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Taxonomia integrativa de Astyanax lacustris (Lutken, 1875) (Characiformes,
Characidae) das bacias do Alto rio Uruguai, Alto e Baixo rio Parané e Alto rio S&o

Francisco

REsumMO

Astyanax apresenta grande riqueza de espécies e ampla distribuicdo geogréfica,
englobando espécies muito semelhantes e com delimitagdes taxonémicas pouco
detalhadas, que por vezes resulta em sinonimias. No presente trabalho buscou através da
integracdo da analise citogenética basica e molecular, da analise de sequéncias de DNA
mitocondrial e da analise morfométrica reconhecer o status taxondémico das OTUs “A.
altiparanae”, “A. asuncionensis”, “Astyanax jacuhiensis” que foram anteriormente
sinonimizados com A. lacustris. As analises citogenética e morfométrica néo
corroboraram a sinonimizacéo, e sugerem que, adicionalmente a A.lacustris, as OTUs A.
altiparanae, A. asuncionensis e A. jacuhiensis sdo espécies validas. Adicionalmente, a
analise de sequéncias do DNA mitocontrial foi diagnose de A. lacustris em relacéo as
demais espécies. A andlise de diferentes caracteres propostos pela taxonomia integrativa
utlizada nos mesmos individuos pdde fornecer maior confiabilidade e minimizar a
subestimacéo da biodiversidade.

Palavras chave: Citocromo B, Citocromo Oxidase I, Gray zone, Unidades taxonémicas
operacionais.

ABSTRACT

Astyanax presents great species richness and wide geographic distribution, comprising
very similar species and with low detailed taxonomic delimitations, which sometimes
results in synonyms. In the present work, we aim through the integration of basic and
molecular cytogenetic analysis, analysis of mitochondrial DNA sequences and
morphometric analysis to recognize the taxonomic status of OTUs “A. altiparanae”, “A.
asuncionensis”, “Astyanax jacuhiensis” that were previously synonymized with A.
lacustris. Cytogenetic and morphometric analyzes did not corroborate the
synonymization, and suggest that, in addition to A. lacustris, the OTUs A. altiparanae, A.
asuncionensis and A. jacuhiensis are valid species. Additionally, the analysis of
mitochondrial DNA sequences was diagnostic of A. lacustris in relation to the other
species. The analysis of different characters proposed by the integrative taxonomy used
in the same individuals could provide greater reliability and minimize the underestimation
of biodiversity.

Keywords: Cytochrome b, Cytochrome Oxidase I, Gray zone, Operational taxonomic
units



INTRODUCAO

A regido Neotropical compreende as regides da Ameérica Central, América do Sul,
incluindo parte do sul do México e da peninsula baixa Califérnia e ilhas do Caribe, sendo
a regido que abriga a maior diversidade de espécies de peixes de dgua doce no mundo,
com cerca de 5.160 espécies pertencentes a 739 géneros, 69 familias e 20 ordens (Nelson
et al., 2016; Reis et al., 2016). Essa riqueza de espécies pode ser explicada pela presenca
de um ecossistema diverso, pela historia geologica e presenca de diversos sistemas
hidrograficos com caracteristicas ambientais e ictiofaunisticas proprias (Barletta et al.,
2010). A ictiofauna brasileira de dgua doce compreende aproximadamente 3.500 espécies
de peixes, sendo Characiformes o grupo dominante entre os peixes de agua doce da
Ameérica do Sul (Rosa & Lima, 2008; Fricke et al., 2022). Seus membros sdo amplamente
distribuidos nas bacias dos rios Amazonas, Orinoco e La Plata (Mirande, 2010). Esse
grupo ainda possui uma filogenia incerta, estando constantemente sujeitos a mudancas
em sua classificacdo (Mirande, 2009).

Na regido Neotropical, as espécies de Astyanax sdo especialmente abundante nas
bacias dos rios Amazonas e Orinoco. Sua area de distribuicdo compreende grandes
sistemas fluviais como como o Rio da Prata, S&o Francisco e Madalena, pequenas bacias,
incluindo a maioria das bacias costeiras da América Central e do Sul e também as
cabeceiras e afluentes dos sistemas Amazonas e Orinoco (Terén et al., 2020).

De acordo com Eigenmann (1917, 1921), Astyanax é diagnosticada pela presenca
de duas séries de dentes na pré-maxila (a primeira série com uma variavel nimero de
dentes e a segunda série com geralmente cinco), coroas de pré-maxilares e mandibulares
dentes geralmente sulcados e denticulados, maxila com 0-9 dentes, linha lateral completa,
auséncia de espinha pré-dorsal e uma nadadeira caudal nua. Astyanax foi primeiramente
inserido em Tetragonopterinae, mas posteriormente foi agrupado em incertae sedis em
Characidae (Lima et al., 2003) e atualmente esta incluso em Stethaprioninae (Mirande,
2018).

Segundo Teran et al. (2020), até recentemente, muitas espécies inclusas em
Astyanax eram dificeis de distinguir de cada outras, e frequentemente identificadas apenas
no nivel genérico ou em complexos espécies, como o0 grupo Astyanax bimaculatus, A.
fasciatus gr., A. orthodus gr., A. paucidens gr. ou A. scabripinnis gr. Devido a grande

diversidade de espécies e dificuldades na sua identificacdo, muitos autores reconheciam



Astyanax como uma unidade ndo monofilética (Mirande, 2009, 2010, 2019; Javonillo et
al., 2010; Oliveira et al., 2011; Schmitter-Soto, 2016).

Teran et al. (2020) realizaram uma revisdo em Astyanax, e neste trabalho
ressuscitaram Psalidodon, além de proporem dois novos géneros, Andromakhe e
Makunaima. Ainda, as espécies de Astyanax foram arranjadas em 8 géneros: Astyanax
(99 espécies), Andromakhe (5 espécies), Deuterodon (10 espécies), Eretmobrycon (2
especies), Jubiapa (15 espécies), Makunaima (3 espécies), Psalidodon (29 espécies) e
Tetragonopterus (1 espécie). Desta forma, atualmente Astyanax pode ser diagnosticado
dos demais Stethaprioninae pelas seguintes combinacOes de caracteres: poro
laterossensorial anterior a fossa dilatadora orientada lateroventralmente, rinosfenoide
(quando presente) sem uma expansdo dorsal entre os nervos olfatorios, presenca de um
“circulo” no campo posterior das escamas, presen¢a de um anterior ramo do tibulo para
passagem de vasos sanguineos em porc¢do lamelar da maxila, nadadeira caudal nua e uma
linha lateral completa.

Dentre os Astyanax, complexo Astyanax bimaculatus é composto por 19 espécies:
A. abramis, A. lacustris, A. altiparanae (sinbnimo de A. lacustris), A. assunciones, A.
jacuhiensis (sindbnimo de A. lacustris), A. asuncionensis (sindbnimo de A. lacustris), A.
argyrimarginatus, A. clavitaeniatus, A. goyacensis, A. incaicus, A. maculisquamis, A.
novae, A. rupununi, A. saltor, A. siapae, A. unitaeniatus, A. utiariti, A. validus, A. borealis
(incerto como A. bimaculatus), A. paraguayensis (sindnimo de A. lacustris), A. orthodus
e A. superbus (Cunha, 2014; Lucena & Soares, 2016). Lucena & Soares (2016) sugeriram
A. altiparanae, A. asuncionensis e A. jacuhiensis como sindnimos juniores de A. lacustris
(Lltken 1875), e considerado apenas A. lacustris como espécie valida. Apesar das
conclusbes, os autores recomendam pesquisas adicionais sobre 0s mecanismos que
isolaram essas linhagens dentro do subgrupo. Gavazzoni et al. (2018), utilizando analises
citogenéticas basicas e moleculares encontraram diferencas significativas que néo
justificavam a sinonimizacao proposta, e sugerem tratar de 4 espécies distintas.

A classificacdo dos seres vivos € chamada de taxonomia, teve origem na Grécia
antiga, e a quase 250 anos Linnaeus iniciou a classificacdo binomial a qual é usada até
hoje (Schlick-Steiner et a.l, 2010). A nomenclatura assegura nome Unico e distinto para
cada taxon e promove estabilidade e universalidade dos nomes cientificos e para tornar o
processo de taxonomia mais rapido e aumentar a precisdo, surge a abordagem da
taxonomia integrativa, a qual € utilizada principalmente quando apenas a taxonomia

tradicional ndo € suficiente para delimitar ou identificar uma espécies (Schlick-Steiner et



al., 2010). Os taxons propostos baseados em dados integrados sdo mais bem definidos e
as hipoteses sdo mais bem sustentadas para o desenvolvimento de outros estudos, pois
especies mal definidas levam a respostas incorretas em qualquer area de estudo, e isto
evidencia a importancia dessa proposta (Pires & Marinoni, 2010). Além disso, o grau de
confianga em espécies embasadas em diferentes tipos de dados é muito mais alto do que
para espécies que tenham como base apenas um tipo de dado como € feita na taxonomia
tradicional (Dayrat, 2005). Entretanto, a taxonomia integrativa nao substitui a taxonomia
tradicional, ela apenas a complementa, acelera o processo e melhora o rigor (Schlick-
Steiner et al., 2010). Nesta abordagem, diferentes métodos de identificacdo e delimitacdo
de espécies sdo utilizados de forma simultdnea e complementar, como por exemplo:
filogeografia, morfologia, genética, ecologia, desenvolvimento, comportamento, entre
outras (Dayrat, 2005).

Dentre os métodos de identificacdo utilizados na taxonomia integrativa, a
citognética possui um papel muito importante, oferecendo um grande potencial para
compreesdo da estrutura e composicao do material genético de peixes, além de diversas
outras contribuicGes para taxonomia e evolucédo (Bertollo et al., 1986; Foresti, 2008;). A
citogenética de peixes no Brasil iniciou na década de 70 (Bertollo et al., 2017) e desde
entdo muitos estudos citogenéticos vem sendo realizados nestes organismos, usando
principalmente métodos tradicionais para descrever cariétipos (Yano et al., 2017). Esta
area de estudo é uma importante fonte de informacGes para as ciéncias e, além das
metodologias convencionais como coloracdo de Giemsa e a técnica de bandamento
cromossémico, nos ultimos anos vem sendo utilizada também a hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH), a pintura cromossomica total (WCP) e a hibridizacdo gendmica
comparativa (CGH) (Cioffi et al., 2018).

Tendo em vista a problematica taxonémica que envolve as unidades taxonémicas
operacionais (OTUs) “Astyanax jacuhiensis” (Bacia do rio Uruguai), “A. asuncionensis”
(Bacia do Baixo rio Parand), “A. altiparanae” (Bacia do Alto rio Parand) e A. lacustris
(Bacia do rio Sdo Francisco), no presente trabalho pretende-se, através da utilizacao
conjunta da citogenética, da analise de sequéncias do genoma mitocondrial e da analise
morfométrica, verificar o status taxondmico das OTUs acima citadas. Adicionalmente, A.
abramis (Jenyns, 1842) também tem seus dados (cromossémicos, sequéncias do genoma
mitocondrial e morfometria) comparados uma vez que esta espécie ocorre em simpatria
com “A. asuncionensis” e dados moleculares ndo a distingue das demais acima

sinonimizadas (Rossini et al., 2016).



MATERIAIS E METODOS

Espécimes. Dez espécimes de Astyanax lacustris (5 machos e 5 fémeas) foram
coletados norio S&o Francisco, Trés Marias, Minas Gerais (18°11°15”S; 45°15°12”0), e
depositados na colecdo de peixes do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e
Aquicultura da Universidade Estadual de Maringa, Maringa, Brasil (NUP 22599). Este -
estudo foi realizado em estrita conformidade com as recomendac6es do Guia de Cuidados
e Uso de Animais de Laboratério, aprovado pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal da Universidade Estadual do Oeste do Parand (nimero de licenca: protocolo
13/09 — CEEAAP/Unioeste). Todos os individuos foram anestesiados e mortos por
overdose de 6leo de cravo seguindo Griffiths (2000).

Analises citogenéticas. As preparacdes cromossdémicas foram obtidas de células
da porcé@o anterior do rim seguindo Bertollo et al. (2015). As regides organizadoras
nucleolares (RONs) foram reveladas pela impregnacéo de prata de acordo com Howell &
Black (1980) e o bandeamento C seguindo Sumner (1972), com modificagdes sugeridas
por Lui et al. (2012). O mapeamento fisico do 5S rDNA e 18S rDNA foi realizado por
hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) de acordo com Pinkel et al. (1986) e modificacOes
sugeridas por Margarido & Moreira-Filho (2008), utilizando sondas de DNA obtidas de
Megaleporinus obtusidens (citado como Leporinus elongatus, Martins & Galetti-Jr.,
1999) e Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti-Jr., 2004 ), respectivamente. As
sondas foram marcadas pelo método de nick translation com digoxigenina-11-dUTP (5S
rDNA) e biotina-16-dUTP (18S rDNA) (Roche). A deteccéo dos sinais foi realizada com
antidigoxigenina-rodamina (Roche) para a sonda do 5S rDNA, e amplificado
isotiocianato de avidina-fluoresceina com anti-avidina biotinilado (Sigma-Aldrich) para
a sonda do 18S rDNA, com 0s cromossomos contracorados com 4', 6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI; 50 pg/mL). As metafases foram fotografadas usando um microscopio
de epifluorescéncia BX 61, acoplado a uma camera digital Olympus DP 71 (Olympus
America, Inc.) com o software Olympus DP Controller v.3.2.1.276. Os cromossomos
foram classificados e organizados de acordo com Levan et al. (1964) como metacéntrico
(m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a).

Analises moleculares. A extracdo do DNA total do tecido hepatico preservado
em etanol 100% foi realizada com o GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit

(Sigma-Aldrich) seguindo as recomendagdes do fabricante. O DNA gendmico foi



quantificado em um nanoespectrofotobmetro NanoK (Kasvi) e entdo diluido para uma
concentracdo de 10 ng/pL. Para as analises moleculares foram utlizados 2 individuos de
A. abramis, 2 individuos de “A. asuncionensis”, 2 individuos de “A. altiparanae”, 2
individuos de “A. jacuhiensis” , 3 individuos de A. lacustris, 1 individuo de A. aff.
bimaculatus, e para outgroup, 1 individuo de P. fasciatus e 1 individuo de P.
eigenmanniorum (Tabela 1).

Tabela 1 — Espécies utilizadas no presente estudo para analises citogenética(*),
molecular (**) e morfoldgica (***).

Espécie Localidade/Rio Bacia Hidrogréafica Voucher

*, xx RRXA L lacustris Rio S&o Francisco Alto rio S&o Francisco NUP 22599
*k Fkk <A altiparanae” Rio Parana Alto rio Parana NUP 17156
*x RRX AL asuncionensis” Rio lguagu* Baixo rio Parana NUP 14584
*x Fxk <A, jacuhiensis” Rio ljui Alto rio Uruguai NUP 14927
** XX abramis Rio lguacu* Baixo rio Parana NUP 14581
**A, aff. bimaculatus Rio do Peixe Bacia do rio Amazonas

** ***P. fasciatus Rio S&o Francisco Alto rio S&o Francisco NUP 22600
**P. eigenmanniorum Rio ljui Alto rio Uruguai NUP 17785

Para amplificacdo de parte do gene Citocromo Oxidase | do DNA mitocondrial
foram utilizados os primers FISHF1 (5> TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3°)
e FISHR1 (5 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3’) (Ward et al., 2005), e a
reacdo de PCR contendo 2,5 pL de tampéo de reacdo 10X, 0,65 pL MgCl2 (50mM), 4,0
puL dNTP Mix (1,25 mM), 1,0 pL de cada primer (10 pum), 2 uL DNA (50 ng/uL), 0,2 uL
Taq Polimerase (5 U/uL) e 13,65 pL de H20 Mili-Q. As condig¢bes de PCR foram as
seguintes: 95°C (2 minutos), 36 ciclos de 94°C (30 segundos), 54°C (30 segundos), 72°C
(1 minuto), seguido por 72°C (10 minutos).

Para amplificacdo de parte do gene Citocromo B do DNA mitocondrial foram
utilizados os primers AnosCytBF (5° AAYATCTCYGCATGATGAAA 3°) e
AnosCytBR (5 TCTTCGGATTACAAGACCG 3’) (Ramirez et al., 2015), e a reacdo de
PCR contendo 5,0 pL de tampéo de reacdo 10X, 1,5 pL MgCI2 (50mM), 8,0 uL dNTP
Mix (1,25 mM), 2,0 uL de cada primer, 2 uL DNA (50 ng/uL), 0,4 pL Taq Polimerase e
27,1 pL de H20 Mili-Q. As condicgdes de PCR foram as seguintes: 94°C (4 minutos), 35
ciclos de 94°C (1 minuto), 53°C (90 segundos), 72°C (1 minuto), seguido por 72°C (5
minutos).

Os produtos finais de PCR foram purificados com o Wizard Kit SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega), de acordo com as orientac@es do fabricante. As amostras

foram sequenciadas no Centro de Pesquisa do Genoma Humano, Universidade de S&o



Paulo, Brasil. As sequéncias foram entdo editadas com BioEdit (Hall, 1999) e alinhadas
com o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) implementado no Mega X (Kumar et al., 2018).
O sinal de saturacéo foi verificado pelo DAMBE v7.0.28 (Xia, 2018), e 0 modelo 3 de
melhor ajuste foi escolhido usando o Akaike Information Criterion usando jModelTest2
(Darriba et al., 2012). A historia evolutiva foi inferida usando o Neighbor-Joining (NJ)
baseado no método de 2 pardmetros de Kimura; o método da Maxima Verossimilhanga
(ML) baseado no modelo Hasegawa-Kishino-Yano com distribuicdo Gamma (5
categorias (+G, parametro = 0,2988)); e o método de Maxima Parcimonia (MP), com
1.000 repeticOes bootstrap, foram conduzidos no MEGA X (Kumar et al., 2018). A
delimitacdo das espécies foi realizada utilizando o modelo ABGD (Automatic Barcode
Gap Discovery) (Puillandre et al., 2012) em
http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html, utilizando como entrada um
arquivo fasta; o modelo de distancia Kimura (K80) e a distancia simples foram analisados
no resultado final.

Anélises morfométricas. Foram analisados 50 individuos pertencentes a seis
especies, que foram previamente identificadas como Psalidodon fasciatus (NUP 22600),
“Astyanax jacuhiensis” (NUP 14927), Astyanax abramis (NUP 14581), Astyanax
lacustris (NUP 022599), “Astyanax altiparanae” (NUP 17156) e “Astyanax
asuncionensis” (NUP 14584). Para a analise morfoldgica foram realizadas medidas e
contagens comuns a taxonomia de caracideos, usando como base a metodologia proposta
por Fink & Weitzman (1974). As medidas foram feitas com auxilio de um paquimetro
digital e um estereomicroscopio, realizadas do lado esquerdo do peixe, sempre que
possivel. Além das medidas tradicionais, foram tomadas medidas de trelicas segundo
metodologia apresentada por Strauss & Bookstein (1982), com a determinacdo de 10
marcos anatdmicos externos, representando a forma do peixe, formando assim a rede de

trelicas com 21 medidas tomadas entre os pontos (Fig. 1).



Figura 1. Marcos anatdmicos externos (letras) usados para delimitar a rede de trelicas, e
as medidas (numeros) entre eles. A-J: focinho — maxilar (FOMAX, 1); A-I: focinho —
istmo (FOCIST, 2); C-G: dorsal — pélvica (DORPELV, 3); C-D: dorsal — adiposa
(DORADI, 4); C-H: peitoral — dorsal (PECTDOR, 5); G-H: peitoral — pélvica
(PECTPELV, 6); F-G: pélvica — anal (PELVANAL, 7); D-G: pélvica — adiposa
(PELVADI, 8); A-B: focinho — supraoccipital (FOSO, 9); B-J: maxilar — supraoccipital
(MAXSO, 10); B-I: istmo — supraoccipital (ISTSO, 11); B-C: supraoccipital — dorsal
(SODORS, 12); B-H: peitoral — supraoccipital (PECTSO, 13); D-H: peitoral — adiposa
(PECTADI, 14); E-G: pélvica — caudal (PELVCAU, 15); D-F: anal — adiposa (ANADI,
16); E-F: anal — caudal (ANCAUD, 17); E-D: adiposa — caudal (ADICAUD, 18); I-J:
istmo — maxilar (ISTMAX, 19); H-I: istmo — peitoral (ISTPECTO, 20); C-I: istmo —
dorsal (ISTDORS, 21).

Os dados foram sujeitos a uma analise discriminante linear (LDA), com 0 uso do
Software PAST 4.03, que tem como objetivo determinar quais variaveis apresentam
maior peso para separacdo dessas espécies. A transformacdo dos dados foi feita com
auxilio do Software Microsoft Excel (2019), onde as medidas de trelicas selecionadas
pela analise foram transformadas em percentuais em relacdo a cada uma das medidas
contidas na tabela, afim de se detectar uma combinacgdo de variaveis diagnosticas, e sdo

apresentadas no texto somente quando ndo apresentam valores sobrepostos.



RESULTADOS

Anélise citogenética. O numero dipldide encontrado foi de 50 cromossomos
(10m + 26sm + 8st + 6a, FN = 94) para machos e fémeas (Fig. 2). Um Unico par de RONs
foi localizado em posicéo terminal no braco curto do par cromossémico 23 (Fig. 2). O
bandamento C mostrou blocos de heterocromatina centromérica nos pares 2, 3 e 4,
heterocromatina intersticial-proximal no brago longo dos pares 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15,
16, 19, 22 e 23, e coincidente com as RONs (Fig. 2). A FISH revelou um unico sitio de
rDNA 5S em posi¢do centromérica no par m 4 e um Unico sitio de rDNA 18S em posicao

terminal no braco curto do par a 23 (Fig. 2). Os dados estdo sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados citogenéticos de Astyanax lacustris do presente estudo, das demais
especies sinonimizadas e Astyanax abramis (Gavazzoni et al., 2018).

Espécie Caridtipo Heterocromatina AgRONSs 5S rDNA
18S rDNA
A. lacustris 10m+26sm+8st+6a  Palida-Centromérica/ termpa 19 centm4

pericentromérica

“A. altiparanae” 6m+28sm+4st+12a  Palida-Centromérica/ termpa20 centm 2
pericentromérica

“A. asuncionensis”  8m+24sm+6st+12a  Palida-Centromérica/ termpa 20 centsm9
pericentromérica

“A. jacuhiensis” 8m+28sm+6st+8a Palida-Centromérica/ termpa 22 centm 2 e st
pericentromérica 20

A. abramis 4m+30sm+8st+8a Palida- term p a 22 centsm 7 e st
Centromérica / 20

pericentromérica
p: braco curto, m: metacéntrico, sm: submetacéntrico, st: subtelocéntrico, a: acrocéntrico, term: terminal,
cent: centromérico.
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Figura 2 — Cari6tipos de Asytanax lacustris corados por Giemsa (esquerda) e C-bandado (direita). Em destaque o par de cromossomos portador
das AgRONSs (esquerda) e os pares de cromossomos portadores de 5S rDNA e 18S rDNA (direita).
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Anélise molecular
Citocromo Oxidase |
A matriz COI contém 12 terminais e 625 bp com 60 sites variaveis (9,6%) mais

dois terminais como grupo externo. A distancia média geral € 0,033+0,005 (Tabela 3).

Tabela 3 - Distancia genética Kimura-2 parametros calculada para o gene COI entre as
unidades taxondmicas de Astyanax (abaixo da diagonal, em preto), valores de desvio
padrdo (acima da diagonal, em azul) e estimativas de divergéncia evolutiva média sobre
pares de sequéncias dentro de grupos (em negrito). Psalidodon fasciatus e P.
eigenmanniorum foram utilizadas como outgroup.

Espécie 1 2 3 4 5 6 7

1. "A. altiparanae" 0,025 0,003 0,003 0,004 0,015 0,008 0,024
2. "A. asuncionensis" 0,013 0,000 0,001 0,007 0,016 0,008 0,024
3. A. abramis 0,013 0,001 0,002 0,007 0,016 0,008 0,024
4. "A. jacuhiensis" 0,014 0,027 0,028 0,000 0,015 0,009 0,024
5. A. aff. bimaculatus 0,088 0,091 0,092 0,084 0,014 0,021
6. A. lacustris 0,034 0,029 0,030 0,040 0,079 0,001 0,023
7. Outgroup 0,185 0,181 0,181 0,188 0,154 0,171 0,105

Todas as arvores, resultantes da andlise filogenética (NJ, ML e MP) do gene COl,
evidenciaram que os espécimes aqui analisados formaram um grupo monofilético com
altos valores de bootstrap. Quatro clados foram formados: 1 — A. abramis, “A.
asuncionensis” e “A. altiparanae”, 2 — “A. jacuhiensis” e “A. altiparanae”, 3 — A.
lacustris e 4- A. aff. bimaculatus (Fig. 3). A arvore derivada do modelo ABGD para
delimitacdo de espécies apresentou a mesma disposicao de NJ, ML e MP entre 0s grupos
(Fig. Suplementar).



Citocromo B

12

A matriz COI contém 12 terminais e 845 bp com 108 sites variaveis (12,8%) mais

dois terminais como grupo externo. A distancia média geral € 0,082+0,007 (Tabela 4).

Tabela 4 - Distancia genética Kimura-2 pardmetros calaculada para o gene CytB entre as
unidades taxondmicas de Astyanax (abaixo da diagonal, em preto), valores de desvio
padrdo (acima da diagonal, em azul) e estimativas de divergéncia evolutiva média sobre
pares de sequéncias dentro de grupos (em negrito). Psalidodon fasciatus e P.
eigenmanniorum foram utilizadas como outgroup.

Espécie 1 2 3 4 5 6 7

1. A. bimaculatus --- 0,015 0,015 0,015 0,015 0,016 0,018
2. A. lacustris 0,118 0,003 0,007 0,007 0,007 0,007 0,021
3. A, abramis 0,116 0,037 0,002 0,001 0,003 0,004 0,021
4."A. asuncionensis" 0,118 0,038 0,002 0,002 0,003 0,004 0,021
5. "A. altiparanae™ 0,121 0,039 0,010 0,010 0,016 0,003 0,021
6. "A. jacuhiensis" 0,120 0,037 0,015 0,016 0,010 0,000 0,021
7. Outgroup 0,172 0,208 0,203 0,203 0,203 0,201 0,119

Todas as arvores, resultantes da analise filogenética (NJ, ML e MP) do gene

CytB, evidenciaram que os espécimes aqui analisados formaram um grupo monofilético

com altos valores de bootstrap. Quatro clados foram formados: 1 — A. abramis, “A.

asuncionensis” ¢ “A. altiparanae”, 2 — “A. jacuhiensis” e¢ “A. altiparanae”, 3 — A.

lacustris e 4- A. aff. bimaculatus (Fig. 3).
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Figura 3 - Cladogramas de relacionamento realizados com sequéncias COI (esquerda) e
CytB (direita) geradas pelas analises Neighbor-Joining (NJ), Maximum Likelihood (ML)
e Maximum Parcimony (MP). Os valores de bootstrap sdo representados nas
ramificacdes. Psalidodon fasciatus e P. eigenmanniorum foram utilizadas como grupo

externo.
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Anélise morfométrica

As analises realizadas através da comparacdo entre os dados morfométricos
obtidos confirmaram a identidade das seis espécies previamente reconhecidas (Fig. 4),
como Astyanax abramis (Jenyns, 1842), Astyanax altiparanae Garutti & Britski 2000,
Astyanax asuncionensis Gery 1972, Astyanax lacustris (Lutken, 1875), Astyanax
jacuhiensis (Cope, 1894) e Psalidodon fasciatus (Cuvier, 1819). Os escores das variaveis

que mais contribuiram para a separacao das espécies estdo apresentados na Tabela 5.

Figura 4. Andlise discriminante linear (LDA) realizada com as medidas de trelicas
obtidas das seis espécies analisadas. (preto) Psalidodon fasciatus; (vermelho) Astyanax
jacuhiensis; (azul) Astyanax abramis; (laranja) Astyanax lacustris; (verde) Astyanax
altiparanae; (amarelo) Astyanax asuncionensis.

A anélise discriminante linear indicou a presenca de seis grupos distintos (Fig. 4),
sendo que os trés primeiros eixos explicaram 94,0% da variagdo dos dados. O primeiro
eixo representa 69,3% da variacao, e as variaveis que mais contribuiram para a separagédo
foram a distancia entre as nadadeiras peitoral e pélvica (PECTPELV), distancia entre o
focinho e o supraoccipital (FOSQ), distancia entre a comissura maxilar e o supraoccipital
(MAXSO), distancia entre o istmo e o supraoccipital (ISTSO), distancia entre o
supraoccipital e a nadadeira dorsal (SODORS) e distancia entre as nadadeiras peitoral e
adiposa (PECTADI).

Tabela 5. Valores correspondentes a cada medida em cada um dos cinco eixos da analise.
Os valores destacados em negrito sdo 0s que mais contribuiram para a separacao dos
grupos no eixo 1.
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Axis 1 AXis 2 AXis 3 AXxis 4 AXis 5
FOCMAX -0,04998 -0,04178 0,056319 0,10625 0,04599
FOCIST -0,04121 -0,03713 0,29222 0,19791 -0,01025

DORPELV -0,03021 -0,45052 1,2978 0,41396 -0,75663
DORADI 0,057621 -0,88746 1,3002 0,27084 -0,34192
PECTDOR 0,06214 -0,39338 1,1589 0,10771 -0,5218
PECTPELV 0,20807 -0,58012 0,48948 0,15717 -0,02876

PELVANAL  0,052203 -0,20855 0,56048 0,18889 -0,22903

PELVADI -0,04012 -0,81084 1,5004 -0,08483 -0,51547
FOSO -0,26084 -0,61274 0,44715 -0,05741 0,19491
MAXSO -0,29742 -0,505 0,55654 -0,12041 0,26145
ISTSO -0,25264 -0,57282 0,62598 -0,05164 0,11016
SODORS 0,3717 0,10228 0,70464 0,11511 -0,32245
PECTSO -0,16634 -0,24606 0,94082 0,20055 0,052057
PECTADI 0,19287 -1,1626 1,8048 0,026864 -0,26414
PELVCAU 0,001663 -0,94273 1,685 0,5144 -0,63009
ANADI -0,01551 -0,66011 1,1563 -0,02354 -0,41351
ANCAUD -0,01763 -0,93622 1,2938 -0,06003 -1,2993

ADICAUD -0,01702 -0,1897 0,35223 0,25025 -0,14107
ISTMAX -0,02275 -0,01007 0,26719 0,14487 -0,13633
ISTPECTO -0,03422 -0,12705 0,51794 0,081619 0,009102

ISTDORS 0,11773 -0,42583 1,2909 0,23285 -0,3056

Astyanax lacustris difere de A. jacuhiensis pela maior distancia entre o focinho e
0 supraoccipital (21,1-24,9% CP vs. 18,8-19,7), maior distancia entre o focinho e o
supraoccipital em relacdo ao comprimento pre-dorsal (40,5-47,6% FOANAL vs. 35,3-
39,7), maior distancia entre o focinho e o supraoccipital em relacdo ao comprimento pré-
anal (30,6-37,1% FOANAL vs. 27,2-29,5), maior distancia entre as nadadeiras peitoral e

pélvica em relacdo a distancia entre o focinho e a comissura maxilar (93,7-110,2%
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FOMAX vs. 69,7-82,7); difere de A. abramis pela maior distancia entre a 6rbita e a dorsal
(40,9-43,6% CP vs. 35,9-39,8), maior distancia pré-dorsal (51,4-54,7% CP vs. 47,7-51,0),
maior distancia entre a comissura maxilar e o supraoccipital em relacdo a distancia entre
a nadadeira dorsal e a caudal (39,1-47,3% DORSCAU vs. 32,8-37,6), maior distancia
entre o focinho e o supraoccipital em relagdo a distancia entre as nadadeiras dorsal e
adiposa (55,6-67,0% DORADI vs. 46,3-52,0), menor comprimento entre as nadadeiras
dorsal e adiposa em relacao a distancia entre o focinho e a nadadeira adiposa (43,0-45,5%
FOCADI vs. 47,0-49,2); difere de A. altiparanae pela menor distancia entre o focinho e
o supraoccipital em relacéo a distancia interorbital (52,4-62,0% INTEROR vs. 63,8-77,7),
maior distancia entre o supraoccipital e a nadadeira dorsal em relacdo a distancia entre a
nadadeira dorsal e a caudal (52,7-62,5% DORSCAU vs. 38,4-51,6), maior distancia entre
a nadadeira dorsal e caudal em relacdo ao comprimento pré-dorsal (95,1-100,8%
FODORS vs. 78,8-94,0); difere de A. asuncionensis pela maior distancia entre a orbita e
a dorsal (40,9-43,6% CP vs. 36,7-39,1), maior distancia pré-dorsal (51,4-54,7% CP vs.
47,7-50,3), menor distancia entre a dorsal e a adiposa (37,0-40,1% CP vs. 41,0-43,7),
maior distancia entre o supraoccipital e a dorsal (28,4-32,0% CP vs. 22,4-26,1), menor
distancia entre o supraoccipital e a nadadeira dorsal em relagcdo ao comprimento da cabeca
(78,3-92,7% CC vs. 95,6-110,0), menor distancia entre a comissura maxilar e o
supraoccipital em relacdo a distancia entre a orbita e a nadadeira dorsal (50,0-61,3%
OLDORS vs. 64,7-69,1), menor distancia entre o focinho e o supraoccipital em relacao
ao comprimento pré-dorsal (40,5-47,6% FODORS vs. 50,6-53,3), menor distancia entre
as nadadeiras peitoral e dorsal em relagdo a distancia entre as nadadeiras dorsal e adiposa
(83,5-93,2% DORADI vs. 98,4-105,9), menor distancia entre as nadadeiras dorsal e
pélvica em relacdo a distancia entre a Orbita e a nadadeira dorsal (89,7-101,% OLDORS
vs. 103,2-112,5), maior distancia entre as nadadeiras dorsal e adiposa em relagdo ao
comprimento da nadadeira dorsal (69,9-78,5% CDORS vs. 61,0-66,9); difere de P.
fasciatus pelo maior comprimento da nadadeira pélvica (17,3-20,2% CP vs. 13,1-16,1),
menor distancia entre as nadadeiras peitoral e pélvica (18,2-22,1% CP vs. 23,0-25,2) e
maior distancia entre o istmo e a dorsal (51,9-53,5% CP vs. 49,1-51,3).

Astyanax jacuhiensis difere de A. abramis pela maior distancia interorbital (38,4-
41,5% CP vs. 34,8-37,9), menor distancia entre o focinho e o supraoccipital em relacdo a
distancia interorbital (45,4-51,1% INTEROR vs. 52,7-59,4), maior distancia entre o
supraoccipital e a nadadeira dorsal em relacdo a distancia entre as nadadeiras dorsal e
adiposa (74,0-88,2% DORADI vs. 67,4-72,4), menor distancia entre as nadadeiras
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peitoral e dorsal em relacdo a disténcia entre o focinho e a comissura maxilar (8,3-9,5%
FOMAX vs. 10,1-12,3), maior distancia entre as nadadeiras dorsal e adiposa em relagao
a altura do peddnculo caudal (29,9-30,9% APEDUN vs. 27,7-28,3); difere de A.
altiparanae pelo menor comprimento da cabeca (23,5-24,7% CP vs. 24,9-26,9), maior
distancia interorbital (38,4-41,5% CP vs. 33,7-38,4), menor distancia entre focinho e
supraoccipital (18,8-19,7% CP vs. 23,2-27,3), menor distancia entre istmo e o
supraoccipital (21,8-24,3% CP vs. 25,6-29,3), maior distancia entre supraoccipital e a
nadadeira dorsal (29,1-34,3% CP vs. 22,4-28,5), maior distancia entre o supraoccipital e
a nadadeira dorsal em relagdo a altura do corpo (71,7-82,7% AC vs. 55,8-70,2), menor
distancia entre o supraoccipital e a nadadeira dorsal em relacdo ao comprimento da cabeca
(68,5-84,1% CC vs. 88,0-117,2), menor distancia entre a comissura maxilar e o
supraoccipital em relacdo a distancia entre a nadadeira peitoral e o supraoccipital (69,7-
75,0% PECTSO vs. 79,7-94,1), menor distancia entre o focinho e o supraoccipital em
relacdo a distancia entre as nadadeiras peitoral e adiposa (27,1-29,7% PECTADI vs. 34,4-
40,5), maior distancia entre as nadadeiras peitoral e pélvica em relacdo a distancia entre
0 istmo e o supraoccipital (86,1-98,9% ISTSO vs. 65,8-80,6), menor distancia entre as
nadadeiras peitoral e dorsal em relacéo a distancia entre o focinho e a comissura maxilar
(8,3-9,5% FOMAX vs. 11,1-16,4), menor distancia entre as nadadeiras dorsal e pélvica
em relacdo ao comprimento do focinho (12,9-15,7% CF vs. 16,2-18,9); difere de A.
asuncionensis pela maior distancia interorbital (38,4-41,5% CP vs. 34,7-37,4), maior
distancia entre a orbita e a dorsal (39,6-43,2% CP vs. 36,7-39,1), menor distancia entre
focinho e supraoccipital, (18,8-19,7% CP vs. 24,4-25,9), menor distancia entre o istmo e
0 supraoccipital (21,8-24,3% CP vs. 26,8-28,8), maior distancia entre o supraoccipital e
a dorsal (29,1-34,3% CP vs. 22,4-26,1), maior distancia entre as nadadeiras peitoral e
dorsal em relacdo a distancia entre as nadadeiras pélvica e adiposa (77,7-83,5%
PELVADI vs. 74,3-77,1), maior distancia entre as nadadeiras pélvica e adiposa em
relacdo a disténcia entre a orbita e a nadadeira dorsal (75,1-81,0% OLDORS vs. 67,4-
70,6), menor distancia entre as nadadeiras dorsal e adiposa em relacdo ao comprimento
pré-dorsal (72,7-82,0% FODORS vs. 82,9-89,6), menor distancia entre o focinho e o
supraoccipital em relacdo a altura do corpo (43,4-50,6% AC vs. 57,1-63,1), menor
distancia entre a comissura maxilar e o supraoccipital em relagdo a altura do corpo (47,0-
52,4% AC vs. 57,4-64,4), menor distancia entre o supraoccipital e a nadadeira dorsal em
relacdo ao comprimento da cabeca (68,5-84,1% CC vs. 95,6-110,0), menor distancia entre

as nadadeiras peitoral e pélvica em relacdo a distancia entre o focinho e o supraoccipital
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(86,6-103,1% FOSO vs. 114,4-132,2) e maior distancia entre as nadadeiras peitoral e
pélvica em relacdo a distancia entre o istmo e o supraoccipital (86,1-98,9% ISTSO vs.
69,6-78,7); difere de P. fasciatus pela maior comprimento da nadadeira pélvica (17,6-
18,6% CP vs. 13,1-16,1), menor distancia entre as nadadeiras peitoral e pélvica (19,1-
21,8% CP vs. 23,0-25,2) e maior distancia entre a nadadeira peitoral e o supraoccipital
(27,1-29,3% CP vs. 23,5-26,7).

Astyanax abramis difere das cinco espécies analisadas por apresentar um maior
nimero de escamas na linha lateral (42 ou mais vs. 40 ou menos), maior nimero de
escamas entre a origem da nadadeira dorsal e a linha lateral (9 vs. 8 ou menos), difere de
A.altiparanae pela menor distancia entre o focinho e o supraoccipital (19,3-21,5% CP vs.
23,2-27,3), menor distancia entre a comissura maxilar e o supraoccipital (19,0-21,6% CP
vs. 24,0-27,3) e pela menor distancia entre o istmo e o supraoccipital (21,3-24,4% CP vs.
25,6-29,3) maior distancia entre o supraoccipital e a nadadeira dorsal em relacdo ao
comprimento pre-dorsal (57,5-62,3% FODORS vs. 45,9-56,7), menor distancia entre o
focinho e o supraoccipital em relacdo ao comprimento pré-pélvica (38,8-45,2%
FOPELVIC vs. 48,7-57,9), menor distancia entre a comissura maxilar e o supraoccipital
em relagdo a distancia entre a nadadeira dorsal e caudal (32,8-37,6% DORSCAU vs. 40,6-
48,0), maior distancia entre as nadadeiras peitoral e pélvica em relagdo a distancia entre
0 istmo e o supraoccipital (83,2-100,9% ISTSO vs. 65,8-80,6); difere de A. asuncionensis
pela menor distancia entre o focinho e o supraoccipital (19,3-21,5% CP vs. 24,4-25,9),
menor distancia entre a comissura maxilar e o supraoccipital 19,0-21,6% CP vs. 24,5-
26,4), menor distancia entre o istmo e supraoccipital (21,3-24,4% CP vs. 26,8-28,8) e
maior distancia entre o supraoccipital e nadadeira dorsal (27,6-31,8% CP vs. 22,4-26,1),
maior distancia entre o focinho e o supraoccipital em relagdo ao comprimento pré-anal
(91,3-117,5% FOANAL vs. 73,9-84,0), menor distancia entre as nadadeiras peitoral e
pélvica em relacdo a distancia entre o supraoccipital e a nadadeira dorsal (64,1-76,2%
SODORS vs. 79,5-90,9), maior distancia entre o supraoccipital e a nadadeira dorsal em
relacdo a distancia entre a nadadeira peitoral e o supraoccipital (101,1-114,0% PECTSO
vs. 79,5-93,1), menor distancia entre a comissura maxilar e o supraoccipital em relacéo a
distancia entre a nadadeira pélvica e a caudal (32,6-37,4% PELVCAU vs. 40,3-49,6);
difere de P. fasciatus pelo maior comprimento da nadadeira pélvica (16,1-18,5% CP vs.
13,1-16,1), maior comprimento da cabeca (23,6-26,2% CP vs. 21,4-23,6) e pela menor
distancia entre as nadadeiras peitoral e pélvica (18,2-22,8% CP vs. 23,0-25,2).
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Astyanax altiparanae difere de P. fasciatus pelo maior comprimento da cabeca
(24,9-26,9% CP vs. 21,4-23,6), menor distancia entre as nadadeiras peitoral e pélvica
(17,7-22,6% CP vs. 23,0-25,2), maior distancia entre a comissura maxilar e o
supraoccipital (24,0-27,3% CP vs. 15,7-23,3) e maior distancia entre a nadadeira peitoral
e o supraoccipital (27,7-30,5% CP vs. 23,5-26,7).

Astyanax asuncionensis difere de P. fasciatus pela menor distancia entre as
nadadeiras peitoral e pélvica (19,2-22,4% CP vs. 23,0-25,2), maior distancia entre o
focinho e o supraoccipital (24,4-25,9% CP vs. 16,4-23,8) e maior distancia entre a

comissura maxilar e o supraoccipital (24,5-26,4% CP vs. 15,7-23,3).

DiscussAo

As analises citogenética e morfométrica ndo corroboraram a sinonimizacao
proposta por Lucena & Soares (2016), e sugerem que, adicionalmente a Astyanax
lacustris, as OTUs Astyanax altiparanae, Astyanax asuncionensis e Astyanax jacuhiensis
sdo espécies validas. Adicionalmente, a analise de sequéncias do DNA mitocontrial foi
diagnose de A. lacustris em relagdo as demais espécies. Poucos estudos de taxonomia
integrativa utilizando os mesmo individuos com essas abordagens em conjunto
(citogenetica, sequéncias do DNA e morfologia/morfometria) visando a validacdo de
especies tém sido realizados na icitofauna Neotropical (Gavazzoni et al., 2020; Rocha et
al., 2022).

Apesar dos marcadores (1) nimero e distribuicdo das regides organizadoras de
nucléolos (Ag- e 18S rDNA) e (2) padrdo de distribuicdo de heterocromatina serem
conservados, a formula cariotipica foi eficiente na diferenciacdo das quatro OTUs: A.
altiparanae, 6m+28sm+4st+12a; A. asuncionensis, 8m+24sm+6st+12a; A. jacuhiensis,
8m+28sm+6st+8a; A. lacustris, 10m+26sm+8st+6a. Com relacdo a nimero e localizacéo
dos cistrons de 5S rDNA, A lacustris apresentou um unico par portador (par 4, m),
semelhante ao encontrado para A. altiparanae (par 2, m) e A. asuncionensis (par 9, sm),
enguanto A. jacuhiensis apresenta sitios maltiplos (par 2, m; par 20, st) (Gavazzoni et al.,
2018). Em todos 0s casos, esses sitios esdo localizados em uma posi¢do centromérica,
mas em diferentes pares de cromossomos, embora possam ser considerados pares
correspondentes aos pares m portadores em A. lacustris, A. altiparanae e A. jacuhiensis.

As analises realizadas através da comparacdo entre os dados morfométricos

obtidos confirmaram a identidade das 4 espécies previamente reconhecidas. Apesar da
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proposta de sinonimizacdo, Lucena & Soares (2016) recomendam mais pesquisas sobre
0s mecanismos que isolaram essas linhagens dentro do subgrupo, em particular para
determinar se o processo de especiacdo ocorreu sem diferenciacdo morfoldgica ou se as
semelhancas morfoldgicas surgiram apds a diferenciacdo genética devido a adocdo de
adaptacOes das espécies a semelhantes habitats. Resultados semelhantes foram
observados em estudos de Gavazzoni et al. (2020) para duas espécies de Psalidodon, e
de Rochaet al. (2022) para duas espécies de Corydoras; em ambos, a analise de caracteres
morfoldgicos ndo eram suficientes para a diagnose das espécies.

As andlises filogenéticas dos genes mitocondrias COIl e CytB (Neighbor-Joining,
Maximum Likelihood e Maximum Parcimony) e de delimitacdo de espécies utilizando o
modelo Automatic Barcode Gap Discovery obtiveram os mesmos resultados, nas quais
A. lacustris pode ser diagnosticada das demais espécies sinonimizadas Astyanax
altiparanae, Astyanax asuncionensis e Astyanax jacuhiensis, e também de A. abramis
(espécie vélida). Carvalho et al. (2011) e Rossini et al. (2016) analisaram as sequéncias
de COI de espécies nominais pertencentes até entdo a Astyanax e constataram que, em
alguns grupos (incluindo o grupo A. lacustris), as espécies estdo agrupadas, dificultando
sua delimitacdo confidvel que, em muitos casos, se mostrou impossivel, atribuindo a uma
combinacdo de especiacdo rapida, espécies com ampla distribuicdo geogréfica e a falta
de descricdes de morfotipos locais, bem como andlises filogenéticas inadequadas. O
mesmo também pode ser observado no complexo de espécies Psalidodon fasciatus
(citados como Astyanax fasciatus) nos trabalhos de Rossini et al. (2016) e Pazza et al.
(2017).

Ornelas-Garcia et al. (2008), e Pereira et al. (2011) sugerem que a baixa
diversidade genética usando DNA barcoding (sequéncias COI) em Astyanax e
Psalidodon (anteriormente citado como Astyanax) pode ser o resultado do recente
processo evolutivo de radiacdo. Pazza et al. (2017) sugerem que a taxa de divergéncia
entre as populagdes de S&o Francisco e Parana é consistente para diferentes espécies,
separadas ap6s o0 evento vicariante do soerguimento do Alto Paranaiba, e que politomia
observada nos dados dos autores, representadas nas populacées originarias das bacias dos
rios S&o Francisco e Parand, pode ser explicada pela rapida dispersdo e diversificacdo
acompanhando o processo de separacdo das populacdo. O mesmo pode ser observado no
presente estudo, onde Astyanax altiparanae (Alto rio Parand) Astyanax asuncionensis
(Baixo rio Parana), Astyanax jacuhiensis (Alto rio Uruguai) e Astyanax abramis (Baixo
rio Parand) pertencem a bacia do Prata.
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Embora o gene COI seja considerado eficiente para a identificacdo de espécies de
peixes, com resultados efetivos em diversos estudos (Oliveira et al., 2011; Pereira et al.,
2013), essa ferramenta pode ser menos conclusiva em alguns casos quando comparada
aos dados cromossémicos em grupos complexos, como Rineloricaria (Costa-Silva et al.,
2015) e Prochilodus (Melo et al., 2018), indicando que este gene pode ser menos eficiente
para clados taxonomicamente complexos com especiagéo recente.

O processo de especiacdo ndo € uniforme, ndo leva a alteracGes em todos o0s
aspectos do organismo (morfolégicos, ecoldgicos, genéticos, entre outros) ao mesmo
tempo, gerando a gray zone (De Queiroz, 2007). Segundo De Queiroz (2007), a gray zone
€ 0 momento do processo de especia¢do que, dependendo dos caracteres utilizados e
avaliados, é possivel chegar a diferentes conclusfes quanto a existéncia de uma ou mais
espécies. Para evitar os conflitos gerados a partir de conceitos alternativos de espécie,
muitos pesquisadores usam as espécies como sendo linhagens de populagdes ou
metapopulacOes que evoluem de forma independente (De Queiroz, 2007; Padial et al.,
2010). No presente trabalho, a analise de diferentes caracteres propostos pela taxonomia
integrativa utlizada nos mesmos individuos p6de fornecer maior confiabilidade e
minimizar a subestimacdo da biodiversidade, reconhecendo as quatro OTUs

sinonimizadas como espécés validas.
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Figura suplementar. Resultado da delimitacdo das especies utilizando o modelo
ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery) com o modelo de distancia Kimura (K80).



