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RESUMO

Characinae é uma das subfamilias mais diversas de Characidae com 85 espécies validas amplamente
distribuidas pelas América do Sul e Central. A subfamilia € representada por espécies de pequeno a
médio porte que adotam diferentes estratégias alimentares, tais como carnivoria, onivoria e
lepidofagia. As relagdes filogeneticas dentro de Characinae e desta com outras subfamilias de
Characidae tém sido objeto de alguns estudos morfoldgicos, porém, ndo ha, at¢é o momento,
hipoteses de relacionamento incluindo uma significativa representatividade de espécies de
Characinae usando caracteres morfolégicos ou moleculares. Além disso, os estudos publicados
ainda apresentam incongruéncias nas relacfes intergenéricas e interespecificas. Neste contexto, o
presente trabalho teve como objetivos testar as hipoteses de relacdes filogenéticas da subfamilia
Characinae através de andlises filogenémicas utilizando os elementos ultraconservados (UCEs) e
construir um banco de dados genéticos de DNA barcode para identificar geneticamente as espécies
de Characinae. Os resultados das andlises filogenéticas corroboram a hipdtese morfolégica em
relacdo a monofilia de Characinae e revelam novas hipdteses de relagcdes intergenéricas e
interespecificas. Com base na filogenia obtida, analisamos origem e diversificacdo, assim como a
evolugdo do tamanho e formato do corpo. Os resultados das identificagdes moleculares
reconheceram uma diversidade antes subestimada que devera contribuir para ampliacdo do

conhecimento sobre a diversidade das espécies de Characinae.

PALAVRAS-CHAVE: DNA Barcode, Biodiversidade, Filogenia, Sistematica, Taxonomia,

Peixes.



ABSTRACT

Characinae is one of the most speciose subfamilies of Characidae and widely distributed throughout
South and Central America. The subfamily contains small to medium-sized species that adopt
distinct feeding strategies as carnivory, omnivory and lepidophagy. Phylogenetic relationships
within the Characinae and with other subfamilies have been subject of a few morphological studies,
although none hypothesis included a representative number of Characinae species using either
morphological or molecular characters. Furthermore, the proposed hypotheses still present
inconsistencies at intergeneric and interspecific levels. In this context, the present study aimed to
test the hypotheses of phylogenetic relationships of the subfamily Characinae through
phylogenomic analyzes using ultraconserved elements (UCEs) and to generate a barcode DNA
genetic database for molecular identification of Characinae. The results of the phylogenetic analyses
corroborate the morphological hypothesis about the monophyly of Characinae and reveal new
hypotheses of intergeneric and interspecific relationships. Based on the phylogeny obtained, we
analyzed the origin, diversification, and the evolution of body size and body shape. The results of
molecular identification recognized a previously underestimated diversity that should contribute to

the expansion of knowledge about the diversity of Characinae.

Keywords: DNA Barcode, Biodiversity, Phylogenomics, Systematics, Taxonomy, Fish.
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INTRODUGCAO GERAL

Subfamilia Characinae

Characinae Eigenmann, 1910 representa a terceira maior subfamilia de Characidae (Teleostei:
Characiformes) (Fricke et al., 2022) e sensu Mattox & Toledo-Piza, 2012 compreende 85 espécies
(Fricke et al., 2022) agrupadas em sete géneros: Acanthocharax Eigenmann, 1912, Acestrocephalus
Eigenmann 1910, Charax Scopoli 1777, Cynopotamus Valenciennes 1850, Phenacogaster
Eigenmann 1907, Galeocharax Fowler 1910 e Roeboides Glinther, 1864 (Tabela 1). As espécies de
Characinae sdo conhecidas popularmente como peixes-cachorra, peixes-cigarra, dentudos e tetra-
vidros (glass tetras), dentre outros nomes (Géry 1977; Mattox & Toledo-Piza 2012) e estdo
amplamente distribuidas pela regido Neotropical desde o sul do México até afluentes da bacia dos
rios Paraguai e Uruguai na Argentina, com ocorréncia principalmente em rios de fluxo lento
associados com a vegetacdo marginal (Lucena & Menezes 2003; Mattox et al., 2017). A maioria
das espécies sdo facilmente reconhecidas devido ao formato alto do corpo, especialmente na regido
anterior onde uma gibosidade é caracteristica, embora esta esteja ausente em Phenacogaster e
Acestrocephalus (Lucena & Menezes 2003). Sao espécies de pequeno a médio porte que apresentam
diferentes habitos alimentares, como a carnivoria adquirida pela maioria dos géneros, a onivoria
presente nas espécies do género Phenacogaster e a lepidofagia nas espécies de Roeboides, que
apresentam modificacdes especializadas como dentes mamiliformes externos para esse tipo de
habito alimentar (Géry 1977; Sazima & Machado 1982; Sazima 1984; Lucena & Menezes 2003).
As espécies de Characinae ndo exercem grande importancia para a economia pesqueira, mas
apresentam importancia para a pesca de subsisténcia de populacdes ribeirinhas e € de interesse da
aquariofilia, sendo reconhecidas como especies com potencial ornamental (Venere & Garutti 2001;

Hercos et al., 2009).
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Na sistematica Characinae tem uma notdria importancia por conter Charax, o género-tipo da
familia e da ordem. Apesar dessa notoriedade a histéria taxémica de Characinae foi baseada por
muito tempo a agrupamentos que incluiram representantes da familia Characidae (Eigenmann 1910,
1912; Myers 1960; Gery 1966, 1977; Weitzman & Vari 1987; Lucena 1998, Lucena & Menezes
2003). A ultima definicdo de agrupamento foi proposto por Lucena & Menezes, 2003 que incluiu
12 géneros Acanthocharax; Acestrocephalus; Charax; Cynopotamus; Galeocharax; Gnathocharax
Fowler 1913; Heterocharax Eigenmann 1912; Hoplocharax Géry 1966; Lonchogenys Myers 1927;
Phenacogaster; Priocharax Weitzman & Vari 1987; Roeboides) baseados no formato do corpo,
presenca de mais de 20 dentes conicos na maxila, pseudotimpano na frente da primeira costela
pleural e nadadeira peitoral larval em espécimes de até 41,0 mm de comprimento.

Mirande (2009, 2010) baseado em dados filogenéticos morfoldgicos e da literatura recuperou a
monofilia de Characinae incluindo oito dos 12 géneros (sensu Lucena & Menezes, 2003):
Acanthocharax, Acestrocephalus, Charax, Cynopotamus, Galeocharax, Phenacogaster,
Priocharax e Roeboides. Adicionalmente, prop6s trés géneros, Bryconexodon Géry, 1980, Exodon
Miiller & Troschel 1844 e Roeboexodon Géry 1959 como pertencente a Characinae formando um
clado-irméo de todos os géneros remanescentes da subfamilia. No entanto, mais recentemente com
um conjunto mais amplo de taxons e caracteres, reinterpretou esses resultados e atribuiu
Bryconexodon, Exodon e Roeboexodon para sua prépria subfamilia, Exodontinae (Mirande 2019:
296).

Mattox & Toledo-Piza (2012) realizaram o primeiro estudo filogenético de Characinae baseado
em caracteres morfoldgicos. Seus resultados indicaram Characinae irma de Tetragonopterus Cuvier,
1816 e internamente restringida ao clado (Phenacogaster ((Charax+Roeboides) (Acanthocharax
(Cynopotamus (Acestrocephalus+Galeocharax))))). Priocharax é recuperado numa politomia
composta por Lonchogenys, Heterocharax e Hoplocharax dentro de Heterocharacinae. Os autores

ainda prop6em/redefinem as tribos Phenacogasterini (Phenacogaster), Characini (Charax e
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Roeboides) e Cynopotamini (Acanthocharax, Acestrocephalus, Cynopotamus e Galeocharax). Os
demais géneros propostos por Lucena & Menezes, 2003 foram incluidos em Heterocharacinae e
constituiram a tribo Heterocharacini (Gnatocharax (Lonchogenys (Heterocharax+Hoplocharax)))
irma de Roestini (Roestes Glinther 1864 + Gilbertolus Eigenmann 1907) e distante dos Characinae
(sensu Lucena & Menezes 2003).

Outros estudos de Characiformes também incluiram representantes de Characinae usando
dados moleculares (Javonillo et al., 2010; Oliveira et al., 2011; Tagliacollo et al., 2012; Melo et al.,
2016; Betancur- R et al., 2019) e analise de evidéncia total (Mirande 2019). Estes estudos
concordam sobre a relacdo entre Characinae e Tetragonopterinae (Javonillo et al., 2010; Oliveira et
al., 2011; Tagliacollo et al., 2012; Melo et al., 2016; Mirande, 2019; Betancur- R et al., 2019); no
entanto, os estudos moleculares ndo corroboram a monofilia de Cynopotamus (Oliveira et al., 2011,
Tagliacollo et al., 2012; Melo et al., 2016) e de Roeboides (Betancur-R et al., 2019).
Adicionalmente, Acanthocharax é hipotetizado como o grupo irmdo de (Charax+Roeboides) ou
(Cynopotamus (Acestrochephalus+Galeocharax)) em estudos morfoldgicos (Lucena 1998; Mattox

& Toledo-Piza 2012), mas ainda ndo foram incluidos em estudos moleculares.

Relacdes interespecificas em Characinae

Hipoteses de relacOes interespecificas em Characinae ainda sdo escassas e restritas as analises
morfoldgicas, revisGes taxondmicas ou descri¢des de espécies. Phenacogaster, um dos géneros mais
diversos, ainda necessita de descri¢cbes de muitas espécies e da defini¢cdo de subgrupos (Lucena &
Malabarba 2010). Das 23 espécies validas, quatro (P. beni Eigenmann 1911, P. microstictus
Eigenmann 1909, P. pectinata (Cope 1870) e P. suborbitalis Ahl 1936) apresentam ampla
distribuicdo e compdem o complexo P. pectinata (Lucena & Malabarba 2010). Além delas, varias

espéecies ndo descritas compdem este grupo (Lucena & Malabarba 2010) e a dificuldade em
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diagnosticar essas espécies tem sido explicada pela ampla distribuicdo geografica e auséncia de
diferencas morfologicas consistentes (Géry 1972; Lucena 2003; Lucena & Malabarba 2010).

Lucena (1998) propde quatro subunidades de Roeboides: grupo dispar (R. dispar Lucena 2001),
grupo microlepis (R. araguaito Lucena, 2003, R. margareteae Lucena 2003, R. microlepis
(Reinhardt 1851) e R. myersii Gill 1870), grupo affinis [R. affinis (Glnther, 1868), R. biserialis
(Garman, 1890), R. descalvadensis Fowler 1932, R. numerosus Lucena 2000, R. oligistos Lucena
2000, R. paranensis Pignalberi 1975 (= R. descalvadensis), R. prognathus (Boulenger 1895) (=R.
affinis), R. thurni Eigenmann 1912 (=R. affinis), R. xenodon (Reinhardt 1851) e R. sazimai Lucena
2007)]) e grupo guatemalensis (R. bouchellei Fowler 1923, R. carti Lucena 2000, R. dayi
(Steindachner 1878), R. dientonito Schultz 1944, R. guatemalensis (Glinther 1864), R. ilsea Bussing
1986, R. occidentalis Meek & Hildebrand 1916 e R. loftini Lucena 2011). O grupo microlepis é
hipotetizado como mais relacionado as espécies transandinas do grupo guatemalensis (Lucena
2000). Alternativamente, Mattox & Toledo-Piza (2012), mostraram a relacdo (R. dientonito ((R.
affinis + R. descalvadensis) (R. myersii (R. occidentalis + R. xenodon))))).

Recentemente publicada, a revisdo de Charax inclui a redescricao de todas as espécies além da
descricdo de C. delimai Menezes & Lucena 2014 e a sinonimizacdo de C. unimaculatus Lucena
1989 em C. michaeli Lucena 1989 (Menezes & Lucena 2014). A Unica hipétese de relacionamento
é apresentada baseada em caracteres morfoldgicos e inclui quatro das 17 espécies (Mattox &
Toledo-Piza 2012). Esta filogenia recupera a relacdo ((C. condei + C. stenopterus) (C. gibbosus +
C. pauciradiatus)).

Cynopotamus contém 12 especies (Fricke et al., 2022) e apenas a relagdo (C. xinguano Menezes
2007 (C. gouldingi Menezes 1987 (C. kincaidi (Schultz 1950) (C. juruenae Menezes 1987 + C.
tocantinenses Menezes 1987))) foi hipotetizada através de caracteres morfoldgicos (Mattox &

Toledo-Piza 2012). Dados moleculares ndo recuperaram a monofilia de Cynopotamus, sendo C.
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kincaidi irmdo de Roeboides guatemalensis e C. venezulae (Schultz 1944) irmdo de
Acestrocephalus+Galeocharax (Oliveira et al., 2011).

Acestrocephalus teve cinco espécies descritas recentemente num total de oito (Menezes 2006)
e a Unica hipdtese existente consiste na relacao (A. acutus Menezes 2006 (A. sardina (Fowler 1913)
(A. pallidus Menezes 2006 + A. stigmatus Menezes 2006))) (Mattox & Toledo-Piza 2012).

Galeocharax foi recentemente revisado (Giovannetti et al., 2017) e apenas trés espécies foram
consideradas como validas (G. gulo (Cope 1870), G. goeldii (Fowler 1913), G. humeralis
(Valenciennes 1834), e com G. knerii (Steindachner 1879) considerada sinénima de G. gulo. A
filogenia morfoldgica de Characinae contendo todas as espécies de Galeocharax ndo resolve as
relacBes, apresentando uma politomia (Mattox & Toledo-Piza 2012). Nenhuma filogenia molecular
entre espécies desses géneros, nem estudos aplicando técnicas de filogenémica foram realizadas em

Characinae até presente momento.

DNA Barcode

Estudos baseados em identificagdo molecular usando a metodologia DNA barcode (Hebert et al.,
2003) tem revelado numeros subestimados de espécies antes ndo reconhecidas e vem se mostrando
resolutivos para questdes taxonémicas em diferentes grupos de peixes neotropicais, tais como
Characidae (Pereira et al., 2011; Silva et al. ,2013, Barreto et al., 2018), Lebiasinidae (Benzaquem
et al., 2015), Loricariidae (Costa-Silva et al., 2015; de Borba et al., 2019; Fagundes et al., 2020),
Serrasalmidae (Machado et al., 2018; Mateussi et al., 2020; Ota et al., 2020) e Curimatidae (Melo
etal., 2016b). O uso dessa técnica pode entéo ser promissor para Characinae podendo possivelmente
revelar uma diversidade ainda ndo reconhecida, uma vez que ndo ha estudos de identificacdo
molecular para Characinae e os estudos recentes tém identificado novas espécies (Menezes &

Lucena 2014; Lucena, Antonetti & Lucena 2018; Guimaraes, Brito, Ferreira & Ottoni 2018; Lucena
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& Lucena 2019) principalmente em Roeboides e Phenacogaster que existem espécies de ampla
distribuicdo e em Phenacogaster que apresenta o complexo P. pectinata e outras espécies ainda
ndo descritas (Lucena & Malabarba 2010). Com isso, 0 DNA barcoding foi utilizado no presente
estudo de Charcinae a fim de elucidar as unidades taxonémicas que os compdem e no

direcionamento dos estudos filogendmicos.

Elementos ultraconservados (UCES)

Os elementos ultraconservados (ultraconserved elements - UCES) sdo regies do genoma
extremamente conservadas e assim compartilhadas entre grupos pertencentes a linhagens muito
distintas, como, por exemplo, aves e humanos (Bejerano et al., 2004). Eles foram descritos por
Bejerano et al. (2004), que encontraram 481 segmentos maiores de 200 pares de bases que eram
absolutamente (100%) conservados em regides ortdlogas de humanos, ratos e camundongos e
altamente conservados nos genomas de galinhas e cdes (95-99%, respectivamente). Estudos
posteriores mostraram que 0os UCEs também estdo presentes em diversos outros organismos, como
outros vertebrados, insetos e fungos (Siepel et al., 2005; Faircloth et al., 2012).

O papel dos UCEs no genoma ainda néo esta esclarecido (Dermitzakis et al., 2005), embora 0s
UCEs tenham sido associados com regulacdo génica ou desenvolvimento (Sandelin et al., 2004;
Woolfe et al., 2004) e se tem assumido que os UCEs sdo importantes pela sua natureza
extremamente conservada entre grupos muito distantes filogeneticamente. Os UCEs sdo
identificados nos organismos pelo alinhamento de varios genomas e por regides desse alinhamento
com &reas com conservacdo de sequéncias muito altas (95-100%) e filtradas utilizando critérios
especificos como o comprimento das sequéncias (e.g. Bejerano et al., 2004). Suas sequéncias
conservadas permitem uma fécil identificacdo e alinhamento entre genomas e a premissa de

continua variabilidade nas sequéncias que flanqueiam cada UCE sugere que eles podem ser um tipo
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de “fossil molecular”, retendo um sinal de histéria evolutiva em diversas escalas de tempo,
dependendo da distancia da regiao central dos UCEs (Faircloth et al., 2012).

Faircloth et al. (2012) introduziram os UCES como uma nova classe de marcadores moleculares
em estudos filogenéticos através do enriquecimento de bibliotecas gendmicas contendo centenas ou
milhares de loci, utilizando sequenciamento de nova geragdo (Faircloth et al., 2012). Como as
sequéncias de UCEs sédo altamente conservadas elas sdo utilizadas para o anelamento de sondas
(probes), a partir das quais as sequéncias flanqueadoras dos UCEs sdo lidas. A presenca de regides
com diferentes niveis de variabilidade tem tornado esta técnica muito promissora no campo da
sistematica filogenética (Pennisi 2013). Além disso, os UCEs tém sido utilizados em muitos niveis
de comparacdo entre organismos, de populacdes até grandes grupos (McCormack et al., 2012, 2013,
Crawford et al., 2012; Smith et al., 2014; Starrett et al., 2016).

Em peixes o primeiro estudo foi realizado por Faircloth et al. (2013). Nesse estudo foram
sequenciados 500 loci de cerca de 30 espécies de Actinopterygii e as filogenias obtidas mostram
nos altamente resolvidos em todos niveis (recentes e antigos). Os resultados suportaram as relacées
entre Amia e Lepisosteus (Holostei) e revelaram que os Elopomorpha e depois 0s
Osteoglossomorpha sdo as primeiras linhagens a divergir entre as linhagens dos teledsteos. Em
sequéncia, outros trabalhos foram realizados mostrando os UCEs como promissor e excelente
marcador molecular para estudos filogenéticos: Amarsipidae (Harrington et al., 2016),
Characiformes (Chakrabarty et al., 2017); Acanthomorpha (Alfaro et al., 2018), Loricariidae (Roxo
et al., 2019), Trichomycteridae (Ochoa et al., 2020), Serrasalmidae (Mateussi et al., 2020) e
Heptapteridae (Silva et al., 2021).

Em comparagdo com os estudos baseados em marcadores moleculares multi-locus o uso dos
UCEs tem se mostrado bastante eficiente. A razdo para este rapido crescimento estd ligada a

diferentes caracteristicas de sua abordagem, como a obtengdo de dados de eventos de divergéncia
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recente e antiga (Crawford et al., 2012; Harvey et al., 2016; Manthey et al., 2016) e alto custo-

beneficio em funcdo do tempo e baixo custo dada a grande quantidade de dados gerados.

JUSTIFICATIVA

Vaérias questdes no ambito da sistematica de Characinae ainda permanecem néo resolvidas como
levantadas acima e aqui sumarizadas: 1) a posicao de Acanthocharax ainda é incerta, devido a falta
de amostragem para evidéncia molecular; 2) a posicdo de Priocharax ainda ndo foi testada
utilizando dados moleculares; 3) a monofilia de Cynopotamus foi rejeitada pelas hipdteses
moleculares de Oliveira et al. (2011), Tagliacollo et al. (2012) e Melo et al. (2016) e de Roeboides
em Betancur-R et al. (2019); 4) as rela¢des interespecificas em cada um dos géneros necessitam de
uma maior amostragem de taxons terminais; 5) a diversidade molecular de espécies ndo € conhecida.
A Tabela 1 mostra 0 numero de taxons analisados pelos principais estudos morfoldgicos e
moleculares de Characidae (Mirande 2018), morfolégico da subfamilia Characinae (Mattox &
Toledo-Piza 2012) e molecular de Characidae (Oliveira et al., 2011). Pode-se notar uma necessidade
de maior amostragem de espécies de Characinae para geracdo de hipoteses filogenéticas mais
robustas. Além disso, varios problemas taxondmicos ainda existentes em varios géneros de
Characinae podem ser esclarecidos com a identificagdo molecular de espécies. Finalmente, o0s
recentes avancos na sistematica molecular com a utilizacdo de supermatrizes em escala genémica
tem proporcionado uma 6tima oportunidade para obter filogenias mais robustas, e sua consequente

utilizacdo em estudos macroevolutivos.
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Tabela 1. Nimero de espécies analisadas por género de Characinae em estudos anteriores e em

nosso estudo.

R Espécies Oliveira et Mattox & .
Género validas al., 2011 Toledo-Piza, Mirande, 2018 Este estudo
2012
Acanthocharax 1 0 1 0 1
Acestrocephalus 8 1 4 1 3
Charax 17 1 4 2 10
Cynopotamus 12 2 5 1 9
Galeocharax 3 1 3 1 3
Phenacogaster 23 1 4 3 13
Roeboides 21 1 6 2 18
Total 85 7 27 10 57
OBJETIVOS

Com base nas hipéteses prévias de relacionamentos interespecificos e intergenéricos da subfamilia

Characinae, e desta com outras subfamilias de Characidae, o presente projeto teve como objetivos:

1) Elaborar e testar as hipoOteses de relagdes filogenéticas entre os géneros da subfamilia
Characinae e desta com os demais membros de Characidae;

2) Elaborar e testar as hipoteses de relacoes filogenéticas entre as espécies de cada um dos géneros
de Characinae;

3) Realizar a reconstrucdo ancestral da dieta de Characinae e testar se as mudancas na dieta
influenciaram a diversificacdo morfoldgica do tamanho e forma do corpo;

4) Gerar sequéncias utilizando a técnica de DNA barcode para permitir uma identificagdo
molecular dos peixes da subfamilia Characinae;

5) Identificar linhagens/ espécies descritas ou ndo descritas.
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