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Filogendbmica de Serrasalmidae e estudos morfoldgicos e moleculares em Catoprion e

Pygocentrus (Teleostei: Characiformes)

Resumo

A familia Serrasalmidae é endémica da regido Neotropical, amplamente distribuida na
Ameérica do Sul, e possui 97 espécies validas distribuidas em 16 géneros recentes e um fossil.
Embora a monofilia de Serrasalmidae seja bem estabelecida, assim como dos trés clados que a
compde, vérias relagbes entre os subgrupos sdo ainda conflitantes, h4 confusdo sobre as
posicBes dos géneros dentro destes clados e restam duvidas sobre a monofilia, composicéo e
validade dos géneros e espécies. Ainda, a imprecisdo da descricdo de muitas das espécies e
seus atuais status taxondémicos dificultam o entendimento e o estudo para diversas areas.
Sendo assim, o presente trabalho visou elucidar as relacdes filogenéticas da familia através de
analises filogenémicas utilizando elementos ultraconservados (UCES) e delimitar espécies de
Catoprion e Pygocentrus através de analises integrativas, morfologicas e moleculares. Os
resultados corroboram a monofilia da familia, bem como dos trés clados principais: (1)
Colossoma, Mylossoma e Piaractus, (2) o “clado Myleus” formado por Acnodon, Myleus,
Mylesinus, Myloplus, Ossubtus, Tometes e Utiaritichthys ¢ (3) o “clado piranha”, composto
por Catoprion, Metynnis, Pristobrycon, Pygocentrus, Pygopristis e Serrasalmus. As relacfes
dentro do clado “Colossoma+Mylossoma+Piaractus” sio bem suportadas, com Piaractus
irmdo do clado Colossoma e Mylossoma, sendo este clado grupo irmédo de todos os outros
serrasalmideos. O “clado Myleus” apresenta géneros ndo-monofiléticos, como Myleus,
Mylesinus, Myloplus, Tometes e Utiaritichthys. E 0 “clado piranha” ¢ recuperado como um
grupo monofilético com Metynnis irmdo das demais piranhas, os géneros Catoprion,
Pygopristis e Pygocentrus sdo monofiléticos enquanto Serrasalmus e Pristobrycon séo
parafiléticos. Analises moleculares de delimitacdo de espécies reconheceram trés espécies
previamente identificadas morfologicamente em Pygocentrus; além de corroborar a existéncia
de a0 menos quatro populagOes estruturadas em P. nattereri ao longo de sua distribuigédo
continental. E por fim, Catoprion mento foi redescrita e teve sua distribuigdo restrita as bacias
dos rios Orinoco, alto Paraguai e tributarios da margem direita do Amazonas; enquanto uma
nova espécie foi descrita para as demais sub-bacias Amazonicas e o rio Essequibo. As
espécies de Catoprion podem ser diagnosticadas por contagens de escamas e apresentam
7.3% = 0.02 de divergéncia genética (K2P).



Phylogenomics of Serrasalmidae and morphological and molecular studies in Catoprion
and Pygocentrus (Teleostei: Characiformes)

Abstract

Serrasalmidae is an endemic Neotropical fish family, broadly distributed in South
America, with 97 valid species allocated in 16 extant genera and one fossil. Even though the
monophyly of the family is well stablished, as the formation of three major clades composing
it, several aspects of relationships between subgroups are discordant among authors and are
observed conflicts in the interrelationships and monophyly of some genera, and in the validity
of some species. Furthermore, the imprecision of the species description and its current
taxonomic status make it difficult the understanding and study for several areas. Thus, the
present study aimed to elucidate the phylogenetic relationships within the family through a
phylogenomic analysis using ultraconserved elements (UCEs) and to delimit species of
Catoprion and Pygocentrus through morphological and molecular integrative analysis. The
results corroborate the monophyly of family as well as the three main clades: (1) Colossoma,
Mylossoma and Piaractus, (2) the “Myleus clade” composed by Acnodon, Myleus, Mylesinus,
Myloplus, Ossubtus, Tometes and Utiaritichthys, and (3) the “piranha clade", composed by
Catoprion, Metynnis, Pristobrycon, Pygocentrus, Pygopristis and Serrasalmus. The
relationships within the “Colossoma+Mylossoma+Piaractus” clade are well supported, with
Colossoma and Mylossoma as sister group of Piaractus, and this clade sister to all other
Serrasalmids. The “Myleus clade” contains several non-monophyletic genera as Myleus,
Mylesinus, Myloplus, Tometes and Utiaritichthys. And the “piranha clade” is recovered as a
monophyletic group with Metynnis as sister to the other genera, with Catoprion, Pygopristis
and Pygocentrus monophyletic and Serrasalmus and Pristobrycon as paraphyletic. Molecular
analyzes of species delimitation recognized three species previously identified
morphologically in Pygocentrus; besides corroborating the existence of at least four
populations structured in P. nattereri throughout its continental distribution. And finally,
Catoprion mento was redescribed and had its distribution restricted to the Orinoco, Upper
Paraguay, and right bank tributary of the Amazon basin; while a new species was described
for the other Amazon sub-basins and the Essequibo River. Catoprion species can be
diagnosed by counting of scales and present 7.3% = 0.02 genetic divergence (K2P).
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Introducéo Geral

Peixes constituem o grupo mais diverso e numeroso entre os vertebrados, com cerca
de 35.000 espécies validas e muitas ainda a serem descritas, com 417 novas espécies descritas
somente em 2018 (Fricke et al. 2019). Mais de 40% desse grupo habita ambientes de agua
doce (Lowe-McConnell 1987), sendo que, nesse ambiente, a maior diversidade de espécies se
encontra na regido Neotropical (Vari & Malabarba 1998; Lundberg et al. 2000; Lévéque et al.
2008), com estimativas superiores a 8.000 espécies (Schaefer 1998; Reis et al. 2003, 2016).
Nesse cenario, a maioria dos peixes de agua doce Neotropicais estdo distribuidos
principalmente em cinco grupos dominantes: Characiformes (lambaris, piabas, piranhas,
matrinchas, curimbas, piaus, trairas, pacus, dourados, etc), Siluriformes (bagres e cascudos),
Cichliformes (acarés, tucunarés, jacundas), Cyprinodontiformes (guarus e peixes anuais) e
Gymnotiformes (tuviras, ituis, poraqués) (Rosa & Lima 2008).

Destes, Characiformes é a ordem de maior riqueza de espécies e inclui cerca de 2.200
espécies validas distribuidas em 24 familias (Fricke et al. 2019), compreende espécies
herbivoras, ili6fagas, lepidéfagas, onivoras e carnivoras, variando desde alguns milimetros
(e.g., Priocharax) até mais de um metro de comprimento (e.g., Colossoma). Os
Characiformes podem ser diferenciados externamente dos demais grupos de peixes de agua-
doce Neotropicais por possuirem 0 corpo coberto de escamas, apresentarem nadadeiras
pélvicas em posicdo ventral, situadas, geralmente, bem atras da insercdo das nadadeiras
peitorais, raios das nadadeiras moles (ndo transformados em espinhos pungentes) e,
geralmente, a presenca de uma nadadeira adiposa (Britski et al. 2007). Wiley & Johnson
(2010) destacam sete sinapomorfias para 0 grupo, incluindo presenca de foramen auditorio
prodtico (sensu Weitzman 1962), presenca de abertura dorsomedial na fossa pds-temporal,
dentes de reposicdo para série externa do dentario ou alguns dentes do pré-maxilar formados

em trincheiras ou criptas e dentes multicuspidados nas mandibulas.

A familia Serrasalmidae

Serrasalmidae, composta pelos popularmente conhecidos como pacus, piranhas e
tambaqui, € uma das familias de Characiformes, endémica da regido Neotropical, amplamente
distribuida nos principais sistemas de rios da América do Sul, com ocorréncia em todos 0s

biotopos de agua doce, exceto riachos muito estreitos e area bentonica de rios profundos (Jégu



2003), com registros de introducdo intencional ou acidental em outros continentes (Hensel
2004; Caleta et al. 2011). Os serrasalmideos podem ser identificados por um conjunto de
caracteres, como corpo alto e comprimido, presenca de uma serra ventral com espinhos
oriundos da modificacdo de escamas e um espinho pré-dorsal, exceto em Colossoma,
Mylossoma e Piaractus. Serrasalmidae agrega 97 espécies validas distribuidas em 16 géneros
(Fricke et al. 2019), mais um género monotipico fossil do Mioceno Superior, a TMegapiranha
paranensis (Cione et al. 2009) (Tabela 1).

Tabela 1. Géneros validos e nimeros de espécies validas em Serrasalmidae (sensu Fricke et
al. 2019).

Género Espécies validas
Acnodon Eigenmann, 1903 3
Catoprion Miller & Troschel, 1844 1
Colossoma Eigenmann & Kennedy, 1903 1
tMegapiranha Cione, Dahdul, Lundberg & Machado-Allison, 2009 1
Metynnis Cope, 1878 15
Mylesinus Valenciennes, 1850 3
Myleus Miller & Troschel, 1844 7
Myloplus Gill, 1896 12
Mylossoma Eigenmann & Kennedy, 1903 5
Ossubtus Jégu, 1992 1
Piaractus Eigenmann, 1903 2
Pristobrycon Eigenmann, 1915 5
Pygocentrus Muller & Troschel, 1844 3
Pygopristis Miller & Troschel, 1844 1
Serrasalmus Lacepéde, 1803 27
Tometes Valenciennes, 1850 8
Utiaritichthys Miranda Ribeiro, 1937 3

Os Serrasalmidae apresentam grande importancia econémica na América do Sul, tanto
para a pesca de subsisténcia de populacgdes ribeirinhas, principalmente na Amazonia, quanto
para a pesca comercial (Ruffino 2004; Freeman et al. 2007; Ota et al. 2013) e aquicultura

(Castagnolli 2000). Ademais, também apresentam valor na ornamentacdo, sendo apreciados



no aquarismo (e.g. mundopiranha.com), além de serem vendidas taxidermizadas como
souvenirs (Freeman et al. 2007).

Embora o notdrio interesse popular despertado pela familia devido a histérias e lendas
propagadas em livros, filmes e musicas, ataques registrados a banhistas sdo ocasionais sendo
raros aqueles causando danos mais sérios (Mol 2006). Assim, os reais danos causados por
piranhas sdo maiores de fato a pesca, uma vez que atacam 0S peixes presos as redes,
eliminando ou reduzindo seu valor comercial além dos danos causados ao proprio material de
pesca (Agostinho et al. 1997). Ainda assim, apesar da importancia e curiosidade voltados a
familia, o entendimento da sistematica do grupo permanece incipiente, restando muitas
duvidas sobre as atribuicdes de espécies e relacbes entre elas.

O status do grupo como Serrasalminae, subfamilia de Characidae, ou Serrasalmidae,
uma familia separada, foi motivo de controvérsia entre pesquisadores ao longo dos anos;
ainda que a monofilia seja consensual e bem estabelecida entre todos os autores (Machado-
Allison 1983; Jégu 2004; Orti et al. 1996, 2008; Thompson et al. 2014). Mais recentemente,
estudos sugerem que o0s serrasalmideos sejam mais proximamente relacionados a
Anostomoidea do que a outras subfamilias de Characidae, de forma que atualmente o
reconhecimento de Serrasalmidae como familia é consensual e suportada por ambas hipoteses
morfolégicas e moleculares (Calcagnotto et al. 2005; Mirande 2010; Oliveira et al. 2011;
Arcila et al. 2017).

A primeira espécie de serrasalmideo a ter uma descri¢cdo formal foi Salmo rhombeus
Linnaeus, 1766 (valida como Serrasalmus rhombeus), sendo a maioria das demais espécies
descritas no século XIX e XX (Machado-Allison 2002; Jégu 2004). Pela falta de
entendimento acerca da complexidade da ictiofauna Neotropical na época, as descricGes
frequentemente eram baseadas em poucos exemplares, sem atribuicdo precisa de localidade,
sem exemplares tipo ou apenas com o tipo, entre outros problemas que contribuem
enormemente para a confusdo taxonémica da familia (Machado-Allison 2002).

A primeira tentativa de classificacdo deste grupo foi realizada por Eigenmann (1915),
gue a dividiu em duas subfamilias dentro de Characidae: a subfamilia Serrasalminae,
composta por seis géneros apresentando uma unica série de dentes em ambas as maxilas; e
Myleinae, composta por nove géneros apresentando duas séries de dentes no pre-maxilar e
frequentemente um par de dentes posterior a série labial da mandibula. Subsequentemente,
Norman (1929) uniu os dois grupos em uma unica subfamilia (Serrasalmoninae), baseado em
caracteres morfologicos como abddémen quilhado e serrilhado, corpo alto e comprimido

lateralmente, nadadeira dorsal longa e escamas pequenas. Gosline (1951) também considera



uma uma Unica subfamilia, Serrasalminae, dentro de Characidae, reconhecendo Mylossoma e
Colossoma (com Piaractus) formando um grupo separado dos demais pacus. Posteriormente,
Géry (1972), com base nas séries de dentes, escamas, comprimento das nadadeira dorsal,
espinho pré-dorsal e espinhos ventrais, elevou o grupo a nivel de familia e a subdividiu em
trés subfamilias: Catoprioninae, Myleinae e Serrasalminae, diferindo na classificacdo de
Eigenmann apenas por separar Catoprion em uma nova sub-familia baseada na denti¢do
singular do género. Géry (1972) também agrupou todas as piranhas em um Unico género,
Serrasalmus, com cinco subgéneros.

Os agrupamentos dentro de Serrasalmidae foram propostos principalmente baseados
na denticdo (Eigenmann 1915). Partindo dessa observacdo, Gosline (1951) hipotetizou que 0s
dentes de Myleinae (i.e. duas séries de dentes molariformes, sendo a externa com cinco e a
interna com dois dentes) seriam derivados dos dentes de Tetragonopterinae; enquanto oS
dentes de Serrasalminae seriam derivados da condi¢cdo de Myleinae, com a juncdo das duas
fileiras e perda de um dente, formando assim a Unica fileira de seis dentes do pré-maxilar das
piranhas, ao passo que a condicdo de Catoprion seria “aberrante”. Apesar de considerar a
prépria hipétese como ldgica, o autor ndo argumenta contra ou a favor da mesma devido a
inexisténcia de um carater intermediario, posteriormente encontrado na descricdo de
tMegapiranha paranensis (Cione et al. 2009). O fossil do Mioceno superior apresenta um
arranjo truncado na disposi¢cdo dos dentes do pré-maxilar (“zig-zag”), sendo considerado um
padrdo intermediario entre a condicdo de duas fileiras de dentes (pacus) e uma fileira de
dentes encontrada (piranhas), sugerindo que o rearranjo dos dentes de um ancestral com duas
fileiras de dentes poderia ter originado a linhagem com uma fileira. Porém, diferente da
hipotese de perda de um dente durante a juncdo de Gosline (1951), Cione et al. (2009)
argumentam a favor de uma fusdo entre o quarto e quinto dentes da série externa dos
Myleinae para a formagéo do sexto dente observado nas piranhas modernas.

Machado-Allison (1982) realizou o primeiro estudo cladistico de Serrasalmidae
baseado em caracteres osteoldgicos, miologicos e de padrédo de coloragdo. O autor considerou
novamente o grupo como subfamilia de Characidae e obteve uma filogenia que dividia o
grupo em duas linhagens, a das piranhas, consistindo em Catoprion, Metynnis, Pristobrycon,
Pygocentrus, Pygopristis e Serrasalmus e a dos pacus com Acnodon, Colossoma, Mylesinus,
Myleus, Mylossoma, Piaractus e Utiaritichthys.

No primeiro estudo baseado em caracteres moleculares, Orti et al. (1996) utilizaram
sequéncias de genes ribossomais mitocondriais 12S e 16S para obter uma arvore com trés

clados, o primeiro contendo Colossoma, Mylossoma e Piaractus, o segundo sendo o das



piranhas, com indicagdo de que Serrasalmus e Pristobrycon sdo polifiléticos, e um terceiro
clado, chamado clado "Myleus" para incluir Mylesinus, Myleus e Myloplus. Nessa hipotese,
Acnodon é recuperado como irmdo dos clados Myleus e das piranhas, e o clado
Colossoma+Mylossoma+Piaractus é o clado menos derivados irmdo dos demais. Os trés
clados propostos por Orti et al. (1996) foram recuperados em vérios trabalhos posteriores,
tanto morfoldgicos quanto moleculares, porém com diferengas significativas nas relacGes
internas e com diferentes suportes estatisticos para a monofilia dos géneros (Jégu 2004;
Dahdul 2007; Freeman et al. 2007; Orti et al. 2008; Thompson et al. 2014). Entre esses
trabalhos, as maiores dividas sdo em relacdo a monofilia de alguns géneros, como Myleus,
Pristobrycon e Serrasalmus; enquanto os maiores problemas metodoldgicos se referem a
baixa representacdo taxonémica e baixo suporte para alguns grupos, de forma que muitas das
designacdes genéricas dos clados carecem de maior suporte ou sdo claramente contraditorias
com os dados obtidos.

A filogenia mais recente da familia (Thompson et al. 2014), realizada com abordagem
multilocus (10 genes nucleares e a regido controle do DNA mitocondrial), também recupera a
relacdo do clado Colossoma/Mylossoma/Piaractus irmdo do grande grupo com clado
Myleus+clado piranha. No entanto, a baixa representatividade de espécies utilizadas (38 de
um total de 97) impede uma maior compreensao das relacfes entre espécies de determinados
géneros. Além de uma reduzida matriz de dados moleculares comparada com as filogenias
obtidas com dados filogendmicos, este trabalho ainda deixa vérias lacunas sobre as relacdes
entre géneros e entre espécies, principalmente nos géneros Pristobrycon, Serrasalmus,
Mylesinus, Myleus e Tometes. Além disso, diferentes andlises recuperam diferentes
topologias, inviabilizando uma maior compreensdo da posicdo de diversos géneros,
principalmente no clado Myleus.

Thompson et al. (2014) ainda sugerem que o clado das piranhas é muito mais recente
(Mioceno, 15-20 Ma) que o restante da familia, tendo comegado a se diversificar durante o
Cretaceo (65-75 Ma). Embora haja inconsisténcia quanto ao tempo estimado para a
diversificacdo da familia, todos os trabalhos com relégio molecular recuperam o tempo de
origem da diversificagdo do clado piranhas como relativamente recente: 9 Ma (Hubert et al.
2007), 13,5 Ma (Cione et al. 2009) e 10 Ma (Melo et al. in prep.). Para Thompson et al.
(2014), essa diversificacdo recente pode ser a causa da grande confusdo entre os taxons, uma
vez que 0s mesmos podem apresentar uma maior proximidade filogenética. Um exemplo

dessa diversificacdo pode ser observado na Unica espécie fossil de Serrasalmidae, do Mioceno



superior, TMegapiranha paranensis, que apresenta caracteres intermediérios entre pacus e
piranhas (Cione et al. 2009).

Baseado em diversos estudos prévios sobre Serrasalmidae, Freeman et al. (2007)
atribuiram a inconsisténcia nos estudos taxondmicos de Serrasalmidae a (1) quantidade
limitada de material comparativo, (2) auséncia de caracteres externos confiaveis para a
distincdo das espécies, (3) ampla variagdo intraespecifica na morfologia e padréo de colorido,
geralmente relacionados a mudancas ontogenéticas, estagio reprodutivo e influéncias
ambientais, (4) sobreposicdo nos padrGes de colorido e caracteres morfolégicos entre
diferentes espécies, (5) distribuicdo geogréfica pouco conhecida, (6) espécies pobremente
descritas, com material tipo em més condices, perdido ou inexistente, (7) provavel existéncia
de complexos de espécies, (8) incerteza sobre a alocacdo de algumas espécies em Serrasalmus
e Pristobrycon e (10) existéncia de muitos sinénimos nunca avaliados detalhadamente. Como
citado acima, ha vérias inconsisténcias taxondmicas na familia, mais evidente em alguns
géneros como Myleus e Serrasalmus, em que a identificacdo das espécies é bastante incerta e
confusa, dificultando qualquer trabalho filogenético, fisioldégico ou ecoldgico que se almeje

realizar.

Filogenémica usando elementos ultraconservados (UCES)

Os elementos ultraconservados (ultraconserved elements, UCEs), como seu nome diz,
sdo regides do genoma extremamente conservadas, e assim compartilhadas entre grupos
pertencentes a linhagens muito distintas filogeneticamente. Os UCEs foram primeiramente
descritos por Bejerano et al. (2004), que encontraram cerca de 480 segmentos maiores de 200
pb que eram absolutamente (100%) conservados em regides ortélogas de humanos e
camundongos e altamente conservados nos genomas de galinhas e cachorros (95 e 99%,
respectivamente). Os UCEs foram mais frequentemente localizados em regides proximas a
éxons envolvidos no processamento de RNA, introns, ou ainda proximos de genes envolvidos
na regulacdo da transcricdo e desenvolvimento (Bejerano et al. 2004). Ainda no mesmo
estudo, Bejerano et al. (2004) relatam que além desses elementos, mais de 5000 sequéncias de
cerca de 100 pb sdo também absolutamente conservadas entre humanos, ratos e
camundongos, portanto, muito mais conservadas que as codificantes de proteinas. Estudos

posteriores mostraram que esses UCEs também se encontram em outros vertebrados, insetos,



vermes e fungos (Siepel et al. 2005; Faircloth et al. 2012).

Embora seu papel no genoma ainda ndo seja totalmente esclarecido (Dermitzakis et al.
2005), os UCEs tém sido associados a regulacdo génica (Pennacchio et al. 2006) ou no
desenvolvimento (Sandelin et al. 2004; Woolfe et al. 2004) e tem-se assumido que sdo
importantes pela natureza extremamente conservada ao longo da arvore da vida. Entretanto,
os silenciamentos génicos de locus UCEs em ratos resultaram em uma prole viavel e fertil
(Ahituv et al. 2007), sugerindo que seu papel no desenvolvimento dos organismos ainda
necessita ser melhor estudado.

Faircloth et al. (2012) introduziram os UCEs como uma nova classe de marcadores
moleculares em estudos filogenéticos através do enriquecimento de bibliotecas gendmicas
contendo centenas ou milhares de loci nucleares, utilizando sequenciamento de nova geracéo.
Como as sequéncias UCEs sdo altamente conservadas, elas sdo utilizadas para o anelamento
de sondas (primers ou probes), a partir das quais as sequéncias flanqueadoras dos UCEs sé&o
lidas. Desde entdo, os UCEs tém sido utilizados em muitos niveis de comparacdo entre
organismos, de populacdes até grandes grupos como ordens. Assim, por exemplo,
McCormack et al. (2013) analisaram mais de 1500 locus de UCEs de 32 espécies de Neoaves
e encontraram novas relagdes entre alguns membros, como a relagdo proxima entre
passarinhos e papagaios. McCormack et al. (2012) estudaram 183-917 loci em mamiferos
placentarios e encontraram uma boa resolugdo nas &rvores obtidas, com resultados
importantes para uma melhor compreensdo da histdria evolutiva do grupo. Crawford et al.
(2012) analisaram a posic¢do das tartarugas com o uso de 1145 locus de UCEs e os resultados
suportaram a hipotese de que as tartarugas evoluiram de um ancestral comum compartilhado
por Archosauria (crocodilianos e aves), rejeitando assim a hipoOtese de relacdo entre as
tartarugas e os Lepidosauria (lagartos, serpentes e tuataras).

O primeiro estudo utilizando UCEs para o entendimento de peixes, realizado por
Faircloth et al. (2013), contou com o sequenciamento de 500 locus de cerca de 30 espécies de
Actinopterygii, obtendo filogenias com nds totalmente resolvidos em todos niveis (recentes e
antigos). Os resultados suportaram as relagfes entre Amia e Lepisosteus (Holostei) e
revelaram que os Elopomorpha e depois os Osteoglossomorpha sdo as primeiras linhagens a
divergir dentro de Teleostei. Burress et al. (2018) utilizaram 5000 loci de UCEs para avaliar a
diversificacdo de ciclideos Neotropicais na bacia do rio Uruguai, encontrando um suporte
robusto para a monofilia do grupo e aliando os resultados filogenémicos a analises de
diversificacdo ecoldgica. Alfaro et al. (2018) utilizaram mais de 1000 loci no estudo de

Acanthomorpha elucidando a relagdo de mais de 120 linhagens dentro do grupo, além de



apresentar novas hipoteses acerca do seu tempo de diversificacdo. Dessa maneira, é evidente
que o uso de marcadores UCEs no estudo de grupos grandes e complexos, como 0s peixes de

agua doce neotropicais, tem se mostrado muito promissor.

DNA Barcoding

Técnicas moleculares tém se provado eficientes em estudos de biodiversidade,
principalmente naqueles em que as ferramentas tradicionais séo insuficientes ou incapazes de
identificar espécies (Pereira et al. 2011). Assim, as sequéncias de DNA podem ser usadas
como ferramenta auxiliar a taxonomia e delimitacdo de espécies, tanto corroborando
evidéncias sobre hipoteses existentes ou como ponto de partida para novos testes (DeSalle et
al. 2005).

Uma metodologia que tem se mostrado bastante eficiente na delimitacdo de grupos
taxonémicos € o DNA barcoding utilizando sequéncias parciais do gene codificante
mitocondrial citocromo oxidase ¢ subunidade | (COIl), proposto por Hebert et al. (2003) como
um método de identificacdo de espécies animais. Esta ferramenta fornece evidéncias sobre as
Unidades Taxondmicas Operacionais (Operational Taxonomy Units - OTUs) através do
reconhecimento de linhagens genéticas evidenciando novos grupos taxondmicos potenciais
(Baldwin & Weigt 2012), suportando os estudos taxonémicos tradicionais e descricdo de
novas espécies, incluindo peixes de agua-doce neotropicais (e.g., Benine et al. 2009; Melo et
al. 2011; Silva et al. 2013; Costa-Silva et al. 2015).

A grande variacao intraespecifica nas espécies de Serrasalmidae, principalmente no
que diz respeito a alometria e padrdes de coloragdo durante seu desenvolvimento ou estagio
reprodutivo, resulta em uma grande dificuldade no reconhecimento dos limites entre as
espécies. Assim, nos ultimos anos, trabalhos envolvendo abordagens integrativas tém
contribuido de forma significativa para a compreensdo da diversidade de espécies na familia.
Mateussi et al. (2016) utilizaram o DNA barcoding na identificacdo de espécies cis-andinas
de Mylossoma, sugerindo a subdivisdo de M. duriventre (Cuvier, 1818) em quatro espécies e
embasando a subsequente revisdo taxondmica do género (Mateussi et al. 2018) e o
reconhecimento de mais duas espécies. Andrade et al. (2017) utilizaram uma abordagem
integrativa de dados morfologicos e moleculares para a descricdo de uma nova espécie de
Tometes contribuindo para a delimitagdo das espécies que compdem o género. Finalmente,

Machado et al. (2018) analisaram mais de mil exemplares representando 69 espécies de



Serrasalmidae de grandes bacias sulamericanas e reconheceram uma diversidade altamente
subestimada para a familia, identificando diversas linhagens ndo reconhecidas anteriormente.
Assim, estes trabalhos confirmam a eficiéncia do método para o entendimento da familia ao
reafirmar que a utilizacdo de abordagens baseadas no gene COI auxilia na identificacdo das
espécies e permite uma maior discussdo sobre os limites das espécies.

Nesse contexto, dois géneros pertencentes ao clado das piranhas, Catoprion e
Pygocentrus, carecem de estudos integrativos que suportem o reconhecimento e delimitacéo
de suas espécies. Catoprion tem sido considerada monotipica desde sua descri¢do (Fricke et
al. 2019) e, embora tenha sido hipotetizada anteriormente como um complexo de espécies
(Taphorn 1992, 2003), carece de estudos conduzidos com exemplares representantes de toda
sua area de ocorréncia. Pygocentrus consiste em um género de piranha de grande interesse no
aquarismo e interesse relativo na pesca regional, de importancia principalmente nas
comunidades ribeirinhas (Santos et al. 2006), com trés espécies validas atualmente (Fricke et
al. 2019). Estudos para o género, apesar de representativos, focam apenas em populacgdes de
determinadas bacias e principalmente em uma Unica espécie, P. nattereri Kner, 1858 (Luz et
al. 2015; Santos et al. 2016), de forma que a lacuna no conhecimento acerca do género é
bastante evidente. Sendo assim, o DNA barcoding sera utilizado no estudo de ambos os

géneros a fim de se elucidar as unidades taxonémicas que 0os compdem.

Justificativa

Vérias analises filogenéticas morfoldgicas e moleculares foram realizadas para estabelecer
relacOes intergenéricas e interespecificas em Serrasalmidae (Machado-Allison 1982; Orti et
al. 1996, 2008; Jégu 2004; Freeman et al. 2007; Thompson et al. 2014). Apesar da maioria
destes estudos indicarem a monofilia dos clados que compdem a familia, ha controvérsias
sobre a monofilia dos géneros bem como sobre as relagdes entre eles. Além disso, observa-se,
nos estudos ja desenvolvidos, uma baixa representatividade de taxons além de um reduzido
namero de caracteres moleculares.

Sendo assim, embora muito se tenha avancado no entendimento de Serrasalmidae no
ultimo seculo, a incongruéncia entre os resultados apresentados evidencia a necessidade de
estudos adicionais, utilizando maior representatividade de taxons e de marcadores
moleculares. Além disso, parte da inconsisténcia nos estudos taxondmicos de Serrasalmidae

se deve a auséncia de caracteres morfoldgicos para a distingdo das espécies, ampla variagdo



e/lou sobreposicdo nos padrbes de colorido e caracteres morfologicos e existéncia de
sinbnimos e complexos de espécies nunca avaliados detalhadamente (Freeman et al. 2007).
Ainda, é recorrente a perpetuacdo do reconhecimento de géneros popularmente conhecidos e
com poucos representantes, mas com ampla distribuicdo geografica, como sendo monotipicas
sem uma avaliacdo sobre sua variacdo ou assumindo-se que esta variacdo € muito maior do
que de fato €. Portanto, a abordagem de géneros, individualmente, almejando a resolucdo de
problemas taxonémicos pontuais dentro de Serrasalmidae, é importante para melhor delimitar

as espécies e auxiliar em estudos filogenéticos e taxondmicos posteriores.



Objetivos

Obijetivo geral:

O principal objetivo deste trabalho foi inferir hipoteses de relacionamento entre os taxons

constituintes de Serrasalmidae usando caracteres moleculares.

Objetivos especificos:

1) Testar a monofilia e relacdes entre os géneros de Serrasalmidae com ampla
representatividade de taxons e caracteres genémicos;

2) Delimitar espécies de Pygocentrus e detectar a existéncia de populagdes estruturadas e
linhagens genéticas adicionais;

3) Realizar o estudo integrativo de dados morfoldgicos e moleculares e realizar uma

revisdo taxonodmica de Catoprion.
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