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RESUMO

Iguanodectidae é uma familia de Characiformes representada pelos géneros Bryconops, Iguanodectes
e Piabucus, contendo 35 espécies amplamente distribuidas na América do Sul cisandina. Estudos
sobre as relagdes filogenéticas e padrdes filogeograficos em Iguanodectidae sdo escassos e grande
parte do conhecimento sobre esse grupo esta restrito as descrigcdes originais usando caracteres
morfoldgicos, com diagnoses muitas vezes, sutis e imprecisas para delimitar espécies. Este trabalho
teve como objetivo estudar a biodiversidade de espécies na familia Iguanodectidae, realizar a
identificacdo e delimitacdo molecular de espécies em Iguanodectes e Piabucus, e analisar
comparativamente dados morfoldgicos. Para isso, foi utilizado um total de 30 espécimes de Piabucus
e Iguanodectes e a técnica de DNA barcoding com métodos de analise de delimitacdo de espécies.
Além disso, tambeém foram feitas anélises de morfometria geométrica em 65 espécimes
representando quatro espécies de Iguanodectes. Os resultados delimitaram quatro possiveis espécies
em Piabucus evidenciando uma segunda linhagem de P. melanostoma e nove em Iguanodectes,
incluindo quatro linhagens distintas de 1. spilurus. Os resultados também mostraram 1. geisleri como
uma espécie totalmente distinta molecular e morfologicamente e que as demais espécies de
Iguanodectes estdo mais proximas de Piabucus do que de I. geisleri. As analises mostraram que
estudos posteriores com Bryconops podem auxiliar no entendimento da diversidade de espécies nesse
género, contribuindo assim, com o avanco na sistematica de Iguanodectidae, e embasando futuros

estudos genético-populacionais, taxondmicos e filogenéticos na familia.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiversidade, DNA Barcoding, sistematica, taxonomia.



ABSTRACT

Iguanodectidae is a family of Characiformes represented by the genera Bryconops, Iguanodectes and
Piabucus, containing 35 species widely distributed in Cisandine South America. Studies on
phylogenetic relationships and phylogeographic patterns in Iguanodectidae are scarce and much of
the knowledge about this group is restricted to the original descriptions using morphological
characters, with diagnoses that are often subtle and imprecise to delimit species. This work aimed to
study the biodiversity of species in the Iguanodectidae family, to carry out the identification and
molecular delimitation of species in Iguanodectes and Piabucus, and to analyze comparatively
morphological data. For this, a total of 30 specimens of Piabucus and Iguanodectes were used and the
DNA barcoding technique with methods of analysis of species delimitation. In addition, analyzes of
geometric morphometry were also performed on 65 specimens representing four species of
Iguanodectes. The results delimited four possible species in Piabucus showing a second strain of P.
melanostoma and nine in Iguanodectes, including four distinct strains of I. spilurus. The results also
showed I. geisleri as a totally different molecular and morphologically distinct species and that the
other species of Iguanodectes are closer to Piabucus than to I. geisleri. The analyzes showed that
further studies with Bryconops can help in understanding the diversity of species in this genus, thus
contributing to the advancement of the Iguanodectidae system, and supporting future population,

taxonomic and phylogenetic studies in the family.

KEYWORDS: Biodiversity, DNA Barcoding, systematics, taxonomy.
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1. INTRODUCAO

1.1. A ordem Characiformes e a familia Iguanodectidae

A ordem Characiformes é um dos maiores e mais diversificados grupos de peixes de
agua-doce do mundo, com mais de 2.240 espécies validas distribuidas em 287 géneros e 24
familias (Fricke et al., 2020). Grande parte da diversificacdo dos peixes Characiformes,
Siluriformes e Gymnotiformes data do Cretdceo com origem ha cerca de 112 milhGes de anos
atras (Lundberg et al.,1998). Estudos realizados por Near et al. (2012) e Arroyave et al.
(2013), utilizando registro fossil com datacdo e reldgios moleculares, corroboraram a origem
da diversificacdo dos Characiformes no periodo Cretaceo hd mais de 110 milhdes de anos

atras.

Atualmente, Characiformes possui ampla distribui¢cdo nas maiores drenagens da
Africa, América do Sul e Central, desde a Patag6nia até o sul dos Estados Unidos (Reis et al.,
2003). Essa notavel diversificacdo reflete uma longa e complexa historia biogeografica,
incluindo a separacao de continentes e uma histéria geomorfoldgica das bacias hidrograficas
envolvendo a Cordilheira dos Andes, e 0s Escudos Brasileiros e das Guianas (Lundberg et al.,
1998; Ribeiro, 2006; Albert & Reis., 2011). Nos ultimos 10 anos, mais de 300 espécies de
Characifomes foram descritas (Fricke et al., 2020), mesmo assim, muitas ainda devem ser
descobertas e descritas (Mirande, 2019). A maior diversidade dessa ordem, esta distribuida na
regido Neotropical em suas principais bacias hidrograficas, ocupando uma série de
ecossistemas que vao desde rios e corregos Iénticos a remansos de planicies de inundacéo
(Junk et al., 1989, Goulding et al., 2003.).

A bacia amazonica € o maior sistema hidrografico do mundo (Golding et al., 2003)
possuindo uma grande riqueza de fauna e flora (Webb, 1995; Patton et al., 2000; Hoorn e
Wesselingh, 2010; Cardoso et al., 2017). Dentro desta riqueza de fauna, destaca-se uma
grande diversidade de peixes com estratégias reprodutivas adaptadas a esses diversos habitats
aquaticos (Junk et al., 1989, Barthem e Goulding, 2007, Dagosta e De Pinna 2019). Existe
também diferencas no tamanho corporal desses individuos, variando desde espécies miniatura
(Weitzman & Vari, 1988) a espécies de médio e grande porte. Esses peixes possuem uma
grande importancia ecoldgica e econémica, para uso em atividades pesqueiras, aquariofilia ou

servindo como alimento para populagdes ribeirinhas (Barthem e Goulding, 2007; Goulding et



al., 2018, Almeida et al.,2004).). Além da notéavel variedade de formas e tamanhos, exibem
habitos alimentares diversificados, como espécies herbivoras, detritivoras, lepidéfagas,
carnivoras e onivoras (Géry, 1977; Goulding, 1980; Sazima, 1983; Goulding et al., 1988;
Reis et al., 2003; Nelson, 2006; Mirande, 2018; Burns & Sidlauskas, 2019).

Visto do relativamente baixo nimero de estudos realizados na bacia amazdnica muito
do conhecimento sobre a diversidade de peixes é subestimada (Dagosta & De Pinna, 2019),
especialmente para os peixes de pequeno porte, como por exemplo 0s peixes da familia
Iguanodectidae. Iguanodectidae é a oitava familia mais diversa de Characiformes
Neotropicais, apesar de ser representada por apenas trés géneros, distribuidos pelas bacias do
Amazonas, Orinoco, Essequibo, Sao Francisco e Parana-Paraguai, e nos rios costeiros da
Venezuela, Guianas, e nordeste do Brasil (Van der Sleen & Moreira, 2017). Dois dos trés
géneros, lguanodectes e Piabucus, sdo representados por peixes pequenos de corpos
alongados com dentes multicuspidados, membranas branquiais unidas e livres do istmo,
extremidade posterior da maxila ndo se estendendo até o olho, origem da nadadeira dorsal
geralmente posterior ao meio do corpo (exceto em I. geisleri) e nadadeira anal longa (exceto
em I. geisleri) (Moreira, 2003). Além disso, alguns caracteres anatdmicos internos também
sdo diagnosticos, como a presenca de um processo na face interna do dentario, o primeiro
pterigiéforo da nadadeira anal proximal expandido e recurvado posteriormente, e a por¢édo
anterior da camara posterior da bexiga natatoria menos espessa que sua porcao posterior
(Moreira, 2003). O género Piabucus se distingue de Iguanodectes pela presenca de uma
nadadeira peitoral longa, quase atingindo a origem da nadeira pélvica e uma quilha peitoral
bem desenvolvida (Borba et al., 2013). Bryconops se distingue dos demais géneros por
possuir margem ventral da maxila com uma curva acentuada posteriormente, de quase 90°, se

estendendo além da articulacdo do quadrado e articular (Chernoff & Machado-Alisson, 1999)

A familia Iguanodectidae, apresenta atualmente trés géneros, Iguanodectes (oito
espécies), Piabucus (trés espécies) e Bryconops (24 espécies). A taxonomia da familia ainda
é bastante complexa e restrita a decri¢des originais. Essa complexidade em Iguanodectidae
tem sido debatida, sendo inicialmente proposta como subfamilia por Eigenmann e Myers
(1929). Anteriormente, Oken (1817) descreveu o género Piabucus e Cope (1872) descreveu
Iguanodectes para alocar I. tenuis, ndo fazendo referéncia a Piabucus e associando
Iguanodectes a Tetragonopterus. Posteriormente, Eigenmann & Myers (1910), com base em
caracteres morfoldgicos, associam Piabucus a Iguanodectes, e propdem a subfamilia

Iguanodectinae (Eigenmann & Myers, 1929). Em 1970, Géry revisa o género Iguanodectes,



descreve I. adujai e 1. geisleri, e propde o subgénero Iguanobrycon para alocar 1. geisleri
devido as enormes diferengas morfoldgicas encontradas em relagdo a outros Iguanodectes
como, por exemplo, anal curta, posterior a nadadeira dorsal que se encontra no meio do corpo
e ndo atrds como encontrado em outros lguanodectes, dentes ausentes na maxila, que é
relativamente alongado; dois dentes pré-maxilares (externos e 5 mandibular; suborbital
grande semelhante ao da maioria dos Characidae; linha lateral incompleta (Géry, 1970). Géry
também argumenta sobre alguns caracteres tais como:forma da maxila e a posic¢do da dorsal,
que poderiam ser consideradas caracteristicas primitivas ou generalizadas em relagéo aos
outros Iguanodectes, enquanto que alguns caracteres seriam bastante especializados e outros
se encontrariam em processo de regrecdo como por exemplo os dentes e a nadadeira anal
(Géry,1970). A argumentacdo de Géry foi que caracteres usados para o diagnosticar 0s
Iguanodectinae também ocorreriam isoladamente em outros géneros de Tetragonopterinae o
que nao justificava manter o grupo como subfamilia, mudando assim o status para tribo
Iguanodectini em Tetragonoperinae. Vari (1977) descreveu Piabucus caudomaculatus e
propds trés caracteres sinapomarficos associados a bexiga natatéria: 1) secéo posterior da
camara posterior levemente comprimida; 2) reducéo da espessura dos miétomos na regido da
parede corporal; 3) primeiro pterigoforos da nadadeira anal e sua posi¢édo em relacéo a
primeira coluna vertebral.suportando assim a monofilia de Iguanodectinae e considerando as
mudancas proposta por Gery, 1970 para reducdo da subfamilia a nivel de tribo eram
subjetivas, mantendo assim a categoria de subfamilia. Com base em dados moleculares,
Oliveira et al. (2011) propuseram que 0 género Bryconops estivesse mais relacionado a
Iguanodectes e Piabucus do que com demais géneros de Characidae, elevando assim o status
do grupo para familia Iguanodectidae. Atualmente, hipdteses sobre as relac6es filogenéticas
suportam a monofilia de Iguanodectidae e a relacdo com Acestrorhynchidae dentre outras
familias de Characiformes (Oliveira et al., 2011; Mirande, 2019; Betancur-R et al., 2019).

1.2. Diversidade de espécies em lIguanodectidae

Iguanodectes possui oito espécies distribuidas ao longo das bacias dos rios Amazonas,
Orinoco e rios costeiros das Guianas: I. adujai Géry, 1970 (Negro e Orinoco), |. geisleri
Géry, 1970 (Madeira, Negro e Orinoco), I. gracilis Géry, 1993 (Negro), I. polylepis Géry,
1993 (Madeira e Purus), I. purusii (Steindachner, 1908) (Amazonas), I. rachovii Regan, 1912

(Amazonas), I. spilurus (Gunther, 1864), (Amazonas, Essequibo e Orinoco), e I. variatus



Geéry, 1993 (Branco, Guaporé, Trombetas e Urubu).

O género Piabucus, por outro lado, possui apenas trés espécies validas: P.
caudomaculatus Vari, 1977 (Mamoreé), P. dentatus (Koelreuter, 1763) (Guianas, baixo
Amazonas e nordeste do Brasil) e P. melanostoma Holmberg, 1891(Madeira e Paraguai).
Piabucus melanostoma € a Unica espécie de Iguanodectidae encontrada na bacia do rio
Paraguai, incluindo o Pantanal (Britski et al., 2007; Borba et al., 2013).

H& uma grande falta de trabalhos inclusivos que testem relacionamentos dentro de
Iguanodectidae e ndo existem revisdes taxondmicas publicadas para Piabucus. A de
Iguanodectes é de Gery (1970, 1993). As ultimas descri¢cdes de Piabucus e Iguanodectes sdo
de Vari (1977) e Géry (1993), respectivamente. Da mesma forma, ndo existem trabalhos que
buscam investigar a diversidade genética de especies da familia. As informacdes genéticas
encontradas na literatura estdo relacionadas basicamente ao nimero haploide (n = 25) em |I.
spilurus Gunther, 1864, estimativas do contetdo de DNA nuclear em P. melanostoma
(Carvalho et al., 2002) e um estudo de citogenética classica e molecular em em populacGes de
P. melanostoma do Rio Paraguai e Rio Bento Gongalves, ambos no Mato Grosso (Silva et
al.,2011). Neste estudo, foi demonstrado que as espécies dessas duas localidades apresentam
numero diploide de 2n=50, padrdo de heterocromatina constitutiva conservado e um

polimorfismo de tamanho no sitio dos genes ribossomais 18S (Silva et al., 2011).

Mediante poucos estudos taxénomicos e diversidade claramente subestimada em
Iguanodectidae, com o nimero de espécies descritas na Ultima década (8) somado a
descoberta de espécies com a combinacao de ferramentas moleculares e morfoldgicas,
estudos de delimitacdo de espécies combinados com analises morfoldgicas podem esclarecer

duvidas sobre os limites de espécies e sobre a biodiversidade molecular em Iguanodectidae.

1.2. DNA barcoding e suas aplicacdes

O DNA barcoding tem sido um método universal utilizado para a identificacdo
molecular de espécies com enormes bancos de dados disponiveis online (ex. BOLD,
GenBank). Hebert et al. (2003) propuseram 0 uso de uma ferramenta para identificacdo de
espécies de grupos animais, que seria uma sequéncia curta (650 pb) do DNA mitocondrial, o
gene citocromo c oxidase subunidade | (COI), podendo separar as espécies animais através
da variacdo genética interespecifica e intraespecifica (Hajibabaei et al., 2007; Toffoli et al.,

2008) e com base nas diferencas em suas sequéncias (Hebert et al., 2003). A sequéncia de



COI seria considerada um “codigo de barras” genético e especifico para cada espécie, sendo
esperado alguma divergéncia nessa regido durante a historia evolutiva de diferentes tdxons
(Souza et al., 2015). Essa técnica de cddigo de barras ficou entdo conhecido como DNA
barcoding.

O DNA barcoding permitiria tambem progredir extensivamente os estudos
taxondmicos tradicionais (Gregory, 2005), ajudando os taxonomistas com rapidas e precisas
identificacOes de espécies usando regides genéticas curtas e padronizadas como tags internos.
O principal objetivo ¢ a criacdo de bibliotecas de cddigo de barras de DNA para serem usadas
como referéncia para espécies conhecidas e usadas como identificadores de DNA (Kerr et al.,
2007; Hubert et al., 2008), sendo assim uma 6tima ferramenta (Rubinoff & Holland, 2005),
que tem acelerado de modo muito positivo a descoberta e descri¢cdes de novas espécies
(DeSalle, 2006).

O advento da técnica de DNA barcoding ndo excluiu a confianca nos diagndsticos
morfologicos, que devem ser mantidos (Hebert et al., 2003), mas a identificacdo morfoldgica
possui algumas limitacOes, dentre elas: plasticidade fenotipica dos caracteres empregados
para o reconhecimento de espécies que podem levar a identificacdes incorretas (Hebert et al.,
2003), o ndo-reconhecimento de espécies cripticas que sdo comuns em muitos grupos
(Knowlton, 1993; Jarman & Elliott, 2000; Melo et al., 2016), e chaves morfoldgicas
frequentemente eficazes para um estagio de vida especifico (ex. adultos). Muitos individuos
ndo podem ser identificados e discriminar espécies baseadas apenas em caracteristicas
morfoldgicas é particularmente dificil para alguns grupos, como por exemplo peixes, devido
a sua riqueza de espécies (Leveque et al., 2008) que possuem uma plasticidade fenotipica
notavel (Wimberger, 1992) e alto nimero de complexos de espécies (Piggott et al., 2011).

Muitos estudos tém mostrado a sua eficacia na identificacdo de espéecies em diferentes
grupos de animais. O DNA barcoding tem se destacado principalmente em estudos
taxonémicos, devido a sua capacidade de evidenciar linhagens genéticas com possiveis
problemas taxondmicos, com questdes de longa data que precisam ser esclarecidas, assim
como a identificacdo de novas espécies (Victor, 2007, 2010; Baldwin et al., 2009, 2011,
Tornabene et al., 2010; Baldwin & Weigt, 2012).

Outras aplicac6es da metodologia de DNA barcoding incluem o rastreamento de
fontes populacionais de espécies invasoras (Corin et al., 2007), investigac@es forenses em
animais selvagens (Dawnay et al., 2007; Nelson et al., 2007), ecologia de comunidades
enigmaticas (Corin et al., 2007; Pfenninger et al., 2007) e identificacdo de presas a partir do
contetdo estomacal (Pons, 2006), aves (Hebert et al., 2004), borboletas (Janzen et al., 2009),



répteis (Nagy et al., 2012), peixes (Ward et al., 2005), e também com beneficios para
ecologos, conservacionistas e a diversidade de agéncias encarregadas do controle de pragas,
espécies invasoras e seguranca alimentar (Hebert & Gregory, 2005).

Com o surgimento das técnicas moleculares, os resultados encontrados nos estudos
taxondmicos foram reforcados (Baldwin & Weigt, 2012), apontando a necessidade de
reanalisar as classificacdes de espécies existentes de muitos grupos animais. A associacao
desses estudos em combinagdo com andlises morfoldgicas tradicionais resultaram no
reconhecimento de inimeras novas espécies (e.g., Crawford et al., 2010, Hebert et al., 2004,
Pauls et al., 2010, Poppe et al., 2010, Ward et al., 2008, Zemlak et al., 2009, Baldwin et al.,
2011, Machado et al.,2018, Wang et al., 2020).

Muitas iniciativas utilizando a metodologia do DNA barcoding foram realizadas para
identificar a fauna de peixes, como na Australia (Ward et al., 2005), Canada (Hubert et al.,
2008), Africa (Nwani et al., 2011), bem como em bacias hidrogréficas brasileiras abrangendo
0 rio Séo Francisco (Carvalho et al., 2011), rio Paraiba do Sul (Pereira et al., 2011) e alto rio
Parana (Pereira et al., 2013), com uma taxa de sucesso na discriminacao das espécies
estudadas variando de 95 a 100%. Analises integrativas conciliando o codigo de barras com
analises meristicas mostraram-se bastante Gteis ndo apenas para sinalizar espécies
potencialmente negligenciadas ou unidades taxondmicas operacionais (OTUS), mas também
para indicar novas espécies potenciais (ou seja, espécies candidatas) (Gomes et al., 2015).
Outros estudos ainda sugerem que as faunas tropicais contém uma grande proporcdo de
espécies ndo descritas que escaparam a deteccao em avaliaces baseadas apenas em
morfologia (i.e., espécies cripticas sensu Mayr, 1942) (Fouquet et al., 2007, Murray et al.,
2011; Melo et al., 2016), onde uma diversidade enigmatica de espécies foram classificadas
como uma unica espécie nominal porque sdo morfologicamente indistinguiveis (Bickford et
al., 2007), sendo interessante entdo um inventario baseado em dados de sequencias de DNA
(Escobar-Camacho et al., 2015). A técnica do DNA barcoding tem se mostrado viavel e
eficaz para identificacdo molecular em peixes Neotropicais, principalmente quando integrada
com filogeografia, morfologia comparada, genética, ecologia, desenvolvimento,
comportamento, entre outros, com exemplos de estudos na descricdo de especies em taxons
complexos como Gymnotus sylvius (Albert et al., 1999), Gymnotus pantanal (Fernandes et
al., 2005), Moenkhausia forestii (Benine et al., 2009), Tetragonopterus carvalhoi (Melo et
al., 2011) e em Hisonotus acuen (Silva et al., 2014), com uma grande variacao fenotipica.
Essas associa¢Oes tém ajudado com sucesso a morfologia tradicional a resolver alguns

problemas como por exemplo a delimitacdo e caracteriza¢do de espécies taxonomicamente



probleméticas de Parodontidae (Bellafronte et al., 2013), a grande diversidade genética em
Rineloricaria com morfoespécies amplamente distribuidas e fragmentadas em varias
linhagens locais (Costa-Silva et. al., 2015), a grande diversidade intraespecifica ndo dectada
em Curimatopsis (Melo et al., 2016), a baixa divergéncia genética e o extenso fluxo génico
no comportamento migratério das linhagens de Prochilodus (Melo et al., 2018), uma grande
diversidade substimada em Pygocentrus (Mateussi et al., 2019) e uma evidéncia de
especiacdo alopatrica em Characidium (Serrano et al., 2019).

A combinacéo de abordagens morfoldgicas e moleculares tem se tornado uma
importante ferramenta para estudar as variacdes interespecifica nas espécies de peixes
Neotropicais e ajudado a identificar, discriminar e descrever novas espécies. Para estudos de
ictiofauna, valores de divergéncias genéticas iguais ou superiores a 2% tem sido usada como
indicativo de diferencas entre espécies de peixes marinhos e dulcicolas (Ward et al., 2009).
Somado a isso, atualmente varios métodos de analise usando dados de DNA barcoding tem
sido aplicada na delimitagéo de espécies, dentre estes: Automated Barcoding Gap Discovery -
ABGD (Puillandre et al., 2012), General Mixed Yule Coalescent- GMYC (Fujisawa &
Barraclough, 2013) e Multi-Rate Poisson Tree Process- mPTP (Kapli et al., 2017), dentre
outros. Esses métodos de delimitacdo de espécies foram utilizados para diversos grupos de
peixes Neotropicais (e.g., Costa-Silva et al., 2015; Roxo et al., 2015), incluindo
Characiformes (e.g., Machado etal., 2018; Melo et al., 2016; 2018; Mateussi et al., 2019;
Serrano et al., 2019; Dorini et al., 2020). Sendo assim, faz-se necessaria uma ampla avaliacao
usando informacGes taxonémicas combinadas com marcadores moleculares para delimitar
unidades taxonémicas validas e cripticas, podendo esclarecer muitas questdes sobre a

biodiversidade e a historia evolutiva em diversos grupos de peixes.

Referéncias

As referéncias bibliogréaficas, citadas no presente estudo, se encontram reunidas no final desta
dissertacdo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando a escassez de estudos genéticos na familia Iguanodectidae e a busca de um
maior embasamento na descricdo formal de novas espécies, o presente trabalho objetivou,

principalmente, estudar a diversidade de Iguanodectidae através de técnicas moleculares

2.2 Objetivos especificos
e Determinar as linhagens genéticas presentes em dois géneros, lguanodectes e
Piabucus;
e Realizar uma abordagem comparativa entre os resultados das analises genéticas com
as analises morfoldgicas de Iguanodectidae;
e Criar um banco genético de DNA barcoding para a Iguanodectidae que permitira

identificar espécies cripticas e/ou nao descritas.



CAPITULO 1

Identificacdo molecular de espécies de peixes Neotropicais dos géneros Piabucus e Iguanodectes
(Characiformes, Iguanodectidae)

Introducéo

Iguanodectidae é a oitava familia mais diversa de Characiformes com 35 espécies
validas distribuidas em trés géneros. Sao constituidos por peixes relativamente pequenos de
corpos alongados, dentes multicuspidados, membranas branquiais unidas e livres do istmo,
extremidade posterior da maxila ndo se estendendo até o olho, origem da nadadeira dorsal
geralmente posterior ao meio do corpo, nadadeira anal relativamente longa, além de outros
caracteres anatémicos relacionados a osteologia do cranio e morfologia da bexiga natatéria
(Moreira, 2003; Van der Sleen & Moreira, 2017). Membros de Iguanodectidae estao
distribuidos pelas bacias do Amazonas, Orinoco, Essequibo, S&o Francisco e Parana-
Paraguai, € nos rios costeiros da Venezuela, Guianas, e nordeste do Brasil (Van der Sleen &
Moreira, 2017).

Iguanodectidae contém trés géneros: Iguanodectes (oito espécies), Piabucus (trés
espécies) e Bryconops (24 espécies), e sua posicdo filogenética em Characiformes tem sido
bastante controversa com uma taxonomia ainda bastante complexa e restrita a decricdes
originais. Historicamente, os membros desses géneros foram considerados como subfamilia
Iguanodectinae em Characidae (Eigenmann & Myers, 1929; Géry, 1970; Lima et al., 2003)
suportada por sinapomorfias associadas a bexiga natatdria (Vari, 1977). Gery (1970) revisou
0 género lguanodectes, descrevendo I. adujai e I. geisleri, e propondo o subgénero
Iguanobrycon para alocar Iguanodectes geisleri devido as enormes diferencas encontradas
em relacdo a outras espécies de Iguanodectes como, por exemplo, auséncia de dentes no
maxilar, origem da nadadeira dorsal anterior ao meio do corpo, e nadadeira anal mais curta.
Mais recentemente, com base em dados moleculares, Oliveira et al. (2011) propuseram que
0 género Bryconops esteja mais relacionado com Iguanodectes e Piabucus do que com os
demais Characidae, elevando o status do grupo para o nivel de familia Iguanodectidae.
Atualmente, hipdteses moleculares suportam a monofilia de Iguanodectidae e indicam uma
proximidade filogenética com Acestrorhynchidae dentre outras familias de Characiformes
(Oliveira et al., 2011; Arcila et al., 2017; Mirande, 2018; Betancur-R et al., 2019; Burns &



Sidlauskas, 2019).

O género Piabucus se distingue dos Iguanodectes pela presenca de uma nadadeira
peitoral longa e uma quilha peitoral bem desenvolvida (Borba et al., 2013). Piabucus possui
corpo alongado, dentes multicuspidados, membranas branquiais unidas e livres do istmo,
extremidade posterior da maxila ndo se estendendo até o olho, origem da nadadeira dorsal
geralmente posterior ao meio do corpo, nadadeira anal relativamente longa (Géry, 1977, Vari,
1977). O género difere de Iguanodectes por possuir uma nadadeira peitoral longa e uma
quilha se estendendo do istmo até a insercdo das nadadeiras pélvicas. As espécies tém uma
faixa longitudinal brilhante, as vezes sobrepondo-se a faixa lateral mais escura (Moreira,
2003). O género possui trés espécies validas: P. dentatus distribuido pelas drenagens
costeiras do nordeste do Brasil, Guiana Francesa, Suriname, Guiana e Venezuela; P.
melanostoma distribuido no sistema Parand-Paraguai e alto Rio Madeira ocorrendo na
Argentina, Brasil, Bolivia, Paraguai, Peru e Equador; P. caudomaculatus endémico do Rio
Mamoré/Madeira.

As trés especies do género Piabucus diferem entre si por dados meristicos. Piabucus
caudomaculatus difere-se de P. melanostoma por diferencas nas contagens da linha lateral
para a até a juncdo do hipural (75-76 em P. caudomaculatus vs. 82-87 em P. melanostomus
vs 80-84 em P.dentatus), raios dorsais (8-9 vs. 11 vs. 8, respectivamente), e raios da
nadadeira anal (36-38 vs. 44-46 vs. 45-46, respectivamente), e pela auséncia de nadeira
adiposa em P. caudomaculatus, caracter encontrado tanto em P. melanostoma como em P.
dentatus. Vari (1977) relatou que a pigmentacao escura na mandibula inferior seria
encontrada somente em P. caudomaculatus e P. melanostoma, mas Guimaraes et al. (2016)
também econtrou o mesmo caracter em P. dentatus do rio Pindaré, nordeste do Brasil. Por
fim, P. dentatus diferencia-se de P. caudomaculatus e P. melanostoma por possuir duas
fileiras de dentes no pré-maxilar (fileira interna com seis dentes e fileira externa com um
dente menor) (Guimardaes et al., 2016). Géry (1977) compara P. melanostoma e P. dentatus
como sendo muito semelhantes entre si, mas Vari (1977) levanta a hipotese de que P.
melanostoma e P. caudomaculatus seriam mais préximas por nao possuirem uma segunda
fileira de dentes no pré-maxilar.

O género Iguanodectes possui oito espécies: I. adujai (Negro e Orinoco) 1. geisleri
(Madeira, Negro e Orinoco), I. gracilis (Negro), I. polylepis (Madeira e Purus), I. purusii
(bacia do Amazonas), I. rachovii (bacia do Amazonas), I. spilurus (bacias do Amazonas e
Orinoco) e I. variatus (Branco, Guaporé, Trombetas e Urubu) (Figura 1 e 2). Assim como no

género Piabucus, lguanodectes possui corpo alongado, dentes multicuspidados, membranas
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branquiais unidas e livres do istmo, extremidade posterior da maxila ndo se estendendo até o

olho, origem da nadadeira dorsal geralmente posterior ao meio do corpo, nadadeira anal

relativamente longa (Géry, 1977, Vari, 1977). A maioria das espécies de Iguanodectes possui

uma faixa lateral escura, lobo superior da nadadeira caudal com pigmentacdo escura ou nos

seus raios medianos.

> b > P

Figura 1. Distribuicéo das linhagens de Iguanodectes e Piabucus nas bacias

hidrogréficas.
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I aff. spilurus-Javari

P. melanostoma-Paraguai
P aff. caudomaculatus-Solimoes
P. melanostoma Paraguai
P. melanostoma-Paraguai
P. melanostoma-Paraguai

— Rio



Figura 2. Representantes de oito linhagens de Iguanodectes: a) I. adujai, b) I. geisleri, ) I. gracilis, d) I.
spilurus-Tapajos, ) 1. aff. spilurus-Nanay, f) 1. aff. spilurus-Jari, g) I. aff. spilurus-Javari, h) lguanodectes sp.-
Tocantins. O exemplar "b" representa I. geisleri porposto por Géry (1970) como subgénero Iguanobrycon
devido as seguintes diferencas morfologicas: origem da nadadeira dorsal anterior ao meio do corpo, e nadadeira
anal mais curta.

Embora varios trabalhos tenham sido publicados com descri¢cdes de espécies para o
género Bryconops (e.g., Silva-Oliveira et al., 2015; Guedes et al., 2016; Lucinda & Guedes,
2018; Silva-Oliveira et al., 2018; Wingert et al., 2018; Silva-Oliveira, Lima & Bogota-
Gregory, 2018; Guedes et al.,2019; Silva-Oliveira et al., 2019), ainda ndo ha estudos com
delimitacdes de subgrupos dentro dos trés géneros de Iguanodectidae.

Iguanodectidae possui uma histdria evolutiva bastante complexa e uma dificil
discriminacdo morfoldgica entre as espécies, principalmente Iguanodectes spilurus que foi
considerada por Geéry (1993) como uma espécie polimorfica com ampla distribuicdo
geogréfica estando presente na bacia do rio Amazonas, Orinoco, Tocantins e bacias costeiras
do Amazonas, além de uma estreita semelhanca com alguns exemplares de 1. purusii do rio
Madeira como descrito por Queiroz et al (2013), quase que indistinguiveis morfologicamente,
diferenciando somente pelo nimero reduzido de escamas pre-dorsais em 1. spilurus 26 vs. 27
ou mais em |. purusii, e 0 menor numero de escamas perfuradas da linha lateral 60-64 em I.
spilurus vs. mais de 65 em I. purusii. Os autores ainda concluem que o0 menor nimero de
escamas poderia se tratar apenas de uma varicdo que ocorre com as populacées distribuidas

em algumas regifes da bacia amazonica e que tal variagdo pode suscitar duvidas quanto a
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distingéo entre 1. spilurus e I. purusii.

Devido a grande dificuldade em diferenciar morfologicamente essas espécies de
Iguanodectes, torna-se possivel com a utilizagédo de ferramentas adicionais para diferenciar
essas espéecies. Dentre essas ferramentas adcionais, a técnica de DNA barcoding (Hebert et
al., 2003) que se demostrou uma técnica eficaz na identificacdo de espécies (Carvalho et al.,
2011, Cardoso et al., 2018, Pereira et al., 2011, 2013, Rosso et al., 2012, Machado et
al.,2018, Wang et al., 2020). Atualmente, varios métodos de analise usando dados de DNA
barcoding, os quais sao aplicados na delimitacdo de espécies tem sido utilizada para diversos
grupos de peixes Neotropicais (e.g., Costa-Silva et al., 2015; Roxo et al., 2015), incluindo
Characiformes (e.g., Melo et al., 2016; 2018; Mateussi et al., 2019; 2020; Serrano et al.,
2019; Dorini et al., 2020).

O DNA barcoding associados a métodos analiticos tais como Automatic Barcode Gap
Discovery (ABGD; Puillandre et al., 2012) e Bayesian Poisson Tree Process (bPTP) (Zhang,
Kapli, Pavlidis, & Stamatakis, 2013). O ABGD que utiliza a lacuna entre organismos
pertencentes a mesma espécie e organismos de espécies diferentes como um limite para a
delimitacdo de espécies, enquanto que o bPTP (Zhang, Kapli, Pavlidis, & Stamatakis, 2013)
modela a especiacdo em termos do numero de substituicdes. Assim, uma ampla aplicacéo de
conhecimento taxondmico combinada com a utilizacdo de marcadores moleculares para
delimitar unidades taxonémicas validas e cripticas podem esclarecer muitas questdes sobre a
biodiversidade e a historia evolutiva de diversos grupos de peixes.

Tendo em vista a complexidade taxondmica em Iguanodectidae, empregamos a
técnica de DNA barcoding associada a metddos modernos de delimitacdo de espécies e
analises morfoldgicas para buscar compreender os limites de espécies em Iguanodectes e
Piabucus e testar a hipotese de Géry (1970) de que 1. geisleri pertenca ao subgénero

Iguanobrycon.

Materiais e Métodos

Amostragem

As amostras utilizadas foram obtidas na Colecéo de Peixes do Laboratorio de Biologia e
Genética de Peixes, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, Brasil (LBP). A identificacdo

morfoldgica foi realizada através da consulta da literatura disponivel incluindo descricdes

originais, revisoes e chaves de identificacdo (Géry, 1970, 1977; Vari, 1977; Van der Sleen &
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Moreira, 2017). Foram utilizadas 43 espécies de Iguanodectidae, 12 obtidas dos bancos de

dados GenBank (ncbi.nlm.nih.gov/genbank) ou BOLD (boldsystems.org), sendo 20

espécimes de Iguanodectes (cinco espécies; 62,5%), 15 espécimes de Piabucus (trés espécies;

100%) trés amostras de Bryconops sp., quatro amostras de Bryconops affinis, uma amostra de

Bryconops melanurus e uma amostra de Brycon nattereri usada como grupo externo. Os

vouchers foram fixados em 95% etanol ou 10% formalina e transferidos para 70% etanol para

armazenamento permanente e posteriormente depositados no LBP (Tabela 1).

Tabela 1. Exemplares da familia Iguanodectidae pré-identificadas e depositadas no LBP com

informacdes de vouchers e localidade.

Lote N° do tecido Familia Espécie Drenagem
LBP 8101 37545 Bryconidae Brycon nattereri Rio Grande, Brasil
LBP 15635 64323 Iguanodectidae  Bryconops melanurus Rio Araguaia, Brasil
ITAPE17515 17515 Iguanodectidae  Bryconops sp. Rio Itapecuru, Brasil
ITAPE17615 17615 Iguanodectidae  Bryconops sp. Rio Itapecuru, Brasil
ITAPE17415 17415 Iguanodectidae  Bryconops sp. Rio Itapecuru, Brasil
BSB21610 21610 Iguanodectidae  Bryconops affinis Rio Séo Francisco, Brasil
BSB21710 21710 Iguanodectidae  Bryconops affinis Rio Séo Francisco, Brasil
BSB21510 21510 Iguanodectidae  Bryconops affinis Rio Séo Francisco, Brasil
DCC01211 01211 Iguanodectidae  Bryconops affinis Rio Séo Francisco, Brasil
LBP 28508 23993 Iguanodectidae  Iguanodectes gracilis Rio Negro, Brasil
LBP18092 72792 Iguanodectidae  Iguanodectes geisleri Rio Amazonas, Itapiranga, Brasil
LBP18092 72793 Iguanodectidae  Iguanodectes geisleri Rio Amazonas, Itapiranga, Brasil
LBP18092 72791 Iguanodectidae  Iguanodectes geisleri Rio Amazonas, Itapiranga, Brasil
LBP11135 50921 Iguanodectidae  Iguanodectes geisleri Rio Purus, Brasil
LBP12108 51774 Iguanodectidae  Iguanodectes geisleri Rio Madeira, Brasil
LBP19191 77560 Igunodectidae Iguanodectes.sp Rio Tocantins, Brasil
LBP25095 94486 Iguanodectidae  Iguanodectes spilurus Rio Tapajos, Brasil
LBP25095 94487 Igaunodectidae  lguanodectes spilurus Rio Tapajos, Brasil
LBP7040 34120 Iguanodectidae  lguanodectes adujai Rio Negro, Brasil
MHNG2607 PAG-2607 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. purusii ~ Maroni River, Guiana Francesa
LBP18030 72580 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. spilurus  Rio Amazonas, Brasil
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LBP20449 80758 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. spilurus  Rio Jari, Brasil

LBP5421 27137 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. spilurus  Rio Jari, Brasil

LBP28512 24484 Iguanodectidae  Iguanodectes gracilis Rio Negro, Brasil

LBP12504 53924 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. spilurus  Rio Nanay, Iquitos, Peru

LBP12504 53923 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. spilurus  Rio Nanay, Iquitos, Peru

LBP12504 53922 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. spilurus  Rio Nanay, Iquitos, Peru

LBP26142 95998 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. spilurus  Rio Javari, Brasil

LBP26142 95996 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. spilurus  Rio Javari, Brasil

LBP26142 95997 Iguanodectidae  Iguanodectes aff. spilurus  Rio Javari, Brasil

TZGAAQ00306 00306 Iguanodectiane  Piabucus dentatus Waini River, Guiana

TZGAA03006 03006 Iguanodectiane  Piabucus dentatus Waini River, Guiana

TZGAA04206 04206 Iguanodectiane  Piabucus dentatus Waini River, Guiana

TZGAA05406 05406 Iguanodectiane  Piabucus dentatus Waini River, Guiana

TZGAA06606 06606 Iguanodectiane  Piabucus dentatus Waini River, Guiana

MHNG15129 HYD15-129 Iguanodectidae  Piabucus dentatus Mana River, Guiana Francesa

MHNG15-174 HYD15-174 Iguanodectidae  Piabucus dentatus Mana River, Guiana Francesa

MHNG15-129 SUJM-126 Iguanodectidae  Piabucus dentatus Commewijne River, Suriname

MHNG15-131 HYD15-131 Iguanodectidae  Piabucus dentatus Mana river, Guiana Francesa

LBP22562 86567 Iguanodectidae Piabucus aff. Rio Solim&es, Brasil
caudomaculatus

LBP5109 26150 Iguanodectidae  Piabucus melanostoma Rio Paraguai, Brasil

LBP38 3527 Iguanodectidae  Piabucus melanostoma Rio Paraguai, Brasil

LBP38 3603 Iguanodectidae  Piabucus melanostoma Rio Paraguai, Brasil

LBP13642 56655 Iguanodectidae  Piabucus melanostoma Rio Paraguai, Brasil

LBP13410 55833 Iguanodectidae  Piabucus melanostoma Rio Paraguai, Brasil

LBP17830 13452 Iguanodectidae  Piabucus melanostoma Rio Paraguai, Brasil

LBP4632 24716 Iguanodectidae  Piabucus melanostoma Rio Paraguai, Brasil

Extracdo do DNA, amplificacdo e sequenciamento

Amostras de tecido foram coletadas de figados, branquias, nadadeiras ou masculos. O DNA

total foi isolado usando o kit Qiagen "DNeasy Blood & Tissue" (Qiagen, Hilden, Alemanha),
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de acordo com as instrugdes do fabricante. Os segmentos parciais do gene citocromo ¢
oxidase subunidade I (COI) foram amplificados por PCR usando os primers L5698-Asn (5°-
AGGCCTCGATCCTACAAAGKTTTA-"3) (Miya & Nishida, 2000) e H7271-COXI (5'-
GTGGTGGGCTCATACAATAAA-"3) (Melo et al., 2011). As rea¢des de PCR foram
realizadas em um volume de reacdo 12,5 uL contendo: 8,15 ul de H20, 1,25 ul de 10x Taq
buffer (500 mM KCI; 200 mM Tris-HCI), 0,4 ul de MgCl, (50 mM), 0,5 pl de dNTP (8 mM),
0,25 ul de cada primer (10uM), 0,2 ul (5U/ul) de Taq polimerase (Phoneutria®), e 1,5 ul de
DNA (50 ng/ul). As condi¢cdes de PCR consistiram em 3 min at 95°C (denaturacgéo inicial)
seguido por 35 ciclos de 45s a 94°C (denaturagdo), 30s a 50-54°C (hibridizagéo), e 60s a
68°C (extensdo nucleotidica). Apds os ciclos, nés realizamos uma extenséo final a 68°C por
10 minutos. Os produtos amplificados foram checados em gel de agarose 1%, e foram ent&o
purificados usando ExoSAP-IT (USB Corporation) seguindo as instrucdes do fabricante. Os
produtos foram usados para sequenciar as duas cadeias de DNA usando BigDye Terminator
v3.1 Kit de reacdo para sequenciamento (Applied Biosystems) e sequenciado em um
sequenciador ABI13130 (Applied Biosystems) no LBP, Botucatu, Brasil.

Alinhamento e analises de delimitacéo de espécies

Os consensos das sequéncias foram obtidos e editados usando o programa Geneious v. 7.1.3
(Kearse et al., 2012) e foram alinhadas usando o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) acoplado
ao Geneious v. 7.1.3. Gaps e stopcodons foram checados visualmente. O melhor modelo de
evolucao foi obtido no MEGA (Kumar et al., 2018). Realizamos uma abordagem de maxima
verossimilhanca (ML) para ambas as matrizes usando RAXML HPC on XSEDE v8.2.12
(Stamatakis, 2014) implementado no CIPRES (Miller et al., 2010) usando o modelo
GTRGAMMA (Stamatakis et al., 2008) com outros parametros em default. Mil pseudo-
réplicas de bootstrap testaram os relacionamentos obtidos. Uma arvore de Neighbor-Joining
(NJ) e 1.000 pseudo-réplicas foram geradas no MEGA v7.0 (Kumar et al., 2018) (Figura 3).

Os métodos usados para as analises de delimitacdo de espécies foram: 1) Automatic
Barcode Gap Discovery (ABGD; Puillandre et al., 2012) realizada no servidor do ABGD
(wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html), com modelo Kimura-2-parametros
(K2P) (Kimura, 1980), numero de passos em default, relative gap width (X) de 0.0016,
particdo inicial com prior maximal distance P= 0.001000, para ambos 0s grupos; 2)
Bayesian Poisson Tree Process (bPTP) (Zhang, Kapli, Pavlidis, & Stamatakis, 2013) usando
a melhor arvore ML gerada pelo RAXML, 100,000 geragdes (thinning = 100), e outros
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parametros em default no servidor bPTP (https://species.h-its.org).

Anélise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (Principal Component Analysis, PCA) foi usada para
verificar a variacdo geral entre os espécimes de lguanodectes, incluindo diferengas na
morfometria entre as linhagens. O PCA é um procedimento estatistico que usa transformacao
ortogonal para converter um conjunto de observacdes de variaveis possivelmente
correlacionadas em um conjunto de valores de variaveis linearmente ndo-correlacionadas
chamadas componentes principais (Jolliffe, 2002). As analises foram feitas usando 25
medidas morfométricas seguindo Fink & Weitzman (1974) e Machado-Allison et al. (1993)
Espécimes menores que 25 mm comprimento padréo (standard length, SL) foram excluidas
das analises. Foram realizadas 25 medidas logaritmicamente transformadas para reduzir a
influéncia do tamanho obtida usando o programa Past versdo 1.28 (Hammer et al., 2004).
Espécimes do género Piabucus ndo foram incluidos nas analises pois o n amostral foi

insuficiente.

Resultados

A matriz final apresentou 44 sequéncias de Iguanodectes e Piabucus com um total de 450 pb
das quais 137 posicdes eram conservadas e 313 variaveis, com 22,1% de adenina, 29,4%
citosina, 17,7% guanina e 30,7% timina. Alteragcdes sequenciais dos tipos stopcodons,
delec@es e inser¢es ndo foram observadas. A matriz de distancia genética K2P variou de 0,9
a 27,8% entre as espécies de Iguanodectes com valores de distancia interespecificos
apresentando o menor valor 0,009+0,004 entre P. aff.caudomaculatus-Solimdes e P.
dentatus-Mana River e 0 maior valor de 0,278+0,032 entre I. geisleri e Iguanodectes sp.-
Tocantins (Tabela 3).

A andlise de ABGD resultou em oito particdes variando de 18 a 22 o0 nimero de
provaveis grupos, sendo duas partices indicando 22 provaveis espécies (prior maximum
distance 0,001-0,002) correspondentes a 20 linhagens de Iguanodectidae: P. melanostoma-
Paraguali, P. dentatus-Mana River, 1. spilurus-Tapajés, |. adujai-Negro, Iguanodectes sp-
Tocantins, I. aff. purusii-Maroni River, |. aff. spilurus-Jari/ltacoatiara, I. gracilis-Negro, I.
aff. spilurus-Nanay, I. aff. spilurus-Javari, Bryconops melanurus-Araguaia, 1. geisleri-

Madeira/Purus, 1. geisleri-ltapiranga, I. geisleri-ltapiranga, P. dentatus-Waini River, P.
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melanostoma-Paraguai, P. aff. caudomaculatus-Solimdes, Bryconops sp.-ltapecuru.
Bryconops affinis-Sdo Francisco, além de uma linhagem de Brycon nattereri. O ABGD
também gerou trés particGes indicando 21 provaveis espécies (prior maximum distance
0,003-0,008) correspondentes a B. nattereri, 1. geisleri e uma linhagem com as demais
espécies e outras trés particdes indicando 17 provaveis espécies (prior maximum distance
0,013-0,035). A andlise de bPTP reconheceu 21 linhagens de Iguanodectidae mais o grupo
externo. Os valores de bPTP foram relativamente altos para I. adujai-Negro (1,000),
Iguanodectes sp.-Tocantins (0,997), I. aff. purusii-Maroni River (0,990), I. gracilis-Negro
(0,900), Bryconops melanurus (0,878), Bryconops.sp (0,878), I. spilurus-Tapajos (0,733), I.
gesileri-Itapiranga (0,728), 1. aff. spilurus-Jari/ltacoatiara (0,648), I. geisleri-Itapiranga
(0,590), I. aff. spilurus-Nanay (0,488), I. geisleri-Madeira/Purus (0,465), P. dentatus-Waini
River (0,445), 1. aff. spilurus-Javari (0,427), P. melanostoma-Paraguai (0,425), P. dentatus-
Waini River (0,383), P. dentatus-Waini River (0,383), I. aff. spilurus-Javari (0,0314), 1. aff.
spilurus-Nanay (0,293), B. affinis-Sao Francisco (0,199), P. dentatus-Mana River (0,179)
(Figura 2).

A distribuicao das linhagens de Iguanodectes esta representada no mapa da Figura 4.
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Tabela 3. Valores de distancia genética K2P + a variancia de 1000 pseudo-réplicas de bootstrap entre as linhagens de Iguanodectes e Piabucus

analisadas. Valores transversais em negrito representam distancia genética intraespecificas.

1-P.melanostoma Paraguai
2-P.dentatus Mana River
3-P.aff.caudomaculatus Solimdes
4-1.spilurus Tapajos

5-l.adujai Negro
6-lguanodectes.sp Tocantins
7-1.aff.purusii Maroni River
8-1.aff.spilurus Jari/ltacoatiara
9-1.gracilis Negro
10-l.aff.spilurus nanay
11-l.aff.spilurus Javari
12-l.geisleri Itapiranga
13-P.dentatus Waini River

1

0,005+0,002
0,088+0,015
0,094+0,016
0,218+0,027
0,198+0,026
0,180+0,025
0,187+0,026
0,207+0,027
0,214+0,028
0,183+0,024
0,200+0,026
0,264+0,030
0,106+0,017

2

0,000+0,000
0,009+0,004
0,190+0,025
0,201+0,027
0,220+0,028
0,217+0,028
0,209+0,026
0,230+0,028
0,188+0,024
0,201+0,026
0,246+0,028
0,069+0,013

3

N/C

0,197+0,026
0,208+0,028
0,220+0,028
0,214+0,028
0,207+0,026
0,222+0,027
0,180+0,023
0,191+0,025
0,245+0,028
0,079+0,015
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4

0,002+0,002
0,183+0,024
0,165+0,023
0,163+0,022
0,179+0,024
0,206+0,026
0,168+0,022
0,182+0,023
0,273+0,030
0,182+0,024

5

N/C

0,175+0,024
0,162+0,023
0,162+0,021
0,183+0,025
0,166+0,022
0,153+0,021
0,274+0,031
0,206+0,028

6

N/C

0,141+0,021
0,139+0,020
0,173+0,024
0,149+0,021
0,157+0,022
0,278+0,032
0,203+0,027

7

N/C

0,139+0,019
0,145+0,021
0,126+0,019
0,123+0,019
0,254+0,028
0,196+0,026

0,022+0,006
0,102+0,016
0,103+0,016
0,096+0,016
0,241+0,027
0,218+0,028

N/C

0,078+0,013
0,075+0,013
0,275+0,031
0,234+0,028

10

0,009+0,003
0,049+0,010
0,257+0,029
0,209+0,027

11

0,014+0,005
0,254+0,030
0,211+0,027

12

0,054+0,008
0,266+0,030

13

0,001+0,001
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Figura 3. Melhor arvore de maxima verossimilhanca de Iguanodectidae com base em
sequéncias parciais do gene citocromo ¢ oxidase subunidade | obtida pelo RAXML.
Valores entrends representam porcentagens de bootstrap.
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Figura.4 Arvore de Neighbor-Joining (NJ) de Iguanodectidae com base no gene citocromo ¢
oxidase subunidade I. Valores entrends representam porcentagens de bootstrap.



Analises Morfol6gicas

O primeiro (PC1) e o segundo (PC2) eixo principal da nossa analise explicaram 74,8% e
13,9%, respectivamente, da variagdo na forma do corpo para todas as amostras de
Iguanodectes analisadas. A variacdo € parcialmente distribuida entre populagdes e,
aparentemente, representa uma distribuicdo continua da morfologia externa, como
podemos observar no gréafico de dispersdo do PCA (Figura 5). Nossos resultados
também mostraram que as medidas com maiores variacoes (valores em negrito) foram,
respectivamente: 1- Maior Altura do Corpo (0,2809), 2- Origem da nadadeira dorsal até
a origem da nadadeira anal (0,2664), altura do peddnculo caudal (0,2979), Origem da
n.dorsal até a origem da pélvica (0,2739), comprimento da cabeca (0,4967) e escamos

pré-dorsais (-0,3807) As variancias de PCA séo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Variancias no primeiro e segundo eixos da analise de componentes principais
sem tamanho (eixo 1 e eixo 2) de amostras combinadas de Iguanodectes valores em
negrito representam as medidas com as maiores variagoes.

Axis 1 Axis 2
Comprimento padrao 0,2024 0,00528
Maior altura do corpo 0,2809 0,02911
Nariz até a origem da nadadeira dorsal 0,2125 -0,1107
Nariz até a origem da nadadeira peitoral 0,1479 0,1407
Nariz até a origem da nadadeira pélvica 0,1841 0,07889
Nariz até a origem da nadadeira anal 0,2102 0,06155
Nariz até o anus 0,2127 0,1012
Origem da dorsal até juncédo do hipural 0,1706 0,151
Origem da dorsal até a origem da anal 0,2664 0,2178
Origem da dorsal até a origem da pelvica 0,2739 -0,2316
Origem da dorsal até a origem da peitoral 0,2561 -0,2027
altura do pedunculo caudal 0,2979 -0,0553
Comprimento da nadeira peitoral 0,2443 -0,274
Comprimento da nadadeira pelvica 0,2174 0,0213
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Comprimento da nadeira dorsal 0,1957 0,1025

Comprimento da cabeca 0,186 0,4967
Compimento do nariz 0,1058 0,2691
Diametro da orbita do olho 0,0840 0,1848
Comprimento pos orbital 0,1509 0,1831
Distancia interorbital 0,156 0,169
Escamas da linha lateral 0,0826 -0,0890
Escamas depois da juncéo do hipural 0,1171 -0,309
Escamas entre a linha lateral e orig. dorsal 0,0941 -0,0859
Escamas entre a linha lateral e orig. pélvica 0,2262 -0,1472
Escamos pré-dorsais 0,1855 -0,3807
@\5\9?'&/ -
> i

0,08

Laff.spilurus-Jari

Component 2

&
& 7
» /0,08
&
. Negl© g g P
T (Ma\-Ne‘:’: Laff.spilurus-Nanay ol

Component 1

Figura 5. Gréfico de dispersdo da Analise de Componentes Principais (PCA) de sete
linhagens de Iguanodectes (n = 65), indicando a presenca de variacdo continua da
morfologia externa.
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Discussao

As analises de delimitacdo de espécies revelaram resultados distintos para
Iguanodectidae com os métodos ABGD e bPTP dividindo Iguanodectidae entre 21 e 22
linhagens distintas. O método ABGD separa Iguanodectes adujai, Iguanodectes geisleri
em trés linhagens sendo duas de Iguanodectes geisleri-Itapiranga e uma para
Iguanodectes geisleri-Madeira/Purus, Iguanodectes gracilis, Iguanodectes spilurus-
Tapajos, lguanodectes aff. purusii-Maroni River , lguanodectes aff.spilurus-
Itacoatiara/Jari Iguanodectes sp.-Tocantins, Iguanodectes aff. spilurus-Nanay,
Iguanodectes aff. spilurus-Javari, Piabucus melanostoma-Paraguia e duas linhagens,
Piabucus dentatus-Mana River , Piabucus aff. caudomaculatus-Solimdes, Piabucus
dentatus-Waini River e linhagens de Bryconops sp.-Itapecuru, Bryconops affinis-Sao
Francisco, Bryconops melanurus-Rio Capivari. O método bPTP separa Iguanodectes
aff. spilurus-Nanay em duas linhagens e Iguanodectes aff. spilurus-Javari em duas
outras linhagens, separa Piabucus dentatus-Waini River em trés linhagens e coloca
Piabucus caudomaculatus-Solimdes na mesma linhagem de Piabucus dentatus-Mana
river.

Os dois métodos usados tem se mostrado muito relevantes em trabalhos de
delimitacdo de espécies como em Hypostomini (Anjos et al., 2019), Pygocentrus
(Mateussi et.al.,2019) e Characidium (Serrano et al.,2019), sendo o ABGD
computacionalemnte muito efeciente por apresentar um bom desempenho para
divergéncias intraespecificas maximas (Puillandre et al.,2012) enquanto que 0 método
bPTP possui um vantagem muito importante por modelar a especiacdo em termos do
namero de substituicbes contornando o0 processo propenso a erros e intensivo em
computacdo para gerar arvores ultramétricas calibradas com tempo (Zhang et al., 2013).

Dos resultados encontrados, tanto o ABGD como o bPTP separam a linhagem
de Iguanodectes geisleri das demais espécies de Iguanodectes e Piabucus. Os dados
moleculares obtidos tais como uma alta distancia genética interespecifica em relacéo
aos outros Iguanodectes (Tabela 3) associadas a grande variacdo morfométrica de I.
geisleri reforcam a posicéo de 1. geisleri como um grupo distinto dos demais
Iguanodectidae. Iguanodectes geisleri possui algumas caracteristicas Unicas dentre o0s
membros da familia tais como: nadadeira dorsal no meio do corpo vs. nadadeira dorsal
geralmente posterior ao meio do corpo, nadadeira anal curta vs. nadadeira anal longa,

auséncia de dentes maxilares vs. presenca de dentes na maxila, presenca de dois dentes
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pré-maxilares externos vs. presenca de um dente pré-maxilar externo. A soma dessas
evidéncias aponta Iguanodectes geisleri como espécie distinta dos outros Iguanodectes
e Piabucus corroborando os dados encontrados por Géry (1970) que, devido as diversas
diferencas morfoldgicas em relacdo a outros Iguanodectes como, por exemplo, auséncia
de dentes maxilares e nadadeira anal mais curta (Moreira 2003), prop0s o subgénero
Iguanobrycon (Gery, 1970). A incluséo de dados moleculares adicionais combinado
com dados morfoldgicos nas demais espécies de Iguanodectes (1. polylepis, 1. rachovii e
. variatus) ird permitir testar a hipotese da elevacdo do subgénero ao nivel de género
para alocar Iguanodectes geisleri.

Altos valores de distancia genética foram observados dentro dos dois géneros
(4,9% a 27,8% em Iguanodectes; 0,9% a 10,6% em Piabucus). Diversos estudos em
Characiformes tém demostrado altas distancias genéticas interespecificas usando
mtDNA, como por exemplo em Curimatidae (Melo et al., 2016), Lebiasinidae
(Benzaguem et al., 2015), Parodontidae (Bellafronte et al., 2013), Bryconidae (Machado
et al., 2017) Crenuchidae (Serrano et al., 2019) e Characidae (Melo et al., 2011; Silva et
al., 2016). Diferencas geneticas encontradas entre as trés linhagens de 1. spilurus pelos
dois métodos ABGD e bPTP suportam Géry (1993), que a considera uma espécie
polimérfica com uma ampla distribuicdo pelas bacias do Amazonas, Orinoco, e
Tocantins, com variagdes morfologicas ao longo da sua distribuicdo. Considerando que
a localidade-tipo de I. spilurus € o Rio Cupari, afluente do médio Rio Tapajos, a
linhagem genética mais proxima e, portanto, a provavel representante da espécie é I.
spilurus-Tapajos.

As andlises de bPTP e ABGD delimitaram Iguanodectes spilurus como
possiveis espécies distintas: 0 método ABGD delimita 4 possiveis espécies e 0 método
bPTP delimita 6 possiveis espécies. Os resultados da analise morfologica de PCA
(Figura 5) também demonstraram variacdo intraespecifica substancial em ambas as
linhagens separando as espécies de I. spilurus em quatro possiveis espécies distintas,
somado aos resultados da distancia genética das sequéncias mtDNA COI que indicaram
valores altos com uma variagdo intraespecifica entre as linhagens (Tabela 3). Essas
diferencas podem estar relacionadas a presenca de espécies cripticas. Muitos estudos
sugerem que as faunas tropicais contém uma grande proporc¢édo de espécies
morfologicamente indistinguiveis (i.e., espécies cripticas sensu Mayr, 1942) (Bickford
et al., 2007; Fouquet et al., 2007, Murray et al., 2011; Melo et al., 2016). Entre as

espécies analisadas, lguanodectes sp.-Tocantins destaca-se dos demais por apresentar
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uma alta distancia genética interespecifica (Tabela 3) em relacdo a I. spilurus-Tapajos e
aos demais I. spilurus. As anélises de PCA (figura 5) também corroboram com as
diferencas morfoldgicas encontradas entre os demais Iguanodectes analisados. Além
disso, alguns caracteres diferem dos demais 1. spilurus tais como maior nimero de
escamas na linha lateral (69-70 vs. 60-64), maior nUmero de escamas entre a linha
lateral e origem da dorsal (10 vs. 8), e auséncia de dentes na fileira externa do pré-
maxilar vs. presenca nos demais lguanodectes analisados e descritos na literatura (Géry,
1970; 1993), possuindo de 1 a 2 dentes na fileira externa do pré-maxilar. Esses indicios
indicam que a linhagem genética distinta Iguanodectes sp.-Tocantins possa pertencer a
uma espécie ndo desctrita de Iguanodectes.

Tanto as analises do ABGD como bPTP delimitam Iguanodectes adujai como
uma espécie distinta dos demais. Iguanodectes adujai foi descrita por Geéry (1970)
distinguindo-se de I. spilurus por possuir um corpo mais alongado. No entanto, Géry
(1970) destacou formas intermediarias que apresentam uma forma do corpo mais curta
que poderiam realocar I. adujai como uma subespécie devido a uma afinidade com I.
spilurus, colocando em duvida a validade de I. adujai como espécie. Em nossas
analises, encontramos I. adujai com uma alta distancia genética interespecifica em
relacdo a I. spilurus-Tapajos e aos demais I. spilurus (Tabela 3), estando também
separada morfometricamente de I. spilurus-Tapajos dos outros I. spilurus nas analises
de PCA (Figura 5), ficando mais proxima de I. aff. spilurus-Nanay. O exame
morfologico de espécimes de I. aff. spilurus-Nanay indica que apresentam uma forma
do corpo néo tao alongada como os demais I. spilurus. Sendo assim, apesar do
questionamento da validade da espécie feito por Géry (1970), nossas analises suportam
a validade de I. adujai com base em dados genéticos e morfoldgicos.

Uma questdo relevante sobre 1. aff. spilurus-Nanay é em relacdo a sua
localizacdo geogréafica proxima da localidade-tipo de Iguanodectes tenuis. A espécie foi
descrita por Cope (1872) do rio Ambyiacu, Peru, e posteriormente considerada por
Bdhlke (1984) que, apos revisar as espécies do género, concluiu que 1. tenuis Cope,
1872 seria entdo um sindnimo junior de I. spilurus (Gunther, 1864). Posteriormente,
Moreira (2003) manteve I. tenuis como sindnimo junior de I. spilurus. Nossos
resultados indicam que I. aff. spilurus-Nanay representa uma linhagem diferente de I.
spilurus-Tapajos, com uma distancia genética relativamente alta em comparagéo a I.
spilurus-Tapajos (Tabela 3) e uma diferenca morfoldgica consideravel (Figura 5).

Assim, nossos dados indicam a possibilidade de aplicacdo do nome disponivel 1. tenuis
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a essa linhagem genética de I. aff. spilurus-Nanay. Dados adicionais com mais
representantes da Amazénia ocidental poderéo clarificar e dar maior suporte a essa
questdo.

As analises de bPTP e ABGD delimitaram Iguanodectes gracilis como uma
espécie distinta dos demais Iguanodectes. Similarmente, Géry (1970) demostra que I.
gracilis se distingue claramente dos demais Iguanodectes por caracteres meristicos
(nadadeiras dorsal e peitorais com menor nimero de raios e marca caudal, estritamente
mediana, sem extensdo nos lobos) hipotetizando que I. adujai seja proxima de I.
gracilis, assim como ja comentado sobre I. spilurus. As analises revelam uma alta
distancia genética interespecifica entre essas duas espécies, e em relacdo a analise de
PCA, I. adujai e I. gracilis estdo bem préximos morfologicamente (Figura 2), com uma
pequena sobreposicdo no morfo-espaco, que também seria explicado pela forma do I.
adujai como citado acima.

Os resultados apoiam a monofilia do grupo composto por Iguanodectes e
Piabucus embora a adicdo de mais especies de Bryconops seja determinante. A
monofilia dos dois géneros foi proposta por Vari (1977) baseada em caracteres
associados a bexiga natatoria, que seria derivada da forma encontrada em Piabucus
apoiando assim a monofilia de Iguanodectinae. Nossas analises demonstram que o
género Piabucus encontra-se mais proximamente relacionado do grupo composto pelos
demais Iguanodectes exceto I. geisleri, tornando o género Iguanodectes parafilético.
Adicionalmente a isso, as analises de delimitacdo de espécies reconheceram cinco
possiveis linhagens distintas para Piabucus sendo duas Piabucus melanostoma-
Paraguai, uma para Piabucus aff. caudomaculatus-Solimdes, uma Piabucus dentatus-
Mana River e uma Paibucus dentatus-Waini River.

O método ABGD separou em duas linhagens Piabucus melanostoma-Paraguai.
Apds o exame morfologico dos vouchers e comparagdes com a literatura (Britski et al.,
1999), ndo foi identificado variacbes morfologicas ou diagndsticas para propor a
descricao formal dessas linhagens genéticas (ou espécies em potencial). Em analises
cariotipicas, Silva et al. (2011) demostaram que P. melanostoma habita corpos Iénticos
de regibes associadas as macrofitas em busca de alimentos e abrigo, fazendo com que
essas populacdes se tornem isoladas e acumulem alterac@es no cariotipo.
Aparentemente essas alteracdes ndo seguem os padroes do mtDNA ou da morfologia.

A andlise do ABGD recupera Piabucus aff. caudomaculatus junto a P. dentatus-

Mana River French Guiana, os resultados aqui apresentados revelaram uma baixa
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variagdo genética entre as duas espéecies como exemplificado na tabela de distancias
interespecificas (Tabela 3).

O espécime de Piabucus foi identificado como Piabucus aff caudomaculatus
devido a alguns dados meristicos tais como 73 escamas na linha lateral, nove raios na
nadeira dorsal, 42 raios na nadadeira anal, auséncia da denticdo do pré-maxilar externo.
Algo relevante indetificado no espécime de P. aff. caudomaculatus é a presenca da
nadadeira adiposa, diferindo do espécime de P. caudomaculatus descrito por Vari
(1977), onde tanto o hol6tipo como os paratipos apresentavam nadeira adiposa.
Analisando os espécimes segundo a descricdo de Vari (1977), P. caudomaculatus
diverge de P. dentatus por possuir apenas uma fileria de dentes na pré maxila enquanto
que P. dentatus possui duas fileiras de dentes na pré-maxila (fileira interna com seis e
externa com um dente menor) (Eigenmann & Myers, 1929; Guimaraes et al., 2016).
Alem da baixa divergéncia genética entre Piabucus aff. caudocamulatus e Piabucus
dentatus, apenas um caracter aproxima essas duas espécies: presenca de nadadeira
adiposa.

Conforme descrito por Vari (1977), P. caudomaculatus parece estar mais
intimamente relacionado a P. melanostoma compartilhando a perda da fileira externa de
denticdo no pre-maxilar e presenca de pigmentacdo na mandibula inferior, ambos os
caracteres que até entdo eram desconhecidos em outros membros da familia. Guimarées
et al. (2016), apds examinar exemplares de P. dentatus do nordeste do Brasil, mostra
que alguns espécimes possuiam pigmentacdo na mandibula inferior e outros néo,
concluindo que esse padrdo ndo seria Util para discriminar espécies. Ja os dois métodos
ABGD e bPTP separaram P. dentatus em duas linhagens para as Guianas, uma de P.
dentatus-Mana River e outra P. dentatus Waini River. Essas duas possiveis espécies sao
separadas por uma distancia genética consideravel de 6,9%. Segundo informacdes de
alguns trabalhos sobre a diversidade e riqueza de espécies (De Merona et al., 2012; Le
Bail et al., 2012; Mol et al., 2012), as duas linhagens de P. dentatus estdo em bacias
separadas compondo a ictiofauna guianesa, e isso pode configurar em diferencas
ecoldgicas pelo menos entre essas duas linhagens. Analises morfoldgicas aprofundadas
desses espécimes permitirdo uma melhor defini¢do dessas duas linhagens.

Por fim destaca-se a criacdo desse banco genético de DNA barcoding para a
Iguanodectidae, com a adigdo de 13 sequéncias de vérias linhagens sul-americanas.
Assim, contribuimos com dados genéticos e morfoldgicos que nos permite compreender

a diversidade molecular das espécies de Iguanodectes e Piabucus, identificar possiveis
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espécies cripticas, e questionar as hipéteses de validacdo do subgénero Iguanobrycon, |.
adujai e 1. tenuis. A associacdo de abordagens integrativas de métodos moleculares e
morfolégiocs cooperam com a delimitacdo das espécies de Iguanodectidae, assim como

diversos estudos realizados em outras familias de Characiformes.

Consideracoes finais

Paralelamente as analises de delimitacdo molecular de espécies com a metodologia de
DNA barcoding e analises morfoldgicas de PCA, conseguiu-se com esses dados inciais
compreender os limites de espécies em Iguanodectes e Piabucus e testar a hipotese de
que |. geisleri pertenca ao subgénero Iguanobrycon como proposta por Géry (1970), e
que possivelmente possa ser elevado ao nivel de género ap6s analises aprofundadas com
mais dados. Esses dados tambem indicam uma alta variacdo genética de espécimes
amplamente distribuidos de I. spilurus na bacia amazonica.

Sendo assim, nossos estudos demosntram a grande necessidade de revisdes
taxonémicas envolvendo mais dados genéticos e morfologicos para determinar a
presenca de potenciais espécies ndo descritas. Os resultados também indicaram que a
incluséo das demais espécies de Iguanodectes permitira definir melhor os limites,
principalmente em relacdo a I. spilurus. Estudos posteriores com Bryconops também
podem auxiliar no entendimento da diversidade de espécies nesse género, contribuindo
assim, com o avanco na sistematica de lguanodectidae, e embasando futuros estudos
genético-populacionais, taxondmicos e filogenéticos na familia. Por fim, estudos de
delimitacdo de espécies combinados com analises de caracteristicas morfolégicas em
associacdo com a taxonomia se revelaram uma eficaz ferramenta para compreender os

limites de espécies e a biodiversidade subestimada na regido amaz6nica.
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