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Resumo

Myloplus possui, atualmente, 15 espécies validas, das quais, apenas M. tiete e M. levis
ocorrem no sistema Parana-Paraguai. Ambas sdo descritas com base em apenas um
espéecime e possuem descri¢fes originais breves, tendo M. levis ja sido considerada um
sinbnimo junior de M. tiete. Filogenias moleculares recentes sugerem que as duas
espécies sdao proximamente relacionadas. Para verificar se essas duas espécies realmente
correspondem a taxons distintos, conduzimos uma abordagem integrativa, usando
analises morfoldgicas e moleculares (COI). Nossos resultados demonstraram que M. tiete
e M. levis sdo espécies distintas. Myloplus tiete pode ser diagnosticado de M. levis por:
maior distancia entre o término da nadadeira dorsal até o término da nadadeira anal (21,8—
25,3% SL vs. 17,0-20,0), base da nadadeira adiposa mais longa (4,1-5,8% SL vs. 2,6—
3,8), ultimo raio da nadadeira anal curto e estreito (vs. longo e largo) e espinhos da quilha
ventral curtos (vs. longos). Resultados moleculares recuperaram as espécies como tdxons
distintos, com distancia interespecifica de 8,5%. Por hora, a atual classificacdo de M. tiete
como uma espécie ameacada (EN) de acordo com os critérios da IUCN pode ser devido
a falta de uma definicdo apropriada da espécie. Esse estudo demonstra como a aplicacéo
de abordagens integrativas podem ser Gteis para melhorar a compreensao de taxons com
historicos taxondmicos complexos, com descri¢des originais insuficientes e com grande

similaridade morfoldgica.

Palavras-chave. COIl, Myelinae, Neotropical, Pacu, Serrasalmidae.



Abstract

Of the 15 species of Myloplus, only M. tiete and M. levis occur in Paranad-Paraguay River
Basin. Each of the two species was briefly described based on a single specimen, and thus
the diagnostic characters of M. tiete and M. levis are not clearly stated in the literature,
which led to M. levis being sometimes considered a junior synonym of M. tiete. Recent
molecular phylogenies suggested that the two species are very closely related. To verify
if these two species correspond to distinct taxa, we carried out an integrative analysis
using morphological and molecular (COI) data. Our results demonstrate that M. tiete and
M. levis are two different species. Myloplus tiete can be diagnosed from M. levis by:
longer dorsal-fin terminus to anal-fin terminus distance (21.8-25.3% SL vs. 17.0-20.0),
longer adipose-fin base (4.1-5.8% SL vs. 2.6-3.8), the last anal-fin unbranched ray short
and narrow (vs. long and wide), and short ventral-keel spines (vs. long). Molecular results
also identified the species as distinct taxa, with an interspecific distance of 8.5%.
Currently, M. tiete is categorized as Endangered (EN) according to IUCN criteria. This
study demonstrates how the application of integrative approaches can be useful for a
better understanding of taxa with complex taxonomic history, uninformative original

descriptions, and significant morphological similarity.

Key words. COI, Myelinae, Neotropical, Pacu, Serrasalmidae.
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Introducéo

A ordem Characiformes, compreendendo 289 géneros distribuidos em 24 familias
(Fricke, Eschmeyer, Fong, 2024), constitui um dos grupos morfologicamente mais
variados entre os peixes de agua doce, 0 que permitiu sua adaptacdo a diferentes nichos
troficos e ambientais na regido Neotropical e na Africa (Betancur et al., 2019; Burns,
Sidlauskas, 2019; Ohara et al., 2017). Dentre as familias neotropicais, encontra-se
Serrasalmidae, que abriga peixes de grande importancia comercial, popularmente
conhecidos como pacus, piranhas, o tambaqui e a pirapitinga (Ota et al., 2013). A familia
apresenta grande diversidade morfoldgica e atualmente € composta por 18 géneros
(Fricke, Eschmeyer, Fong, 2024), sendo um deles o género fossil Megapiranha Cione et
al., 2009.

Quanto as relacdes filogenéticas dentro de Serrasalmidae, as mais recentes
filogenias publicadas sugerem a divisdo da familia em dois ou trés grandes grupos. A
hipbtese filogenética proposta por Mateussi et al. (2020), utilizando elementos
ultraconservados, recupera duas subfamilias: Colossomatinae e Serrasalminae, sendo a
ultima subdivida em duas tribos de acordo com o tipo de espinho pré-dorsal, Myleini,
composta pelos pacus com espinho continuo ao primeiro pterigiéforo, e Serrasalmini,
composta por Metynnis Cope, 1878 e as piranhas com espinho descontinuo. Ja a hipotese
proposta por Kolmann et al. (2020), utilizando éxons, recupera trés subfamilias:
Colossomatinae, Myleinae e Serrasalminae. A Unica diferenca entre as propostas é o
método de classificacdo utilizado, subordinacdo na primeira e sequenciamento na
segunda.

Dentro de Myleinae (sensu Kolmann et al., 2020) ou Myleini (sensu Mateussi et
al., 2020), Myloplus Gill, 1896 é o género com o maior numero de espécies, atualmente
composto por 15 espécies validas. Os representantes do género sdo pacus de médio a
grande porte que habitam diversos tipos de ambientes, desde lagos com aguas lentas até
corredeiras e pequenas quedas d’agua (Jégu, 2003; Andrade et al., 2016).

Embora atualmente muitas espécies sejam atribuidas a Myloplus, seu histérico
taxonémico é bastante complexo. Myloplus foi originalmente proposto por Gill (1896)
como subgénero de Myleus (sensu Miiller, Troschel, 1844), que entdo era composto por
dois subgéneros, Myleus e Myletes. Gill (1896), através de uma breve mencdo em unico

paragrafo, sem fornecer descricdo complementar ou indicar espécie tipo, propés Myloplus



como substituto de Myletes sensu Muller, Troschel (1844), pois Myletes sensu Cuvier
(1816) ja estava em uso para outra espécie ndo relacionada. Dessa forma Myletes foi
substituido (e posteriormente suprimido) por Myloplus, que por sua vez foi considerado
subgénero ou sindnimo junior de Myleus por mais de um século (Eigenmann, 1910, 1912;
Géry, 1972).

Eigenmann (1912), ao analisar peixes da Guiana Inglesa, indica Myletes asterias
Mdiller, Troschel, 1844 como espécie tipo do subgénero Myloplus. No entanto, por muitos
anos as caracteristicas indicadas para esta espéecie foram consideras insuficientes para sua
diagnose, tendo sido considerada um sinénimo junior de Myletes rubripinnis Miller,
Troschel, 1844. Jégu et al. (2004) ao analisarem material tipo das espécies realocadas,
Myleus asterias e Myleus rubripinnis, além de material complementar oriundo das
Guianas e do rio Amazonas, foram capazes de separar adequadamente as duas espécies e
assim revalidar a espécie tipo de Myloplus. Além disso, os autores também identificaram
caracteristicas que diagnosticavam Myloplus, elevando-o a categoria de género.

Sobre o relacionamento das espécies, a filogenia proposta por Kolmann et al.
(2020), recuperou Myloplus como parafilético e prop6s novos arranjos taxondmicos. Dois
subgéneros de Myleus foram revalidados para alocar trés espécies anteriormente
posicionadas em Myloplus [i.e. Prosomyleus Géry, 1972, para alocar P. rhomboidalis
(Cuvier, 1818), e Paramyloplus Norman, 1929, para alocar P. ternetzi Norman, 1929 e P.
taphorni (Andrade et al., 2019)]. No entanto, nenhuma diagnose morfoldgica foi
fornecida para nenhum dos géneros. Ainda no mesmo trabalho, Myloplus planguettei
Jégu, Keith, Le Bail 2003 foi transferida para Myleus planquettei. Mesmo considerando
esses rearranjos Myloplus permaneceu parafilético.

Mateussi et al. (2020) utilizaram um numero maior de espécies de Serrasalmidae
em sua analise filogenética, mas também nado recuperaram a monofilia de Myloplus, com
espéecies proximamente relacionadas a outros géneros (e.g. Myleus, Mylesinus
Valenciennes, 1850, Tometes Valenciennes, 1850 e Utiaritichthys Miranda Ribeiro,
1937). O problema central consiste na diagnose desses géneros, baseada na forma e
distribuicdo dos dentes do pré-maxilar (Géry, 1972; Jégu et al., 2003, 2004), carater que
vem se demonstrando homoplastico nas ultimas analises filogenéticas da familia (Orti et
al., 2008; Thompson et al., 2014; Kolmann et al., 2020; Mateussi et al., 2020). Além
disso, as espécies exibem grande variacdo morfolégica associada a ontogenia e
dimorfismo sexual, o que dificulta o reconhecimento dos limites intra- e interespecificos
(Machado et al., 2018; Ota et al., 2020).



Taxonomia Integrativa e DNA barcoding

A taxonomia classica baseada em caracteres estritamente morfoldgicos possui
limitacGes atualmente muito discutidas, entre elas: necessidade de especialistas para
correta identificacdo de taxons; existéncias de espécies cripticas (que ndo sdo distintas
morfologicamente); descri¢cbes originais insuficientes e séries tipo perdidas; grande
plasticidade fenotipica intraespecifica; dificuldade de identificagdo morfoldgica correta
ao longo de toda ontogenia dos taxons (Pires, Marinoni, 2010). Assim, a juncdo de mais
de uma, ou até a aplicacdo de varias técnicas de analises diferentes, tem sido muito
utilizada para alcangar um melhor entendimento sobre a biodiversidade. A utilizagdo
dessa abordagem € conhecida como taxonomia integrativa (Dayrat, 2005).

Embora muitas outras metodologias possam ser utilizadas, as analises moleculares
tém sido uma ferramenta muito importante para a delimitacdo de taxons e para 0 avango
do entendimento sobre as relacdes filogenéticas das espécies. Com a criacdo da técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificacdo do DNA, tornou-se possivel a
delimitacdo de espécies com base apenas no sequenciamento de um determinado trecho
de DNA amplificado. A técnica recebe o nome de DNA barcoding em referéncia direta
ao cddigo de barras, uma vez que cada ser vivo apresenta uma sequéncia de DNA
diferente, podendo assim ser identificado apenas com base na leitura desse cddigo (Hebert
et al., 2003).

O DNA barcoding € realizado em um trecho especifico no DNA mitocondrial,
uma pequena regido no gene citocromo c¢ oxidase subunidade 1 (COI) de cerca de 650
pares de bases. A escolha do gene esta principalmente relacionada a possibilidade de
reconhecimento de espécies cripticas e estruturagdo filogeografica das espécies, uma vez
que possui uma grande amplitude de sinal filogenético, apresentando substitui¢des
nucleotidicas mais rapidas, além disso, 0 gene possui primers universais que permitem o
sequenciamento de quase todos os filos e indels (inser¢des/delecdes) raros (Hebert et al.,
2003).

Assim, a identificacdo de espécies através de analises de DNA, como a técnica de
DNA barcoding, contorna alguns problemas centrais da taxonomia classica como:

facilitar a identificacdo de qualquer taxon em qualquer estagio de vida, mesmo larvas e



juvenis, e tornar possivel a delimitacdo de espécie morfologicamente cripticas. No
entanto, ressalta-se que o DNA barcoding identifica espécies através da comparagédo de
sequéncias previamente analisadas e depositadas em um banco de dados, como o
GenBank e 0 BOLD. Neste caso, mesmo que seja possivel a identificacdo de espécies no
banco através apenas de amostras de tecido, também ha a necessidade de manter os
exemplares testemunhos para realizagdo de analises morfoldgicas e estudos taxondmicos
detalhados (Pires, Marinoni, 2010).

No trabalho de DNA barcoding mais abrangente utilizando representantes de
Serrasalmidae, Machado et al. (2018) focaram na grande diversidade amazonica e
demonstraram que a riqueza de espécies dentro da familia ainda é muito subestimada.
Nesse trabalho, 13 espécies até entdo consideras pertencentes a Myloplus foram incluidas

e 0 género foi recuperado parafilético.

Bacia do Prata

A bacia do Prata é composta por trés principais sub-bacias, Paraguai, Parana e
Uruguai e possui cerca de 3,1 milhdes de km?2 de extenséo, consistindo na segunda maior
bacia da América do Sul. A bacia do Prata banha cinco paises, Brasil, Paraguai, Uruguali,
Bolivia e Argentina, abrigando uma importante e extensa area alagada no Brasil, 0
Pantanal (Villar et al., 2018; Reis et al., 2016). Por ocupar uma regido que envolve cinco
paises, conflitos quanto a gestdo e conservagao dos recursos hidricos e da biodiversidade
sdo constantes. A area € densamente povoada e possui grande importancia econdémica
principalmente relacionada a geracao de energia hidroelétrica (Villar et al., 2018).

A presenca destas hidrelétricas acarreta uma série de impactos ambientais nesta
bacia e afeta diretamente sua ictiofauna (Fraguas, Pompeu, 2021). Um grande exemplo é
a usina hidrelétrica de Itaipu, cuja construcao inundou uma ampla area no alto rio Parana,
regido do Salto das Sete Quedas, que atuava como uma barreira natural para espécies de
peixes deste rio. Sua inundacdo ocasionou a remogédo dessa barreira e, dessa forma,
algumas espécies que antes eram endémicas do baixo rio Parana puderam colonizar o alto
Parana (Reis et al., 2020). Outro exemplo, ¢ a UHE de Yacyreta, que esta localizada
proxima a divisa entre Paraguai e Argentina, cuja implantacdo causou grande impacto na
ictiofauna local levando a diminuicdo do estoque pesqueiro e ao desaparecimento de
algumas especies na regido (Ulloa, Bellini, 2009).

A bacia do Prata consiste na terceira bacia mais diversa em peixes de dgua doce



da América do Sul. Possuindo representantes de 44 familias, 242 géneros e cerca de 924
espécies, das quais 444 sdo consideradas endémicas (Reis et al, 2016). Entre os
representantes da bacia, destacam-se o Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816),
popularmente conhecido como dourado e a importante espécie comercial Prochilodus
lineatus (Valenciennes, 1837), popularmente conhecida como curimba.

Sobre as espécies de Myloplus presentes na bacia do Prata, M. tiete (Eigenmann,
Norris 1900) e M. levis (Eigenmann, McAtee 1907) possuem ocorréncia conhecida para
as sub-bacias Parana-Paraguai, ndo havendo registros para sub-bacia do rio Uruguai.
Sabe-se que a presenca dos diversos barramentos na bacia do Prata consiste em uma
ameaca para as espécies que habitam ambientes I6ticos, entre elas Myloplus tiete, que
possui distribuicdo indicada para bacia dos rios Parana, mas que atualmente é considerada
rara no alto rio Parand, sendo encontrada mais frequentemente em determinados locais,

como lvinhema, Piquiri e Iguatemi (Akama et al., 2018).



1.4 Discussion

Myloplus tiete and M. levis are two species from the Paraguay-Parana River basin that
are commonly misidentified (see under taxonomic history of both species) (e.g. Ortega,
Vari 1986; Menni, 2004; Almirén et al., 2015; Machado et al., 2018; Mateussi et al.,
2020). Surprisingly, our results indicate that the two species are distinguished by
multiple features and are easily recognizable by morphological characteristics, with at
least 16 morphometric characters that can be used to separate them (see under
diagnosis and morphological description). Using a morphological approach, we selected
specimens that matched the diagnostic features of each species and conducted a
molecular species delimitation using COI. The molecular analyses corroborated the
morphological results, revealing an 8.5% genetic distance between them.

Thus, Myloplus levis was misidentified in two recently published phylogenetic
studies (Machado et al., 2018; Mateussi et al., 2020), leading to the misguided
conclusion that it is closely related to M. tiete or even identical to it. Thanks to these

authors’ contribution,



we had access to tissue samples used by Machado et al. (2018), and pictures (Fig. S3)
from the M. levis voucher specimen utilized by Mateussi et al. (2020). The three samples
used by Machado et al. (2018) (one identified as Myloplus tiete and two identified as
Myloplus levis) were resequenced in order to verify its position in our DNA barcoding
tree and compare our sequences to those already generated by the authors. In our studied
the six sequences were recovered together with specimens of Myloplus tiete, which were
distant from the clade identified by us as Myloplus levis. Although we did not sequence
the sample used by Mateussi et al. (2020), the analysis of photography Fig. S4 revealed
that it was a specimen of M. tiete. Thus, it is possible to affirm that M. levis had not been
sampled for molecular analysis prior to the present work. Myloplus levis was recovered
as sister taxon of M. animacula, and it is more related to Amazonian representatives of
M. asterias than to M. tiete. In turn, Myloplus tiete appears as sister group of M. aff.
rubripinnis from the Negro River basin.

The uncertainty between these taxa may had consequences beyond the field of
taxonomy. Akama et al. (2018) considered Myloplus tiete as Endangered (EN) according
to the criteria of the International Union for the Conservation of Nature. They based that
decision on the observation that the records of M. tiete from most of its original
geographic range have declined in the last decades. Deterioration of habitat conditions,
mainly by the increasing number of dams like Itaipu, is likely the main reason for the
population decreases. More recently, fishermen have reported the capture of many
individuals of M. tiete at the Ilha Solteira Reservoir, which elicited a public demand to
lift the restriction on its exploitation as food (personal communication).

Although we lack proper population studies for Myloplus tiete, by the analysis of
specimens preserved in museums, it is possible to infer that: (1) preserved specimens from
some of the main tributaries of the upper Parana River basin, such as the Tiete, are rare;
(2) most of the specimens analyzed herein were collected before 2014; (3) the species
known distribution is restricted to the upper Parana River Basin, and all of its reports from
other basins, such as the Paraguay basin, are misidentifications. Even though the first and
second inferences might be due to deficient sampling, by delineating its geographic
distribution and providing a comprehensive diagnosis of the species, we enable
populational studies that can generate more effective conservational strategies.

Myloplus tiete and M. levis are not isolated instances within the genus. As
previously discussed, Myloplus, along with the majority of genera within Myleinae, is
considered polyphyletic, contributing to our limited understanding of both inter- and



intra-generic relationships. The adoption of integrative taxonomy has played a crucial
role in unveiling cryptic diversity within the group, facilitating the identification of novel
species such as M. nigrolineatus, M. aylan, and M. sauron. Furthermore, it has proved
invaluable in resolving longstanding taxonomic problems, as notably distinguishing

between M. tiete and M. levis.
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