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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.
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