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RESUMO

A evolugdo de grupos hiperdiversos ¢ marcada por altas taxas de especiagdo e
diferenciagdo, geralmente impulsionadas por fatores externos, como mudancas
ambientais. No entanto, a diversificacdo também depende de fatores internos, como a
capacidade adaptativa e a integragdo morfologica. Alta integragdo significa que as
estruturas evoluem de forma coordenada ao longo de um eixo principal, enquanto
estruturas menos integradas evoluem como moédulos independentes. A recém-proposta
familia  Acestrorhamphidae  (Teleostei:  Characiformes) e suas subfamilias
Acestrorhamphinae, Grundulinae e Rhoadsiinae formam um dos maiores clados de peixes
neotropicais. Apesar de sua alta diversidade, a variagdo morfoldgica ¢ surpreendentemente
limitada. Este estudo utilizou Morfometria Geométrica e andlises de modularidade e
integralidade para investigar os fatores que influenciam a diversificacdo desse grupo. Foi
observado um forte efeito integrativo na forma de corpo deste grupo, que aparenta
configurar-se em um modulo cranial, pds-cranial e caudal. A PCA revelou um nimero
limitado de morfotipos, corroborando a ideia de um clado hiperdiverso, mas com
morfologia conservada. Esses resultados reforcam estudos anteriores que mostram como a
integracdo morfologica pode acelerar a especiacdo, concentrando a adaptagdo ao longo de
um eixo evolutivo, enquanto mantém a estabilidade morfoldgica do grupo.

Palavras Chave: Characiformes; Integracdo; Modularidade; Morfometria Geométrica.

ABSTRACT

The evolution of hyperdiverse groups is marked by high rates of speciation and
differentiation, often driven by external factors, such as environmental changes. However,
diversification also depends on internal factors, such as adaptive capacity and
morphological integration. High integration means that structures evolve in a coordinated
manner along a main axis, while less integrated structures evolve as independent modules.
The newly proposed family Acestrorhamphidae (Teleostei: Characiformes) and its
subfamilies Acestrorhamphinae, Grundulinae, and Rhoadsiinae form one of the largest
clades of Neotropical fishes. Despite its high diversity, morphological variation is
surprisingly limited. This study used Geometric Morphometrics, and analyses of
modularity and integration to investigate the factors influencing the diversification of this
group. A strong integrative effect on the body shape of the group was observed, which
seems to be organized into a cranial, pre-caudal, and caudal modules. PCA revealed a
limited number of morphotypes, supporting the idea of a hyperdiverse clade with
conserved morphology. These results reinforce previous studies showing how
morphological integration can accelerate speciation, focusing adaptation along a single
evolutionary axis, while maintaining the group's morphological stability.

Keywords: Characiformes; Integration; Modularity; Geometric Morphometrics.
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1-INTRODUCAO

A regido Neotropical corresponde as zonas tropicais do continente americano que se
estendem desde o norte da patagonia argentina até as regides tropicais do sul do México,
englobando a maior parte da América do Sul, América Central e as ilhas do Caribe (Morrone,
2017). Reconhecida como a area mais biodiversa do planeta, abriga cerca de um terco de toda
a biodiversidade global, distribuida pelos mais diversos ecossistemas (Raven et al., 2020).
Entre eles, destacam-se a Floresta Amazonica, o maior remanescente de floresta tropical do
mundo, e oito das 34 regides consideradas hotspots globais de biodiversidade. Os Andes
Tropicais sdo frequentemente apontados como a regido com a maior riqueza de espécies de
anfibios, aves e plantas (Myers et al., 2000), enquanto a América Central e as ilhas do Caribe
possuem a maior diversidade conhecida de répteis escamados. A Amazonia, com sua enorme
extensdo, ¢ frequentemente apontada como a principal fonte da biodiversidade neotropical,
funcionando como centro de origem e dispersdo das linhagens (Antonelli et al., 2018). Essa
exuberdncia ja despertava o interesse de naturalistas do século XIX, como Alexander von
Humboldt, que estabeleceu os fundamentos da biogeografia documentando os gradientes
floristicos nos Andes (Humboldt e Bonpland, 1805), Henry Walter Bates, pioneiro na
proposta do mimetismo apos mais de uma década estudando as borboletas da amazonia
(Bates, 1863) e Alfred Wallace, cuja proposta de que os grandes rios amazonicos atuam como
barreiras naturais a dispersdo animal, foi crucial para a formulagdo da teoria evolutiva

(Wallace, 1852).

A regido abriga também a mais rica e diversa ictiofauna dulcicola do planeta, com
mais de 6.000 espécies descritas e uma média de aproximadamente 100 novas espécies
formalmente descritas todos os anos (Reis et al., 2016; Albert et al. 2020). Poucas regides do
mundo se comparam em termos de diversidade ictiologica, tanto em riqueza quanto em
complexidade ecologica e endemismo. Essa impressionante variedade ¢ dominada por trés
principais linhagens da superordem Ostariophysi, a segunda mais diversa entre os peixes
Osseos, que juntas representam cerca de 80% dessa riqueza especifica: os Siluriformes
(bagres), Gymnotiformes (sarap6s) e Characiformes (tetras, piranhas, entre outros) (Melo et

al., 2022).
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As origens e a trajetdria dessa exuberante biodiversidade ainda sdo alvo de amplo
debate, sobretudo devido as dificuldades para uma reconstru¢do do passado da regido (Hoorn
et al., 2010; Meseguer et al. 2021). Nos Neotrdpicos as condigdes ambientais pouco
favoraveis a fossilizagdao, como a alta umidade e a acidez dos solos, a limitada exposi¢ao de
afloramentos e a dificuldade de acesso a muitas dreas da Amazonia e de outras bacias
tropicais levam a um registro fossil esparso e fragmentado ( Wing, 2009; Albert e Reis, 2011).
Além disso, evidéncias recentes apontam que a biodiversidade neotropical ndo se originou a
partir de poucos eventos isolados, mas emergiu como resultado de um conjunto extenso e
continuo de processos ecoldgicos e geologicos, iniciados por reorganizacdes paleogeograficas
e eventos tectonicos durante o Nedgeno, ¢ modulados ao longo do tempo por variagdes
climaticas ao longo do Pleistoceno (Antonelli e Sanmartin, 2011; Rull, 2011; Antonelli,
2021). Como resultado, possuimos apenas vislumbres pontuais sobre a cronologia e os
padrdes de diversificagdo da regido, tornando dificil um bom entendimento dos principais

fatores.

Embora ndo mutuamente excludentes, dois modelos macroevolutivos distintos sdo
amplamente propostos para explicar a expansao da diversidade nos tropicos: o modelo de
"museu" e o modelo de "ber¢o" (do inglés, cradle). Vale destacar que, além desses, cenarios
alternativos vém sendo propostos com base em descobertas recentes e incorporando
fendmenos antes ignorados (McKenna e Farrel 2006; Meseguer et al. 2021), mas ainda assim
os modelos de museu e ber¢o permanecem como marcos tedricos centrais sobre o tema. O
modelo de museu propde que a diversidade atual resulta do acimulo gradual e constante de
linhagens ao longo de dezenas de milhdes de anos, com taxas de especiacdo e extingdo
relativamente baixas e estdveis. Nesse contexto, a regido Neotropical teria funcionado como
um repositorio de linhagens ancestrais preservadas ao longo do tempo, explicando a
coexisténcia de grupos profundamente divergentes na historia evolutiva (Wallace, 1895;
Simpson, 1980). Por outro lado, o modelo de berco sugere que os tropicos atuam como
centros ativos de diversificacdo, onde taxas elevadas de especiacdo geram surtos evolutivos
mais recentes e rapidos, frequentemente impulsionados por eventos ambientais como o
soerguimento dos Andes ou as reorganizacdes hidrograficas da Bacia Amazonica (Gdschen,

1908; Bews, 1927).

Compreender se a grande radiacdo de um grupo ocorreu cedo ou tarde em sua histéria

evolutiva ¢ fundamental para uma boa compreensdo dos mecanismos que atuaram e ainda
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atuam na sua expansdo. Durante muito tempo, estudos baseados nos registros fosseis
disponiveis sustentaram a ideia de que a diversificagdo dos peixes neotropicais seguia o
modelo de museu, atribuindo a origem das principais familias a mais de 60 milhdes de anos
atras (Lundberg, 1997; Hoorn et al., 2010). Contudo, abordagens mais recentes utilizando
filogenias moleculares calibradas no tempo indicam uma realidade mais proxima do modelo
de bergo. Trabalhos como os de Melo et al. (2016), Ochoa et al. (2017), Roxo et al. (2019) e
Fontenelle et al. (2021) sugerem que, embora as raizes taxondmicas dessa ictiofauna
remontem ao Paledgeno e ao final do Cretaceo (Lundberg et al. 1998), os principais eventos
de diversificacdo responsaveis pela riqueza atual teriam ocorrido em janelas geoldgicas muito

mais recentes, refletindo a dinamica do modelo de bergo.

Os mecanismos que levam a grande variabilidade observada em grupos hiper-diversos,
sdao complexos e ainda nao bem compreendidos. Diversos fatores extrinsecos, como alteragdes
ambientais abruptas ou eventos de extingdo em massa, podem criar ou transformar
oportunidades ecologicas, criando condi¢des propicias para a diversificacdo das linhagens
remanescentes (Stroud e Losos, 2016), pressdes competitivas podem incentivar alteragdes de
nicho ou ainda a auséncia de fatores de extingdo pode favorecer a persisténcia de linhagens

por longos periodos, permitindo o acimulo gradual de diversidade.

Fatores intrinsecos aos organismos também desempenham um papel crucial na
promocao ou limitacdo dessa diversificacdo. A maior plasticidade fenotipica de alguns
grupos, por exemplo, possibilita que ajustem mais facilmente sua morfologia ou fisiologia
frente a novas pressdes ambientais (Pfennig, 2010; Draghi e Whitlock, 2012). Da mesma
forma, o surgimento de adaptagdes-chave, como modificagdes em estruturas sensoriais,
locomotoras ou reprodutivas, pode expandir o numero de oportunidades ecoldgicas
disponiveis, facilitando a especiacao (Wellborn e Langerhans, 2015). Ainda outro importante
aspecto intrinseco destacado em estudos recentes € a covariagdo entre tragos anatdmicos, que
pode se refletir em restricoes ou flexibilidades impostas por fatores genéticos, de
desenvolvimento ou funcionais. Essa covariacdo, por sua vez, esta diretamente relacionada a
dois conceitos fundamentais no estudo da evolucdo morfolégica: a modularidade e a

integragao.

Integracao morfolédgica refere-se a covariagdo entre diferentes partes de um organismo

que estdo funcional, genética ou ontogeneticamente interligadas, de forma que mudangas em
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uma estrutura produzem alteracdes coordenadas nas demais (Klingenberg, 2008). Essa forte
covariagdo ¢ comum em regides anatdmicas envolvidas em fungdes complexas e
interdependentes, por exemplo, o aparato locomotor ou estruturas sensoriais, em que O
desempenho funcional depende da atuacdo conjunta de todas as partes (Sansalone, 2022).
Quando essas estruturas estdo altamente integradas, o organismo tende a apresentar uma
coeréncia morfolodgica que pode ser vantajosa para determinadas fungdes, mas que, por outro
lado, restringe a liberdade evolutiva do sistema. Isso ocorre porque a variagdo de um traco
especifico ou estrutura inevitavelmente gera consequéncias para a funcionalidade da parte ou
do sistema como um todo. Altos niveis de integragdo sdo frequentemente interpretados como
uma for¢a conservadora na evolugdo morfologica, limitando os caminhos adaptativos
possiveis e desacelerando as taxas de diversificagdo (Olson e Miller, 1958; Klingenberg

2014).

Modularidade, por sua vez, ¢ a organiza¢do da estrutura corporal em unidades
semi-independentes, chamados modulos, que apresentam uma maior covariagdo interna e
relativa independéncia em relagdo as outras regides do corpo (Simon, 1962; Zelditch e
Goswami, 2021). Esse arranjo modular permite que diferentes partes do organismo
respondam de formas distintas e simultaneas as diferentes pressdes seletivas atuando sobre
cada bloco, facilitando e acelerando mudangas adaptativas sem comprometer a integridade
funcional do todo (Larouche, Zelditch e Cloutier, 2018). Por exemplo, em um peixe, a cabeca
pode formar um modulo distinto do tronco ou da regido caudal, permitindo que adaptacdes
relacionadas a alimenta¢do ocorram de forma independente daquelas associadas a natagdo.
Por esta razdo, a modularidade ¢ tipicamente vista como um fator promotor da evolvabilidade,
a capacidade de um organismo gerar variagdo com valor adaptativo ( Bolker, 2000;

Mitteroecker, 2009).

Dessa forma, espera-se que grupos com alto grau de modularidade apresentem uma
distribuicdo no morfoespaco dispersa em multiplas direcdes, refletindo a atuagdo
relativamente independente dos diferentes modulos anatomicos. Essa dispersdo indicaria a
presenca de varios eixos adaptativos simultaneos, a partir dos quais diferentes regides do
corpo podem responder de maneira autdbnoma a pressdes seletivas distintas (Yang 2001;
Larouche et al. 2018). Por outro lado, em grupos com forte integracdo morfologica, a

tendéncia ¢ de que as variagdes se concentrem ao longo de um uUnico eixo principal de
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covaria¢do, com menor liberdade para explorar formas alternativas (Schluter 1996; Goswami

et al. 2014).

Todavia, diversos estudos também demonstraram a capacidade de um alto sinal
integrativo de agir como um fator acelerador para a variabilidade morfoldgica e a
diversificacdo (Klingenberg, 2008; Hu et al. 2016; Felice et al., 2018; Hedrick et al 2019),
facilitando a adaptagdo de tragos ao longo desse eixo unico no morfoespago, onde a forte
covariagdo de caracteres ao longo dele acelera modificagdes e permite que formas ou
variagdes mais extremas sejam alcancadas mais rapidamente. Algo descrito de maneira
impecavel em Felice et al. (2018) como uma mosca em um tubo, a qual quando removida da
capacidade de se movimentar em qualquer dire¢do, se move mais rapidamente ao longo do

eixo do tubo.

Associado a isso, trabalhos recentes tém revelado que muitos clados apresentam
padrdes de variabilidade morfologica que combinam elementos de modularidade e integracao.
Esses resultados sugerem que tais grupos podem estar explorando simultaneamente a
flexibilidade conferida pela modularidade e a coeréncia estrutural imposta pela integracao.
Essa interacao ¢ bem ilustrada por Burns et al. (2023), que utilizam a metafora de um poste
com diversas placas apontando em dire¢des distintas (Fig. 1). Nesse modelo, o poste central
representa o eixo principal de integracdo, a estrutura coordenada e compartilhada entre
modulos, enquanto as placas sinalizam os diferentes eixos secundarios de variagdo associados
a modularidade. Essa configuragdo permite que mudancgas estruturais ocorram de forma
coordenada ao longo de um eixo predominante, a0 mesmo tempo em que ha liberdade para

variagoes localizadas e independentes entre os modulos.
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Figura 01 - Representagdo esquematica dos eixos de variagdo, contendo o eixo central e os diferentes eixos
esperados da modularidade.
Fonte: Adaptado de Burns et al. (2023).

Essa a¢do conjunta entre integracdo e modularidade foi observada na ordem
Characiformes, uma das ordens mais hiperdiversas de peixes 0sseos de dgua doce, e cujos
padrdes morfoldgicos parecem sugerir que essa combinacdo pode ter desempenhado um papel
bastante importante na diversificagdio do grupo (Burns e Sidlauskas, 2023).
Predominantemente distribuidos na regido Neotropical, € em menor grau no continente
africano, os Characiformes englobam atualmente mais de 2.000 espécies descritas,
apresentando uma impressionante variedade de formas corporais, adaptacdes ecologicas e
trajetorias evolutivas (Malabarba e Malabarba, 2010). H4 muito ja se reconhece a
impressionante diversidade das linhagens do clado (Eigenmann, 1903; Regan, 1911) cuja
diversidade morfologica ¢ tamanha que algumas de suas espécies ndo tem paralelos entre
outros Actinopterygii, enquanto outras convergem com membros de clados completamente
distintos (Burns e Sidlauskas, 2019). Essa variabilidade inclui desde grandes piscivoros de
agua doce, como o peixe-tigre africano (Hydrocynus), até pequenos tetras ornamentais

amplamente comercializados no aquarismo.

Dentre a ordem, uma familia que merece destaque ¢ Characidae, recentemente
reestruturada por Melo et al. (2024) que, com base em um compreensivo trabalho de filogenia

molecular, reorganizou a antiga familia, até entdo uma das maiores de peixes neotropicais
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com mais de 1.200 espécies descritas, em quatro familias: Spintherobolidae, Characidae sensu
stricto, Stervadiidae e Acestrorhamphidae. Juntas, essas familias abrangem um amplo
espectro morfologico e ecologico e representam a espinha dorsal da diversidade de
Characiformes na América do Sul. A distribuicdo geografica do grupo ¢ igualmente ampla,
cobrindo toda a extensdo da regido neotropical, desde os rios subtropicais do norte da
Patagonia argentina até bacias de agua doce do sul dos Estados Unidos, com o principal
centro de sua diversidade localizado nas drenagens sul-americanas, especialmente na bacia

Amazodnica e no escudo brasileiro.

A familia Acestrorhamphidae, parcialmente representada na figura 02, permanece
hiperdiversa, com 808 espécies (Fricke, Eschmeyer e Van Der Laan, 2025), representando
mais da metade do niimero anteriormente incluido em Characidae. Incluidos no grupo
estdo alguns taxons bastante distintos, desde peixes predadores de maior tamanho como as
espécies do género Oligosarcus, com significativas adaptacdes para a predagdo (Abelha et
al., 2012), até espécies diminutas do género Nematobrycon, comumente encontradas em
lojas de aquarismo. Ainda assim, ao contrario da enorme variedade morfoldgica observada
dentro da ordem Characiformes como um todo, os membros dessas novas subfamilias sdo
muito menos diversos, sendo em sua maioria peixes de pequeno porte, algumas das
menores espécies atingindo menos de 3cm e as maiores raramente passando de 30 cm. Sdo
clados de morfologia altamente conservada, cuja variacdo limitada estad geralmente
associada a convergéncias adaptativas induzidas por eventos de miniaturizagdo e fatores
ecoldgicos como habitos alimentares e natacdo (Mirande, 2010; Mirande et al., 2018).
Com a melhor compreensdo das relagdes filogenéticas do grupo, abre-se uma
oportunidade valiosa para investigarmos mais a fundo como e quais mecanismos
subjacentes estdo atuando para promover e orientar a diversificagdo do grupo.

Nesse contexto, realizamos uma andlise abrangente de morfometria geométrica
com representantes de trés subfamilias da recém-definida familia Acestrorhamphidae:
Grundulinae, Rhoadsiinae e Acestrorhamphinae, com o objetivo de caracterizar a
distribuicao dessas linhagens no morfoespago e identificar a atuacdo de padrdes de
integragdo e modularidade. Embora a influéncia desses fatores ja tenha sido demonstrada
em estudos mais amplos envolvendo a ordem Characiformes como um todo (Burns et al,
2023), os Acestrorhamphidae oferecem um cenario particularmente interessante: trata-se

de uma linhagem que, apesar de ocupar uma diversidade notavel de nichos ecoldgicos ao
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longo da regido Neotropical, exibe uma variagdo morfoldgica comparativamente restrita.
Essa aparente contradi¢do sugere que a evolucao do grupo pode estar sendo guiada por um
eixo de integracdo dominante que impde maior coeréncia estrutural as adaptagdes,
enquanto modulos mais flexiveis permitem respostas localizadas a diferentes pressoes
seletivas, uma combinag¢do que potencialmente sustenta a versatilidade ecologica do grupo

ao mesmo tempo que mantém sua morfologia estavel.
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Figura 02 - Trecho da filogenia apresentada em Melo et al. (2024) contendo as subfamilias analisadas.
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2- OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo aproveitar a recente reestruturacdo da familia
Characidae e o melhor entendimento das relagdes filogenéticas dos clados resultantes para
investigar 0os mecanismos intrinsecos que contribuiram para a conservacdo morfoldgica em
uma linhagem hiper-diversa de peixes. A partir de analises de morfometria geométrica,
pretende-se mapear a diversidade de formas corporais, identificar os principais eixos de
variacdo morfoldgica e suas possiveis implicagdes funcionais, além de avaliar o papel da

modularidade e da integracdo morfologica na evolugao do grupo.
Objetivos Especificos

1. Mapear e descrever a diversidade de formas corporais nos taxons analisados;

2. Identificar os principais eixos de variagdo morfologica;

3. Investigar a presenca e a for¢a de padrdes de integragdo morfoldgica entre diferentes
regides do corpo;

4. Testar diferentes hipdteses de modularidade;

5. Produzir visualizagdes graficas que representem adequadamente os padrdes de

variagdo, integracdo e modularidade encontrados.



3- METODOLOGIA

3.1- Amostragem e documentacio fotografica.

A etapa de amostragem e registro do material seguiu Burns e Sidlauskas (2019).
Foram utilizados entre 3 e 30 individuos de cada taxon de interesse disponivel,
totalizando 344 espécimes, compreendendo 22 espécies de 9 géneros. O material utilizado,
listado no quadro 01, esta depositado nas colegdes do Laboratorio de Biologia e Genética
de Peixes (LBP) da Universidade Estadual de Sdao Paulo (UNESP), cAmpus de Botucatu e
do Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP) e inclui um lote
proveniente da colecdo Laboratério de Ictiologia Sistematica do Departamento de
Ecologia e Biologia Evolutiva of the Universidade Federal de Sao Carlos (LISDEBE). O
material foi selecionado de acordo com o estado de preservagdo, o tamanho dos
espécimes, a disponibilidade e identificacdo. Material que apresentava deformidades de
fixacdo, danos ou outras distor¢coes extremas da forma corporal que impedissem o
posicionamento correto dos marcos anatémicos ou cuja identificagao fosse duvidosa nao
foram utilizados mesmo quando disponiveis. Novamente seguindo Burns e Sidlauskas
(2019) individuos juvenis ou de tamanho muito inferior ao esperado para adultos da
espécie também ndo foram incluidos a fim de minimizar os efeitos alométricos do
tamanho sobre a forma corporal (Fink e Zelditch 1995; Sidlauskas et al. 2011; Price et al.,
2019,). Ainda assim, embora outros estudos nao tenham encontrado relagdo significativa
entre tamanho e forma do corpo em conjuntos de dados semelhantes (Burns e Sidlauskas,
2023), os dados foram posteriormente testados e corrigidos para remover qualquer

influéncia alométrica presente.

O material foi entdo posicionado em uma superficie estavel para a obtencdo de uma
foto da vista lateral esquerda de cada individuo, feitas através de uma camera digital
(Nikon D7000) e mantendo-se os mesmos padroes fotograficos ao longo do processo, com
iluminacdo natural ou artificial quando necessaria e sobre fundo milimetrado para uma
facil obtencdo de escala constante bem como a dete¢ao e corre¢do, se necessario, de

distor¢des causadas pelo efeito parallax (Mullin e Taylor, 2002; Klingenberg, C.P. , 2015).



Quadro 01- Lista das espécies analisadas neste estudo, com seus respectivos lotes de
origem e numero de exemplares utilizados.

Espécie Colegao e numero de lote N° de exemplares
Astyanacinus moorii MZUSP78752 26
Astyanax bimaculatus LBP3761 12
Astyanax lacustris MZUSP041013 15
Ctenobrycon kennedyi LBP13459 21
Ctenobrycon oliverai LBP3061 10
Hemigrammus parana MZUSP118677 29
Hyphessobrycon bifasciatus MZUSP55159 27
Hyphessobrycon igneus MZUSP057595 20
MzZUSP37256 / MZUSP10114 /
Oligosarcus argenteus MZUSP109331 14
MZUSP121293 / MZUSP58720 /
Oligosarcus hepsetus MZUSP79371 10
MZUSP42370 / MZUSP42371 /
Oligosarcus jenynsii MZUSP63733 / MZUSP37262 |9
MZUSP19506 / MZUSP106497 /
Oligosarcus paranensis MZUSP87582 13
Oligosarcus pintoi MZUSP90627 11
Psalidodon anisitsi MZUSP100477 23
Psalidodon fasciatus LBP29771 10
Psalidodon goyacensis MZUSP048273 / MZUSP50154 |31
Psalidodon minor LISDEBE2606 22
Psalidodon parahybae MZUSP108094 / MZUSP110152 |9
Psalidodon scabripinnis MZUSP110272 21
Psalidodon xavante MZUSP113861 12
Pseudochalceus longianalis LBP24231 3
Rhoadsia altipinna LBP9342 6

3.2- Analises morfométricas.

As analises morfométricas foram realizadas através do uso de marcos (landmarks)

e semimarcos (semi-landmarks) anatomicos para a obten¢dao dos dados de forma (Dryden
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e Mardia, 2016). Os marcos foram determinados de acordo com as metodologias de
Sidlauskas et al. (2011) e Park et al. (2013) adaptadas para imagens nao radiograficas e 16
semimarcos foram incluidos buscando representar da melhor forma possivel a geometria
corporal destes animais. Para a digitalizacio dos marcos foram utilizados os diferentes
programas da familia Tps (Rohlf, 2015), sobretudo os softwares TpsDig2 v2.17 e TpsUtil
v1.83.

Foto 1 - Espécime de Psalidodon fasciatus, LBP29771, comprimento 8,51cm. Os landmarks utilizados estdo na
seguinte ordem: Extremidade anterior da cabeca; Final da crista supraoccipital; Insercdes anterior e posterior da
nadadeira dorsal; Inser¢ao da nadadeira adiposa; Pontos com menor distancia transversal do pedinculo caudal;
Inser¢des posterior e anterior da nadadeira anal; Insercao da nadadeira peitoral; Ponto de encontro entre o
opéculo e a regido ventral; Pontos médios da circunferéncia ocular. Também estdo visiveis em azul as curvas
analisadas (com seus semi-landmarks omitidos).

Com a digitalizacdo concluida os dados foram analisados através do pacote geomorph
v4.0.6 (Baken et al., 2021) para a linguagem de programac¢do R (R core team, 2024). Esse
pacote foi desenvolvido especificamente para analises de morfometria geométrica, oferecendo
ferramentas para o alinhamento, visualizacdo e andlise estatistica da variacdo morfoldgica
com base em landmarks e semilandmarks. A primeira etapa foi o uso da funcao "plotOutliers"
para a identificacdo e remog¢ao de dados errdneos (outliers) e em seguida o uso da fungao
“gpagen” para remover informagdes irrelevantes no estudo da forma, como tamanho e
orientacdo, através de uma Analise Generalizada de Procrustes (GPA) pelos eixos principais,

que utiliza o conceito de Superimposicdo de Procrustes para rotacionar, alinhar e escalonar os
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landmarks, como ilustrado na figura 3, obtendo uma configuragdo consenso para os marcos e
entregando o conjunto de coordenadas procrustes a serem utilizadas nas analises subsequentes

(Goodall, 1991).

Figura 3 -Etapas de uma sobreposigdo de procrustes
Fonte: Adaptado de Klingenberg, C. P. (2015).

Em seguida, para averiguar os efeitos alométricos sobre os dados, empregamos a
fung¢do “procD.Im” para conduzir uma regressdo multivariada entre os grupos através das
coordenadas procrustes obtidas, representando a geometria dos espécimes, e o tamanho, na
forma do tamanho do centroide log-transformado. Desta forma, podemos observar melhor
como se ddo os efeitos do tamanho sobre a forma nos diferentes grupos e tomar as medidas
necessarias para garantir que os dados analisados refletem apenas diferencas morfologicas
reais entre eles. Essa fun¢do, quando comparada a fungdes semelhantes em softwares
especializados, também nos permite melhor contornar os desafios inerentes a dados de alto
nimero de varidveis (High-Dimensional Data) através da inclusdo do “Randomization of
Residuals in a Permutation Procedure” (RRPP). Como dados de morfometria geométrica
incluem muitas varidveis (p) na forma de marcos anatdomicos que compdem a forma de um
unico organismo (n) ndo ¢ incomum que o numero de varidveis exceda o numero de
observagoes, impossibilitando a aplicacdo de analises paramétricas como a MANOVA
(Adams, Rohlf e Slice, 2013; Collyer e Adams, 2018b). Através da aleatorizagdo dos residuos

da regressao, o processo RRPP produz distribui¢des amostrais que podem ser utilizadas para
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qualquer cenario de dados, mesmo com distribui¢des de amostras e observacdes que violem
as suposi¢des paramétricas. Os resultados da regressdo foram representados graficamente e os
efeitos alométricos observados foram corrigidos utilizando-se os residuos da regressao para as

analises subsequentes, como recomendado por Klingenberg (2016).

3.3 Analises de Componentes Principais (PCA).

Ainda empregando o pacote geomorph, os dados corrigidos foram submetidos a uma
Analise de Componentes Principais (PCA) através da fungao “gm.prcomp()”. A analise PCA,
de carater exploratorio, nos da uma grande gama de resultados, em um primeiro nivel ela nos
permite avaliar, através de graficos wireframe e scatterplots, os padrdes de variacdo e
agrupamento de dados complexos, reduzindo a dimensionalidade destes na forma dos
componentes principais (PC), ao mesmo tempo também nos indica quais destes componentes
melhor compdem a variagcdo desses animais através dos valores percentuais de (Eigenvalues)

de cada componente.

3.4 Analise de Modularidade.

Os landmarks utilizados estdo relacionados a importantes caracteres funcionais nesses
animais, mas tem sobretudo o objetivo de encontrar evidéncias que possam suportar uma das
trés teorias de modularidade propostas por Burns e Sidlauskas (2023): (1) Uma hipdtese nula
de apenas um modulo e covaridncia equivalente entre todas as partes do corpo, (2) uma
hipotese de dois modulos, divididos entre cranial e pds-cranial e (3) a hipdtese de trés
modulos divididos em cranial, pré-caudal e caudal. Na regido cranial os landmarks
selecionados estdo associados as mecanicas e habitos alimentares enquanto os marcos das

regides posteriores se relacionam principalmente a hidrodindmica e natacdo destes animais.

A andlise de modularidade foi conduzida através da funcdo “modularity.test” que
quantifica o grau de modularidade entre dois ou mais modulos hipotetizados e compara o
resultado obtido ao esperado na hipotese nula de agrupamentos aleatorios de landmarks. O
grau de modularidade ¢ quantificado através do coeficiente CR (Covariance Ratio) e um sinal
modular significante ¢ encontrado quando o valor obtido ¢ menor do que o observado na
distribuicdo aleatoéria (tipicamente 1). Tal resultado implica em uma independéncia muito

maior entre os modulos do que o esperado na hipotese nula (Adams, 2016). Para a
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comparag¢do entre diferentes hipdteses de modularidade uma alternativa ainda mais adequada
¢ o uso do coeficiente de tamanho de efeito Z.,, (Adams e Collyer, 2019), que indica quantos
desvios padrao de distancia o resultado obtido estd da média da distribuicao aleatoria, com

valores mais negativos indicando evidéncias mais fortes de modularidade.

R

.
e

Figura 04- Configuragdo proposta para os modulos cranial, pré-caudal e caudal. Na hipotese de dois
modulos, os conjuntos pré-caudal e caudal constituem um tnico bloco.

3.5 Analise de Integraciao

De maneira similar, a andlise de integragcao morfologica foi conduzida por meio da
funcdo “integration.test”, que emprega a Regressao por Minimos Quadrados Parciais (Partial
Least Squares - PLS) para quantificar a covariagdo entre dois conjuntos de variaveis
anatomicas, os modulos. Essa abordagem estima a correlagdo entre as variagdes de forma nos
dois conjuntos e testa sua significancia por meio de permutagdes aleatorias. Um sinal positivo
de integracdo ¢ identificado quando a correlacio observada entre os modulos excede
significativamente a distribuicdo nula gerada por permutagdo (Bookstein et al., 2003). Em
outras palavras, a fungdo avalia se a magnitude da covariagdo entre os mdodulos ¢ maior do

que seria esperada ao acaso.

As variacdes morfologicas representadas pelos extremos do eixo de integragdo foram
visualizadas utilizando a fungdo “picknplot.shape”, que permite identificar e inspecionar
graficamente os padrdes de deformacdo ao longo do eixo PLS. Essa abordagem oferece uma
forma intuitiva de compreender a natureza das covariagdes entre os modulos, especialmente
util para interpretar se a integracdo reflete transformagdes coordenadas na altura corporal,

curvatura ou alongamento.
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4-RESULTADOS

4.1- Outliers, GPA e PCA.

Durante a etapa de remog¢do de outliers, multiplos espécimes apresentaram
coordenadas procrustes acima do quartil da média dos dados, como representado na figura 05,
indicando possiveis erros que exigiriam corre¢do ou remocdo. Contudo, apds maior
investigacao ficou claro que todos os outliers observados pertenciam a um mesmo taxon e
todos os individuos da espécie se encontravam significativamente distantes morfologicamente
dos outros taxons analisados. A espécie em questdo ¢ Ctenobrycon oliverai - LBP3061, cuja
morfologia corporal distinta, at¢é mesmo quando comparada a espécies congéneres, ja foi

observada em outras analises anteriores. O grafico das distancias procrustes em relagao a

Qo

média, bem como um exemplo da variagdo observada nesses animais em relacdo
configuracdo consenso, estdo representados abaixo na figura 06, ambos posteriores a corre¢ao
alométrica.

All Specimens

upper quartile

median

Figura 05 - Grafico resultante da analise de outliers com os dados em questdo ressaltados. Os dados se
distribuem ao redor da média, qualquer dado acima do quartil superior ¢ um possivel outlier.
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Figura 06 - Acima: Configuragido das coordenadas de Procrustes apds a GPA. Pontos em preto sdo os landmarks
do consensus da forma, demais pontos representam landmarks observados em cada espécime analisado. Abaixo:
Landmarks da forma do consenso e representacdes lollipop da variagdo apresentada por espécimes de
Ctenobrycon oliverai- LBP3061.

Quando comparado a configuragdo consenso e ao restante dos dados em geral, C.
oliverai apresenta um corpo significativamente mais alto € uma cabec¢a mais curta com uma
boca ligeiramente superior. Na representacdo dos dados pos GPA (Figura 06) ¢ possivel
observar toda a variagdo apresentada pelos conjuntos de marcos analisados, com alguns
animais no extremo oposto da espécie destacada apresentando corpos mais fusiformes, com

cabecas alongadas e pedunculos caudais mais largos.
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A regressdao multivariada dos dados de Procrustes sobre o logaritmo do tamanho do
centroide indicou um efeito alométrico estatisticamente significativo (Rsq = 0,091; F = 35,40;
p < 0,001), confirmando que aproximadamente 9,1% da variagdo total na forma ¢é explicada
por variagdes no tamanho dos espécimes. Este resultado representa um efeito consideravel em
analises morfométricas e reforca a presenca de alometria na morfologia corporal das espécies
analisadas. A magnitude do efeito, expressa pelo escore padronizado Z = 4,94, corrobora a

robustez estatistica dessa relacao.

Esse padrao ¢ também evidenciado pelas correlagdes de Pearson entre os trés
primeiros componentes principais € o tamanho (log-centroid size), os quais permitem avaliar
o quanto da variacdo de forma capturada por cada eixo estd associada ao tamanho corporal. O
componente principal 1 (PCI1), responsavel por 82,07% da variagdo total da forma antes da
corre¢do, apresentou uma correlagdo de Pearson moderada com o tamanho (r = 0,358).
Embora esse valor ndo represente uma correlagdo forte, ele reforca a ideia de que, antes da
correcdo, parte consideravel da variagdo representada em PC1 reflete variacdo de forma
relacionada ao tamanho. Em contrapartida, os componentes PC2 e PC3 apresentaram
correlagdes muito proximas de zero (r = -0,047 e r = 0,023, respectivamente), indicando
auséncia de associagdo significativa com o tamanho. Esses eixos, portanto, sdo
representativos de variagcdo independente de alometria e podem refletir aspectos morfologicos

relacionados a adaptacdes funcionais, filogenia ou historia ecolégica puramente.

O grafico de coeficientes angulares derivados da regressao sobre o PC1, representado
na figura 07, quando agrupado por tdxons individuais ou géneros, permite observar as
tendéncias alométricas entre as diferentes populacdes. Nota-se que, com algumas excecdes, ha
uma consisténcia nos padrdes alométricos entre espécies do mesmo género, 0 que sugere a
existéncia de restricdes evolutivas compartilhadas na relagdo entre forma e tamanho. Essa
tendéncia serd mais detalhadamente explorada nas analises de componentes principais (PCA)
realizadas apds a corre¢cdo alométrica, que permitirdo avaliar se as estruturas de agrupamento

morfoldgico permanecem evidentes mesmo na auséncia da variacao associada ao tamanho.



PC 1 for fitted values

PC 1 for fitted values

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

-0.05

-0.10

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

-0.05

-0.10

* Astyanacinus moorii

* Astyanax bimaculatus
* Astyanax lacustris

* Ctenobrycon kennedyi
* Ctenobrycon oliverai
* Hemigrammus parana

Species

* Hyphessobrycon bifasciatus * Oligosarcus paranensis

* Hyphessobrycon igneus
Rhoadsia altipinna

* Oligosarcus argenteus
Oligosarcus hepsetus
Oligosarcus jenynsii

* Oligosarcus pintoi

* Psalidodon anisitsi

* Psalidodon fasciatus
Psalidodon goyacensis
Psalidodon minor

Psalidodon parahybae

* Psalidodon scabripinnis
Psalidodon xavante

* Pseudochalceus longianalis

26

L]
o

*
-
-
.l
/.. . o
LA
-
ot
. s ‘e
.
.
.
.
.® ° . . hd °
..'.‘ ‘..o . " ™
”»* . - L]
. o Ld .‘_-,..‘ 34 “ N
* o o . .* )
. .
. . . *
L * .:' ‘ o
. cee® ov'g * e e ®
conmn wme ..‘, . .".o
- ‘.”rﬂ . 8 e
- (34 -t
. . ®
.
T T T T
15 20 25 3.0
Loa of Centroid Size
Allometric Slopes by Genus
.
- .
¢ @ Astyanacinus
¢ ® Astyanax
.
@ Ctenobrycon
@ Hemigrammus
. ® Hyphessobrycon
o
o' * e Oligosarcus
” o o )
o’ PR A ® Psalidodon
.
. . ® Pseudochalceus
.
. @ Rhoadsia
o. °
L] . . . .
«* . . -’
.".’ o’ . - * e
Lo ......— ’.,.M"" ..'_.... . s
- P - - . .
. . .
P .
L 4 '. *
. R . . * Ve ees® g0y *
- d“’ﬁ'
-
e
o
.
L
T T T T
15 20 25 3.0

Log of Centroid Size

Figura 07 -Representagao grafica dos slopes alométricos para os tdxons analisados. Acima, a relagdo entre
o log do tamanho do centroide e os escores do primeiro componente principal da forma ¢ exibida para todas as
espécies individualmente. Abaixo, os dados foram agrupados por género, revelando tendéncias alométricas
médias entre os principais grupos. As inclinagdes das retas refletem a diregdo e intensidade da mudancga de forma
associada ao tamanho.
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Tabela 01 - Comparagdes pairwise dos slopes alométricos de forma (regressao da forma
sobre o log do tamanho do centroide) entre os géneros analisados.

Pair Z p-value
Astyanacinus : Ctenobrycon 426 0.001
Astyanax : Ctenobrycon 4.58 0.001
Astyanax : Oligosarcus 2.57 0.003
Astyanax : Psalidodon 2.14 0.014
Ctenobrycon : Hemigrammus 2.06 0.017

Ctenobrycon : Hyphessobrycon 547 0.001

Ctenobrycon : Oligosarcus 6.41 0.001
Ctenobrycon : Psalidodon 598 0.001
Oligosarcus : Psalidodon 5,59 0.001

A tabela apresenta os pares de géneros que mostraram diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05),
com seus respectivos valores de Z. As diferengas indicam trajetorias alométricas distintas entre os grupos, sendo
o género Ctenobrycon o que mais se distancia dos demais, refletindo um efeito alométrico completamente
distinto dos demais.

Os residuos da regressao multivariada foram utilizados para a analise de componentes
principais (PCA), de modo a explorar padrdes de variagdo morfoldgica independentes do
tamanho. A PCA resultante (Figuras 08 e 09) revelou trés eixos principais de variagdo: PC1
(54,03%), PC2 (20,47%) e PC3 (7,21%), que juntos explicam 81,71% de toda a variagdo
observada nos dados. Os 57 componentes restantes apresentaram contribuicdes individuais
inferiores a 5% e, portanto, foram considerados menos relevantes do ponto de vista
interpretativo. Os extremos morfologicos representados nos trés primeiros componentes
podem ser visualizados na Figura 10.

O componente principal 1 (PC1) representa a maior fracdo da variagdo residual de
forma, embora tenha sofrido uma reducdo expressiva em sua representatividade apos a
correcdo alométrica — passando de aproximadamente 82,07% para 54,03%. Essa queda ¢
consistente com a remog¢ao de um padrdo comum de variagdo associado ao tamanho corporal,
o que refor¢a que boa parte da variacao capturada inicialmente por PC1 refletia a alometria.

Ainda assim, PC1 continua sendo o principal eixo de variacdo e diferencia morfologias
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corporais mais alongadas e fusiformes (valores positivos) de corpos mais altos, robustos e
com perfil circular (valores negativos). Esse padrdo sugere uma forte separagdo entre espécies
com habitos natatorios potencialmente distintos ou adaptadas a diferentes nichos
hidrodinamicos.

O segundo componente (PC2), que explica 20,47% da variagdo, parece estar associado
a variagdes sutis na posicao e angulo de insercdo das nadadeiras pélvicas e anal, além de
diferencas no comprimento da cavidade abdominal. Tais caracteristicas podem estar
relacionadas a adaptacdes de estabilidade e manobrabilidade em diferentes ambientes ou ao
modo de natacdo predominante na espécie. O eixo PC3, responséavel por 7,21% da variagdo,
concentra variacdes mais discretas, especialmente relacionadas a posi¢do ¢ inclinacdo da
nadadeira dorsal.

Esses resultados destacam a utilidade da PCA com dados corrigidos alometricamente
para identificar padrdes sutis de variagdo morfologica e potenciais agrupamentos. No entanto,
a aplicacdo dessa abordagem também revelou algumas limitagcdes praticas, especialmente
relacionadas ao tamanho amostral de determinados taxons. A geragdo das elipses de
confiancga, utilizadas para representar visualmente a dispersao morfologica dentro dos grupos,
requer um numero minimo de observagdes por grupo para que as estimativas estatisticas
sejam validas. Em casos como o de Pseudochalceus longianalis, cuja amostragem foi muito

reduzida, a elipse correspondente nao pdde ser gerada.

Além disso, embora a visualizagdao por espécie permita uma resolugdo mais refinada
da diversidade morfologica, o elevado niimero de grupos e a consequente sobreposi¢ao visual
dos dados tornam a visualiza¢do dos resultados bastante dificil. Essa dificuldade motivou a

producao de um grafico complementar com os tdxons agrupados por género.



29

PCA of Procrustes Shape Data
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Figura 08 - Analise de Componentes Principais (PCA) baseada nos residuos da regressdo alométrica, com
agrupamentos por espécie. Os graficos representam a variagdo morfologica nos planos PC1 vs PC2 (acima) e
PC1 vs PC3 (abaixo).
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Figura 09 - Andlise de Componentes Principais (PCA) baseada nos residuos da regressao multivariada
entre forma e tamanho, representando a variagdo morfologica independente da alometria para os géneros
analisados. O grafico superior apresenta a proje¢do dos dados nos dois primeiros componentes (PC1 e PC2),
enquanto o grafico inferior exibe a proje¢do entre PC1 e PC3. As elipses indicam os agrupamentos por género,
com base em 95% de confianca. As formas médias dos géneros Oligosarcus, Ctenobrycon e Psalidodon sdo
representadas por desenhos esquematicos e destacam os extremos morfologicos capturados pela PCA.

A visualizacdo da PCA agrupada por género (Figura 09) fornece uma representacao
mais clara dos padrdes morfologicos entre os principais grupos analisados. Os agrupamentos

formados por espécies congéneres tornam-se mais evidentes e reforcam a influéncia de fatores
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evolutivos/genéticos na determinagdo da forma corporal. Desenhos representativos da
morfologia tipica dos animais que compdem os trés grupos principais: Oligosarcus,
Ctenobrycon e Psalidodon, foram incluidos para facilitar a interpretagao das diferencas
fenotipicas capturadas por cada um dos componentes principais. Observa-se, por exemplo,
que os representantes do género Oligosarcus ocupam consistentemente a extremidade positiva
do eixo PCl1, apresentando corpos alongados, estreitos e hidrodindmicos, coerentes com seu
habito predatério e maior porte corporal. Em contraste, as duas espécies de Ctenobrycon
distribuem-se no extremo oposto do mesmo eixo, refletindo morfologias altamente compactas
e profundas. Apesar de pertencerem ao mesmo género, esses dois tdxons apresentam distancia
relativamente elevada no espaco morfométrico, o que reflete a ja& mencionada morfologia de

Ctenobrycon oliverai, o mais profundo e circular entre todos os espécimes analisados.

Notavelmente, os individuos de Psalidodon goyacensis apresentam uma ampla
dispersao ao longo do eixo PC3, ocupando aproximadamente dois ter¢cos do espago de
variagdo explicada por esse componente. Esse padrido pode refletir elevada variagdo
intraespecifica associada a caracteristicas mais sutis da morfologia, como a posi¢ao relativa e

o angulo de inser¢ao da nadadeira dorsal, principais atributos capturados por esse eixo.

) /,’\
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Figura 10 - Representagdo wireframe da variagdo morfoldgica observada nos valores extremos da distribuig@o
dos dados ao longo dos trés primeiros componentes principais.
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4.2 - Modularidade

Todas as hipdteses de modularidade foram avaliadas por meio do coeficiente de
covariacdo modular (CR), observado na figura 11, utilizando permutagdes aleatdrias para
estimar a significadncia estatistica e o tamanho do efeito (Z., sempre em comparacio a
hipotese nula de auséncia de modularidade). Para a hipotese de dois modulos, que considera
uma divisdo entre regides cranianas € pds-cranianas, foi obtido um valor de CR =1.0001, com
p=0.014 e Zcg = -2.33. Esses resultados indicam um sinal modular fraco ou completamente

inexistente.

A hipétese de trés moddulos com a separacdo em regides craniana, pds-craniana e
caudal apresentou os resultados mais robustos. O valor de CR foi menor (CR = 0.906),
acompanhado por um p-valor altamente significativo (p < 0.001) e um tamanho de efeito
acentuadamente negativo (Z¢y = -3.85), 0 que caracteriza um forte sinal modular. Esse padrao
indica que a estrutura corporal destes animais pode ser melhor descrita por trés moddulos

semi-independentes.

A comparagao direta entre modelos, por meio da fungdo “compare.CR”, reforca essa
conclusdo. A hipotese de trés modulos se diferencia significativamente da hipdtese nula (p <
0.001) e também da hipdtese de dois mddulos (p = 0.029), com tamanhos de efeito mais
negativos em todas as comparagdes. Embora a hipdtese de dois moddulos também seja
significativamente distinta da nula (p = 0.020), seu sinal modular ¢ consideravelmente mais
fraco. Assim, os resultados indicam que a configuracdo com trés modulos anatomicos
representa a hipotese mais adequada para descrever a organizacdo morfologica modular neste

conjunto de dados, tanto em termos estatisticos quanto bioldgicos.
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Figura 11 - Testes de modularidade para as hip6teses de dois e trés modulos, baseados no coeficiente de

covariagdo modular (CR) com 1000 permutacdes aleatérias. No painel superior, a hipotese de dois modulos
apresentou CR = 1.0001 com p = 0.014, indicando sinal modular significativo, porém extremamente fraco. No

painel inferior, a hipdtese de trés modulos resultou em CR =0.906 e p = 0.001, com um valor observado

notavelmente deslocado em relagdo a distribui¢do nula, evidenciando um forte sinal modular. A seta indica a

posi¢do do valor observado em ambas as distribuigdes.
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4.3 - Integracio

Nas analises de integracdo morfologica (Figura 12) ambas as hipodteses testadas, com
dois e trés mddulos, revelaram sinais de integracdo altamente significativos entre os mdodulos
definidos. Para a hipotese de dois modulos, que considera uma divisao entre regides craniana
e pos-craniana, o valor do coeficiente r-PLS foi de 0.9523 (p < 0.001), com tamanho de efeito
Zcx = 8.71, indicando uma integragdo morfoldgica extremamente forte entre essas regioes. O
padrao visual observado nos escores do primeiro eixo de PLS reflete essa integracao, com os
dados alinhados de maneira estreita ao longo da regressdo linear, evidenciando uma

covariagdo estrutural intensa.

A hipotese alternativa, que considera trés modulos (craniano, pds-craniano e caudal),
também apresentou resultados significativos, embora com um nivel de integragdo um pouco
inferior (r-PLS = 0.8562; p < 0.001; Zcx = 8.58). A média geral de r-PLS permanece elevada,
reforcando que os moddulos definidos compartilham um grau consideravel de dependéncia
estrutural. Contudo, os resultados parciais das comparagdes par a par (Tabela 02) indicam que
a covariagao ¢ mais forte entre os modulos craniano e pds-craniano do que entre esses € a

regido caudal.

Esses resultados indicam que, independentemente da hipdtese modular considerada, a
morfologia dos tdxons analisados € caracterizada por um elevado grau de integracdo entre
regides corporais, o que sugere restricoes evolutivas compartilhadas e possiveis vinculos

ontogenéticos ou funcionais entre os modulos analisados.

Tabela 02 - Estatisticas par-a-par (pairwise) para a hipotese de trés modulos baseadas em
10000 permutagoes.

Moédulos | rPLS Zcr
A-B 0.9549*  8.4527
A-C 0.7522*  6.9889
B-C 0.8613*  9.7918
Geral 0.8562*  8.57975

Nota: Asteriscos significam valor de p <0.001.
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Figura 12 - Analise de Integracdo Morfoldgica entre os modulos craniano (A), pos-craniano (B) e caudal (C), com base na analise de minimos quadrados parciais (PLS). Os

graficos mostram a covariancia linear entre os escores do primeiro eixo de PLS para cada par de modulos, com a linha vermelha representando a regressdo linear. Observa-se

um padréo de co-variagdo particularmente forte entre os modulos A e B (r-PLS = 0.9549), seguido das combina¢des A—C e B—C, refletindo uma integra¢do mais intensa entre
as regides anterior e média do corpo.
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5-DISCUSSAO

5.1- Uma morfologia conservada e o suporte aos resultados filogenéticos.

Os resultados da analise de componentes principais (Fig. 09) reforcam a ideia de uma
morfologia corporal altamente conservada nesses grupos. Apesar da clara formagdo de
clusters entre espécies congéneres, a grande sobreposi¢cdo entre muitos desses agrupamentos
evidencia uma ocupacao razoavelmente restrita do morfoespago; Também observamos que
metade de toda a variagdao de forma esta concentrada ao redor de um eixo dominante principal
(PC1), no qual quase a totalidade da variabilidade indexada estd associada a corpos
fusiformes ou compressiformes. Um resultado pouco surpreendente, dada a natureza
fundamentalmente bi-dimensional desses animais, mas que, junto a baixa relevancia
observada nos eixos seguintes, parece indicar um numero limitado de caminhos morfologicos

sendo explorados por esses animais.

A distribuicao dos taxons ao longo do eixo PC1 mostra uma forte tendéncia do grupo a
morfologia alongada e pouco profunda, com excecdes apenas entre os géneros Ctenobrycon e
Astyanax, posicionados na metade oposta do eixo e caracterizados por formas corporais mais
altas e comprimidas. Mesmo espécies de maior porte, como os predadores ictiéfagos do
género Oligosarcus (Abelha et al., 2012), apresentam sobreposi¢do morfologica com taxons
diminutos e generalistas como os do género Psalidodon (Fonseca et al., 2022), sugerindo que
fatores como habitos alimentares ou eventos de miniaturizagdo ndo sdo suficientes para
explicar a baixa disparidade observada e que mecanismos funcionais ou ontogenéticos, como

a acdo integrativa proposta, podem estar por tras da manutengao da forma destes animais.

Vari (1998) ja alertava para a dificuldade de distinguir morfologicamente espécies de
diferentes linhagens dentro de grandes grupos neotropicais como a antiga familia Characidae,
o qual os Acestrorhamphidae pertenciam. Segundo o autor, essa estabilidade morfologica,
apesar da diversidade taxonOmica e ecoldgica, representa um desafio para a sistematica
tradicional, uma vez que muitas delas compartilham um plano corporal geral que se manteve

estavel ou apresentam impressionante convergéncia de formas.

Um exemplo dessas dificuldades pode ser observado no género Hyphessobrycon,

historicamente diagnosticado com base em caracteres de morfologia tradicional, mas que no
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entanto, com o avanco dos estudos filogenéticos, se mostrou polifilético (Mirande, 2010,
2019, Melo et al., 2024, Oliveira et al., 2011). Atualmente o género possui espécies
distribuidas entre as subfamilias Acestrorhamphinae, Thayeriinae e a propria
Hyphessobryconinae, o que ilustra com clareza o grau de homoplasia morfologica e os limites
da morfologia tradicional para capturar relagdes evolutivas profundas nesses peixes (Melo et
al., 2024). Tal cenario reforca a necessidade de abordagens integrativas que aliem
morfometria geométrica, dados moleculares e informacgdes ecoldgicas para uma melhor

compreensdo da diversidade e evolucao dos Characiformes neotropicais.

Complementarmente, Sidlauskas (2008) demonstra que, entre clados irmaos de
Characiformes, hd contrastes marcantes entre os padrdes de diversificagio morfologica:
enquanto alguns grupos apresentam uma diversidade elevada, outros parecem experimentar
estagnacdo morfoldgica, mesmo exibindo altas taxas de especiacdo. Esse processo de
“diversificacao interrompida” sugere que certas linhagens podem permanecer restritas a uma
regido reduzida do morfoespago, talvez em funcdo destas mesmas restricdes ontogenéticas,

possivelmente na forma de integragao estrutural ou funcional.

Essa dissociagao entre diversidade taxondmica e diversidade de forma também ¢
discutida por Foote (1997), que argumenta que altas taxas de especiacdo ndo necessariamente
implicam em alta disparidade morfologica. Em clados onde ha forte integragao entre partes do
corpo ou em que as pressoes seletivas favorecem um morfotipo funcional ideal, a especiacao
pode ocorrer majoritariamente por mecanismos genéticos, geograficos ou comportamentais,
sem grande transformagao fenotipica. No caso dos grupos analisados aqui, € possivel que o
plano corporal central, alongado e hidrodindmico, funcione como uma solugdo estavel e
altamente adaptativa, levando a retencdo de formas similares ao longo da diversificacdo da

linhagem.

Os resultados da PCA também corroboram as novas combinacdes taxonomicas
propostas por Melo et al. (2024) com base na filogenia molecular. As espécies Psalidodon
scabripinnis e P. minor, anteriormente atribuidas ao género Astyanax, se agruparam de forma
coesa com outros membros de Psalidodon, incluindo P. parahybae ¢ P. fasciatus, propostos
por Teran et al. (2020). De modo semelhante, Astyanacinus moorii se distancia
morfologicamente de Astyanax, refletindo sua posi¢do filogenética isolada. No caso de
Ctenobrycon, observa-se que Ctenobrycon kennedyi mantém uma morfologia coerente com o

género, enquanto Ctenobrycon oliverai se mostra bastante discrepante, um comportamento ja
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observado em andlises anteriores com mais membros do género (Coelho et al, 2025, a

publicar).

A analise dos coeficientes angulares da alometria apontou padrdes de variagdo
semelhantes para a maioria dos géneros analisados, indicando trajetorias alométricas
similares. No entanto, a analise estatistica das comparagdes par-a-par entre os slopes revelou
diferencas significativas entre diversos pares, indicando que, embora os padrdes de
crescimento sejam tipicamente conservados, existem algumas excegdes. O género
Ctenobrycon apresentou os maiores contrastes, diferenciando-se significativamente de
Astyanax, Psalidodon, Oligosarcus, Hemigrammus ¢ Hyphessobrycon, o que ¢ condizente
com sua morfologia consideravelmente distinta dos outros grupos. Diferencas significativas

também foram observadas entre Astyanax e Oligosarcus e entre Astyanax e Psalidodon.

5.2 - Modularidade e integracio em diferentes niveis

Assim como demonstrado por Burns e Sidlauskas (2023) para a ordem Characiformes
como um todo, os resultados deste estudo apontam para a existéncia de um eixo de integracao
extremamente forte, responsavel por orientar e acelerar transformagdes coordenadas no plano
corporal de representantes da familia Acestrorhamphidae. Este eixo organiza a variacdo
morfologica predominante ao longo de um gradiente entre formas fusiformes e
compressiformes, refletindo uma estrutura de covariacdo que conecta de forma consistente os
modulos craniano e pos-craniano. Ao mesmo tempo, os resultados também sugerem a
presenga de modularidade, com suporte mais forte para a separagdo do modulo pds-craniano

em duas regides semi-independentes: a por¢ao pré-caudal e a regido caudal.

A representagdo grafica dos efeitos integrativos (Figura 13) permite observar
diretamente os padroes de covariacdo entre os modulos anatomicos. O par
craniano-pds-craniano (A-B) exibe deformagdes altamente coordenadas, com continuidade
nas tor¢des ao longo do corpo, refletindo o maior valor de correlagdo observado (r-PLS =
0.9549). Ja os pares A—C (cabega e cauda) e B-C (tronco e cauda) revelam padroes de
integragdo mais fracos, com deformagdes menos sincronizadas, especialmente no par A—C.
Esses padrdes sdo coerentes com a proximidade funcional e anatomica entre os modulos
anteriores e a independéncia parcial da regido caudal, frequentemente associada a pressoes

seletivas de locomogao.
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Figura 13 - Grades de deformagdo (warp grids) representando os efeitos integrativos entre os modulos craniano
(A), pos-craniano (B) e caudal (C), com base na analise de minimos quadrados parciais (PLS). As deformagoes
nos grids indicam o padrao de covariagcdo morfologica entre os modulos, destacando o eixo de integracao
dominante entre as regides anteriores € a maior independéncia funcional da cauda.

Do ponto de vista tedrico, a presenga simultanea de integracao forte e modularidade
funcional ¢ interpretada como uma estrutura que combina restricdes evolutivas globais com
flexibilidade regional. Em sistemas morfologicamente integrados, o eixo principal de
covariagdo tende a orientar a maior parte das transformagdes fenotipicas, canalizando a
evolucdo ao longo de trajetdrias previsiveis. No entanto, a modularidade local permite que
adaptacdes especificas ocorram de forma dissociada, especialmente em regides com maior
independéncia funcional, como a cauda. Esse equilibrio entre coesao e dissociagao
morfoldgica estd na base dos modelos propostos por Felice et al. (2018) e por Burns e
Sidlauskas (2019, 2023), que discutem como a forma pode evoluir em sistemas altamente

integrados.
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Contudo, diferentemente do padrao observado em Burns e Sidlauskas (2023), no qual
o eixo relacionado a profundidade corporal representou o segundo componente principal e
explicou menos de 25% da variacdo, aqui esse mesmo eixo corresponde ao PC1 e explica
mais de 50% da variagdo dentro dos grupos analisados. O segundo componente mais
relevante (PC2), responsdvel por aproximadamente 24% da variacdo, também carrega
elementos associados a profundidade corporal (Figura 9). Esses resultados sugerem que,
embora a modularidade esteja presente, € a integracao entre os modulos anteriores que exerce
o papel predominante na organizacao da forma corporal em Acestrorhamphidae. Dessa forma,
o padrao observado neste estudo se aproxima mais do conceito de “mosca em um tubo”
(Felice et al., 2018), em que a evolucdo ¢ altamente canalizada, do que do modelo de “poste
com placas” proposto por Burns e Sidlauskas (2023), no qual a forma evolui com maior

liberdade lateral a partir de um eixo central.

5.2 - Implicacoes funcionais do eixo integrativo dominante

A presenca de um eixo de integracdo fortemente consolidado entre as regides craniana
e pos-craniana em Acestrorhamphidae sugere uma arquitetura funcional que, mais do que
restringir, pode ter orientado a diversificagdo morfoldgica ao longo de um gradiente altamente
eficiente do ponto de vista biomecanico. Em contextos ecologicos tipicos de ambientes
neotropicais como rios de correnteza varidvel, margens alagdveis e igarapés estreitos a
manuten¢do de um perfil corporal coeso ¢ fundamental para garantir uma natagdo eficiente.
Isso se deve ao fato de que a especializacdo em um determinado tipo de nado geralmente
compromete a capacidade de desempenho em outros modos locomotores, como demonstrado
por Webb (1984) e Blake (2004). Nesse sentido, a forte covariagdo entre as regides craniana e
poés-craniana pode atuar como um mecanismo adaptativo para preservar a eficiéncia
locomotora, evitando que essas partes do corpo se especializem simultaneamente para
diferentes estilos de nado. Em contraste, a menor integracdo observada no mddulo caudal
oferece maior liberdade morfoldgica, permitindo alteragdes mais sutis que compartilhem uma
forma geral de corpo, como aquelas associadas a natacdo sustentada de longa duracdo ou a
aceleracdo explosiva, onde a principal diferenca estd no formato da nadadeira caudal e na

espessura do pedunculo caudal, como podemos observar também em Webb (1984).

Além do papel locomotor, essa integracdo estrutural pode ser essencial para a

manutencdo do equilibrio corporal em face de alteragdes troficas. Em peixes que apresentam
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modificagdes cranianas voltadas a alimentagao, como aumento da abertura bucal ou protrusao
do rostro, a estabilidade morfoldgica do tronco precisa acompanhar tais alteragdes para evitar
desequilibrios hidrodindmicos. A alta integracdo entre esses modulos assegura que tais
mudancas sejam distribuidas ao longo do corpo, mantendo um centro de massa equilibrado e
um perfil de nado eficiente. Essa caracteristica pode explicar por que, mesmo entre espécies
predadoras como Oligosarcus e formas generalistas diminutas como Psalidodon, a

morfologia global do corpo permanece notavelmente estavel.

6 — Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam a ideia de que as subfamilias estudadas,
e potencialmente as demais subfamilias que integram Acestrorhamphidae, apresentam uma
variedade morfologica bastante limitada frente a exuberante diversidade de espécies que as
compdem, com a maior parte da variacdo fortemente canalizada ao longo de um unico
componente principal relacionado ao comprimento e profundidade do corpo. Mesmo com a
remocao dos efeitos do tamanho, os grupos analisados demonstram padrdes marcantes de uma
morfologia conservada, indicando que a diversidade da linhagem evoluiu sob restricdes
estruturais persistentes. A investigacdo quanto a presenca de integracdo atuando no grupo
também suporta o observado nas andlises de componentes principais, confirmando a presenca
de um forte efeito integrativo atuante no corpo destes animais, que organiza e orienta a
transformagdo corporal de maneira altamente coordenada. Da mesma forma confirmou-se a
presenca de blocos modulares nesses taxons, embora ao que tudo indica, com um efeito

reduzido e dominado pelo eixo de integracao.

Ademais, mesmo diante da limitada variabilidade morfologica observada, o
posicionamento e o agrupamento dos taxons no espago morfologico mostraram-se
notavelmente consistentes com as combinagdes taxondmicas propostas por Melo et al. (2024).
As espécies atribuidas a novos agrupamentos filogendmicos se organizaram de forma coesa
na PCA, revelando uma correspondéncia clara entre morfologia e filogenia. Isso fornece
suporte adicional a reestruturagdo filogenética recente e indica que, mesmo quando a
disparidade de forma ¢ sutil, a morfometria geométrica € capaz de capturar sinais estruturais
robustos e biologicamente informativos. Essa coeréncia entre o morfoespago observado e as
relacdes filogenéticas do grupo reforga, portanto, a utilidade da abordagem morfométrica

como ferramenta complementar a analise molecular, sobretudo em grupos onde a homoplasia
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e a morfologia conservada dificultam a aplicacdo de critérios tradicionais de diagnose

taxondmica.

As respostas obtidas, sobretudo, permitem uma melhor compreensdo sobre como o
grupo se diversifica, fundamental ndo apenas para a sistematica e a biologia evolutiva, mas
também para a conservagao. Em ambientes cada vez mais fragmentados e sob crescente
impacto antropico, como os sistemas hidricos neotropicais, reconhecer a diversidade real das
linhagens, suas restrigdes evolutivas e os caminhos possiveis de adaptacdo morfologica € um
passo crucial para a formulacdo de estratégias de preservacdo mais eficazes. O bom
entendimento da diversidade funcional e morfolégica, mesmo quando sutil, pode representar a
chave para determinar a resiliéncia ecoldgica de grupos inteiros. Assim, estudos como este
contribuem ndo apenas para o avanco da ciéncia bésica, mas também para a base conceitual

sobre a qual se constroi a conservagao da ictiofauna neotropical.
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