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Estudos morfolégicos e moleculares em populacBes de Piabina Reinhardt (Characidae,
Stevardiinae) das bacias do alto rio Parana e rio Sdo Francisco, incluindo a descri¢do de uma

nova espécie

RESUMO

As espécies do género Piabina Reinhardt (1867) das bacias do alto rio Parana e Sdo Francisco
foram caracterizadas molecularmente pela sequéncia do citocromo ¢ oxidase subunidade |
(CQl) e analisadas taxondmica e filogeneticamente. A analise molecular resultou na formacéo
de trés clados distintos: clado A (Piabina anhembi, sub-bacia do rio Tieté), clado B (Piabina
argentea, bacia do rio S&o Francisco e alto rio Parand) e clado C (Piabina sp. n., bacia do alto
rio Parand). As populacdes de P. argentea da bacia do alto rio Parand e S&o Francisco
compartilharam o mesmo hapl6tipo. Piabina anhembi, espécie endémica das cabeceiras do rio
Tieté, apresentou haplétipo distinto das demais, porém, como sO6 houve um individuo
sequenciado, o polimorfismo intra-especifico ndo foi analisado. Uma nova espécie das
drenagens dos rios Ivai, Pirap6 e Pitangui, bacia do alto rio Parana foi descoberta. A nova
espécie, aqui descrita, apresentou amplo polimorfismo intra-especifico, observado pela
formacdo de nove hapl6tipos na populagdo estudada. As distancias genéticas interespecificas
variaram de 3,0 a 6,7%, sendo 6,7% entre Piabina sp. n. e P. anhembi juntamente com P.
argentea, e 3,0% entre P. anhembi e P. argentea. A analise filogenética demonstrou que
Piabina sp. n. apresenta as duas sinapomorfias congruentes com a hipétese de monofiletismo
do género. A grande maioria dos 57 caracteres analisados encontram-se no mesmo estado de
P. argentea e P. anhembi. Os caracteres: 19 (angulo-articular horizontalmente encurtado), 29
(porcéo anterior do canal latero-sensorial no primeiro infraorbital alcangando ou extendendo-
se além da margem anterior do corpo principal da ossificacdo), 30 (porcdo posterior do
primeiro infraorbital sobrepondo-se a por¢édo anterior do segundo infraorbital), 34 (denticdo
do terceiro infra-faringobranquial presente) e 55 (presenca de duas epurais) foram
divergentes. A nova espécie aqui descrita pode ser facilmente diferenciada de suas congéneres
pela combinacgdo dos seguintes caracteres: dente anterior da triade parcialmente inserido entre
0 primeiro e o segundo dente da primeira série (vs. dente anterior da triade ndo inserido no
espaco entre o primeiro e segundo dente da primeira série), maior porcentagem da distancia
da origem da nadadeira dorsal & origem da nadadeira anal em relagdo ao comprimento padrdo
(31,1-35,3 vs. 26,6-28,9 e 24,7-32,8 em P. anhembi e P. argentea respectivamente), maior
porcentagem da distancia entre a origem da nadadeira dorsal a origem da nadadeira pélvica
(29,3-33,9, vs. 23,3-25,7 e 24,3- 30,8) e lobo inferior da nadadeira caudal mais fortemente
enegrecida que o lobo superior (vs. lobos da mesma coloracao).

Palavras-chave: Taxonomia integrativa. Citocromo oxidase subunidade 1 (COIl). Sistematica

molecular. Filogenia. Peixe neotropical.



Morphological and molecular studies of Piabina Reinhardt (Characidae,
Stevardiinae) from the basins of the upper Rio Parana and Rio Sdo Francisco,

with description of a new species

ABSTRACT

Species of Piabina Reinhardt (1867) from the upper rio Parana and rio Sdo Francisco basins
were molecularly characterized by the cytochrome c oxidase subunit I (COI) sequence and
were taxonomic and phylogenetically analyzed. Molecular analysis resulted in the formation
of three distinct clades: clade A (Piabina anhembi, rio Tieté basin), clade B (Piabina
argentea, rio S8o Francisco and upper rio Parand basins) and clade C (Piabina sp n., upper rio
Parand). Populations of P. argentea from the upper rio Parana and rio S&o Francisco basins
shared the same haplotype. Piabina anhembi, an endemic species from the rio Tieté
headwaters presented distinct haplotype from the others, however, as only one individual was
sequenced, intraspecific polymorphism was not analyzed. A new species of Pirap6 and
Pitangui rivers, upper rio Parana basin, was discovered. The new species, herein described,
showed wide intra-specific polymorphism, observed by the formation of nine haplotypes in
the studied population. The interspecific genetic distances ranged from 3.0 to 6.7% and 6.7%
between Piabina sp. n. and P. anhembi with P. argentea, and 3.0% between P. anhembi and
P. argentea. Phylogenetic analysis showed that Piabina sp. n. has two synapomorphies
consistent with the hypothesis of the genus monophyletism. Most of the 57 analyzed
characters are in the same state as P. argentea and P.anhembi. The characters: 19
(anguloarticular horizontally shortened), 29 (anterior portion of the laterosensorial canal in the
first infraorbital reaching or extending beyond the edge of the main body of the ossification),
30 (posterior portion of the first infraorbital overlapping the anterior portion the second
infraorbital), 34 (third infrafaringobranquial teeth present) and 55 (presence of two epurals)
were divergent. The new species described herein can be easily distinguished from its
congeners by the combination of the following characters: anterior tooth of the triad partially
inserted between the first and second teeth of the first series (vs. anterior tooth of the triad not
inserted into the space between the first and second teeth of the first series), largest percentage
of the distance from the dorsal-fin origin to the anal-fin origin in relation to standard length
(vs. 31.1-35.3, 26,6-28,9 and 24,7-32,8), higher percentage of the distance between the dorsal-
fin origin to the pelvic-fin origin (29.3-33.9, vs. 23,3-25,7 and 24,3- 30,8) and lower lobe of
caudal fin more strongly blackish than that upper lobe (vs. lobes with the same coloration).

Keywords: Integrative taxonomy. Citocromo oxidase subunit I (COI). Molecular systematics.

Filogeny. Neotropical fish.
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1 INTRODUCAO

A ictiofauna da regido neotropical é considerada a mais diversa do mundo (Reis et
al., 2003). Dentre os peixes de &gua doce, a ordem Characiformes € considerada a terceira
mais diversa, compreendendo 19 familias e 3.244 espécies (Eschmeyer & Fricke, 2011).
Além disso, esta ordem abrange a familia Characidae, a mais numerosa entre 0s peixes, com
1125 espécies validas (Eschmeyer & Fricke, op cit.).

Characidae inclui vérios grupos de peixes, 0s quais constituem uma grande e
heterogénea assembléia, incluindo espécies de pequeno a grande porte. Devido a grande
diversidade e por ndo apresentar uma origem monofilética comprovada, esta familia é
considerada uma das mais complexas dentro da ordem (Britski et al., 2007, Mirande, 2010).
Muitos géneros encontravam-se Incertae Sedis em Characidae desde Reis et al. (2003),
devido a auséncia de informacdes que comprovassem seu monofiletismo. Mais recentemente,
Mirande (2009, 2010) realizou estudos filogenéticos desta familia e ressuscitou ou redefiniu
algumas subfamilias com base em sinapomorfias, incluindo o género Piabina Reinhardt, 1867
em Stevardiinae.

Este género é composto por espécies de pequeno porte, de coloracdo prateada em
vida, que habitam aguas rapidas, com fundo arenoso e sdo conhecidos popularmente como
piabas (Vari & Harold, 2001). As espécies deste grupo apresentam trés séries de dentes no
pré-maxilar, com notavel sobreposicdo deste em relacdo ao dentario, uma peculiaridade
compartilhada pelo género Creagrutus Gunther, 1864. Além disso, Piabina apresenta,
somando a esta, muitas outras similaridades com este género.

Piabina foi descrita por Reinhardt (1867), com base em exemplares coletados em
Lagoa Santa, no rio S&o Francisco, Minas Gerais, Brasil, sendo P. argentea a espécie-tipo do
género. Desde sua criacdo até os dias atuais, seis espécies ja foram citadas neste género:
Piabina peruana Steindachner, 1875, descrita de Monterico no Peru, Piabina piquira
Eigenmann (1910) do rio Piracicaba, P. analis Eigenmann, Henn & Allen. (1914) da bacia do
alto rio Paraguai, P. beni Pearson, 1924, do rio Popoi, alto rio Beni, Bolivia e P. anhembi
Silva & Kaefer 2003, das cabeceiras do rio Tieté, alto rio Parana. No entanto, somente duas
sdo atualmente consideradas validas, P. argentea e P. anhembi. P. peruana foi transferida
para Creagrutus (Gunther, 1876). Piabina piquira foi considerada um nomem nudum, pois

ndo foi encontrada sua descricdo formal, nem material-tipo. Além disso, foi confirmada a
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ocorréncia de P. argentea no rio Piracicaba, acarretando na sinonimizagao de P. piquira com
P. argentea (Vari & Harold, 2001). Piabina analis foi transferida para o género Piabarchus
por Myers (1928), e P. beni foi transferida para Creagrutus como C. pearsoni por Mahnert &
Géry (1988), devido a este epiteto especifico ja estar ocupado por outra especie.

Devido as similaridades entre Creagrutus e Piabina, este Gltimo foi por diversas
vezes sinonimizada e revalidada (ver detalhes em Vari & Harold, 2001). Entretanto, estas
realocacdes foram realizadas com base em critérios arbitrarios, como comprimento da
nadadeira anal (Géry, 1977), sem explorar as relacdes filogenéticas entre as espécies.

Desta forma, a falta de um estudo sistematico e filogenético que apontasse
sinapomorfias para suportar a validade de Piabina levou ictiélogos a desenvolverem um
amplo estudo abrangendo os dois géneros supracitados (Harold & Vari, 1994; Vari & Harold,
1998; Vari & Harold, 2001). Tais estudos revelaram uma alta diversidade em nivel especifico
ndo detectada anteriormente em Creagrutus, que 0s géneros sdo proximos, monofiléticos e
diferenciam-se principalmente por caracteres osteoldgicos ndo visualizados externamente,
como a presenca do quarto osso infraorbital quadrilateral em Creagrutus e aproximadamente
triangular, com angulo posterior agudo em Piabina (sinapomorfia do género). Estes estudos,
somados a outros posteriores, geraram novas hipGteses de relacdes filogenéticas e
biogeograficas entre as espécies destes dois géneros. Estes culminaram com a validacdo
apenas de P. argentea, a qual foi considerada espécie mais basal do clado, com ampla
distribuicdo geografica, ocorrendo nas bacias dos rios Itapirucu, Sdo Francisco, Paraiba,
Itapemirim e alto rio Parana. Piabina beni foi mantida em Creagrutus, como C. pearsoni,
como ja mencionado anteriormente.

Na bacia do alto rio Parana, em especial no Estado do Parana, exemplares
identificados como P. argentea sdo muito frequentes, mas tém sido encontradas divergéncias
entre as populacdes durante sua identificagdo. Ressalta-se ainda que alguns destes exemplares
sdo muito similares a outras possiveis novas espécies de Bryconamericus do grupo iheringii,
Knodus ou mesmo Creagrutus, que ocorrem na regido, fato que gera muita confusdo na
identificacdo. Além disso, é valido ressaltar que, no estudo desenvolvido por Vari & Harold
(2001), nenhum lote de P. argentea coletado em afluentes no Estado do Parana foi analisado.
Esta informacdo trouxe novas perspectivas para investigacdo deste grupo nesta regiao, devido
principalmente a diversidade de ambientes encontrados neste trecho da bacia do alto rio
Parana. Considerando as semelhancas entre as espéecies destes géneros e as dificuldades em se
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delimitar espécies cripticas, buscou-se, neste trabalho, contribuir para o reconhecimento da
diversidade deste género, utilizando uma abordagem sistematica.

Nesse sentido, a taxonomia, no seu contexto atual, tem buscado reconhecer a
diversidade bioldgica através de perspectivas multiplas e complementares. A associacdo de
novas teorias, métodos e dados provenientes de disciplinas como genética populacional,
filogeografia e ecologia tem como intuito contribuir sobremaneira na dificil tarefa de
delimitar entidades bioldgicas similares. A utilizacdo de tais informaces para a descri¢do de
espécies tem sido considerada um grande desafio para os taxonomistas (Padial & De La Riva,
2010). Esta nova abordagem conhecida como “Taxonomia Integrativa” baseia-se no fato de
que cada espécie possui uma histéria evolutiva Unica. Desta forma, o conjunto de diversas
informacBes obtidas de diferentes colecGes de uma mesma espécie deve ser congruente,
fornecendo ampla evidéncia bioldgica para suportar a determinacdo de um nome oficial
(Dayrat, 2005).

Concomitantemente aos trabalhos taxonémicos baseados na morfologia, estudos
genéticos tém sido utilizados como importante ferramenta para estudos filogenéticos
(Javonillo et al. 2010), bem como para identificacdo de espécies cripticas (Lima et al., 2005;
Benine et al., 2009). Estes ultimos trabalhos ressaltam que eventualmente caracteres
morfologicos podem néo ser suficientes para afirmar se determinados individuos pertencem a
espécies diferentes ou ndo, assim estudos com analises da variabilidade genética tém
contribuido significantemente para o entendimento da diversidade de peixes. Ha décadas que
marcadores moleculares, associados a outros estudos, mostraram-se capazes de contribuir
fortemente no reconhecimento da diversidade de varios grupos taxondmicos (e.g. Avise,
1994; Johnson & Clayton, 2000; Pons et al., 2006, Melo et al. 2011).

A analise de marcadores moleculares do DNA mitocondrial (mtDNA) tem mostrado
grande eficiéncia em estudos de caracterizacdo de espécies, variagdo geografica e estrutura
populacional (e.g. Agnése et al., 1997; Sivasundar et al., 2001; Prioli et al., 2002). Entre os
marcadores estudados, o gene citocromo ¢ oxidade | (COI) destaca-se por possuir inumeras
vantagens como a possibilidade de utilizagdo de um primer universal para a maioria dos
animais, e maiores taxas de sinal filogenético e evolucdo que auxiliam na discriminacdo de
grupos muito préoximos (Hebert et al., 2003). Uma porcao de 648 pares de base (pb) do gene
COI foi selecionada como marcador molecular padréo, denominado de DNA barcoding,
através de uma proposta elaborada por Hebert et al. (op cit.) conhecida como Consortium for
the Barcodes of Life (CBoL). O objetivo do programa é padronizar e automatizar a
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identificacdo e descricdo de toda biodiversidade. Para isso, a separacdo dos espécimes €
realizada com base nos valores de distancia genética das sequéncias, sendo estabelecido um
limiar de dez vezes para tomada de decisdo. Em principio, dois haplogrupos seriam
considerados como pertencentes a espécies distintas se o polimorfismo nucleotidico
intergrupos for pelo menos dez vezes maior que as diferengas intragrupos (Hebert et al.,
2004).

No entanto, um estudo recente conduzido por Ward (2009), de revisdo dos trabalhos
de divergéncia genética em peixes utilizando a metodologia DNA barcode, revelou que o
limiar proposto por Hebert et al. (2003) para considerar uma unidade biolégica distinta ndo
esta adequado para um expressivo nimero de espécies. Os autores verificaram que dentre 0s
estudos analisados 17% dos valores de divergéncia genética entre congéneres foi inferior a
3%. Além disso, sugeriram que, se entre dois morfotipos ocorrer uma divergéncia maior que
2%, existe uma probabilidade maior que 95% que sejam espécies diferentes.

Nesse sentido o presente estudo teve como escopo Vverificar se as populagdes de P.
argentea, encontradas nas bacias do alto rio Parana e rio Sdo Francisco, constituiam espécies
distintas, reconhecer relacdes interespecificas preliminares das espécies de Piabina com base

em caracteres morfoldgicos e realizar a descri¢cdo formal da nova espécie.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material bioldgico e locais de coleta

O material analisado neste estudo foi obtido, em grande parte, atraves de excursdes
cientificas realizadas pela equipe da Colegdo Ictiologica do Nupélia — UEM. Outros
pesquisadores também colaboraram com este estudo através de coleta e doagdo de amostras
de tecidos e/ou exemplares inteiros. Para as analises genéticas foram utilizadas amostras do
tecido muscular fixadas em alcool comercial puro no momento da coleta e armazenadas sob
refrigeracdo a -20°C.

Ao todo foram analisadas sequéncias nucleotidicas do gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase | (COI) de 18 espécimes, pertencentes a trés espécies (Piabina argentea, Piabina
anhembi e Piabina sp. n. (aqui descrita). A determinagdo do género foi realizada de acordo

com Vari & Harold (2001). Na Tabela 1 encontram-se os locais de ocorréncia, incluindo sub-
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bacia e bacia hidrografica, material testemunho e numero dos exemplares estudados. A
espécie Bryconamericus iheringii (Boulenger, 1887) foi considerada grupo externo e
adicionada no trabalho a partir das sequéncias COI disponiveis no Genbank com numero de

acesso FJ749041 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Sempre que possivel, um exemplar de cada espécie que tenha sido coletado
preferencialmente junto ao material aqui estudado foi catalogado como material testemunho

na Colecdo Ictiologica do Nupélia (NUP).

Tabela 1. Lista das espécies das quais foram obtidas as sequéncias nucleotidicas do gene mitocondrial
citocromo c¢ oxidase | (N: numero de individuos analisados). A sequéncia nucleotidica de
Bryconamericus iheringii, grupo externo, foi retirada do Genbank, com nimero de acesso FJ749041.

Espécie N Localidade Sub-bacia Bacia Testemunho

Piabina anhembi 1 rio Paraitinga rio Tieté alto rio Parana LBP 4622

2 rio das Velhas rio das Velhas  rio Sdo Francisco NUP7270
Piabina argentea

1 rio Sdo Francisco  rio Paranaiba alto rio Parana NUP 8912

4  rio Pitangui rio Tibagi alto rio Parana NUP6397

2 ribeirdo Colorado  rio Pirapd alto rio Parana NUP6484
Piabina sp. n. 3 ribeirdo Maringa rio Pirapo alto rio Parana NUP6388

3 ribeirdo das Frutas rio Ivai alto rio Parana a catalogar

2 rio Amambai rio Amabai alto rio Parana a catalogar
Bryconamericus iheringii 1 UFRGS10002

2.2 Caracterizacao Molecular

2.2.1 Extracéo e quantificacdo do DNA

Para extracdo do DNA seguiu-se o protocolo de Monesi et al. (1998), com algumas
modificagdes (Prioli et al., 2002). Foram macerados em nitrogénio liquido cerca de 100 mg de
tecido muscular. Em seguida as amostras foram homogeneizadas em 500 pL de tampdo TH
(Tris-HCI 10 mM, NaCl 60 mM, EDTA 10 mM, sacarose 5% e espermina 0,15 mM) mais
500 pL de tampédo PS (Tris-HCI 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 2% e sacarose 5%) e 5 uL de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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proteinase K (20 pg/uL) em banho-maria com agitacdo a 37°C por aproximadamente duas
horas. O DNA foi purificado com lavagens fenol/cloroférmio (1:1) e cloroférmio e
precipitado através de solucéo salina (0,2M NaCl) e etanol absoluto gelado e mantido a -20°C
por 24 horas. O precipitado foi submetido a lavagens com etanol 70% e 100% por
centrifugacdo de 5 minutos a 12.000 rpm. Posteriormente o pellet obtido foi ressuspendido em
50 pL de tampdo TE (1 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA), com RNAse (20 mg/mL) e
estocado a -20°C.

A quantificacdo do DNA presente em cada amostra foi realizada por meio visual pela
comparagdo com quantidades conhecidas de DNA do fago A (Invitrogen). Foi utilizado gel de
agarose (0,8%) corado com brometo de etideo (20 ug/100 mL) e fotografado sob Iluz
ultravioleta utilizando o software Kodak EDAS-290.

2.2.2 PCR do DNA mitocondrial

DNA individual foi utilizado para amplificacdo de fragmentos do gene COIl com os
primers FishF1-5°’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3’ e FishR1-
5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3’, descritos por Ward et al. (2005) e
termociclador MJ Research PT100. As condi¢des para a reacdo de PCR foram descritas por
Prioli et al. (2002). A mistura de reacdo para PCR foi constituida de Tris-KCI (20 mM Tris-
HCI pH 8,4 com 50 mM KCI), 1,5 mM MgCl,, 2,5 mM de cada primer, 0,1 mM de cada
dNTP, 2,5 U Tag DNA polimerase (Invitrogen), 15 ng de DNA e agua millique para
completar o volume para 25 pL. Para cada exemplar foram realizadas duas reacGes
independentes e um controle negativo em cada experimento, consistindo de reacdo de PCR
sem DNA. A programacdo foi 94°C por 2 minutos, seguidos de 34 ciclos a 94°C por 30
segundos, 52 a 56°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, e uma extenséo final de 72°C por
10 minutos.

A quantificacdo dos produtos de PCR foi realizada em gel de agarose (1%) e os
comprimentos foram determinados através de comparacdo com o padrdo Ladder 100 pb
(Invitrogen). Em seguida, as amostras foram purificadas usando-se polietileno glicol (PEG)
para eliminacdo do excesso de primers e residuos de nucleotideos de acordo com protocolo de

Rosenthal et al. (1993) e armazenadas a —20°C.
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2.2.3 Sequenciamento e analise filogenética

O produto final obtido de cada reacdo de PCR foi utilizado diretamente para o
sequenciamento em plataforma MegaBace (Amersham), de acordo com as instrucdes do
fabricante. As sequéncias nucleotidicas foram editadas manualmente e alinhadas em Clustal
W (Thompson et al., 1994), com o programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.1 (Hall,
1999). As sequéncias que apresentaram nivel de confiabilidade inferior a 90% foram
excluidas da analise, com objetivo de diminuir as chances de erro.

Para o célculo das distancias, os individuos de cada espécie formaram grupos
diferenciados. As diversidades intra-especificas foram obtidas pela média dentre todos os
individuos de cada espécie, as distancias interespecificas foram estimadas entre os diferentes
grupos de espécies e analisaram-se todos os possiveis pares formados dentro de cada género.
As sequéncias foram analisadas através do modelo de substituigdo nucleotidica selecionado
com auxilio dos programas Modeltest 3.7 (Posada & Crandal, 1998) e PAUP 4.0 beta 10
(Phylogenetic Analysis Using Parcimony; Swofford, 2002), utilizando os critérios de Akaike
(Corrected Akaike Information Criterion -AlCc) e bayesiano (Bayesian Information Criterion
- BIC).

As analises filogenéticas basearam-se nos algoritmos neighbor-joining (“unido-de-
vizinhos”; NJ) com suporte de 10.000 bootstraps (reamostragens) e maximum-likelihood
“maxima-verossimilhang¢a”; ML) com 1.000 bootstraps. A construcdo das arvores neighbor-
joining e de méxima-verossimilhanca foi realizada com os programas Mega 4.0 e PhyML 3.0
(Guindon & Gascuel, 2003), respectivamente.

Também foram realizadas analises com o modelo de substituicdo nucleotidica
Kimura-2-Pardmetros (K2P; Kimura, 1980), utilizando o algoritmo neighbor-joining (NJ)
com suporte de 10.000 bootstraps. Esses parametros foram propostos por Hebert et al. (2003)
como metodologia padrdo para as analises do DNA barcoding, por serem eficientes e rapidos

em analises de espécies em larga escala (Nei & Kumar, 2000; Kumar & Gadagkar, 2000).
2.3 Caracterizacdo Morfoldgica
Os dados morfomeristicos foram obtidos com auxilio de paquimetro digital com

precisdo de 0,1 mm e as contagens realizadas sob estereomicroscépio com aumento de 50X,

do lado esquerdo do corpo do peixe, sempre que possivel. A metodologia utilizada seguiu a
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descrita por Vari & Harold (2001), incluindo os caracteres anatbmicos, exceto a largura da
boca, que sequiu Silva & Kaefer (2003). As medidas foram expressas em porcentagem do
comprimento padrdo (CP), exceto as realizadas em subunidades da cabeca, as quais foram
expressas como porcentagem da cabeca (CC). A contagem das séries de dentes do pré-maxilar
foi realizada considerando trés componentes maiores (Vari e Harold, 2001). Componente A
ou segunda série: formado por um agrupamento de trés grandes dentes localizados
medialmente a série principal. Componente B ou primeira série: formado pela série principal,
curvada transversalmente, disposta entre a regido anterior da sinfise e a regido postero-lateral
do pré-maxilar. Componente C ou terceira série: dois dentes, similares morfologicamente aos
da série principal, localizados lateralmente entre o terceiro e o quarto dente da série principal.
As fotos do dentério, pré-maxilar, maxilar e nadadeira anal foram obtidas com cémera
fotografica Sony Cyber-shot, acoplada a ocular de microscopio estereoscopico num aumento
de 50X.

Na contagem de escamas das séries horizontais entre a origem da nadadeira dorsal e
a linha lateral ndo foi incluida a série de escamas pré-dorsais, localizada imediatamente
anterior a origem do primeiro raio da nadadeira dorsal. O nimero de séries de escamas
horizontais abaixo da linha lateral foi contado até a origem da nadadeira anal, sem considerar
as escamas que recobrem seus primeiros raios. Da mesma maneira, a contagem das escamas
da linha lateral ndo considerou as escamas que recobrem a base da nadadeira caudal. Seis
exemplares foram diafanizados e corados (d&c) de acordo com Taylor & van Dyke (1985)
para analise de caracteres osteoldgicos. Vértebras do aparato de Weber foram contadas como
quatro elementos e a fusdo PUl + Ul da regido caudal como um anico elemento, todos
incluidos na contagem total de vértebras.

A analise dos caracteres filogenéticos foi realizada seguindo a matriz publicada de
Vari & Harold (2001). A terminologia para os caracteres osteoldgicos e da anatomia dos
sistemas ndo 0sseos seguiu Alexander (1964), Weitzman (1974), Winterbottom (1980) e Vari
& Harold (2001). Na descricdo, cada contagem é seguida por sua frequéncia entre parénteses.
Na lista de exemplares examinados, o numero de espécimes total do lote é dado primeiro,
seguido pelo nimero de exemplares analisados do lote (quando diferente do nimero total de
especimes) e pelo nimero daqueles diafanizados e corados (d&c) entre parénteses. As
medidas e contagens foram apresentadas separadamente entre as sub-bacias dos rios Pirap6 e
Tibagi, pois as populag6es diferiram quanto a coloragdo do lobo inferior da nadadeira caudal e
ganchos 6sseos nadadeira anal (ver Discussdo). A determinagcdo do sexo e da maturagdo
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sexual dos exemplares abertos seguiu o proposto por Vazzoler (1996). As abreviagOes
institucionais estéo de acordo com:

http://researcharchive.calacademy.org/research/Ichthyology/catalog/collections.asp
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo Molecular

Foram analisadas sequéncias nucleotidicas do gene COI de 18 individuos pertencentes
ao género Piabina (Tabela 2), além do outgroup, Bryconamericus iheringii, obtido no
Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ap6s o alinhamento e edicdo manual, foi

selecionado para andlise um fragmento de 410 pares de bases (pb). Esse fragmento foi
escolhido devido a maior porcentagem de confianga encontrada nesse intervalo. A
confirmacdo da sequéncia foi realizada por similaridade, através de acessos disponiveis no
Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Em relacdo ao polimorfismo genético (Tabela 2), observou-se que ndo houve
compartilhamento de hapl6tipos entre espécies distintas. Os individuos de P. argentea,
provenientes tanto das bacias do rio Sdo Francisco (2 ex.) como do alto rio Parana (1 ex., rio
Séo Francisco, afluente do Paranaiba) compartilharam um Unico haplétipo. Piabina anhembi
ndo compartilhou hapl6tipo com nenhuma das outras espécies do género. Enquanto que uma
populacdo diferenciada, denominada aqui de Piabina sp. n., do alto rio Parand, apresentou
elevado polimorfismo, formando na populacdo estudada nove haplétipos. Nesta espécie
ocorreu inclusive a formacédo de haplotipos distintos em individuos coletados em uma mesma
localidade, como exemplo o rio Pitangui.

Em relacdo as distancias genéticas intra e interespecificas (Tabela 3), nos individuos
de P. argentea, a distancia intra-especifica foi nula, enquanto Piabina sp. n. apresentou 1% de
diversidade. Para P. anhembi, ndo foi possivel o calculo da distancia intra-especifica, pois
somente um individuo foi analisado. Quanto a distancia interespecifica, P. argentea
apresentou menores valores quando comparada a P. anhembi (3,0%) e maiores com Piabina
sp. n. (6,7%), e Bryconamericus iheringii (8,7%). Entre P. anhembi e Piabina sp. n. foi
encontrada distancia de 6,7%, e entre esta e B. iheringii 8,7%. Entre Piabina sp. n. e B.
iheringii foi de 9,4%. Nao foram observados indels ao longo das sequéncias.

A proporgdo das bases nitrogenadas adenina+timina (25,9+32,9) foi maior do que
guanina+tcitosina (24,4+16,6) em todas as espécies (Tabela 2). A proporgdo de sitios
invariaveis (I) foi de | = 0.7886 e a razdo de transi¢Oes/transversdes foi de 5,87. Foram

observados 46 sitios de transi¢do e 16 de transversdes, a maioria na terceira posi¢do do codon.
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Como esperado, as mudancas nessa posi¢do nao resultaram em troca de aminoacidos. Apenas
seis alteragdes aminoacidicas foram verificadas nos exemplares analisados. Cinco ocorreram
em decorréncia de trocas na primeira posicdo do cddon, observadas uma no outgroup (B.
iheringii) e uma em Piabina sp. n. da sub bacia do rio Tibagi, com substitui¢do de isoleucina
na posicdo 181, e trés em Piabina sp. n. da sub-bacia do Pirapé (afluente do Paranapanema),
com substituicdo de triptofano na posicdo 289. Na segunda posi¢do do cddon foi encontrada
apenas uma alteracdo que resultou em troca de aminoacidos, com substituicdo de glicina, na
posicdo 8, a qual ocorreu em um espécime também da sub-bacia do Pirapd. Ressalta-se que
estes resultados culminaram para o reconhecimento da nova espécie de Piabina, que é

descrita abaixo.
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Tabela 2. Polimorfismo nucleotidico de 410 pares de base das sequéncias do gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade | de espécies de Piabina. A
coluna cddigo faz referéncia ao ponto de coleta dos exemplares (RDV: rio das Velhas; RPB: rio Paranaiba; RPT: rio Paraitinga; RCO: ribeirdo Colorado;
RDF: ribeirdo das Frutas; RPI: rio Pitangui; RAI: rio Amambai, RMA: ribeirdo Maringd). Entre parénteses 0 nimero de individuos que compartilharam o
referido haploétipo.

Espécie

Codigo (N) Haplétipo

Sitios nucleotidicos

Bacia

Piabina argentea

RDV (2)

1111111111111122222222222233333333344
124455667788990013344456778913477888899900013355600
8272814396817062518927932471261939238914734953947958

rio Sdo Francisco

RPB (1) Hapl-1 CTCAAGTTCGTCGTCCATATCCTCCACGGCTGTCCCTGACTTTGCTCCCATC a1to rio Parand
Piabina anhembi RPT (1) Hapl-2 ....... c..C. TG..C.A...... A...C...... A...... T..G. alto rio Parana
RCO (2) Hapl-3 ..G..CC..GTA..TG.G.TA.ATG. .AT.AC. . ... GA...ATCTTTG. .
RDF (3) Hapl-4 ..G..CC..C.A..TG.G.TA.ATG. .AT.AC. . ... GA...AT.TT.G..
RPI (1) Hapl-5 ..G..CC..C.A..TG.G.TA.ATG. .AT.AC..... GA.C.AT.TTTG. .
RAI (2) Hapl-6 .G...CT.C.A..TG.G.TA.ATG. .AT.AC..... GA...AT.TTTG..
Piabina sp. n. RPI (1) Hapl-7 ..G..CC..C.A..TG.G.TA.ATG.AAT.AC. . ... GA...AT.TTTG.. alto rio Parana
RPT (2) Hapl-8 ..G..CC..C.A..TG.G.TA.ATG. .AT.AC....AGA.C.AT.TTT. ..
RMA (1) Hapl-9 ..G..CC..GTA..TG.G.TA.ATG. .AT.AC....TGA. . .ATCTTTG. .
RMA (1) Hapl-10 ..G...C..G.A..TG.G.TA.ATG. .AT.AC....TGA. ..AT.TTTG.
RMA (1) Hapl-11 G..G..CC..GTA..TG.G.TA.ATG. .AT.AC....TGA. ..ATCTTTG. .
Bryconamericus Outgroup  Hapl-12 .CT.TA.C.A..ACT..C.CTGAT..T.ATGACTTTC.GGACCA. .T...C.

iheringii

(1)
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Tabela 3. Valores médios de distancias genéticas, em porcentagem, obtidas com o modelo K2P
de sequéncias parciais do gene citocromo c¢ oxidase subunidade | das espécies do género
Piabina. Destacado em negrito, valores das distancias intra-especificas, quando possivel
calculo.

Espécies Distancia
1 2 3 4
1. Piabina argentea 0
2. Piabina anhembi 3.0 n/c
3. Piabina sp.n. 6.7 6,7 1,0
4. Bryconamericus iheringii 8,7 8,7 9.4

Com o intuito de examinar a divergéncia genética entre as espécies foram
realizadas analises filogenéticas. As arvores foram construidas a partir do modelo de
substituicdo Kimura-2-Parametros (K2P) com algoritmo NJ (Hebert et al., 2004) bem
como pelo modelo evolutivo HKY + | (-InL = 903.1159, AICc = 1895.1207),
considerado como o que melhor explicou os dados da regido COI. Sua escolha ocorreu,
com ambos os critérios Akaike (AICc) e Bayesiano (BIC) sob os pardmetros Nst = 2;
TRatio = 5.8772; Rates = gamma, Shape = 0.0165; Pinvar = 0.

As arvores NJ e ML geradas pelo modelo evolutivo HKY+I e a rvore NJ obtida
com o modelo K2P foram congruentes na separacao das espécies e divisdo dos clados
(Figs. 1 e 2). As anélises culminaram com a formacgdo de trés grupos, aqui foram
denominados em Clado A, B e C. O Clado A foi composto por P. anhembi, endémica
das cabeceiras do rio Tieté, este Clado apresentou baixa distancia genética (3,0%) e
maior similaridade molecular com o Clado B. Neste Clado foram agrupados 0s
individuos de P. argentea provenientes da bacia do rio Sdo Francisco, localidade de
onde a espécie foi descrita, bem como individuos da sub-bacia do rio Paranaiba, alto rio
Parana. Um terceiro grupo, o Clado C, foi formado pelos individuos previamente
identificados como P. argentea, provenientes da bacia do alto rio Parand, coletados em
diversas sub-bacias nos estados do Parand e Mato Grosso do Sul (Tabelal), aqui

determinados como a nova espécie Piabina sp. n. Este Clado apresentou uma alta
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diversidade genética intra-especifica, e valores de bootstrap suficientes para apoiar a
sustentagdo dos clados.
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Fig. 1. Arvores filogenéticas de maxima verossimilhanca (esquerda) e neighbor-joining (direita) obtidas com o modelo HKY, a partir da sequéncia parcial do
gene citocromo c oxidade subunidade 1. Nimeros acima das ramificag¢fes representam os valores de bootstrap.



28

A
71 £ anitamol rio Tieté
45 |P. argentea
I P. argentea ' B ’
P. argentea rio Paranaiba

g rio das Velhas
— Piabina sp. n

91| Piabina sp. n
Piabina sp. n

Piabina sp. n
86 | Piabina sp. n

Piabina sp. n C
— Piabina sp. n
P2 721 Piabina sp. n rio Tibagi

99 . . ’
Piabina sp. n r!o P"?po
rio Ivai

Piabina sp. n rio Amambai
Piabina sp. n

Piabina sp. n

62 e
Piabina sp. n

Piabina sp. n

Outgroup

—
0.005

Fig. 2. Arvore filogenética neighbor-joining obtida com o modelo K2P, a partir da sequéncia
parcial do gene citocromo c oxidade subunidade |. NUmeros acima das ramificacOes

representam os valores de bootstrap.

3.2 Caracterizacdo Morfoldgica

Os estudos moleculares descritos acima permitiram o reconhecimento de uma

espeécie nova para a Ciéncia, e sua descri¢do formal é
Piabina sp. n. nova espécie

Figs 3-5
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Piabina argentea.- Hoffmann et al.2005 (rio das Cinzas) — Galves et al., 2007:255
(bacia do rio Taquaral; afluente Tibagi) — Shibatta et al., 2007:130 (bacia do

médio e alto Tibagi).

Fig. 3. Piabina sp. n. MZUSP (a catalogar), hol6tipo, 68,6 mm CP; bacia do rio Tibagi, alto rio
Parana, rio Pitangui, municipio de Ponta Grossa, Parana, Brasil. a. colorido de exemplar do
mesmo lote do hol6tipo recém fixado, b. Holétipo.

Holo6tipo. MZUSP (a catalogar), 68,6 mm CP, Brasil, Parand, municipio de
Ponta Grossa, rio Pitangui (foz do rio Verde), afluente do rio Tibagi, bacia do alto rio
Parand, 25°2°20,0”’S 50°7°40”W, 15 Nov 2008, coletora Ana Maria Gealh.

Paratipos. Todos coletados no Brasil, Estado do Parand, bacia do alto rio
Parand. NUP 6155, 3, 66,5-71,6 mm CP, mesmos dados do holétipo, 15 Nov 2007;
NUP 6156, 1, 65,8 mm CP, mesmos dados do hol6tipo, 10 Fev 2007; NUP 6157, 1,
67,8 mm CP, mesmos dados do holétipo, 18 Fev 2007; NUP 6159, 1, 74,6 mm CP,
municipio de Ponta Grossa, rio Pitangui (usina), afluente do rio Tibagi, 25°01°35”S
50°03°59”W, 05 Ago 2007, Gealh, A.M.; NUP 6160, 4, 64,2-68,6 mm CP, mesmos
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dados do hol6tipo, 15 Abr 2007; NUP 6161, 6, 65,0-72,3 mm CP, municipio de Ponta
Grossa, rio Pitangui (Sanepar), afluente do rio Tibagi, 25°02°05”’S 50°07°39”W, 02 Mar
2008, Gealh, A.M.; NUP 6163, 6(3), 64,0-77,7 mm CP, mesmos dados NUP 6161, 09
Abr 2007; NUP 6164, 1, 68,2 mm CP, mesmos dados do NUP6161, 10 Fev 2008; NUP
6166, 1, 68,5 mm CP, mesmos dados do NUP 6159, 08 Jul 2007; NUP 6168, 1, 69,0
mm CP, mesmos dados do hol6tipo, 09 Dez 2007; NUP 6397, 30(3), 64,1-69,6 mm CP,
coletados com o holdtipo; NUP 6484, 7, 55,7-67,6 mm CP, municipio de Flérida (divisa
entre Lobato), ribeirdo Colorado, afluente do rio Pirap6, 23°03°37°S 51°57°00”W, 16
Dez 2008, Pavanelli, C.S. et al.; NUP 6602, 4, 35,1-61,0 mm CP, municipio de
Maringd, ribeirdo Maringd, afluente do rio Pirapd, 23°22°28”S 51°58’09”W, 20 Out
2005, coletor Nupélia; NUP 6396, 9, 64,2-68,3 mm CP, mesmos dados do holétipo, 28
Out 2008; NUP 10092, 10, 11, 56,9-67,2, municipio de Marialva, ribeirdo Alegre,
afluente do rio Pirapd, 23°26'34"S 51046'11"W, 17 de Set de 2004, coletor Zawadzki,
C.H.

Paratipos ndo utilizados na descri¢cdo. Todos coletados no Brasil, Estado do
Parana, bacia do alto rio Parand. MZUEL 1232, 3, 29,1-53,4 mm CP, municipio de
Londrina, ribeirdo Trés Bocas, afluente do rio Tibagi, 23°37°00”S 51°02°00”W, 15 de
Fev de 1995; MZUSP 86162, 22(3), 33,4-35,2, mm CP, municipio de Telémaco Borba,
corrego proximo a ilha do saltinho, sub-bacia do rio Tibagi, 24°12°31”’S 50°39°17”W,
11 Dez 2004; NUP 3962, 21, 29,4-61,3 mm CP, municipio de Mandaguacu, cérrego
ller, afluente do rio Atlantico, sub-bacia do rio Pirapo, 23°19°52”S 52°00°26”W, 05 Dez
2006, Pavanelli, C.S. et al.; NUP 5855, 2, 33,9-37,2 mm CP, municipio de Marialva, rio
Keller, afluente do rio Ivai, 23°38°30”S 51°51°33”W, 12 Abr 2008, Zawadzki, C.H;
NUP 5882, 1, 28,2 mm CP, municipio de Marialva, rio Keller, afluente do rio Ivai,
23°38°30”S 51°51°33”W, 12 Abr 2008, Zawadzki, C.H.; NUP 5976, 2, 24,4-59,6 mm
CP, municipio de Campo Mourdo, rio Mourdo, afluente do rio Ivai, 24°02°21”S
52°16°22”W, 04 Dez 2006, Pavanelli, C.S. et al.; NUP 7066, 1, 46,3 mm CP, municipio
de Campo Mourdo, rio Mourdo, afluente do rio lvai, 24°02°23”S 52°16°22”W, 07 Abril
2009, Zawadzki, C.H. et al.
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Diagnose. Piabina sp. n. difere das demais congéneres pela combinacdo dos
seguintes caracteres: dente anterior da triade parcialmente inserido entre o primeiro e 0
segundo dente da primeira série (vs. dente anterior da triade inserido posteriormente ao
primeiro e segundo dente da primeira série) (Fig. 4A), maior porcentagem da distancia
da origem da dorsal a origem da nadadeira anal em relacdo ao comprimento padrédo
(31,1-35,3) do que P. anhembi e P. argentea (vs. 26,6-28,9 e 24,7-32,8,
respectivamente), maior porcentagem da distancia entre a origem da nadadeira dorsal a
origem da nadadeira pélvica (29,3-33,9) (vs. 23,3-25,7 e 24,3- 30,8, respectivamente) e
lobo inferior da nadadeira caudal mais fortemente enegrecido que o lobo superior (vs.
lobos ndo enegrecidos e lobos da mesma coloragao, respectivamente) (Fig. 3).

Descricao. Dados morfomeristicos apresentados na Tabela 4. Corpo alongado,
suavemente comprimido, maior altura localizada uma ou duas escamas a frente da
origem da nadadeira dorsal. Cabeca e tronco levemente robustos. Perfil dorsal da cabeca
convexo entre a margem do labio superior e a vertical projetada sobre a regido inter-
orbital, e reto ou levemente concavo deste ponto até a extremidade distal do processo
supra-occipital. Regido inter-orbital levemente concava. Perfil pré-dorsal do tronco
convexo, do processo supra-occipital até a origem da nadadeira adiposa, reto ou
levemente cbncavo deste Ultimo ponto até a origem da nadadeira caudal. Perfil ventral
do corpo convexo até o final da nadadeira anal. Perfil ventral do pedinculo caudal
levemente concavo.

Cabeca arredondada em vista lateral e dorsal, focinho carnudo, acentuadamente
convexo, boca sub-terminal, pré-maxilar longo, sobrepondo o dentario. Maxilar robusto
e suavemente curvado em sua porcdo proximal (Fig. 4b). Labios superior e inferior
espessos. Presenca de papilas sobre o labio superior e focinho. Série de infra-orbitais
presentes e bem desenvolvidos. Segundo infra-orbital sobreposto dorso-lateralmente ao
terceiro. Terceiro infra-orbital bem desenvolvido, com a margem ventral proximo a
juncédo horizontal do pré-opérculo, mas sem contato. Quarto infra-orbital reduzido, de
formato aproximadamente triangular, com angulacdo variavel, mais reduzido e com
angulo menor em individuos adultos. Borda posterior do terceiro e quinto infra-orbitais

muito proximas ou em contato, principalmente em adultos.
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Fig. 4. Piabina sp. n., paratipo, NUP 6397, 68,5 mm CP. Pré-maxilar (a), lado esquerdo, vista
ventral. Maxilar (b), lado esquerdo, vista lateral. Regido anterior do dentario (c), lado esquerdo,
vista lateral. As letras correspondem as séries de dentes (A: segunda série (triade), B: primeira
série (principal), C: terceira série).

Pré-maxilar com trés séries de dentes tricuspidados, primeira série arqueada ou
sigmoidal (Fig. 4a, seta B) com 4(45) ou raramente 5(4) dentes, primeiro e segundo
dentes menores que 0s subsequentes, com um espago pronunciado entre estes dois
dentes em relagdo ao espago entre os demais desta série; terceiro dente maior que 0s
demais. Nos individuos nos quais foram encontrados cinco dentes na primeira série
(NUP6602, 6637, 6484), o quinto dente encontrava-se inserido no espaco entre o
segundo e terceiro dentes, de forma e tamanho similares aos dois primeiros. Segunda
série composta por trés dentes, formando um agrupamento triangular, ou triade (Fig. 4a,
seta A); dente medial do agrupamento de tamanho similar aos primeiros dentes da
primeira série, inserido anteriormente no espaco entre o primeiro (antero-lateral) e

segundo (postero-lateral) da triade e parcialmente no espaco entre o primeiro e segundo
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dente da primeira série; dentes posteriores da triade dispostos perpendicularmente ao
primeiro e segundo dente da primeira série, dente antero-lateral de tamanho similar aos
demais dentes do pré-maxilar, dente postero-lateral maior que os demais. Terceira série
composta por dois dentes externos localizados entre o segundo e terceiro da primeira
série (Fig. 4a, seta C). Maxilar com 3*(79) raramente 2(6) dentes, visiveis a olho
desarmado, e um terceiro ou quarto dente bem menor, visualizado somente nos
exemplares d&c. Dentario com 8 dentes tricuspidados, sendo os 4*(85) primeiros
maiores que 0s subsequentes e os 3(6) ultimos dentes muito reduzidos, visualizados
somente nos exemplares d&c. A cuspide central é mais desenvolvida em todos os
dentes.

Nadadeira dorsal com ii,7(17) ou 1i,8%(68). Origem da nadadeira dorsal
localizada cerca de duas escamas posteriores a vertical que passa pela origem da
nadadeira pélvica. Margem distal da nadadeira dorsal reta, dois primeiros raios
ramificados ligeiramente maiores que os demais. Origem da nadadeira adiposa
levemente anterior a vertical projetada sobre a insercdo do Gltimo raio da nadadeira
anal. Nadadeira anal com iii,16(16), 17*(40), 18(27) ou 19(2), sua margem distal
levemente sigmoidal, segundo raio ndo ramificado e os trés primeiros ramificados
formando um l6bulo levemente alongado, com ganchos ésseos curtos, de base larga e
extremidade pontiaguda, voltados para base do raio, um (mais comum) ou dois (raro)
ganchos por segmento, presentes no segundo raio inteiro e nos oito ou nove raios

ramificados subsequentes (2 d&c, Fig. 5).

Fig. 5. Piabina sp. n., paratipo, NUP 6397, 68,5 mm CP. Raios da nadadeira anal, detalhe dos
ganchos.
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Raios da nadadeira peitoral com 1,10(12), 11(20), 12(45) ou 13(8), seu
comprimento cerca de % da distancia contida entre a origem das nadadeiras peitoral e
pélvica, com ganchos 0sseos no raio inteiro e nas ramificacdes posteriores de todos 0s
raios ramificados (1 d&c, NUP6397). Nadadeira pélvica com i,7(4), 8*(43) ou 9(38),
sua extremidade distal alcancando o anus quando adpressa, um unico gancho 6sseo por
segmento (NUP 5796), presente nos trés ou quatro primeiros raios ramificados, de
forma e tamanho similares aos encontrados na nadadeira anal. Rastros epibranquiais
5*(24), 6(56) ou 7(6) + 8(6), 9(39) ou 10*(40) ceratobranquiais. Nadadeira caudal
bifurcada, com lobos de tamanho e forma similares. Raios caudais principais 22;
procurrentes dorsais 10 e ventrais 12. Presenca de 36 vértebras totais (12 dorsais, 20
pré-caudais e 4 caudais), e 6 supraneurais, verificados em 6 exemplares d&c
(NUP6397).

Na Tabela 5 sdo apresentados os estados dos 57 caracteres da matriz
filogenética de Vari & Harold (2001). Informagdes adicionais a diagnose da espécie
baseada nos caracteres anatdmicos e relagdes sobre seu posicionamento filogenético

encontram-se na discussao.
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Tabela 4. Dados morfométricos e meristicos de Piabina sp. n. N=85, 6 d&c utilizados para a
contagem de veértebras, medidas 1 a 14 expressas em porcentagem do comprimento padrdo e 15
a 19 expressas em relacdo ao comprimento da cabeca.

Hol6tipo Média Amplitude

Comprimento Padrdo (mm) 66,6 35,5-73,3
1. Altura do pedinculo caudal 10,2 10,5 9,3-12,8
2. Comprimento da cabeca 23,4 23,3 21,7-25,7
3.Comprimento da nadadeira anal 17,0 17,3 14,2-19,5
4.Comprimento da nadadeira dorsal 215 23,1 21,5-25,7
5. Comprimento da nadadeira peitoral 17,7 20,0 17,5-22,6
6.Comprimento da nadadeira pélvica 13,6 15,5 13,6-17,7
7. Comprimento do pedunculo caudal 13,7 14,4 10,9-17,7
8. Distancia entre a origem da nadadeira dorsal a nadadeira peitoral 39,0 37,4 31,3-40,4
9. Distancia do focinho até origem da nadadeira dorsal 53,1 51,8 47,7-54,1
10. Distancia do focinho até origem da nadadeira peitoral 24,5 23,9 21,9-26,0
11. Distancia do focinho até origem da nadadeira pélvica 47,8 47,3 43,9-49,4
12. Distancia entre a origem da nadadeira dorsal a jun¢do hipural 52,1 53,8 48,8-57,1
13. Distancia entre a origem da nadadeira dorsal a nadadeira anal 32,1 32,6 29,6-35,3
14. Distancia entre a origem da nadadeira dorsal a nadadeira pélvica 31,7 31,3 27,5-33,9
15 Comprimento péstero-orbital. 39,1 38,8 34,5-45,1
16 Comprimento do focinho 26,2 26,7 21,0-30,3
17 Didmetro orbital 32,2 35,1 30,2-40,2
18 Distancia interorbital 32,4 345 28,5-36,8
19 Largura da boca 26,3 25,4 20,0-31,5

Moda Amplitude

1.Escamas da linha lateral 40 40 39-44
2. Séries de escamas entre a origem da nadadeira dorsal e a linha lateral 4 4-5
3.Séries de escamas entre a origem da nadadeira anal e a linha lateral 4 3 3-4
4.Escamas medianas pré-dorsais 13 12 11-13
5.Raios ramificados da nadadeira dorsal ii 8 i 8 i 8
6.Raios ramificados da nadadeira anal 17 i 17 ii 15-19
7.Raios ramificados da nadadeira pélvica 8 9 7-9
8.Raios ramificados da nadadeira peitoral 10 12 10-14
36

9.Vértebras
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Tabela 5. Estados dos caracteres de Piabina sp. n., para os 57 caracteres apresentados por Vari
& Harold (2001) na filogenia do género. Os caracteres estdo listados em ordem crescente,
organizados por grupos, separados por colunas.

Caracteres 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-57

0 0 1 1 0 0
0 0 0 0 1 0
1 0 0 0 1 0
0 1 0 1 0 0

Estados 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0
0 0 0 0 1
0 1 1 0 0
0 0 1 0 0

Coloracdo em alcool. Regido dorsal e médio-lateral da cabeca castanhas,
incluindo o focinho até a regido em torno dos olhos, labio superior e maxilar. Coloracao
mais intensa sobre 0 0sso supra-occipital do que nas demais regides. Bochecha,
opérculo e pré-operculo prateados. Regido ventral da cabeca, abaixo da horizontal que
passa pela fenda bucal, sem pigmentacdo. Mancha umeral cinza-escura, verticalmente
alongada, bem evidente, com prolongamentos varidveis para cima e para baixo,
conferindo um formato fusiforme.

Coloracéo de fundo do tronco palida e amarelada, escamas dorso-laterais com a
borda posterior escurecida por cromatoforos castanhos, com maior intensidade a medida
que se aproxima da linha médio-dorsal. Dorso do corpo castanho-escuro, com uma faixa
continua do focinho até a origem da nadadeira caudal. Faixa lateral do corpo difusa e
arqueada, localizada aproximadamente uma serie de escamas acima da linha lateral,

cinza-escura, mais evidente ap0s a regido da vertical projetada pouco antes da origem da
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nadadeira dorsal e se estendendo fracamente sobre os raios caudais medianos. Mancha
sobre o pedunculo caudal cinza-escura, horizontalmente alongada e difusa.

Nadadeiras pares com poucos cromatoforos pretos dispersos sobre as
membranas. Nadadeira dorsal enegrecida em sua por¢do médio-central. Nadadeira anal
enegrecida especialmente sobre os raios inteiros, menos evidente na regido sobre 0s
raios ramificados. Nadadeira caudal suavemente escurecida, com pigmentagdo mais

concentrada sobre o lobo inferior (mais evidente nos exemplares do rio Pirap0).

Coloracédo em vida (baseada em video e foto de um individuo logo apds a
coleta, cedidos pela coletora Ana Maria Gealh, rio Pitangui, Ponta Grossa, Nov. de
2008). Coloracéo geral da cabeca e tronco prateada. Por¢éo dorso-lateral, logo acima da
faixa lateral, dourada, escamas dorso-laterais assim como na descricdo da coloracdo em
alcool. Mancha umeral, mascarada por depdsitos de guanina. Nadadeira dorsal e adiposa
pigmentadas de vermelho desde sua base até a por¢do médio-proximal. Membranas da
nadadeira anal pigmentadas de vermelho, coloragdo preta sobre os raios em toda sua
extensdo; membranas que recobrem os raios inteiros e a por¢do distal dos dois primeiros
raios ramificados esbranquicadas. Nadadeiras pares iridescentes. Base da nadadeira
caudal pigmentada de amarelo, com pigmentacdo negra sobre a pocdo médio-distal do
lobo inferior da nadadeira caudal, lobo superior iridescente.

Dimorfismo sexual. Foram encontrados ganchos ésseos (Fig. 5) nas
nadadeiras anal e peélvica em seis individuos, todos machos maduros (NUP6397).
Alguns outros individuos machos, fora do periodo reprodutivo, abertos pela coletora
Ana Maria Gealh, ndo apresentaram ganchos, sugerindo que esta diferenca sexual
ocorre somente no periodo reprodutivo, constituindo dimorfismo sexual secundario. Os
exemplares analisados ndo apresentavam necessariamente ganchos em todas as

nadadeiras onde eles foram encontrados.

Distribuicao. Piabina sp. n. é conhecida da localidade-tipo, rio Pitangui (Figs.
6-8), ribeirdo Trés Bocas e cOrrego sem nome, bacia do rio Tibagi. Ribeirdo Maringa,
ribeirdo Alegre e rio Colorado, bacia do rio Pirap6 e também do rio Keller e rio Mouréo,

bacia do rio lIvai, alto rio Parana. Dois exemplares coletados em alcool e utilizados para
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a analise molecular do rio Amambai, em MS, bacia do alto rio Parand, pertencem
provavelmente a nova espécie, no entanto, devido a falta de informacgdes sobre a

localidade tipo e dados de coleta ndo foi possivel a inclusdo deste lote nos paratipos.

Fig. 6. Localidade-tipo de Piabina sp. n., rio Pitangui, ponto acima da usina Pitangui, municipio
de Ponta Grossa, Parana, Brasil (25°01°35”S 50°03°59”W).

-26.0

-56.0 -54.0 -52.0 -50.0 -48.0 -46.0

Fig. 7. Mapa parcial da regido sul-sudeste do Brasil, evidenciando a bacia do alto rio Parana no
Estado do Parana, mostrando a distribuicdo de Piabina sp. n. O quadrado representa a
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localidade-tipo (rio Pitangui) e os circulos os paratipos (rios Ivai, Pirap6 e Tibagi). Cada
localidade pode estar representada por mais de um lote.

Fig. 8. Mapa parcial do Brasil apresentando a distribui¢do geogréfica das espécies validas de
Piabina, aqui analisadas genética e taxonomicamente. Os simbolos em preto representam a
distribuicdo de Piabina sp. n., os em amarelo de P. anhembi, e em vermelho de P. argentea.

Material comparativo analisado: Brasil: Bryconamericus iheringii, MZUSP
19055, 22(9), 30,4-36,7 mm CP, Rio Grande do Sul, Arroio Grande, Arroio Chasqueiro,
bacia da lagoa Mirim. Bryconamericus aff. iheringii, NUP 7886, 3, 74,9-77,4 mm CP,
Parand, Ponta Grossa, rio Pitangui, afluente do rio Tibagi, bacia do alto rio Parana.
Caiapobrycon tucurui, NUP 9002, 7, 22,0-28,0 mm CP, Para, Sdo Geraldo do Araguaia,
ribeirdo Sucupira, bacia do rio Tocantins Araguaia. Creagrutus anary, MZUSP 98290,
4(2), 32,9-44,1 mm CP, Rondbnia, cachoeira de Santo Antbnio, bacia do rio Madeira.
Creagrutus atrisignum, MZUSP 95511, 2, 43,8-53,9 mm CP, Goias, rio Arraial, bacia
do rio Tocantins. Creagrutus barrigai, MZUSP 30753, 9(2), 45,3-47,8 mm CP, Acre,
rio Tarauaca, bacia do rio Jurua. Creagrutus britiskii, MZUSP 50540, 12(3), 44,3-47,7
mm CP, Goias, ribeirdio Macambira, bacia do rio Tocantins. Creagrutus cochui,
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MZUSP 17536, 1, 79,12 mm CP, Amazonas, lgarapé da cachoeira Cuiau, bacia do rio
Ic&. Creagrutus figueiredoi, MZUSP 89069, 101(10), 34,2-38,3 mm CP, Goias, rio do
Peixe, bacia do Araguaia. Creagrutus ignotus, MZUSP 50165, 3 (1), 33,03 mm CP,
Mato Grosso, riacho 1 (um), afluente do rio Preto, bacia do rio Tapajos. Creagrutus
melanzomus, MZUSP 101979, 16(8), 36,7-38,1 mm CP, Amapa, cachoeira Sao
Raimundo (em frente a comunidade de Uirataparu, montante da cachoeira de Santo
Antonio do rio Jari), bacia do rio Jari. Creagrutus menezesi, MZUSP 50545, paratipos,
8(3), 50,2-65,8 mm CP, Goias, ribeirdo Paranoa do Meio, bacia do rio Tocantins,
laciara. Creagrutus cf. meridionalis, MZUSP 59255, 2, 51,7-52,9 mm CP, Mato
Grosso, rio Taquari, bacia do rio Paraguai. Creagrutus meridionalis, MCP 18738 11(2),
56,18-61,4 mm CP, Mato Grosso, ribeirdo Chiqueirdo, afluente do rio Jangada, bacia do
rio Paraguai. Creagrutus phasma, MZUSP 85139, 7(3), 46,7-55,02 mm CP, Amazonas,
rio Tiquié (entre a cachoeira do Caruru e a comunidade Boca do Sal), bacia do rio
Tiquié. Creagrutus saxatilis, MZUSP 84053, 10(5), 41,2-59,4 mm CP, Tocantins, rio
Peixinho, bacia do rio Manuel Alves (proximo ao municipio de Rio da Conceicao).
Creagrutus seductus, MZUSP 51029, paratipos, 9(4), 60,25-70,56 mm CP, Mato
Grosso, cérrego Fundo, afluente do rio Jangada, bacia do rio Tocantins, Barra do
Garcas. Creagrutus tuyuka, MZUSP 81318, 108(10), 52,9-55,3 mm CP, Goias, rio
Tiquié, afluente do rio Sdo Marcos, bacia do rio Negro. Creagrutus varii, MZUSP
81069, paratipos, 20(5), 34,25-36,70 mm CP, Goiés, Cataldo, Cérrego da Prata, afluente
do rio Sdo Marcos, bacia do rio Paranaiba, alto rio Parand. DZSJRP 5424, paratipos,
8(3), 16,6-17,4 mm CP, Goias, Cataldo, rio Sdo Marcos, afluente do rio Paranaiba, bacia
do alto rio Parana. Creagrutus vexillapinnus, MZUSP 92515, 24(10), 45,8-51,9 mm CP,
Amazonas, igarapé Castanha, afluente do rio Tiquié, bacia do rio Negro. Knodus
moenkhausii, NUP 7861, 5, 28,0-39,6 mm CP, Parana, Sao Jorge do Patrocinio, rio
Paracai, afluente do rio Parana, bacia do alto rio Parana. Piabina anhembi, LBP 6788,
26(5), 65,4-70,2 mm CP, S&o Paulo, Salesépolis, rio Paraitinguinha, afluente do rio
Tieté, bacia do alto rio Parana. MCP 25270, paréatipos, 20(10), 52,0-60,7 mm CP, Séo
Paulo, Salesopolis, rio Paraitinguinha, afluente do rio Tieté, bacia do alto rio Parana.
Piabina argentea, MCP 27892, 205(10), 34,6-53,1 mm CP, Minas Gerais, Abadias dos
Dourados, rio Preto, bacia do rio Paranaiba, bacia do alto rio Parana. MCP 33773,

10(5), 32,1-46,7 mm CP, Minas Gerais, Sdo Francisco, rio Sdo Francisco, bacia do rio



41

Séo Francisco. MCP 31114, 86(10), 17,6-22,3, mm CP, Alagoas, Santana do Ipanema,
rio Ipanema, bacia do rio S&o Francisco. NUP 7270, 20, 33,4-43,8 mm CP, Minas
Gerais, Santo Hipdlito, rio Pardo Grande, afluente do rio das Velhas, bacia do rio Sdo
Francisco. NUP 8908, mesmos dados do NUP 7270. Bolivia: Creagrutus beni, MZUSP
27808, 5(2), 43,6-53,4 mm CP, Villa Tunari, rio Chapare, bacia do rio Chapare.
Equador: Creagrutus flavescens, MZUSP 77841, 2(1), 33,7 mm CP, Pastaza, rio
Pastaza (mouth a brazo lateral), bacia do rio Amazonas.



42

4 DISCUSSAO

A hipétese de que a nova espécie € um membro de Piabina se sustenta pela
posse dos seguintes caracteres: quarto infraorbital aproximadamente triangular, com
extremidade posterior excluida da margem da série de infraorbitais (carater 31: estado
1) e escapula sem processo estreito em forma de anel, formando a borda anterior do
forame escapular (caracter 48, estado 1), as duas sinapomorfias que definem o género
(Vari & Harold, 2001). Além disso, compartilha onze sinapomorfias congruentes com a
hipotese de que Piabina é grupo irmdo de Creagrutus: 1) superficie dentivora do pré-
maxilar triangular em vista ventral; 2) ligamento entre o canto pdstero-ventral do pre-
maxilar e superficie anterior do maxilar bem desenvolvida; 3) término anterior do
dentério distintamente posterior ao término anterior do pré-maxilar; 4) ectopterig6ide e
quadrado sem contato; 5) superficie dorso-articular da hiomandibula assimétrica com
processo dorso-lateral; 6) expansdo da porcdo anterior do mesetimoide em uma placa
vertical, relativamente grande e transversalmente achatada; 7) fossa hiomandibular
visivel lateralmente, como uma reorientacdo de uma por¢do do esfendtico; 8) margem
anterior do esfendtico com processo lamelar anterior; 9) abertura delimitada pela
escapula, coracoide, cleitro, anterior ao forame escapular presente e 10) dois ou trés
epurais presentes.

Somando-se a isso, a nova espécie apresenta a grande maioria dos caracteres
propostos por Vari & Harold (2001) no mesmo estado que P. argentea e P. anhembi. Os
estados derivados dos caracteres 15, 20 e 44 encontrados em P. anhembi e
complementares & diagnose desta espécie em relacdo a P. argentea se mantiveram
guando comparados com a nova espécie. Piabina sp. n. apresentou estes caracteres no
mesmo estado que P. argentea.

Piabina sp. n. diferiu de suas congéneres nos caracteres 19, 29, 30, 34 e 55
(observados em seis exemplares d&c). A nova espécie apresentou os estados derivados
dos caracteres 19, 29, 30 (anguloarticular horizontalmente encurtado, porcéo anterior do
canal laterosensorial no primeiro infraorbital alcancando ou se estendendo além da
margem anterior do corpo principal da ossificacdo; porcdo posterior do primeiro
infraorbital sobrepondo-se a porcéo anterior do segundo infraorbital, respectivamente)

no mesmo estado comum a maioria das espécies de Creagrutus.
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A posse destes estados em Piabina sp. n. em relacdo as outras espécies validas
para o género pode ser reflexo de um posicionamento derivado desta nova espécie em
relacdo as demais. Sobretudo, a pobre resolucdo e baixo indice de consisténcia (0,4)
encontrados na filogenia proposta por Vari & Harold (2001), somados a formacdo de
uma politomia com a grande maioria das espécies de Creagrutus, podem indicar a
presenca de caracteres pouco informativos ou homoplasias. Mesmo diante disso, a
analise dos estados encontrados para a nova espécie corrobora a hipéGtese de
monofiletismo de Piabina proposta pelos autores supracitados. Além disso, 0s outros
dois caracteres (carater 34, denticdo do terceiro infra-faringobranquial presente e 55,
presenca de dois epurais) em que a nova espécie apresentou divergéncias nao se
encontram polarizados e sdo comuns a outras espécies de Characiformes e muito
variaveis dentro de Creagrutus.

Creagrutus varii Ribeiro, Benine & Figueiredo, 2004, descrita do corrego da
Prata, afluente do rio Paranaiba, alto rio Parand, considerada atualmente a espécie basal
no género e proxima de Piabina, compartilha com a nova espécie 0 mesmo estado em
26 caracteres (mais detalhes comparar tabela 5, com tabela Il de Ribeiro et al. (2004)).
A hipotese do posicionamento basal de C. varii esta fundamentada na auséncia de
varios estados derivados comuns & maioria das espécies de Creagrutus. Embora uma
andlise filogenética, com o objetivo de verificar o posicionamento da nova espécie no
clado Piabina+Creagrutus ndo tenha sido realizada, a simples comparacdo dos estados
dos caracteres encontrados na nova espécie sugere Piabina sp. n. seja provavelmente
mais proxima de C. varii.

E valido ressaltar, que um dos exemplares de P. argentea utilizados na anélise
molecular foi coletado préximo a localidade tipo de C. varii, em um afluente do rio
Paranaiba, no municipio de Cataldo-GO. Esta informacdo contradiz a hipotese de
especiacdo alopatrica entre Piabina e Creagrutus proposta por Vari e Harold et al.,
2001.

Javonillo et al. (2010), estudando a sistematica molecular da familia
Characidae, encontraram evidéncias que suportavam a hipotese de que algumas espécies
ndo descritas utilizadas na anélise alocadas em Knodus poderiam pertencer a Piabina e
Bryconadenos. Além disso, Ribeiro et al. (2004) destacaram a similaridade entre a

denticdo de algumas espécies de Creagrutus em duas séries de dentes (C. varii, C.
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cracentis e C. maxillaris) como em Bryconamericus, e assumem ser mais parcimonioso
interpretar que a denticdo caracteristica destas espécies subdividida em trés
componentes foi adquirida independentemente entre os dois géneros. Tanto Piabina sp.
n. quanto P. anhembi parecem apresentar uma condicdo intermediaria de denticdo do
pré-maxilar, similar a Bryconamericus.

Os resultados encontrados na andlise filogenética molecular das espécies de
Piabina corroboram com os resultados da andlise taxonémica. A formacdo dos trés
clado distintos A, B e C sustenta a hipotese de monofiletismo do género.

Em um estudo recente, Pereira et al. (2011), utilizando o gene COI para estudo
populacional de P. argentea e P. anhembi, detectaram a formacdo de sete clados
distintos, sendo seis de populacdes identificadas como P. argentea (A, B, C, D, E, F) e
um formado por P. anhembi. Segundo os autores, os valores de distancias genéticas
encontrados evidenciam que P. argentea é na verdade um complexo de seis espécies,
das quais cinco ainda ndo estdo descritas. As sequéncias COIl da espécie nova
juntamente com as sequéncias depositadas no Genbank por Pereira et al. (2011) foram
analisadas com escopo de verificar se a mesma refere-se a algum dos seis clados de P.
argentea. Os valores de distancia entre Piabina sp. n. e os clados foram superiores a
4,2%, exceto em relagdo ao clado A que foi de 0,9%. Além disso, o valor intra-
especifico observado na nova espécie aqui descrita foi similar ao encontrado para o
clado A (1,0 vs 0,9%, respectivamente). Desta forma foi possivel confirmar que a nova
espécie refere-se ao clado A, e ampliar a distribuicdo desta espécie também para as
bacias dos rios Piquiri e Paranapanema, além do Pirap0 e Tibagi.

Embora as distancias genéticas interespecificas ndo tenham atingido o patamar
de 10 vezes maior que a distancia intraespecifica, critério adotado pelo Consortium of
Barcode of Life (CBol) proposto por (Hebert et al., 2003) para que uma espécie seja
considerada valida, varios autores (e.g. Benine et al., 2009; Melo et al., 2011) tém
utilizado com frequéncia essa abordagem para delimitacdo de espéecies de peixes,
considerando distancias genéticas médias inferiores a estipulada por Hebert (2003)
como suficientes para considerar um taxon distinto. As evidéncias taxonémicas e as
analises filogenéticas moleculares, amparadas pelas distancias genéticas médias
encontradas entre as espécies de Piabina, sustentam a validade da nova espécie. Além

disso, por se tratar de um valor arbitrario, ou seja, que ndo considera as possiveis



45

diferentes taxas evolutivas entre os diversos grupos, a utilizacdo deste critério deve ser
avaliada para cada estudo realizado.

O alto valor de diversidade genética intra-especifica em Piabina sp. n. pode ser
corroborado por algumas diferencas nos aspectos morfolégicos. A populacdo de
Piabina sp. n. da bacia do rio Pirapé apresentou diferencas em relacdo a populacdo do
rio Pitangui, como coloragdo do lobo inferior da nadadeira caudal ndo tdo evidente e
diferencas nas medias dos dados morfomeristicos.

Em relacdo a P. argentea, os resultados aqui encontrados também corroboram o
estudo supracitado. A espécie-tipo do género, P. argentea, compde o clado C, a analise
das sequéncias da bacia do rio Paranaiba e do rio S&8o Francisco aqui obtidas séo
idénticas as encontradas por Pereira et al. (2011). Com isso, é possivel afirmar que P.
argentea ocorre nas bacias do rio Sdo Francisco e bacia do rio Paranaiba, alto rio
Parana. E possivel que os exemplares previamente identificados como P. argentea,
coletados nos afluentes da margem esquerda do rio Parana (e.g. rio Iguatemi, Starez &
Lima-Jr, 2009), tratem-se de outra(s) espécie(s), ainda ndo descrita(s).

O mesmo fato ocorreu para P. anhembi, a sequéncia aqui utilizada foi idéntica a
apresentada no estudo supracitado. Material, tanto taxonémico quanto para analise
molecular das outras quatro possiveis novas espécies relatadas pelos autores, ndo foram
contemplados neste estudo. Uma nova busca e andlise de material depositado nas
colecdes zooldgicas destas localidades para o estudo taxonémico é fundamental para a
confirmacdo e validacdo destas possiveis novas espécies.

Aparentemente, a nova espécie encontra-se em alopatria com P. argentea e P.
anhembi, pois ndo foram encontrados lotes de P. argentea na area de ocorréncia de
Piabina sp. n. Embora alguns autores relatem eventos de captura de cabeceiras entre as
bacias dos rios S&o Francisco e Parana para explicar a atual distribuicdo das espécies,
Hubert & Renno (2006) apontam maior compartilhamento de espécies entre as areas de
endemismo da bacia do Sdo Francisco e bacias costeiras do norte do que com a bacia do
rio Parana-Paraguai. Material proveniente das bacias costeiras, localidade de ocorréncia
de P. argentea, de acordo com a distribuicdo geogréafica proposta por Vari & Harold
(2001), ndo foi contemplado tanto no presente estudo nem em Pereira et al. (2011).
Considerando os apontamentos de Hubert & Renno (2006) é possivel que P. argentea

realmente ocorra nas bacias costeiras.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados encontrados neste estudo é possivel afirmar que a
utilizacdo da técnica DNA barcodes associada a estudos taxonémicos € uma ferramenta
muito atil para o reconhecimento de espécies cripticas. As anélises filogenéticas
moleculares, amparadas pelas distancias genéticas médias encontradas entre as espécies
de Piabina, sustentam a validade da nova espécie aqui descrita.

Apesar de uma andlise filogenética que objetivasse verificar o posicionamento
da nova espécie no clado Piabina+Creagrutus ndo ter sido realizada, a comparacéao
entre os estados dos caracteres encontrados na nova espécie sugere que Piabina sp. n.
seja provavelmente mais préxima de C. varii, considerada a espécie mais basal do
género. Isto contribui para fortalecer a hipotese de especiacdo simpatrica entre Piabina
e Creagrutus.

Os dados moleculares e taxonémicos corroboram ainda a hipGtese de
distribuicdo geografica para as espécies do género. Assim, confirmou-se endemismo de
P. anhembi nas cabeceiras do rio Tieté e registros de P. argentea nas sub-bacias dos rios
Ivai, Pirapd, Piquiri, Paranapanema e Tibagi podem ser considerados equivocados,
sendo que sua distribuicdo parece ser restrita as bacias dos rios Sdo Francisco e
Paranaiba. Por sua vez, a ocorréncia da nova espécie foi verificada nos rios Ivai, Pirapo,
Pitangui e Tibagi. Portanto, exemplares capturados nestas localidades correspondem, na
realidade, a nova espécie aqui descrita, ou podem ser atribuidos a especies dos géneros
Bryconamericus, Knodus, Caiapobrycon e/ ou Creagrutus, que apresentam elevada
similaridade morfoldgica com espécies de Piabina, principalmente relacionadas a forma
da boca e distribuicdo dos dentes no pré-maxilar, que foram pouco estudadas nesta
regido. Dessa maneira, acreditamos que, com a concretizacdo de estudos que
acrescentem informac6es morfomeristicas ndo mencionadas ou descritas anteriormente,
bem como que esclarecam os reais padrfes de distribuicdo geogréfica das espécies,
juntamente com a corroboragdo de dados moleculares, poderemos entender melhor a
historia evolutiva destas especies, que apresentam elevada similaridade morfologica
entre si e com outros géneros que, ainda nos dias atuais, geram muitos erros de

identificacéo.
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