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Diversidade genética entre populacbes de Moenkhausia e Hemigrammus
(Pisces: Characiformes)

RESUMO

Os peixes da ordem Characiformes estdo entre 0os mais diversos e abundantes componentes de
agua doce do mundo, com aproximadamente 2.000 espécies. Os Characiformes apresentam
uma variada especializacdo ecoldgica, evidenciada pela enorme variedade de formas,
tamanhos e habitos alimentares. Possuem notavel importancia ecolégica, devido sua
abundancia e diversidade, além de muitos serem comercialmente importantes como alimentos
e peixes ornamentais. A classificagdo deste grupo vem sofrendo grandes modificacGes e ha
necessidade de muito outros estudos para estabelecer suas relacGes filogenéticas. A familia
Characidae € a maior e mais complexa, com mais de 1050 espécies. Esta familia tem
apresentado uma alta taxa de descricdo, mais de 80 espécies foram descritas nos ultimos
quatro anos. Os géneros Moenkhausia Eigenmann 1903 e Hemigrammus Gill 1858 estéo entre
0s grupos considerados ndo-monofiléticos e com taxonomia problematica. As especies
Moenkhausia bonita Benine, 2004 e Hemigrammus marginatus Ellis, 1911 diferenciam-se
principalmente por a primeira apresentar linha lateral completa e a segunda linha lateral
incompleta. Porém, alguns exemplares atribuidos a M. bonita coletados na bacia do alto rio
Parana apresentam diferentes niveis de desenvolvimento da linha lateral, dificultando a
correta separagcdo de H. marginatus. Para explorar os temas destacados anteriomente, esta
dissertacdo foi organizada em dois capitulos. No primeiro foi realizado um estudo
cienciométrico para avaliar o desenvolvimento do conhecimento sobre a Filogenia de
Characiformes. No segundo, ferramentas moleculares foram utilizadas para analisar a
similaridade genética entre populacGes de M. bonita que apresentam variados niveis de
desenvolvimento da linha lateral, encontradas no alto rio Parana, de M. bonita da localidade-
tipo e populagdes de H. marginatus.

Palavras-chave: Characiformes. Filogenia. Characidae. Molecular. Moenkhausia bonita.



Genetic diversity among Moenkhausia and Hemigrammus populations
(Pisces:Characiformes )

ABSTRACT

The fishes of the order Characiformes are between the most diverse and abundant components
of freshwater in the world, with approximately 2.000 species. Characiformes have a varied
ecological specialization evidenced by the huge variety of shapes, sizes, and eating habits.
They have an outstanding ecological importance, because of its abundance and diversity,
besides many are commercially important as food and ornamental fish. The classification of
this group has undergone a lot of changes and there is much need for further studies to
establish their phylogenetic relationships. The Characidae family is the largest and the most
complex, with more than 1.050 species. This family has shown a high rate of description,
more than 80 species have been described in the past four years. The genera Moenkhausia
Eigenmann 1903 and Hemigrammus Gill 1858 are between the groups considered non-
monophyletic and with problematic taxonomy. The species Moenkhausia bonita Benine, 2004
and Hemigrammus marginatus Ellis, 1911 differ mainly because the first has a complete
lateral line and the second incomplete lateral line. However, some specimens assigned to M.
bonita listed in the upper rio Parand basin have different levels of the lateral line
development, making the correct separation H. marginatus to be difficult. To explore the
issues previously highlighted, this dissertation was organized in two chapters. At first a
scientometric study was conducted to evaluate the development of knowledge about the
Characiformes phylogeny. Then, molecular tools were used to analyze the genetic similarity
between populations of M. bonita that present varying levels of the lateral line development,
found in the upper Parana River, of M. bonita locality-type and H. marginatus populations.

Keywords: Characiformes. Phylogeny. Characidae. Molecular. Moenkhausia bonita.
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ESTUDOS FILOGENETICOS DA ORDEM CHARACIFORMES:

TENDENCIAS E CARENCIAS

RESUMO

Estima-se que o nimero de espécies existentes hoje é de aproximadamente de 3 a 5
milhGes. Entre os peixes de agua doce, a ordem Characiformes estd entre as mais
diversas, com aproximadamente 2.000 espécies. A classificacdo deste grupo vem sendo
reavaliada e novos estudos devem ser feitos para estabelecer suas relacdes filogenéticas.
Através de dados cienciométricos €é possivel identificar as tendéncias e o
desenvolvimento do conhecimento, indicando quais abordagens devem ser conduzidas.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo cienciométrico para avaliar
0 desenvolvimento do conhecimento sobre a filogenia de Characiformes. O
levantamento dos estudos foi realizado por meio do banco de dados publicados no sitio
do Thomson Reuters Web of Knowledge. Alguns critérios foram utilizados para
selecionar as publicacGes. Foram selecionados 44 trabalhos. Durante o ano de 2013,
15,9% dos trabalhos foram publicados. A maior parte dos trabalhos foi em nivel de
género. O género Moenkhausia foi 0 mais estudado. As familias mais estudadas foram
Characidae e Alestidae. A grande maioria das reconstrucfes filogenéticas utilizaram
caracteres moleculares. Instituicdes brasileiras realizaram 43,1% dos trabalhos.
Podemos concluir que a filogenia de Characiformes ainda ndo esta bem resolvida, com
apenas alguns taxons estudados e poucos trabalhos fizeram uma analise mais abrangente
da ordem. Sugerimos novas pesquisas em taxons poucos estudados, sobretudo analises
mais abrangentes e com dados moleculares e morfoldgicos.

Palavras-chave: Filogenia; Cienciometria; Peixes; Molecular; Morfologia.



PHYLOGENETIC STUDIES OF THE ORDER CHARACIFORMES:
TRENDS AND LACKS

ABSTRACT

It is estimated that the number of species existing today is nearly 3 to 5 million. Among
freshwater fish, the order Characiformes is among the most diverse, with nearly 2.000
species. The classification of this group has been re-evaluated and further studies should
be made to establish their phylogenetic relationships. Through scientometric data is
possible to identify trends and knowledge development, indicating which approaches
should be conducted. Thus, the aim of this study was to conduct a scientometric study to
evaluate the development of knowledge about the phylogeny of Characiformes. The
survey of the studies was conducted by the database published on the website of the
Thomson Reuters Web of Knowledge. Some criteria were used to select publications. 44
papers were selected. During the year 2013, 15.9 % of work were posted. Most of the
work was at genus level. The Moenkhausia genus was the most studied. The most
studied families were Characidae and Alestidae. The vast majority of phylogenetic
reconstructions used molecular characters. Brazilian institutions did 43.1 % of work.
We conclude that phylogeny of Characiformes is still not well solved, with only a few
taxa studied and few studies have made a more comprehensive analysis of the order. We
recommend further researches on understudied taxa, mainly analyzes broader and with
molecular and morphological data.

Keywords: Phylogeny; Scientometrics; Fish; Molecular; Morphology.
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INTRODUCAO

Existe uma alta diversidade de vida na Terra, estima-se que o numero de
espécies existentes hoje € de aproximadamente de 3 a 5 milhdes (COSTELLO et al.,
2013). A sistematica filogenética ¢ uma ferramenta importante para entender esta
diversidade a luz da evolucao e para reconstruir a histéria evolutiva da vida (HENNIG,
1966). Segundo a metodologia filogenética, a classificacdo dos organismos deve refletir
as relacbes de parentesco entre os taxons incluidos na classificacdo (AMORIM, 2002).
Essas relacGes genealdgicas sdo obtidas a partir de analises de homologias, que sdo
caracteristicas de origem comum em grupos geneticamente relacionados. A analise
filogenética pode utilizar diferentes tipos de caracteres morfolégicos, moleculares e
etologicos (WHEELER et al., 2006).

A historia evolutiva dos peixes da ordem Characiformes ainda é incerta. Os
peixes desta Ordem estdo entre 0s mais diversos e abundantes componentes de agua
doce do mundo, com aproximadamente 2.000 espécies distribuidas em 23 familias,
destas quatro sdo africanas e 19 neotropicais (OLIVEIRA et al., 2011; ESCHMEYER;
FONG, 2013). Os Characiformes apresentam uma variada especializacdo ecoldgica,
evidenciada pela enorme variedade de formas, tamanhos e habitos alimentares (GERY,
1977). Possuem notével importancia ecoldgica, devido sua abundancia e diversidade
(LOWE-MCCONNELL, 1999), além de muitos serem comercialmente importantes
como alimentos e peixes ornamentais (WEITZMAN; PALMER, 2003).

A familia Characidae ¢ a maior da Ordem e as inter-relacGes deste grupo
permanecem confusas, com muitos géneros considerados incertae sedis (LIMA et al.,
2003). A classificacdo dos Characiformes vem sofrendo grandes modificagdes, com
varios estudos recentes (CALCAGNOTTO et al.,, 2005; JAVONILLO et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2011; DATOVO; CASTRO, 2012; MATTOX; TOLEDO-PIZA,
2012). Contudo, h& necessidade de muitos outros estudos para estabelecer as relacdes
filogenéticas deste grupo (NELSON, 2006).

Com base no desenvolvimento do conhecimento cientifico se tornou necessaria a
avaliacdo de tais avangos. A quantificacdo da producdo cientifica € um dos meios de
avaliar o desenvolvimento cientifico de uma determinada area. A cienciometria pode ser

definida como o estudo dos aspectos quantitativos da ciéncia (TAGUE-SUTCLIFFE,



18

1992). Através de dados cienciométricos é possivel identificar as tendéncias e o
desenvolvimento do conhecimento, indicando quais estudos devem ser realizados. Desta
forma, € uma ferramenta interdisciplinar para auxiliar politicas para o desenvolvimento
cientifico (SPINAK, 1998).

Como a filogenia dos Characiformes ainda ndo estd bem resolvida, o objetivo
deste trabalho foi realizar um estudo cienciométrico para avaliar o desenvolvimento do

conhecimento sobre a filogenia de Characiformes.

METODOLOGIA

A Dbusca por textos cientificos foi realizada na base de dados ISI Web of
Knowledge, devido a sua abrangéncia quanto ao numero de publicac6es e qualidade das
revistas indexadas. As palavras-chave utilizadas foram “Phylogeny and Characiformes”
para selecionar os artigos com assuntos interligados. Nao foi delimitando o periodo
especifico, pois foram contabilizados todos os trabalhos encontrados até dezembro de
2013. A guantidade de vezes que o artigo foi citado também esta disponivel neste banco
de dados. Foram selecionadas as publicacbes que apresentavam as seguintes
informagdes: (1) Filogenia de algum taxon relacionado a Characiformes (1I) ano de
publicacdo; (I11) tAxon estudado; (IVV) marcadores utilizados (V) autores; (V1) paises
onde estdo filiados os autores; (VII) nimero de vezes que o artigo foi citado; (VIII)
periodico em que o artigo foi publicado. Através da coleta destas informacdes foi
elaborado um conjunto de dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ordem Characiformes é um dos maiores grupos de peixes de dgua doce. As
relacdes filogenéticas deste grupo ainda ndo foram bem estabelecidas, em parte, devido
sua grande diversidade morfoldgica, pequena variacdo da morfologia externa de alguns
grupos, e/ou evolucao convergente comum (NELSON, 2006). Nos ultimos anos varios
estudos foram feitos em grande parte das familias de Characiformes. De acordo com 0s
critérios utilizados, foram selecionados 44 trabalhos.

A primeira publicacdo é de 1987 e a mais recente foi publicada em dezembro de
2013 (figura 1). Durante 0 ano de 2013, 15,9% dos trabalhos foram publicados. Na

ultima década, mais de 300 espécies de Characiformes foram descritas, e a previsdo é
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que este numero aumente (OLIVEIRA et al., 2011). Desta forma, ainda existem varias
questdes a serem resolvidas, principalmente porque a filogenia de algumas familias é
problematica, como por exemplo, a posi¢ao da familia Crenuchidae (MIRANDE, 2010;
OLIVEIRA et al., 2011).

Numero de artigos
O R N WD UIO N

1987
1996

2001
2003
2005
2006

~
o
(o]

2008
2009
2010
2011
2012
2013

Ano de publicagdo

Figura 1. Namero de artigos sobre filogenia de Characiformes e ano de publicagao.

A maior parte dos trabalhos foi em nivel de género, seguido de familia, com
36,3% e 27,2%, respectivamente. Somente um artigo em nivel de ordem (figura 2).
Entre os trabalhos que estudaram a filogenia de familias, nove familias foram incluidas
nos estudos, e entre a filogenia de género, 15 géneros foram analisados. As familias
mais estudadas foram Characidae em quatro trabalhos e Alestidae em trés trabalhos. A
filogenia do género Moenkhausia foi analisada em trés trabalhos e dois artigos
abordaram a filogenia do género Leporinus. Contudo, considerando as 23 familias da
ordem e os diversos géneros, muitos grupos nao foram devidamente explorados. Entre
0s 291 géneros, 70 ndo foram estudados em nenhum dos trabalhos selecionados, entre
estes géneros ndo estudados, 26 sdo considerados incertae sedis (tabela 1). Da mesma
forma, a Ordem carece de pesquisas mais amplas, ja& que existem alguns pontos

conflitantes entre os diferentes estudos realizados.
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Figura 2. Taxon estudado nos artigos sobre filogenia de Characiformes.
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Tabela 1. Todas as familias e géneros estudados nos artigos selecionados e marcadores

utilizados na reconstrugdo na filogenia. Em destaque géneros ndo estudados nas

filogenias.
GRUPO MARCADOR
Morfoldgico Molecular
Nuclear Mitocondrial
Acestrorhynchidae
Acestrorhynchus Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6/ 12 s RNA /16 s RNA/
sh3px3/ S7/ TROP/ fkh/ Sia cyt-b/ COI/ ATPase
Gilbertolus RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Gnathocharax RAG 1/RAG 2/MYH6 12 sRNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI
Heterocharax Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Hoplocharax Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Lonchogenys Osteoldgicos
Roestes RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Alestidae
Alestes Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 s RNA/ 16 s RNA/
RAG 1/ MYHS6/ sh3px3/ cyt-b/ COI

SEPY I/ AEPY 6

Alestopetersius

Meristicos
Morfométricos

Osteologicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG1/ MYH6/sh3px3/

16 s RNA/ cyt-b/ COl

Arnoldichthys

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/

16 s RNA/ cyt-b/ COl
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MY H6/sh3px3

Bathyaethiops

Osteologicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/MYH6/ sh3px3

16 s RNA/ cyt-b/ COl

Brachypetersius

Osteoldgicos

MYH6/sh3px3

Cyt-b/ COI

Brycinus

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6/ RH/ EGR 1/
EGR 2B EGR3/ sh3px3

12 s RNAJ 16 s RNA/
cyt-b/ COI

Bryconaethiops

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6/ sh3px3

12 s RNA/ 16 s RNA/
cyt-b/ COI

Bryconalestes

Osteoldgicos

MYH6/sh3px3

cyt-b/ COl

Chalceus

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6/ SEPY I/
AEPY 6

12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Clupeocharax

Osteologicos

MYH6/sh3px3

cyt-b/ COI

Hemigrammopetersius

Osteologicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
MYH6/sh3px3

16 s RNA/ cyt-b/ COl

Hydrocynus Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 16 s RNA/ cyt-b/ COI
RAG 1/ MYH6/ sh3px3

Ladigesia Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 16 s RNA/ cyt-b/ COl
RAG 1/ MYH6/ sh3px3

Lepidarchus Osteoldgicos MYH6/sh3px3 cyt-b/ COI

Micralestes

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6/ sh3px3

12 s RNAJ 16 s RNA/
cyt-b/COI

Nannopetersius

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
MYH6/sh3px3

16 s RNA/ cyt-b/ COl

Petersius Osteoldgicos

Phenacogrammus Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 16 s RNA/ cyt-b/COI/
RAG 1/ MYH6/ RH/ EGR 1/ Genoma mitocondrial
EGR 2B EGR3/ sh3px3/
SEPY I/ AEPY 6

Rhabdalestes Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12sRNA/16sRNA/
MYH®6/sh3px3 cyt-b/ COl

Tricuspidalestes Osteoldgicos MY HB6/sh3px3 cyt-b/ COI

Virilia

Osteoldgicos

Anostomidae

Abramites

12 sRNA /16 s RNA/
D-loop

Anostomoides

Anostomus

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Arrhinolemur

Osteoldgicos

Gnathodolus

Laemolyta

Leporellus

Leporinus

Osteologicos

RAG 1/RAG 2/MYH6/ SEPY

12 s RNA / D-loop /16 s
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Catiotipicos I/ AEPY 6 RNA/ cyt-b
Pseudanos Osteoldgicos
Rhytiodus
Sartor
Schizodon RAG 1/ RAG 2/MYH6/RH/ 16 s RNA/ cyt-b

EGR 1/ EGR 2B EGR3

Synaptolaemus

Hypomasticus

Petulanos
Bryconidae
Brycon Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 sRNA /16 s RNA/
RAG 1/ MYH6/ sh3px3 cyt-b/ COlI
Chilobrycon Osteoldgicos
Henochilus RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Salminus Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 s RNA /16 s RNA/
RAG 1/ MYH6 cyt-b/ COI
Chalceidae
Chalceus RAG 1/RAG 2/MYH6/ RH/ 16 s RNA/ cyt-b/ COI/
EGR 1/ EGR 2B EGR3/ Genoma mitocondrial
sh3px3
Characidae
Acanthocharax
Acestrocephalus Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Acinocheirodon Glandulares RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Acrobrycon Osteoldgicos
Amazonspinther RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Aphyocharacidium Osteol6gicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Aphyocharax Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6/ Sai/ 12 s RNA / 16 s RNA/
TROP cyt-b/ COI/ ND2
Aphyocheirodon Glandulares TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 16 s RNA/ cyt-b
RAG 1/ MYH6
Aphyodite Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Argopleura

Astyanacinus

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6

12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Astyanax Espermaticos RAG 1/RAG 2/MYH6/ 12 sRNA /16 s RNA/
Osteol6gicos RH/ EGR 1/ EGR 2B EGR3/ cyt-b/ 12 s RNA/ COI
TROP/ fkh/ Sia
Atopomesus
Attonitus Osteoldgicos
Aulixidens Osteologicos




Axelrodia

Osteoldgicos

Bario Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Boehlkea Espermaticos

Brachychalcinus Cariotipicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Bramocharax Osteol6gicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Brittanichthys

RAG 2/ 12 s RNA /16 s RNA
COl

Bryconacidnus

Bryconadenos

RAG 1/RAG 2/MYH6

12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Bryconamericus

Espermaticos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/

12 sRNA /16 s RNA/

Osteoldgicos RAG 1/ MYH6 cyt-b/ COI
Bryconella RAG L/RAG 2/MYHG 16's RNA cyt-b
Bryconexodon Osteoldgicos
Caiapobrycon
Carlana Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Ceratobranchia Espermaticos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Charax Osteologicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Cheirodon Glandulares TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 SRNA /16 s RNA/
Osteolbgicos RAG 1/MYH6 cyt-b/ COI
Glandulares TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia 16 s RNA/ cyt-b

Cheirodontops

Chrysobrycon Osteologicos

Compsura Glandulares RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Coptobrycon Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Corynopoma RAG 1/RAG 2/MYH6 12 sRNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Creag rutus Esperméticos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 s RNA /16 s RNA/

Osteoldgicos RAG 1/ MYH6 cyt-b/ COI

Ctenobrycon Osteolégicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 sRNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Ctenocheirodon RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Cyanocharax Espermaéticos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/
Osteoldgicos cyt-b/ COI

Cyanogaster

Cynopotamus Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 SRNA /16 s RNA/

cyt-b/ COI

Dectobrycon

Deuterodon Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Diapoma Osteoldgicos RAG 2 12 s RNA /16 s RNA/

Col
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Ectrepopterus

Erythrocharax

Exodon

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6

125 RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Galeocharax

Osteologicos

RAG 1/RAG 2/MYH6

12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Genycharax

Gephyrocharax

Osteologicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6/ S7

12 sRNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI/ ATPase

Glandulocauda

Osteoldgicos

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Grundulus

Osteoldgicos

Gymnocharacinus

Osteoldgicos

Gymnocorymbus Osteoldgicos RAG L/RAG 2/MYH6/ SEPY 125 RNA /16 s RNA/
I/ AEPY 6 cyt-b/ COI
Gymnotichthys
Hasemania Osteoldgicos RAG L/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 5 RNA/
cyt-b/ COI
Hemibrycon Espermaticos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/

Osteoldgicos

cyt-b/ COI

Hemigrammus

Espermaticos

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6/ sh3px3

12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Heterocheirodon

Glandulares

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Hollandichthys

Osteoldgicos

RAG 1/RAG 2/MYHG6/Sia/

16 s RNA/ cyt-b/

Trop COI/ND2/ 12 s RNA
Hyphessobrycon Espermaticos TROP/ tkh/ RAG 2/ Sia/ 16 s RNA/ cyt-b/
Osteoldgicos RAG 1/ MYH6 COI/ND2/ 12 s RNA
Morfométricos
Hypobrycon RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI
Hysteronotus
Inpaichthys Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 s RNA /16 s RNA/
RAG 1/ MYH6 cyt-b/ COI
lotabrycon
Jupiaba Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COl
Knodus Espermaticos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12's RNA /16 s RNA/

Osteologicos ~ RAGYMYHE cyt-b/ COI
Kolpotocheirodon Glandulares RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Landonia
Lepidocharax Osteoldgicos

Histoldgicos
Leptagoniates Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYHS6 16's RNA/ cyt-b
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Leptobrycon

Lophiobrycon RAG 1/RAG  2/MYH6/ 16 s RNA/ cyt-b/
Sai/TROP COI/ND2

Macropsobrycon RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/

cyt-b/ COl

Markiana Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Megalamphodus

Microgenys

Microschemobrycon Osteologicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Mimagoniates

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6

16 s RNA/ cyt-b/
COI/ND2/ 12 s RNA

Mixobrycon

Moenkhausia

Espermaticos

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia RAG
1/ MYH6

12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Monotocheirodon

Myxiops

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Nanocheirodon

Glandulares

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Nantis Osteoldgicos

Nematobrycon Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Nematocharax RAG 1/RAG 16 s RNA/ cytb/

2/MYH6/Sia/Trop

COI/ND2

Odontostilbe

Glandulares

Osteoldgicos

RAG 1/RAG 2/MYH6

12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Odontostoechus Espermaticos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 sRNA /16 s RNA/
Osteoldgicos cyt-b/ COI
Oligobrycon
Oligosarcus Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI
Orthospinus RAG 1/RAG 2/MYHG 16 5 RNAJ cytb

Othonocheirodus

Oxybrycon

Paracheirodon Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6/ SEPY 125 RNA /16 s RNA/
I/ AEPY 6 cyt-b/ COI

Paragoniates Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Parapristella Osteoldgicos

Parastremma

Parecbasis Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Petitella

Phallobrycon

Phenacobrycon
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Phenacogaster Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 sRNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI
Phenagoniates Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Piabarchus RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ Cyt-b
Piabina Espermaticos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 sRNA /16 s RNA/
Osteoldgicos cyt-b/ COI
Planaltina Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Poptella Osteolégicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI
Priocharax
Prionobrama Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Pristella Osteologicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Probolodus Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Prodontocharax Glandulares TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 s RNA /16 s RNA/

Osteoldgicos

RAG 1/ MYH6

cyt-b/ COl

Psellogrammus

Osteologicos

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Pseudochalceus

Osteoldgicos

Sia/ TROP

16 s RNA/ COI/ND2/

Pseudocheirodon

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Pseudocorynopoma Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 sRNA /16 s RNA/
cyt-b/ COlI

Pterobrycon

Ptychocharax

Rachoviscus

Osteoldgicos

RAG 1/RAG 2/MYH6/ Sia/

TROP

16 s RNA/ cytb/

COI/ND2/ 12 s RNA

Rhinobrycon

Espermaticos

Osteoldgicos

Rhinopetitia

Rhoadsia Osteoldgicos

Roeboexodon Osteol6gicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Roeboides Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 sRNA /16 s RNA/
RAG 1/ MYH6/ S7 cyt-b/ COI/ ATPase

Saccoderma Glandulares RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Schultzites

Scissor

Scopaeocharax

Serrabrycon

Serrapinnus Glandulares RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/

Osteologicos

cyt-b/ COI

Spintherobolus

Osteoldgicos

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Stethaprion

Osteoldgicos

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b
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Stichonodon Osteoldgicos

Stygichthys RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Tetragonopterus Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 sRNA /16 s RNA/
cyt-b/ COlI

Thayeria Espermaticos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/

Osteoldgicos

cyt-b/ COI

Thrissobrycon

Trochilocharax

Tucanoichthys

Tyttobrycon
Tyttocharax RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Xenagoniates Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYHE 16 s RNA/ cyt-b
Xenurobrycon RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Chilodontidae
Caenotropus RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Chilodus RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA / D-loop /
16 s RNA/ cyt-b
Citharinidae
Citharinus Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ COllcyt-b/nd  2/16
MYH6/sh3px3/ENCL/Gly T/ RNA/cyt-b
RAG 1/ RH/ EGR 1/ EGR 2B
EGR3
Citharidium
Citharinops
Crenuchidae
Ammocryptocharax
Characidium Cariotipicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ RAG 16 s RNA/ cyt-b
Osteoldgicos 1/ MYH6/RH/ EGR 1/ EGR
2B EGR3
Crenuchus Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Elachocharax TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia 16 s RNA/ cyt-b
Geryichthys
Klausewitzia
Leptocharacidium
Melanocharacidium TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 16 s RNA/ cyt-b
RAG 1/RAG 2/MYH6
Microcharacidium
Odontocharacidium
Poecilocharax RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Skiotocharax

Ctenoluciidae
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Ctenolucius Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/l RAG
1/ MYH6/ RH/ EGR 1/ EGR
2B EGR3/ sh3px3

16 s RNA/ cyt-b/ COI

Boulengerella Osteolbgicos RAG 1/RAG 2/MYH6/ SEPY 16 s RNA/ cyt-b
I/ AEPY 6
Curimatidae
Curimata
Curimatella RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Curimatopsis

Cyphocharax Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA / D-loop /
16 s RNA/ cyt-b
Potamorhina RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Psectogaster

Pseudocurimata

Steindachnerina

RAG 1/RAG 2/MYH®6/

12 sRNA/ D-loop /

5S rDNA 16 s RNA/ cyt-b
Cynodontidae
Cynodon RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Gilbertolus RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Hydrolycus RAG 1/ RAG 2/MYH6/ RH/ 16 s RNA/ cyt-b
EGR 1/ EGR 2B EGR3/
TROP/ fkh/ Sia
Rhaphiodon Osteolbgicos RAG 1/RAG 2/MYH6/ S7/ 12sRNA/D-loop/

TROP/ fkh/ Sia

16 s RNA/ cyt-b/ ATPase

Distichodontidae

Belonophago

MYH6/sh3px3/ENCL/Gly T

COl/cyt-b/nd 2

Congocharax

Distichodus Osteoldgicos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ COl/cyt-b/nd 2/16 s RNA
MYH6/sh3px3/ENC1/Gly T/
RAG 1/ RH/ EGR 1/ EGR 2B
EGR3/ SEPY I/ AEPY 6

Dundocharax

Eugnathichthys

MYH6/sh3px3/ENC1/Gly T

COl/cyt-b/nd 2

Hemigrammocharax

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sial
MYH6/sh3px3/ENCL/Gly T/
RAG 1

COl/cyt-b/nd 2/16 s RNA

Hemistichodus

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
MYH6/sh3px3/ENC1/Gly T

COl/cyt-b/nd 2/16 s RNA

Ichthyborus TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ COl/cyt-b/nd 2/16 s RNA
MYH6/sh3px3/ENCL/Gly T/
RAG 1

Mesoborus MYH6/sh3px3/ENC1/Gly T COl/cyt-b/nd 2

Microstomatichthyoborus

MYH®6/sh3px3/ENC1/Gly T

COllcyt-bind 2

Nannaethiops

MYH6/sh3px3/ENCL/Gly T

COl/cyt-b/nd 2
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Nannocharax

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sial
MYH6/sh3px3/ENC1/Gly T

COl/cyt-b/nd 2/16 s RNA

Neolebias

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
MYH6/sh3px3/ENC1/Gly T/
RAG 1

COl/cyt-b/nd 2/16 s RNA

Paradistichodus

MYH6/sh3px3/ENC1/Gly T

COl/cyt-b/nd 2

Paraphago

Phago

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sial
MYH6/sh3px3/ENC1/Gly T

COl/cyt-b/nd 2/16 s RNA

Xenocharax

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
MYH6/sh3px3/ENC1/Gly T/
RAG 1

COl/cyt-b/nd 2/16 s RNA

Erythrinidae

Erythrinus

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Hoplerythrinus

Osteoldgicos

RAG 1/RAG 2/MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Hoplias

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/

RAG 1/ RH/ EGR 1/ EGR 2B
EGR3/ MYH6/ sh3px3/ SEPY
I/ AEPY 6

16 s RNA/ cyt-b/ COl

Gasteropelecidae

Carnegiella Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI
Clupeacharax RAG L/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Gasteropelecus

RAG 1/RAG 2/MYH6/ SEPY
I/ AEPY 6

12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Thoracocharax

Osteologicos

RAG 1/RAG 2/MYH6

12 s RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COl

Hemiodontidae

Anodus RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Argonectes RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Bivibranchia RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Hemiodus Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6/ SEPY 12 RNA/D-loop /

I/ AEPY 6

16 s RNA/ cyt-b

Micromischodus

Hepsetidae

Hepsetus

Osteoldgicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ RAG
1/ RH/ EGR 1/ EGR 2B
EGR3/ MYH6

16 s RNA/ cyt-b

Iguanodectidae

Bryconops Espermaticos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 sRNA /16 s RNA/
Osteoldgicos RAG 1IMYHS6 cyt-b/ COIND2

Iguanodectes Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Piabucus Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 165 RNA/ cyt-b
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Lebiasinidae
Nannostomus TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/f RAG 16 s RNA/ cyt-b
1/ RH/ EGR 1/ EGR 2B EGR3

Copeina

Copella RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Derhamia

Pyrrhulina Osteolbgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Lebiasina

Parodontidae

Apareiodon Osteolbgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA / D-loop/
S 16 s RN -
Cariotipicos 65 RNA/ cyt-b
Parodon Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Saccodon
Prochilodontidae
Ichthyoelephas
Prochilodus Osteolbgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 ATPase 6/ ATPase 8/
12 s RNA/ D-loop /
16 s RNA/ cyt-b
Semaprochilodus RAG 1/ RH/ EGR 1/ EGR 2B ATPase 6/ ATPase 8/
EGR3/ RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Serrasalmidae

Acnodon 12 s RNA /16 s RNA/
D-loop
Catoprion Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA/ D-loop/
16 s RNA/ cyt-b
Colossoma TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 s RNA /D-loop /
RAG 1//MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Metynnis Esperméticos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/RAG 12 s RNA/ D-loop/
Osteol6gicos 1/ MYH6/ SEPY I/ AEPY 6 16 s RNA/ cyt-b
Mylesinus TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia 12 s RNA /16 s RNA/
COl/ D-loop/ cyt-b
Myletes
Myleus TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia 12 s RNA /16 s RNA/
D-loop/ cyt-b
Myloplus RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA/ D-loop /
16 s RNA/ cyt-b
Mylossoma Espermaticos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 s RNA / D-loop /
RAG 1/ MYH6 16 s RNA/ cyt-b
Ossubtus 12 s RNA /16 s RNA/
D-loop
Piaractus Esperméticos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 s RNA /16 s RNA/

Osteologicos

RAG 1/ MYH6

cyt-b/ COI/ D-loop

Pristobrycon

12 sRNA /16 s RNA/
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D-loop
Pygocentrus TROP/ tkh/ RAG 2/ Sia/ 12 s RNA /16 s RNA/
RAG 1/ MYH6 cyt-b/ COI/ D-loop
Pygopristis 12 s RNA /16 s RNA/
D-loop
Serrasalmus Espermé’[icos TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/ 12 sRNA /16 s RNA/
RAG 1/ MYH6 cyt-b/ D-loop

Osteoldgicos

Tometes RAG 1/RAG 2/MYH6 12 s RNA/ D-loop /
16 s RNA/ cyt-b

Utiaritichthys

Triportheidae

Agoniates Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Clupeacharax RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Engraulisoma Osteol6gicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Lignobrycon Osteoldgicos RAG 1/RAG 2/MYH6 16 s RNA/ cyt-b

Triportheus

Osteologicos

TROP/ fkh/ RAG 2/ Sia/
RAG 1/ MYH6

125 RNA /16 s RNA/
cyt-b/ COI

Entre as abordagens utilizadas em filogenética, o papel das evidéncias

morfolégicas e moleculares na reconstrucdo da filogenia tem passado por rigorosas
avaliagcBes (HILLIS, 1987; SCOTLAND et al., 2003; SMITH; TURNER, 2005; DE

CARVALHO et al., 2008). Entre os marcadores utilizados para as analises filogenéticas

nos artigos encontrados, a grande maioria utilizou caracteres moleculares (figura 3).

B Molecular

m Morfolégico

Molecular/morfoldgico

Figura 3. Marcadores utilizados nas andlises filogenéticas dos Characiformes.
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Nos estudos que utilizaram marcadores moleculares, 48% foram realizados
utilizando marcadores nucleares e mitocondriais. Somente marcadores mitocondriais
foram utilizados em 40% dos artigos, e apenas 12% dos trabalhos usaram unicamente
marcadores nucleares. Os marcadores mitocondriais sdo mais utilizados em filogenias.
O DNA mitocondrial possui algumas caracteristicas favoraveis, como auséncia de
recombinacdo, heranca materna, alta taxa de mutacdo e facil isolamento, desta forma,
até mesmo espécies muito proximas podem ser discriminadas (RUBINOFF, 2006).

Entre os marcadores mitocondriais mais utilizados estdo sequéncias parciais de
genes 16s rRNA, cyt-b e coi. A maior parte dos trabalhos com genes nucleares
utilizaram myh6, ragl e rag2. As analises morfométricas foram as mais utilizadas como
marcadores morfoldgicos, seguida de caracteres osteoldgicos e cariétipo.

De acordo com os defensores da filogenética morfolégica, somente a morfologia
pode estabelecer relacdes entre tdxons vivos e fosseis (WIENS, 2004), em reconstrucao
de clados com divergéncia profunda e radiacdo rapida, as analises moleculares podem
ndo ser tdo confidveis (ROKAS et al., 2003). Por outro lado, o sequenciamento do DNA
possui varios beneficios como: grande quantidade de dados de forma rapida e barata, as
sequéncias parecem oferecer uma medida mais objetiva, além de ndo sofrerem
interferéncia ambiental (WHEELER et al., 2013). Contudo, vérios autores defendem
que o DNA é mais uma entre vérias fontes de evidéncias, e que todas as evidéncias
disponiveis devem ser usadas para reconstruir a filogenia, tanto molecular como
morfoldgica (WIENS, 2004; SMITH; TURNER, 2005; WHEELER et al., 2013).

Vaérios trabalhos estdo sendo realizados envolvendo analises combinadas,
demonstrando que em alguns casos somente as analises simultdneas podem resultar em
filogenias bem resolvidas (CARPENTER, 1999; FREITAS; BROWN, 2004,
WAHLBERG et al., 2005). Como exemplo, para estabelecer a filogenia da familia
Alestidae, Hubert et al. 2005 utilizaram dados morfoldgicos e moleculares em analise
combinada. Neste estudo ambos os dados foram complementares. No entanto, nos
artigos encontrados somente 9% utilizou andlises combinadas para estabelecer a
filogenias de Characiformes. As parcerias realizadas pode ser um dos fatores para
explicar os poucos trabalhos que utilizaram dados de diferentes abordagens em suas
analises, pois nesses artigos, a média de autores foi de trés e os autores estavam filiados
a departamentos diferentes.

O nUmero médio de autores por trabalho foi de 3,73, e 0 artigo com maior

quantidade de autores foi Chromosomal painting and ZW sex chromosomes
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differentiation in Characidium (Characiformes, Crenuchidae), com 11 autores no total.
Dois trabalhos tiveram autoria de s6 um autor.

Considerando o nimero de total de artigos e 0 pais em que 0s autores estdo
filiados, 43,1% dos trabalhos foram realizados por instituicdes brasileiras, 11,3 % por
instituicbes americanas (figura 4). Muitos trabalhos foram realizados em parcerias entre
diferentes paises, num total de 31,8%. Destes, trés foram realizados por autores de trés
paises diferentes e 11 em parceria entre dois paises. Cinco trabalhos foram feitos em

parceria entre Brasil e Estados Unidos (figura 5).
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Figura 4. Namero de artigos sobre filogenia de Characiformes em relacéo ao pais de filiagdo dos autores.
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Figura 5. Paises que realizaram parcerias nos trabalhos sobre filogenia dos Characiformes.

O Brasil possui um nimero expressivo em publicacdes, uma das razdes € que o
pais lidera o numero de peixes de dgua doce, com mais de 2.500 especies catalogadas
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(BUCKUP et al., 2007). Os Estados Unidos ficaram com a segunda posicao, e € 0 pais
que mais realizou parcerias. O maior numero de publicacdes de autores americanos
reflete o investimento local em infraestrutura e pesquisa (JAPPE, 2007). As vantagens
das colaboragbes cientificas dependem do tipo de pesquisa, da disciplina, das
instituicGes e dos paises envolvidos. A colaboracdo internacional além de aumentar o
numero de citacbes também favorece pequenas universidades e paises em
desenvolvimento (GOLDFINCH et al., 2003).

O impacto de um artigo, medido pelo nimero de citacbes, expressa a
importancia e reconhecimento de uma obra em seu meio (MACIAS-CHAPULA, 1998).
Neste sentido, o trabalho mais citado foi “Patterns of nucleotide change in
mitochondrial ribosomal RNA genes and the phylogeny of piranhas” com 123 citacdes
(tabela 2). Por outro lado, 61,3 % dos artigos foram citados menos de dez vezes. Esta é
uma tendéncia esperada na literatura, onde poucos artigos sdo muitos citados, enquanto
gue muitos recebem pouca ou nenhuma citacdo (NICOLAISEN; HIORLAND, 2007). O
numero de citacdes depende do ano de publicacdo (YU; LI, 2007). Portanto, artigos
antigos tendem a ser mais citados que os mais recentes, fato corroborado pelos nossos
resultados. E possivel verificar também, que os trabalhos que apresentam uma

abordagem mais ampla também sdo mais citados.

Tabela 2. Artigos selecionados sobre analise filogenética de Characiformes que foram

mais citados.

CitacOes Artigo Autor Ano

Patterns of nucleotide change in mitochondrial ribosomal

123 RNA genes and the phylogeny of piranhas

Guillermo Orti et al. 1996

Mitochondrial genomics of ostariophysan fishes:

112 Perspectives on phylogeny and biogeography

Kenji Saitoh et al. 2003

Population structure and biogeography of migratory
106 freshwater fishes (Prochilodus : Characiformes) in major Arjun Sivasundar et al. 2001
South American rivers

Relationships among characiform fishes inferred from

84 - . .
analysis of nuclear and mitochondrial gene sequences

Daniela Calcagnotto etal. 2005
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Geralmente, a revista em que o artigo foi publicado é um dos critérios utilizados
para avaliar a area de conhecimento da pesquisa (VANTI, 2002). Ao todo, 24 periddicos
publicaram sobre o assunto, e as revistas que mais publicaram foram Molecular
Phylogenetics and Evolution e Neotropical Ichthyology, ambos com oito trabalhos. A
primeira é especifica em trabalhos relacionados com filogenia molecular, e a segunda
aborda estudos sobre peixes neotropicais. Entre as revistas especificas que publicaram
sobre o tema estdo as da area de genética, zoologia, evolucdo e molecular. Poucos

trabalhos foram publicados em revistas mais generalistas.

CONCLUSOES

Conhecer melhor os padrbes de diversidade é essencial para informar aos
conservacionistas quais esforcos devem ser priorizados. Como a ordem Characiformes é
um dos mais importantes componentes de aguas doces neotropicais, entender a histéria
evolutiva do grupo e suas implicacdes para a taxonomia é extremamente necessario.

Desta forma, todos os meios que identifiguem o estado atual de conhecimento do
grupo auxiliam a delimitar quais lacunas precisam ser preenchidas. Através deste
trabalho podemos concluir que a filogenia de Characiformes ainda ndo esta bem
resolvida. Apenas alguns taxons foram estudados e poucos trabalhos fizeram uma
analise mais abrangente da ordem. A filogenia de algumas familias ainda néo foi bem
investigada. Entre os géneros da ordem, 70 géneros ainda ndo foram estudados em
andlises filogeneticas, varios destes sdo considerados incertae sedis. A maioria das
filogenias utilizou abordagem molecular e o Brasil é o pais que mais contribuiu com
estudos neste assunto, revistas com diferentes enfoques publicam sobre o assunto.

Portanto, sugerimos que novas pesquisas sejam feitas para melhorar o
conhecimento da filogenia de Characiformes, sobretudo analises mais abrangentes, em
nivel de ordem, e entre os grupos pouco estudados. Andlises com dados moleculares e

morfoldgicos também podem auxiliar nesta problematica.
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Variabilidade e distancia genética em populagdes de Moenkhausia e

Hemigrammus (Pisces: Characiformes)

RESUMO

As espécies Moenkhausia bonita Benine, 2004 e Hemigrammus marginatus Ellis, 1911
diferenciam-se principalmente por a primeira apresentar linha lateral completa e a segunda
linha lateral incompleta. Porém, alguns exemplares atribuidos a M. bonita coletados na bacia
do alto rio Parana apresentam diferentes niveis de desenvolvimento da linha lateral,
dificultando a correta separacdo de H. marginatus. Desta forma, o objetivo do trabalho é
utilizar ferramentas moleculares para analisar a similaridade genética entre populacdes de M.
bonita que apresentam variados niveis de desenvolvimento da linha lateral, encontradas no
alto rio Parana, de M. bonita da localidade-tipo e popula¢Bes de H. marginatus. Foram
utilizadas sequéncias parciais do gene COIl, Histona H3 e S7 intron 1. Foram incluidas nas
analises sequéncias COIl de H. marginatus disponivel do GenBank. Para o gene COI foram
encontrados 20 hapl6tipos, para o gene Histona H3 e S7 intronl, um e trés haplétipos,
respectivamente. O gene Histona H3 ndo se mostrou eficiente em distinguir as espécies
analisadas. O gene S7 intronl corroborou os resultados encontrados com o gene COIl. Os
especimes de H. marginatus e M. bonita podem ser considerados grupo-irméos. Os espécimes
atribuidos a M. bonita, coletados no alto rio Parand, que apresentam variados niveis de
desenvolvimento da linha lateral séo de fato da espécie M. bonita, portanto o desenvolvimento
da linha lateral pode ndo ser um carater consistente para a discriminagdo entre Hemigrammus
e Moenkhausia.

Palavras-chave: Coi; S7; Histona H3; Hemigrammus; Linha lateral;
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Variability and genetic distance in populations of Moenkhausia and

Hemigrammus (Pisces: Characiformes)

ABSTRACT

The species Moenkhausia bonita Benine, 2004 and Hemigrammus marginatus Ellis, 1911
differ mainly because the first has a complete lateral line and the second incomplete lateral
line. However, some specimens assigned to M. bonita listed in the upper rio Parana basin
have different levels of the lateral line development, making the correct separation H.
marginatus to be difficult. So, the aim of this work is to use molecular tools to analyze the
genetic similarity between populations of M. bonita that present varying levels of lateral line
development, found in the upper Parana River, of M. bonita locality-type and populations of
H. marginatus. Partial sequences of gene COI , Histone H3 and S7 intron 1 were used. COIl of
H. marginatus were included in the sequences analyzes available of GenBank. For the COI
gene 20 haplotypes were found, for the Histona H3 and S7 intronl gene, one and three
haplotypes, respectively. The Histona H3 gene was not efficient in distinguishing the two
species analyzed. The S7 intronl gene corroborated the results found with the COI gene. The
specimens of H. marginatus and M. bonita can be considered sib groups. The specimens
assigned to M. bonita, collected at Upper River Parana, which have varying levels of the
lateral line development are in fact of the M. bonita specie, so the lateral line development can
not be a consistent character for the discrimination between Hemigrammus and Moenkhausia .

KEYWORDS: Coi; S7; Histone H3; Hemigrammus; Lateral line;
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INTRODUCAO

A regido Neotropical apresenta uma comunidade ictiofaunistica muito rica e
diversificada. A ordem Characiformes compreende um dos maiores grupos de peixes e a
familia Characidae é a maior e mais complexa, com mais de 1050 espécies (Nelson, 2006;
Eschmeyer e Fong, 2013). Esta familia tem apresentado uma alta taxa de descricdo, com mais
de 80 espécies descritas nos ultimos quatro anos. Contudo, pouco se sabe sobre as inter-
relacGes deste grupo e dos 165 géneros que compde a familia, 88 sdo considerados incertae
sedis. Os géneros Moenkhausia Eigenmann 1903 e Hemigrammus Gill 1858 estdo entre os
grupos considerados nao-monofiléticos e com taxonomia problematica (Lima et al., 2003).

O género Moenkhausia é composto por 75 espécies validas de pequenos peixes,
amplamente distribuidos pelas bacias hidrograficas da América do Sul, apresentando maior
diversidade nas bacias AmazoOnica e Guianas (Gery, 1977; Eschmeyer e Fong, 2013).
Compreendendo 52 espécies validas, o género Hemigrammus possui ampla distribuicéo
geografica, sendo encontrado em 10 paises da América do Sul e em um pais da América
Central. No Brasil ocorrem 35 espécies, sendo que 17 sdo endémicas (Lima et. al., 2003,;
Bertaco e Carvalho, 2005). Estes dois géneros sdo caracterizados por um conjunto de
caracteres, porém, nenhum exclusivo e muitos destes sobrepostos. Os limites sugeridos por
Eigenmann (1907) para diferenciar os géneros Moenkhausia e Hemigrammus baseiam-se no
grau de desenvolvimento da linha lateral, sendo completa para Moenkhasia e incompleta para
Hemigrammus.

A espécie Moenkhausia bonita Benine, Castro & Sabino 2004, foi encontrada nas
cabeceiras do rio Baia Bonita, no Municipio de Bonito, Mato Grosso do Sul, sudoeste do
Brasil. Ocorre principalmente proximo a superficie em cardumes de 10 a 30 individuos, em
zona de baixa corrente. Alimentam-se de insetos e algas e constituem um importante
componente da cadeia alimentar, principalmente para outras espécies de peixes, de aves e
outros carnivoros que vivem na planicie de inundacdo (Lima, 2007). Moenkhausia bonita é
muito semelhante a Hemigrammus marginattus Ellis 1911, e diferencia-se apenas por possuir
uma linha lateral completa e uma mancha em forma de losango no pedunculo caudal (Benine
etal., 2004).

Moenkhausia bonita possui distribuicdo registrada somente na regido do Mato Grosso
do Sul. Entretanto, recentemente foi observado que exemplares desta espécie também vém
sendo capturados pelo Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura
(Nupélia), da Universidade Estadual de Maringd, na planicie de inundacéo do alto rio Parana

(Figura 1). A proximidade da bacia do rio Paraguai com riachos afluentes do rio lvinhema
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pode explicar a distribuicdo de M. bonita na bacia do rio Parana. Porém, devido a sua grande
similaridade morfologica com a espécie de H. marginatus, pode ser que esta espécie ndo
tenha sido corretamente identificada, uma vez que problemas de identificacdo também sdo
encontrados no género Hemigrammus (Gracga e Pavanelli, 2007; Maniglia et al., 2012). A
correta identificacdo se tornou ainda mais dificil, pois alguns exemplares atribuidos a M.
bonita coletados na bacia do alto rio Parana apresentam diferentes niveis de desenvolvimento

da linha lateral, dificultando a correta separacéo.

Figura 1- Moenkhausia bonita, CP 29 mm; Brasil, planicie de inundacdo do alto rio Parana,

bacia do alto rio Parand, Estado do Parana, municipio de Porto Rico.

Uma vez que a correta determinacdo taxondmica € um fator essencial para a
quantificacdo da riqueza de espécies, padrBes de biodiversidade, composic¢do e estruturacéo
das comunidades (Gotelli, 2004), o uso de técnicas moleculares pode auxiliar nesta
problematica, pois marcadores moleculares sdo ferramentas eficazes para solucionar
problemas taxondmicos.

Nas ultimas décadas o emprego de técnicas de biologia molecular tem se mostrado
muito importante no estudo da variabilidade genética e estudos taxonémicos em populacdes
naturais (Prioli et al., 2002; Moyer et al., 2004). Desta forma, a proposta do presente trabalho
é utilizar ferramentas moleculares para analisar a similaridade genética entre populacdes de
M. bonita que apresentam variados niveis de desenvolvimento da linha lateral, encontradas no

alto rio Parana, de M. bonita da localidade-tipo e popula¢des de H. marginatus.

MATERIAL E METODOS

Material bioldgico

Na planicie de inundacdo do alto rio Parana os exemplares foram coletados em trés

localidades. As coletas foram realizadas no Ressaco do Leopoldo no rio Parana (22° 45°S 53°
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16°0), no rio Baia (22°43°S 53° 7°0O) e no riacho Caracu (22°46°S 53°15°0). Foram coletados
exemplares identificados como M. bonita que apresentam linha lateral completa, linha lateral
incompleta e linha lateral descontinua, além de, alguns exemplares de Moenkhausia gracilima

Eingenmann, 1908 e Moenkhausia intermedia Eingenmann, 1908.

Na bacia do rio Paraguai, no rio Baia Bonita (21°09°S 56°25°0), no municipio de
Bonito (MS), que ¢ a localidade-tipo de M. bonita, foram coletados espécimes de M. bonita
com linha lateral completa.

Os pontos de coleta estdo indicados na Figura 2. Os individuos inteiros foram

colocados em frascos com &lcool comercial e armazenados a -20°C.

B Bacia do alto rio Parani

[ Bacia do rio Paraguai

Figura 2- Pontos de coleta de Moenkhausia. (1) Planicie de inundacdo da bacia do alto rio

Parand. (2) Rio Baia Bonita, afluente do rio Miranda na bacia do rio Paraguai. Brasil.
Processamento do DNA

O DNA total foi extraido do musculo utilizando o kit de extracdo Wizard® (Wizard

Genomic DNA Purification Kit - Promega Corporation, EUA), seguindo as instrugdes do
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fabricante. Sequéncias parciais do gene mitocondrial citocromo C oxidase | (COI) e dos genes
nucleares Histona H3 e primeiro intron do gene ribossomico S7 (S7 intron 1) foram
amplificadas por reacdo em cadeia polimerase (PCR), com as mesmas condi¢des propostas
por Prioli et al. (2002). Os padrdes de temperatura de amplificacdo foram os seguintes: um
ciclo inicial de 94°C por dois minutos, 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50-58°C (de acordo
com o primer) por 40 segundos e 72°C por dois minutos, seguido de extensao final de 72° por
cinco minutos. Para o locus S7 intron 1, foram utilizados os primers descritos por Chow e
Hazama (1998), para o COI os descritos por Ward et al. (2005) e para o Histona H3 os
primers descritos por Colgan et al. (1998). Todos os produtos da extracdo e do PCR foram
quantificados por comparacdo com quantidades conhecidas de fago A em gel de agarose
(0,8%) corados com brometo de etideo. Os amplicons foram purificados em Polietilenoglicol-
NaCl (PEG-NaCl) como descrito por Rosenthal et al., (1993) e posteriormente utilizados na
reacdo de sequenciamento com Big Dye Terminator Cycle Sequencing, de acordo com as
instrucdes do fabricante. A determinacdo da sequéncia dos nucleotideos foi realizada em

sequenciador automatico MegaBace (Amersham) seguindo instrugdes do fabricante.
Anélise de dados

As sequéncias nucleotidicas com confiabilidade superior a 90% foram editadas
manualmente com o programa BioEdit (Hall, 1999) e alinhadas em Clustal W (Thompson et
al., 1994) utilizando o programa Mega 5.2 (Tamura et al., 2011). As sequéncias foram
analisadas através do modelo de substituicdo nucleotidica selecionado com auxilio dos
programas Modeltest 3.7 (Posada e Crandal, 1998) implementado no programa Mega 5.2,
utilizando os critérios de Akaike (Corrected Akaike Information Criterion -AlCc) e bayesiano
(Bayesian Information Criterion - BIC). As matrizes de distancia p de cada regido foram
utilizadas para o célculo dos autovalores e autovetores com corre¢do de Lingoes através do
programa DistPCoA (Legendre e Anderson, 1999). O grafico de dispersdo em coordenadas
principais foi construido a partir de autovetores, com o Software Statistica 7.1. Foram
construidos o dendrograma neighbor-joining com 10.000 reamostragens bootstrap, no

programa Mega 5.2.

Todas as sequéncias parciais obtidas e analisadas serdo posteriormente depositadas no
GenBank. As sequéncias do GenBank HM906014, HM906016, HM906015, HM906017 de

H. marginatus foram incluidas nas analises. Como outgroup também foram inseridas as
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sequéncias do GenBank HM405066 de Hemigrammus cf gracilis (Lutken 1875), BC153403
de Danio rerio (Hamilton 1822), EF176129.1 de Paracheirodon axelrodi (Schultz 1956).

RESULTADOS

Apos a edicdo das sequéncias, as regides COI, S7 intron 1 e Histona H3, foram
avaliadas individualmente para a realizacdo do alinhamento, verificando o numero de
variaveis e o melhor modelo evolutivo. O modelo Tamura 3 parametros (T92) foi selecionado
como melhor modelo evolutivo para COI e Histona H3, enquanto que o modelo Hasegawa-

Kishino-Yano (HKY) foi indicado para S7 intron 1. Os resultados estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacéo entre gene, melhor modelo evolutivo, tamanho da sequéncia e nimero

de sitios variaveis.

) Tamanho da NUmero de sitios
Gene Modelo evolutivo N .
sequéncia variaveis
Col T92 579 bases 22
S7 intron 1 HKY 420 bases 2
Histona H3 T92 271 bases 0

COl

Foram amplificados e sequenciados um fragmento parcial do gene COIl de 41
espécimes de M. bonita, trés de M. intermedia e trés de M. gracilima, além das sequéncias
obtidas no GenBank de H. marginatus e H. cf gracilis. A amplificacdo resultou em um
fragmento de aproximadamente 700 pares de bases (pb), apos a edicdo manual e exclusdo das
regides de baixa qualidade de sequenciamento, foram obtidas sequéncias com 579 pb. Este
fragmento corresponde a uma sequéncia de 190 aminoacidos. Foram encontrados 20
haplotipos (Tabela 2). Os espécimes de M. bonita da localidade tipo e do alto rio Parana ndo
compartilham hapl6tipos. Os diferentes haplétipos encontrados nos espécimes do alto rio

Parané ndo estdo relacionados com o grau de desenvolvimento da linha lateral.

Tabela 2. Polimorfismo nucleotidico de sequéncias do gene COl do DNA mitocondrial de
Moenkhausia bonita com diferentes morfétipos quanto a linha lateral.
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Morfétipoda

Espécime Y Sitio nucleotidico polimdrfico
linha lateral
1 2 2 2 2 3 3 3 4 4 5 5 5 5
1 1 3 5 5 6 9 7 1 5 7 8 5 9 9 8 8 1 7 717
9 0 9 9 1.2 0 9 7 3 5 4 8 1 0 9 0 3 0 2 7 9
BC1 Completa A G G C C CTTCSGATCTATT CTCT CGTATCA
BC 2 Completa T . A G . C G T
BC 3 Completa G
BC5 Completa G
BC6 Completa T G
BC7 Completa G G G
BC 8 Completa T A G C G T
BC9 Completa G G G
BC 10 Completa A G G C G C G G
BC 11 Completa T A G C G T
BC 12 Completa G
BC 13 Completa G
BC 14 Completa T A G C G T
BC 15 Completa G
BC 16 Completa T G
BC 17 Completa G
BD 3 Descontinua G
BD 4 Descontinua T A T G
BD5 Descontinua G
BD7 Descontinua A G C G G G
BD 8 Descontinua T G G G
BD9 Descontinua G
BD 10 Descontinua G
BD 11 Descontinua T A G C G T G G
BD 12 Descontinua G
BD 13 Descontinua G
Bl 1 Incompleta G
BI 3 Incompleta G
Bl 6 Incompleta G
BI 7 Incompleta T A G C G T
BI 8 Incompleta A G C G
BI9 Incompleta T G
BI 10 Incompleta T G
BM 1 Baia Bonita G A G T G T G A G G
BM 2 Baia Bonita A G T T G A G G
BM 3 Baia Bonita A G T T G A
BM 4 Baia Bonita T T A G T T G A G G
BM 5 Baia Bonita A G T T G A G G
BM 6 Baia Bonita A G T T G A
BM 7 Baia Bonita A G T T G A

As proporc¢des de diferencas nucleotidicas entre os individuos identificados como M.

bonita da planicie de inundag&o do alto Parana e do rio Baia Bonita variaram em média 0,014.
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Ocorreu uma menor variacdo entre os exemplares de M. bonita e H. marginatus, em média

0,073, quando comparados aos outros exemplares do género Moenkhausia (Tabela 3).

Tabela 3. Média dos valores de distancia p ndo corrigida, baseados em sequéncias do gene
COl, entre individuos de M. bonita do rio Baia Bonita, do alto rio Parand com linha lateral
completa, incompleta e descontinua, de M. gracilima, de M. intermedia e de H. marginatus.

Em destaque valores intra-grupos.

M. bonita M. bonita M. bonita M. bonita M. M. H.
Baia Bonita  incompleta  descontinua completa gracilima intermedia  marginatus

M. bonita 0,004
Baia Bonita

M. bonita

incompleta 0014 0,004

M. bonita
descontinua

M. bonita
completa

0,014 0,006 0,007

0,014 0,008 0,008 0,008

M. gracilima 0,175 0,174 0,176 0,177 0,007

M. intermedia 0,225 0,225 0,225 0,227 0,106 0,003

H. marginatus 0,076 0,071 0,071 0,074 0,173 0,221 0,002

A andlise de diversidade intra-especifica, a partir de sequéncias do gene COI,
demonstrou baixos valores, em media 0,73%. A maior diversidade intra-especifica foi
observada entre 0s espécimes de M. bonita coletados no alto rio Parana e os individuos
coletados no rio Baia Bonita. As médias dos valores interespecificos variaram em média de
15,97%. O menor valor interespecifico foi encontrado entre as espécies de H. marginatus e M.
bonita e o maior valor interespecifico foi observado entre as espécies de M. intermedia e M.

bonita.

Os resultados obtidos na reconstrucdo filogenética e no grafico de dispersao (Figura 3

e Figura 4, respectivamente), demonstraram a formacdo de quatro grupos bem definidos
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denominados: M. gracilima, M. intermedia, H. marginatus e M. bonita. Todos os espécimes
de M. bonita ficaram no mesmo agrupamento. O grupo H. marginatus ficou como grupo

irmdo de M. bonita.
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Figura 3. Dendrograma neighbor-joining, com 10.000 reamostragens bootstrap, baseado na

matriz de distancia genética calculado com o modelo T92 de sequéncias do gene COI.
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Figura 4. Gréfico de dispersdo genética dos individuos de M. bonita do rio Baia Bonita, de M.
bonita do alto rio Parand com linha lateral completa, incompleta e descontinua, de H.
marginatus, de M. gracilima e de M. intermedia, baseado nos autovetores calculados apds

correcédo de Lingoes a partir da matriz de distancia p de sequéncias do gene COI.
Histona H3

Sequéncias parciais do gene Histona H3 foram amplificadas e sequenciadas. A
amplificacdo resultou em um fragmento de aproximadamente 300 pb, apds o alinhamento
foram obtidas sequéncias de 271 pb. Este fragmento corresponde a uma sequéncia de 90
aminoacidos. Foram obtidas sequéncias de quatro espécimes de M. bonita do rio Baia Bonita,
27 de M. bonita do alto rio Parana, quatro de M. gracilima, trés de M. intermedia, além da
sequéncia de D. rerio obtida no GenBank. Comparando os individuos do género
Moenkhausia, esta regido apresentou apenas dois sitios variaveis para os espécimes de M.
gracilima. Os espécimes de M. bonita e M. intermedia compartilham o mesmo haplétipo. A
propor¢do de divergéncia nucleotidica entre M. gracilima e os outros espécimes de
Moenkhausia variaram 0,007 (Tabela 4).
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Tabela 4. Média dos valores de distancia p ndo corrigida entre espécimes de M. bonita, de M.
gracilima, de M. intermedia e de D. rerio, baseados em sequéncias do gene Histona H3.

M. bonita M. gracilima M. intermedia D. rerio
M. bonita 0
M. intermedia 0 0
M. gracilima 0,007 0 0,007
D. rerio 0,144 0,149 0,144 0

Por meio do gréfico de dispersdo e da reconstrucao filogenética (Figura 5 e Figura 6,
respectivamente), nao foi possivel diferenciar os espécimes de M. bonita e M. intermedia,

todos ficaram incluidos no mesmo agrupamento.
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Figura 8. Gréfico de dispersdo em coordenadas principais de individuos de M. bonita do alto
rio Parand com linha lateral completa, incompleta e descontinua, de M. bonita do rio Baia
Bonita, de M. gracilima e de M. intermedia, baseado nos autovetores calculados apds

correcdo de Lingoes a partir da matriz de distancia p de sequéncias do gene Histona H3.
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Figura 7. Dendrograma neighbor-joining, com 10.000 reamostragens bootstrap, baseado na

matriz de distancia genética T92 de sequéncias parciais do gene Histona H3.
S7 intron 1

A amplificacdo do fragmento parcial do gene S7 intron 1, resultou em uma sequéncia
de aproximadamente 500 pb, ap6s o alinhamento foram obtidas sequéncias com 420 pb. Néao
foi possivel sequenciar o gene S7 intron 1 de nenhum individuo do rio Baia Bonita, devido a

problemas no sequenciamento. Foram obtidas sequéncias de 17 individuos de M. bonita do
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alto rio Parand, trés de M. intermedia e duas de M. gracilima, uma sequéncia de P. axelrodi
disponivel no GenBank foi incluida na andlise. Os espécimes de M. bonita apresentaram
apenas dois sitios nucleotidicos varidveis e trés haplétipos, nenhum relacionado com os
diferentes niveis de desenvolvimento da linha lateral.

As médias dos valores de distancia p, obtidas a partir de sequéncias parciais do gene
S7 intronl, entre os individuos de M. bonita com diferentes niveis de desenvolvimento da
linha lateral coletadas no alto rio Parana, foram muito pequenas. Os espécimes de M.
intermedia em relacdo a M. bonita, apresentaram uma proporcao de divergéncia nucleotidica
maior que os de M. gracilima, concordando com os resultados obtidos por meio das
sequéncias do gene COI (Tabela 5).

Tabela 5. Média dos valores de distancia p ndo corrigida entre individuos de M. bonita do alto
rio Parana com linha lateral completa, incompleta e descontinua, de M. gracilima, de M.

intermedia e de Paracheirodon axelrodi, baseados em sequéncias do gene S7 intronl.

M. bonita M. bonita M. bonita M. . . .
. . L M. intermedia  P. axelrodi
incompleta descontinua completa gracilima
M. bonita 0
incompleta
M. bonita
descontinua 0,001 0,001
M. bonita
completa 0,003 0,003 0,003
M. gracilima 1,086 1,086 1,086 0
M. intermedia 1,431 1,431 1,431 1,254 0,001
P. axelrodi 1,293 1,293 1,293 1,063 1,133 0

O dendrograma e o grafico de dispersdo (Figura 8 e Figura 9, respectivamente),
confirmaram os resultados obtidos com o COI e também mostraram a formacdo de grupos

bem definidos, desta vez nomeados: M. bonita, M. gracilima e M. intermedia.
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Figura 8. Dendrograma neighbor-joining, com 10.000 reamostragens bootstrap, baseado na

matriz de distancia genética HKY de sequéncias S7 intron 1.
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Figura 9. Gréafico de dispersdo em coordenadas principais de individuos de M. bonita do alto
rio Parana com linha lateral completa, incompleta e descontinua, de M. gracilima e de M.
intermedia, baseado nos autovetores calculados ap6s correcdo de Lingoes a partir da matriz de
distancia p de sequéncias S7 intron 1.

DISCUSSAO

O DNA mitocondrial é um importante marcador molecular, pois possui algumas
caracteristicas favoraveis, como auséncia de recombinacdo, heranca materna, alta taxa de
mutacdo e facil isolamento, desta forma, até mesmo espécies muito proximas podem ser
discriminadas (Rubinoff, 2006). O gene COI, conhecido como DNA barcode, é capaz de
discriminar uma grande variedade de espécies animais (Hebert et al., 2003). A sequéncia
desta regido tem sido amplamente utilizada como uma ferramenta rapida e precisa para
identificar espécies (Hajibabaei et al , 2007), inclusive se mostrou eficiente em discriminar
corretamente espécies de peixes de agua doce (Bellafronte et al., 2013; Pereira et al., 2013).

As andlises do gene COI foram eficientes em separar os espécimes de M. bonita, M.
gracilima, M. intermedia e H. marginatus. O consorcio da Vida CBOL propde que os valores
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interespecificos devem ser 10 vezes maiores que os valores intra-especificos para diferenciar
especies (Hebert et al., 2004). As médias dos valores interespecificos foram bem maiores que
as médias dos valores intra-especificos (diversidade intra-especifica de 0,73% e
interespecifica de 15,97%). Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos
realizados com DNA barcode em peixes (Bellafronte et al., 2013; Pereira et al., 2013).

As proporcdes de diferencas nucleotidicas entre os espécimes do H. marginatus e M.
bonita foram baixas, indicando uma proximidade maior entre estas duas espécies. Na
descricdo de M. bonita este fato j& é mencionado. Recentemente, foi feita uma analise
filogenética com caracteristicas de espermas de espécies de Moenkhausia e Hemigrammus
entre outros. Esta analise coloca a hipotese de M. bonita e H. marginatus serem grupos irmaos
(Santana et.al. 2012). Esta mesma hipotese é aventada em uma analise filogenética que utiliza
caracteres osteoldgicos, coloracdo e morfologia externa (Serra, 2010) e outra andlise que
utiliza dados moleculares indicam esta mesma relagdo (Mariguela et al., 2013).

Os géneros Moenkhausia e Hemigrammus provavelmente ndo sdo monofiléticos
(Mirande, 2010; Oliveira et al., 2011). Recentemente, Mariguela (2013) por meio de analises
moleculares indicou que o género Moenkhausia é polifilético e necessita de uma extensa
revisdo. Uma analise filogenética do género Hemigrammus indica que o grupo também néo
constitui uma unidade monofilética (Serra, 2010).

O grau de desenvolvimento da linha lateral tradicionalmente distingue Moenkhausia
(completa), Hemigrammus (incompleta) (Eigenmann, 1907). Entretanto, esta distingdo foi
questionada por Costa (1994), Lima e Toledo-Piza (2001) e Benine (2009), que descreveram
novas espéecies de Moenkhausia de acordo com outras caracteristicas que eram mais
semelhantes as espécies do género. Provavelmente os caracteres que definem tanto
Hemigrammus como Moenkhausia evoluiram muitas vezes em diferentes linhagens, como a
linha lateral, fato que justifica uma profunda analise no contexto filogénetico para resolver
sua real importancia para delimitar grupos em Characidae (Marinho, 2010).

A espécie M. bonita, em sua descricdo possui linha lateral completa, porém alguns
espécimes atribuidos a M. bonita que foram coletados no alto rio Parana possuem variados
niveis de desenvolvimento de linha lateral. De acordo com os resultados obtidos pelo gene
COl, estes espécimes podem ser considerados todos como M. bonita. Da mesma forma, a
espécie Moenkhausia sanctaefilomenae (Steindachner 1907) também inclui espécimes que
possuem linha lateral completa, incompleta e descontinua. Diferencas na linha lateral podem

variar intra-especificamente nos dois géneros, como ocorre em Moenkhausia
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cotinho Eigenmann 1908 e Hemigrammus barrigonae Eigenmann & Henn 1914 (Marinho e
Langeani, 2010).

A distribuicdo geogréafica da espécie M. bonita no alto rio Parana, pode ser explicada
pela proximidade das bacias Parand-Paraguai. A ictiofauna do alto rio Parana possui uma
historia prépria complexa e compartilhada com drenagens vizinhas (Langeani et al., 2007). A
bacia do rio Parand, juntamente com a bacia do rio Uruguai e a bacias do rio Paraguai,
constituem a bacia do rio da Prata, segunda maior bacia hidrografica do Brasil. O rio Paraguai
é o principal afluente do rio Parana (Latrubesse et al. 2005) e, embora até a formacéo do
reservatorio de Itaipu os saltos de Sete Quedas representassem uma barreira, esta poderia ser a
via de conexdo para a dispersdo de M. bonita, principalmente nos anos de grandes cheias.
Outra possibilidade seria a dispersdo da espécie pelas cabeceiras das sub-bacias dos rios
Ivinhema, no alto rio Parand, e Miranda na bacia do rio Paraguai. Atualmente ndo ha estudos
moleculares detalhados, mas amostragens em riachos nas cabeceiras das sub-bacias dos rios
Ivinhema e Miranda e em riachos no médio Parana e no rio Paraguai poderia mostrar
gradientes de diversidade e indicar a provavel rota de dispersao.

Os espécimes de M. bonita da localidade-tipo e M. bonita do alto rio Parana
apresentaram as maiores proporces de diferencas nucleotidicas intra-especificas. Em
populacdes geograficamente separadas € esperado encontrar altas taxas de divergéncia intra-
especifica (Herbet et al., 2003).

O gene Histona H3 codifica proteinas e é bem conservado em termos evolutivos
(Colgan et al., 1998), tem sido utilizado para fins comparativos entre resultados de gene
mitocondriais e nucleares, assim como auxiliar em problemas taxonémicos (Klaus et al.,
2009). O gene Histona h3 ndo se mostrou eficiente em distinguir as espécies analisadas,
provavelmente por ser mais conservado. Estudos de filogenia em caranguejos ermitfes
também mostrou que este gene apresentou pouca variacdo interespecifica (Olguin e
Mantelatto, 2013).

As regibes ndo codificadoras do DNA denominadas introns, como o gene S7 intron 1,
podem ser marcadores eficientes por apresentarem baixa presséo evolutiva (Friesen, 2000).
Este gene foi suficiente para separar os individuos analisados, corroborando os resultados
encontrados com o gene COI. Em um estudo em peixes actinopterigeos, Wright et al. (2012)
utilizando o gene COI, S7 intron 1 e mais seis marcadores nucleares, obteve resultado
semelhante, somente as arvores genéticas inferidas a partir de COl e S7 intron 1 foram

completamente resolvidas.
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Desta forma, os espécimes que apresentam variados niveis de desenvolvimento da
linha lateral pertencem a M. bonita, portanto o desenvolvimento da linha lateral pode nédo ser
um carater consistente para a discriminacdo entre Hemigrammus e Moenkhausia. Os genes
COl e S7 intron 1 foram eficientes na caracterizacdo e discriminacdo de espécies, enquanto
que o gene Histona H3 ndo apresentou muita variacdo interespecifica. Estes resultados
demonstram que as sequéncias nucleotidicas dos genes COIl e S7 intron 1 representam

ferramentas auxiliares efetivas e de alta resolucao na identificacdo de M. bonita.
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ANEXO 2

Normas do periddico Genetics and Molecular Research.

General information of GMR style

The Journal has a general format. You should always follow the general rules for the Journal concerning
punctuation, use of capitals, italics, spaces, etc.

1. Title: only the first letter of the title is capitalized. If a proper noun is used in the title the first letter is also
capitalized.

2. Authors: comma between each author except for the last two where “and” is used. Initials, no space.

3. Institutions: if more than one, superscript numbers correspond with authors. Observe order: Laboratory,
Department, Faculty, University, city, state, country (no final periods)

4. Key words: each key word uses the first letter capitalized and is separated by semicolons.

5. INTRODUCTION, MATERIAL and METHODS, RESULTS, DISCUSSION, and
ACKNOWLEDGMENTS are considered to be Title 1 (all letters are capitalized).

6. Title 2, which is a subtitle under Title 1, uses only the first letter capitalized. Title 3, which is a subtitle
under Title 2, is in the same format but italicized. All on a separate line.

7. References are cited by name, followed by year of publication (by chronological order) in the text. EX.:
(Kim et al., 2006; Chen et al., 2009). See a recent publication for details.

8. Tables and Figures are cited in capital letters, write out in full, not abbreviated, and following the order of
citation in text (For ex.: Figure 1, Figure 2, Figure 3, and so on).

9. Abbreviations: check the abbreviations used. They should be consistent throughout the manuscript (Since
Introduction) and must be explained (if it is the case for those not known in general) only at first use
(independent of the section). If the Abbreviation is not needed further in the article, it can be omitted. Definitions
do not have capital letters. Ex: espressed sequence tags (ESTs); polymerase chain reaction (PCR) not PCR
reaction.

10. Italics are used for scientific names (bacteria, Latin names, etc.). They should be cited in full, not
abbreviated, at first use (from Introduction on); other citations are abbreviated. Ex.: Bos taurus (1st citation), B.
taurus in others. Anatomic terms use normal type: area postrema, pars medialis, lamina propria, locus coeruleus,
etc.

11. English from England is only used if the article is from British authors.

12. Two measures = use bar: mL/kg; three measures = use -1 (superscript) and a period (alt + 0183) mg-kg-
1-ha.

13. ltalics are used for certain abbreviations: im, ip, sc, g (centrifugation), in vivo, in vitro, in situ, per se, vs
(but versus, in normal type).

14. Note the following examples of spacing and use of capitals: P > 0.05, P < 0.05, P = 0.05, N = 10, 6.0 g,
1.2 um, 12.2%, 37°C, means + SEM, means + SD, >76, etc.

15. Abbreviations used: s, second; min, minute; h, hour; am; pm; m, meter; cm, centimeter; km, kilometer; L,
liter, kDa, kilodaltons; cM, centimorgans; mya (million years ago, not M.Y.A); pH; kHz; kg; kcal; IU; W; ms; sp
and spp (both in normal type, no period); v/iw; v/iv; mAb; BALB/c; etc. But, day(s), week(s), years(s) always in
full, not abbreviated.

16. HDL-C, HDL-C, VLDL-C (for high-density lipoprotein cholesterol, etc.), Tris-HCI, not tris-HCI.

17. M (not mol/L); pM (not pmol/L); mM (not mmol/L), etc.

18. Kmor K m (Michaelis constant), Ho and He (observed and expected heterozygosity), Na (allelic number),
Fst; Fis; Fir; Nm; OR; 95%CI; OD:; ID; etc.

19. Other examples: Data were analyzed by the Student t-test (the t is always italicized and joined with a
hyphen to the word test), by the Mann-Whitney U-test or by the chi-square test and are reported as means = SD
for N = 10 animals per group (for at least three independent experiments). ANOVA, MANOVA, d.f. (degrees of
freedom).

20. 1st, 2nd, 3rd (normal type, without superscript).

21. 1X PCR buffer; 200X magnification; 10 mL 1% polygalacturonic acid (not 10 mL of.....); 0.2 M sodium
acetate buffer, pH 4.5, 10 mL crude enzyme, [100 mM Tris-HCI (not Tris-HCI 100 mM)], [2% PVP (w/v) (not
PVP 2% (w/v))]; 20 mL 0.4% Trypan blue soluction; 2 to 3 mL 1% lidocaine, etc.

22.6 x 103; 2.5 x 10-2; 1 x 5 cm; Als+ (not Al+s); 6.58 vs 6.18 mm (not 6.58 mm vs 6.18 mm); 50 to 80% (not
50% to 80%), etc.

23. cmH20; mmHg; cf.; ca.; i.e.; e.g.; No.; Ref.

24. Manufacturers: the country of origin should be cited only the first time the manufacturer is mentioned.
Obs.: Following the manufacturer protocol/following manufacter protocols (both without apostrophe plus “s”).

25. Numerals: 1000 (no comma; not necessary), 10,000, 10,000,000 (with comma).

26. On (not in) agarose gel, in (not on) liquid medium, on solid medium, on agar plates, etc.





