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RESUMO

A familia Anostomidae, composta por peixes de agua doce neotropicais, destaca-se pela sua
diversidade e importancia ecoldgica e econémica nas areas onde ocorrem. No entanto, trata-se
de um grupo controverso quanto a real diversidade registrada, relacdes filogenéticas complexas
e identificacdo de espécies problemética. Diante disso, este estudo teve como objetivo
investigar a eficiéncia de fragmentos mitocondriais para determinacdo de espécies de
Anostomidae. Para isso, a pesquisa foi conduzida em dez localidades, onde foram amostrados
127 individuos, a partir dos quais foram amplificados fragmentos mitocondriais do gene
Citocromo Oxidase C, Subunidade | (COI) e Regido Controle (RC). Representantes de
haplotipos de ambas as regides genéticas estudadas foram confrontadas em bancos publicos de
sequéncias, além da aplicacdo da identificacdo filogenética, baseada na topologia de
cladogramas, auxiliada por identificacdo morfoldgica. Os resultados demonstraram que o gene
COlI apresentou limitacGes na distincdo de espécies a partir das comparacbes em bancos
publicos de sequéncias, o que foi indicado pela alta similaridade genética entre mdltiplas
espeécies, algo corroborado pela Inferéncia Bayesiana desse fragmento, onde os clados nédo
demonstraram arranjos indistintos a nivel de espécie e género. Por outro lado, a analise
filogenética baseada na RC revelou uma melhor resolucdo para a discriminacdo dos géneros
Leporinus, Megaleporinus e Schizodon, assim como para espécies, em conformidade com a
identificacdo morfoldgica. No entanto, a escassez de sequéncias da RC em bancos publicos
limitou sua aplicabilidade para identificacdo molecular de Anostomidae. Assim, 0 uso desse
fragmento mitocondrial mostra-se promissor como alternativa, aliado a morfologia, para
aprimorar a identificacdo e delimitacdo de anostomideos, e dessa forma, pode contribuir com

estudos taxondmicos e filogenéticos do grupo.

Palavras-chave: COI; Regido Controle; Identificagdo Molecular; Leporinus; Megaleporinus;
Schizodon.



ABSTRACT

The family Anostomidae, composed of neotropical freshwater fish, stands out for its diversity
and ecological and economic importance in the areas where they occur. However, it is a
controversial group regarding the actual recorded diversity, complex phylogenetic
relationships, and problematic species identification. In light of this, the aim of this study was
to investigate the efficiency of mitochondrial fragments for species determination within
Anostomidae. To achieve this, the research was conducted at ten locations, where 127
individuals were sampled. Mitochondrial fragments of the Cytochrome Oxidase | gene (COI)
and Control Region (CR) were amplified from these samples. Representatives of haplotypes
from both genetic regions studied were compared in public sequence databases, along with the
application of phylogenetic identification, based on cladogram topology, assisted by
morphological identification. The results showed that the COIl gene had limitations in
distinguishing species based on comparisons in public sequence databases, as indicated by the
high genetic similarity among multiple species, which was further supported by Bayesian
Inference of this fragment, where the clades did not show distinct arrangements at the species
and genus level. On the other hand, the phylogenetic analysis based on the CR revealed better
resolution for discriminating the genera Leporinus, Megaleporinus, and Schizodon, as well as
species, in agreement with morphological identification. However, the scarcity of CR
sequences in public databases limited its applicability for molecular identification of
Anostomidae. Thus, the use of this mitochondrial fragment appears promising as an alternative,
when combined with morphology, to improve the identification and delimitation of
Anostomidae, and, in this way, could contribute to taxonomic and phylogenetic studies of the

group.

Keywords: COI; Control Region; Molecular Identification; Leporinus; Megaleporinus;

Schizodon.
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1. INTRODUCAO

Os peixes representam o grupo mais numeroso e diversificado entre os vertebrados, com
aproximadamente 34.200 espécies descritas, distribuidas em 515 familias e 85 ordens,
abrangendo mais da metade das 55.000 espécies de vertebrados conhecidos (BOTERO et al.,
2021). Dessa diversidade, 58% das espécies sdo marinhas, 41% de &gua doce, e 1% apresenta
migracdo entre ambientes de agua doce e salgada ao longo de suas vidas (BOTERO et al.,
2021). Esses dados demonstram a complexidade e a amplitude da diversidade de peixes, que
ocupam uma vasta gama de ecossistemas aquaticos, refletindo uma histéria evolutiva marcada
por adaptacdes e especializacdes em diferentes nichos ecolégicos (BOTERO et al., 2021).

A regido Neotropical destaca-se por abrigar a maior diversidade de peixes de agua doce
no mundo. S8o reconhecidas mais de 6.200 espécies validas nesta regido (ALBERT,;
TAGLIACOLLO; DAGOSTA, 2020; BIRINDELLI; SIDLAUSKAS, 2018), das quais
aproximadamente 5.160 ocorrem na América do Sul (REIS et al., 2016). No Brasil, essa riqueza
ictiofaunistica € expressiva, com cerca de 3.672 espécies registradas até 0 momento (FROESE;
PAULY, 2024). Projecdes indicam que o numero total pode ultrapassar 9.000 espécies,
conforme as descobertas taxonémicas evoluem (REIS et al., 2016). Essa diversidade reflete a
riqgueza de habitats aquéaticos da regido, que oferece condi¢des ecoldgicas Unicas para a
evolucdo e adaptacdo das espécies. Entre 0s ecossistemas mais relevantes da regido Neotropical
estd a Amazonia, que se destaca por sua contribuicdo significativa a biodiversidade global,
inclusive quanto a ictiofauna (ALBERT; TAGLIACOLLO; DAGOSTA, 2020).

A bacia amazobnica, além de ser a maior do mundo, com uma extensdo superior a
6.000.000 km?, desempenha um papel fundamental na hidrologia do planeta, sendo responsavel
por cerca de 16% do volume global de agua doce descarregada (LATRUBESSE et al., 2017,
SALATI; VOSE, 1984). Ademais, possui uma grande relevancia ecoldgica, abrigando a maior
biodiversidade de dgua doce do planeta (TISSEUIL et al., 2013). Em termos de ictiofauna, o
inventario amazonico é composto por aproximadamente 2.716 espécies validas, incluidas em
529 géneros, 60 familias e 18 ordens (DAGOSTA; DE PINNA, 2019). Estima-se que 1.696
espécies sdo endémicas, representando aproximadamente 63% das espécies presentes na bacia
(DAGOSTA; DE PINNA, 2019). Esse alto grau de endemismo reforca a importancia biologica
da regido e posiciona a Amaz6nia como um dos ecossistemas mais complexos e biodiversos do

mundo.
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A ordem Characiformes é a mais diversa entre 0s peixes amazonicos, compreendendo
em torno de 1.063 espécies (DAGOSTA; DE PINNA, 2019), com destaque para sua ampla
distribuicdo e predominancia nos ambientes neotropicais. Essa ordem € responsavel pela maior
parte da biomassa de pescado destinada ao consumo humano na Amazonia Central,
evidenciando sua relevancia para a seguranga alimentar das populac6es locais (BATISTA,
ISAAC; VIANA, 2004). Devido a sua expressiva presenga nos ecossistemas aquaticos e ao
valor comercial associado, as espécies de Characiformes sdo amplamente exploradas pela
pesca, especialmente no contexto da pesca comercial regional (BATISTA; PETRERE, 2003).
Essa atividade desempenha um papel econémico significativo nos ecossistemas amazonicos e
é praticada em diferentes modalidades, desde a pesca de subsisténcia e artesanal, predominante
entre comunidades ribeirinhas, indigenas e quilombolas, até a pesca industrial, realizada por
pescadores profissionais (GANDRA, 2010). Dentro dessa ordem, destaca-se a familia

Anostomidae, por sua diversidade e importancia do ponto de vista ecolégico e econdmico.

1.1. A Familia Anostomidae — Piaus e Aracus

Os membros de Anostomidae sdo identificaveis devido a presenca de trés a quatro
dentes ensiformes em cada pré-maxilar e dentério (Figura 1), caracteristica que os distingue de
outros peixes, especialmente dentro da ordem Characiformes (BIRINDELLI; SIDLAUSKAS,
2018; SIDLAUSKAS; BIRINDELLI; VAN DER SLEEN; ALBERT, 2017).

Esta familia é reconhecida como a segunda mais rica dentro da ordem Characiformes,
com 150 espécies validas, distribuidas em 16 géneros (FRICKE; ESCHMEYER; FONG, 2025)
(Figura 2), e apresenta alta diversidade e endemismo na América do Sul (DAGOSTA; DE
PINNA, 2019), com ocorréncia em diversas bacias hidrograficas brasileiras (SANTOS, 1982),
sendo a maior diversidade observada na bacia amaz6nica, onde ocorrem em grande numero e
desempenham papéis ecoldgicos importantes para a manutencdo do equilibrio ecossistémico
(DOS SANTOS; ZUANON, 2008). Porém, sua representatividade diminui em rios costeiros
isolados das Guianas, bem como na bacia do Sdo Francisco e em outros sistemas fluviais do
litoral nordestino do Brasil, onde a presenca desses peixes é consideravelmente reduzida (REIS;
KULLANDER; FERRARIS JR., 2003).



12

Figura 1 — Mandibulas de diferentes espécies da familia Anostomidae, destacando a variagcdo na morfologia e na
disposicdo dos dentes e estruturas 6sseas. As barras de escala sdo de 1 mm.

maxilla

premaxilla

Megaleporinus conirostris Megaleporinus trifasciatus Schizodon fasciatus

dentary .
anguloarticular
retroarticular

Megaleporinus elongatus

Abramites hypsenolotus Leporinus striatus Leporellus vittatus

Fonte: Ramirez; Birindelli e Galetti Jr. (2017).

Figura 2 — Diversidade de Anostomidae exemplificada por algumas de suas espécies.

Anostomus ternetzi Leporinus fasciatus

Synaptolaemus latofasciatus Schizodon trivittatus Megaleporinus obtusidens

Sartor respectus Rhytiodus microlepis Hypomasticus torrenticola

<4

Gnathodolus bidens

Fonte: Sidlauskas et al. (2025).

Abramites hypselonotus Leporinus julii

A ocorréncia desse grupo pode estar relacionada a fatores como disponibilidade de
recursos alimentares, estrutura do ambiente e interacGes ecoldgicas com outras espéecies, uma
vez que habitam uma grande variedade de ambientes aquaticos, como: lagos, corredeiras,

margens de grandes rios e pequenos corregos situados em areas florestais (DOS SANTOS;
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ZUANON, 2008), essa capacidade adaptativa do grupo viabiliza sua presenca em diferentes
condic@es ecolodgicas e hidrodindmicas.

Algumas espécies dos géneros Leporinus Agassiz, 1829, Schizodon Agassiz, 1829 e
Megaleporinus Ramirez, Birindelli & Galetti, 2017 apresentam comportamento migratorio
associado ao ciclo reprodutivo, de forma que se deslocam anualmente para areas especificas de
desova. Esse fato ja foi descrito para populagdes que habitam sistemas como o Parana-Paraguai
(DE GODOY, 1975) e as bacias do Amazonas e Orinoco (GOULDING, 1981). Por outro lado,
a piapara, Megaleporinus elongatus (Valenciennes, 1850), por exemplo, forma cardumes e se
desloca para regides de aguas mais calmas, como partes médias e inferiores dos rios (REIS;
KULLANDER; FERRARIS JR., 2003). A desova dessa especie ocorre de forma sazonal,
geralmente entre dezembro e janeiro, com um pico que pode ser influenciado pela temperatura
da agua, emtorno de 21 a 27°C (SOUSA et al., 2014). Ja para Leporinus friderici (Bloch 1794),
ha evidéncias de que a reproducdo pode ocorrer tanto em ambientes l6ticos quanto Iénticos, o
que sugere uma maior flexibilidade em relagcéo ao habitat de desova (BARBIERI; SANTOS,
1988; LOPES; BENEDITO-CECILIO; AGOSTINHO, 2000).

Com relacao a alimentagdo, os anostomideos possuem habito onivoro, com tendéncia
para o consumo de matéria vegetal, consumindo principalmente frutos e sementes. No entanto,
também se destacam por sua capacidade de adaptacdo alimentar, demonstrando um
comportamento oportunista em relacdo a dieta. Ou seja, dependendo da disponibilidade de
recursos no ambiente, podem incorporar outros itens alimentares, ajustando sua alimentagéao
conforme as condi¢cbes ecologicas em que estdo inseridos (BALASSA; FUGI; HAHN;
GALINA, 2004; SANTOS, 1981; 1983).

Por consumirem frutos e sementes, 0s anostomideos tornam-se agentes importantes na
dispersdo de sementes, desempenhando um papel ecoldgico essencial nos ecossistemas
aquaticos neotropicais (BALASSA; FUGI; HAHN; GALINA, 2004; SANTOS, 1981; 1983).
Ademais, um componente importante para 0 grupo sdo as matas de galeria, vegetacOes que
margeiam os cursos d'adgua e que exercem influéncia direta na qualidade do habitat desses
peixes, pois além de fornecer alimento, contribuem para a estruturacdo do ambiente ao
introduzir invertebrados aquaticos e restos vegetais, como galhos e troncos, que servem de
suporte para o perifiton. A degradacdo dessa vegetacdo pode impactar significativamente a
disponibilidade dos recursos alimentares para 0s anostomideos e, consequentemente, a
dindmica ecoldgica dos ecossistemas aquaticos onde estdo inseridos (MELO; ROPKE, 2004).

Dentre os Anostomidae, o género Leporinus destaca-se como o mais diverso, contando

com aproximadamente 90 espécies validas, distribuidas amplamente por todas as principais
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bacias hidrograficas da América do Sul (BIRINDELLI; BRITSKI, 2013; BURNS; FRABLE;
SIDLAUSKAS, 2014; FRICKE; ESCHMEYER; FONG, 2025; SIDLAUSKAS;
BIRINDELLI; VAN DER SLEEN; ALBERT, 2017). Essa riqueza de espécies esta associada
a uma grande diversidade morfologica, principalmente em caracteristicas como a forma do
focinho, a posicdo da boca e a estrutura dentaria (SIDLAUSKAS; VARI, 2008). Uma das
principais caracteristicas de Leporinus é a presenca de uma boca terminal ou subterminal, além
da denticdo composta por quatro dentes no dentério e trés ou quatro no pré-maxilar, todos
unicuspides e incisiformes (SIDLAUSKAS; BIRINDELLI; VAN DER SLEEN; ALBERT,
2017).

O segundo género mais diverso € Schizodon, reunindo 15 espécies validas
(GARAVELLO, JULIO CESAR; BRITSKI, HERALDO A, 2003; GARAVELLO; BRITSKI,
2019; SIDLAUSKAS; GARAVELLO; JELLEN, 2007). E amplamente distribuido na América
do Sul, ocorrendo em diversas bacias hidrograficas que drenam para o leste da Cordilheira dos
Andes, incluindo os sistemas do Amazonas, Orinoco, Parana, Paraguai, Uruguai, S&o
Francisco, Tocantins, além de bacias costeiras no nordeste do Brasil e drenagens das Guianas.
No entanto, essas espécies estdo ausentes das bacias litoraneas isoladas do sudeste brasileiro
(GARAVELLDO, J. C.; BRITSKI, H. A., 2003; SIDLAUSKAS; VARI, 2012). O género
apresenta uma notavel variacao na coloracao corporal, sendo possivel reconhecer dois grandes
padrBes: um deles é caracterizado pela presenca de barras verticais escuras nos flancos, que
podem estar associadas a uma faixa longitudinal ou uma méacula na base do peddnculo caudal;
ja o segundo padréo engloba espécies sem essas barras verticais, mas que exibem uma faixa
lateral, as vezes pouco perceptivel, que pode disfarcar a macula no peddnculo caudal
(GARAVELLO, 1994). Além dessas caracteristicas externas, Schizodon é reconhecido por
distintos caracteres diagnosticos descritos por Myers (1942) e por sinapomorfias osteologicas
detalhadas por Sidlauskas e Vari (2008).

Megaleporinus é o terceiro género mais rico em numero de espécies (FROESE;
PAULY, 2024) e possui um conjunto especifico de caracteristicas morfologicas que o separa
de outros membros da familia Anostomidae, particularmente de Leporinus. Os representantes
deste género apresentam um corpo alongado e relativamente robusto, com um padrdo de
coloragéo caracteristico que inclui marcas escuras distribuidas ao longo dos flancos. A denticdo
é um dos principais tragos diagndsticos, composta por trés dentes ensiformes no pre-maxilar e
quatro no dentario, todos relativamente grandes e especializados na captura e trituracdo de

alimentos. Além disso, a estrutura craniana e osteoldgica desses peixes revela diferencas sutis,
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mas significativas, em relagdo aos demais géneros, o que reforca sua posicdo filogenética
distinta dentro da familia (RAMIREZ; BIRINDELLI; GALETTI JR, 2017).

A diversidade dentro da familia Anostomidae observada na sua ampla distribuicédo
geografica e nas caracteristicas morfoldgicas distintas entre os géneros, ndo se reflete na
nomenclatura popular atribuida a essas espécies. Os anostomideos sdéo comumente conhecidos
no Brasil por dois principais nomes populares, sdo eles "piau" e "aracu", sendo essas
designacdes utilizadas para diversas espécies. "Piau” € atribuida, por exemplo, a Megaleporinus
obtusidens (Valenciennes, 1837), Megaleporinus elongatus (Valenciennes, 1850), Leporinus
melanopleura Glnther, 1864, Leporinus bahiensis Steindachner, 1875, Leporinus striatus
Kner, 1858 e Leporinus lacustris Amaral Campos, 1945 (FROESE; PAULY, 2024).

Além disso, algumas espécies sdo referidas tanto como "piau™ quanto como "aracu”,
como Leporinus friderici (Bloch, 1794), Hypomasticus megalepis (Giinther, 1863),
Megaleporinus trifasciatus (Steindachner, 1876) e Leporinus agassizii Steindachner, 1876. No
contexto da producdo aquicola, o termo "piau" aparece de forma ainda mais abrangente,
incluindo também variagGes como "piapara”, "piaucu” e "piava”, sem uma distin¢do clara dos
nomes cientificos correspondentes (IBGE, 2023).

Por outro lado, 0 nome "aracu" é empregado para um conjunto diverso de espécies,
incluindo Schizodon fasciatus Spix & Agassiz, 1829, Schizodon vittatus (Valenciennes, 1850),
Leporinus fasciatus (Bloch, 1794), Rhytiodus argenteofuscus Kner, 1858 e Rhytiodus
microlepis Kner, 1858, dentre outras espécies (SANTOS; FERREIRA; ZUANON, 2009;
VENEZA et al., 2023). Essa questdo da categorizacdo de nomenclaturas populares incluindo
um conjunto de espécies pode mascarar a riqueza do grupo, levando a desafios na identificacdo
precisa das espécies, 0 que impacta o diagnéstico da real biodiversidade presente em
Anostomidae, a precisdo das estatisticas pesqueiras e aquicolas, e ainda a gestdo dos estoques
naturais. No setor da pesca, por exemplo, as estatisticas costumam categorizar as espécies do
género Schizodon sob 0 nome "aracu”, enquanto Leporinus sdo agrupados como "piau™ (MPA,
2013).

1.1.1. Taxonomia da Familia Anostomidae

A familia Anostomidae tem sido alvo de inumeras investigacfes taxondmicas e
filogenéticas ao longo das Ultimas décadas, principalmente devido as dificuldades em delimitar
com precisao as relagdes evolutivas dentro do grupo. Estudos pioneiros, como o de Sidlauskas

e Vari (2008), demonstraram que caracteristicas morfologicas tradicionalmente utilizadas para
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classificar os anostomideos, como a forma da boca e a estrutura dos dentes, eram altamente
homoplasticas, resultando em classificagdes equivocadas. Diante disso, os autores reforcaram
a necessidade de revisdes taxondmicas baseadas em abordagens integrativas, combinando
dados morfoldgicos e moleculares para uma delimitacdo mais precisa das espécies.

Apesar de muitos estudos ja terem sido feitos sobre os anostomideos, ainda ha muito a
ser descoberto sobre a taxonomia e a filogenia dessa familia, uma vez que as relagdes entre 0s
géneros e a definicdo de algumas espécies ainda sdo incertas. O género Leporinus, por exemplo,
ndo é um grupo monofilético (RAMIREZ et al., 2016), mas algumas de suas espécies formam
clados bem definidos, como o grupo L. fasciatus (Bloch, 1794), que inclui L. altipinnis Borodin,
1929, L. bleheri Géry, 1999, L. desmotes Fowler, 1914, L. enyae Burns, Chatfield, Birindelli &
Sidlauskas, 2017, L. fasciatus, L. jatuncochi Ovchynnyk, 1971, L. pearsoni Fowler, 1940, L.
tigrinus Borodin, 1929, L. villasboasorum Burns, Chatfield, Birindelli & Sidlauskas, 2017 e L.
y-ophorus Eigenmann, 1922 (BURNS; CHATFIELD; BIRINDELLI; SIDLAUSKAS, 2017;
SIDLAUSKAS; VARI, 2008). Esse grupo pode ser diferenciado de outros Leporinus pela
presenca de nove raios ramificados na nadadeira pélvica e de barras verticais escuras no corpo
dos individuos adultos.

Nos anos seguintes, pesquisas de Britski; Birindelli e Garavello (2012) contribuiram
significativamente para a taxonomia do grupo, com a descricdo de Leporinus piavussu
[=Megaleporinus piavussu (Britski, Birindelli & Garavello, 2012)], além da redescri¢do de
Leporinus elongatus [=Megaleporinus elongatus (Valenciennes, 1850)] e Leporinus obtusidens
[=Megaleporinus obtusidens (Valenciennes, 1837)], espécies da bacia do alto rio Parana. Pouco
tempo depois, Birindelli; Britski e Garavello (2013) publicaram um estudo descrevendo novas
espécies de Leporinus em bacias do leste do Brasil, a0 mesmo tempo em que redescreveram
Leporinus melanopleura Ginther, 1864, esclarecendo aspectos de sua morfologia e distribuicéo
geografica. Essas investigacoes reforcaram a complexidade taxonémica do género Leporinus,
levantando questionamentos sobre sua classificagdo tradicional.

Ramirez; Birindelli e Galetti jr (2017) deram um passo fundamental na sistemética da
familia ao propor a criacdo do género Megaleporinus. A nova designacao foi sustentada por
andlises integrando dados citogenéticos, moleculares e morfologicos, evidenciando diferencas
evolutivas significativas entre os grupos. O reconhecimento desse género é relativamente
recente e realoca 16 linhagens anteriormente atribuidas aos géneros Leporinus e Hypomasticus
Borodin, 1929. Dessa forma, dez espécies nominais passaram a integrar Megaleporinus,
tornando necessario o refinamento das classificaces taxonémicas existentes. Além disso,

pesquisas mais recentes apontam para a existéncia de uma biodiversidade ainda nao
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completamente descrita dentro do género, evidenciando a necessidade de novos estudos que
possam esclarecer a diversidade oculta e 0s possiveis complexos de espécies presentes no grupo
(AVELINO; BRITSKI; FORESTI; OLIVEIRA, 2015; RAMIREZ; BIRINDELLI; GALETTI
JR, 2017).

J& para o género Schizodon, estudos baseados em anélises filogenéticas moleculares
recentes permitiram a reorganizacdo das espécies em dois grandes grupos monofiléticos: o
clado Amazonas e o clado La Plata (RAMIREZ et al., 2020). Essa classificacdo se baseia
principalmente em padrbes de coloracdo, além de dados genéticos que confirmam a relacéo
evolutiva entre as espécies pertencentes a cada um dos agrupamentos (RAMIREZ et al., 2020).

Nos anos mais recentes, Birindelli; Britski e Ramirez (2020) descreveram
Megaleporinus gaiero Birindelli, Britski & Ramirez, 2020, uma nova espécie da bacia do rio
de Contas, no leste do Brasil, destacando a importancia da conservacdo dessas populacdes.
Além disso, Sidlauskas et al. (2022) publicaram um estudo enfatizando a necessidade de
integrar dados morfolégicos e moleculares na taxonomia da familia, reforcando que a
identificacdo baseada apenas em caracteristicas externas pode ser limitada.

A organizacdo taxondmica da familia Anostomidae, incluindo o género Megaleporinus,
reflete desafios que vao além da simples catalogacdo de espécies. Apesar do interesse de
inimeros pesquisadores e dos avangos recentes em estudos sistematicos, a taxonomia e a
filogenia dos géneros atualmente reconhecidos permanecem desafiadoras (SIDLAUSKAS et
al., 2021).

Fica evidente que a classificacdo desse grupo ainda estd em constante revisdo, 0 que
reforca a necessidade de novas pesquisas que combinem diferentes fontes de dados para refinar
a delimitacdo taxondmica das espécies.

1.1.2. Importancia econémica de Anostomidae

A pesca artesanal possui grande relevancia tanto econdmica quanto cultural, sendo
essencial para a subsisténcia das comunidades locais, contribuindo para a seguranca alimentar
e auxiliando na reducédo da pobreza (GAMARRA et al., 2023). Dentro da familia Anostomidae,
as espécies de maior porte e abundancia formam grandes cardumes, desempenhando um papel
significativo na pesca comercial, esportiva e de subsisténcia, aléem de estarem frequentemente
presentes em mercados e feiras (BATISTA; PETRERE, 2003).
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A grande variedade dentro de Anostomidae reflete-se também em sua importancia
econdmica, com muitas de suas espécies amplamente exploradas, tanto na pesca extrativista
quanto na aquicultura (BATISTA; PETRERE, 2003).

No Brasil, a pesca extrativista tem sido uma atividade de destaque na captura de
espécies da familia Anostomidae, com o piau (Leporinus spp.) e o aracu (Schizodon spp.)
apresentando volumes significativos de produgdo. Dados nacionais indicaram que, em 2011, a
captura de aracu alcangou 5.211,3 toneladas, enquanto a do piau foi de 5.544,4 toneladas (MPA,
2013). Ao mesmo tempo, a aquicultura tem se consolidado como uma alternativa sustentavel
para o fornecimento dessas espécies, com destaque para o cultivo do piau, que registrou uma
producdo de 4.309,3 toneladas no mesmo periodo (MPA, 2013). Esse crescimento da
aquicultura pode ser observado nos dados mais recentes sobre a producédo de peixes da familia
Anostomidae no Brasil. Segundo o IBGE (2023), a criacdo de piau, piapara, piaucu e piava
totalizou 3.186.455 kg, movimentando um valor de R$ 38,6 milhGes. Esses nUmeros
evidenciam a relevancia econdémica dessas espécies, tanto para a pesca quanto para a
aquicultura, reforcando sua importancia no cenario produtivo nacional.

A regido Norte tem se destacado nesse contexto, sendo responsavel por cerca de
876.174 kg da producdo total, o que corresponde a um montante de R$ 12,1 milhdes. Dentro
dessa regido, o estado do Para apresenta uma producdo de peixes expressiva, alcangando
219.730 kg e gerando R$ 3,3 milhdes em valor de mercado. Esse desempenho ressalta a
importancia dos anostomideos na atividade aquicola do estado e sua contribuicdo para a
economia regional (IBGE, 2023).

Além disso, os dados indicam um crescimento significativo da aquicultura dessas
espécies no Para ao longo dos ultimos anos. Entre 2013 e 2022, a produgdo aumentou 264%,
enquanto o valor econémico gerado por essa atividade teve um crescimento ainda mais
expressivo, de 753% (FAPESPA, 2023). Esses dados demonstram a expansdo do cultivo de
peixes da familia Anostomidae e a valorizacdo comercial dessa producéo, reforcando seu papel

na economia pesqueira e aquicola estadual.

1.2.  Dados moleculares e aplicacbes para discriminagdo e delimitacdo de espécies

A crescente utilizagdo de dados moleculares tem desempenhado um papel fundamental
na taxonomia e na identificacdo de espécies dentro da familia Anostomidae. Estudos recentes
demonstram como as analises genéticas permitem a identificagdo de linhagens cripticas e a

revisao da classificacdo de grupos taxonémicos historicamente problematicos, que sao dificeis
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de distinguir com base apenas em caracteristicas morfologicas (NASCIMENTO;
BIRINDELLI; FRAGA; BARROS, 2024; RAMIREZ et al., 2016; RAMIREZ; BIRINDELLI;
GALETTI JR, 2017; SIDLAUSKAS et al., 2021).

O uso de dados mitocondriais, especialmente as sequéncias do gene COI (Citocromo C
Oxidase Subunidade 1), tem sido util para a delimitacdo de espécies, uma vez que apresenta
informagao génica mais conservada com uma taxa de evolugdo moderada, sendo um excelente
marcador molecular para analises dessa natureza (SARI; DURAN; SEN; BARDAKCI, 2015).
Essa regido é eficaz na distincdo entre grupos com variagdo morfologica limitada, como
observado em Leporinus, onde diferentes linhagens morfologicamente semelhantes foram
identificadas como distintas por meio dessa abordagem (RAMIREZ et al., 2016).

Dada a eficiéncia do COI para a discriminacdo de diversos animais, incluindo peixes
(NASCIMENTO; BIRINDELLI; FRAGA; BARROS, 2024; OLIVEIRA et al., 2024;
RAMIREZ et al., 2017), com base nesse gene um sistema de bioidentificacdo foi proposto por
Hebert; Cywinska; Ball e Dewaard (2003), os quais postularam que uma fragdo de DNA
mitocondrial, com cerca de 650 pares de base (pb) a partir da extremidade 5’ do gene COI,
poderia ser usado como DNA barcode. Isso ocorre porque as mudangas nucleotidicas intra e
interespecificas desta por¢do ocorrem em taxas diferentes, funcionando como um cédigo
universal para identificar a maioria das espécies do reino animal.

A utilizagdo do gene COI como DNA barcode confirmou ser uma abordagem eficaz e
robusta na identificacdo de espécies animais, inclusive para peixes marinhos (LUTZ et al.,
2023; SANTANA et al., 2023) e dulcicolas (DE FREITAS et al., 2024; PEREIRA; HANNER,;
FORESTI; OLIVEIRA, 2013), uma vez que as diferencas genéticas entre individuos da mesma
espécie sdo significativamente menores quando comparadas as diferencas entre espécies
distintas, criando um intervalo que minimiza sobreposicdes e permite uma classificacao
confiavel, mesmo em grupos taxonémicos amplos (HEBERT; CYWINSKA; BALL;
DEWAARD, 2003). Além disso, o0 avanco dessa metodologia foi potencializado pela criagdo
do Barcode of Life Data Systems (BOLD), um repositério global que armazena e organiza
sequéncias de DNA barcode, facilitando comparagdes e identificagdes taxonémicas
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

No entanto, a precisdo da identificacdo molecular depende de um banco de dados de
referéncia confiavel e completo, pois 0 uso inconsistente de marcadores genéticos e depositos
equivocados podem impedir a correta identificacdo com base em sequéncias de DNA (CHANG,;
SHAO; LIN; CHIU et al., 2017).
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O gene COI também apresenta limitacGes na identificacdo de certos grupos de peixes,
ndo apenas no nivel populacional, visto que pode ser insuficiente para informar precisamente a
variacdo genética dentro de uma mesma espéecie (MORITZ; CICERO, 2004; RUBINOFF,
2006), mas também na discriminacéo entre espécies distintas. Em alguns casos, como no género
Thunnus, o codigo de barras de DNA mostrou-se pouco eficaz para diferenciar as espécies, uma
vez que a regido COI é altamente conservada dentro desse grupo, reduzindo seu poder
discriminatorio (DIAZ-ARCE et al., 2016). Dessa forma, é fundamental considerar outras
regides do DNA que possuam diferentes niveis de polimorfismo para aprimorar a identificacéo
e a delimitacdo das espécies (ARDURA; PLANES; GARCIA-VAZQUEZ, 2013).

Outro fragmento de DNA mitocondrial, a Regido Controle (RC), tem se mostrado uma
ferramenta valiosa para analises populacionais, devido a sua elevada taxa de mutacdo, que a
torna uma alternativa adequada para investigacdo da variabilidade genética. Essa caracteristica
esta relacionada ao fato de a RC ser uma regido ndo codificante, permitindo o acimulo de
mutacOes sem comprometer fungbes essenciais. Embora existam restricdes decorrentes do
padrdo de heranca mitocondrial, esse marcador tem sido amplamente utilizado em estudos
populacionais da ictiofauna, permitindo a identificacdo de padrBes de estrutura genética e
conectividade entre populagdes (BROWN, 2008; DOS SANTOS FREITAS; DA SILVA;
SAMPAIO; SCHNEIDER, 2017; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008; SILVA et al.,
2018).

Apesar da RC ser tradicionalmente utilizada para estudos de genética de populagdes,
essa regido vem se mostrando Util para outras aplicacBes. Em grupos taxondémicos complexos
e com diversificacdo recente, como algumas espécies de peixes, a utilizacdo de segmentos da
RC, que evoluem mais rapidamente, pode ser mais eficaz para a identificacdo de espécies
(GATT; FERGUSON; LISKAUSKAS, 2000). Estudos demonstram que a analise dessa regido
tem sido aplicada com sucesso na discriminacdo de espécies de peixes, fornecendo informacdes
valiosas para a taxonomia e conservagdo desses organismos (EVANGELISTA-GOMES et al.,
2020; RAMIREZ, 2015).

1.3.  Justificativa
A discriminagdo precisa das espécies é fundamental para o entendimento da

biodiversidade e quando se trata de peixes, a discriminacdo e correta identificacdo é

indispensavel para a gestdo eficaz dos recursos pesqueiros e aquicolas.
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No caso da familia Anostomidae, um grupo de peixes de grande importancia econémica
e ecologica, equivocos na identificagdo das espécies podem contribuir para a superexploracéo,
para a dificuldade em promover estratégias eficazes de manejo e, consequentemente, para a
deficiéncia na implementacéo de politicas de conservacdo adequadas. A falha em reconhecer
corretamente as espécies dentro deste grupo pode, ainda, levar a erros na estimativa de seus
impactos ecoldgicos e na compreensdo das relacfes evolutivas entre as espécies.

A utilizacéo de dados moleculares, particularmente marcadores mitocondriais, como o
gene COl e a Regido Controle, tem sido uma ferramenta aplicavel para auxiliar essas questoes.
Estes marcadores, que apresentam alta taxa de variacdo em relacdo a maioria das regides
nucleares, permitem a identificacdo mais acertada, particularmente em grupos taxonémicos
complexos e com alta diversidade, como é o caso da familia Anostomidae.

A COlI tem sido amplamente utilizado como referéncia para a identificacdo de espécies
em estudos de biodiversidade, enquanto a Regido Controle, com sua taxa de mutacdo mais
elevada, tem se mostrado uma excelente op¢do para discriminar grupos de espécies com
diversificacdo mais recente. Esses dados moleculares podem contribuir para a resolucao de
ambiguidades que persistem nas classifica¢Oes tradicionais, muitas vezes baseadas apenas em
morfologia, 0 que € especialmente relevante em grupos com grande plasticidade morfoldgica.

Dada a grande diversidade e a complexidade taxondmica da familia Anostomidae, a
necessidade de estudos taxondmicos que integrem esses marcadores genéticos se torna ainda
mais evidente. A aplicacdo desses métodos pode lancar luz sobre a identificacdo de espécies
préximas e torna-la mais precisa.

Diante desse contexto, no presente estudo pretendeu-se aplicar fragmentos da COl e da
RC para investigar a identidade genética de espécies de Anostomidae.

1.4.  Objetivos

1.4.1. Objetivo geral

e Investigar a eficiéncia de fragmentos mitocondriais para determinagdo de espécies de

Anostomidae.

1.4.2. Objetivos especificos

e Aplicar a ferramenta de DNA barcode na identificagdo de espécies de Anostomidae;
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e Auvaliar o potencial discriminatorio da Regido Controle do DNA mitocondrial para

espécies de Anostomidae.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Etica no uso animal e autorizagio para transporte das amostras

As atividades de coleta e transporte dos individuos seguiram rigorosamente as
normativas éticas e legais aplicaveis a pesquisa cientifica com animais. As amostras foram
coletadas e transportadas com autorizagdes do Instituto Chico Mendes de Conservagédo da
Biodiversidade (ICMBIo), registradas no Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) sob os nimeros 90994-1 e 85008-1.

Seguindo a captura, a eutanasia de exemplares coletados foi realizada por sobredosagem
do anestésico eugenol, conforme recomendado pela RESOLUCAO NORMATIVA N° 37, DE
15 DE FEVEREIRO DE 2018 do Ministério da Ciéncia, Tecnologia.

Além disso, os dados genéticos estdo registrados no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o cddigo
AEDDBEL.

No caso das amostras obtidas em pisciculturas ou feiras de comercializagéo de pescado,
a partir de individuos ja mortos, estas foram coletadas por meio de parcerias estabelecidas com
piscicultores, pescadores e peixeiros locais. Essas parcerias permitiram a obtencdo de amostras

de peixes capturados para subsisténcia ou venda, dispensando licencas especificas.

2.2.  Locais de coleta e amostragem

As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas em dez localidades distintas,
abrangendo individuos de populacdo natural e de cultivo, oriundos de diferentes bacias
hidrograficas, incluindo as dos rios Caeté, Guama, Capim, Amazonas, Trombetas e Gurupi
(Tabela 1; Figura 3).
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Tabela 1 — Localidades, pontos de coleta e respectivas bacias hidrograficas. N: nimero de amostras coletadas em

cada localidade.

Localidade Ponto de Coleta Hidrografia N
Braganca Piscicultura Deus Provera 2
Braganca Piscicultura Dois Irmaos 2
Castanhal Piscicultura Estrela Dalva 2
Bonito Piscicultura Menino Deus 4
Braganca Feira Livre de Braganga Rio Caeté 7
Monte Alegre Mercado Municipal Rio Amazonas 15
Mocajuba Rio Caeté 25
Oriximina Mercado Municipal Rio Trombetas 8
S&o Domingos do Araguaia  Itamoari Rio Gurupi 61
S&@o Domingos do Araguaia  S&o José do Gurupi Rio Gurupi 11

Figura 3 — Mapa de localizagédo contendo os pontos de coleta.
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Para a obtencdo das amostras, foram empregados diversos métodos de captura, de
acordo com a caracteristica de cada ambiente. Nas pisciculturas, as coletas foram realizadas por

meio de despescas com o auxilio de redes de arrasto nos tanques. Nas coletas realizadas
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diretamente nos rios, como no Rio Gurupi, por exemplo, foram utilizados trés tipos diferentes
de rede de espera, com malhas de um cm, cinco cm e 10 cm entre nos apostos, 100 m de
comprimento total e 50 malhas de altura. Em lugares especificos, como pequenas croas e na
margem do rio, foram utilizadas tarrafas. Também foram utilizadas redes de arrasto com
comprimento de 50 m, dois cm entre nds opostos de malha e um m de altura.

Para as amostras provenientes do Rio Caeté, Rio Amazonas e Rio Trombetas,
contamos com a parceria de pescadores e/ou peixeiros locais, o que viabilizou a obtencéo das
amostras a partir de exemplares que estavam sendo comercializados em feiras e mercados de
pescado.

As amostras foram retiradas da nadadeira caudal ou do musculo dorsal dos
exemplares, foram armazenadas em microtubos do tipo eppendorf, devidamente identificados
com codigos de tombamento, preservadas em etanol 70% e congeladas em freezer a -20°C, para
posteriores procedimentos laboratoriais.

Os individuos foram fotografados e alguns exemplares foram fixados com Formol
10% e preservados em etanol 70%, como exemplares testemunho depositados na Colecédo
Zooldgica/Pescado (CZP), no Laboratorio de Genética Aplicada, Instituto de Estudos Costeiros,

Universidade Federal do Para, Campus de Braganca.

2.3. Isolamento, amplificacdo e sequenciamento do material genético

O DNA genbmico total das amostras foi extraido do tecido bioldgico utilizando os
protocolos com Kit Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante, e precipitacdo por NaCl, adaptado de Aljanabi e Martinez (1997).
O DNA gendmico total obtido foi quantificado (ng/pL) no espectrofotbmetro Thermo
Scientific™ NanoDrop 2.000.

Este DNA isolado e quantificado foi utilizado como molde para a realizagdo da
amplificacdo das regides alvo, através de Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR), preparadas
em um volume final de 15uL, contendo: 2,2uL de DNTP (1,25mM), 1,4pL de tampé&o buffer
(10x), 0,6pL de MgCl2 (50mM), 0,6uL de cada iniciador (50ng/uL), aproximadamente 100ng
de DNA total, 0,1uL da enzima Tag DNA polimerase (5U/uL) e &gua purificada para completar
0 volume final da reagéo.

A regido barcode do gene COI foi amplificada utilizando os iniciadores FishF1 (5°-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3") e FishR1 (5°-
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’) e as condicdes de amplificacdo adaptadas de
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WARD et al. (2005): desnaturacéo inicial a 94° C por 3 minutos, seguida por 35 ciclos com
desnaturacdo a 94° C durante 45 segundos, hibridizagdo a 59° C durante 30 segundos, extensédo
a 72° C por 1 minuto e uma extensao final a 72° C durante 10 minutos.

Para a Regido Controle, os iniciadores utilizados foram DloopA (5’-
TTCCACCTCTAACTCCCAAAGCTAG-3?) e DloopG (5°-
CGTCGGATCCCATCTTCAGTGTTATGCTT-3") descritos por Lee; Conroy; Howell e
Kocher (1995), sob as condicdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, seguida por 35
ciclos com desnaturacao a 94°C durante 30 segundos, hibridizacdo a 57° C durante 1 minuto e
extensdo a 72°C por 2 minutos; seguidos por uma extensao final a 72° C durante 7 minutos.

Apos as PCRs, as amostras positivas foram purificadas com polietileno glicol (PEG
8000), seguindo o protocolo descrito por (PAITHANKAR; PRASAD, 1991), em seguida foram
sequenciadas pelo método didesoxiterminal (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977), com
os reagentes do Kit Big Dye (ABI PrismTMDye Terminator Cycle Sequencing Reading Reaction
— Thermo Fisher). Os produtos precipitados foram entdo submetidos & eletroforese no

sequenciador automatico de capilar ABI 3500 (Thermo Fisher).

2.4.  Andlises computacionais

2.4.1. Montagem do banco de dados

Foi montado um banco de sequéncias para cada fragmento mitocondrial alvo, nos
quais as sequéncias obtidas foram avaliadas e editadas no programa BIOEDIT (HALL, 1999),
e entdo submetidas ao alinhamento multiplo de forma automaética através do aplicativo
CLUSTAL W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) implementado no BIOEDIT.
Novamente, foram efetuadas corre¢bes em posicdes das sequéncias em que existiam erros ou
duvidas relacionadas ao tipo de nucleotideo existente. Para o banco de sequéncias de COl,

verificou-se a auséncia de insercdes, delecdes e stop cddons.
2.4.2. ldentificacdo molecular e morfologica das espécies
Para o processo de identificacdo dos espécimes, primeiramente foi gerada uma lista

de hapl6tipos a partir do banco total de sequéncias de cada fragmento alvo, no programa DNAsp
v6 (ROZAS et al., 2017). A partir da lista de haplétipos, foi elaborada um banco reduzido de
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sequéncias para cada fragmento estudado, representando todos os hapl6tipos presentes entre 0s
individuos amostrados.

Uma sequéncia representante de cada haplotipo dos fragmentos de COIl e RC foi
comparada aos bancos publicos de sequéncias disponiveis na biblioteca de referéncia do
GenBank  (NCBI - National Center for Biotechnology Information -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a partir da aplicacdo da ferramenta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST), no campo “nucleotide blast” (ALTSCHUL et al., 1990); para COI
utilizou-se também o BOLD (Barcode of Life Data Systems v4- http://www.boldsystems.org/)
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007), campo Barcode ID. A identificacdo foi realizada

considerando as sequéncias com maior valor de similaridade (>98%).

Além da comparacdo com as sequéncias disponiveis nas bibliotecas publicas de
referéncia, foi verificada a discriminacdo das espécies a partir de andlise filogenética, baseada
na topologia da arvore. Para isso, sequéncias disponiveis no NCBI/BOLD mais similares as
sequéncias geradas nesse estudo foram adicionadas aos bancos reduzidos, em conjunto com
sequéncias representantes dos haplétipos. Também foram incluidas sequéncias de
Semaprochilodus insignis (Jardine, 1841) e Prochilodus nigricans Spix & Agassiz, 1829, como
grupo externo.

Para COl, construiu-se uma arvore de Agrupamento de Vizinhos (NJ), utilizando o
programa MEGA X (KUMAR et al., 2018) com modelo evolucionario de Kimura2-Parametros
(K2P) (KIMURA, 1980). A significancia dos agrupamentos das arvores foi estimada pela
analise de Bootstrap (FELSENSTEIN, 1985), gerada a partir de 1000 pseudorréplicas.

Além da NJ para COlI, também foram construidas arvores de Inferéncia Bayesiana
(IB), para isso cada conjunto de dados foi convertido em um arquivo .xml usando o BEAUi v.
1.8.4 (DRUMMOND; SUCHARD; XIE; RAMBAUT, 2012), que foi executado no BEAST v.
1.8.4 (DRUMMOND; SUCHARD; XIE; RAMBAUT, 2012), com base nos modelos
evolutivos HKI+I+G, previamente selecionado para COl e HKY+G, indicado para RC, pelo
JMODELTEST v2.1.10 (DARRIBA; TABOADA; DOALLO; POSADA, 2012; GUINDON;
GASCUEL, 2003), de acordo com o Bayesian information criterion (BIC). Para ambos o0s
fragmentos foram usados reldgio estrito e processo de especiacdo de Yule. A probabilidade
posterior foi estimada com base em 5.10" de geragBes, com amostragem de arvores a cada
10.000 geracbes e burn-in de 10%. Os arquivos .log foram avaliados no Tracer v1.7.2
(RAMBAUT et al., 2018), onde verificou-se a convergéncia das cadeias, que foi considerada
adequada ao apresentar valores > 200 ESS (Effective Sample Size). Em seguida, as arvores
foram sumarizadas no TreeAnnotator v.1.8.4 (DRUMMOND; SUCHARD; XIE; RAMBAUT,
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2012), visualizadas no FigTree (RAMBAUT, 2018) e editadas no software Inkscape
(https://inkscape.org/).

Para a identificacdo morfologica, foi utilizado chaves dicotémicas de identificagcdo
(OHARA; LIMA; SALVADOR; ANDRADE, 2017; RAMIREZ; BIRINDELLI; GALETTI
JR, 2017; SANTOS, 1980; SANTOS; JEGU, 1996). Esse método permitiu a distingdo dos
espécimes por meio de caracteristicas como o formato da boca, a morfologia dentaria, 0 nimero

de escamas na linha lateral e os padrdes de coloracdo no corpo.

3. RESULTADOS

3.1. Identificacdo molecular

Foram obtidos 744 pares de base (pb) de 127 espécimes para o fragmento da Regido
Controle, a partir do qual foi montado o banco reduzido representando os 56 haplétipos
recuperados. Para isso, foram inseridos os hapl6tipos Unicos e para aqueles que eram
compartilhados por mais individuos, foram selecionados até trés, total izando 96 sequéncias.
Para COl, o fragmento analisado tem comprimento de 614 pb de 120 espécimes, sendo o banco
reduzido composto de 27 individuos representantes de todos os 17 haplétipos encontrados.

Para identificar as espécies presentes no banco, uma sequéncia de cada haplétipo
foi comparada aos bancos publicos. A andlise das sequéncias com base no gene COI revelou
alta similaridade entre diferentes espécies, tanto no NCBI quanto no BOLD, dificultando a
identificacdo precisa dos espécimes.

Os individuos ANOGU30, ANOGU31, ANOGU32 (haplétipo 4); ANOGU17;
ANOGU23, ANOGUT76 (haplétipo 5); ANOGU112 (haplétipo 6), ANOGU117 (haplétipo 7),
apresentaram similaridade acima de 98% com as sequéncias de Leporinus piau Fowler, 1941
(OP782375), Leporinus venerei Britski & Birindelli, 2008 (OP782385, KF569001, OP782388),
Leporinus trimaculatus Garavello & Santos, 1992 (KF568999), Leporinus cf. parae
Eigenmann, 1907 (MK677847), L. friderici (OR732991) e L. cf. friderici (MF664243) (Tabela
suplementar 1).

Ja os haplétipos representados pelos individuos ANOCT128, ANOCTO1,
ANOCTO03, ANOCT137, ANOGU101 e ANOGUS8S, apresentaram similaridade acima de 98%
com as sequéncias de L. cf. friderici, L. piau, L. friderici, Leporinus sp., L. gossei e L. lacustris

(Tabela suplementar 1).
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Essa incongruéncia também ocorreu para o0s haplétipos que incluiram ANOFEG68,
ANOFEG69 e ANOFET0, identificados como S. fasciatus e Schizodon dissimilis (Garman, 1890)
com 100% de similaridade em ambos os bancos publicos. Essa problemaética foi recorrente ao
longo das analises (Tabela suplementar 1).

Para RC, as sequéncias disponiveis no GenBank mais proximas as geradas no
estudo, possuiam em torno de 88,95% a 94,24% de similaridade com as espécies Hypomasticus
cf. pachycheilus (Britski, 1976), Leporinus maculatus Muller & Troschel, 1844, Leporinus
desmotes Fowler, 1914 e Leporinus affinis Glnther, 1864, o que inviabilizou as identificacdes
com base nesse fragmento, uma vez que ndo ha depositos de sequéncias nos bancos publicos
da regido alvo suficientes para as espécies da familia Anostomidae.

As topologias da IB e NJ de COI coincidiram e optamos por representar apenas a
primeira. Ambas demonstraram baixa resolucdo para discriminagdo das espécies e até mesmo
de géneros. Apenas Megaleporinus macrocephalus (Garavello & Britski, 1988) pdde ser
diferenciada das demais espécies, ocupando a posicdo de grupo irmao de Abramites
hypselonotus (Gunther, 1868), enquanto os individuos de M. trifasciatus (Steindachner, 1876)
agruparam com diversas espécies de Schizodon (Figura 4).

As amostras do género Leporinus formaram dois clados que agruparam com
sequéncias de diferentes espécies (L. venerei, L. trimaculatus, L. cf. parae, L. friderici, L. cf.
friderici, L. piau e L. lacustres). As sequéncias referentes a L. friderici e L. cf. friderici
estiveram presentes em ambos os clados (Figura 4).

Por outro lado, para RC, a IB revelou melhor resolucdo, com a discriminacao de
trés clados principais, indicando os géneros entre os individuos amostrados, Leporinus,
Megaleporinus e Schizodon (Figura 5), em conformidade com a identificacdo morfoldgica.

O clado de Leporinus é o mais diverso, subdividido em multiplos agrupamentos.
Outro clado corresponde ao género Schizodon, e é aparentemente constituido por duas espécies,
uma delas identificada como S. fasciatus e outra, representada pelo individuo ANOGU113, cuja
identificacdo ndo podde ser confirmada. Megaleporinus também ¢é representado por um clado

com duas espécies, M. macrocephalus e M. trifasciatus (Figura 5).
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Figura 4 — Arvore de Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando o gene COI de espécies de Anostomidae. Os valores
sobre os ramos indicam o suporte estatistico em probabilidade a posteriori.
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Figura 5 — Arvore de Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando a Regi&o Controle de espécies de Anostomidae. Os
valores sobre os ramos indicam o suporte estatistico em probabilidade a posteriori. *: Identificado
morfologicamente.
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3.2.1dentificacdo morfoldgica

Apbs a aplicacdo da chave de identificacdo foi possivel determinar quatro especies.
A amostra ANOCT137 foi classificada como L. friderici. Os espécimes ANOFE68, ANOFE69
e ANOFE70 foram identificados como S. fasciatus, formando um cluster distinto na IB com a
Regido Controle (Figura 5). Ja os individuos identificados como M. trifasciatus e M.
macrocephalus formaram clados reciprocamente monofiléticos. Para os clados nao
identificados, ndo ha individuos testemunho depositados, 0 que inviabilizou a aplicacdo de

chaves morfoldgicas.

4. DISCUSSAO

A familia Anostomidae é uma das mais diversas e taxonomicamente dindmicas
entre os peixes de agua doce neotropicais. A medida que apresenta uma grande diversidade de
espécies, também existem dificuldades em estabelecer relacdes claras entre elas
(SIDLAUSKAS et al., 2022). Esse desafio ocorre principalmente porque a taxonomia desse
grupo tem sido historicamente baseada em caracteristicas morfoldgicas relacionadas a dieta
(SIDLAUSKAS et al., 2022). No entanto, essas caracteristicas sao altamente homoplasticas,
dificultando a delimitacdo precisa dos taxons.

As caracteristicas externas usadas para definir os géneros, como a forma da boca e
a morfologia dos dentes, sdo suscetiveis a convergéncia evolutiva, ou seja, podem evoluir
independentemente em diferentes linhagens, levando a classificacbes equivocadas
(SIDLAUSKAS et al., 2022). Um exemplo desse problema foi evidenciado por Kolmann et al.
(2021), que demonstraram gue diversos géneros de serrasalmideos, tradicionalmente agrupados
com base na estrutura dos dentes, na verdade ndo compartilham um ancestral comum direto.
Além disso, muitos estudos documentaram a convergéncia dessas caracteristicas em grupos de
peixes ndo relacionados, como ciclideos (HULSEY et al., 2008; RUBER; ADAMS, 2001),
ciprinideos (Ql et al., 2012) e terapondides (DAVIS; BETANCUR-R, 2017).

Dessa forma, embora chaves de identificagdo baseadas na morfologia sejam uteis
para a distincdo de espécies, elas apresentam algumas limitagdes. Em muitos casos, apenas
caracteristicas morfoldgicas ndo sdo suficientes para uma identificagdo precisa, sendo
necessario o uso de ferramentas moleculares para complementar a analise. Esse enfoque
integrativo, combinando dados morfoldgicos e genéticos, tem se mostrado essencial para a

taxonomia de grupos complexos, como os anostomideos (SIDLAUSKAS et al., 2021).
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Estudos filogenéticos baseados em dados moleculares (RAMIREZ; BIRINDELLI;
GALETTI JR, 2017) e morfoldgicos (SIDLAUSKAS; VARI, 2008) revelaram varios casos de
convergéncia entre os anostomideos. Ramirez; Birindelli e Galetti Jr (2017) relataram, por
exemplo, que Megaleporinus garmani (Borodin, 1929) e Megaleporinus reinhardti (Litken,
1875) sdo espécies proximamente relacionadas, mas possuem estruturas bucais distintas. Por
outro lado, Hypomasticus mormyrops (Steindachner, 1875) e Hypomasticus pachycheilus
(Britski, 1976) apresentam morfologias bucais semelhantes, apesar de estarem distantes
filogeneticamente. Além disso, Sidlauskas e Vari (2008) também discutiram que a orientacdo
da boca evoluiu de forma convergente em Schizodon nasutus Kner, 1858 e Hypomasticus
Borodin, 1929, reforcando que caracteristicas morfoldgicas isoladas podem ser inadequadas
para inferir relagdes evolutivas dentro da familia Anostomidae.

Dentro desse contexto, a utilizacdo de fragmentos de DNA para auxiliar a
discriminagdo e identificacdo de anostomideos é providencial, e por isso nesse trabalho
testamos a eficiéncia do gene COI e da Regido Controle mitocondrial para essa finalidade.

4.1.1dentificacdo de anostomideos com base em COI é ambigua

Ao analisar as sequéncias do gene COIl em bancos de dados publicos, verificou-se
que alguns haplétipos apresentaram incongruéncias nas identificacdes tanto no NCBI quanto
no BOLD, impossibilitando a atribuicdo a nivel de espécie com seguranca. Os individuos
ANOCTO01, ANOCTO03, ANOCT137 (haplétipo 1), por exemplo, foram associados a quatro
espécies distintas no NCBI, sendo que duas delas (L. piau e L. cf. friderici) apresentaram 100%
de similaridade. No BOLD, observou-se um padrdo semelhante, com a associagdo a quatro
espécies distintas, das quais L. cf. friderici e L. sp. também atingiram 100% de similaridade,
indicando que a diferenciacdo molecular entre essas espécies pode ser desafiadora com base
apenas nesse fragmento.

Resultados semelhantes foram encontrados para os haplotipos 2, 3, 4, 5, 6 e 7,
evidenciando a complexidade na separacdo e identificacdo confiavel das espécies de Leporinus.
Estudos recentes também apontam essa problematica, destacando que a distin¢do entre L. piau
e L. friderici é dificultada tanto pela grande semelhanca morfologica entre as espécies, quanto
pelo fato de L. friderici estar sendo cada vez mais reconhecido como um complexo de espécies
(NASCIMENTO et al., 2023; NASCIMENTO; BIRINDELLI; FRAGA; BARROS, 2024;
RAMIREZ et al., 2016; SIDLAUSKAS; VARI, 2012; SILVA-SANTOS; RAMIREZ;
GALETTI JR; FREITAS, 2018)
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Essa dificuldade taxonémica foi agravada pela descricdo original de Fowler (1941),
que utilizou um espécime-tipo do rio Salgado, na bacia do Jaguaribe, mas incluiu um paratipo
proveniente do rio Jatoba, na bacia do Sdo Francisco, possivelmente identificado de maneira
equivocada, o que levou a identificacdo da maioria dos espécimes de Leporinus do S&o
Francisco como L. piau (DE CARVALHO et al., 2011; GARAVELLO, J. C.; BRITSKI, H. A,
2003).

Essas problematicas repercutem em outras espécies de Leporinus. Silva-Santos et
al. (2018) identificaram um cenario complexo em L. cf. friderici, em que os individuos
coletados como L. friderici nas bacias do Escudo Brasileiro divergem da espécie-tipo L.
friderici. Além disso, foi observado a existéncia de mais dois clados denominados L. cf.
friderici sensu stricto e um clado sem nome, que inclui espécies cripticas ainda nao descritas e
atualmente designadas como L. cf. friderici.

Posteriormente, Nascimento et al. (2023) recuperaram um cenério semelhante a
Silva-Santos et al. (2018). Contudo, identificaram dentro do clado sem nome, a existéncia de
quatro subclados onde, com base na morfologia, foi identificado que um deles referia-se a L.
venerei. Apesar deste achado, ndo podemos deixar de considerar os dados de Silva-Santos et
al. (2018), que afirmam que os individuos de L. venerei se enquadram morfologicamente na
descricéo de L. cf friderici (clado sem nome).

As incongruéncias na identificagdo também foram observadas nos haplétipos que
retornaram tanto como S. fasciatus quanto como Schizodon dissimilis (Garman, 1890), uma vez
gue ambas as espécies apresentaram 100% de similaridade nos bancos de dados BOLD e NCBI,
refletindo essa ambiguidade na topologia da arvore filogenética (Figura 4). Essa imprecisao na
identificacdo pode estar relacionada a similaridade morfoldgica entre as espécies, conforme
discutido por Garavello e Britski (2019), que destacaram a dificuldade na distin¢do entre
espécies do género Schizodon apenas com base na coloracdo e na morfologia externa. Os
autores redescreveram S. dissimilis e reforcaram que sua diferenciagdo em relagédo a congéneres,
como S. fasciatus, requer uma analise detalhada de multiplos caracteres morfolégicos.

Além disso, os individuos identificados como M. trifasciatus foram agrupados com
S. fasciatus. Esse resultado pode indicar um processo de diversificagdo recente, formando um
grupo intimamente relacionado, possivelmente composto por espécies cripticas, o que
evidencia incertezas taxonémicas frequentes (RAMIREZ et al., 2017). Dessa forma, a
resolucdo do gene COI mostrou-se limitada, até mesmo para a discriminacéo entre géneros,
visto que a topologia da arvore de IB revelou uma relagdo mais proxima entre M.

macrocephalus e A. hypselonotus do que entre M. macrocephalus e M. trifasciatus.
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A ineficiéncia do gene COI na discriminacédo de espécies de peixes ja foi observada
em diferentes grupos, como no género Thunnus, no qual essa regido mitocondrial é altamente
conservada e devido a isso reduziu seu poder discriminatério, dificultando a distin¢do entre
espécies (DIAZ-ARCE et al., 2016). Devido a esse tipo de limitacido do gene COI para
determinados grupos de peixes, estudos como o de Evangelista-Gomes et al. (2020), reportam
a RC como um barcode alternativo eficaz para a discriminacdo de espécies.

Portanto, nossos resultados indicam que o uso do marcador COI ndo é suficiente
para separar e identificar de forma precisa espécies de anostomideos, e isso pode influenciar

inferéncias filogenéticas, gerando inconsisténcias.

4.2.Discriminacdo de espécies de Anostomidae a partir da RC

A andlise da RC foi capaz de discriminar claramente espécies incluidas na filogenia,
indicando que esse marcador possui potencial de ser um novo barcode para Anostomidae, 0
gue ja vem sendo observado em estudos para outros peixes. Evangelista-Gomes et al. (2020)
destacaram a eficacia da RC na discriminacdo de espécies de Lutjanidae, enquanto Ramirez
(2015) demonstrou que a regido D-loop foi mais eficiente do que o gene COIl na identificagdo
de espécies da familia Scombridae, especialmente no género Thunnus. Da mesma forma,
Terencio (2009) analisou a variabilidade genética de Nannostomus eques na bacia do rio Negro
e identificou duas unidades evolutivas distintas com base na RC, sugerindo que essa regiao
pode ser Gtil na identificacdo de espécies cripticas.

Determinadas inconsisténcias observadas na discriminacdo de espécies a partir da
COl foram resolvidas na topologia da IB com a Regi&o Controle, por exemplo, com relagdo aos
exemplares de M. trifasciatus e S. fasciatus, em que ao utilizar o gene COI, ambas as espeécies,
mesmo pertencendo a géneros distintos, foram agrupadas no mesmo clado, indicando que esse
marcador ndo foi eficiente para separa-las, enquanto que com a utilizacdo da RC foi possivel
separar especies e 0s géneros Schizodon, Leporinus e Megaleporinus.

A separa¢do observada na arvore filogenética baseada na RC esta em conformidade
com a diferenciagcdo morfologica entre M. trifasciatus e S. fasciatus, em que essas especies se
distinguem por: I) Padréo de coloragéo corporal: M. trifasciatus exibe trés faixas transversais
escuras ao longo do corpo, enquanto S. fasciatus apresenta quatro faixas transversais escuras
(GARAVELLDO et al., 2021); 1) Forma da boca: M. trifasciatus possui uma boca subterminal
ou inferior, adaptada para se alimentar no fundo, ao passo que S. fasciatus apresenta uma boca

terminal, adequada para alimentacdo em niveis mais elevados na coluna d'agua (GARAVELLO
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et al., 2021) e I1l) Morfologia dos dentes: M. trifasciatus tem dentes trictspides, enquanto S.
fasciatus possui dentes bicuspides (GARAVELLDO et al., 2021).

A RC é tradicionalmente utilizada para avaliar a variabilidade genética e estrutura
de populagdes de peixes, incluindo os Anostomideos (MARTINS; WASKO; OLIVEIRA e
FORESTI (2003). O uso desse fragmento mitocondrial em estudos de genética de populagdes
se da por caracteristicas intrinsecas. Sua elevada taxa de mutacao, aliada a auséncia de pressdes
seletivas, contribui para sua alta variabilidade genética, tornando-a um marcador altamente
polimorfico. Essa variabilidade é observada tanto em sua porcdo hipervariavel, amplamente
documentada na literatura (GARBER, 2001; GARBER; TRINGALI; STUCK, 2004; GOMES;
SAMPAIO; SCHNEIDER, 2012), quanto em regides tradicionalmente consideradas menos
variaveis.

No entanto, devido a essa elevada taxa mutacional e alta variacdo da RC, essa regiao
pode ser uma ferramenta eficaz para diferenciar espécies com divergéncia recente. No caso dos
Anostomideos, ha indicios de que esse grupo tenha passado por eventos de diversificacdo
recente, o que pode dificultar a distincdo entre espécies com base em outros marcadores
moleculares. Esse cenério € reforcado pelo estudo de Silva-Santos et al. (2018), que sugere que
algumas dessas espécies formam um grupo intimamente relacionado, possivelmente composto
por espécies cripticas, evidenciando incertezas taxonémicas frequentes (RAMIREZ et al.,
2017). Dessa forma, sugerimos que a utilizacdo desse marcador pode oferecer uma resolucao
aprimorada na identificacdo de espécies de Anostomidae.

Alguns estudos ja suportam o uso da RC mitocondrial para a discriminacao
inequivoca de espécies muito semelhantes geneticamente devido a diversificagdo recente. No
estudo conduzido por Evangelista-Gomes et al. (2020), a RC demonstrou ser uma ferramenta
eficiente para distin¢do de espécies de Lutjanidae, possibilitando a separacdo das espécies em
clados monofiléticos nas analises filogenéticas conduzidas por diferentes métodos. Além disso,
um Barcode gap expressivo foi identificado para todas as espécies analisadas, reforcando a
utilidade desse marcador na delimitagéo taxondmica.

Apesar da &rvore IB construida a partir da RC se mostrar eficiente na discriminacéo
de espécies de Anostomidae, a identificagdo molecular com base nesse fragmento tornou-se
inviavel devido a auséncia de depdsitos de sequéncias dessa regido nos bancos publicos para

muitas espécies da familia.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Para avancar na resolucdo das questdes taxondmicas e filogenéticas dentro da
familia Anostomidae, é essencial ampliar os estudos que integrem dados morfoldgicos e
moleculares. A correta discriminacéo e identificacdo das espécies € um aspecto fundamental,
pois imprecisdes nesse processo resultam em classificagdes taxondmicas equivocadas e na
perpetuacdo de incertezas filogenéticas.

Neste contexto, a utilizacdo de marcadores moleculares tem se mostrado uma
ferramenta valiosa, e a RC surge como uma alternativa promissora para a delimitagéo de
espécies com divergéncia recente. No entanto, a escassez de sequéncias dessa regido nos bancos
de dados publicos limita a eficacia das analises comparativas, reforcando a necessidade de
ampliar o nimero de sequéncias disponiveis para espécies de Anostomidae corretamente
identificadas.

A ampliacdo do uso desse marcador pode contribuir significativamente para a
construcdo de uma taxonomia mais robusta e precisa, promovendo um melhor entendimento
das relacdes evolutivas dentro desse grupo. Dessa forma, o avanco das pesquisas na area podera
proporcionar maior clareza na identificacdo das espécies, reduzindo imprecisdes filogenéticas
e permitindo um arranjo mais confiavel das linhagens dentro da familia Anostomidae.

Para isso, € necessario que sejam desenvolvidos estudos que incluam maior
amostragem, abrangendo diferentes regides geograficas, para analise das distancias genéticas
intra e interespecificas, assim como entre e dentro dos géneros, para avaliar 0s limites internos
e entre taxons, no sentido de determinar o efetivo poder discriminatorio e filogenético da RC
para Anostomidae.
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Tabela suplementar 1. Resultado da identificacdo genética, utilizando o gene COI. H: Haplétipo. N: Numero de sequéncias. %: Similaridade com as sequéncias
de bancos publicos. ID: Identificagdo. *: Sequéncias privadas.

ID Molecular ID Morfoldgica
H N Amostra NCBI BOLD

Similaridade (%o) N° de acesso Similaridade (%0) N° de acesso

L. piau (100) OP782360 L. cf. friderici (100)*

L. cf. friderici (100) MF664228 L. sp. (100)* o
1 47 ANOCT137 S ] L. friderici

L. friderici (99,30) OR732990 L. gossei (99,35)*

L. lacustris (98,24) JN988996 L. friderici (99,35) TZGAA109-06

L. piau (99,84) OP782360 L. cf. friderici (99,84)*

L. cf. friderici (99,84) MF664228 L. sp. (99,84)*
2 2 ANOGUSS8 o .

L. friderici (99.30) OR732990 L. gossei (99,35)*

Leporinus lacustris (98,24)  JN988996 L. friderici (99,35) TZGAA109-06

L. cf. friderici (99,84)*

L. piau (99,84) OP782360 L. sp. (99,84)*

L. cf. friderici (99,84) MF664228 L. gossei (99,19)*
3 1 ANOCT128 o o

L. friderici (99.13) OR732990 L. friderici (99,19) TZGAA109-06

L. lacustris (98,08) JN988996 L. trimaculatus (98,87)*

L. piau (98,71) ITAPE354-15

L. piau (99,68) OP782375 L. piau (99,67) ITAPE342-15
4 40 ANOGU30 S o

L. cf. friderici (99,52) MF664243 L. friderici (99,67)*
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Tabela Suplementar 1 (Continuacgao). Resultado da identificacdo genética, utilizando o gene COI. H: Hapl6tipo. N: NUmero de sequéncias. %: Similaridade
com as sequéncias de bancos publicos. ID: Identificacdo. *: Sequéncias privadas.

ID Molecular ID Morfoldgica
H N Amostra NCBI BOLD
Similaridade (%o) N° de acesso Similaridade (%0) N° de acesso
L. friderici (99,48) OR732991
L. venerei (99.32) OP782388 L. sp. (99,51)*
4 40 ANOGU30
L. cf. parae (99,03) MFG677847 L. cf. parae (99,03)*
L. trimaculatus (99,03) KF568999
L. piau (100) OP782375 _
o L. piau (100) ITAPE342-15
L. cf. friderici (99,52) MF664243 o
) L. friderici (100)*
L. venerei (99,35) OP782385
5 3 ANOGU76 S L. sp. (99,51)*
L. friderici (99,30) OR732991 )
L. venerei (99,19)*
L. cf. parae (99,03) MF677847
) L. cf. parae (99.03)*
L. trimaculatus (99,03) KF568999
L. piau (99,51) OP782375
L. cf. friderici (99,36) MF664243 L. piau (99,51) ITAPE342-15
L. friderici (99,30) OR732991 L. friderici (99,5)*
6 1 ANOGU112 )
L. venerei (99,16) OP782388 L. sp. (99,35)*
L. cf. parae (98,87) MF677847 L. cf. parae (98,87)*
L. trimaculatus (98,87) KF568999
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Tabela Suplementar 1 (Continuacgdo). Resultado da identificagdo genética, utilizando o gene COI. H: Hapl6tipo. N: NUmero de sequéncias. %: Similaridade
com as sequéncias de bancos publicos. ID: Identificacdo. *: Sequéncias privadas.

ID Molecular ID Morfoldgica

H N Amostra

NCBI

BOLD

Similaridade (%0)

N° de acesso

Similaridade (%0)

N° de acesso

L. piau (99,67) OP782375
L. cf. friderici (99,52) MF664243 L. piau (99,67) ITAPE342-15
L. venerei (99,32) OP782388 L. friderici (99,67)*
7 1 ANOGU117 o
L. friderici (99,30) OR732991 L. sp. (99,51)*
L. cf. parae (99,03) MF677847 L. cf. parae (99,03)*
L. trimaculatus (99,03) KF568999
S. fasciatus (100) MK506869 .
o S. fasciatus (100) ANOS242-14
S. dissimilis (100) MK530995 o )
8 26 ANOFEG68 ) S. dissimilis (100) GBMND24462-21 S. fasciatus
S. vittatus(98,55) MK506877 _
- S. vittatus (98,54) ANOS354-18
S. borellii (98,26) JN813010
S. fasciatus (99,84) MK506869 .
o S. fasciatus (99,84) ANOS242-14
S. dissimilis (99,84) MK530995 o
9 3 ANOOX64 ) S. dissimilis (99,84) GBMND24462-21
S. vittatus(98,39) MK506877 _
- S. vittatus (98,38) ANOS354-18
S. borellii (98,07) JN813010
S. fasciatus (99,41) OM453711 S. fasciatus (99,15) ANOS218-14 o
10 1 MTRMAO5 L o M. trifasciatus
S. dissimilis (98,86) MK530995 S. dissimilis (98,68) GBMND24462-21
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Tabela Suplementar 1 (Continuacgao). Resultado da identificacdo genética, utilizando o gene COI. H: Hapl6tipo. N: NUmero de sequéncias. %: Similaridade

com as sequéncias de bancos publicos. ID: Identificacdo. *: Sequéncias privadas.

H N Amostra

11

12

13

14
15
16
17

B RN e

SFAMNY73

SFAMNT77

SFAMNT78

ANOGU113
ANOPI36
ANOPI40
ANOPI43

ID Molecular ID Morfoldgica
NCBI BOLD
Similaridade (%0) N° de acesso Similaridade (%0) N° de acesso
S. fasciatus (99,84) MK506869 )
o S. fasciatus (100)*
S. dissimilis (99,67) MK530992 o
) S. dissimilis (99,84)*
S. vittatus (98,37) MK506877 )
. S. vittatus (98,34) ANOS354-18
S. borellii (98,07) JN813010
S. fasciatus (100) MK506852 )
o S. fasciatus (100) ANOS038-14
S. dissimilis (99,67) MK530995 o
) S. dissimilis (99,67)*
S. vittatus (98,31) MK506863 _
. S. vittatus (98,18) ANOS354-18
S. borellii (98,07) JN813010
S. fasciatus (99,84) MK506869 o
o S. dissimilis (99,84) GBMND24462-21
S. dissimilis (99,67) MK530992 )
) S. fasciatus (99,83) ANOS242-14
S. vittatus (98,37) MK506877 )
. S. vittatus (98,34) ANOS354-18
S. borellii (98,07) JN813010
S. vittatus (100) OR733160 S. vittatus (100) TOCANO059-23
M. macrocephalus(100) KX925474 M. macrocephalus(100)  ANOS106-14 M. macrocephalus
M. macrocephalus(100) KX925474 M. macrocephalus(100)  ANOS106-14 M. macrocephalus
M. macrocephalus(100) KX925474 M. macrocephalus(100)  ANOS106-14 M. macrocephalus




