) —. Ingenito & Duboc, 2014: 282 (citagao no complexo
A. scabripinnis) —. Vieira-Guimaraes, Martins-Pinheiro & Sarmento-Soares 2024:37 (lista de

espécies). [nova sinonimia].
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Diagnose. Das demais espécies de Psalidodon, P. santae difere de P. alleni, P. argentum,
P. balbus, P. bifasciatus, P. biotae, P. bockmanni, P. chico, P. correntinus, P. dissensus, P.
dissimilis, P. eigenmanniorum, P. erytropterus, P. fasciatus, P. gymnodontus, P. gymnogenys, P.
henseli, P. hermosus, P. ita, P. jequitinhonhae, P. marionae, P. minor, P. ojiara, P. parahybae, P.
pelegrini, P. powelli, P. puka, P. pynandi, P. rutilus, P. saguazu, P. schubarti, P. troya, P.
vermilion e P. xiru por possuir a cabeca robusta com o contorno do focinho até a vertical
posterior a 6rbita com um formato horizontal de “U” em vista lateral (vs. cabeca comprimida
com o contorno do focinho até a vertical posterior a érbita com um formato horizontal de “V”).
Das demais, difere de P. anisitsi, P. crenuchoides e de P. xavante por possuir de 15-21 raios
ramificados na nadadeira anal (vs. 21-25 em P. anisitsi, 11-14 em P. crenuchoides e 23-26 em
P. xavante), de P. hamatus, P. kalunga, P. leonidas, P. pampa, P. pessalii, P. togoi, P.
tumbayaensis, P. uaiso e P. uberaba por apresentar a linha lateral varidvel (vs. sempre
incompleta em P. hamatus, P. kalunga, P. pessalii, P. togoi, P. uaiso e P. uberaba; e sempre
completa em P. leonidas, P. pampa e P. tumbayaensis), de P. brachypterygium, P. cremnobates,
P. endy, P. goyanensis, P. paranae, P. rioparanaibanus e P. varzeae por possuir padrao de
cromatéforos reticulado na regido anterior do corpo abaixo da linha lateral (vs. padrao disperso),
de P. laticeps, P. scabripinnis, P. serratus e P. togoi por possuir mancha umeral alongada
verticalmente (vs. mancha umeral alongada horizontalmente com um prolongamento vertical
em sua por¢ao anterior conferindo um formato em “p”) e de P. rivularis por apresentar 33-36

escamas na série lateral e 2n=50 cromossomos (vs. 37-39 e 2n=46 cromossomos).

Descricao. Dados morfométricos disponiveis na Tabela 7. Corpo comprimido, regido
de maior altura corporal situada na vertical préxima a origem da nadadeira pélvica, podendo
ser mais préoxima a ponta ou a metade da nadadeira peitoral em individuos com altura corporal
menor do que 30.5% do comprimento padrdo. Perfil dorsal da cabeca ligeiramente convexo
entre a ponta do labio superior e a vertical anterior a narina; levemente convexo deste ponto até
a vertical situada préxima a metade do olho, e entdo reto ou ligeiramente concavo deste ponto
até o processo supraoccipital. Perfil convexo do processo supraoccipital até a base o tltimo raio
da nadadeira dorsal; ligeiramente convexo da nadadeira dorsal a adiposa, e ligeiramente
concavo entre a nadadeira adiposa e a base do primeiro raio superior da nadadeira caudal. Perfil
ventral da ponta do focinho até a base da nadadeira pélvica convexo; entre a nadadeira pélvica
e a base do primeiro raio da nadadeira anal continuadamente convexo ou reto; base da nadadeira
anal reta; e ligeiramente concavo entre a nadadeira adiposa e a base do primeiro raio inferior da

nadadeira caudal.
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Boca terminal com mandibula inferior se projetando ligeiramente a frente da mandibula
superior. Pré-maxilar com duas séries de dentes, a externa com 3-5 dentes tricuspidados e a
interna com 4 a 5 dentes com 3 a 7 cuspides. Maxilar com 1 a 3 dentes pequenos tricuspidados
ou pentacuspidados. Dentes decrescendo de forma abrupta no dentdrio, com 4 a 5 dentes
grandes com 4 a 5 cuspides seguido de 3 a 8 dentes menores. Em todos os dentes a cuspide
central é maior que as laterais. Extensdo da maxila posterior a vertical situada na borda anterior

da orbita.

Nadadeira dorsal com ii+9 raios, com primeiro raio ndo ramificado com metade do
comprimento do segundo. Nadadeira peitoral com i+11-13 raios, com origem préxima a vertical
situada na metade do osso do opérculo, quando adpressa ao corpo nunca alcanga a nadadeira
pélvica em individuos maiores. Nadadeira pélvica com i+6-7 raios, com origem anterior a
vertical situada no dltimo raio da nadadeira dorsal, quando adpressa ao corpo nunca alcanca a
nadadeira anal em individuos maiores. Nadadeira anal com iii-iv+15-21, machos maduros com
numerosos € pequenos ganchos por raio na nadadeira anal. Nadadeira caudal bifurcada com

i+17+i e lobos de tamanho semelhante. Nadadeira adiposa presente.

Escamas cicloides, circuli ausente na borda posterior das escamas, 4-17 estrias sulcadas
nas escamas, em geral em maior quantidade em individuos maiores. Linha lateral varidvel
podendo ser completa, incompleta ou interrompida, série lateral com 33-36 escamas. Série de
escamas transversais com 5 — 6 escamas acima da linha lateral e 4 — 5 abaixo. Série de escamas
pré-dorsais com 10-13 escamas. Série de escamas ao redor do pedunculo caudal com 13 - 15

escamas. Série de escamas na base da nadadeira anal com 3 — 8 escamas.
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Figura 7: Espécimes de P. santae, sintipo (A, fornecida pelo prof. Carlos Alexandre Miranda Oliveira), holotipo
de “A. turmalinensis” — afluente do rio Jequitinhonha (B), nascente do rio das Velhas (C) e encontro dos rios

Mascates e Bocaina (D).

Cor em alcool. Regido dorsal do corpo, cabeca e ponta do focinho castanho-escuro.
Regido lateral do corpo castanho-amarelado ou levemente prateado em sua por¢do anterior.
Regido ventral do corpo castanho-amarelado podendo apresentar reflexos alaranjados ou
avermelhados. Regides infraorbitais e operculares prateadas, com uma mancha escura de
cromatoforos no opérculo, podendo ser mais discreta em alguns individuos. Padrdo reticulado
de cromatoforos (restrito a borda posterior das escamas) na regido anterior do corpo abaixo da
linha lateral. Padrao disperso de cromatoforos entre a linha lateral e a base da nadadeira anal.
Mancha umeral conspicua se estendendo de 2-3 escamas acima da linha lateral e 1-2 escamas
abaixo, com borda superior mais larga do que a borda inferior. Em geral, apresentam uma area
clara ap6s a mancha umeral com padrao reticulado de cromatoforos, seguida por uma segunda
mancha umeral difusa. Em poucos individuos foi notada a auséncia desta mancha, o que pode
ocorrer devido ao processo de preservacao do espécime. Faixa lateral indo desde a segunda
mancha umeral até os raios medianos da nadadeira caudal, com tonalidade prateada na sua
por¢cdo anterior ¢ adquirindo uma tonalidade mais escura a medida que se aproxima do
pedunculo caudal, onde se alonga dorso-ventralmente formando uma mancha distinta na borda
do pedunculo caudal. Nadadeiras raiadas hialinas, em geral com poucos cromatoforos ao longo

da borda dos raios. Nadadeira adiposa hialina com padrdo disperso de cromatoforos.



Tabela 7. Dados morfométricos de Psalidodon santae comb. nov. N = nimero amostral, ND = nadadeira dorsal, NP = nadadeira peitoral, NV = nadadeira pélvica, NA =

nadadeira anal, PC = pedinculo caudal, MS = Maxila Superior, OOL = distincia 6rbita-opercular, DP = desvio padrio.

H. santae sintipos “A. turmalinensis” tipos Nao tipos Média DP
N=2 N =20 N=19
Comprimento Padrio 32.5-54.1 30-54.9 35.71-70.1 45.20 7.94
% do comprimento padrao
Disténcia pré-dorsal 53.72 - 55.00 49.38 —53.29 48.98 — 54.15 51.42 1.44
Disténcia pré-peitoral 24.82 - 24.97 18.10-27.73 18.85 - 27.77 23.62 2.09
Distancia pré-pélvica 47.70 - 50.34 44.774 — 48.79 43.34 - 50.34 47.15 1.80
Distancia pré-anal 63.59 — 63.78 61.07 — 65.49 60.83 — 68.76 63.67 1.76
Altura Corporal 33.75-3547 32.22 -38.48 30.52 - 38.33 34.72 1.68
Altura do PC 12.42 - 12.50 12.19 - 15.46 9.86 — 14.13 13.03 1.03
Comprimento do PC 11.70 - 13.55 11.28 - 14.16 9.38-16.25 13.48 1.42
Comprimento da ND 88.95 - 89.14 86.35 - 137.78 77.14 - 119.67 99.48 12.36
Comprimento da NP 38.39 41.04 — 44.63 36.93-51.74 42.81 3.45
Comprimento da NV 18.75 - 20.49 21.33-27.74 21.39-27.71 24.67 2.45
Comprimento da NA 60.67 — 60.79 42.86 — 60.87 39.12 - 63.63 49.82 6.50
Comprimento da base da NA 23.74 - 26.84 23.86 — 28.45 20.40 — 26.45 24.83 1.91
Distancia 6rbita - ND 37.94 - 39.46 33.27-38.73 33.99 -39.22 36.56 1.60
Comprimento da cabeca 26.95 -28.15 24.77 - 28.84 23.05 -30.11 26.63 1.46
OOL 11.41 -12.36 9.94 - 14.57 10.67 — 14.04 11.86 0.95
% da altura corporal
Altura da Cabeca 71.75 -73.00 65.14 - 78.79 61.95-77.79 70.94 4.05



Altura do PC

Diametro da 6rbita
Comprimento do focinho
Comprimento da MS

Distancia interorbital

35.02 -37.05

29.52 —-32.98
24.69 —26.55
45.40 -48.13
32.42 -34.02

34.35 - 46.14 29.39-41.35
% do comprimento da cabeca
29.57 - 39.06 24.37-3541
15.60 — 24.63 18.42 - 27.34
30.26 — 43.72 32.52-43.96
31.91-43.35 30.92 - 38.56

37.58

33.12
22.17
38.14
35.97

3.11

3.27
2.53
3.97
3.04

58




59

Cor em vida. Regido dorsal do corpo e cabega escura, castanho-esverdeado no dorso e
adquirindo uma tonalidade verde-oliva mais para os flancos. Regidao ao redor da linha lateral
prateada adquirindo uma tonalidade branca ou amarelada no ventre. Nadadeiras peitorais
variando de uma tonalidade levemente amarelada a alaranjadas. Nadadeiras pélvicas variando
de uma tonalidade amarelada a fortemente avermelhadas. Nadadeira dorsal amarelo-esverdeada
adquirindo uma tonalidade avermelhada mais para o topo. Nadadeira adiposa amarelada ou
alaranjada. Nadadeira anal avermelhada em sua maior por¢ao préxima ao corpo, perdendo a
cor a medida que se afasta. Nadadeira caudal com largas bordas avermelhadas e amareladas ao

redor da faixa lateral escura.

Distribuicdo. Psalidodon santae comb. nov. pode ser encontrado ao leste do rio Sao
Francisco nas bacias do Alto Sao Francisco, Jequitinhonha e Doce, e possivelmente no Médio
Sao Francisco. Nos ambientes do leste da bacia do Alto rio Sao Francisco, observamos que P.
santae é simpatrica a P. rivularis em pelo menos duas localidades: nascente do rio das Velhas
em Ouro Preto — MG, e nos diferentes afluentes do rio Cip6 no Parque Nacional Serra do Cipé

(Figura 1).

Dimorfismo sexual. Machos em fase reprodutiva com ganchos nas nadadeiras anal e
pélvica, do dltimo raio nao ramificado até o 15° raio ramificado da nadadeira anal e do 3° ao 5°

raio ramificado da nadadeira pélvica.

Comentarios. Hemigrammus santae Eigenmann, 1907 foi descrito por Eigenmann com
base em um lote contendo quatro sintipos de Tetragonopterus rivularis Liitken, 1875 (USNM
44960). Os exemplares continham duas variedades de “T.” rivularis com dois espécimes cada,
diferenciados por apresentarem a linha lateral completa ou interrompida (Eigenmann, 1907).
Destes, Eigenmann descreveu a nova espécie com base na variedade com linha lateral
interrompida (Tetragonopterus rivularis var. interrupta Liitken 1875), atribuindo aos espécimes

o tombo USNM 55652.

Anos depois o proprio Eigenmann transferiu a espécie para o género Hyphessobrycon,
utilizando como diagnose entre os dois géneros a nadadeira caudal nua em Hyphessobrycon
(Eigenmann, 1910). Eigenmann, no entanto, ndo considerou um aspecto importante ao propor
a espécie: Liitken (1875) havia pontuado em sua obra que ndo considerava a interrup¢do na
linha lateral uma caracteristica vélida para nomear uma nova espécie, uma vez que em muitos
casos essa caracteristica estava em desacordo nos dois lados do corpo do mesmo espécime de

“T.” rivularis. Esse equivoco se perpetuou em trabalhos posteriores, como no manual de
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identificacdo de peixes da regido de Trés Marias (Britski et al., 1988), onde na chave de
identificacdo para peixes da bacia do rio Sdo Francisco a caracteristica linha lateral incompleta
leva aos géneros Hemigrammus e Hyphessobrycon, e a linha lateral completa ao género

Astyanax, que a época incluia P. rivularis.

Apesar de considerar P. santae Eigenmann, 1907 como uma espécie valida, destacamos
que ndo ¢ a linha lateral que a distingue de P. rivularis Liitken 1875, uma vez que mesmo na
série tipo temos exemplares que pertencem a P. rivularis sensu strictu e possuem a linha lateral
interrompida. Cabe destacar que nos dltimos anos, varias espécies de Hyphessobrycon foram
transferidas para o género Psalidodon, ampliando o nimero de espécies do grupo que

apresentam exemplares com linha lateral interrompida (Melo et al., 2024; Teran et al., 2020).

A andlise dos tipos de Astyanax turmalinensis Triques, Vono & Caiafa, 2003, demonstra
que esta corresponde a mesma espécie de P. santae Eigenmann, 1907. Devido a pertencerem a
géneros diferentes, Triques et al. (2003) e Triques & Queiroz (2010) ndo forneceram diagnoses
entre essas espécies. Assim, consideramos que a sobreposicdo de caracteres meristicos,

morfométricos e distribui¢do espacial justifica a sinonimia de ambas.

Em relacdo a diagnose morfolégica de P. santae Eigenmann, 1907 e P. rivularis Liitken,
1875 elencamos como principais caracteristicas o nimero menor de escamas ao longo da linha
lateral em P. santae (33-36 vs. 37-39) e o maior nimero de cromossomos (2n=50 + 0-1Bs vs.
2n=46 + 0-2 Bs). Outras diferencgas entre estas espécies incluem a coloracdo e caracteristicas
morfométricas do corpo, tal como notado por Eigenmann (Eigenmann, 1907), com P. santae
apresentando corpo mais escuro e nadadeiras mais coloridas e, em geral, um corpo mais alto,
com a altura entre 28.26% a 40.20% (provavelmente mais) do comprimento padrdo. Outras
caracteristicas apontadas por Triques & Queiroz (2010) na diagnose de A. turmalinensis e
“Astyanax’” rivularis também podem ser utilizadas, embora com cautela: a origem da nadadeira
peitoral €, em geral, anterior em P. rivularis, situando-se na vertical proxima a metade do 0sso
do opérculo nesta espécie e apds o fim do opérculo em P. santae; a regido de maior altura
corporal €, em geral, mais deslocada em dire¢do vertical situada na origem da nadadeira pélvica
em P. santae e a vertical situada no meio da nadadeira peitoral em P. rivularis, embora essa
caracteristica possa inverter nos dois tdxons em espécimes relativamente mais altos de P.
rivularis (altura do corpo > 30.5% do comprimento padrdo) e relativamente baixos de P. santae
(altura do corpo < 30.5% do comprimento padrdo); o padrao de cromatoforos apods a primeira
mancha umeral é, em geral, reticulado (cromatéforos restritos a borda posterior das escamas)

em P. santae e disperso em P. rivularis. Triques & Queiroz (2010) também pontuaram a
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existéncia de duas manchas umerais em P. santae vs. umaem P. rivularis. Aqui destacamos que,
na verdade, observamos exemplares com duas manchas em ambas as espécies, e a auséncia da
segunda mancha muitas vezes se deve a esta ser menos nitida, e se perder no processo de
preservagdo, embora, vale mencionar que em espécimes vivos ou recém fixados fica evidente

que a segunda mancha tende a ser mais nitida em P. santae.

Material Examinado. 74 espécimes (4 a partir de fotografias), todos do estado de
Minas Gerais, Brasil. Tipos: Bacia do rio Sao Francisco. Sub-bacia do rio das Velhas:
ZMUC P241372 (fotografia), paralectdtipo de Tetragonopterus rivularis, 1 espécime,
comprimento padrdo: 70.1mm, municipio de Lagoa Santa - MG, J. T. Reinhardt, 1847-1870.
ZMUC P241376 (fotografia), paralectdtipo de Tetragonopterus rivularis, 1 espécime,
comprimento padrdo: 35.7mm, municipio de Lagoa Santa - MG, J. T. Reinhardt, 1847-1870.
USNM 55652 (fotografia), sintipos de Hemigrammus santae, 2 espécimes, comprimento
padrdo: 32.5mm — 54.1mm, municipio de Lagoa Santa — MG, J. T. Reinhardt, 1847-1870. Bacia
do rio Jequitinhonha: DZUFMG 005, holétipo de Astyanax turmalinensis, 1 espécime,
comprimento padrao 48.2mm, municipio de Turmalina — MG, vila do Peixe-Crd, corrego
Divisao, tributdrio da margem direita do rio Jequitinhonha, 17°07" S 42°57” O, V. Vono, maio
1989. DZUFMG 009, paratipos de Astyanax turmalinensis, 19 de 25 espécimes, comprimento
padrao 33.5mm — 54.9mm, municipio de Turmalina — MG, vila do Peixe-Crd, cérrego Divisao,
tributdrio da margem direita do rio Jequitinhonha, 17°07” S 42°57° O, V. Vono, agosto 1989.
Nao Tipos. Bacia do rio Sao Francisco. Sub-bacia do rio das Velhas: LaGEEvo-32, 22
espécimes, comprimento padrdo: 31mm — 49mm, municipio de Ouro Preto — MG, rio das
Velhas, 20°20'38.4" S 43°29'58.4" W, LLH.R. Oliveira, 1. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P.
Pimentel, R. Pasa, 15/09/2023. Sub-bacia do rio Cipé: LaGEEvo-45, 9 espécimes,
comprimento padrdo: 43mm — 53mm, Parque Nacional Serra do Cip6 — MG, céanion das
Bandeirinhas, 19°25'8.33" S 43°34'12.37" O, M. L. C. B. de Campos, R. R. Rocha, S. V.
Resende, F. Sassi, outubro 2017. LaGEEvo-47, 6 espécimes, comprimento padrao: 42mm —
49mm, Parque Nacional Serra do Cipé — MG, ribeirdo das Bandeirinhas, 19°24'32.65" S
43°34'35.31" O, M. L. C. B. de Campos, R. R. Rocha, S. V. Resende, F. Sassi, outubro 2017.
LaGEEvo-49, 8 espécimes, comprimento padrdo: 41mm — 59.5mm, Parque Nacional Serra do
Cipé — MG, encontro dos rios Mascates e Bocaina, 19°20'49.68" S 43°36'20.42" O, LLH.R.
Oliveira, 1. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P. Pimentel, R. A. S. Soares, G. F. da Fonseca, G.
F. Matos, V. G. de Miranda, B. Alonso, 09/10/2023. LaGEEvo-58, 4 espécimes, comprimento
padrao: 56mm — 72mm, canion das Bandeirinhas, 19°25'8.33" S 43°34'12.37" O, L.LH.R.
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Oliveira, 1. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P. Pimentel, R. A. S. Soares, G. F. da Fonseca, G.
F. Matos, V. G. de Miranda, B. Alonso, 11/10/2023. LaGEEvo-62, 1 espécime, comprimento
padrao: 63mm, Parque Nacional Serra do Cipé — MG, trilha da cachoeira da Farofa, 19°23'6.52"
S 43°35'12.28" O, LH.R. Oliveira, I. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P. Pimentel, R. A. S.
Soares, G. F. da Fonseca, G. F. Matos, V. G. de Miranda, B. Alonso, 10/10/2023.

Provavel nova espécie: Psalidodon aff. santae m2

(Figuras 8A — 8B, Tabela 8)

Diagnose. A diagnose de Psalidodon aff. santae m2 € a mesma de P. santae. Nao
encontramos nenhuma caracteristica discreta que diferenciem estas duas OTUs, entretanto,
ambas podem ser diferenciadas por caracteristicas morfométricas sobrepostas, porém
estatisticamente diferentes: distancia 6rbita opercular (8.60% — 12.71%, média de 10.14% em
P. aff. santae m2 vs. 9.94% — 14.57%, média 11.86% em P. santae) e comprimento da cabega (23.05%
- 30.11%, média de 26.63% em P. aff. santae m2 vs. 21.60% - 26.19%, média de 24.17% em P. santae).

Descricao. Dados morfométricos disponiveis na Tabela 8. Em geral, para as
caracteristicas que foram possiveis de analisar neste trabalho, a descri¢do desta OTU € a mesma
de P. santae, porém com uma menor variabilidade associada ao niimero de raios ramificados na
nadadeira anal (19 — 21 vs. 15 — 21 em P. santae) e na altura corporal (31.33% - 38.68% vs.
28.26% - 39.5% em P. santae), com quase todos os exemplares apresentando a regido de maior

altura corporal préxima a origem da nadadeira dorsal.

Distribuicao. P. aff. santae m2 foi coletada em apenas dois locais, cérrego Lage e rio
Funchal, afluentes dos rios Abaeté e Indaid, respectivamente. Sendo assim, essa OTU ¢é
endémica na porcao oeste do Alto rio Sao Francisco, sendo simpdtrica a P. rivularis em ambos

os locais (Figura 1).

Comentarios. P. aff. santae m2 é extremamente aparentada a sua contraparte do leste
do Alto rio Sao Francisco, tanto pelo ponto de vista morfolégico quando cariotipico,
apresentando 2n=50 cromossomos, com 0 mesmo nimero de cromossomos metacéntricos e
subtelocéntricos do que P. santae (8 cromossomos para ambos as morfologias). Em relacdo ao
nimero de cromossomos submetacéntricos e acrocéntricos, a variacdo observada entre os

exemplares nos dois locais amostrados € inclusive maior do que entre eles e P. santae: 24
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submetaceéntricos e 10 acrocéntricos para os exemplares do cérrego Lage, 20 submetacéntricos
e 14 acrocéntricos para o rio Funchal; e 22 submetacéntricos e 12 acrocéntricos para P. santae

do encontro dos rios Mascates e Bocaina, afluentes do rio Cip6 (Figura 3).

Desta forma, o principal argumento para se propor esta OTU como uma possivel nova
espécie € a auséncia de monofila entre esses exemplares e suas contrapartes do leste do rio Sdo
Francisco em qualquer uma das reconstrucdes filogenéticas realizadas (Figura 4). Finalmente,
destaco aqui que os exemplares desta OTU tendem a ter uma regido craniana comparativamente
menor do que P. santae, fato que se reflete em nossa andlise de Random Forest, com a maior
parte dos espécimes sendo classificados corretamente de acordo com a distdncia Orbita-

opercular (Figura 5).

Material Examinado. 33 espécimes, todos do estado de Minas Gerais, Brasil. Bacia
do rio Sao Francisco. Sub-bacia do rio Abaeté: LaGEEvo-31, 23 espécimes, comprimento
padrao: 38mm — 54mm, municipio de Arapud — MG, cérrego Lage, 19°1°25.18” S 46°6°18.74”
O, LH.R. Oliveira, P. M. de Assis, T. da S. Ramos, 05/11/2022. LaGEEvo-42, 3 de 10 espécimes,
comprimento padrdo: 42mm — 49mm, municipio de Arapud — MG, coérrego Lage, 19°1°25.18”
S 46°6°18.74” O, P. Penteado, D. Reis, Denis, Paloma, Wanessa, 23/07/2010. Sub-bacia do rio
Indaia: LaGEEvo-36, 6 espécimes, comprimento padrdo: 35mm — 54mm, municipio de Sdo
Gotardo — MG, rio Funchal, 19°24'9.54" S 46°0'4.61" O, LH.R. Oliveira, 1. B. da Silva, P. M.
de Assis, L. G. P. Pimentel, 02/12/2023. LaGEEvo-38, 1 espécime, comprimento padrao: 59mm,
municipio de Sdo Gotardo — MG, rio Funchal, 19°24'9.54" S 46°0'4.61" O, .LH.R. Oliveira, L.
B. da Silva, L. Fainé, J. Godoy, 04/05/2019.

Provavel nova espécie: Psalidodon aff. rivularis m3

(Figuras 8C — 8D, Tabela 8)

Diagnose. Das demais espécies de Psalidodon, Psalidodon aff. rivularis m3 difere de P.
alleni, P. argentum, P. balbus, P. bifasciatus, P. biotae, P. bockmanni, P. chico, P. correntinus,
P. dissensus, P. dissimilis, P. eigenmanniorum, P. erytropterus, P. fasciatus, P. gymnodontus, P.
gymnogenys, P. henseli, P. hermosus, P. ita, P. jequitinhonhae, P. marionae, P. minor, P. ojiara,
P. parahybae, P. pelegrini, P. powelli, P. puka, P. pynandi, P. rutilus, P. saguazu, P. schubarti,

P. troya, P. vermilion e P. xiru por possuir a cabeca robusta com o contorno do focinho até a
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vertical posterior a Orbita com um formato horizontal de “U” em vista lateral (vs. cabeca
comprimida com o contorno do focinho até a vertical posterior a Orbita com um formato
horizontal de “V”). Das demais, difere de P. anisitsi, P. crenuchoides, P. kalunga e P. xavante
por possuir de 16 a 19 raios ramificados na nadadeira anal (vs. 21-25 em P. anisitsi, 11-14 em
P. crenuchoides, 13-14 em P. kalunga e 23-26 em P. xavante), de P. brachypterygium, P.
cremnobates e P. goyanensis pelo comprimento pré-dorsal (47.6% - 51.4% vs. 51.2% - 58.2%
em P. brachypterygium, 51.1% - 57.4% em P. cremnobates € 51.7% - 58% em P. goyanensis),
de P. endy e P. pampa por apresentar uma menor altura corporal (25.93% - 34.78% vs. 36.6% -
42.2% em P. endy e 36.9% - 42.2% em P. pampa), de P. hamatus, P. leonidas, P. pessalii, P.
rivularis, P. santae, P. tumbayaensis € P. uberaba por possuir padrao disperso de cromat6foros
na regiao anterior do corpo abaixo da linha lateral (vs. padrdo reticulado), de P. laticeps, P.
scabripinnis e P. serratus por possuir mancha umeral alongada verticalmente (vs. mancha
umeral alongada horizontalmente com um prolongamento vertical em sua por¢do anterior
conferindo um formato em “p”), e de P. paranae, P. rioparanaibanus, P. togoi, P. uaiso e P.
varzeae por apresentar a linha lateral varidvel (vs. sempre completa em P. paranae, P.

rioparanaibanus e P. varzeae, e sempre incompleta em P. fogoi € P. uaiso).

Descricao. Dados morfométricos disponiveis na Tabela 8. P. aff. rivularis m3 pode ser
distinguido de todos as demais OTUs em P. rivularis sensu lato por apresentar um padrao
disperso de cromat6foros na regido anterior do corpo (vs. padrao reticulado), além disso, pode
ser diferenciada de P. santae, P. aff. santae m2 e P. aff. santae m4 por possuir de 37-39 escamas
ao longo da série longitudinal de escamas (vs. 33-36). Em geral, para demais caracteristicas que
foram possiveis de analisar neste trabalho, a descri¢do desta OTU é a mesma de P. rivularis,
porém com uma menor variabilidade associada ao nimero de raios ramificados na nadadeira
anal (16 — 19 vs. 14 — 20 em P. rivularis) e com diferencgas estatisticamente significativas na
distancia 6rbita opercular (12.45% - 17.25%, média de 14.89% para P. aff. rivularis m3 € 9.35%
- 13.71%, média de 11.36% para P. rivularis).

Distribuicao. P. aff. rivularis m3 foi coletada em apenas trés locais, todos afluentes das
cabeceiras rio Sao Francisco, no Parque Nacional Serra da Canastra: nascente histérica do rio
Sao Francisco, cachoeira Rasga Canga (parte alta e baixa) e cachoeira Casca d’ Anta (parte alta)

(Figura 1).

Comentarios. P. aff. rivularis m3 é claramente uma OTU distinta das demais OTUs em
P. rivularis sensu lato, apoiada por todos as fontes de dados usadas neste trabalho, assim como

€ a Unica a ndo apresentar simpatria com nenhuma das demais. Além do ja mencionado padrao
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de cromatéforos na regido anterior do corpo, essa OTU apresenta 2n=50 cromossomos (vs.
2n=46 em P. rivularis), com uma foérmula cariotipica bem distinta das demais, com 10
cromossomos metacéntricos (vs. 8 em todas as demais OTUs), 18 cromossomos
submetacéntricos (vs. 20 ou mais), 6 cromossomos subtelocéntricos (vs. 8-10), e 16
cromossomos acrocéntricos (vs. 14 ou menos), apresentando também alguns exemplares com
um distinto cromossomo B metacéntrico, maior que qualquer outro cromossomo do cariétipo,

observado também apenas nos exemplares de P. aff. santae m4.

Do ponto de vista molecular, esta OTU ¢ filogeneticamente proxima de P.
rioparanaibanus e P. aff. paranae em um clado bem estruturado que denominamos ‘““Paranaiba-
Canastra”. Isto também se reflete em semelhancas morfologicas entre estas espécies, ja que
ambas também possuem padrao disperso de cromatéforos na regido anterior do corpo abaixo
da linha lateral. P. aff. rivularis m3 pode ser diagnosticada de P. rioparanaibanus por possuir
de 37-39 escamas ao longo da série longitudinal (vs. 34-36) e por ndo possuir o padrao de
escamas prateadas intercaladas com escamas escuras no dorso caracteristicas de P.
rioparnaibanus. Além disso, assim como as demais espécies em P. rivularis sensu latu, P. aff.
rivularis m3 possui linha lateral varidvel (vs. completa nas demais espécies do clado

“Paranaiba-Canastra”).

Material Examinado. 107 espécimes, todos do Parque Nacional Serra da Canastra,
estado de Minas Gerais, Brasil. Rio Sao Francisco: LaGEEvo-50, 16 espécimes, comprimento
padrdao: 49mm — 89mm, Parque Nacional Serra da Canastra— MG, parte alta da cachoeira Rasga
Canga, 20°10'39.13" S 46°33'33.68" O, .LH.R. Oliveira, I. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P.
Pimentel, R. A. S. Soares, T. da S. Ramos, J. Godoy, S. S. N. Pereira, 28/07/2023. LaGEEvo-
51, 34 espécimes, comprimento padrao: 43mm — 83mm, Parque Nacional Serra da Canastra —
MG, cachoeira Casca d’Anta, 20°182.24" S 46°31'18.99" O, I.H.R. Oliveira, 1. B. da Silva, P.
M. de Assis, L. G. P. Pimentel, R. A. S. Soares, T. da S. Ramos, J. Godoy, S. S. N. Pereira,
28/07/2023. LaGEEvo-52, 34 espécimes, comprimento padrio: 40mm — 8lmm, Parque
Nacional Serra da Canastra — MG, nascente historica do rio Sao Francisco, 20°14'4.79" S
46°2629.38" O, I.H.R. Oliveira, I. B. da Silva, P. M. de Assis, L. G. P. Pimentel, R. A. S. Soares,
T. da S. Ramos, J. Godoy, S. S. N. Pereira, 28/07/2023. LaGEEvo-53, 23 espécimes,
comprimento padrdo: 50mm — 93mm, Parque Nacional Serra da Canastra — MG, parte baixa da
cachoeira Rasga Canga, 20°10'39.13" S 46°33'33.68" O, .LH.R. Oliveira, 1. B. da Silva, P. M.
de Assis, L. G. P. Pimentel, R. A. S. Soares, T. da S. Ramos, J. Godoy, S. S. N. Pereira,
28/07/2023.
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Provavel nova espécie: Psalidodon aff. santae m4

(Figuras 8E — 8F, Tabela 8)

Diagnose. A diagnose de Psalidodon aff. santae m4 é a mesma de P. santae, e tal qual
P. aff. santae m2, a principal evidéncia de que se trata de uma OTU separada veio das andlises
filogendomicas. Esta OTU pode ser diferenciada de P. aff. santae m2 por apresentar um
comprimento menor da base da nadadeira anal, com 15.51% - 22.38% do comprimento padrao,
média de 19.91% (vs. 22.48% - 29.16%, média de 26.17% em P. aff. santae m2), e embora com
sobreposicoes, essa caracteristica também a diferencia estatisticamente de P. santae (20.40% -
26.45%, média de 24.73%). Adicionalmente, P. aff santae m4 também pode ser diagnosticada
de P. santae e P. aff. santae m2 por apresentar uma altura corporal estatisticamente menor, com
27.03% - 32.53% do comprimento padrdao, média de 29,6% (vs. 31.33% - 38.68%, média de
34.56% em P. aff. santae m2 e 28.26% - 39,5%, média de 33.44% em P. santae) e por, em geral,
apresentar a regiao de maior altura corporal préxima da vertical situada na metade ou na ponta
da nadadeira peitoral (vs. regido de maior altura corporal, em geral, proxima da vertical situada

na origem da nadadeira dorsal e/ou pélvica).

Descricao. Dados morfométricos disponiveis na Tabela 8. Em geral, para as
caracteristicas que foram possiveis de analisar neste trabalho, a descri¢do desta OTU € a mesma
de P. santae, com ligeiras diferencas no nimero de raios ramificados na nadadeira anal (14 —
20 vs. 1521 em P. santae) e geralmente apresentando maior altura corporal na vertical situada
entre a metade e a ponta da nadadeira peitoral (vs. geralmente regido de maior altura corporal

proxima a vertical situada na origem da nadadeira dorsal).

Distribuicao. P. aff. santae m4 foi coletada em afluentes dos rios Abaeté, Borrachudo
e Paracatu no oeste do rio Sao Francisco sendo, portanto, distribuida nas bacias hidrogréficas
do Alto e Médio rio Sdo Francisco. Em trés dos quatro locais em que fora coletada (corrego
Bonito, cérrego Tiros e corrego Crico), esta OTU € simpétrica a P. rivularis, ja no quarto local

(Lagoa da Barragem Usina do Abaeté) € simpatrica a A. lacustris (Figura 1).

Comentarios. P. aff. santae m4 é aparentada P. santae e P. aff. santae m2 quando
analisadas as caracteristicas meristicas e morfoldgicas, contudo, suas propor¢des morfométricas

relembram mais P. rivularis e P. aff. rivularis m3, especialmente pela menor altura corporal,
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como observado nas analises de PCA e Random Forest (Figura 3). Do ponto de vista da
citogenética, esta populacdo possui 2n=50 + 0-1B cromossomos, distinguindo-se de P. rivularis
(2n=46 + 0-2Bs). Esta OTU também pode ser diagnosticada de P. rivularis, P. santae e P. aff.
santae m2 pelo maior nimero de cromossomos subtelocéntricos (10 vs. 8), além de alguns
espécimes apresentarem um grande cromossomo B metacéntrico, tal qual P. aff. rivularis m3
(vs. alguns espécimes apresentando um pequeno cromossomo B acrocéntrico de variacao
intercelular) (Figura 3). Do ponto de vista molecular, excluindo-se o resultado do genoma

mitocondrial, estda OTU parece estar relacionada ao grupo “paranae-scabripinnis” (Figura 4).
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Figura 8: Espécimes de P, aff. santae m2 do corrego Lage (A), espécimes de P. aff. santae m2 do rio Funchal (B),
espécimes de P, aff. rivularis m3 da cachoeira Rasga Canga (C), espécimes de P. aff. rivularis m3 da cachoeira
Casca d’Anta (D), espécimes de P. aff. santae m4 do coérrego Bonito (E) e espécimes de P, aff. santae m4 da lagoa

da barragem Usina do Abaeté (F).
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Tabela 8. Dados morfométricos de Psalidodon aff. santae m2, Psalidodon aff. rivularis m3 e Psalidodon aft. santae m4. N = nimero amostral, ND = nadadeira dorsal, NP =

nadadeira peitoral, NV = nadadeira pélvica, NA = nadadeira anal, PC = pedinculo caudal, MS = Maxila Superior, OOL = distancia 6rbita-opercular, SD = desvio padrdo.

Psalidodon aff. santae m?2 Psalidodon aff. rivularis m3 Psalidodon aff. santae m4

% da altura corporal

N=19 N=16 N=11
amplitude Média / SD amplitude Meédia / SD amplitude Média / SD
Comprimento Padrao 38-59 47.8716.05 49 - 89 69.03/12.13 31.5-77 53.32/16.67
% do comprimento padrao

Disténcia pré-dorsal 47.26 - 53.41 50.15/1.41 47.60-51.43 49.80/0.80 48.09 - 51.66 49.71/70.91
Disténcia pré-peitoral 14.72 — 23.80 20.82/2.31 22.26 — 28.16 25.56/1.90 22.16 - 27.47 24.55/2.00
Distéancia pré-pélvica 41.93 -49.34 45.30/1.90 43.90 -49.19 46.88 / 1.57 42.55-48.15 46.02/1.67
Disténcia pré-anal 59.50 - 69.79 63.66/2.32 64.17 - 67.69 65.93/0.96 62.83 — 68.21 66.06/1.88
Altura Corporal 33.97 -38.90 35.88/1.55 28.06 —33.40 30.87/1.48 28.64 —32.66 30.94/1.37
Altura do PC 11.23 - 14.56 12.51/0.78 9.10-12.71 11.03/0.92 11.41-13.16 12.44/0.45
Comprimento do PC 10.47 - 15.78 12.72/1.32 13.54 - 18.15 16.26 /1.07 12.47 - 18.60 15.32/1.88
Comprimento da ND 93.53 -171.43 116.90/20.09 57.16 -95.91 73.78 /9.80 76.99 - 113.32 96.27/13.17
Comprimento da NP 37.95-48.51 4272 /3.11 37.66 —42.12 39.94/1.51 35.51 -41.08 37.50/3.11
Comprimento da NV 18.17 — 28.82 23.09/2.72 19.00 — 25.62 22.53/2.26 19.01 -27.43 22.22/4.55
Comprimento da NA 22.33-49.10 38.7717.17 24.90 - 52.55 41.81/7.45 39.89 -61.20 49.58/8.29
Comprimento da base da NA 22.48 -29.16 26.17/1.83 16.21 - 23.26 19.96/1.74 15.51-22.38 19.91/2.23
Distancia 6rbita - ND 33.36 - 37.99 36.12/1.26 34.41 -37.10 35.68 /0.75 33.42-39.70 35.99/1.95
Comprimento da cabega 21.60 —26.19 24.17/1.33 26.12-31.93 28.96/1.74 24.42 -29.92 27.04/1.86
OOL 8.60 - 12.71 10.14/1.07 12.45 -17.25 14.89/1.27 12.37-14.83 13.30/0.73



Altura da Cabecga
Altura do PC

Diametro da drbita
Comprimento do focinho
Comprimento da MS

Distancia interorbital

59.24 —-78.33
31.34 - 38.01

26.95-39.11
16.47 —30.71
33.84 - 45.69
29.98 - 39.61

64.87/4.01
34.87/1.89

33.90/2.61
24.05/3.09
39.50/3.29
34.34/3.26

75.44 - 87.22 80.98/3.72

30.82 -41.84 35.76/2.83
% do comprimento da cabeca

23.22 -34.42 28.20/3.14

15.75 -24.45 20.41/2.41

35.28 — 48.40 40.54/3.05

27.58 —39.73 32.79/3.19

68.34 —79.25
35.28 -43.16

23.27-34.72
18.09 — 26.67
33.80 —43.47
29.47 - 39.38

75.49 /3.81
40.27/12.37

27.89/3.91
22.60/2.59
39.28 /3.41
34.33/2.75

69
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Material Examinado. 30 espécimes, todos do estado de Minas Gerais, Brasil. Bacia
do rio Sao Francisco. Sub-bacia do rio Abaeté: LaGGEvo-54, 5 de 23 espécimes,
comprimento padrdo: 42mm — 72mm, municipio de Rio Paranaiba — MG, lagoa da barragem
Usina Abaeté, 19°12'35.69" S 46° 6'33.79" O, W. Lopes-Silva, C. H. M. Fernandes, M. A. da
Silva, A. C. M. Fernandes, 17/07/2012. LaGGEvo-55, 8 de 13 espécimes, comprimento padrao:
31,5mm - 44mm, municipio de Rio Paranaiba — MG, lagoa da barragem Usina Abaeté,
19°12'35.69" S 46° 6'33.79" O, 1. H. R. Oliveira, 1. B. da Silva, M. A. da Silva, 07/07/2017.
LaGEEvo-57, 2 de 10 espécimes, comprimento padrao: 67mm — 67.5mm, municipio de Tiros
— MG, cérrego Tiros, 18°56'34.08" S 45°56'18.20" O, 2010-2012. Sub-bacia do rio
Borrachudo: LaGEEvo-39, 6 espécimes, comprimento padrdo: 52mm — 77mm, municipio de
Tiros — MG, cérrego Bonito, 18°48'44.7" S 45°45'52.2" O, P. Penteado, Denis, Gabriel, Rafael,
20/07/2010. Sub-bacia do rio Paracatu: LaGEEvo-76, 9 espécimes, comprimento padrdo:
37mm — 45mm, municipio de Presidente Olegario — MG, corrego Crico, 18°18'44.36" S 46°
5'44.46" O, 1. B. da Silva, M. L. C. B. de Campos, V. Augusto, S. V. Resende, 06/04/2019.

Material comparativo analisado. Astyanax lacustris: ZMUC P241329 (fotografia),
sintipo de Tetragonopterus lacustris, 1 espécime, comprimento padrdo: 51.12mm, municipio
de Lagoa Santa - MG, 19°37°52” S 43°54°07” O, J. T. Reinhardt, 1850-1856. LaGEEvo-65, 2
espécimes, comprimento padrdao: 69mm — 78.5mm, Lagoa da Prata — MG, cérrego Retiro de
Baixo, 20° 0'15.75" S 45°30'42.13" O, .LH.R. Oliveira, I. B. da Silva, R. A. S. Soares, L. da C.
de Santos, 06/05/2023. LaGEEvo-66, 3 espécimes, comprimento padrdo: 69mm — 79mm,
Augusto de Lima - MG, corrego Teixeira, 17°58'58.53" S 44°4'26.566" O, V. G. de Miranda,
julho de 2024. LaGEEvo-71, 12 espécimes, comprimento padrdo: 49mm — 59mm, Rio
Paranaiba — MG, lagoa da barragem Usina Abaeté, 19°12'35.69" S 46°6'33.79" O, I.H.R.
Oliveira, P. M. de Assis, L. G. P. Pimentel, R. A. S. Soares, 10/01/2022. Psalidodon fasciatus:
ZMUC P241291 (fotografia), sintipo de Tetragonopterus cuvieri, 1 espécime, comprimento
padrao: 86.5mm, municipio de Lagoa Santa - MG, 19°37°52” S 43°54°07” O, J. T. Reinhardt,
1850-1856. LaGEEvo-67, 1 espécime, comprimento padrao: 98mm, Lagoa da Prata — MG,
corrego Retiro de Baixo, 20° 0'15.75" S 45°30'42.13" O, .LH.R. Oliveira, I. B. da Silva, R. A.
S. Soares, L. da C. de Santos, 06/05/2023. LaGEEvo-68, 3 espécimes, comprimento padrio:
68mm — 83mm, Augusto de Lima - MG, cérrego Teixeira, 17°58'58.53" S 44°4'26.566" O, V.
G. de Miranda, julho de 2024. LaGEEvo-69, 7 espécimes, comprimento padrdo: 38.5mm -
89mm, Lagoa da Prata — MG, rio Santana, 20° 0'15.75" S 45°30'42.13" O, L.LH.R. Oliveira, 1. B.
da Silva, R. A. S. Soares, L. da C. de Santos, 06/05/2023. LaGEEvo-70, 1 espécime,
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comprimento padrdo: 64mm, Trés Marias — MG, rio Vereda Grande, 18°19'18.62" S 45°
6'32.80" O, R. de M. Alves; R. R. Rocha; M. A. da Silva; S. V. Resende, 18/04/2017. Psalidodon
paranae: LaGEEvo-72, 7 espécimes, comprimento padrao: 53.5mm — 77.5mm, Rio Paranaiba
— MG, cérrego Lava-Pés, 19°11'41.22" S 46°15'7.32" O, M. L. C. B. de Campos, F. Sassi, T.
Lunardi, R. Pereira, M. Trevisanuto, novembro de 2015. LaGEEvo-73, 3 espécimes,
comprimento padrdo: 77mm — 83mm, Rio Paranaiba — MG, cérrego Lava-Pés, 19°11'41.22" S
46°15'7.32" O, M. L. C. B. de Campos, F. Sassi, T. Lunardi, R. Pereira, M. Trevisanuto,
novembro de 2015. Psalidodon rioparanaibanus: LaGEEvo-12, holétipo de Psalidodon
rioparanaibanus, 1 espécime, comprimento padrdao: 84mm, Rio Paranaiba — MG, cérrego Rita,
19°11'15.77" S 46°14'10.24" O, M. A. da Silva e 1. B. da Silva, 21/08/2017. LaGEEvo-13,
paratipos de Psalidodon rioparanaibanus, 8 de 15 espécimes, comprimento padrdao: 43mm -
84mm, Rio Paranaiba — MG, cérrego Rita, 19°11'15.77" S 46°14'10.24" O, 1. H. R. Oliveira, I.
B. da Silva, R. L. Oliveira, G. Leles, T. Castafio, 23/09/2018. LaGEEvo-14, parétipos de
Psalidodon rioparanaibanus, 4 espécimes, comprimento padrao: 40mm - 84mm, Rio Paranaiba

—MG, corrego Rita, 19°11'15.77" S 46°14'10.24" O, M. A. da Silvae 1. B. da Silva, 21/08/2017.

2.4 Discussio

Neste trabalho nés conseguimos, através de uma abordagem integrada, delimitar cinco
espécies diferentes dentro do grupo P. rivularis sensu lato distribuidas em diversos afluentes na
mesorregiao do Alto rio Sao Francisco. Apesar de inicialmente surpreender, esse nimero de
espécies € plausivel quando consideramos que, mesmo levando em conta P. santae, o Alto rio
Sao Francisco conta apenas com quatro espécies validas de Psalidodon (P. rivularis, P. santae
comb. nov., P. pessalii e P. fasciatus). Este nimero € relativamente menor que outras
mesorregioes hidrogréficas brasileiras, como rio Paranaiba (8 spp.), rio Grande (7 spp.) e rio
Iguacu (8 spp.) (Fricke et al.,, 2025b). Neste cendrio, ndo s trouxemos avangos no
conhecimento da biodiversidade do género Psalidodon no Alto rio Sao Francisco, como
evidenciamos aqui a necessidade de abordagens integrando dados de diferentes origens, i.e.,
moleculares, fenotipicos e biogeogrificos, no estudo de complexos de espécies (Grube &

Kroken, 2001), uma vez que, como discutiremos abaixo, todas essas fontes de dados

apresentaram méritos e desafios na delimitagcdo das diferentes OTUs do grupo.

Duas das OTUs que identificamos correspondem aos dois morfotipos de Liitken (1875):

P. rivularis sensu strictu e P. santae comb. nov., sendo a segunda uma nova combinagio para
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H. santae (Eigenmann, 1907). Também fornecemos uma nova diagnose para as duas espécies,
uma vez que a completude da linha lateral mencionada por Eigenmann (1907) ndo € capaz de
diagnosticar estas duas espécies, ou nenhuma das cinco OTUs identificadas nesse estudo, uma
vez que todas sdo dotadas de linha lateral varidvel, podendo ser completa, incompleta ou
interrompida. Esta caracteristica € considerada pedomoérfica em caracideos, resultante do
truncamento do desenvolvimento da linha lateral, aparecendo diversas vezes
independentemente em Acestrorhamphidae, inclusive no género Psalidodon, tendo sido
relatada, além de P. rivularis e P. santae, em P. balbus, P. brachypterygium, P. cremnobates e P.

anisitsi (Marinho et al., 2021).

Das caracteristicas morfoldgicas que se demonstraram uteis na diagnose das diferentes
OTUs de P. rivularis sensu lato, e assim como em nosso trabalho anterior (Rodrigues-Oliveira
et al., 2023), observamos aqui que a altura corporal é a caracteristica com maior variagdo no
grupo, sendo inclusive, a caracteristica que mais diferencia os exemplares do morfotipo 2 (P.
santae e P. aff. santae m2) dos demais morfotipos do grupo (Figura 5). As diferengas entre o
morfotipo 2 e os demais morfotipos de P. rivularis sensu lato relembram as transformagdes
cartesianas, relacionadas a morfogénese em peixes, abordadas por D’ Arcy Thompson em sua
obra On Growth and Form (D’ Arcy, 1942). Hoje reconhecemos estas transformac¢des como
mudancas nas taxas ontogenéticas, relacionadas aos processos de heterocronia (mudangas na
taxa e tempo do desenvolvimento) e heteroropia (mudancas no padrio espacial do

desenvolvimento) (Zelditch & Fink, 1996).

Uma vez que a altura corporal em peixes € intensamente modulada por fatores
ambientais, em especial a velocidade da d4gua (Webb, 1984; Santos & Araujo, 2015; Rodrigues-
Oliveira et al., 2023), é possivel que as mudancas na altura corporal dos exemplares do
morfotipo 2 em relacdo aos demais seja fruto de mudancas nas taxas ontogenéticas do seu
desenvolvimento, permitindo a estes espécimes a ocupa¢ao de um nicho ecoldgico diferente
dos exemplares do morfotipo 1, com quem sdo simpdtricos em varios locais no Alto rio Sao
Francisco. Tal explicacdo ja foi proposta para outras espécies de peixes filogeneticamente
relacionadas, mas com discrepancias em sua altura corporal (Aguilar-Medrano, 2013; Delariva

& Neves, 2020).

Outra caracteristica morfométrica que se mostrou resolutiva na diagnose das OTUs de
P. rivularis sensu latu foi a distancia 6rbita-opercular (OOL), e aqui precisamos contextualizar
o uso da OOL como caracteristica morfométrica. Esta medida foi recentemente utilizada por

Engelman (2023) como um método para estimar o tamanho corporal do extinto peixe
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placodermo Dunkleosteus terreli. De acordo com o autor, essa medida pode ser utilizada para
estimar o tamanho de varios grupos de peixes, desde peixes agnatos até peixes 0sseos, por ter
seu tamanho fortemente restrito, uma vez que abrange o neurocranio e a camera branquial. No
caso da camera branquial, ela é extremamente importante pela sua demanda funcional no

consumo de oxigénio (Engelman, 2023).

No entanto, utilizamos uma adaptacao da OOL, excluindo a érbita da medida. As razdes
para essa mudanga s@o devidas ao nosso entendimento de que o cranio dos peixes € composto
por trés regides diferentes e independentes entre si: focinho, orbita e regido pds-orbital, com as
duas primeiras ja sendo contempladas nas medidas morfométricas tradicionais de caracideos
(Menezes & Weitzman, 1990). O focinho dos peixes, definido da ponta do rostro até a margem
anterior da 6rbita, € conhecido por variar mesmo entre espécies proximas pela sua relagdo direta
com os hdbitos alimentares da espécie (Aguilar-Medrano, 2013; Delariva & Neves, 2020;
Engelman, 2023). A 6rbita também € conhecida por apresentar variacdo em espécies proximas
de peixes, sendo inclusive uma das caracteristicas distintivas de “Astyanax turmalinensis”
(Triques et al., 2003). Por fim, o alongamento pds-orbital € reconhecido como um processo
ontogenético importante em peixes (Zelditch & Fink, 1996), e em nosso trabalho anterior com
morfometria geométrica, identificamos que o recuo da placa suborbital em relacdo ao opérculo

era a segunda caracteristica que mais variava em P. rivularis (Rodrigues-Oliveira et al., 2023).

Em nosso trabalho, observamos que a OOL foi estatisticamente diferente entre P. santae
e P aff. santae m2, e entre P. rivularis e P. aff. rivularis m3. Curiosamente, em ambos estes
casos essas amostras sdo separadas geograficamente. Como apresentamos anteriormente, P.
santae e P. aff. santae m2 habitam os lados diferentes do rio Sdo Francisco, com a primeira
ocorrendo ao leste do rio Sdo Francisco (cabeceiras dos rios das Velhas, Cip06, Jequitinhonha e
Doce) e a segunda ao oeste do rio (cabeceiras dos rios Abaeté e Indaid). Como as demais
espécies do complexo Psalidodon scabripinnis, estas espécies sdo conhecidas pelo habito de
ocuparem apenas ambientes de cabeceiras, e desta forma, a propria calha principal de grandes
rios age como uma barreira natural, isolando populacdes e promovendo sua evolugdo

cromossOmica e morfologica (Moreira-Filho & Bertollo, 1991).

Isso se aplica bem a estas OTUs, que s6 sdo coletadas em corregos (como cérrego Lage
no rio Abaeté e corrego Divisdo no rio Jequitinhonha), rios de menor porte (como rio Funchal,
afluente do rio Indaid, e os rios Mascates e Bocaina, afluentes do rio Cipd) ou nascente dos
grandes rios (como a nascente do rio das Velhas, em Ouro Preto — MG). Ja nos rios de maior

porte da mesorregiao hidrografica do Alto rio Sdo Francisco, as espécies coletadas passam a ser
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P. fasciatus e A. lacustris, sendo que observamos poucos casos de simpatria entre estas tltimas

e P. rivularis sensu lato (Figura 1).

Entre P. rivularis e P. aff. rivularis m3 o fator de isolamento geografico aparenta ser
outro. Enquanto P. rivularis est4 distribuido ao longo de vérios afluentes na mesorregiao do
Alto rio Sao Francisco, P. aff. rivularis m3 esta confinado em tributdrios préximos a nascente
do rio Sao Francisco nos ambientes altos do Parque Nacional Serra da Canastra (acima de 1100
metros de altitude). Neste cendrio, propomos uma explicacdo filogeografica para a ocorréncia
desta segunda OTU na bacia do rio Sao Francisco. Quando consideramos que a regido em que
P. aff. rivularis m3 € coletada no Parque Nacional Serra da Canastra faz fronteira com as Bacias
hidrograficas do Paranaiba e Grande, e que essa OTU agrupa com as espécies do rio Paranaiba,
P. rioparanaibanus e P. aff. paranae, em todas as filogenias realizadas, é possivel que a
ocorréncia desta OTU no rio Sdo Francisco seja explicada por processos vicariantes de captura
de cabeceiras ocorridas durante as atividades tectOnicas extensas durante a transicdo do

Plioceno-Pleistoceno (Ribeiro, 2006).

Desta forma, a existéncia do clado ‘“Paranaiba-Canastra” que reportamos aqui,
composto por espécies de Psalidodon do grupo P. scabripinnis, soma-se a Varios outros
exemplos de vicaridncia entre espécies irmas ou espécies cripticas de Acestrorhamphidae
associada ao soerguimento do Arco do Paranaiba (Pazza et al., 2017; Cunha et al., 2019;
Rodrigues Rocha et al., 2019). Este evento, responsavel pelo isolamento das bacias do rio
Paranaiba e Alto Sdo Francisco (Campos & Dardenne, 1997), pode ter sido responsavel pela
criacdo de vdrias zonas de endemismo em ambientes altos proximos a fronteira dessas duas
bacias, o que explica a ocorréncia restritas de algumas espécies como P. aff. rivularis M3 e P.
rioparanaibanus (de Mesquita Alves et al., 2020). Além disso, processos geoldgicos intensos
sdo conhecidos por ocasionar fendmenos como capturas de cabeceiras, que por sua vez, podem
levar tanto a eventos vicariantes, como de dispersao ou geodispersdo (Dagosta & Pinna, 2017).
Capturas de cabeceiras podem nao sé explicar a presenca de P. aff. rivularis M3 na Serra da
Canastra, como a presenca de P. aff. santae M4, grupo relacionado ao clado “paranae-

scabripinnis”, na bacia do Alto rio Sdo Francisco.

Outro importante aspecto evolutivo e critério diagndstico na delimitagdo das OTUs de
P. rivularis sensu lato €, sem duvida, sua diversidade cromossomica (Figura 3). O conhecimento
da diversidade cromossomica dos “P. scabripinnis” do rio Sao Francisco ndo € algo novo, com
a primeira documentac¢io de populagdes com diferentes nimeros diploides (2n=46 e 2n=50)

datando do final do século XX (Moreira-Filho & Bertollo, 1991). Aqui demonstramos que, além
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de diferencas cariotipicas entre os diferentes morfotipos de P. rivularis sensu lato, as diferencas
no numero diploide distinguem os exemplares do morfotipo 1 (P. rivularis sensu stricto, 2n=46)
dos demais morfotipos (2n=50). E importante destacar que a existéncia de diferentes
citétipos/cariomorfos nao €, por si s6, um diagndstico para a existéncias de diferentes espécies,
uma vez que sao conhecidas espécies com diferentes nimeros cromossdmicos € com potencial
de intercruzamento, ocasionando multiplas formas hibridas, como por exemplo, P. fasciatus

(Pazza et al., 2006).

Porém, € conhecido que alteracbes no numero cromossdOmico podem levar ao
isolamento reprodutivo pds-zigético, com o grau de fertilidade dos hibridos decaindo, podendo
até chegar a infertilidade, conforme mais geneticamente distantes sejam os parentais (Cursino
et al.,, 2014). Esse grau isolamento reprodutivo parece estar ocorrendo a0 menos entre Os
citétipos com diferentes nimeros cromossdmicos de P. rivularis sensu lato, o que explicaria o
fato de que todos os casos de simpatria observados ocorreram em pares, sempre envolvendo os
exemplares de P. rivularis sensu stricto (2n=46) com exemplares de outra OTU, podendo ser P.
santae, P. aff. santae m2 ou P. aff. santae m4 (2n=50). Outra evidéncia reside no fato de que
nao observamos formas intermedidrias entre esses citotipos neste trabalho. Metafases com 48
cromossomos foram raras, e andlises posteriores demonstraram que eram artefatos de metéfases
incompletas de exemplares com 2n=50 cromossomos, ou fruto da presenca de 2 cromossomos

Bs em alguns poucos exemplares (n=3) de P. rivularis sensu stricto no cérrego Lage.

E interessante observar também que a filogenia do genoma mitocondrial no recuperou
os exemplares de P. rivularis sensu stricto, P. santae ou P. aff. santae M4 como agrupamentos
monofiléticos. Na verdade, todos esses exemplares (com excecdo de P. santae do rio Cipd)
foram recuperados em um Unico clado que inclui também P. aff. santae M2 (Figura 4A). Em
geral, quase todos os genomas mitocondriais de P. rivularis sensu lato apresentam baixas
distancias genéticas entre si (menor que 2%), o que faz com que as diferentes OTUs de P.
rivularis sensu lato se enquadrem dentro do modelo de radiagao cromossdmica (Kavalco &

Pasa, 2023).

Quando comparamos a filogenia mitocondrial com as filogenias dos dados multilocus
(Figuras 4B e 4C), fica claro que a filogenia mitocondrial pode falhar em recuperar
corretamente as relacdes filogenéticas do grupo. Esse tipo de fendmeno, chamado de
discordancia mito-nuclear, pode ser fruto de diversos fatores, como amostragem de linhagem
incompleta, manuten¢do de haplétipo ancestral, sele¢do, dispersdo enviesada pelo sexo,

introgressao, captura de mitocondrial e hibridismo (De R¢ et al., 2017; Després, 2019; Zadra et
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al., 2021). Por exemplo, enquanto um histérico passado de hibridismo poderia explicar a
auséncia de estruturagdo entre as OTUs do grupo, uma introgressdo com captura de
mitocondrial poderia explicar a divergéncia observada no mitocondrial de P. santae do rio Cipd
(Després, 2019). Apesar de ser um indicativo de eventos biolégicos importantes na evolugao
do grupo, a discordancia mito-nuclear observada aqui reforca que a delimitagdo e identificagcdo
de espécies utilizando genes mitocondriais, o0 chamado DNA barcode animal, € ineficiente em

complexos de espécies ou entre grupos de espécies cripticas.

Soma-se a este problema, possiveis identificacdes equivocadas presentes nos bancos de
dados publicos. Como exemplo, atualmente no NCBI e no BOLD existem cinco amostras de
DNA barcode para “Hyphessobrycon” santae (voucher no BOLD: BSB287-10 - BSB291-10;
NCBI: HM405126.1- HM405130.1), todas com uma similaridade entre 83% e 85% com nossas
amostras de P. santae ou P. aff. santae (M2 e M4). Entretanto, os mesmos espécimes estao
listados como “Hyphessobrycon” micropterus (Nome valido: Megalamphodus micropterus) no
SpeciesLink (MCP-Peixes 45159). Ao consultar o Professor Roberto Esser dos Reis da PUCRS,
onde os espécimes estdo depositados, foi possivel constatar através de fotografias que estes
espécimes possivelmente correspondem a M. micropterus, apresentando a mancha preta
conspicua na nadadeira dorsal caracteristica do género Megalamphodus (Reis, comunicacao

pessoal).

Voltando ao contexto sobre a possivel importancia que um histérico de hibridismos e
introgressdes teve na evolucdo do grupo, observamos em nossas filogenias com dados
multilocus seis clados bem estruturados dentro do complexo P. scabripinnis (Figura 4B — 4C).
Entretanto, observamos diferencas entre as duas filogenias, principalmente relacionadas as
relacOes filogenéticas entre os clados. Nossa rede filogenética ilustra estas discordancias, o que
nos leva a supor que um intenso grau de hibridismos e introgressdes possa ter acontecido
durante a radiacdo adaptativa dos principais clados do grupo (Figura 4D). Desta forma, &
possivel que as relagdes filogenéticas entre diferentes OTUs do complexo P. scabripinnis nao
possa ser ilustrada na forma de uma filogenia bifurcada e bidimensional, independente da fonte
ou quantidade de dados usados, sendo necessdrio recorrer a uma representacao na forma de
redes filogenéticas que acomode os eventos reticulados que ocorreram na evolucao do grupo

(Huson & Bryant, 2006; Hallstrém & Janke, 2010).

Finalmente, embora ndo seja o foco deste trabalho, aproveitamos a oportunidade para
destacar a possibilidade de uma possivel nova espécie, relacionada ao complexo “P.

scabripinnis”, na mesorregiao hidrografica do rio Paranaiba. Esta regido conta atualmente com
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duas espécies desse grupo, a espécie endémica do cérrego Rita, municipio Rio Paranaiba/MG,
P. rioparanaibanus e sua espécie irma P. aff. paranae (de Mesquita Alves et al., 2020). Ambas
foram inicialmente catalogadas na colecdo ictiol6gica do LaGEEvo UFV CRP como possiveis
exemplares de P. paranae, mas ao analisar nossos resultados, ambas definitivamente nao
pertencem a esta espécie. Além de ndo agruparem com P. paranae do rio Tieté em nenhuma de
nossas filogenias (Figura 4), P. rioparanaibanus pode ser diagnosticada de P. paranae e P. aff.
paranae por possuir de 34-36 escamas ao longo da linha lateral (vs. 37-41 escamas) e pela
presenca de um distinto padrao de escamas claras intercaladas com as escamas escuras do dorso
(de Oliveira, em prepara¢do), ja P. aff. paranae pode ser diagnosticada de P. paranae por possuir

duas manchas umerais (vs. 1) (Oliveira, 2017).

2.5 Conclusao

Neste trabalho, nos propusemos a decifrar algo que denominamos aqui o “enigma de
Liitken”. Inicialmente, esse enigma se refere ao contraste entre a hipétese nula de que os
morfotipos 1 e 2 de “T.” rivularis correspondem a uma ampla variacdo morfoldgica
intraespecifica vs. a hipdtese alternativa de que correspondem a diferentes espécies. Esse
enigma, no entanto, pode ser expandido as diferencas no niimero cromossdmico e linhagens
genéticas. Aqui demonstramos que ao integrar todas essas fontes de dados pudemos chegar a
conclusdo de que P. rivularis sensu lato corresponde a ndo apenas duas ou trés, mas
provavelmente cinco OTUs diferentes, cuja especiagdo € fruto da combinagdo de varios fatores
evolutivos. Nossos resultados também nos permitem enfatizar a importancia no estudo e
conservagdo de ambientes altos proximos ao limite de diferentes mesorregides hidrograficas,
como o corrego Rita e o Parque Nacional Serra da Canastra, uma vez que correspondem a
ambientes propicios ao endemismo de espécies do complexo P. scabripinnis (aqui
exemplificados por P. rioparanaibanus e P. aff. rivularis m3). Além disso, enfatizamos a
importancia na preservacao de pequenos afluentes, que muitas vezes sao negligenciados, mas
que na verdade sdo ambientes complexos e biodiversos, como observado aqui através de varios

casos de simpatria de diferentes OTUs de P. rivularis sensu lato.
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3. CAPITULO 2 - SATFISHER PROTOCOL: UMA FERRAMENTA PARA
CARACTERIZAR, COMPARAR E VALIDAR DNAS SATELITES E NOVAS
PERSPECTIVAS SOBRE A EVOLUCAO DE SATDNAS EM Astyanax E Psalidodon
(ACESTRORHAMPHIDAE: ACESTRORHAMPHINAE)

Igor Henrique Rodrigues-Oliveira, Rafael Augusto Silva Soares, Luiz Guilherme Pereira
Pimentel, Priscila Martins de Assis, Iuri Batista da Silva, Fabiano Bezerra Menegidio, Rubens

Pasa, John Seymour (Pat) Heslop-Harrison, Trude Schwarzacher e Karine Frehner Kavalco
Resumo

Neste artigo, desenvolvemos um protocolo (SatFisher Protocol) que envolve a
montagem e caracterizag¢do de satelitomas com dados de sequenciamento do genoma completo
(WGS) de leituras curtas, prospeccao de satDNAs com potencial de marcadores moleculares, e
quantificacdo e validacdo desses marcadores por qPCR. Para a aplicacio do protocolo
descrevemos o satelitoma de dois citétipos do complexo de espécies Psalidodon rivularis sensu
lato (P. rivularis 2n=46 e P. aff. rivularis M4 2n=50), Psalidodon fasciatus e Astyanax lacustris
da bacia do Rio Sao Francisco, e de Psalidodon rioparanaibanus e Astyanax “altiparanae” da
bacia do Rio Paranaiba, e quantificamos as diferencas relacionadas ao nimero de cépias de
DNAG s satélites (satDNAs) nos genomas dessas e outras espécies relacionadas. Nossa andlise
demonstra que a maior parte da diferenciag@o entre os satelitomas analisados € decorrente de
diferencas no nimero de copias de cada familia de satDNA entre diferentes genomas, o que €
compativel com a “Hip6tese da Biblioteca”. Adicionalmente, nosso protocolo se mostrou util
na prospeccao de marcadores para espécies cripticas dos complexos P. rivularis e P. fasciatus.
Além disso, fomos capazes de demonstrar que as bibliotecas de satDNAs variam fortemente
entre espécies sulamericanas dos géneros Astyanax e Psalidodon, com pelo menos seis

marcadores capazes de discriminar espécies destes géneros.

Palavras chaves: Elementos Repetitivos, Citétipos, Complexo de Espécies, Hipotese da

Biblioteca
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3.1 Introducao

A familia “Characidae”, que engloba peixes conhecidos popularmente como piabas,
lambaris ou tetras, € historicamente a familia com maior diversidade de taxons ao nivel de
géneros e espécies na ordem Characiformes, o que levou a sua divisdo em quatro novas familias,
com Acestrorhamphidae sendo a mais diversa (Melo et al., 2024). Esta familia engloba alguns
géneros altamente diversos e sabidamente ndo monofiléticos, como Astyanax, Hemigrammus e
Hyphessobrycon, o que se deve em grande parte ao uso de caracteres diagndsticos que surgiram
multiplas vezes no grupo, como por exemplo, a incompletude da linha lateral (Mirande, 2010,

2019; Marinho et al., 2021).

Ap6s revisao taxondmica conduzida por Terdn et al. (2020), vérias espécies do género
Astyanax foram realocadas para outros géneros, alguns ja existentes e em uso, outros recém-
criados ou, no caso de Psalidodon, um género que estava em desuso e que fora “ressuscitado”,
nas palavras dos autores. Dentre as espécies realocadas para Psalidodon, se encontram muitas
historicamente atribuidas aos complexos de espécies “Astyanax fasciatus” (Nome vélido:
Psalidodon fasciatus) e “Astyanax scabripinnis” (Nome vélido: Psalidodon scabripinnis),
conhecidas por apresentar plasticidade fenotipica e ampla variabilidade cromossdmica e

genética (Moreira-Filho & Bertollo, 1991; Pazza et al., 2006, 2018).

Uma abordagem que tem se demonstrado ttil no estudo de grupos préximos com grande
diversidade cromossomica €é a Hibridiza¢do Fluorescente In Situ (FISH) com DNAs satélites
(satDNAs), que inclusive foi empregada nos complexos de espécies P. fasciatus e P.
scabripinnis utilizando o satDNA As51 (Mestriner et al., 2000; Abel et al., 2006; Kantek et al.,
2009). O termo “DNA satélite” foi cunhado devido ao padrao que esses DNAs apresentavam
apos centrifugacdo em gradiente de alta velocidade, que por serem abundantes e terem
composi¢ao de bases diferentes do resto do DNA, formavam bandas satélites (Gall & Pardue,

1969; John et al., 1969; Biscotti et al., 2015).

Esses elementos estao entre os grupos de DNAs repetitivos de evolugao mais rdpida no
genoma (Ruiz-Ruano et al., 2016; Silva et al., 2017), com mondmeros usualmente com mais de
100 pb, organizados em longas matrizes de repeti¢cdes de até milhdes de bases de comprimento
(Novak et al., 2017). Essas sequéncias podem ser organizadas em diferentes familias de
satDNAs, de acordo com as variagdes em suas sequéncias de bases, tamanho do motivo de

repeticao, cobertura e localizagdo no genoma (Garrido-Ramos, 2017). O conjunto, ou biblioteca,
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dessas familias é denominado satelitoma e tende a ser compartilhado entre espécies proximas,
porém com diferencas quantitativas no nimero de repeti¢des, o que € conhecido como “hipétese

da biblioteca” (Fry & Salser, 1977; Ruiz-Ruano et al., 2016; Garrido-Ramos, 2017).

Com o advento das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) foram
desenvolvidos vérios protocolos e ferramentas para caracterizagdao de elementos repetitivos em
tandem, tanto em dados de leituras longas como o Tandem Repeats Finder (Benson, 1999),
quanto em dados de leituras curtas, como o RepeatExplorer, satMiner toolkit protocol e
TAREAN (Novak et al., 2013, 2017; Ruiz-Ruano et al., 2016). Dentre essas ferramentas, o
TAREAN se destaca por ser uma pipeline computacional totalmente automatizada, baseada em
agrupamentos de repeticdes baseados em grafos, com ferramentas para identificagdo e

caracterizacdo de satDNAs sem necessidade de inspecao visual (Novék et al., 2017).

Grande parte dos trabalhos recentes com satDNAs envolvem a caracterizagdo e
comparacdo de satelitomas por bioinformética seguida pela inspecdo e visualizacdo
cromossdmica dos satDNAs por FISH (Ruiz-Ruano et al., 2016; Silva et al., 2017; Silva et al.,
2019; Sena et al., 2020; Goes et al., 2022; Rocha-Reis et al., 2024). Entretanto, cada vez mais
tém sido observados estudos com satelitomas e satDNAs que ndo envolvem a localizagdo fisica
desses elementos nos cromossomos, como trabalhos de caracterizagdo, comparagdo e analise
da sua contribuicdo gendmica in silico (Haq et al., 2022; Silva et al., 2023), anélises
filogenéticas (Ramirez et al., 2017; Dias et al., 2021), detec¢do e quantificacdo de patégenos
(Francois et al., 2007; Enriquez et al., 2014; Ramirez et al., 2017; Munoz-Calderén et al., 2021),
andlises funcionais relacionadas a expressao gé€nica (Feliciello et al., 2015) e na prospec¢ao de
biomarcadores para doencas, como por exemplo, diferentes tipos de cincer humano (Ozgiir et

al., 2021).

Até o momento, quatro espécies dos géneros Psalidodon e Astyanax possuem seus
satelitomas publicados em periddicos cientificos: Psalidodon paranae, Psalidodon fasciatus,
Psalidodon bockmani e Astyanax lacustris (Silva et al., 2017; Goes et al., 2022). Contudo, uma
ressalva importante deve ser feita em relagdo a P. fasciatus e A. lacustris. Os satelitomas
publicados foram obtidos a partir de espécimes coletados na bacia do rio Parand, e ambas as
espécies foram inicialmente descritas na bacia do rio S@o Francisco, com diversos trabalhos
questionando se os espécimes de ambas as bacias pertencem de fato a mesma espécie (Pazza et
al., 2017; Cunha et al., 2019; Gavazzoni et al., 2023, 2024). Ainda, em relacdo a A. lacustris,

até uma revisdo feita por Lucena & Soares (2016), os espécimes da bacia do rio Parand eram,
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até recentemente, referidos como Astyanax altiparanae, tendo sido recentemente proposto que
esse tdxon deveria ser “ressuscitado” (Gavazzoni et al., 2024), muito embora j4 tivesse ficado
clara a estruturagao filogenética existente entre A. altiparanae do rio Parand e A. lacustris do

rio Sdo Francisco (Pazza et al., 2018) e dos rios costeiros (Kavalco et al., 2011).

Outras espécies problemdticas do género Psalidodon sdo Psalidodon rivularis e
Psalidodon rioparanaibanus. A primeira espécie é complexo de espécies, evidenciado por sua
variacdo morfoldgica e presenga de diferentes citétipos de 46 e 50 cromossomos (Pasa et al.,
2019; Rodrigues-Oliveira et al., 2023), ja a segunda, € endémica de um pequeno corrego no
municipio de Rio Paranaiba (MG), sendo separada da espécie P. paranae, sua espécie irma que

ocorre no entorno, por andlises morfométricas e genéticas (de Mesquita Alves et al., 2020).

Neste trabalho apresentamos um protocolo que denominamos “SatFisher Protocol”,
baseado nos servidores publicos Galaxy Europe (The Galaxy Community, 2022) e
RepeatExplorer (Novdk et al., 2013). O protocolo tem como objetivos: 1- pré-processamento
de dados brutos de NGS para montagem de satelitomas; 2- montagem e caracterizacdo de
satelitomas; 3- analises comparativas entre satelitomas de espécies proximas; 4- prospeccoes
de satDNAs com potencial como marcadores moleculares ou citotaxondmicos; 5- validagdo e
comparacdo quantitativa dos satDNAs por qPCR, 6- reprodutibilidade, replicabilidade e
acessibilidade de todas as ferramentas utilizadas no protocolo por outros pesquisadores. Apesar
de ndo apresentarmos, como usual em trabalhos com satDNAs, andlises de FISH, a validagcdo
via FISH de nosso protocolo ja foi realizada em nosso trabalho anterior (Rocha-Reis et al.,

2024).

3.2 Materiais e Métodos
3.3.1 Coleta e Sequenciamento

Selecionamos para sequenciamento o DNA extraido a partir do tecido de exemplares
armazenados no Banco de Tecidos e Suspensdo do Laboratério de Genética Ecoldgica e
Evolutiva da Universidade Federal de Vicosa, Campus Rio Paranaiba, sob os nimeros de
voucher: LaGEEVo-2030 (macho de P. rivularis, 2n=46: 8m+20sm+8st+10a), LaGEEVo-2614
(macho de P. aff. rivularis M4, 2n=50: 8m+22sm+10st+10a), LaGEEVo0-4285 (macho de P.

rioparanaibanus), LaGEEVo0-2096 (fémea de P. fasciatus da bacia do Rio Siao Francisco),
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LaGEEVo-4121 (macho de A4. altiparanae da bacia do Rio Paranaiba) e LaGEEV0-3732 (macho

de A. lacustris da bacia do rio Sao Francisco).

Os DNAs foram extraidos utilizando um kit da Invitrogen ©, seguindo as instrugdes do
fabricante. Verificamos a qualidade do DNA extraido através de eletroforese em gel de Agarose
1% e a pureza em Nanodrop. Em seguida, enviamos as amostras para sequenciamento em um
Novaseq 6000 (Illumina, Sao Diego, CA) na empresa Novogene, Reino Unido. Foram geradas

duas bibliotecas de 2x150bp para cada amostra.

Para as analises laboratoriais deste trabalho, realizamos coletas em doze localidades da
bacia do rio Sao Francisco, além de quatro locais da bacia do rio Paranaiba (Figura 1, Tabela
1). Todas as coletas e experimentos laboratoriais foram realizados em conforme com
autorizacdo do SISBIO (25634-9) atribuida a Karine Frehner Kavalco e aprova¢ao do CEUA-
UFV (Comissdo de Etica no Uso de Animais, protocolo: 23/2023).

Mesorregides hidrograficas
] Médio S&o Francisco

[ Alto Sao Francisco

[ Paranaiba

[] Outras mesorregides

Pontos de Coleta

‘ . corrego Teixeira O ribeirdo de Fora

— * lagoa do Sumidouro <> cachoeira Rasga Canga

rﬂ . rio Santana A rio das Velhas

N Q ponte Funda ‘ encontro dos rios Mascates e Bocaina

: Py r 4 O rio do Boi * cérrego Crico
®
'5 Sd I:' cérrego Retiro de Baixo % rio Funchal
N ,A‘ _ <> ribeirdo Pirapetinga %ﬂ% corrego Bonito
0 Okt & o
bpke srego O reso.
A corrego Rita corrego Lage

Figura 1: Mapa da 4rea amostral, destacando as mesorregides hidrograficas brasileiras aos quais os pontos de

coleta pertencem.

3.2.2 Caracterizacao dos satelitomas e prospeccao dos satDNAs

Os dados brutos de todos os genomas sequenciados foram importados na plataforma
online Galaxy Europe (The Galaxy Community, 2022), onde realizamos o corte de qualidade,

filtragem e remocgdo dos adaptadores usando a ferramenta fasp v0.23.2 (Chen et al., 2018) com
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todos os pardmetros no default. Em seguida, utilizamos a ferramenta Trimmomatic v0.38
(Bolger et al., 2014) para cortar todos os reads em 100 pb. Por fim, realizamos uma
reamostragem de 2x5000000 reads, que utilizamos em todas as andlises subsequentes. Estes
procedimentos fazem parte do pré-processamento dos dados brutos para montagem de

satelitomas.

Tabela 1: Taxons amostrados por ponto de coleta e regido hidrogréfica. P. rivularis separado em quatro OTUs e

mesorregido do Alto Sdo Francisco dividida em porcdes leste e oeste, seguindo Rodrigues-Oliveira (em

preparacao).

Regiao hidrografica

Pontos de coleta

Taxons amostrados

Leste do Alto rio Sao

Francisco

Oeste do Alto rio Sao

Francisco

Médio rio Sido Francisco

Paranaiba

Rio das Velhas

Lagoa do Sumidouro

Encontro dos rios Mascates e

Bocaina, PN Serra do Cip6

Corrego Teixeira

Rio do Boi

Cachoeira Rasga Canga,
PN Serra da Canastra
Rio Santana

Coérrego Retiro de Baixo

Rio Funchal

Corrego Lage

Corrego Bonito

Coérrego Crico

Corrego Rita

Ponte Funda

Ribeirdo de Fora

P, rivularis M1, 2n=46

P aff. rivularis M2, 2n=50
A. lacustris

P. fasciatus

P, rivularis M1, 2n=46

P aff. rivularis M2, 2n=50
A. lacustris

P. fasciatus

P. fasciatus

P, aff. rivularis M3, 2n=50

P. fasciatus

A. lacustris

P. fasciatus

P, rivularis M1, 2n=46

P, aff. rivularis M2, 2n=50
P, rivularis M1, 2n=46

P aff. rivularis M2, 2n=50
P, rivularis M1, 2n=46

P, aff. rivularis M4, 2n=50
P, rivularis M1, 2n=46

P. rioparanaibanus

P. aff. fasciatus

P. aft. paranae
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Ribeirdo Pirapitinga A. altiparanae
P. fasciatus
Aquariofilia - A. cf. lacustris

- A. mexicanus

Os dados pré-processados foram importados no servidor RepeatExplorer (Novak et al.,
2013), onde receberam uma etapa adicional de processamento, com reamostragem de 500 mil
reads e entrelacamento das leituras fastq emparelhadas. Apds este processo, executamos a
ferramenta Tarean v2.3.8.1 (Tandem Repeat Analysis, Novak et al., 2017), com todos os
parametros no default, para caracterizacdo dos mondmeros de satDNAs. Para caracterizar
possiveis sequéncias ndo encontradas na primeira rodada, elaboramos um multifasta com todas
as sequéncias dimeradas (ou replicadas até no minimo 80 nucleotideos), importamos servidor
do Galaxy Europe e alinhamos as sequéncias contra nossas bibliotecas usando a ferramenta
Bowtie2 v2.5.0 (Langmead & Salzberg, 2012), com a opgdo very sensitive local. Depois
extraimos todos os reads ndo-alinhados e realizamos uma nova corrida no Tarean. Esse
procedimento foi repetido até todas as sequéncias obtidas apresentassem menos de 0.05% de

abundancia gendmica ou até totalizar 10 corridas.

Apés todas as corridas, juntamos todas as sequéncias em uma Unica biblioteca.
Eliminamos possiveis sequéncias de familias multigénicas (rDNAs e elementos LTR) e
removemos variantes da mesma familia com o CD-HIT v4.8.1 (Fu et al., 2012) ao nivel de
similaridade de 80%. Apds isso, alinhamos as bibliotecas de satDNAs contra as respectivas
bibliotecas gendmicas usando o Bowtie2 v2.5.0 (Langmead & Salzberg, 2012), com a opg¢ao
very sensitive local, e extraimos estatisticas de bases mapeadas com o QualiMap BAM QC
v2.2.2¢ (Okonechnikov et al., 2016) para o célculo da abundancia de cada satDNA no genoma.
O contetido GC foi calculado com a ferramenta geecee e a distancia intragendmica com a

ferramenta Pairwise.seqs, ambas na plataforma Galaxy Europe.

N6s nomeamos as sequéncias de acordo com Ruiz-Ruano et al. (2016): Abreviagao do
nome da espécie + citdtipo ou regido do espécime + Sat + ordem decrescente de abundancia da
sequéncia no genoma + comprimento da sequéncia em pares de base (ex: Pri46Sat01-51).
Seguindo os padrdes de similaridade propostos por Ruiz-Ruano et al. (2016) para sequéncias
de satDNAs, consideramos as sequéncias com mais de 50% de similaridade como pertencentes

a mesma superfamilia, as com mais de 80% de similaridade como pertencentes a mesma familia,
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e as com mais de 95% de similaridade como a mesma variante. Os valores de similaridades

foram calculados com a ferramenta NCBI BLAST+ blastn (Cock et al., 2015).

Para as andlises comparativas, juntamos as bibliotecas de satDNAs de todas as espécies
em uma Unica biblioteca e acrescentamos as sequéncias de satDNAs de P. paranae disponiveis
no genbank (Silva et al., 2017). Incluimos também sete genes de cOpia Unica de peixes para
padronizacdo das coberturas de alinhamento e estimativa do nimero de cOpias génicas
(Astyanax mexicanus fox2 protein, A. mexicanus lactbll mRNA, A. mexicanus ppfial mRNA,
Pygocentrus nattereri coq6, P. nattereri msh4, P. nattereri zdhhc22 e P. nattereri znf106a). Nos
eliminamos possiveis sequéncias redundantes entre as bibliotecas com o CD-HIT v4.8.1 (Fu et
al., 2012) ao nivel de similaridade de 80%, e alinhamos cada genoma contra nossa biblioteca
total usando Bowtie2 v2.5.0 (Langmead & Salzberg, 2012), com a opgao very sensitive local,
e usamos o QualiMap BAM QC v2.2.2c (Okonechnikov et al., 2016) para extrair as estatisticas
de cobertura do alinhamento. Construimos graficos e realizamos andlises comparativas no

ambiente R v.4.4.2 (R Core Team, 2024) e R Studio v.2024.12.1+563 (Posit team, 2025).

As andlises comparativas geradas no R (diagramas de Venn, graficos de plot simples e
andlises de componentes principais) tiveram como objetivo verificar possiveis sequéncias
compartilhadas entre as espécies com nimero de copias génicas discrepantes, e assim, possivel
aplicacdo como marcador molecular ou citotaxondmico. As sequéncias com maior potencial

para este objetivo foram utilizadas nas analises laboratoriais.

3.3.3 Confecc¢ao dos primers e quantificagdo por qgPCR

Com base nas andlises de bioinformatica, escolhemos 20 satDNAs para confeccdo dos
primers (Pri46Satl-51, Pri46Sat2-184, Pri46Sat4-91, Pri46Sat5-195, Pri46Sat6-592,
Pri46Sat13-107, Pri46Sat33-191, Pri50Sat1-236, Pri50Sat5-152, Pri50Sat21-514, PrpSat1-236,
PrpSat7-54, PrpSat27-191, PfaSFSatl1-235, PfaSFSat3-434, AalSatl-178, AalSat3-549,
AalSat9-93, AalSat50-418, AlaSFSat1-152). Usamos a ferramenta CircPrimer (Zhong & Feng,
2022) para alterar a sequéncia dos mondmeros de satDNAs com o intuito de criar primers
divergentes, de modo a amplificar apenas sequéncias que estejam em Tandem. Os primers

foram desenhados no servidor Primer3Plus (Untergasser et al., 2007).

Para as reacdes de qPCR, usamos o supermix e protocolo da BIO-RAD (iTaq Universal

Probes Supermix) e monitoramos a reagdo com o corante fluorescente Diamond™ Nucleic Acid
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Dye. As quantidades de cada reagente utilizadas na qPCR foram: Sul do supermix, 0.25ul de
Diamond Dye, 0.2 ul de cada Primer (diluidos em 100uM), 2.35 ul de 4gua nuclease-free e 2ul
de DNA (diluidos em 1ng/ul). As condicdes da reagdo foram conduzidas seguindo as instruc¢des
do fabricante do supermix: 5 minutos em 95°C para ativacdo da polimerase e desnaturagdao
inicial do DNA e 40 ciclos com 5 segundos a 95°C para desnaturacdo, 60 segundos a 60°C para

extensao e anelamento, e leitura da placa.

Verificamos a eficiéncia da amplificacdo em cada conjunto de primers utilizando a
férmula: E = (10°151°P¢ _1) * 100. Para isso, realizamos uma dilui¢iio seriada do DNA em um
fator de 10x e conduzimos as reagdes de qPCR, em seguida, plotamos os valores dos Cts obtidos
(em log) vs. a concentragdo do DNA, e conduzimos uma andlise de Regressdao para obter a
inclinacdo da reta de regressdo (slope). Para os casos necessdrios, incluimos um fator de
correcdo nos cédlculos de quantificagdo. Quantificamos os satDNAs utilizando o método ACt:
razio (referéncia/alvo) = 2Ctreferéncia) - Calvo) (Be] et g, 2011), utilizando como referéncia o gene
de coOpia tunica ypoxanthine phosphoribosyltransferase (hprtl). Todas as andlises foram

conduzidas em triplicata.

Seguindo as classificagdes do complexo P. rivularis (Rodrigues-Oliveira, em
preparacao), utilizamos nas reacoes seis exemplares de P. rivularis 2n=46, do oeste do Alto Sdo
Francisco (1973_Lage, 2070_Bonito e 4336_Funchal), leste do Alto Sao Francisco
(5126_Velhas e 5177_Cip6) e Médio Sao Francisco (4326_Crico); quatro exemplares de P. aff.
rivularis M2 2n=50, do oeste do rio Sdo Francisco (4531_Lage e 5228_Funchal) e leste do rio
Sao Francisco (5129_Velhas e 5175_Cipd); um exemplar de P. aff. rivularis M3 2n=50
(5068_Canastra) e um exemplar de P. aff. rivularis M4 2n=50 (2067_Bonito). Também
utilizamos dois exemplares de P. aff. paranae (4200_Fora e 4202_Fora), quatro exemplares de
P. rioparanaibanus (4857_Rita, 4858_Rita, 4577_Rita e 4583_Rita), cinco exemplares de P.
fasciatus da bacia do rio Sao Francisco (4881_Santana, 4883_Santana, 2271_Boi,
5214_Sumidouro e 5275_ Teixeira), quatro exemplares de P. fasciatus da bacia do rio Parana
(4077_Funda, 4078_Funda, 4111_Pirapitinga e 4112_Pirapitinga), dois exemplares de A.
“altiparanae” (4119_Pirapitinga e 4121_Pirapitinga), dois exemplares de A. lacustris
(4882_Retiro e 4884_Retiro), dois exemplares de A. cf. lacustris (4862_Aquario e

4863_Aquario) e um exemplar de A. mexicanus (601_Aquario).
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3.3 Resultados
3.3.1 Satelitomas e analises In Silico

Ao todo realizamos 10 corridas de Tarean para todos os espécimes de Psalidodon
amostrados, oito corridas para A. “altiparanae” e seis corridas para A. lacustris. As
informacdes sobre as bibliotecas obtidas para cada genoma se encontram sumarizadas na Tabela
1. Informacdes detalhadas para cada familia de satDNAs em cada satelitoma, como nimero de
variantes, RUL (repeat unit length), conteido GC, abundancia e divergéncia intragendmica se

encontram no material suplementar S1.

Tabela 1: Dados por biblioteca do nimero de familias de satDNAs (variantes com 80% de similaridade)
encontrados, nimero de variantes, tamanho minimo e maximo dos mondmeros da biblioteca (em pb), tamanho
médio das sequéncias da biblioteca (em pb), porcentagem minima e médxima no contetido GC dos monomeros da

biblioteca e porcentagem média do contetido GC das sequéncias da biblioteca.

N°de N°de Tamanho  Tamanho GC % CG %
familias variantes (variacdo) (média) variacdo média

P. rivularis, 2n=46 75 171 18-2062 330,92 23-61 41,11
P. aff. rivularis M4, 2n=50 87 398 18-5391 314,94 23-60 41,44
P. fasciatus 83 312 20-2009 296,84 22-68 41,17
P. rioparanaibanus 80 319 18 - 6017  475,5 23 -67 42.5

A. “altiparanae” 70 125 19-4389 464,21 24-68 41,37
A. lacustris 58 67 18-3374 597,43 23-57 40,60

Ap6s unir sequéncias de todas as familias de satDNAs em uma unica biblioteca
(incluindo as de P. paranae) e remover variantes da mesma familia, obtivemos um conjunto de
287 sequéncias diferentes, usadas nas andlises comparativas. NOs pudemos observar que, com
excecdo de uma unica sequéncia exclusiva de P. fasciatus, nenhuma sequéncia € exclusiva de
nenhuma biblioteca, sendo a grande maioria (254 sequéncias), compartilhada entre todas
(Figura 2A). Entretanto, quando consideramos apenas sequéncias com alto nimero de cdpias
génicas (cobertura padronizada >100x), o nimero de sequéncias compartilhadas entre todos as
bibliotecas cai consideravelmente (101 sequéncias), € o nimero de sequéncias com alto nimero
de coépias “exclusivas” (ou seja, com mais de 100x de cobertura) variou de um em A.
altiparanae até seis em P. rivularis 2n=50, com 29 “exclusivas” entre as espécies do género

Psalidodon e 23 para o género Astyanax (Figura 2B).
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Figura 2: Diagramas de Venn evidenciando o compartilhamento de sequéncias entre os genomas com mais de 0x

de copias estimadas (A) e no minimo 100x de copias estimadas (B). Comparagdes par-a-par entre o nimero de

coOpias estimas entre os citotipos de P. rivularis sensu lato (C), P. paranae e P. rioparanaibanus (D), A. lacustris e

A. “altiparanae” (E) ¢ A. “altiparanae” ¢ P. fasciatus (F).



89

Ao comparar a estimativa de cOpias génicas entre espécies irmas (P. rivularis 2n=46 vs.
P. aff. rivularis M4 2n=50, P. paranae vs. P. rioparanaibanus e A. lacustris vs. A. altiparanae),
observamos grande variagdo neste parametro entre as espécies irmas do género Psalidodon,
com algumas situagdes em que o mesmo satDNA repetia-se mais de 1000x em um genoma e
menos de 10x no genoma da outra espécie (Figura 2C e 2D). Essa discrepancia nas coberturas
de alinhamento chegou a ser maior entre os cittipos de P. rivularis sensu lato do que entre P.
paranae e P. rioparanaibanus, mas em ambos 0s casos € possivel prospectar sequéncias com

grande possibilidade de servirem como marcadores moleculares e citotaxondmicos.

Ao contrério das espécies de Psalidodon, observamos nas espécies género Astyanax um
padrao muito mais conservado deste parametro, com as sequéncias com coberturas mais
discrepantes possuindo baixo valor de cobertura padronizada em ambos as bibliotecas
(aproximadamente 100x), tornando mais desafiador a prospeccdo de marcadores considerando
apenas a abundancia/nimero de cdpias para estas espécies (Figura 2E). Também realizamos
uma comparacao par a par dos valores de coberturas das sequéncias entre as bibliotecas de A.
“altiparanae” e P. fasciatus. Como esperado, a comparagdo demonstrou o maior grau de
diferenciacdo observado, com uma grande quantidade de sequéncias apresentando mil, ou
mesmo 10 mil cépias em uma biblioteca e menos de cem cépias estimadas na outra,
evidenciando a discrepancia no nimero de copias de diversos satDNAs entre Astyanax e

Psalidodon (Figura 2F).

Algumas sequéncias, como AalSatl-178 e AlaSFSatl-151, aparentam ter alto nimero
de copias génicas (cobertura > 10000x) apenas no género Astyanax, enquanto outras, cOmo
ApaSatO1-51, PrpSat1-236, PrpSat20-27, PfaSFSat1-235 e Pri50Sat16-86, apenas no género
Psalidodon. Viarias sequéncias possuem valores discrepantes entre todas, ou quase todas as
bibliotecas, e podem ter aplicacdo sozinhas, ou em conjunto, como marcadores especificas,
como por exemplo: ApaSatl-51, AlaSFSat1-151, PrpSat1-236, Pri50Sat1-236, Pri46Sat2-184,
Pri50Sat69-91, ApaSat20-18, ApaSat8-35, PfaSFSat1-235 e Pri46Sat81-41 (Figura 3A).

Quando nés analisamos a similaridade dos satelitomas através de uma Analise de
Componentes Principais (PCA), onde os valores de cobertura de cada satDNA foi considerada
como uma varidvel, percebemos que a PC1, responsdvel por 41,5% da variagdo, separa os
satelitomas as espécies do gé€nero Astyanax (A. lacustris e A. “altiparanae”), das demais
espécies do género Psalidodon (P. paranae, P. rioparanaibanus, P. fasciatus e os dois citotipos
de P. rivularis), demonstrando que as bibliotecas de satDNAs podem ser utilizadas para

diferenciar os dois géneros irmaos. Ja a PC2, responsavel por 17,5% da variacdo, € responsavel
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principalmente por separar as espécies do género Psalidodon, embora aparentemente sem

nenhuma correlagdo com as filogenias conhecidas do grupo (Figura 3B).
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Figura 3: A) Comparagdo das trinta sequéncias com os maiores valores de cobertura média entre todas as
bibliotecas. B) Analise de Componentes Principais dos satelitomas utilizando a cobertura de alinhamento
padronizada de cada satDNA como uma variavel. Os 10 satDNAs com maiores contribui¢cdes para as componentes
principais estdo evidenciados no grafico.
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3.3.2 Quantificagdes via qPCR
3.3.2.1 Falsos satDNAs ou experimentos falhos

Alguns dos satDNAs testados ndao amplificaram, ou amplificaram tardiamente em todos
os individuos testados, apresentando valores de quantificacdo incompativeis com DNAs
satélites. Este foi o caso de AalSat3-549, AalSat9,93, Pri46Sat5-195, Pri46Sat6-592, PrpSat7-
54, PrpSat27-191. Falhas na amplificacio com primers de satDNAs caracterizados por
ferramentas de bioinformédtica, como o Tarean ou o RepeatExplorer, sdo comuns em trabalhos
com satelitomas, e podem corresponder a falso satDNAs, artefatos de técnicas ou problemas no
design do primers (Silva et al., 2017; Silva et al., 2019; Goes et al., 2022; Rocha-Reis et al.,
2024).

3.3.2.2 SatDNAs em P. rivularis sensu lato

Sete conjunto de primers puderam ser validados como satDNAs do grupo P. rivularis:
Pri46Sat1-51, Pri46Sat2-184, Pri46Sat4-91, Pri46Sat13-107, Pri46Sat33-191, Pri50Sat1-236 e
Pri50Sat5-152. Destes, apenas o Pri46Sat33-191 apresentou um nimero muito baixo de copias
estimadas (< 400) em todas as amostras testadas. J4 os outros satDNAs validados para o grupo
apresentaram mais de 8 mil cOpias estimadas em pelo menos uma amostra (Figura 4). Os dados

de homologia com satDNAs de outros trabalhos estdo sumarizados na tabela 02.

Tabela 2: Dados de Homologia dos satDNAs validados no grupo P. rivularis com satDNAs de outros trabalhos
disponiveis no banco de dados do NCBI nt. Referéncias: a = Silva et al., 2017; b = Goes et al., 2022; ¢ = Mestriner
et al., 2000; d = dos Santos, 2024.

Homologia Similaridade  Cobertura e-value Referéncia
Pri46Sat2-184 ApaSat27-178  93.53% 100% Se-47 P. paranae *

AlaSat29-185  86.36% 83% Se-37 A. lacustris ®
Pri50Sat1-236 PboSat02-235  98.36% 100% le-83 P. bockmanni ®

POboSat04-235 82.35% 81% 3e-26

PfaSat23-236 82.35% 86% le-39 P. fasciatus ®

PfaSat02-237  82.02% 75% 2e-32

AlaSat08-236  84.18% 66% 3e-31 A. lacustris ®

ApaSat04-233  81.14% 74% 2e-28 P. paranae *

ApaSat02-236  80.41% 98% 3e-20

Pri46Sat4-91 ApaSat03-91 94.44% 99% 4e-29 P. paranae *
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PboSat38-91 91.86% 95% 2e-23 P. bockmanni ®
PfaSat13-91 95.83% 98% le-10 P. fasciatus ®
AlaSat01-91 95.45% 48% 2e-08 A. lacustris ®
Pri50Sat5-152 PfaSat27-197  93.04% 76% le-37 P. fasciatus ®
AlaSat04-151  79.65% 91% 6e-11 A. lacustris ®
Pri46Sat13-107 PboSat20-107  94.92% 99% Se-15 P. bockmanni ®
ApaSat38-107  93.55% 100% Se-15 P. paranae *
Pri46Sat1-51 PboSat03-39 100% 75% 6e-09 P. bockmanni ®
AsS1 97.44% 76% 7e-08 P. scabripinnis®
PboSat01-51 100% 49% 0.093 P. bockmanni ®
ApaSat01-51 100% 49% 0.093 P. paranae *
PfaSat01-51 100% 49% 0.093 P. fasciatus ®
Pri46Sat33-191 CmoSat04-187 81.12% 74% 3e-20 Cyphocharax
modestus °

Dentre os satDNAs validados, o Pri46Sat2-184 teve um nimero maior de cOpias em
todos os exemplares de P. rivularis 2n=46 testados, com exce¢ao do corrego Crico do Médio
Sao Francisco (15152477 cépias), variando de 6540+173 a 10577+695 cdpias nos exemplares
do leste do Alto rio Sdo Francisco e de 97454728 até 168361016 cOpias nos exemplares do
oeste do Alto rio Sdo Francisco. Nos exemplares de 2n=50 o nimero de cdpias teve valores
nulos ou proximos de 0 nos exemplares de P. aff. rivularis M2 no oeste do Alto rio Sao
Francisco e no exemplar de P. aff. rivularis M3. Ja os exemplares de P. aff. rivularis M2 do
leste do Alto rio Sa@o Francisco (1139495 a 2002+190 cépias) e P. aff. rivularis M4 (2286+387
cOpias) apresentaram um numero de cOpias considerdveis, mas ainda significativamente menor

do P. rivularis 2n=46 do Alto rio Sao Francisco (Figura 4A).

Ja o Pri50Sat1-236 apresentou o padrio oposto do Pri46Sat2-184, com todos os
exemplares de P. rivularis 2n=46 apresentaram baixos valores no nimero de cOpias para este
satélite, excluindo-se justamente a populagao do cérrego Crico do Médio rio Sao Francisco que
apresentou 18201486 cdpias. Para as amostras do Alto rio Sao Francisco de P. rivularis 2n=46
observamos um nimero de 0-5 cdpias nas amostras do oeste do Alto rio Sdo Francisco e 5743
a 134+52 copias nos exemplares do leste do Alto rio Sdo Francisco. Em contrapartida, todos os
exemplares de 2n=50 cromossomos apresentaram mais de 2000 cépias para este satélite, com
2451497 cépias em P. aff. rivularis M3, 9178+854 a 17880+164 cépias em P. aff. rivularis M2
do leste do Alto rio Sao Francisco, 33880+8166 cépias em P. aff. rivularis M4 e 5022910311
a 107314445306 copias em P. aff. rivularis M2 do oeste do Alto rio Sdo Francisco (Figura 4B).
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Figura 4: Numero de cdpias relativas de 6 satDNAs em 12 amostras do grupo P. rivularis, barras representam o
erro padrdo das triplicatas. A) Pri46Sat2-184. B) Pri50Satl-236. C) Pri46Sat4-91. D) Pri50Sat5-152. E)
Pri46Sat13-107. F) Pri46Sat01-51 (em log10).

O satDNA Pri46Sat4-91, por sua vez, demonstrou-se um interessante marcador
populacional em exemplares de ambos os citdtipos de P. rivularis. Este satélite apresentou
valores quase nulos (entre 0 e 14 copias) em quase todas as amostras, com quatro notaveis
excecoes. Duas destas excecgdes, dos corregos Lage e Bonito, pertencem ao grupo P. rivularis
2n=46 do oeste do Alto rio Sdo Francisco, e apresentaram os valores mais altos no numero de
copias para esta satDNA, 12184+1809 e 6820+655 respectivamente. As outras excecdes sao P,
aff. rivularis M2 2n=50 do rio Cip6 (leste do Alto rio Sao Francisco) e P. aff. rivularis M4
2n=50, com 2240+375 e 1037111 copias respectivamente (Figura 4C).

Outro satDNA que apresentou potencial como marcador molecular entre diferentes
OTUs de P rivularis foi o Pri50Sat5-152. Os maiores valores de quantificacdo foram

observados em exemplares de P. aff. rivularis M2 2n=50 do leste do Alto rio Sdo Francisco,
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com 6041+£335 a 8231+1118 cdpias estimadas nesses exemplares. Em seguida, os maiores
valores observados foram em P. aff. rivularis M4 2n=>50, com 45274887 c6pias, seguido pelos
exemplares de ambos os citétipos do rio Funchal, P. rivularis 2n=46 e P. aff. rivularis M2 2n=50,
com 3575+258 e 3711+490 cépias, respectivamente. Por fim, a tnica outra amostra que
apresentou um valor de quantificacdo com mais de mil cépias estimadas foi P. aff. rivularis M3

2n=50, com 1728+51 copias (Figura 4D).

Outros dois satDNAs, Pri46Sat13-107 e Pri46Sat01-51, aparentam estar distribuidos
nos genomas de todas diferentes OTUs de P. rivularis, tornando dificil observar possiveis
padrdes que diferenciem as OTUs ou mesmo diferentes regides hidrograficas. O satDNA
Pri46Sat13-107 apresentou mais de mil cOpias estimadas em todas as amostras, com o maior
valor observado em P. aff. rivularis M2 2n=50 do c6rrego Lage, oeste do Alto rio Sao Francisco,
com 2032544138 copias estimadas. Entretanto, a outra amostra P. aff. rivularis M2 2n=50 do
oeste do Alto rio Sdo Francisco, pertencente ao rio Funchal, apresentou 51274337 cOpias
estimadas, sendo, portanto, comparavel a alguns individuos de outras OTUs. O menor niimero
de cdpias estimados para este satDNA foi observado em P. aff. rivularis M4 2n=50, com

1770449 copias (Figura 4E).

Por fim, o satDNA Pri46Satl-51, homdlogo ao muito tempo conhecido, As51 de P.
scabripinnis (Mestriner et al., 2000) apresentou grande variag¢ao ao longo das amostras testadas.
Com excec¢do dos exemplares de P. rivularis 2n=46 do rio Funchal e P. aff. rivularis M3 2n=50
que apresentaram 4.7+2.5 e 54+1.4 cdpias, respectivamente, todos os outros exemplares
apresentaram elevado nimero de copias, variando de 6437+2591 no P. rivularis 2n=46 do
corrego Crico (Médio rio Sao Francisco) até 20426619+4526913 P. rivularis 2n=46 do cérrego
Lage (oeste do Alto rio Sdo Francisco) (Figura 4F).

3.3.2.3 SatDNAs em P. rivularis, P. rioparanaibanus, P. paranae e P. fasciatus

Quatro conjunto de primers puderam ser validados como satDNAs do grupo Psalidodon
como um todo: PrpSat1-236, PfaSFSat1-235, PfaSFSat3-434 e o j4 mencionado, Pri46Sat1-51.
Dentre estes, PfaSFSat3-434 foi capaz de discriminar P. fasciatus dos demais Psalidodon,
enquanto os outros se demonstraram promissores como satDNAs de Psalidodon com poucas

copias em Astyanax (Figura SA — 5D, Tabela 3).
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De acordo com as andlises In Silico, o satDNA PrpSat1-236 € o mais abundante DNA
satélite em P. rioparanaibanus. Apesar disso, tanto as andlises In Silico quanto a qPCR
mostraram que este satélite ¢ amplamente disperso nos genomas de vdrias espécies de
Psalidodon. Com excecdo de um exemplar de P. aff. rivularis M2 2n=50, que apresentou
8838+492 copias estimadas, todos os demais Psalidodon testados (P. rioparanaibanus, P. aff.
paranae, P. rivularis 2n=46 e P, aff. rivularis M4 2n=50) apresentaram mais de 90 mil cépias
para esta sequéncia, variando de 90766+6729 em P. aff. rivularis M4 2n=50 até 409504+39664
em P. paranae. Contudo, nos Astyanax testados, esta sequéncia apresentou baixo nimero de
copias (0 em A. “altiparanae” e 68+10 em A. lacustris), provando ser um bom marcador

diferencial entre Astyanax e Psalidodon (Figura SA).

Assim como o satDNA anterior, o satélite Pri46Satl1-51 apresentou ser um marcador
interessante para todas as espécies testadas do género Psalidodon, além do grupo P. rivularis,
porém com poucas copias no género Astyanax, variando de 0 em A. mexicanus e A. cf. lacustris
até 151 em A. lacustris e A. “altiparanae”. Além de sua aplicagao como marcador do género
Psalidodon, este satDNA se demonstrou ttil na diagnose dos espécimes de P. fasciatus da bacia
do Paranaiba em relagdo a P. aff. paranae, P. rioparanaibanus e P. fasciatus da bacia do rio Sdo
Francisco, apresentando entre 14225242415 e 675131+404635 cdpias nestes espécimes vs.

entre 900+151 a 14393+4563 cbpias nos demais (Figura 5B).

O satDNA PfaSFSat1-235 foi inicialmente previsto para ser um marcador com um maior
nimero de cépias em P. fasciatus, seguido por nimero alto em outros Psalidodon e baixo
nimero em Astyanax, € a0 menos em parte isto se refletiu na qPCR. Entre os P. fasciatus
testados, um exemplar da bacia do rio Sao Francisco (15536+6064) e os dois exemplares da
bacia do rio Parand (22302+11410 e 21622+7440) apresentaram os maiores valores do
experimento, sendo aproximados apenas por um exemplar de P. aff. paranae (17686+3267).
Em contrapartida, um outro exemplar de P. fasciatus do rio Sdo Francisco (cérrego Retiro de
Baixo) apresentou o menor valor entre os Psalidodon testados (552+31) junto com P. aff.
rivularis M2 2n=50 (663+153). Todos os demais Psalidodon testados apresentaram valores
entre 30351315 (P. rivularis 2n=46) e 7347317 (P. aff. paranae). Ja os Astyanax, como
esperado, apresentaram os menores valores do experimento, 9.9+3 para A. lacustris e 4.5+0.9

para A. “altiparanae” (Figura 5C).

Ja o PfaSFSat3-434, assim como inicialmente previsto, aparenta ser um bom marcador
ao distinguir P. fasciatus dos demais Psalidodon e Astyanax testados. Nos P. fasciatus a

quantificagdo variou de 509+ 140 até 1067451, ndo havendo separacdo entre as amostras das
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bacias do Sdo Francisco e Parana. Ja nas demais amostras variou de 0 em A. lacustris e A.

“altiparanae’ até 28+10 em P. rivularis 2n=46 (Figura 5D).

3.3.2.4 SatDNAs em A. altiparanae e A. lacustris

Dois conjuntos de primers puderam ser validados como satDNAs de Astyanax:
AlaSFSatl-152 e AalSatl-178. Ambos aparentam ser bons marcadores para os Astyanax
sulamericanos, apresentando um numero significativamente maior em A. lacustris, A.
“altiparanae” e A. cf. lacustris do que em A. mexicanus e as diferentes espécies de Psalidodon

(Figura 5E — 5F).
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Figura 5: Numero de copias relativas a 6 satDNAs em amostras de Psalidodon e Astyanax, barras representam o
erro padro das triplicatas. A) PrpSat1-236. B) Pri46Sat01-51 (em log10). C) PfaSF46Sat1-235. D) PfaSFSat3-
434. E) AlaSFSat1-152. F) AalSat1-178.
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Apesar de inicialmente ter sido prospectado como um marcador diferencial em A.
lacustris e A. “altiparanae”, o satDNA AlaSFSatl-152 falhou em discriminar essas duas
espécies, mas se demonstrou um bom marcador molecular para diferenciar os Astyanax
sulamericanos de A. mexicanus e Psalidodon. Os valores de quantificagdo foram praticamente
nulos em A. mexicanus e em todas os exemplares de Psalidodon testados, com exce¢do de P.
paranae (350+10). Em contrapartida, apresentou altos valores em A. “altiparanae” (3667+680
e 13322+1697) e A. lacustris (1268819192 e 29543+18888), alcancando o maior valor de
quantificacdo em A. cf. lacustris, com 77546+£25642 (Figura S5E).

Um caso semelhante aconteceu com o satDNA AalSatl-178, que apresentou altos
valores em todos os Astyanax sulamericanos testados, baixo valor em A. mexicanus (60£7) e
valores abaixo de 10 copias em todos os Psalidodon, com excec¢ao, novamente, de P. paranae
(583+41). Observamos também que este satélite conseguiu discriminar A. “altiparanae” de A.
lacustris e A. cf. lacustris, apresentando niimero menor de copias em A. altiparanae (5260+£690
a 7449+1351, vs. 187984332 a 265377194 em A. lacustris e 16526£2236 a 2075942815 em
A. cf. lacustris) (Figura 5F).

Tabela 3: Dados de Homologia dos satDNAs validados de Astyanax e Psalidodon com satDNAs de outros
trabalhos disponiveis no banco de dados do NCBI nt. Referéncias: a = Silva et al., 2017; b = Goes et al., 2022.

Homologia Similaridade  Cobertura e-value Referéncia
AalSat1-178 AlaSat02-186  100% 100% 3e-54 A. lacustris ®
ApaSat10-179  94.70% 93% le-48 P. paranae *
AlaSFSat1-151 AlaSat04-151  94.85% 100% le-32 A. lacustris
PfaSat27-197 81.25% 53% 2e-06 P. fasciatus ®
PfaSFSat1-235 ApaSat04-233  99.03% 99% 5e-98 P. paranae *
PfaSat02-237 100% 100% 9e-61 P. fasciatus ®
POboSat04-235 97.64% 100% 2e-52 P. bockmanni ®
ApaSat02-236  81.25% 94% le-39 P. paranae *
AlaSat08-236  84.50% 91% 4e-24 A. lacustris ®
PboSat02-235  84.54% 88% 3e-15 P. bockmanni ®

PfaSat23-236 83% 41% 2e-12 P. fasciatus ®
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PrpSat1-236 ApaSat02-236  96.97% 100% Te-87 P. paranae *
PfaSat23-236 98.15% 100% 7e-72 P. fasciatus ®
ApaSat04-233  82.55% 99% 6e-48 P. paranae ?
AlaSat08-236  86.32% 49% le-24 A. lacustris ®
PboSat02-235  83.46% 56% 4e-24 P. bockmanni ®
POboSat04-235 83.17% 42% 6e-13 P. bockmanni ®

PfaSFSat3-434 - - - - -

3.4 Discussido

Neste trabalho nds realizamos a montagem de seis novos satelitomas para os géneros
Astyanax e Psalidodon. Apesar dos satelitomas de duas das espécies que montamos, A. lacustris
e P. fasciatus, ndo serem necessariamente inéditos, uma vez que ji possuem montagens
publicadas (Goes et al., 2022), nossas montagens provém de espécimes de mesorregioes
hidrogréficas diferentes das montagens anteriores, pertencendo a bacia hidrogréfica dos tipos
dessas amostras e, como tem sido amplamente discutido na literatura nos dltimos anos, €
extremamente provavel que amostras de outras bacias hidrograficas, em especial do Paran,
ndo pertencam a estes tdxons previamente apresentados (Gavazzoni et al., 2023, 2024). Para
além das montagens, n6s também realizamos andlises comparativas entre os satelitomas destas
espécies in silico e in vitro pela técnica de qPCR, o que nos permitiu visualizar as diferencas
quantitativas em relac@o ao numero de cépias de diferentes satDNAs compartilhados entre estes
grupos, o que estd em acordo com a “Hipétese da Biblioteca” (Fry & Salser, 1977; Ruiz-Ruano
et al., 2016). Essas diferencas também nos permitiram validar sequéncias como marcadores
moleculares e taxondmicos, constituindo mais um exemplo da aplicabilidade de satDNAs no
estudo de relagdes filogenéticas e taxondmicas em espécies proximas (Dias et al., 2021; Goes

et al., 2022; Silva et al., 2023; Rocha-Reis et al., 2024).

De acordo com Rodrigues-Oliveira (em preparagdo), o complexo de espécies P. rivularis
sensu lato pode ser distinguido em cinco diferentes OTUs: P. rivularis sensu stricto, que
apresenta 2n=46 cromossomos, e outras quatro OTUs com 2n=50 cromossomos: P. aff.
rivularis M2 do leste do Alto Sao Francisco, P, aff. rivularis M2 do oeste do Alto rio Sdo

Francisco, P. aff. rivularis M3 e P. aff. rivularis M4. Quando analisados trés satDNAs em



99

conjunto, conseguimos discriminar todas estas OTUs, com diferencas adicionais entre P.
rivularis 2n=46 do Médio e Alto Sao Francisco (Tabela 4). Destes trés satDNAs, um deles
(Pri50Sat1-236) é¢ homodlogo aos satDNAs ApaSat02-236 e ApaSat04-233, conhecidos por
marcagdes positivas nos centromeros de pelo menos trés espécies de Psalidodon (Silva et al.,

2017; Goes et al., 2022).

Tabela 4: SatDNAs que apresentaram o maior potencial diagndstico entre as cinco OTUs de P. rivularis sensu latu

e entre as amostras do Médio e Alto Sdo Francisco de P. rivularis 2n-46.

OTU Pri46Sat2-184  Pri50Sat1-236 PriS0Sat5-152
P. rivularis Alto SF > 6 mil 0-200 <4 mil

P. rivularis Médio SF 1 mil — 2 mil 800 — 3 mil <300

P aff. rivularis M2, Leste 1 mil — 3 mil 9 mil — 18 mil 6 mil — 9mil

P, aff. rivularis M2, Oeste 0-10 > 50 mil <4 mil

P. aft. rivularis M3 0-10 2 mil — 3 mil <2 mil

P. aff. rivularis M4 1 mil — 3 mil 20 mil — 50 mil 4 mil — 6 mil

Além disso, observamos um cendrio interessante com o Pri46Sat1-51, um satDNA que
pertence a mesma familia do satDNA As51 (Mestriner et al., 2000). Este é a tnico satDNA
hibridizado nos cromossomos de P. rivularis até o momento (Abel et al., 2006), sendo que, em
uma populacdo de P. rivularis com 2n=50, Abel et al. (2006) observaram variagao
interindividual, com marcagdes terminais e subterminais nos bragos longos de cromossomos
acrocéntricos e subtelocéntricos, enquanto que, em exemplares de uma populacdo de 2n=46
cromossomos, ndo foram observadas quaisquer marcagdes positivas para este satélite. Aqui,
pudemos observar que o Pri46Sat1-51 apresenta grandes varia¢des interindividuais em todas as
OTUs testadas, mas especialmente em P. rivularis 2n=46, que apresentou tanto 0 menor

(4.7£2.5) quanto o maior (20426619+4526913) valor de quantificacdo.

Apesar do satDNA Pri46Sat1-51 ndo ter se demonstrado um bom marcador molecular
para o grupo P. rivularis sensu lato, o mesmo ndo pode ser dito para o grupo P. fasciatus. Este
satDNA foi extremamente eficiente em separar as amostras de P. fasciatus da bacia do Alto
Parand das amostras do Alto Sao Francisco, com mais de 140 mil cépias na primeira vs. menos

de 15 mil na segunda. Do ponto de vista cromossdmico, populacdes de P. fasciatus do rio
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Grande (bacia do Alto Parand) e populacdes do rio Sdo Francisco podem ser diferenciados em
dois cariomorfos distintos de acordo com diferencas em sitios de heterocromatina constitutiva,
rDNAs 58S e 18S, e claro, sitios de As51 (Peres et al., 2009). No que diz respeito a sitios de
As51, amostras pertencentes a bacia do rio Sao Francisco apresentam de 1 a 3 marcagdes
positivas na regido terminal de cromossomos acrocéntricos ou subtelocéntricos, enquanto
amostras pertencentes a bacia do Alto rio Parand apresentam de 10 a 14 sitios em regides
terminais e intersticiais de cromossomos submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos
(Kantek et al., 2009; Peres et al., 2009; Gavazzoni et al., 2023). Desta forma, notamos que
nossos resultados com quantificagdo in vitro do Pri46Sat1-51 sdo amplamente consistentes com
dados de FISH com As51 da literatura, além de corroborar a tese que amostras de “P. fasciatus”
do Alto Parand e representam um tdxon distinto de P. fasciatus do rio Sdo Francisco (de Melo

& Buckup, 2006; Kavalco et al., 2013; Gavazzoni et al., 2023).

Outro grupo de espécies irmds que nossas andlises puderam discriminar foram A.
lacustris e A. “altiparanae” através da quantificacdo do satDNA AalSat1-178, com mais de
18mil cépias na primeira vs. menos de 8mil copias na segunda. Apesar deste resultado, devemos
ter cautela ao considerar este satDNA como um marcador para o grupo, uma vez que a
diferenciagdo observada na qPCR ndo tinha sido observada nas anélises in silico, onde ambas
os grupos apresentaram valores semelhantes de quantifica¢ao, além de que nao possuirmos, até
o momento, dados de FISH para embasar os dados de qPCR. Entretanto, € importante destacar
também o conflito taxondmico que cerca estas duas espécies. A. altiparanae, junto com
Astyanax assuncionensis € Astyanax jacuhiensis, foram sinonimizadas a A. lacustris em 2016
com base em dados morfolégicos (Lucena & Soares, 2016), mas essa sinonimia foi contestada
em diferentes ocasides com o suporte de dados citogenéticos, morfométricos e moleculares para
a distin¢do destas OTUs em diferentes espécies (Cunha et al., 2019; Gavazzoni et al., 2024).
Desta forma, reforcamos a necessidade de se caracterizar e testar possiveis marcadores para

estas espécies.

O tnico par de espécies irmads para as quais ndo pudemos validar nenhum marcador
diagnéstico foi entre P. rioparanaibanus e P. aff. paranae. Entretanto, a razdo para isso pode
ter ocorrido devido nossas as andlises in silico terem envolvido uma amostra de P. paranae da
bacia do rio Tieté, enquanto, as andlises de qPCR envolveram amostras de P. aff. paranae da
bacia do rio Paranaiba. Como demonstrado em outro trabalho nosso com dados do genoma
mitocondrial completo e andlises multilocus de dados de sequenciamento de nova geragcdo

(Rodrigues-Oliveira, em preparacdo), amostras de “P. paranae” pertencentes a estas bacias
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provavelmente ndo pertencem a mesma espécie, e desta forma, o fato dos experimentos de
gPCR ndo terem confirmado os marcadores diferenciais das andlises in silico pode significar
que nosso protocolo pode ser extremamente sensivel a localizar diferencas centradas nas

bibliotecas comparadas.

Nossas andlises também nos permitiram validar um marcador que diferencie P. fasciatus
de todas as demais amostras testadas (PfaSFSat3-434), diversos marcadores diagndsticos entre
Astyanax e Psalidodon (PrpSatl-236, Pri46Satl-51 e PfaSFSatl1-235) e marcadores que
diferenciam os Astyanax sulamericanos nao s6 de Psalidodon, mas também de A. mexicanus
(AlaSFSat1-152 e AalSat1-178). Nossos resultados sdo consistentes com o estudo comparativo
de satelitomas de Astyanax e Psalidodon conduzido por Goes et al. (2022), onde os autores
descreveram muitas familias de satDNAs compartilhadas entre os dois géneros, com diferencas
relacionadas a abundancia das familias nos genomas e deteccdo dos mesmos pela FISH. Os
proprios PrpSatl-236 e PfaSFSatl-235 mencionados aqui, junto com o Pri50Satl-236, sdo
homdlogos aos satDNAs ApaSat02-236 e ApaSat04-233 de P. paranae e ao Alasat08-236 de A.
lacustris. Esta superfamilia, compartilhada nos genomas de Astyanax e Psalidodon, é conhecida
por apresentar sitios detectdveis via FISH nos centromeros de todos os cromossomos de
diferentes espécies de Psalidodon, mas nenhum sinal positivo foi observado em A. lacustris

(Goes et al., 2022).

Virias razOes podem explicar as diferencas quantitativas em bibliotecas de satDNAs e
a homogeneizacao diferencial de variantes compartilhadas entre grupos proximos, ambos casos
previstos pelo “Hipdtese da biblioteca”, como fungdes biologicas associadas aos satDNAs (Fry
& Salser, 1977), capacidade de amplificacdo sem ocasionar vantagens ou desvantagens ao
genoma hospedeiro (Orgel & Crick, 1980) e mecanismos estocasticos associados a evolugao
concertada (Ruiz-Ruano et al., 2016). Em contraste com uma visao classica do satDNA como
um “DNA lixo”, “egoista” ou mesmo “parasita” (Orgel & Crick, 1980), evidéncias de
transcritos derivados de satDNAs tém evidenciado uma ampla gama de funcdes biologicas
importantes para estes elementos, como formagdo da heterocromatina (Usakin et al., 2007),
acOes na segregacdo cromossomica (RoSi¢ et al., 2014) e mecanismos de compensacao de
dosagem associados a cromossomos sexuais (Menon et al., 2014). Desta forma, trés papeis
principais podem ser associados aos satDNAs: fun¢ao do centromero, formagao e silenciamento
de heterocromatina e regulacdo génica (Kuhn, 2015; Satovié-Vuksi¢ & Plohl, 2023). Embora
pouco se saiba sobre as fun¢des bioldgicas dos satDNAs em Astyanax e Psalidodon, a presenca

constante de satDNAs das mesmas familias/superfamilias nos centrdmeros de Psalidodon



102

sugere uma funcdo centromérica estrutural (Goes et al., 2022). Como demonstramos aqui, as
diferentes variantes destas familias possuem grandes diferencas quantitativas entre os genomas
de diferentes espécies de Psalidodon, o que pode levar a possiveis incompatibilidades entre
transcritos de satDNAs e proteinas centroméricas, ocasionando instabilidade gendmica em

hibridos e contribuindo para o processo de especiacao (Kuhn, 2015).

Nosso trabalho foi capaz de mostrar como bibliotecas de satDNAs podem auxiliar de
forma significativa como marcadores taxondmicos em espécies de Psalidodon e Astyanax. Mais
do que isso, ressaltamos que as diferencas quantitativas observadas em satDNAs com possiveis
funcdes bioldgicas podem estar contribuindo para a especiacdo nestes géneros. Neste caso, uma
vez que pouco se sabe sobre os aspectos funcionais de satDNAs nestes grupos, reforcamos a
necessidade de se responder, no futuro, até que ponto as diferencas observadas sdo um mero

testemunho da evolucao do grupo, ou uma importante parte causal dela.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Desde a descricdo de Tetragonopterus rivularis por Liitken, em 1875, em sua obra
Velhas-Flodens Fiske, até minha dissertacao de mestrado, defendida em 2021, uma intrigante
pergunta foi o cerne da realizacdo deste trabalho: até que ponto existe uma biodiversidade oculta,
e subestimada, sob o nome “Psalidodon rivularis”? A imprescindivel obra de Liitken €, sem
davidas, um marco para a ictiologia brasileira, e diversos enigmas podem ser extraidos de suas
excelentes ilustragdes, descricdes taxonOmicas e demais informagdes bioldgicas,
cuidadosamente descritas por ele. Mas aqui, o enigma inicial provém da simples ilustracdo de
dois espécimes de piabas-do-corrego, claramente diferentes, alocados sob um mesmo nome na

prancha V de sua obra.

Este enigma ganhou nova forma e destaque a medida que mais estudos foram feitos com
os P. rivularis nestes ultimos 150 anos, em que espécimes com diferentes citotipos e linhagens
genéticas foram estudados, e adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas associadas a diferentes
ambientes foram observadas. Aqui, ao integrar diferentes fontes de dados, pudemos chegar a
conclusdo de que este grupo corresponde a pelo menos cinco espécies diferentes distribuidas
ao longo da bacia do Alto rio Sao Francisco, uma delas correspondente ao Hemigrammus santae,

agora Psalidodon santae, de Eigenmann (1907).

E importante destacar que essa notével biodiversidade parece ter sido o fruto de varios
processos evolutivos diferentes atuando em conjunto, como rearranjos CromossOmicos
ocasionando isolamento reprodutivo, adaptacdes morfolégicas permitindo a exploracdao de
diferentes nichos ecoldgicos, hibridismos com outras espécies e eventos geoldgicos de
diferentes magnitudes, que podem ter levado tanto a processos de dispersdao como de vicariancia.
E importante também destacar os ainda preliminares, porém interessantes avancos que a
genOmica tem nos trazido a respeito da evolucao destas espécies, exemplificados neste trabalho
com o estudo comparativo da quantificacio de DNAs satélites, que podem ser tanto

testemunhas, como agentes ativos na especiacdo deste grupo de peixes.

Apenas com essa compreensdo multidisciplinar é possivel ter um panorama real da
evolucdo e especiagdo do grupo P. rivularis no Alto rio Sdo Francisco, e foi essa compreensao
que inspirou a escolha da epigrafe desta tese: um didlogo memoravel do personagem lan
Malcolm no filme Jurassic Park que termina com a icoOnica frase: “a vida encontra um meio”.
No caso de P. rivularis, esse meio nao sé explica a diversidade de possiveis tdxons do grupo,

mas os diversos casos de simpatria observados entre estes taxons.
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E importante ressaltar também a importancia que a compreensdo da diversidade
taxonOmica e genética de P. rivularis tem na conservacao, nao s6 das mesmas como do ambiente
em que vivem, especialmente quando consideramos o cendrio atual das bacias do Alto rio Sao
Francisco e Paranaiba em Minas Gerais. Durante a realizacdo das coletas para este trabalho
pudemos testemunhar diversos impactos e ameagas aos corregos e rios dessas bacias, como o
derramamento de lama oriundo de um empreendimento imobilidrio na cabeceira do corrego
Rita, lar da espécie endémica P. rioparanaibanus, o descarte de efluentes em um cérrego que
conflui junto ao cérrego Rita para o cérrego Agua Grande, afluente do rio Paranaiba, o descarte
de carcagas de animais, como bezerros e galinhas, dentro dos rios Borrachudo e Paranaiba nos
municipios de Matutina e Carmo do Paranaiba, nas bacias do Sao Francisco e Paranaiba,
respectivamente, além de diversos casos de perda da mata ciliar e polui¢do com residuos
agrarios em afluentes dos rios Indaid e Abaeté. Felizmente, observamos também que trés das
cinco espécies de P. rivularis se encontram em duas Unidades de Conservagdo brasileiras, o
Parque Nacional Serra da Canastra e o Parque Nacional Serra do Cipd, evidenciando a

importancia que as UCs tém na conservagao da biodiversidade.

Finalizamos, enfatizando aqui a importancia na preservacao de corregos, cabeceiras de
rios, e demais corpos d’dgua de menor porte. Como observamos em nosso trabalho, esses
ambientes, muitas vezes negligenciados, sdo mais complexos do que aparentam e tem potencial

de abrigar uma rica biodiversidade de espécies, genomas e microambientes.
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MATERIAL SUPLEMENTAR S1 - Material analisado no capitulo 1, espécies analisadas: Psalidodon rivularis, Psalidodon santae comb
nov., Psalidodon aff. rivularis M3, Psalidodon aff. rivularis M4, “Astyanax turmalinensis”, Psalidodon aff. paranae, Psalidodon

rioparanaibanus, Psalidodon fasciatus e Astyanax lacustris.

N° de Lote Espécie N° amostral Tamanho (min — max) Local Data Coletores
Material Coletado durante o trabalho

LaGEEvo-30 P rivularis 12 45mm — 63.5mm Corrego Lage, 05/11/2022  LH.R. Oliveira,
Arapud/MG, P.M. de Assis e
19°1°25.18’S T. da S. Santos
46°6’18.74”0

LaGEEvo-31 P, aff. santae M2 23 38mm — 54mm Corrego Lage, 05/11/2022 1.H.R. Oliveira,
Arapud/MG, P.M. de Assis e
19°1°25.18”S T. da S. Santos
46°6’18.74”0

LaGEEvo-32 P, santae 22 31mm — 49mm Rio das Velhas, 15/09/2023 1.H.R. Oliveira,
Ouro Preto/MG 1.B. da Silva,
20°20'38.4"S P.M. de Assis,
43°29'58.4"0 L.G.P. Pimentel,

R. Pasa

LaGEEvo-33 P, rivularis 3 55.5mm — 69.5mm Rio das Velhas, 15/09/2023 1.H.R. Oliveira,
Ouro Preto/ MG I.B. da Silva,
20°20'38.4"S P.M. de Assis,
43°29'58.4"0 L.G.P. Pimentel,

R. Pasa

LaGEEvo-34 P, rivularis 3 53mm — 64mm Rio Borrachudo, 08/03/2023 I1.H.R. Oliveira,
Matutina/MG P.M. de Assis,
19°13'02.6"S R.A.S. Soares
45°55'58.2"0 R. Pasa

LaGEEvo-35 P aff. santae M2 6 35mm — 54mm Rio Funchal, 02/12/2023 1.H.R. Oliveira,
Sao Gotardo/MG 1.B. da Silva,

P.M. de Assis,



LaGEEvo-36

LaGEEvo-48

LaGEEvo-49

LaGEEvo-50

P. rivularis

P, rivularis

P. santae

P, aff. rivularis M3

23

16

41mm — 46mm

47mm — 84mm

41mm — 59.5mm

49mm — 89mm

19°24'9.54"S
46°0'4.61"0

Rio Funchal,

Sdo Gotardo/MG
19°24'9.54"S
46°0'4.61"0

Encontro dos rios
Mascate e Bocaina,
PN Serra do Cip6,
19°20'49.68"S
43°36'20.42"0

Encontro dos rios
Mascate e Bocaina,
PN Serra do Cip6,
19°20'49.68"S
43°36'20.42"0

Baixo da cachoeira
Rasga Canga, PN
Serra da Canastra,
20°10'39.13"S
46°33'33.68"0

02/12/2023

09/10/2023

09/10/2023

29/07/2023
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L.G.P. Pimentel,
R. Pasa

I.H.R. Oliveira,
I.B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R. Pasa

I.LH.R. Oliveira,
I. B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R.A.S. Soares,
G.F. da Fonseca,
G.F.Matos,

V.G. de Miranda,
B. Alonso
I.H.R. Oliveira,
I. B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R.A.S. Soares,
G.F. da Fonseca,
G.F.Matos,

V.G. de Miranda,
B. Alonso
I.H.R. Oliveira,
I.B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R.A.S. Soares,
T. da S. Ramos,
J. Godoy,



LaGEEvo-51

LaGEEvo-52

LaGEEvo-53

LaGEEvo-58

P, aff. rivularis M3

P, aff. rivularis M3

P, aff. rivularis M3

P. santae

34

34

43mm — 83mm

40mm — 81mm

50mm — 93mm

56mm — 72mm

Cachoeira Casca d’
Anta, PN Serra da
Canastra,
20°182.24"S
46°31'18.99"0

Nascente historica do
rio Sao Francisco, PN

Serra da Canastra,
20°14'4.79"S
46°26'29.38"0

Alto da cachoeira
Rasga Canga, PN
Serra da Canastra,
20°10'39.13"S
46°33'33.68"0

Canion das
Bandeirinhas,

PN Serra do Cip6,
19°25'8.33"S
43°34'12.37"0O

28/07/2023

28/07/2023

29/07/2023

11/10/2023
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S.S.N. Pereira
I.LH.R. Oliveira,
1.B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R.A.S. Soares,
T. da S. Ramos,
J. Godoy,
S.S.N. Pereira
I.LH.R. Oliveira,
1.B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R.A.S. Soares,
T. da S. Ramos,
J. Godoy,
S.S.N. Pereira
I.LH.R. Oliveira,
1.B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R.A.S. Soares,
T. da S. Ramos,
J. Godoy,
S.S.N. Pereira
I.H.R. Oliveira,
I. B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R.A.S. Soares,
G.F. da Fonseca,
G.F.Matos,



LaGEEvo-60

LaGEEvo-62

LaGEEvo-65

LaGEEvo-67

P, rivularis

P. santae

A. lacustris

P. fasciatus

11

64mm — 99mm

63mm

69mm — 78.5mm

98mm

Trilha da Cachoeirada 10/10/2023
Farofa,

PN Serra do Cip6,

19°23'6.52"S

43°35'12.28"0O

Trilha da Cachoeirada 10/10/2023
Farofa,

PN Serra do Cip6,

19°23'6.52"S

43°35'12.28"0O

Afluente da Lagoa 06/05/2023
Verde, Lagoa da Prata
/ MG,

20°0'15.75"S
45°30'42.13"0
Afluente da Lagoa
Verde, Lagoa da Prata

/ MG,

06/05/2023
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V.G. de Miranda,
B. Alonso,

R. Pasa

I.LH.R. Oliveira,
I. B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R.A.S. Soares,
G.F. da Fonseca,
G.F.Matos,

V.G. de Miranda,
B. Alonso,

R. Pasa

I.LH.R. Oliveira,
I. B. da Silva,
P.M. de Assis,
L.G.P. Pimentel,
R.A.S. Soares,
G.F. da Fonseca,
G.F.Matos,

V.G. de Miranda,
B. Alonso,

R. Pasa

I.LH.R. Oliveira,
1.B. da Silva,
R.A.S. Soares,
L. da C. de Santos

I.H.R. Oliveira,
1.B. da Silva,
R.A.S. Soares,
L. da C. de Santos



20° 0'15.75"S
45°30'42.13"0
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LaGEEvo-69 P. fasciatus 7 38.6mm — 89mm Rio Santana, Lagoada 06/05/2023 I.H.R. Oliveira,
Prata/MG, I.B. da Silva,
20° 4'32.68"S R.A.S. Soares,
45°32'52.10"0 L. da C. de Santos

LaGEEvo-71  A. lacustris 12 49mm — 59mm Lagoa da Usina do 01/10/2022  LH.R. Oliveira,
Abaeté, Rio P.M. de Assis,
Paranaiba/MG, L.G.P. Pimentel,
19°12'35.69"S R. A. S. Soares
46° 6'33.79"0

LaGEEvo-74 P, rivularis 11 56mm — 87.5mm Cérrego Confusio, 11/11/2024 1.H.R. Oliveira,
Sao Gotardo/MG, P.M. de Assis,
19°20'21.89"S 46° W. Cléber
621.38"0

Material depositado na Coleciao de Vertebrados da UFV-CRP

LaGEEvo-12 P, rioparanaibanus 1 84mm Corrego Rita, Rio 21/08/2017 M.A. da Silva,
Paranaiba/MG, I.B. da Silva
19°11'15.77"S
46°14'10.24"0O

LaGEEvo-13  P. rioparanaibanus 8 43mm — 84mm Corrego Rita, Rio 23/09/2018 LH.R. Oliveira,
Paranaiba/MG, I.B. da Silva,
19°11'15.77"S R.L.Oliveira,
46°14'10.24"0O G. Leles,

T. Castafio

LaGEEvo-14 P. rioparanaibanus 4 40mm — 84mm Coérrego Rita, Rio 21/08/2017 M.A. da Silva,
Paranaiba/MG, 1.B. da Silva
19°11'15.77"S
46°14'10.24"0O

LaGEEvo-37 P, rivularis 2 47mm — 56mm Rio Funchal, 04/05/2019 LH.R. Oliveira,
Sao Gotardo/MG, 1.B. da Silva,

L. Fainé,



LaGEEvo-38

LaGEEvo-39

LaGEEvo-40

LaGEEvo-41

LaGEEvo-42

LaGEEvo-43

LaGEEvo-44

P, aff. santae M2

P, aff. santae M4

P. rivularis

P. rivularis

P aff. santae M2

P. rivularis

P. rivularis

12

17

59mm

52mm — 77mm

64mm — 86mm

48mm — 79.5mm

42mm — 49mm

43mm — 52mm

43mm — 52mm

19°24'9.54"S
46°0'4.61"0
Rio Funchal,
Sado Gotardo/MG,
19°24'9.54"S
46°0'4.61"0
Corrego Bonito,
Tiros/MG,
18°48'44.7"S
45°45'52.2"0
Corrego Bonito,
Tiros/MG,
18°48'44.7"S
45°45'52.2"0
Corrego Lage,
Arapud/MG,
19°1°25.18”S
46°6°18.7470

Corrego Lage,
Arapud/MG,

19°1°25.18”S
46°6°18.74”0

Coérrego Crico,
Presidente
Olegario/MG,
18°18'44.36"S
46° 5'44.46"0O
Canion das
Bandeirinhas,

PN Serra do Cip6,

04/05/2019

20/07/2010

20/07/2010

23/07/2010

23/07/2010

06/04/2019

Out/2017

J. Godoy

I.H.R. Oliveira,

I.B. da Silva,
L. Fainé,

J. Godoy

P. Penteado,
Denis,
Gabriel,
Rafael

P. Penteado,
Denis,
Gabriel,
Rafael

P. Penteado,
D. Reis,
Denis,
Paloma,
Wanessa

P. Penteado,
D. Reis,
Denis,
Paloma,
Wanessa
1.B. da Silva,
M.L.C.B. de
Campos,

V. Augusto,
S.V. Resende
M.L.C.B. de
Campos,
R.R. Rocha,



LaGEEvo-45

LaGEEvo-46

LaGEEvo-47

LaGEEvo-54

LaGEEvo-55

LaGEEvo-56

P. santae

P, rivularis

P. santae

P, aff. santae M4

P, aff. santae M4

P. rivularis

14

43mm — 53mm

42mm — 59mm

42mm — 49mm

42mm — 72mm

31.5mm — 44mm

48mm — 69mm

19°25'8.33"S
43°34'12.37"0
Canion das
Bandeirinhas,

PN Serra do Cip6,
19°25'8.33"S
43°34'12.37"0
Ribeirdo
Bandeirinhas,

PN Serra do Cip6,
19°24'32.65"S
43°34'35.31"0
Ribeirao
Bandeirinhas,

PN Serra do Cip6,
19°24'32.65"S
43°34'35.31"0
Lagoa da Usina do
Abaeté, Rio
Paranaiba/MG,
19°12'35.69"S
46° 6'33.79"0
Lagoa da Usina do
Abaeté, Rio
Paranaiba/MG,
19°12'35.69"S
46° 6'33.79"0
Corrego Tiros,
Tiros/MG,
18°56'34.08"S
45°56'18.20"0

Out/2017

Out/2017

Out/2017

17/07/2012

07/07/2017

20/07/2010
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S.V. Resende,
F. Sassi
M.L.C.B. de
Campos,

R.R. Rocha,
S.V. Resende,
F. Sassi
M.L.C.B. de
Campos,

R.R. Rocha,
S.V. Resende,
F. Sassi
M.L.C.B. de
Campos,

R.R. Rocha,
S.V. Resende,
F. Sassi

W. Lopes-Silva,
C.H.M. Fernandes,
M.A. da Silva,
A.C.M. Fernandes

I.H.R. Oliveira,
I.B. da Silva,
M.A. da Silva

P. Penteado, Denis,
Gabriel,
Rafael



LaGEEvo-57

LaGEEvo-59

LaGEEvo-63

LaGEEvo-64

LaGEEvo-66

LaGEEvo-68

LaGEEvo-70

LaGEEvo-72

P, aff. santae M4

P. rivularis

P, rivularis

P, rivularis

A. lacustris

P. fasciatus

P. fasciatus

P. paranae

67mm — 67.5mm

50mm — 65mm

50mm — 81mm

55mm — 62mm

69mm — 79mm

68mm — 83mm

64mm

53.5mm — 77.5mm

Corrego Tiros,
Tiros/MG,
18°56'34.08"S
45°56'18.20"0O
Rio Funchal,

Sao Gotardo/MG,
19°24'9.54"S
46°0'4.61"0

Rio Vereda Grande,
Trés Marias/MG,
18°19'18.62"S
45°6'32.80"0O

Rio Vereda Grande,
Trés Marias/MG,
18°19'18.62"S
45°6'32.80"0O
Corrego Teixeira,

Augusto de Lima/MG,

17°58'58.53"S
44°4'26.566"0
Corrego Teixeira,

Augusto de Lima/MG,

17°58'58.53"S
44°4'26.566"0O

Rio Vereda Grande,
Trés Marias/MG,
18°19'18.62"S
45°6'32.80"0
Corrego Lava-Pés,
Rio Paranaiba/MG,

2010-2012

12/05/2018

18/04/2017

2010-2012

Jul/2024

Jul/2024

18/04/2017

Nov/2015
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I.H.R. Oliveira,
I.B. da Silva,
G. Bork,

L. Fernandes,
V. Augusto

R. de M. Alves;
R.R. Rocha;
M.A. da Silva;
S.V. Resende

V.G. de Miranda

V.G. de Miranda

R. de M. Alves;
R.R. Rocha;
M.A. da Silva;
S.V. Resende
M.L.C.B. de
Campos,

F. Sassi,
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19°11'41.22"S T. Lunardi,
46°15'7.32"0 R. Pereira,
M. Trevisanuto
LaGEEvo-73  P. paranae 3 77mm — 83mm Corrego Lava-Pés, Nov/2015 M.L.C.B. de
Rio Paranaiba/MG, Campos,
19°11'41.22"S F. Sassi,
46°15'7.32"0 T. Lunardi,
R. Pereira,
M. Trevisanuto
LaGEEvo-75 P rivularis 4 56mm — 87.5mm Coérrego da Espinha, 24/07/2016 M.L.C.B. de
Tiros/MG Campos,
19°2'47.18"S 46° M.A. da Silva,
1'12.93"0 S.V. Resende,
R. Pasa
LaGEEvo-76 P, aff. santae M4 9 37mm — 45mm Coérrego Crico, 06/04/2019 1.B. da Silva,
Presidente M.L.C.B. de
Olegario/MG, Campos,
18°18'44.36"S V. Augusto,
46° 5'44.46"0O S.V. Resende
Material depositado no Departamento de Zoologia da UFMG
DZUFMG 005 “A. turmalinensis” 1 48.2mm Corrego Divisao, Mai/1989 V. Vono
Turmalina/MG,
17°07'00.00"S
42°57'00.00"O
DZUFMG 009  “A. turmalinensis” 19 33.5mm — 54.9mm Corrego Divisao, Ago/1989 V. Vono
Turmalina/MG,
17°07'00.00"S
42°57'00.00"O
Material (fotos e anotacoes) por C.A.M. Oliveira (2017)
ZMUC P, santae 2 37.5mm — 60.1mm Rio das Velhas, 1847-1854  ]J.T. Reinhardt
Lagoa Santa/MG
USNM 44960 P rivularis 2 37.6mm — 67.8mm Rio das Velhas, 1847-1854  ]J.T. Reinhardt
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Lagoa Santa/MG

USNM 55652 P santae 2 32.5mm — 54.1mm Rio das Velhas, 1847-1854  ]J.T. Reinhardt
Lagoa Santa/MG

MCZ 20874 P, rivularis 1 67.61mm Rio das Velhas, Jul/1865 G. Sceva &
Lagoa Santa/MG, Thayer Expedition
19°27°26S
44°14°30”0

Material (fotografias) site das colecoes biologicas do Museu de Historia Natural da Dinamarca

ZMUC P. rivularis 1 80.7mm Rio das Velhas, 1847-1854  J.T. Reinhardt

P241289 Lagoa Santa/MG

ZMUC A. lacustris 1 51.12mm Rio das Velhas, 1847-1854  J.T. Reinhardt

P241329 Lagoa Santa/MG

ZMUC P. fasciatus 1 86.5mm Rio das Velhas, 1847-1854  J.T. Reinhardt

P241291 Lagoa Santa/MG
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MATERIAL SUPLEMENTAR S2 - Protocolo adaptado de Bertollo (1978) para

obtencao de cromossomos mitéticos em Lambaris.
1. Pré-preparacao

1.1 Recomenda-se aclimatar o peixe no laboratério antes da preparacao, mantendo os
espécimes dentro do aquério em temperatura e condi¢cdes controladas. O tempo de aclimatacdo
pode variar entre espécies, sendo que obtivemos os melhores resultados apds 96h com Astyanax

lacustris e 120h com Psalidodon rivularis.

1.2 Recomenda-se também uma técnica de inducdo imunoldgica cerca de 24 a 48 horas
antes da eutandsia, como por exemplo, a inducdo intraperitoneal de 1ml de Broncho-Vaxom®

por 50g de massa corporal (Molina et al., 2010).

1.3 Antes da preparagdo, eutanasiar os espécimes via imersao em Eugenol 1% diluido
em 1L de dgua, seguindo a Resolu¢do Normativa N° 37 do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal, do Ministério de Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicacdes

(CONCEA - MCTI).

1.4 Enquanto os peixes sdo eutanasiados, separar e preparar os reagentes necessarios:
colocar solucdo hipotdnica (KCI 0,2M) e meio de cultura (Leibowitz, RPMI ou etc.) em estufa
a 37°C. Preparar o fixador (Metanol 3: 1 Ac. Acético) e levar ao freezer (60ml é o suficiente

para quatro espécimes com sobras).

1.4 Organizar os utensilios necessarios: pingas e tesouras cirdrgicas, recipientes para o
meio de cultura, seringas, tubos de suspensao, pipetas e eppendorfs (2 por espécime caso ira ser
retirado tecido para extracdo de DNA, armazenar o tecido em dlcool PA). Importante: identificar

recipientes, tubos de suspensao, pipetas e eppendorfs para cada peixe.

2. Pré-fixacao
2.1 Adicionar 6ml de meio de cultura nos recipientes.

2.2 Abrir o espécime realizando uma incisao da cloaca até a regido opercular. Retirar
rim anterior, rim posterior € baco e colocar no meio de cultura. Anotar o sexo sempre que

possivel através da observacao direta das gonadas.
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2.3 Realizar a dissociac@o do tecido utilizando as seringas, normalmente entre 5 e 15
minutos, até que o tecido esteja completamente dissociado. Retirar possiveis pedacos de

fibrosos de pele com o auxilio de pingas.

2.4 Transferir o material dissociado para os tubos de centrifuga, adicionar 200uL de

Colchicina a 0,0125%. Ressuspender e levar a estufa (37°C) por 15 - 20 minutos.
2.5 Ressuspender novamente o material e centrifugar a 1000xg por 10 minutos.

2.6 Remover cuidadosamente o sobrenadante, vertendo o mesmo, do lado oposto ao que
o material esteja grudado na parede do tubo, em um béquer para descarte, usar um papel toalha

para absorver o restante do liquido por capilaridade.
2.7 Acrescentar 6ml de KCl e ressuspender, levar a estufa (37°C) por 25 minutos.

2.8 Apd6s a hipotonizacdo, retirar com o auxilio de pipetas possiveis tecidos em

suspensdo.

2.9 Adicionar 10 gotas de fixador e ressuspender (a partir desta etapa, evitar a0 maximo
a producdo de bolhas). Centrifugar a 1000xg por 10 minutos. Lembrar de voltar o fixador para

o freezer.

3. Fixacao

3.1 Remover cuidadosamente o sobrenadante, vertendo o mesmo, do lado oposto ao que
o material esteja grudado na parede do tubo, em um béquer para descarte, usar um papel toalha

para absorver o restante do liquido por capilaridade.

3.2 Acrescentar 6ml de fixador escorrendo pelo lado do tubo onde a maior parte do
material esteja grudada, ressuspender evitando ao maximo a producao de bolhas. Centrifugar a

1000xg por 10 minutos. Lembrar de voltar o fixador para o freezer.

3.3 Repetir os passos acima pelo menos mais uma vez. Caso note que duas fixagdes nio
estejam sendo o suficiente para garantir uma boa qualidade dos cromossomos, uma terceira

fixacdo pode ser aplicada ajustando a quantidade maxima de fixador.

3.4 Ap6s a ultima fixacdo, remover cuidadosamente o sobrenadante, vertendo o mesmo,
do lado oposto ao que o material esteja grudado na parede do tubo, em um béquer para descarte,

usar um papel toalha para absorver o restante do liquido por capilaridade.
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3.5 Adicionar 1ml de fixador escorrendo lentamente pela parede do tubo onde esteja
grudada a maior parte do material. Ressuspender evitando ao maximo bolhas e transferir o

material para um eppendorf.

4. Referéncias

Bertollo, L. A. C. (1978). Cytotaxonomy considerations on Hoplias lacerdae (Pisces:
Erythrynidae). Brazil. J. Genet., 2, 17-37.

Molina, W. F., Alves, D. E. O., Araujo, W. C., Martinez, P. A., Silva, M. F. M., & Costa, G.
(2010). Performance of human immunostimulating agents in the improvement of

fish cytogenetic preparations. Genet Mol Res, 9(3), 1807-1814.
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MATERIAL SUPLEMENTAR S3 - Protocolo de extracao de DNA a partir de tecidos de
peixes utilizando o kit Quick-DNA/RNA Viral Magbead da Zymo.

1. Retirar, com o auxilio de pincas e tesouras cirtrgicas, pequenos pedacgos de tecido (cerca de

20mg) e deixar em um eppendorf, com tampa aberta, para que o dlcool no tecido possa secar.
2. Macerar o tecido a seco com o auxilio de um pistilo.

3. Adicionar 200uL. de DNA/RNA Shield (1X) escorrendo o liquido na ponta do pistilo para

desgrudar possiveis pequenos de pedacos de tecido.
4. Adicionar 15uL de proteinase K.

5. Incubar o material em termobloco a 56°C por um periodo de 3-4h, recomendamos vortexar

o material antes da incubacgado e a cada uma hora.

6. Caso o tecido tenha sido totalmente digerido, preparar a placa (até 16 amostras por placa)

para extrac@o automadtica em um equipamento Loccus extracta 32 da seguinte forma:

Colunas: le7 2e8 3e9 4,5,10el1l 6el12
400uL de 250uL de 250uL de 250uL de 50uL de
Buffer Wash 1 Wash2 Etanol PA DNA/RNA-
205ul de free Water
amostra
10ul de
Beads

7. Programar um protocolo no extrator da seguinte maneira:

Passo Poco Nome Agitacio Magnet. Espera Volume Velocidade Temp.
(Min) (Seg) (Min) (uL) (1-10) (°C)

1 1 Lise 10 120 0 615 5 OFF
2 2 Wash 1 5 60 0 250 5 OFF
3 3 Wash 2 2 60 0 250 5 OFF
4 4 Etanol 1 2 60 0 250 5 OFF
5 5 Etanol 2 2 60 0 250 5 OFF
6 6 Secar 0 0 10 200 5 OFF
7 6 Eluicao 3 240 0 50 3 OFF
8 1 Descarte 1 0 0 835 5 OFF
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MATERIAL SUPLEMENTAR S4 - Protocol for using short-read genomic data in
phylogenomic analyses with orthologous protein coding genes, adapted from Roncoroni
& Gallone (2022):

1. Import the raw reads into Galaxy Europe platform (The Galaxy Community, 2022).
2. Filter the raw reads with Trimmomatic tool (Bolger et al., 2014):
Single-end or paired-end reads?
Paired-end
Input FASTQ file (R1/first of pair) *
Select your data (R1 or forward reads)
Input FASTQ file (R2/second of pair) *
Select your data (R2 or reverse reads)

Perform initial ILLUMINACLIP step?
yes
Adapter sequences to use *
TruSeq3 (paired-end, for MiSeq and HiSeq)
*leave other options in default mode
3. Quality evaluation with FastQC (Andrews, 2010):
Raw read data from your current history *
Select your data (R1 paired and R2 paired)
*leave other options in default mode
4. Assembly the short reads into genome scaffolds with MEGAHIT tool (Li et al., 2015):
Select your input option
Paired-end
Mate 1 input reads *
Select your data (R1 paired)
Mate 2 input reads *
Select your data (R2 paired)

*leave other options in default mode
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5. Removing isoforms with cd-hit tool (Fu et al., 2012):
Sequences to cluster/compare *
Select your data (output of MEGAHIT)
Sequence type?
Nucleotide
Sequence identity threshold *
0,95
Compare both strands?
Yes
*leave other options in default mode
6. Assembly quality evaluation with Fasta Statistics tool (Kyran, 2021):
FASTA or Multi-FASTA file *
Select your data (Representative Sequences output of ch-hit)
*leave other options in default mode
7. Assembly quality evaluation with Busco tool (Simao et al., 2015):
Sequences to analyze *
Select your data (Representative Sequences output of ch-hit)
Lineage data source
Download Lineage Data
Mode
Genomic assemblies (DNA)
Auto-detect or select lineage?
Select lineage
Lineage *
Actinopterygii (Adjust according to the study group)
Which outputs should be generated
short summary text
summary image

*leave other options in default mode



143

8. Rename fasta headers with Replace Text (Necessary to RepeatMasker tool) (Gu et al.,
2018):

File to process *
Select your data (Representative Sequences output of ch-hit)
1: Replacement
G 1+)+
Replace with:
\1
9. Masking repeated regions with RepeatMasker tool (Smit et al., 2013):
Genomic DNA *
Select your data (Renamed fasta output)
Repeat library source
DFam (curated only, bundle with RepeatMasker)
Select species name from a list?
Yes
Species *
Danio (zebra fish) (Adjust according to the study group)
Output annotation of repeats in GFF format
yes
Perform softmasking instead of hardmasking
yes
*leave other options in default mode
10. Filtering bad contigs with Filter FASTA on the headers and/or the sequences:
FASTA sequences *
Select your data (Masked sequences output of RepeatMasker)
Criteria for filtering on the sequences
Regular expression on the sequences
Regular expression pattern the sequence should match *

A= 5A)(2=4T)(?=.%C)(?=.*G)



144

*leave other options in default mode
11. Genome annotation with Augustus (Keller et al., 2011):
Genome Sequence *
Select your data (Filtered sequences output of Filter FASTA tool)
Trainingset
Run Augustus with a predefined trainingset
Model Organism *
Danio rerio (Adjust according to the study group)
Softmasking
yes
GFF formated output
Yes
12. Create a dataset with all protein coding genes multifastas:
Use coding sequences sequences generate by Augustus tool
13. Rename each multifasta within your dataset according to the sample/species name:
14. Rename fasta headers with Regex Find And Replace:
Select lines from *
Select your data (dataset)
Check
Find Regex
>([N ]+4)
Replacement
>#{input_name}_\1
*leave other options in default mode

15. Keep only sequences from a certain size with Filter FASTA on the headers and/or the
sequences:

FASTA sequences *
Select your data (coding sequences dataset)

Criteria for filtering on the headers
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No filtering
Criteria for filtering on the sequences
Sequence length
Minimum length *
300 (Adjust according to your preference)
*leave other options in default mode
16. Find orthologs with Proteinortho tool (Klemm et al., 2023):
Select the input fasta files (>2) *
Select your data (renamed dataset)
Similarity comparision algorithm *
NCBI-BLASTN+ (nucleotide sequences)
*leave other options in default mode
17. Filter information of single copy orthologs presents in all samples with Filter tool:
Filter
Select your data (orthology-groups file generated by Proteinortho)
With following condition
cl==25% and c2==25*%

*This number is related to the number of species in your analysis, in the example above
the number of species is 25

18. Extract single copy orthologs presents in all samples with Proteinortho grab proteins
(Klemm et al., 2023):

Select the input fasta files
Select your data (renamed dataset)
A orthology-groups file *
Select your data (filtered information of orthology-groups file)
*leave other options in default mode.
19. Rename single copy orthologs with species name with Replace text tool (Gu et al., 2018):
File to process
Select your data (extracted single copy orthologs dataset)

Find pattern
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>+ [M_]4).*
Replace with:
>\1
20. Align genes with MAFFT (Katoh & Standley, 2013):
1: Input batch
Sequences to align *
Select your data (renamed single copy orthologs dataset)
Type of sequences
Nucleic acids
MAFFT flavour
L-INS-i
*leave other options in default mode

21. Proceed to concatenation, partitioning, and phylogenetic inference with your
preferred tools.
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MATERIAL SUPLEMENTAR DO CAPITULO 2

MATERIAL SUPLEMENTAR S1 - Link para planilha contendo informacoes
detalhadas dos seis satelitomas montados. Superfamilias incluem familias de satDNAs
com 50% ou mais de similaridade, familias incluem variantes de satDNAs com 80% ou
mais de similaridade, variantes incluem sequéncias de satDNAs com 95% ou mais de
similaridade. RUL (tamanho da unidade de repeticao) em pares de base (pb). Contetido
GC em decimais (1=100% ). Abundancia e divergéncia intragenémica em %.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1csrmKey13Vo3SDwnPFfRtDO70j9Wj0OME/edi
t?usp=sharing&ouid=112421924373625102928 &rtpof=true&sd=true




