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“There is a little river-pirate in eastern Pennsylvania,
unsuspected by its rural neighbors. It is in a quiet, well-watered
farming district, where the streams, as a rule, are bent only on
minding their own business, and not interfering with their
fellows; and yet one of them is a confirmed pirate, and goes on

unhindered in its robbery.”

Fragmento de A River-pirate (Davis, W. M., 1889. Science 13:
108 - 109).
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RESUMO

Os peixes de dgua doce constituem um grupo diversificado de organismos que abrange
cerca de um quarto do total de espécies de vertebrados. Interessantemente, essa grande
diversidade ocorre em uma fragdo pequena do volume de agua habitavel do planeta. Uma das
causas desse fendmeno € o isolamento provocado pela fragmentacdo dos ambientes de agua
doce em drenagens isoladas entre si, 0 qual propicia diferenciacdo genética entre populagdes
habitando diferentes bacias, possivelmente culminando em especiacao alopatrica. No entanto,
diversos estudos filogeogréaficos reportam casos de similaridade genética entre populagdes de
diferentes bacias. Fendémenos climatico ou geoldgicos, como as capturas de rio, séo
normalmente invocados para explicar esse padrdo. Na captura de rio, a proximidade genética
entre individuos de diferentes bacias € explicada através de um contato secundario entre
populacdes previamente isoladas. No entanto, a manutencédo de polimorfismos ancestrais pode
ser tdo plausivel quanto um contato secundario, mas essas hipdteses raramente sdo testadas
explicitamente atraves de um método estatistico. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
desempenho da metodologia de Computacdo Bayesiana Aproximada (ABC) para testar, com
base em dados genéticos empiricos e simulados, cenarios explicitos de contato secundario
causado por capturas de rio contra cenarios de polimorfismo compartilhado em peixes de agua
doce. Inicialmente, foram avaliadas as conclusdes de um estudo da literatura sobre os padrdes
de estrutura genética entre bacias hidrograficas observados em Cnesterodon decemmaculatus
(Cyprinodontiformes: Poeciliidae) sugeridos como possiveis casos de captura de rio.
Posteriormente, foi realizado um estudo de simulacdo, a fim de avaliar o desempenho da
metodologia ABC em distinguir entre cenarios em diferentes condicdes, variando desde 0 uso
de diferentes marcadores moleculares e estratégias de amostragem até diferentes parametros

demogréaficos. Para o estudo com C. decemmaculatus, os resultados demonstraram que 0



mtDNA tem potencial para distinguir entre os cenérios, tornando possivel a escolha do cenario
mais provavel na maior parte dos casos avaliados - embora esse marcador apresente algumas
limitacOes, especialmente quando a divergéncia entre as populagdes € recente. A partir do
estudo de simulag6es, foi verificado que o uso de milhares de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) independentes é uma opgdo altamente recomendavel quando comparado ao uso
de um ou poucos lécus, ainda que sua analise na perspectiva de ABC demande um maior
trabalho computacional. Porém, a identificacdo de cenarios de contato secundério com
divergéncia recente e/ou com baixo numero de migrantes é desafiadora, mesmo com o uso de

SNPs.

Palavras-chave: Cnesterodon decemmaculatus, Computacdo Bayesiana Aproximada, contato

secundario, DNA mitocondrial, Selecdo de modelos, SNPs.



ABSTRACT

Freshwater fish constitute a diversified group of organisms that account for about one
quarter of the total number of vertebrate species. Interestingly, this great diversity is restricted
to a small fraction of the habitable water volume in the planet. One of the causes for this
phenomenon is the isolation caused by the fragmentation of freshwater environments into
isolated drainages, which promotes genetic differentiation between populations inhabiting
different hydrographic basins and possibly culminating in allopatric speciation. However,
several phylogeographic studies report instances of great genetic similarity between
populations from different basins. Climatic or geological phenomena, such as river capture, are
usually invoked for explaining this pattern. Under a river capture, a close genetic relationship
between individuals from different basins is due to a secondary contact between populations
that were isolated until then. However, retention of ancestral polymorphisms can be as plausible
as a secondary contact, but these hypotheses are rarely tested explicitly through the use of a
statistical method. The aim of the present study was to evaluate the performance of the ABC
for testing, based on empirical and simulated genetic data, hypotheses of secondary contact
generated by river captures versus shared polymorphisms in freshwater fish. Initially, we
evaluated the conclusions of a study from the literature about the patterns of genetic structure
between basins observed in Cnesterodon decemmaculatus (Cyprinodontiformes: Poeciliidae),
which were suggested as possible cases of river capture. In the following, we performed a
simulation study in order to evaluate the performance of the ABC methodology in
distinguishing between scenarios under different conditions, ranging from different molecular
markers to different demographic parameters. In the study with C. decemmaculatus, results
showed that mtDNA has potential for distinguishing between the scenarios, which made it

possible to choose the most probable scenario in almost all cases evaluated, but also showed



that this marker has some limitations, especially when population divergence is recent. From
the simulations study, it was clear that the use of thousands of independent single nucleotide
polymorphisms (SNPs) is a highly recommended option when compared to the use of one or
few loci, even though its analysis under an ABC framework requires more computational work.
However, the identification of secondary contact scenarios with recent divergence and/or with

a low number of migrants is challenging, even using SNPs.

Keywords: Cnesterodon decemmaculatus, Approximate Bayesian Computation, Secondary

Contact, mtDNA, Model Choice, SNPs.



INTRODUCAO GERAL

Os peixes de agua doce constituem um grupo diversificado e que abrange cerca de
13.000 espécies, correspondendo a aproximadamente um quarto do total de espécies de
vertebrados (Lévéque et al., 2008; Cavin, 2017). Essa grande diversidade de espécies ocorre
em uma fracdo pequena da superficie (0,08%) e do volume de &gua habitavel (0,02%) do
planeta (Dawson, 2012), um fato notavel e que recebeu o nome de freshwater fish paradox
(Tedesco et al., 2016). Dentre os fatores responsaveis por essa caracteristica esta o isolamento
provocado pela fragmentag@o dos ambientes de agua doce em rios e lagos (Tedesco et al., 2016),
que é favorecido pela limitada capacidade de dispersdo de grande parte dos peixes (Myers,
1938; Vari, 1988; Albert e Carvalho, 2011), fatores estes que propiciam taxas altas de
divergéncia e, consequentemente, especiacao nesses ambientes.

Devido a grande estruturacdo dos ambientes aquaticos de agua doce, como no caso de
rios em bacias hidrograficas isoladas, se esperaria que o isolamento também fosse refletido na
diversidade genética das populacdes dos peixes, especialmente em espécies com distribuicdo
ampla, englobando diferentes bacias hidrograficas. No entanto, diversos estudos
filogeograficos mostram que, apesar de haver certo nivel de estruturacdo genética populacional,
individuos de determinadas bacias podem ser mais proximamente relacionados a individuos de
uma bacia vizinha. Tomando o DNA mitocondrial como marcador genético, por exemplo, isso
significa que ndo ha monofilia reciproca entre as bacias, inclusive com alguns casos de
compartilhamento de hapl6tipos entre elas (Lee & Johnson, 2009; Ramos-Fregonezi et al.,
2017; Eaton et al., 2018; Schonhuth et al., 2018).

Esse tipo de incongruéncia entre a atual configuracdo das bacias hidrograficas -
virtualmente isoladas entre si - e a proximidade genética entre alguns dos individuos de suas

populagBes € normalmente interpretado como o resultado de um fendmeno climético, como



recuos no nivel do mar durante periodos glaciais (Weitzman et al., 1988; Thomaz & Knowles,
2018) ou geoldgico, como as capturas de cabeceira ou de rio (Bishop, 1995), que alterou a
conectividade entre bacias ap0s a divergéncia dessas populagdes.

As capturas de cabeceira podem ocorrer por diversas causas, desde processos erosivos
locais a grandes eventos de tectonica de placas, mas resultam basicamente na transferéncia de
segmentos de rios entre bacias adjacentes. Quando se assume uma captura de rio, a proximidade
genética entre individuos de diferentes bacias se deve ao fato de que alguns individuos foram
levados de uma bacia a outra junto com o segmento de rio capturado, 0 que proporciona um
contato secundario entre populacdes que estavam isoladas até entéo.

No entanto, um evento de contato secundario ndo é a Unica explicacdo possivel para a
auséncia de monofilia reciproca entre bacias hidrograficas. A manutencéo de polimorfismo
ancestral (i.e., que ja estava presente na populagéo ancestral que originou as populagdes atuais)
pode ser tdo plausivel quanto um contato secundario. Ictidlogos geralmente reconhecem essa
possibilidade, mas ndo confrontam explicitamente as hipdteses alternativas de histéria
populacional. De fato, comparar essas historias populacionais realmente ndo é uma tarefa
simples. A genealogia das amostras inferida nos estudos filogeograficos possui certo nivel de
incerteza associado (i.e., dados faltantes, processos estocasticos e dificuldades de
reconstrucdo), o que é inerente aos métodos aplicados para reconstrui-las, €, mesmo assim, a
mesma genealogia pode ser plausivel em diferentes cenarios demogréaficos (Nielsen &
Beaumont, 2009), sejam eles com ou sem captura de rio. Por exemplo, um cenario de
divergéncia recente entre populacdes com grande tamanho efetivo favorece o
compartilhamento de haplotipos (no caso, a manutencdo de polimorfismo ancestral observavel)
mesmo que as populacdes estejam completamente isoladas. Porém, um cenario no qual o
compartilhamento é devido a um contato secundario pode ser igualmente plausivel.

Claramente, um dos grandes desafios ao se fazer inferéncias sobre 0s processos responsaveis



por gerar um determinado padrdo de diversidade genética é levar em conta o “espago”
genealdgico e o “espago” de parametros demograficos possiveis.

Um método estatistico que tem sido utilizado para enfrentar esse desafio é a
Computacdo Bayesiana Aproximada (ABC; Bertorelle et al., 2010; Csilléry et al., 2010). A
ideia por tras da metodologia € utilizar um grande nimero de simula¢des de dados genéticos
para cenarios demograficos especificos com as mesmas caracteristicas do dado observado (i.e.,
mesmo ndmero de sitios ou I6cus e mesmo tamanho amostral) e comparar estatisticas sumario
das simulacdes e do dado observado. Ao reter uma pequena quantidade de simulagdes que
produziram estatisticas sumario mais similares aquelas do dado observado, uma aproximacao
da probabilidade de obter o dado observado condicional ao modelo demogréfico (i.e., a funcéo
de verossimilhanga, ou likelihood) € produzida. Essa aproximacdo da verossimilhanga
possibilita a inferéncia de parametros demograficos e da probabilidade relativa para cada
cenario alternativo em uma perspectiva bayesiana (Nielsen & Beaumont, 2009).

Recentemente, Machado et al. (2018) usaram essa metodologia para testar hipoteses de
vicariancia e geodispersao (envolvendo captura de rio) antigas em um grupo de peixes
neotropicais usando dados de sequéncia de DNA. Esses autores caracterizaram seu cenario de
geodispersdo através de um efeito fundador durante o evento de captura de rio e, em geral,
encontraram probabilidades relativamente pequenas para os cenarios mais compativeis com 0s
dados (Machado et al., 2018). Porém, esse trabalho estava mais interessado no primeiro
momento de dispersdo de uma bacia para outra, e ndo na possibilidade de haver contato
secundario entre populagdes previamente isoladas. Sousa et al. (2012) propuseram a utilizacédo
de ABC para estimar a probabilidade relativa de cenarios alternativos para confrontar hipoteses
de contato secundario e de retencdo de polimorfismo ancestral em peixes de &dgua doce. Para

isso, eles avaliaram o desempenho dos marcadores de microssatélites utilizando simulacdes e
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mostraram que, com um numero razoavel de loci (~20), é possivel identificar com grande
confianca em qual dos dois cenérios um dado foi gerado.

Porém, embora esses trabalhos tenham demostrado o potencial da metodologia ABC
para avaliar cenarios de capturas de rio, varias questdes permanecem em aberto, tais como uma
avaliacdo do desempenho da metodologia ABC quando séo usados marcadores moleculares,
como o DNA mitocondrial (mtDNA), amplamente utilizado em estudos de peixes de agua doce,
e de polimorfismos de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs) para
diferentes conjuntos de parametros demogréaficos (i.e. divergéncia antiga vs. recente; data do

contato secundario; intensidade do contato secundario; impacto do tamanho amostral, etc).

OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o desempenho da metodologia de
Computacdo Bayesiana Aproximada (ABC) para testar, com base em dados genéticos,
hipdteses de contato secundario causado por capturas de rio contra hipoteses de polimorfismo
compartilhado em peixes de agua doce. Para tanto, o trabalho foi dividido em duas etapas: na
primeira, escolhnemos um trabalho da literatura, Ramos-Fregonezi et al. (2017), no qual os
padrdes de diversidade genética exibidos no mtDNA de Cnesterodon decemmaculatus (Jenyns,
1842) foram sugeridos como sendo o resultado de possiveis casos de capturas de rio. O objetivo
especifico foi avaliar, baseado em um caso empirico, a capacidade de distinguir entre ambos 0s
cendrios utilizando ABC. Na segunda etapa, foi realizado um estudo de simulagdo, cujo
objetivo especifico foi avaliar como o uso de diferentes marcadores (MtDNA ou SNPs) de
diferentes tamanhos amostrais e diferentes pardmetros demograficos (tempo desde a
divergéncia entre populagdes, tempo desde o contato secundario e proporcdo de linhagens

migrantes) afeta o poder da metodologia ABC em recuperar o cenario correto.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho contribuem para um maior entendimento sobre como
cenarios alternativos para a historia demogréafica de peixes de agua doce podem ser testados de
forma quantitativa. O DNA mitocondrial demonstrou ser um marcador com potencial, embora
limitado, para ser utilizado pela metodologia ABC para confrontar hipo6teses de retengdo de
polimorfismo ancestral e de contato secundario em peixes de agua doce e, portanto, elucidar a
probabilidade de fendbmenos como a captura de rio. No estudo de caso avaliado (Capitulo 1),
foi possivel mostrar que a auséncia de monofilia entre as populacdes de Cnesterodon
decemmaculatus das bacias do Rio Uruguai e Rio Negro, das bacias do Rio Negro e Lagoa
Mirim e das bacias costeiras do Sul do Uruguai e Lagoa Mirim sdo melhor representadas por
um cenario de contato secundério. Por outro lado, ndo foi possivel apontar com confianca o
melhor cenario para a relacdo entre Rio Uruguai e as bacias costeiras do sul do Uruguai
demonstrando o poder limitado do mtDNA especialmente em casos onde provavelmente nao
h& mutacdes ou linhagens especificas em diferentes drenagens, o que faz com os padrdes de
diversidade observados sejam muito semelhantes independentemente do cenario correto.

Através do estudo de simulacdes (Capitulo 2) foi demonstrado que o uso de muitos
SNPs supera em grande parte as dificuldades apresentadas pelo uso de um Unico lécus para
distinguir entre os cenarios avaliados e, portanto, a utilizacdo de SNPs é altamente recomendada
quando se planeja inferir a histéria de demogréafica de uma espécie utilizando ABC. No entanto,
existe uma maior demanda de trabalho computacional seja para montar e filtrar os dados
empiricos seja para analisa-los através de ABC, além de situacfes que sdo problematicas para
esse marcador, especialmente quando a divergéncia entre populagdes é recente e, novamente,
padrdes semelhantes de diversidade podem ser gerados em quaisquer dos cenarios

concorrentes. Interessantemente, 0 nimero de amostras tomadas das populacfes de cada bacia
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demonstrou ser uma variavel de pouca importancia, ou seja, o desempenho da escolha de
cenarios em ABC € muito similar com uma amostragem relativamente grande ou pequena, o
que pode ser interessante para a montagem de desenhos experimentais que minimizem o custo
por amostra/popula¢ées maximizando o nimero de marcadores.

Através dos resultados aqui apresentados, espera-se contribuir para um aumento no uso
de metodologias que utilizem simulacdes e comparacao entre cendrios para inferir 0s processos
que geraram os padrfes genéticos observados na ictiofauna de agua doce, com especial énfase

na rica diversidade Neotropical.
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