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RESUMO

Erythrinoidea é um clado de Characiformes composto pela enigmatica familia Tarumaniidae,
representada por uma unica espécie altamente especializada, Tarumania walkerae, que habita
pocas isoladas da floresta amazonica central, e pela familia de ampla distribuicdo geogréafica
Erythrinidae, que habita em ambientes Iénticos e I6ticos na maioria das drenagens da Ameérica
Central e do Sul. Erythrinidae é composta por trés géneros com representantes viventes
(Erythrinus, Hoplias e Hoplerythrinus), onde complexos de espécies tém sido hipotetizados com
base na notavel variacdo cariotipica e uniformidade nos dados meristicos e morfométricos. A
diversidade e os padrbes de distribuicdo geografica, bem como os aspectos ecoldgicos de
Erythrinoidea, levantam questdes interessantes com relagdo a diversificacdo evolutiva de suas
linhagens. A maioria dos estudos taxondmicos e filogeogréaficos tém sido focados em Hoplias, no
entanto, Erythrinus e Hoplerythrinus aguardam revisbes detalhadas abrangendo toda a sua
distribuicdo geografica. O presente trabalho tem como objetivo principal investigar padrdes
biogeograficos e cronoldgicos de diversificacdo da superfamilia Erythrinoidea e implementar uma
abordagem integrativa para investigar a diversidade e a historia evolutiva de um grupo particular
dentro deste clado, o género Hoplerythrinus. Combinando dados filogenémicos com elementos
ultraconservados (UCEs), paleontolégicos (calibracdes fosseis), biogeograficos e fontes
geoldgicas, encontramos que a origem de Erythrinoidea é estimada para o Cretaceo Superior ca.
80 Ma, com divergéncia de clados principais durante o Paleogeno ca. 51-31 Ma, e Erythrinidae se
diversificou rapidamente ap6s a formacdo do rio Amazonas transcontinental ca. 10 Ma, de oito
linhagens para pelo menos 28 espécies atuais. Padrdes de diversificagdo em Erythrinoidea também
sdo discutidos a luz da evolucdo da paisagem. Por outro lado, a integracdo de DNA barcode,
filogendbmica com UCEs e informacbes morfoldgicas forneceram evidéncias para investigar a
histéria evolutiva de Hoplerythrinus e definir este tdxon como um género monotipico
geograficamente difundido na regido Neotropical. Aqui também discutimos detalhes sobre a
variacdo fenotipica e niveis de diferenciacdo genémica considerando o tempo de divergéncia e

suas afinidades ecoldgicas.

Palavras chave: Rio Amazonas, DNA barcode, biogeografia historica, peixes neotropicais de

agua doce, filogendmica, America do Sul, elementos ultraconservados.



ABSTRACT

Erythrinoidea is a characiform clade composed of the enigmatic family Tarumaniidae,
represented by a single highly-specialized species, Tarumania walkerae, that inhabits isolated
pools in the forest floor of central Amazon rainforests, and the geographically widespread family
Erythrinidae, which occurs in lentic and lotic habitats in most drainages of Central and South
America. Erythrinidae is composed of three extant genera (Erythrinus, Hoplias, and
Hoplerythrinus), where species complex had been hypothesized based on remarkable karyotypic
variation and uniformity in meristic and morphometric data. Diversity and geographic
distribution patterns, as well as ecological aspects of Erythrinoidea, arouse interesting questions
concerning to evolutionary diversification of its lineages. Most taxonomic and phylogeographic
studies have been focused on Hoplias, however, Erythrinus and Hoplerythrinus are waiting for
detailed revisions encompassing their entire distribution. The present work has as the main goal,
to investigate biogeographic and chronological patterns of diversification in the superfamily
Erythrinoidea and to implement an integrative approach to investigate the diversity and
evolutionary history of a particular group within this clade, the genus Hoplerythrinus.
Combining data from phylogenomics of ultraconserved elements (UCEs), paleontological (fossil
calibrations), biogeographic, and geological sources, we found that Erythrinoidea is estimated to
have originated in the Late Cretaceous ca. 80 Ma, with divergence of major clades during the
Paleogene ca. 51-31 Ma, and Erythrinidae diversified rapidly after the formation of the
transcontinental Amazon River ca. 10 Ma, from eight lineages to at least 28 species today.
Diversification patterns in Erythrinoidea are also discussed in light of landscape evolution. On
the other hand, integrating DNA barcode, phylogenomics of UCEs, and morphological
information provided evidence to investigate the evolutionary history of Hoplerythrinus, and to
define this taxon as a geographically widespread monotypic genus in the Neotropical region.
Here, we also discussed details about the phenotypic variation and levels of genomic
differentiation considering the divergence time and its ecological affinities.

Keywords: Amazon River, DNA barcode, historical biogeography, Neotropical freshwater

fishes, phylogenomics, South America, ultraconserved elements.
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INTRODUCAO GERAL

Os peixes neotropicais de agua doce (NFF) sdo conhecidos por sua notavel diversidade, com mais
de 6.350 espécies representando ~ 18% de todas as espécies de peixes na Terra, exibindo a maior
disparidade fenotipica e diversidade de caracteristicas funcionais de qualquer fauna de peixes
continentais (Reis et al. 2016; Su et al. 2019; Fricke et al. 2022). A maioria das espécies de NFF
pertencem a um unico clado, Ostariophysi, distribuidas em trés ordens: Siluriformes (bagres e
cascudos), Characiformes (lambarias., piabas, curimbas, piranhas, trairas, entre outros) e
Gymnotiformes (peixes elétricos neotropicais) (Albert et al. 2020). Particularmente,
Characiformes constitui um grupo extremamente diverso com aproximadamente 2.200 espécies e
22 familias, com representantes habitando ecossistemas tropicais de Africa e o Neotropico (Nelson
et al. 2016; Fricke et al. 2022). A superfamilia Erythrinoidea representa um clado enigmatico
dentro de Characiformes, recentes filogenias moleculares a tem definido como um clado composto
por as familia Tarumaniidae, representada por uma Unica espécie altamente especializada,
Tarumania walkerae, que habita pocas isoladas na floresta central amazoénica (de Pinna et al.
2017), e Erythrinidae, uma familia com ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo em habitats
Iénticos e I6ticos na maioria das drenagens da América Central e do Sul, da Costa Rica ao norte
da Argentina (Oyakawa and Mattox 2018).

Representantes da familia Erythrinidae, conhecidos popularmente como jejus, aimaréas e trairas,
sdo importantes predadores de insetos, crustaceos e outros peixes (Marrero et al. 1997; Lasso and
Meri 2001; Oliveira and Garavello 2003; Lasso et al. 2011; Sanchez-Duarte et al. 2011), e em
muitas regides representam componentes importantes dentro da pesca comercial ou de consumo
local (Lasso et al. 2011; Oyakawa et al. 2013). Também sdo bem conhecidos por suas adaptacoes
fisiolégicas que lhes permitem tolerar ambientes toxicos e hipdxicos (Liem 1988; Moraes et al.
2004; Moron et al. 2009; Pelster 2021), e sua capacidade de residir em diversos habitats (Oyakawa
et al. 2013; Oyakawa and Mattox 2018). A familia € composta por trés géneros com representantes
viventes: Erythrinus, Hoplerythrinus e Hoplias (Oyakawa 2003), que englobam complexos de
espécies e representam um interessante modelo para estudos evolutivos, permitindo relacionar os
padrdes de dispersdo, diversificagdo e distribuicdo com a historia geogréfica da regido Neotropical
(Bertollo et al. 2000; Santos et al. 2009; Pereira et al. 2013b; Martinez et al. 2016; Sassi et al.
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2021). Erythrinidae também contém o género extinto Paleohoplias, com uma Unica espécie
tPaleohoplias assisbrasiliensis Bocquentin & Negri 2003, descrita com base em restos fosseis da

Formacgdo Solimdes (final do Mioceno-Plioceno) no Brasil (Gayet et al. 2003).

Os representantes da familia Erythrinidae caracterizam-se por corpos cilindricos, nadadeira caudal
arredondada, nadadeira dorsal com 12-16 raios, origem da nadadeira dorsal situada anteriormente
a vertical que passa pela origem da nadadeira anal, nadadeira anal curta (10-11 raios), 34-48
escamas na linha lateral e auséncia de nadadeira adiposa (Oyakawa et al. 2013; Oyakawa and
Mattox 2018). Possuem outras caracteristicas como a presenca de cinco raios branquiostégios,
suprapreoperculo lamelar, extremidade anterior do primeiro infra-orbital bifurcada e auséncia do
antorbital que sdo Uteis para diagnosticar o grupo (Oyakawa 2003). Os trés géneros podem ser
distinguidos entre eles por algumas caracteristicas como a divisdo transversal do sexto infraorbital,
padrdes de coloracdo e comprimento da maxila (Oyakawa and Mattox 2018), no entanto, a
morfologia externa dentro de cada género é altamente conservada, revelando uma grande
uniformidade em dados meristicos e morfométricos ao longo da distribuicdo das espécies
(Oyakawa et al. 2013). O género Hoplias esta distribuido na maioria das bacias hidrogréficas da
regido trans e cisandina, e atualmente consiste em 15 espécies validas (Fricke et al. 2022).
Alternativamente, Erythrinus e Hoplerythrinus tém uma ampla distribuicdo cisandina,

apresentando uma aparente menor diversidade (Oyakawa 2003; Fricke et al. 2022).

Para o género Erythrinus sdo consideradas duas espécies validas (Fricke et al. 2022), E. kessleri
Steindachner, 1876 descrita para Salvador (Brazil), e E. erythrinus (Bloch e Schneider, 1801)
descrita para Suriname, sendo esta reconhecida como uma espécie de ampla distribuicdo
geogréfica, ocorrendo nas bacias do rio Orinoco, Amazonas, Parana-Paraguay e rios costeiros das
Guianas (Oyakawa 2003). O género Hoplerythrinus também possui uma espécie reconhecida de
ampla distribuicdo, H. unitaeniatus (Agassiz, em Spix e Agassiz, 1829), descrita para o rio S&o
Francisco (Brasil), e ocorrendo na maioria das drenagens cisandinas da América do sul (Oyakawa
2003; Oyakawa et al. 2013). Adicionalmente, séo listadas outras duas espécies validas: H. cinereus
(Gill, 1858) da ilha de Trinidad e H. gronovii (Valenciennes, em Cuvier e Valenciennes, 1847)
descrita para Cayenne (Guiana Francesa) (Oyakawa 2003; Fricke et al. 2022); porém estas duas

espécies sdo conhecidas apenas do material tipo e apresentam diagnoses incipientes, resultando na
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necessidade de uma avaliacdo detalhada do status taxondmico das espécies do género (Oyakawa
et al. 2013).

Hipoteses filogenéticas realizadas com dados moleculares para Characiformes, indicaram que 0s
géneros Erythrinus e Hoplerythrinus formam um grupo monofiletico que é o grupo irmao do
género Hoplias (Oliveira et al. 2011; Melo et al. 2021). No entanto, os estudos taxondmicos e
evolutivos recentes em nivel de género dentro de Erythrinidae tem se concentrado principalmente
no género Hoplias, avaliando o status taxondmico, descri¢do de novas espécies (Mattox et al. 2006,
2014; Oyakawa and Mattox 2009; Azpelicueta et al. 2015; Rosso et al. 2016, 2018; Guimaraes et
al. 2021) e alguns trabalhos tem estudado as relagGes evolutivas e filogeograficas do complexo H.
malabaricus, incluindo dados cariotipicos de populagdes ao longo da sua ampla distribuicéo

geografica (Dergam et al. 2002; Santos et al. 2009).

Ainda néo existem estudos que utilizem marcadores moleculares ou revisdes detalhadas para o
género Hoplerythrinus, embora tenham sido publicados estudos citogenéticos que tém revelado
uma grande diversidade cariotipica, propondo H. unitaeniatus como um complexo de espécies
(Giuliano-Caetano et al. 2001; Martinez et al. 2016). As variacdes numeéricas e estruturais tém
revelado um numero cariotipico 2n = 48 até 2n=52 cromossomos e nimero fundamental (NF) de
92 a 102, marcagdes simples e multiplos de Ag-NOR (Martinez et al. 2016) e polimorfismos com
0 mapeamento dos rDNA 18S e 5S (Diniz and Bertollo 2003; Martinez et al. 2016). A variabilidade
cariotipica dentro do género revela a necessidade de ampliar estudos genéticos no grupo, que
permitam identificar as linhagens e suas relagdes com a histéria geografica em sua area de
distribuicdo. Uma avaliagdo detalhada do status taxonémico das espécies que compdem o género
Hoplerythrinus € necessaria, além de estudos usando marcadores moleculares para reconstruir a

histdria evolutiva do grupo, incluindo o maior nimero de populacgdes ao longo da sua distribuicdo.

O avango da tecnologia tem desenvolvido mecanismos eficientes em escala gendmica, permitindo
uma profundidade sem precedentes nas analises de relacdes entre organismos (McCormack et al.
2013; Zarza et al. 2018). Assim mesmo, o estudo da diversidade e formulacdo de hipdteses de
separacdo de linhagens em grupos taxonomicamente complexos, tem sido favorecido pela
implementacdo de enfoques integrativos, avaliando niveis de diferenciacdo genémica, variacao

fenotipica e tempos de divergéncia (Struck et al. 2018). Dentro do sequenciamento de nova-
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geracdo tem surgido o uso de elementos ultraconservados (UCEs) como marcadores resolutivos
de baixo custo em filogendmica, Uteis para uma melhor compressao das relacdes filogenéticas e
0S mecanismos evolutivos que regem os grupos de peixes neotropicais (Faircloth et al. 2012;
Harrington et al. 2016; Chakrabarty et al. 2017; Alda et al. 2019; Melo et al. 2021). Igualmente,
recentes esforcos tem integrado diferentes métodos para explorar a diversidade e caracterizar
linhagens evolutivas de NFF, como sequencias de DNA barcode, tomografia computadorizada e
morfometria geométrica e/ou tradicional (Loureiro et al. 2018; Agudelo-Zamora et al. 2020; Anjos
et al. 2020; Henschel et al. 2020; Ochoa et al. 2020b; Armbruster et al. 2021; Garavello et al.
2021).

DNA barcode

A metodologia do DNA barcode foi proposta como um método de identificacdo de espécies, na
qual utiliza-se fragmentos (~650 bp) do gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade I (COI)
(Hebert et al. 2003). Este gene caracteriza-se por apresentar um forte sinal filogenético, possui
primers universais robustos e sua evolucao é rapida o suficiente para permitir a discriminacéo nao
sO de espécies proximas, mas também de grupos filogeograficos dentro de uma Unica espécie
(Hebert et al. 2003; Ward et al. 2005; lvanova et al. 2007), portanto, utilizado amplamente junto
com outros marcadores para estimar filogenias moleculares (Patwardhan et al. 2014). Com o
desenvolvimento de diferentes modelos para o delineamento de espécies, baseados no marco
tedrico da coalescéncia e a teoria filogenética (Puillandre et al. 2012; Ratnasingham and Hebert
2013; Zhang et al. 2013; Hubert and Hanner 2015), o DNA barcode tem se tornado uma importante
ferramenta para revelar diversidade criptica ou identificar novos taxons em grupos problematicos
com taxonomia incipiente (Hubert et al. 2008; Pereira et al. 2013a; Rossini et al. 2016; Ochoa et
al. 2020b).

A metodologia é baseada na diferenca entre a divergéncia genética intraespecifica e
interespecifica, conhecido como barcoding gap (Meier et al. 2008), permitindo identificar
diversificaces cripticas (Valdez-Moreno et al. 2009; Pereira et al. 2011; Melo et al. 2016).
Estudos em comunidades de peixes de agua doce tém confirmado a eficacia da metodologia do
DNA barcode para identificar espécies, descriminando acima de 95% das espécies estudadas (De
Carvalhoetal., 2011; Laraetal., 2010; Pereira et al., 2013). No entanto, o uso do gene mitocondrial
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COI nem sempre avalia de forma abrangente o fluxo génico ou o isolamento reprodutivo (Struck
et al. 2018), e tem sido menos util em alguns casos de diversificacao rapida ou recente divergéncia
em clados NFF (Rossini et al. 2016; de Queiroz et al. 2020; Ramirez et al. 2020). Porém, a
integracdo do DNA barcode como uma rotina na taxonomia atual pode ser considerado um ponto
de partida para revisdes sistematicas (DeSalle 2006; Hubert and Hanner 2015). Adicionalmente,
as sequéncias do barcode podem ser disponibilizadas através do projeto International Barcoding
of life (BOLD), gerando um repositdrio de dados que permite o acesso a informacao primaria para
0 uso em outras aplicagdes (Ratnasingham and Hebert 2007).

Elementos ultraconservados (UCES)

Os elementos ultraconservados (ultraconserved elements - UCEs) sdo regiGes do genoma
altamente conservadas e compartilhadas entre organismos de diferentes taxons. Os UCEs foram
primeiramente descritos por Bejerano et al. (2004) no genoma humano, no qual encontraram 481
segmentos maiores que 200 pares de bases exclusivos de regides de RNA ribossomico (rRNA), e
amplamente distribuidas no genoma, exceto nos cromossomos 21 e Y. Estudos posteriores
mostraram que 0s UCESs estdo presentes em diversos outros organismos, como outros vertebrados,
insetos, vermes e fungos (Siepel et al. 2005; Faircloth et al. 2012). O papel dos UCEs no genoma
ainda ndo esta bem esclarecido (Dermitzakis et al. 2005), tendo sido associados com a regulacéo
génica (Pennacchio et al. 2006) ou no desenvolvimento (Sandelin et al. 2004; Woolfe et al. 2005),
e normalmente se tem assumido que os UCEs sdo importantes pela sua natureza extremamente

conservada entre grupos muito distantes filogeneticamente.

Os UCEs caracterizam-se por ser encontrados em grande quantidade ao longo de um genoma
(Stephen et al. 2008), tém poucas insercdes de retroelementos (Simons et al. 2006), e a premissa
de continua variabilidade nas sequéncias que flanqueam cada UCE sugere que eles podem ser um
tipo de “fossil molecular”, retendo um sinal de histdria evolutiva em diversas escalas de tempo,
dependendo da distancia da regido central dos UCEs (Faircloth et al. 2012; Gilbert et al. 2015).
Para que possam ser utilizados como marcadores genéticos, € comum que aqueles UCEs que
aparecem duplicados sejam removidos para evitar paralogia. Dessa maneira, 0s locus resultantes
sdo altamente conservados e ortélogos, sendo facilmente usados como marcadores moleculares.

Os UCEs foram introduzidos como uma nova classe de marcadores moleculares em estudos
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filogenéticos através do enriquecimento de bibliotecas gendémicas contendo centenas ou milhares
de loci nucleares, utilizando sequenciamento de nova-geracao (Faircloth et al. 2012). Como o core
ou regido central das sequéncias de UCEs sdo altamente conservadas elas sdo utilizadas para o
anelamento de sondas (probes), a partir das quais as regides flanqueadoras sdo lidas.

Atualmente, estudos vém sendo conduzidos com Ostariophysi e novas probe sets foram
desenhadas para capturar cerca de 1500-2000 loci de UCEs (Faircloth et al. 2020). Estes
marcadores tem sido utilizados eficientemente para estudar radiagdes antigas em Gymnotiformes
(Alda et al. 2019), entender padrbes notaveis de diversidade e diversificacdo em Characiformes
(Melo et al. 2021), e inferir relacionamentos filogenéticos em outros grupos particulares como
Serrasalmidae (Mateussi et al. 2020), Trichomycteridae (Ochoa et al. 2020a), Loricariidae (Roxo
et al. 2019), Pseudopimelodidae (Silva et al. 2021a) e Heptapteridae (Silva et al. 2021b). Assim, 0
uso de estes marcadores tem aumentado nos ultimos anos, sendo altamente resolutivo no estudo
de peixes de 4gua doce neotropicais, sendo favorecido pelas suas caracteristicas, como a obtengédo
de informacéo para estudar eventos de divergéncia recente e antiga (Faircloth et al. 2013; McGee
et al. 2016; Alda et al. 2019) e o baixo custo relativo, dada a grande quantidade de dados gerados.
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JUSTIFICATIVA

Erythrinoidea, composta por duas familias (Erythrinidae e Tarumaniidae) e quatro géneros
(Erythrinus, Hoplias, Hoplerythrinus e Tarumania) é conhecida por suas adaptacdes fisiologicas
que Ihes permitem tolerar ambientes toxicos e hipdxicos (Liem 1988; Moraes et al. 2004; Moron
et al. 2009; Pelster 2021) e sua capacidade de residir em diversos habitats ao longo da sua
distribuicéo geografica, desde Costa Rica ao norte da Argentina (Oyakawa et al. 2013; de Pinna et
al. 2017; Oyakawa and Mattox 2018). Devido a suas caracteristicas, este clado amplamente
distribuido pode representar um alvo interessante para estudos biogeogréficos, fornecendo
informacdes para investigar os efeitos da evolugdo da paisagem na formacdo da biodiversidade
(Machado et al. 2018; Capobianco and Friedman 2019; Albert et al. 2020; Fontenelle et al. 2021).
Além disso, os representantes de Erythrinoidea sdo reconhecidos por uma taxonomia desafiadora,
onde complexos de espécies tém sido propostos baseados em sua variagdo cariotipica e
uniformidade em dados meristicos e morfométricos ao longo da distribuicdo das espécies (Bertollo
et al. 2000; Cioffi et al. 2012; Oyakawa et al. 2013; Martinez et al. 2016). No entanto, estudos
taxondmicos e evolutivos tem se concentrado principalmente no género Hoplias (Mattox et al.
2006, 2014; Oyakawa and Mattox 2009; Azpelicueta et al. 2015; Rosso et al. 2016, 2018;
Guimardes et al. 2021), enquanto os géneros Erythrinus e Hoplerythrinus aguardam estudos
integrativos com o intuito de avaliar detalhadamente o status taxonémico de suas espécies e

investigar sua histdria evolutiva.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

O principal objetivo deste trabalho foi investigar padrdes biogeograficos e cronologicos de
diversificacdo para a superfamilia Erythrinoidea e implementar um enfoque integrativo para
investigar a diversidade e a historia evolutiva de um grupo particular dentro de este clado, o género
Hoplerythrinus.

Obijetivos especificos

e Investigar e estimar datas de diversificacdo e reconstruir distribuicdes geogréficas
ancestrais em Erythrinoidea.

e Correlacionar padrées de diversificacdo de Erythrinoidea com eventos geomorfol6gicos e
evolucdo da paisagem na regido Neotropical.

e Auvaliar o status taxondmico das espécies do género Hoplerythrinus integrando sequéncias
de cddigo de barras de DNA, um conjunto de dados filogenémicos de elementos
ultraconservados (UCEs), informacdes morfolégicas e uma ampla cobertura da sua
distribuicdo geografica

e Relacionar os padrdes de diversidade dentro de Hoplerythrinus com sua histéria de

diversificacao.
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