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RESUMO

O género Astyanax é taxonomicamente complexo e possui grande diversidade de
espécies. O nuimero de espécies validas ultrapassa 140 e, provavelmente, um ndmero
maior estd por ser descrito. Diversos autores indicam a existéncia de complexos de
espécies, como por exemplo, para Astyanax fasciatus e A. scabripinnis. Analises do
gene Citocromo C Oxidase subunidade 1 (COI) mostraram que essas espécies
apresentam distancia intra-especifica menor que 2%, o que indicaria, em teoria, ndo s6 a
inexisténcia de tais complexos, como que estas representam uma Unica espécie. Apesar
da elevada proximidade genética, as espécies em questdo apresentam diferenciacéo
morfologica bem descrita e demonstrada na literatura e suas identidades nunca foram
questionadas. No entanto, dado o alto grau de similaridade genética, um estudo
morfolégico mais detalhado pode trazer informacfes inéditas sobre a evolucdo e
transformac&o de caracteres e/ou apontar para um grau de semelhanca, em algum nivel,
ndo detectado pelos métodos tradicionais. O presente estudo tem o intuito de quantificar
a diferenciacdo entre essas espécies e avaliar se existem diferentes graus de
diferenciacdo morfolégica em individuos jovens e adultos e inferir se a elevada
similaridade genética se reflete em algum estagio do desenvolvimento dessas espécies.
Para isso, espécimes de diferentes classes de tamanho foram radiografados e analisados
através do método de morfometria geométrica. Os marcos anatdbmicos apresentaram
diferencas significativas entre as espécies e uma maior diferenca entre 0s grupos
ontogenéticos. Tanto os jovens e adultos dentro da mesma espécie, Como 0s jovens e 0S
adultos de A. fasciatus quando comparados com os de A. scabripinnis possuem 0
mesmo grau de diferenciacdo morfoldgica. O formato do corpo de A. scabripinnis

parece estar relacionado com o ambiente em que normalmente sdo encontrados, como



rios de correntezas moderadas e em riachos localizados nas cabeceiras em locais com
forte correnteza. Normalmente, nesses ambientes sdo encontrados peixes com um
formato do corpo fusiforme e mais alongados, para a reducdo do gasto de energia e
produzir natagdo prolongada, o que confirma os resultados aqui encontrados. O formato
generalizado do corpo de A. fasciatus esta relacionado a nadadores ativos em ambientes
mais lénticos, também confirmado pelas anélises aqui apresentadas. Assim, embora
extremamente similares geneticamente, ambas as espécies acumularam, num provavel
curto espago de tempo (dada a similaridade genética), um alto grau de diferenciacéo
morfologica que, provavelmente, as impedem de se reconhecerem como uma Unica
espécie. Reforca-se, assim, a afirmacdo de que a proposta de um DNA Barcode, atraves
da andlise do gene mitocondrial Citocromo Oxidase I, deve ser empregada apenas como
evidéncia adicional na identificacdo e proposicdo de novas espécies em peixes
caracideos.

Palavras-chave: Astyanax; COIl; DNA Barcode; diferenciacio morfoldgica;

morfometria.



ABSTRACT

The genus Astyanax is taxonomically complex and has great diversity of species. The
number of valid species exceeds 140 and probably a greater number is to be described.
Several authors indicate that there are species of complexes, as for example, A. fasciatus
and A. scabripinnis. Analysis of cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene (IOC) have shown
that these species exhibit intraspecific distance lower than 2%, which indicates, in
theory, not only the absence of such complexes, but they also represent a single species.
Despite the high genetic closeness, the species in question show an already well
described morphological differentiation demonstrated in the literature and their
identities were never questioned. However, given the high degree of genetic similarity, a
more detailed morphological study can bring new information on the evolution and
transformation of characters and/or point to a degree of morphological similarity, at
some level, not detected by traditional methods. This study aims to quantify the
differentiation between these species and to assess whether there are different degrees of
morphological differentiation in young and adults and to infer if the high genetic
similarity is reflected in some stage of development of these species. For this, specimens
of different size classes were radiographed and analyzed by geometric morphometric
method. The anatomical landmarks showed significant differences between species and
a greater difference between the ontogenetic groups. Both young and adults within the
same species, such as young people and adults of A. fasciatus compared to the A.
scabripinnis have the same degree of morphological differentiation. The body shape of
A. scabripinnis seems to be related to the environment in which they are usually found,
as rivers of moderate currents and streams located in the headwaters in places with

strong current. Typically, in these environments are found fish with fusiform and



elongate body to reduce energy used and to produce prolonged swimming, confirming
the results found herein. The general format of the body of A. fasciatus is related to
active swimmers in more lentic environments, also confirmed by our analysis. Thus,
although extremely similar genetically, both species accumulated in a likely short time
(given the genetic similarity), a high degree of morphological differentiation that
probably prevents them to recognize as a single species. There exists, therefore, the
claim that the proposal of a DNA Barcode, through the mitochondrial gene Cytochrome
Oxidase | analysis, should be used only as additional evidence in the identification and
proposal of new species in characins fish.

Keywords: Astyanax; COIl; DNA Barcode; morphological differentiation;

morphometry;
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Introducéo

Os peixes, dentre os vertebrados, correspondem ao grupo mais antigo, numeroso
e diverso e, segundo Eschmeyer & Fong, (2010), o nimero de espécies validas pode
ultrapassar 32.000. A partir desse nimero, o ambiente de dgua doce abrange 13.000
espécies, sendo que aproximadamente 6.000 estdo presentes na regido Neotropical, mas
algumas (cerca de 1.500) ainda ndo foram descritas formalmente (Reis et al. 2003). A
ictiofauna de &gua doce da regido Neotropical é, portanto, a mais rica de todo o mundo.
Considerando todas as espécies encontradas 37% sdo Siluriformes, 33% Characiformes,
9% Ciclideos, 8% Cyprinotiformes, 3% Gymnotiformes e 7% pertencem a outras ordens

menores (Reis et. al. 2003).

Ordem Characiformes

A ordem Characiformes ¢ uma das mais abundantes entre os peixes de agua
doce, compreendendo 23 familias, 270 géneros e 2.079 espécies (Eschmeyer & Fong,
2015). Individuos da ordem podem ocorrer na Africa, sul da América do Norte,
Américas Central e do Sul, sendo que sua maior diversidade esta presente na regido
Neotropical. Fésseis foram encontrados na Europa (Portugal, Franca e Italia) e no
Oriente Médio (Gayet, 1981; Otero & Gayet, 2001).

A fauna africana de Characiformes inclui aproximadamente 220 espécies,
enquanto que do outro lado do Atlantico mais de 1.700 espécies sdo conhecidas, do sul
dos Estados Unidos até o sul da America do sul. Em relacdo as principais bacias da
America do Sul, aproximadamente 500 espécies sdo conhecidas do rio Orinoco (Lasso
et al. 2004), sendo que um nimero comparavel vive nos rios da drenagem do Escudo

das Guianas (Vari et al. 2009). Um numero maior e desconhecido esta presente na bacia
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Amazobnica e outras espécies habitam sistemas de drenagens na América Central,
México e em outros locais da América do Sul.

Sendo um dos maiores grupos de peixes de agua doce, a ordem apresenta pelo
menos 1.953 espécies validas (Nelson 2006; Eschmeyer & Fong, 2010), exibindo
grande variedade de formas e tamanhos corporais, habitando lagos e rios do continente
africano e regido neotropical (Géry, 1977). A ordem Characiformes apresenta peixes
que podem ser diferenciados dos demais grupos por possuir o corpo totalmente coberto
por escamas finas (exceto na cabeca), pela presenca de nadadeiras pélvicas ou ventrais
geralmente situadas atrés da insercdao das nadadeiras peitorais, pela ocorréncia de raios
das nadadeiras moles ndo transformados em espinhos pungentes e, geralmente, pela
presenca de uma nadadeira adiposa (Britski et al. 1999). Possuem também, grande
variacdo na estrutura da mandibula e anatomia interna (Vari, 1998), tem dieta
diversificada e podem ser encontrados em diferentes ecossistemas (Buckup, 1998).
Existem espécies cujas formas adultas ndo ultrapassam 15 mm de comprimento total, as
chamadas espécies miniaturas (Weitzman & Vari, 1988) até espécies com cerca de 100
cm de comprimento.

Algumas espécies possuem grande importancia ecoldgica e econdmica para 0
Brasil em relacdo a pesca comercial, esportiva e aquicultura. H& ainda um grande
namero de espécies, principalmente da familia Characidae, exportadas com finalidade
ornamental e também aquelas que podem servir como indicadores bioldgicos por
viverem em igarapés, locais estes que devem manter um bom estado de conservagao

(Chao et al. 2001).
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Familia Characidae

Dentro da ordem Characiformes, a familia Characidae é o grupo mais
diversificado (Malabarba et al. 1998; Reis et al. 2003; Oliveira et al. 2011). Individuos
pertencentes a essa familia ocorrem em todos os ambientes de &gua doce da regido
Neotropical e no continente africano (Lucena, 1993). Os seus representantes sao
popularmente conhecidos como tambius, lambaris, matrinchds, dourados, entre outros.
Seus hébitos alimentares sdo bem diversificados e exploram uma grande variedade de
habitats.

O monofiletismo de Characidae ainda € controverso, segundo estudos
morfolégicos. A primeira hipdtese filogenética abrangente de base cladistica para os
Characiformes foi publicada por Buckup (1998). O nimero de espécies validas é cerca
de 1100, sendo que 218 foram descritas na Gltima década (Eschmeyer & Fong, 2014).
Atualmente, as seguintes subfamilias sdo incluidas em Characidae: Agoniatinae,
Clupeacharacinae, Iguanodectinae, Bryconinae, Serrasalminae, Aphyocharacinae,
Characinae,  Stethaprioninae,  Tetragonopterinae,  Triportheinae, = Rhoadsiinae,
Cheirodontinae, Glandulocaudinae e Stevardiinae (Reis et al. 2003; Weitzman, et al.
2005; Buckup, 2007), e 88 géneros séo considerados incertae sedis (Lima et al. 2003).
E, sem davida, a familia com os maiores problemas taxonémicos e filogenéticos dentre

0s Characiformes.

O género Astyanax

O género Astyanax Baird & Girard (1854), compreende peixes de pequeno porte
conhecidos popularmente como lambaris ou piabas, sendo um dos géneros dominantes
na América do Sul (Géry, 1977). S&o amplamente distribuidos desde o sul dos Estados

Unidos até o norte da Argentina (Bertaco & Lucena, 2006). Esta extensa distribuicdo
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provavelmente deve-se a grande capacidade dos individuos de se ajustarem as condigdes
ambientais diferenciadas e também a ampla interacdo nas assembleias de peixes (Orsi et
al. 2004).

Os representantes do género possuem como principais caracteristicas
morfolégicas: nadadeira adiposa geralmente presente, linha lateral completa pouco
curva na frente, pré-maxilar ndo protrétil, dentes pré-maxilares dispostos em duas series,
a interna com cinco dentes, dentes com cupides, altura do corpo cerca de trés vezes ou
menos 0 comprimento padrdo e escamas de tamanho normal cobrindo apenas a base dos
raios da nadadeira caudal (Britski et al. 1988). S&o peixes ndo migradores, com
fecundacéo externa e sem cuidado parental (Vazzoler & Menezes, 1992).

Através de uma andlise filogenética, tendo como base o estudo de 360 caracteres
morfolégicos, o género Astyanax pode ser considerado polifilético (Mirande, 2010). Sua
representatividade é grande e complexa, com um nUmero expressivo de individuos,
sendo atualmente identificadas 142 espécies validas, sendo 52 destas descritas nos
ultimos 10 anos (Eschmeyer & Fong, 2014; Froese & Pauly, 2014) e, provavelmente um
namero razoavel de espécies ainda a serem descritas (Melo, 2001). Este € um dos mais
especiosos géneros da familia Characidae e encontra-se como Incertae sedis (Lima et al.
2003). Diversos autores indicam a existéncia de complexos de espécies, como por
exemplo, para A. bimaculatus, A. fasciatus, A. scabripinnis, A. hastatus e para as
espécies endémicas do rio Iguacu (Moreira-Filho & Bertollo, 1991; Garutti & Britski,
2000; Bertaco & Lucena, 2006; Melo & Buckup, 2006, Pie et al. 2009; Kavalco et al.
2009).

Através dos resultados de analises citogenéticas e morfologicas, A. scabripinnis
corresponde, provavelmente, a um complexo de espéecies (Moreira-Filho & Bertollo,

1991) e este seria composto por cerca de 15 espécies (Bertaco & Lucena, 2006). Ja A.
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fasciatus seria um complexo composto por diversas espécies, das quais somente as
provenientes do rio S&o Francisco representariam, de fato, A. fasciatus, enquanto que as
outras espécies do leste do Brasil, América Central e rio Parand seriam espécies
semelhantes, nomeadas Astyanax sp. aff. fasciatus (Melo & Buckup, 2006; Pazza et al.
2008).

Em relacdo aos principais caracteres diagndsticos, é possivel afirmar que as
espécies do complexo A. scabripinnis possuem altura do corpo entre 2,6 e 3,6 vezes no
comprimento padrdo, cabeca robusta e corpo também robusto na altura das nadadeiras
peitorais, quatro dentes usualmente presentes na série externa do pré maxilar e de um a
sete dentes no maxilar (Eigenmann, 1921 e 1927), ndmero reduzido de raios
ramificados na nadadeira anal (entre 13 e 21, geralmente 17 e 18 e raramente 22 ou 23)
e a presen¢a de uma ou duas manchas umerais (Bertaco & Lucena, 2006). As espécies
de A. fasciatus, possuem 25 ou mais raios na nadadeira anal, mancha umeral alongada,
faixa lateral prateada tornando-se preta no pedinculo caudal se estendendo sobre os
raios caudais medianos e um ou mais dentes no 0sso maxilar, raramente trés

(Eigenmann, 1921).

Caracterizacao de individuos e populaces

Métodos desenvolvidos através do progresso da genética molecular tém
permitido a caracterizacdo genética de individuos e populacdes. O gene mitocondrial
COI (gene da citocromo c oxidase subunidade 1), € um importante marcador molecular
para codigos de barras genetico de animais, por ser espécie-especifico e apresentar alta
variabilidade interespecifica (Hebert et al. 2003). Alguns estudos propdem analises

baseadas em distancia, como modelos para a delimitacdo de espécies, com valores de
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2% e 3%, que sdo mais comuns em estudos de peixes tropicais (Lara et al. 2010;
Carvalho et al. 2011; Mabragana et al. 2001; Pereira et al. 2013).

Resultados verificados a partir de anélises do gene COIl apontam a presenca de
um grupo de espécies, com distancia intra-especifica menor de 2%, envolvendo
Astyanax fasciatus, o que indicaria a presenga de uma Unica espécie. As espécies
pertencentes a esse grupo sdo: A. bifasciatus, A. scabripinnis, A. eigenmanniorum, A.
pampa, A. fasciatus, A. biotae e A. parahybae (sensu Rossini & Oliveira, em
preparacdo). Os autores sugerem maior atencdo para a definicdo das espécies do grupo
A. fasciatus, uma vez que este ndo parece seguir os padrdes verificados na literatura.

Existe uma complexa interacdo entre gendtipo, fen6tipo e o ambiente em que
uma populacdo se encontra. Alguns autores afirmam que espécies de uma mesma
populacdo podem apresentar alteracdes fenotipicas quando amostradas em diferentes
locais como, por exemplo, ambientes Idticos e Iénticos (Haas et al. 2010; Franssen,
2011, Cureton & Broughton, 2014). Desse modo, a varia¢do na biodiversidade pode ser
superestimada (ou subestimada) se for baseada a partir de uma Unica abordagem. Apesar
das divergéncias entre taxonomistas tradicionais (morfologistas) e os estudos com base
em dados moleculares, € muito provavel que o uso integrado de dados genéticos e
morfologicos possam fornecer subsidios mais consistentes no entendimento e
delimitacdo de espécies. Partindo desse pressuposto, um amplo estudo para um maior
entendimento e quantificacdo das formas e suas variacdes pode fornecer subsidios para a
deteccdo e compreensdo dos processos responsaveis pela sua variagdo. Para isso,
métodos utilizando morfometria geometrica estdo amplamente detalhados na literatura
(Sidlauskas et al. 2006; Sidlauskas, 2008; Monteiro, 2013; Klingenberg & Marugan-

Lobdn, 2013).
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HIPOTESE
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As espécies Astyanax fasciatus e A. scabripinnis (Figura 1) sdo geneticamente
muito similares (<2% de distancia genética), apesar das diferencas morfoldgicas
utilizadas para diagnostica-las. O presente estudo sugere que os resultados provenientes
das anélises de morfometria geométrica irdo trazer um melhor entendimento da variacéo
das formas e assim, apontar que os individuos em questdo, apesar de sua elevada

similaridade, sdo bastante diferentes morfologicamente e, assim, consideradas espécies

distintas.

Sazima, I. (2003) ! Timm, CD. (2010)

Figura 1 - (A) Astyanax scabripinnis (Jenyns, 1842) e (B) Astyanax fasciatus (Cuvier,

1819).
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Objetivo Geral
Avaliar a variacdo morfoldgica entre as espécies Astyanax fasciatus e A.
scabripinnis, apesar do alto grau de similaridade genética verificado entre elas (sensu

Rossini & Oliveira, em preparagéo).

Objetivos Especificos
e Quantificar a diferenciacdo morfoldgica entre as espécies Astyanax fasciatus e A.
scabripinnis;
e Avaliar a existéncia dos diferentes graus de diferenciacdo morfoldgica em
individuos jovens e adultos dentro da mesma espécie e entre combinacdes dos

grupos ontogenéticos vs. as espécies em questdo;
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Material bioldgico
Para este estudo, os espécimes aptos a serem radiografados (os que ndo estavam
distorcidos devido a fixagdo) foram retirados e posteriormente devolvidos para colecéo

zooldgica do departamento de Zoologia da UNESP, campus de Botucatu (Tabela I).

Tabela I - Lotes utilizados no presente estudo e localizados na cole¢do do Laboratorio
de Biologia de Peixes (LBP), da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, campus de Botucatu.

Astyanax fasciatus ~ Astyanax scabripinnis

97 966
6218 281
Lotes 10425 605
(LBP) 4033 939
6283 CP*
CM* CcT*

BT* CSN*

*CM: Carmo/MG
*BT: Botucatu/SP
*CP: Cachoeira do Pocao/MG
*CT: Cascata /SP
*CSN: Cachoeira sem nome/MG

Foi analisado um total de 189 individuos, sendo 92 espécimes de Astyanax
fasciatus e 97 de A. scabripinnis. Os individuos de cada espécie foram separados em
grupos ontogenéticos, para melhor aproveitamento dos dados para as analises de
morfometria geométrica: A. fasciatus adultos: 26 individuos, A. fasciatus jovens: 66, A.
scabripinnis adultos: 08 e A. scabripinnis jovens: 89. Segundo Veregue & Orsi (2003),
0s peixes (Astyanax scabripinnis parane) com tamanho superior a 5.04 cm de
comprimento total eram maduros sexualmente (adultos). Os individuos utilizados no
presente estudo foram mensurados em relagdo ao comprimento total, com um

paquimetro digital com precisdo de 0.1 mm.
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Morfometria geométrica

As analises morfométricas geométricas utilizadas neste estudo foram baseadas
na definicdo de forma (‘shape’) e todas as suas configuracdes geométricas, exceto
tamanho, posicdo e orientacdo (Klingenberg et al. 2012) utilizando os marcos
anatdbmicos para extracdo da informacdo da forma através da Superimposicdo de
Procrustes (Dryden & Mardia, 1998).

Neste estudo, foi avaliada a estrutura corporal geral em duas espécies do género
Astyanax, A. fasciatus e A. scabripinnis. A regido lateral esquerda do corpo dos
espécimes foi fixada como a padrdo para obtencdo das imagens. As imagens foram

capturadas utilizando um sistema de Raio-X (Faxitron X-Ray) (Figura 2).

Figura 2 - Equipamento de Raio-X (FFCLRP-USP) utilizado para radiografar os

espécimes dos complexos de Astyanax fasciatus e A. scabripinnis do presente trabalho.
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Para todas as capturas de imagens, as estruturas corporais foram posicionadas
no plano central (vertical e horizontal) do quadro de imagem. Além disso, em todas as
imagens uma régua graduada em milimetros foi inserida para futuro escalonamento dos
pixels em funcdo do tamanho em milimetros. O software tpsUtil (Rohlf, 2008) foi
utilizado para ordenar as imagens digitalizadas de uma mesma estrutura corporal em um
mesmo arquivo no formato TPS. Em adigdo, o software tpsDig2 (Rohlf, 2006) foi
utilizado para registrar 0s marcos anatdmicos em cada imagem digitalizada. Os marcos
anatomicos foram escolhidos a partir de Sidlaukas et al. (2011) e Park et al. (2013), com

algumas modificac6es (Figura 3, Tabela II).

Figura 3 - Radiografia de um espécime de Astyanax fasciatus (LBP-10425).

Localizagdo dos marcos anatémicos.
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Tabela Il - Astyanax sp. Lista de marcos anatdmicos utilizados para as anélises de

morfometria geométrica.

Marcos -
A Descricao
anatémicos
1 Porcao anterior da mandibula superior (ponta do focinho)
2 Limite anterior da 6rbita
3 Limite dorsal da orbita
4 Limite posterior da orbita
5 Limite ventral da orbita
6 Porc¢do entre a base occipital e a primeira vértebra do aparelho de Weber
7 Limite posterior do supraoccipital
8 Porc¢do dorsal limite em direcdo a primeira vértebra
9 Porcao dorsal limite em direcdo a terceira vértebra
10 Origem do primeiro raio da nadadeira dorsal
11 Insercdo do ultimo raio da nadadeira dorsal
12 Origem da nadadeira adiposa
13 Base dorsal da membrana da nadadeira caudal
14 Porc¢éo posterior do pedunculo caudal
15 Base ventral da membrana da nadadeira caudal
16 Base posterior da nadadeira anal
17 Base anterior do primeiro raio da nadadeira anal
18 Base anterior da nadadeira pélvica
19 Base anterior da nadadeira peitoral
20 Regido ventral da cabeca

As configuracbes dos marcos anatdbmicos foram submetidas a uma Analise

Generalizada de Procrustes (GPA). A andlise Generalizada de Procrustes é um

procedimento que retira as informacdes ndo relacionadas a variagdo da forma corporal

devido a posicao, tamanho e rotacdo dos espécimes (Rohlf & Slice, 1990).

Uma regressdo multivariada (agrupada entre grupos ontogenéticos e espeécies)

das coordenadas de Procrustes (Forma) no tamanho de centrdide (Tamanho) foi

empregada para analisar a variacdo de forma pelo efeito alométrico (Drake &

Klingenberg, 2008). A porcentagem de predicdo alométrica na variagdo de forma

também foi computada por meio da métrica de Procrustes (Godall, 1991; Klingenberg &
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Mclntyre, 1998). A significancia estatistica das regressdes alométricas foi testada por
meio de um teste de permutacBes contra a hip6tese nula de independéncia alométrica
(Good, 2000).

Para comparar as variagcbes de forma, entre as espécies sem diferengas na
composicdo de tamanho corporal dos espécimes e, também, controlando os efeitos
alométricos estaticos e ontogenéticos, utilizou-se uma correcdo alométrica, de acordo
com os procedimentos propostos por Sidlauskas et al. (2011) e Alencar et al. (2014).
Para isto, os residuos da regressdo multivariada da forma sob o tamanho de centréide
foram utilizados para as subsequentes analises estatisticas. A definicdo de alometria
estatica e ontogenética usadas neste trabalho foram baseados em Cock (1966). Os
residuos da regressao foram usados para obter futuros resultados de variacdo da forma
corrigidos por efeito alométrico (ontogenético ou estatico) (Alencar et al. 2014).

Anélise de Componentes Principais (PCA), Variaveis Canbnicas (CVA) e
Funcdo Discriminante (DFA) foram usadas para avaliar a variagdo de forma e verificar
diferencas entre espécies, entre grupos ontogenéticos e, secundariamente, entre
combinacBes de grupos ontogenéticos vs. espécies. Uma PCA (Jolliffe, 2002) a partir
dos residuos da regressao multivariada foi realizada para produzir um morfo-espaco dos
principais padrbes de variacdo dos dados e possiveis relagBes relevantes. As primeiras
componentes principais (PC) que contabilizaram mais que 70% de variacdo dos dados e
suas deformacBes gréaficas da forma foram avaliadas. No entanto, para fins
demonstrativos foram inseridos aqui somente as visualizagdes graficas das duas
primeiras componentes. A CVA (Albrecht, 1980) foi utilizada para obter uma
visualizacdo geral das variacOes entre grupos ontogeneticos vs. espécies. Enquanto a
DFA foi utilizada para gerar as variacdes de forma finais entre espécies, independente

da variacdo ontogenética, e em seguida, entre grupos ontogenéticos, para cada especie e,
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por fim, na comparacao entre grupos ontogenéticos vs. espécies. A escolha por analises
de DFA considerando todas as combinac@es possiveis foi incluida para gerar resultados
quantitativos e visuais de possivel variacdo de forma que possam ser utilizadas em
futuras avaliagdes sistematicas para o género. Nas comparac@es realizadas na CVA e na
DFA foram computados os valores de probabilidade a partir do teste de permutagdes (n
= 10000) para a distancia de Procrustes. Os valores de distancia de Procrustes foram
preferidos ao invés da distancia de Mahalanobis pelo fato de que a primeira é a medida
de quantidade absoluta de variacdo da forma enquanto a segunda, é uma medida relativa
de variacdo da forma (Klingenberg & Monteiro, 2005). Ainda, foram computadas as
porcentagens de assinalacdo correta da matriz de validacdo cruzada obtida na DFA.
VariagOes de forma obtidas a partir da PCA, CVA e DFA foram visualizadas
através de graficos do tipo ‘outline drawning’. Grafico do tipo ‘outline’ trata-se de um
tipo de representacdo alternativo da estrutura corporal sob estudo que facilita a
interpretacdo das mudancas de forma a partir da forma consensual (forma média). Todas
as informagdes necessarias para a elaboracdo do grafico ‘outline drawning’ vem das
coordenadas de marcos anatémicos. Analise Generalizada de Procrustes, regressdes
multivariadas, analises multivariadas de PCA, CVA, DFA e, graficos ‘outline drawning’

foram realizados no programa MorphoJ 1.02b® (Klingenberg, 2011).
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Os marcos anatdmicos posicionados nas estruturas corporais analisadas

apresentaram diferencas significativas entre as espécies e entre 0s grupos ontogenéticos.

Independéncia alométrica da forma ndo foi observada (p < 0,001; porcentagem de

predicdo alométrica = 32,56%) (Figura 4). Dessa forma, como mencionado

anteriormente, somente os residuos (da regressdao multivariada da forma pelo tamanho)

foram utilizados nas andlises de comparacao de tamanho observadas para cada estrutura.
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Figura 4 — Regressdo multivariada da forma (Coordenada de Procrustes) vs. tamanho

(Tamanho do Centrdide) para os dados totais das duas espécies do género Astyanax

analisadas: A. fasciatus e A. scabripinnis.
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Componente Principal 2 (14,13%)

A andlise de PCA apresentou resultados de variacdo de forma semelhantes
dentre as componentes principais que somaram mais de 70% de variagéo, revelando que
as espécies estudadas aqui apresentam um compartilhamento de variagBes corporais
dentro de um mesmo morfo-espaco. Foi possivel notar que a maioria dos espécimes (n >
70%) de cada espécie apresenta uma tendéncia de variacdo corporal e, uma &rea de
sobreposicdo de variagdo morfométrica geometrica (Figura 5). Dessa forma, variacdes
corporais no sentido positivo da componente principal 1 (PC1+) apresentaram maior
tendéncia de forma corporal para a espécie Astyanax scabripinnis enquanto, no sentido
negativo da componente principal 1 (PC1-) a variacdo corporal apresentou maior

tendéncia para a espécie Astyanax fasciatus.
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Figura 5 — Anéalise de componentes principais da variacdo de forma corporal (Residuos

da regressdo da forma vs. tamanho) de duas espécies do género Astyanax, destacando
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seus grupos ontogenéticos. Diagramas de variagdo corporal do tipo ‘outline drawning’
para cada variagéo final dos eixos das componentes 1 (PC1+; PC1-) e 2 (PC2+; PC2-).
J& na CVA, contabilizando a informacdo a priori de agrupamentos dos
espécimes, as variagdes corporais entre espécies e grupos ontogenéticos formaram
quatro agrupamentos diferentes estatisticamente (Figura 6, Tabela IllI). Os dois
primeiros eixos da CVA somaram 94,15% sendo, no eixo 1 a variagdo corporal
representando diferencas entre espécies (81,60%) e no eixo 2 representando a variagao
ontogenética (12.54%). O teste de permutacdo da distancia de Procrustes entre 0s grupos
indicou diferenca estatistica, sendo a diferenca entre grupos ontogenéticos maior que a
diferenca entre espécies (Tabela Ill). Com relacdo aos deslocamentos vetoriais dos
marcos anatomicos, A. fasciatus apresentou uma constricdo nos marcos anatdmicos da
cauda, um estiramento da base da nadadeira caudal e um leve arqueamento do landmark
da ponta do focinho. No sentido oposto do eixo 1, a forma corporal observada é
fortemente ligada a A. scabripinnis, apresentando um corpo mais robusto na parte
anterior do corpo, base da nadadeira caudal mais restrita, menor arqueamento do marco

anatémico do focinho e um corpo mais baixo nos individuos adultos (Figura 6).
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Figura 6 — Analise de varidveis candnicas de duas espécies do género Astyanax,

destacando seus grupos ontogenéticos. Diagramas de varia¢do corporal do tipo ‘outline
drawning’ para cada variagao final dos eixos das canonicas 1 (CV1+; CV1-) e 2 (CV2+;

CV2-).
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Tabela 111 — Estatistica da CVA e teste de permutacdes entre as distancias de Procrustes
dos grupos ontogenéticos de cada espécie de Astyanax. CV — Eixos das variaveis
canonicas, %Var — Porcentagem de variancia dos dados, %CumVar — Porcentagem
cumulativa de variancia dos dados. fas — A. fasciatus, sca — scabripinnis, J — jovem, A —

Adulto. Valores destacados de negrito indicam diferenca significativa (p<0,05).

Variéveis canbnicas Distancia de Procrustes entre grupos
CVs Autovalores %Var %CumVar fas/A fas/J sca/A

1 829 81,604 81,604 fas/d  0,0191

2 1,27 12,545 94,149 sca/A  0,0471  0,0459

3 059 5,851 100,000 sca/J  0,0305 0,0271  0,0270

No sentido do eixo 2 da CVA, os destaques de variacdo de forma foram
relacionados a variacdo ontogenética de Jovem (CV2-) para Adultos (CV2+). De
maneira geral, jovens apresentaram a forma corporal mais robusta do que a observada
na tendéncia para os adultos (Figura 6).

Na DFA entre espécies foi observada diferenca significativa e a porcentagem de
classificacdo correta foi de mais de 95% para cada espécie (tabela 1V). As diferencas de
deslocamento vetorial foram nos marcos anatdmicos caudais e das nadadeiras ventral e a

anal (Figura 7).
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Figura 7 — Outline drawning da comparacéo de forma corporal entre espécies a

partir dos scores da analise de funcgéo discriminante.

Na DFA, comparando 0s estagios ontogenéticos separadamente por espécie, a
diferenca de forma foi maior na espécie A. scabripinnis (distancia de Procrustes = 0,02)
em relacdo a A. fasciatus (distancia de Procrustes = 0,01). Nas matrizes de validagéo
cruzada, A. scabripinnis apresentou valores de cerca de 75% para jovens e 96% para
adultos, enquanto para A. fasciatus esses valores foram em torno de 85 a 87% (tabela
IV). Na variacdo de forma, em cada espécie houve uma variagdo ontogenética nos
marcos anatbmicos da regido ventral enquanto, somente para A. scabripinnis 0s marcos

anatomicos da regido do focinho apresentaram variagéo (Figura 8).
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Figura 8 — Outline drawning da comparacdo de forma corporal ontogenética,

separadamente para cada espécie, a partir dos scores da analise de funcdo discriminante.

Na comparacdo de forma na DFA por Espécies vs. Ontogenia, a maior diferenca
de forma média foi entre os adultos de ambas as espécies (distancia de Procrustes =
0,04) e, entre 0 jovem de A. fasciatus e o adulto de A. scabripinnis (distancia de
Procrustes = 0,045). A menor distancia foi entre 0s jovens de ambas as espécies
(disténcia de Procrustes = 0,027). Os resultados da matriz de classificacdo manteram o
padrdo observado nos resultados da distancia de Procrustes com os jovens com cerca de
90-95% de classificagdo correta enquanto, na comparacdo entre os adultos de ambas as
espécies foi de 100% de classificacdo (tabela IV). Jovens se discriminaram, na variagao
de forma, principalmente nos marcos anatbmicos da nadadeira anal e levemente na

nadadeira caudal e na regido dorsal anterior, enquanto os adultos se discriminaram em
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quase todos os marcos anatdbmicos com maior deslocamento vetorial na regido dorsal

anterior, focinho e cauda (Figura 9).
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Figura 9 — Outline drawning da comparacgéo de forma corporal Espécies vs. Ontogenia,

a partir dos scores da analise de funcao discriminante.



Tabela IV - Matrizes de validacao cruzada da Analise de funcdo discriminante em diversos fatores (Espécies, Ontogenia e Espécies vs. Ontogenia).

fas — A. fasciatus, sca — scabripinnis, J — jovem, A — Adulto.

A. fasciatus vs. A. scabripinnis Espécie A. fasciatus Jovem vs. Adulto

A. fas A. sca Total (%) A.fas A A. fas ] Total (%)
A. faz 88 4 92  95.65% A. fas Adulto 22 4 26 84.62%
A. sca 0 94 94  100.00% A. fas Jovem 8 58 66  87.88%

A. scabripinnis Jovem vs. Adulto A. fasciatus vs. A. scabripinnis Jovem

A. sca A. sca Total (%) A.fas] A.scal  Total (%)
A. sca Adulto 6 2 8  75.00% A. fas Jovem 62 4 66  93.94%
A. sca Jovem 3 83 86  96.51% A. sca Jovem 2 84 86  97.67%

A. fasciatus vs. A. scabripinnis Adulto A. fas Adulto vs. A. sca Jovem

A. fas A. sca Total (%) A. faz A. sca Total (%)
A. fas Adulto 26 0 26 100.00% A. fas Adulto 26 0 26 100.00%
A. sca Jovem 1 7 8  87.50% A. sca Jovem 0 86 86  100.00%

A. fas Jovem vs. A. sca Adulto
A. fas ] A. sca Total (%)

A. fas Jovem 66 0 66
A. sca Adulto 1 7 8
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Apesar de muitos estudos, ainda pouco se sabe sobre as relacdes dentre alguns
membros de Characidae, sendo Astyanax um dos géneros com lacunas a serem
preenchidas. Com base na morfologia, Mirande (2010) mostrou que o género €
polifilético. Este fato, juntamente com problemas de identificacdo das espécies do
género e 0 numero incerto de espécies fazem com que novos estudos sejam
necessarios.

A identificacdo de espécies por métodos moleculares ocorre desde a década de
60 (Cowie, 1968). Recentemente, estd sendo mais utilizada, como por exemplo a
proposta de Hebert et al. (2003) que, com o objetivo de facilitar a identificacdo de
espécies, desenvolveram o sistema de identificacdo biologica baseado em sequéncias
de DNA. Assim, uma regido do genoma foi sugerida para diferenciar os animais, o
gene da citocromo c oxidase subunidade 1 (COX1 ou COIl).

Apesar disso, é conhecida a consideravel diversidade morfoldgica dentre os
Characiformes, ja que o grupo passou por grande divergéncia evolutiva (Greenwood
et al. 1966). Por essa razdo, estudos como este, que utilizam métodos de morfometria
geométrica, e estudos que comparam métodos sdo necessarios para um melhor
entendimento da relacdo e forma do corpo das espécies.

Em 1921, Eigenmann relata que algumas espécies do género Astyanax, entre
elas A. fasciatus e A. scabripinnis, quando coletadas em um mesmo rio possuem féacil
distingdo. Fato que também foi verificado em coletas realizadas, por exemplo, na
regido de Botucatu/SP (Rios Alambari, Araqua e Corrego Cascatinha) e Minas Gerais
(Rios Muzambinho e S8 Domingos) (comunicagdo pessoal*). As espécies analisadas
no presente estudo fazem parte, na verdade, de complexos de espécies (complexos
Astyanax fasciatus e A. scabripinnis) que sdo geneticamente muito similares, o que

poderia indicar a existéncia de uma Unica espécie (sensu Rossini & Oliveira, em
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preparacdo), apesar de suas notaveis diferencas morfolédgicas. Utilizou-se, portanto,
um método morfométrico para avaliar e quantificar as diferencas entre as espécies e
Seus grupos ontogenéticos.

Sabe-se que o objetivo da morfometria é quantificar o tamanho e a forma dos
organismos com o auxilio, por exemplo, dos métodos estatisticos. Alguns estudos,
como os de Liu et al. (1996) e Laurie et al. (1997), utilizaram métodos morfométricos
para analisar o contorno de uma parte de um determinado animal (Drosophila sp).
Com o uso de métodos tradicionais de morfometria, normalmente séo verificados
problemas relacionados com a varia¢do no padrdo da forma. Com o uso de métodos
que utilizam pacotes estatisticos e uma abordagem multivariada, é possivel uma
melhor avaliacdo da variacdo integrada do organismo e comparacdes de formas e
estruturas direcionadas ao estudo da sistematica (Neff & Marcus, 1980; Reis, 1988;
Rohlf, 1990). Com o emprego da morfometria geométrica, utilizam-se dados
geométricos da estrutura morfoldgica e estatisticas multivariadas com métodos de
visualizacdo direta na forma bioldgica (Adams et al. 2004). O presente estudo,
portanto, utilizou o método de morfometria geométrica para testar se as espécies
pertencentes aos complexos Astyanax fasciatus e A. scabripinnis apresentariam, em
algum nivel, semelhancas morfométricas nos diferentes estagios do desenvolvimento,
podendo a grande diferenciacdo morfoldgica observada ser resultado das diferentes
caracteristicas ambientais a que essas espécies estao sujeitas.

Alguns pesquisadores ja vém utilizando a morfometria geométrica como
método em seus estudos taxonémicos, como por exemplo, Klingenberg & Marugan-
Lobon (2013), que, através da morfometria geométrica, compararam e exploraram o
cranio de aves em um cenario evolutivo. Ja, Sidlauskas et al. (2011), em seu estudo,

afirmam que de forma alguma o método linear deve ser “condenado”, pois apresentam
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suas vantagens. Uma delas é que, na abordagem tradicional, espécimes dobrados ou
curvados podem ser utilizados, desde que seja possivel medi-los. Ja para as analises
de morfometria geométrica isso ndo ocorre, pois 0S espécimes ndo podem ser
fotografados ou radiografados se estiverem curvados, por exemplo, 0 que com certeza
prejudicaria os resultados finais. Esse fato foi verificado no presente estudo, pois nem
todos os espécimes contidos nos lotes da colecdo zoologica estavam em condicGes
para serem utilizados nas andlises (episodio que ndo interferiu no resultado). A
pesquisa de Sidlauskas et al. (2011), abrangeu as abordagens linear e geométrica para
separar espécies do género Leporinus. Os autores chegaram a conclusdo que, neste
caso, 0 método geomeétrico é mais robusto do que o método linear tradicional.

A medicdo tradicional destinada a obtencdo de caracteres morfométricos nao
levam em consideracdo, por exemplo, 0 que ocorre naturalmente nos individuos,
como a variacao alométrica e os diferentes estagios de crescimento, provocando erro
nas analises e ndo representando a real forma dos organismos (Bemvenuti &
Rodrigues, 2002). No presente estudo utilizou-se uma abordagem estatistica
controlando os efeitos alométricos (correcdo alométrica, proposta por Sidlauskas et al.
2011 e Alencar et al. 2014), potencializando a comparacéo e variacdo de formas entre
as espécies. E possivel afirmar que, em relacdo a forma do corpo, as espécies aqui
analisadas sdo diferentes. Sdo diferentes quando comparadas entre si e uma maior
diferenca foi verificada quando os grupos ontogenéticos foram comparados. Tanto 0s
jovens e adultos dentro da mesma espécie, como os jovens e 0s adultos de A. fasciatus
guando comparados com os de A. scabripinnis possuem formas diferentes.

Em relacdo as diferencas encontradas quando os marcos anatdmicos de ambas
as espécies foram comparados, o resultado do presente estudo corrobora com o que é

verificado na literatura. O corpo mais robusto na regido anterior de A. scabripinnis
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também foi verificado por outros autores, inclusive para limitar o nimero de espécies
do complexo (Bertaco & Lucena, 2006). O corpo mais robusto de A. scabripinnis foi
citado como uma das caracteristicas diagnosticas desde 1921 (e 1926), por
Eigenmann. Apesar de muitas espécies do género Astyanax sejam capazes de
colonizar diferentes habitats (Esteves & Galetti 1995, Hahn et al. 1998, Vilella et al.
2002, Orsi et al. 2004), o formato do corpo de A. scabripinnis pode ser relacionado
com o ambiente em que normalmente sdo encontrados, como rios de correntezas
moderadas (Abilhoa, 2007) e em riachos localizados nas cabeceiras em locais com
forte correnteza (Vieira et al. 2005). Normalmente, nesses ambientes sdo encontrados
peixes com um formato do corpo fusiforme e mais baixo, para a reducdo do gasto de
energia e produzir natacdo prolongada, o que confirma os resultados aqui encontrados
para A. scabripinnis. No entanto, A. fasciatus, que normalmente é encontrado em
ambientes lénticos (Gongalves & Alves, 2008), apresenta o formato do corpo
generalizado, o que foi confirmado pelas analises aqui apresentadas. Este formato de
corpo esta relacionado a nadadores ativos em ambientes mais lénticos.

O estudo de Sidlauskas et al. (2006), utilizando analises morfométricas mostra
gue uma espécie de Characidae, Bryconops sp. cf. melanurus, coletadas em ambientes
diferentes, apresentaram diferenciacéo fenotipica. E possivel sim, que organismos da
mesma espécie, quando localizados em diferentes ambientes ou expostos a diferentes
fatores ambientais, possam apresentar fenétipos distintos (Gould & Johnston, 1972;
Brett, 1979). Entre os fatores ambientais mais conhecidos, a variacdo de temperatura
(Hubbs, 1922; Barlow, 1961; Beacham, 1990), velocidade da agua (Claytor et al.
1991; McLaughlin & Grant, 1994; Imre et al. 2002) e a existéncia de micro habitats
Lundberg & Stager, 1985; Layser & Clady, 1987; O’Reilly & Horn, 2004), podem

induzir a variagdo intraespecifica em peixes.
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As especies do presente estudo foram coletadas em locais diferentes e expostas
a fatores ambientais diferentes, sendo esse um provavel motivo da diversidade de
forma verificada entre as espécies. De acordo com Moreira-Filho & Bertollo (1991),
as espécies do complexo A. scabripinnis apresentam sutil diferenciacdo morfoldgica
quando coletadas em diferentes bacias e comparadas entre si. Ou até mesmo podem
apresentar plasticidade fenotipica e diferenciacdo morfolégica quando verificadas na
mesma bacia hidrografica (Caramashi, 1986). Para A. fasciatus, evidéncias apontam
gue mesmo em regides diferentes da mesma bacia, podem haver populagdes sofrendo
pressdes ambientais distintas influenciando diretamente nos aspectos fenotipicos,
como comentam Medrado et al. (2008), em seu estudo.

Um estudo direcionado a uma espécie do género Astyanax (A. bimaculatus),
utilizando marcos anatémicos e analises morfométricas, mostrou que espécimes
coletados em ambientes I6ticos e Iénticos apresentaram diferenciacdo morfoldgica
(Santos & Araljo, 2014). Desse modo, diferencas nas formas dentro das mesmas
espécies ja sdo conhecidas. Fato que também foi verificado por Castro et. al. (2014),
ao estudarem duas populacdes de A. scabripinnis isoladas por uma queda d"agua de
mais de 100 metros de altura e localizadas em diferentes altitudes do mesmo rio. Os
autores afirmam a existéncia de diferenca entre as populacdes a partir dos resultados
de morfometria geométrica. A partir desse resultado e outras comparacoes
(reproducdo, caridtipo, morfologia dentaria, e nimero de raios da nadadeira anal),
existe a evidéncia de que ocorreu um processo de especiacao incipiente, o que leva as
duas populagbes de A. scabripinnis seguirem vias evolutivas independentes. O
presente estudo afirma que existem diferengas morfoldgicas suficientes entre as
espécies e 0s grupos ontogenéticos dos complexos A. fasciatus e A. scabripinnis, para

questionar a existéncia de uma Unica espécie.
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Estudos morfométricos como este sdo relevantes para o entendimento sobre
questdes evolutivas de populagcdes. No entanto, para uma maior seguranca ao afirmar
que as espécies de ambos os complexos sejam a mesma, faz-se necessario a
associacdo de diversos metodos. Reforca-se, assim, a afirmativa de que a ideia de
DNA Barcode, através da analise do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | deve ser
empregado apenas como mais uma evidéncia e/ou carater na identificacdo e
proposicdo de novas espécies em peixes caracideos. A utilizacdo conjunta de dados
genéticos e morfologicos pode contribuir muito mais para a taxonomia animal (Will et
al. 2005) do que apenas 0 emprego de um ou outro método de forma isolada, ja que
tanto a morfologia como a genética, sdo complementares e constituem fontes
independentes de evidéncia (Bueno-Silva, 2012).

As espécies do presente estudo podem ser geneticamente proximas, mas as
caracteristicas diagnosticas facilmente verificadas na literatura e os resultados aqui
apresentados apontam para o fato de que, ambas possuem a forma do corpo diferente
desde quando sdo consideradas jovens. Assim, embora extremamente similares
geneticamente, ambas as espécies acumularam, num provavel curto espaco de tempo,
um alto grau de diferenciacdo morfoldgica que as incapacita de se reconhecerem como

uma unica espécie.
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