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Resumo

Characidae, a familia mais diversa da ordem Characiformes, representa um quarto de
toda a diversidade de peixes encontrada na bacia Amazoénica, contanto atualmente com 142
géneros e mais de 1.000 espécies descritas. Dentre os géneros dessa familia esta Bario, que conta
com apenas uma espécie distribuida pela bacia Amazonica. Estudos filogenéticos realizados nas
duas Ultimas décadas tém apontado uma intima relacdo entre Bario e algumas espécies de
Moenkhausia. As espécies deste ultimo género foram consideradas relacionadas a Bario
compBem o grupo denominado complexo “Moenkhausia oligolepis/M. sanctaefilomenae ”. Este
grupo inclui quinze espécies e é definido por apresentar um padréo caracteristico de colorido, o
qual é caracterizado por apresentar um corpo reticulado formado por concentracbes de
cromatoforos escuros nas margens distais das escamas, uma mancha verticalmente alongada na
regido umeral, e o peddnculo caudal com uma mancha escura precedida de uma regido mais
clara. Recentemente foi proposto um subgrupo para o complexo M. oligolepis/M.
sanctaefilomenae, denominado “Moenkhausia oligolepis” que inclui as espécies M. oligolepis,
M. australis, M. forestii, M. sanctaefilomenae e B. steindachneri. Estas espécies sdo amplamente
distribuidas pela regido cisandina e tém sido consideradas um complexo de espécies devido as
suas altas taxas de divergéncia genéticas e baixa disparidade fenotipica, o que torna o grupo um
6timo modelo para o estudo de espécies cripticas em peixes Neotropicais. Diante disso, este
estudo possui dois objetivos principais: (I) testar quantas e quais sao as espécies existentes dentro
do subgrupo Moenkhausia oligolepis através de analises de delimitacdo molecular de espécies e,
com base em analises morfoldgicas da forma do corpo, coloracdo, e dados meristicos determinar
se essas espécies possuem disparidade fenotipica; (I1) inferir as relacBes filogenéticas entre as
espécies do género Bario e as espécies que compdem o complexo “M. oligolepis/M.
sanctaefilomenae ” e testar a monofilia das espécies do subgrupo Moenkhausia oligolepis a luz
de dados génomicos. O resultado da delimitacdo de espécies indicou 35 espécies para 0 género
Bario, sendo que 19 dessas sdo espécies cripticas de B. oligolepis. Nossa filogenia demonstrou a
monofilia do género Bario, agora incluindo as espécies B. steindachneri, B. oligolepis, B.
sanctaefilomenae, B. australis e B. forestii. Também foi revelada a natureza polifilética de B.

oligolepis indicando que os caracteres tradicionalmente utilizados para diagnosticar as espécies



do grupo B. oligolepis ndo tém sinal filogenético. Além disso, foi constatada uma rapida radiacéo
no género e verificamos o tempo de diversificacdo dos clados encontrados, bem como suas
possiveis rotas de colonizacGes. Este estudo avanca no conhecimento evolutivo das espécies do
género Bario e ressalta a importancia de se trabalhar com dados integrativos em estudos

evolutivos para grupos complexos.

Palavras chave: peixes neotropicais, biodiversidade, sistematica, delimitacéo de espécies.



Abstract

Characidae, the most diverse family in the order Characiformes, represents a quarter of
all fish diversity found in the Amazon basin, currently with 142 genera and more than 1000
described species. Bario is a monotypic characid genus distributed throughout the Amazon basin.
Phylogenetic studies carried out in the last two decades have pointed to a close relationship
between Bario and some species of Moenkhausia. This last genus was considered related to
Bario belong to a group called “Moenkhausia oligolepis/M. sanctaefilomenae”. This group
includes 15 species that share a typical color pattern, which is characterized by a higher
concentration of dark chromatophores in the distal margins of the scales, a vertically-elongate
humeral blotch, and a conspicuous dark blotch on the caudal peduncle preceded by a lighter area.
Recently, some authors proposed a subgroup within M. oligolepis/M. sanctaefilomenae, named
M. oligolepis, which includes the species M. oligolepis, M. australis, M. forestii, M.
sanctaefilomenae, and B. steindachneri. The species M. oligolepis, M. australis, M. forestii, and
M. sanctaefilomenae are widely distributed in the cis-Andean region and have been considered a
species complex due to their high rates of genetic divergence and low phenotypic disparity,
which makes the group an excellent model for the study of cryptic species in Neotropical fish.
Therefore, this study has two main objectives: (1) to test how many and which species exist
within the subgroup Moenkhausia oligolepis through molecular species delimitation analyses
and, from morphological analyses, through body shape, coloration, and meristic data to
determine if these species have any phenotypic disparity; (I) to test the phylogenetic
relationships between the genus Bario and the species and the species that compose the “M.
oligolepis/M. sanctaefilomenae” as well as the monophyly of the species of the subgroup
Moenkhausia oligolepis in the light of genomic data. The result of species delimitation recovered
35 species for the genus Bario, 19 of which are cryptic species of B. oligolepis. Our phylogeny
recovered the monophyly of the genus Bario, now including the species B. steindachneri, B.
oligolepis, B. sanctaefilomenae, B. australis, and B. forestii. The polyphyletic status of B.
oligolepis was also revealed indicating that the characters traditionally used to diagnose species
of the B. oligolepis group does not have a phylogenetic signal. Furthermore, a rapid radiation

was found in the genus and we verified the time of diversification of the clades found, as well as



their possible colonization routes. This study advances in the evolutionary knowledge of species

of the genus Bario and highlights the importance of working with integrative data in
evolutionary studies for complex groups.

Keywords: Neotropical fish, biodiversity, systematics, species delimitation.
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existentes dentro do grupo “Moenkhausia oligolepis” e “Moenkhausia cosmops” e também quais
0s processos evolutivos que tém limitado a evolucdo fenotipica para as varias espécies cripticas
encontradas no grupo “Moenkhausia oligolepis”. O segundo capitulo € intitulado “Filogenia e
diversificagdo das espécies do género Bario Myers, 1940 (Characiformes: Characidae) utilizando
os elementos ultraconservados do genoma”. Este capitulo traz uma hipdtese de relacoes
filogenéticas e discussdo a respeito da diversificacdo do grupo. E este estudo representa um
grande avanco na compreensdo da evolucdo molecular e fenotipica das espécies do género Bario
e ressalta a importancia de se trabalhar com dados integrativos em estudos evolutivos quando o
grupo € considerado complexo.
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Capitulo 1

Espécies cripticas em lambari olho de fogo, subgrupo “Moenkhausia
oligolepis” (Characiformes: Characidae)
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Resumo

Um dos maiores desafios da biologia evolutiva é compreender o significado de espécie.
Na prética, a delimitacdo de uma espécie ¢ facilitada quando uma determinada linhagem acumula
altas taxas de divergéncia morfoldgica e genética. No entanto, nem sempre a divergéncia
genética é acompanhada por divergéncia morfologica, resultando no surgimento das chamadas
espécies cripticas. O termo “espécie criptica” foi proposto para espécies que sdo muito similares
ou idénticas entre si e reprodutivamente isoladas. O grupo “Moenkhausia oligolepis” é um
modelo promissor para o estudo de espécies cripticas na Regido Neotropical, pois vem sendo
tratado como um complexo de espécies por apresentar altas distancias genéticas e baixa
disparidade fenotipica. O grupo é composto por cinco espécies validas, M. oligolepis, M.
sanctaefilomenae, M. forestii e M. australis, amplamente distribuidas na regido cisandina e
popularmente conhecidas como lambari ou piaba olho de fogo. Dessa forma, o objetivo deste
estudo € testar quais e quantas espécies compdem o grupo a partir de métodos de delimitacdo de
espécies com base no gene Citocromo Oxidase | (COIl) e, a partir de analises da forma do corpo,
coloracdo e de dados meristicos, determinar se essas espécies possuem disparidade morfoldgica.
Nossos resultados revelaram 36 espécies para 0 grupo com baixa variacdo na forma do corpo.
Dessas, 19 espécies sdo cripticas de M. oligolepis, e surpreendentemente, muitas dessas espécies
ocorrem na mesma bacia hidrografica, porém nédo sdo relacionadas filogeneticamente, sugerindo
a ocorréncia de multiplas coloniza¢des. Por fim, foram identificados dois possiveis processos
evolutivos que atuaram de maneira distintas e que contribuiram para a baixa disparidade

fenotipica do género, sdo eles estase e divergéncia recente.

Palavras chaves: Espécies cripticas, peixes neotropicais de agua doce; diversidade, disparidade

fenotipica, evolucgdo de peixes.
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Abstract

One of the biggest challenges in evolutionary biology is the comprehension of the
meaning of species. In practice, the delimitation of a species is facilitated when a certain lineage
accumulates high rates of morphological and genetic divergences. However, genetic divergence
is not always accompanied by morphological divergence, resulting in the emergence of cryptic
species. The term cryptic species was proposed for species that are very similar or identical, but
reproductively isolated. The “Moenkhausia oligolepis” group is a promising model for the study
of cryptic species in the Neotropical region because has been treated as a species complex due to
its high genetic distances and low phenotypic disparity. The group is composed of five valid
species, M. oligolepis, M. sanctaefilomenae, M. forestii e M. australis, widely distributed in the
cis- Andean region, popularly known as tetras. Thus, this study aims to test which and how many
species compose the “Moenkhausia oligolepis” group through the species delimitation method
using the Cytochrome Oxidase | (COI) gene, and from body shape, color, and meristic analysis
to determine whether these species have morphological disparity. Our results revealed 36 species
for “Moenkhausia oligolepis” group with low variation in body shape. Of these 36, 19 are cryptic
species of M. oligolepis and surprisingly many of these species occur in the same basin, but are
not phylogenetically related, suggesting the occurrence of multiple colonizations. Finally, two
possible evolutionary processes were identified that acted in different ways and that contributed

to the low phenotypic disparity of the genus, stasis and recent divergence.

Key words: Cryptic species, Neotropical freshwater fish, diversity, phenotypic disparity, fish
evolution.
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morfologicamente semelhantes. Esse exemplo demostra a grande importancia em se trabalhar

com dados integrativos, principalmente em grupos taxonémicos complexos.

5. Conclusao

Nossos resultados reconhecem 19 espécies cripticas de M. oligolepis que ocuparam as
suas areas de distribuicdo atraveés de multiplas coloniza¢bes. Também foram reconhecidas
trés espécies cripticas para M. australis, M. sanctaefilomenae e B. steindachneri. A baixa
disparidade fenotipica do grupo “Moenkhausia oligolepis” é confirmada e hipotetizamos dois
possiveis processos para essa similaridade morfologica: |- Estase, a grande maioria das
espécies mantiveram a forma ancestral, em espécies de M. oligolepis; 11- divergéncia recente
— as espécies ndo tiveram tempo suficiente de acumular diferencas fenotipicas, como € o caso

M. australis e M. sanctaefilomenae.
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Capitulo 2

Filogenia e diversificacdo das espécies do género Bario Myers, 1940
(Characiformes: Characidae) utilizando os elementos
ultraconservados do genoma
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Resumo

Characidae ¢ uma familia de peixes neotropicais extremamente diversa dentro da ordem
dos Characiformes, cujos membros sdo conhecidos popularmente como piabas ou lambaris.
Bario, um género monotipico de Characidae, tém sido posicionado filogeneticamente como
irmdo de um grupo de Moenkhausia popularmente conhecidas como “red eye tetras”, entre elas:
M. oligolepis, M. australis, M. forestii e M. sanctaefilomenae. Essas espécies de Moenkhausia
compartilham um padrdo de colorido caracterizado por apresentar um corpo reticulado formado
por concentracdes de cromatdéforos escuros nas margens distais das escamas, uma mancha
verticalmente alongada na regido umeral, e pedinculo caudal com uma mancha escura precedida
de uma regido mais clara. Atualmente esse grupo € composto por 15 espécies e denominado
complexo “Moenkhausia oligolepis/M. sanctaefilomenae”. Recentemente foi proposto um
subgrupo para o complexo “M. oligolepis/M. sanctaefilomenae” com base no formato da regiao
pré e pos-pelvica (achatado vs. comprimida) denominado subgrupo “Moenkhausia oligolepis”,
composto pelas espécies M. oligolepis, M. sanctaefilomenae, M. forestii, M. australis e B.
steindachneri. Apesar de existirem algumas hipdteses que suportam a relacdo de grupo irméo
entre Bario e algumas espécies do complexo “Moenkhausia oligolepis/M. sanctaefilomenae”,
nenhuma dessas testou a monofilia das espécies desse grupo. Dessa forma, este estudo tem como
objetivo testar, utilizando dados filogendmicos (UCEs), a relacdo filogenética de Bario e as
espécies do complexo “Moenkhausia oligolepis/M. sanctaefilomenae”, como também a
monofilia das espécies do subgrupo “Moenkhausia oligolepis”. Nossos resultados apontaram a
monofilia do género Bario, que agora inclui B. steindachneri, B. oligolepis, B. sanctaefilomenae,
B. australis e B. forestii. Foi revelado a natureza polifilética de B. oligolepis, indicando que os
caracteres tradicionalmente utilizados para reconhecer as espécies de Bario sdo altamente
variaveis. Além disso, nds recuperamos as espécies M. cosmops, M. andrica, M. parecis, M.
cambacica, M. pirahan e Hemigrammus skolioplatus como um grupo monofilético sendo aqui
sugerido como um género novo irmdo de Bario. Os nossos resultados sugerem que Bario tenha
surgido na bacia Amazénica em regides de terras baixas durante o Mioceno/Plioceno. As

espécies que permaneceram nessa regido (espécies cripticas de B. oligolepis) ndo sofreram



70

mudancas morfoldgicas, diferentemente das linhagens que atingiram o escudo brasileiro durante

o Plioceno que se diversificaram morfologicamente possivelmente em resposta a adaptacéo local.

Palavras chaves: Peixes de 4gua doce neotropicais, sistematica, biodiversidade, evolucéo de

peixes.
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Abstract

Characidae is an extremely diverse family of Neotropical fish within the Characiformes,
whose members are popularly known as piabas or lambaris. Bario, a monotypic genus of
Characidae, has been phylogenetically positioned as the sister group of Moenkhausia, popularly
known as red-eye tetras, among them: M. oligolepis, M. australis, M. forestii, M.
sanctaefilomenae. These species share a color pattern, characterized by a higher concentration of
dark chromatophores in the distal margins of the scales, a vertically-elongate humeral blotch, and
a conspicuous dark blotch on the caudal peduncle preceded by a lighter area. Currently, the
group is composed of 15 species and is called the ‘“Moenkhausia oligolepis/M.
sanctaefilomenae”. Recently, a subgroup was proposed for the “M. oligolepis/M.
sanctaefilomenae” based on the shape of the pre-and post-pelvic region (flattened vs.
compressed) called the “Moenkhausia oligolepis” subgroup, composed of the species M.
oligolepis, M. sanctaefilomenae, M. forestii, M. australis and B. steindachneri. Although some
hypotheses support the sister group relationship between Bario and some species of the
“Moenkhausia oligolepis/M. sanctaefilomenae”, none of these tested the monophyly of the
species of this group. Thus, this study aims to test, using phylogenomic data (UCEs), the
phylogenetic relationship of Bario and the species of the “Moenkhausia oligolepis/M.
sanctaefilomenae”, as well as the monophyly and validity of the species of the subgroup
“Moenkhausia oligolepis”. Our results pointed to the monophyly of the genus Bario, which now
includes B. steindachneri, B. oligolepis, B. sanctaefilomenae, B. australis, and B. forestii. The
rapid speciaparaphyletic nature of B. oligolepis was revealed, indicating that the characters
traditionally used to recognize Bario species are highly variable. In addition, we recovered M.
cosmops, M. andrica, and Hemigrammus skolioplatus as a sister group to Bario. From our
phylogenetic results, we hypothesized that Bario arose in the Amazon basin in lowland regions
during the Miocene/Pliocene. Species that remained in lowland regions (cryptic species of B.
oligolepis) did not undergo morphological changes. Unlike the lineages that reached the
Brazilian shield during the Pliocene, which diversified morphologically, possibly in response to
local adaptation.

Key words: Neotropical freshwater fishes, systematic, biodiversity, fish evolution.
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de terras altas, como ocorreu por exemplo em espécies do género Hypostomus (Silva et al.,
2016).

4. Conclusao

Assim, podemos tracar o seguinte cenario evolutivo para o género Bario: (1) Bario teria
surgido em regiBes de terras baixas na porcdo ocidental do ‘Proto-Amazon-Orinoco’ durante o
Mioceno; (2) Apos a primeira cladogénese o grupo passou por eventos de rapida radiagdo e as
linhagens que permaneceram na bacia Amazoénica ndo se diversificaram morfologicamente; (3)
as linhagens que colonizaram independentemente regifes de terras altas no escudo brasileiro, a
partir do Plioceno, como as linhagens de B. sanctaefilomenae, no Nordeste e B. australis e B.
forestii no sul e sudeste se diversificaram morfologicamente (linha lateral incompleta e
interrompida, menor nimero de séries horizontais de escamas acima e abaixo da linha lateral) em

reposta a adaptacao local.
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