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RESUMO

A intensa construcdo de barragens e formacdo de reservatérios constitui o principal fator de
impacto nas bacias hidrograficas brasileiras levando a uma série de disturbios fisico-quimicos
0 que acaba por influenciar sobre a reproducdo das espécies de peixes ali presentes e interferir
diretamente na composicéo da ictiofauna. Informacdes sobre uma comunidade se tornam mais
completas quando incluidas informacdes sobre a histéria de vida das espécies, inclusive nos
estagios iniciais. Assim, a analise da composicdo e abundancia de ovos e larvas de peixes €
fundamental no sentido de trazer informacdes sobre o sucesso de permanéncia das espécies
através da reproducdo em razdo dos distirbios causados por barramentos. Este trabalho
objetivou por meio da técnica DNA barcoding realizar a identificacdo de ovos e larvas de
peixes coletados em zonas de influéncia de barragens inseridas ao longo do rio
Paranapanema, para avaliar a composicdo e abundancia do ictioplancton em diferentes
periodos e com diferentes caracteristicas ambientais. Para tanto, foram realizadas coletas entre
setembro 2013 a mar¢o de 2014 e setembro de 2014 a mar¢o de 2015. Das 961 sequéncias do
gene (COI) obtidas a partir das amostras, 850 (88,5%) puderam ser identificadas precisamente
a nivel especifico, totalizando 43 espécies. Considerando o total de amostras analisadas (961),
resultaram em 6 ordens, 20 familias, 38 géneros e 52 unidades taxonémicas distintas. As
ordens mais abundantes foram Siluriformes (52,1%) e Characiformes (40,8%) seguidas dos
Perciformes (6%), Cyprinodontiformes (0,5%), Gymnotiformes (0,3%) e Pleuronectiformes
(0,1%). Uma maior riqueza de espécies pode ser observada em trechos l6ticos de tributarios,
em especial para o rio das Cinzas e Tibagi, contrastando com a presenca marcante de espécies
invasoras como Serrasalmus marginatus e Plagioscion squamosissimus em trechos Iénticos.
A identificacdo a nivel especifico pode revelar entre amostras analisadas cerca de 30% das
especies registradas para a bacia do rio Paranapanema, bem como casos de especies cripticas,
trazendo informacgGes valiosas acerca do recrutamento de peixes ao longo de uma bacia
fragmentada por sucessivas barragens, contribuindo para a criagdo de planos de manejo
efetivos.

Palavras-chave: Ictioplancton, DNA barcoding. Conservacgdo. Barragens. Neotropical.
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ABSTRACT

Intense construction of dams and formation of reservoirs is the main impact factor in
Brazilian basins leading to a number of physico-chemical disorders which ultimately that
have influenced on reproduction of the species and directly interfere in the composition of
fish populations. Information about community become more complete when included
information about the life history of the species, including the early stages. Thus, the analysis
of the composition and abundance of fish eggs and larvae is essential in order to bring about
successful permanence of the species through reproduction due to the disturbances caused by
buses. This study aimed through technical DNA barcoding perform the identification of fish
eggs and larvae collected in areas of influence of dams placed along the Paranapanema River
to assess the composition and abundance of ichthyoplankton. Therefore, collections were
carried out between September 2013 to March 2014 and September 2014 to March 2015. Of
the 961 sequences of the gene (COI) obtained from the samples, 850 (88.5%) could be
identified precisely the specific level totaling 43 species. Considering the total number of
samples (961), resulted in 6 orders, 20 families, 38 genera and 52 different taxonomic units.
The most abundant orders were Silurifo (52.1%) and Characiforms (40.8%) followed by the
Perciformes (6%), Cyprinodontiformes (0.5%), Gymnotiformes (0.3%) and Pleuronectiformes
(0.1%). A greater number of species can be observed in lotic stretches of tributaries,
especially the Cinzas river and Tibagi river, contrasting with the strong presence of invasive
species like Serrasalmus marginatus and Plagioscion squamosissimus in lentic stretches.
Identifying the specific level can reveal between samples analyzed about 30% of the species
recorded for the basin of the river Paranapanema, as well as cases of cryptic species, bringing
valuable information about the fish recruitment along a fragmented basin by successive dams,
contributing to create effective management plans.

Keywords: Ichthyoplankton. DNA barcoding. Conservation. Dams. Neotropical.
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1. INTRODUCAO

Sendo detentor de uma grande rede de cursos d’agua o Brasil € consequentemente
um dos paises com maior riqueza de espécies de peixes de agua doce (LOWE-
MCCONNELL, 1999). O pais comporta, em todas as suas grandes bacias hidrogréficas,
reservatorios artificiais que em geral sdo destinados a hidrelétricas ou abastecimento, e
acabam por mudar de uma forma marcante a paisagem e caracteristicas naturais do
ambiente (AGOSTINHO et al., 2007). Pouco mais de 700 reservatérios se encontram
espalhados pelos rios de todo o pais (AGOSTINHO; PELICE; GOMES, 2008), dos
quais a grande maioria se concentra na regiao sudeste (LIERMANN et al., 2012).

Estando quase que totalmente inserido em territério nacional, o rio Parana
representa a segunda maior bacia da américa do Sul, se tratando de drenagem (LOWE-
MCCONNELL, 1999). A regido onde estd inserido apresenta grande densidade
populacional, o que torna a sua situacdo e a de seus tributarios critica em relacdo a
represamentos, sendo o maior dententor de usinas hidrelétricas da regido Neotropical
(AGOSTINHO; PELICE; GOMES, 2008). Um importante tributario desta bacia € o rio
Paranapanema, possuindo uma extensdo de 930 km, onde atualmente encontram-se onze
usinas hidrelétricas em operacdo, o que transforma o curso original do rio em uma
sequéncia de reservatorios justapostos (MAACK, 2002; DUKE ENERGY, 2008).

Devido a presenca de reservatorios, a rica ictiofauna do rio Paranapanema,
representada por 155 espécies encontra-se sob influéncia dos distirbios ocasionados por
barramentos (DUKE ENERGY, 2008). Barragens sdo responsaveis por alteracdes
graves e irreversiveis causadas no regime hidrolégico natural dos rios (GRAF, 2006),
assim a estreita relagdo existente entre os regimes de cheia e seca com os principais
eventos dos ciclos reprodutivos dos peixes, como maturacdo dos o0d0citos,
desenvolvimento inicial dos juvenis, migracdo e desova podem ser afetados, vindo a
refletir na composicdo adulta da comunidade de peixes (AGOSTINHO et al., 2000;
AGOSTINHO; PELICICE; GOMES, 2007).

Deste modo, avaliar quais espécies completam com sucesso 0 processo de
recrutamento é imprescindivel para tracar medidas eficazes de conservacdo. Para este
fim, estudos sobre a distribuicdo e abundancia do ictioplancton em reservatorios se
torna indispensavel ao entendimento da ecologia e da dindmica populacional, e seu

acompanhamento pode fornecer importantes informacdes sobre as variacGes anuais no
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recrutamento (NAKATANI et al., 1997). Para tanto, a composi¢cdo e abundancia do
ictioplancton se mostra eficiente acerca da avaliagcdo do recrutamento das comunidades
de peixes, ja que adicdo de novos membros a populagdo através da reproducdo é ponto
crucial na biologia de populac6es de peixes (NAKATANI et al., 2001).

No entanto, a maioria das descri¢Oes e ilustracGes de ovos, larvas e juvenis para
espécies de peixes de agua doce, ainda ndo sdo bem conhecidas na ciéncia atual
(NAKATANI et al., 2001). Assim a classificagdo dos produtos reprodutivos torna-se
complexa e em alguns casos inviavel, uma vez que muitas das caracteristicas
morfoldgicas ainda ndo estdo desenvolvidas o suficiente para serem analisadas (PEGG
et al., 2006; WARD; HANNER; HEBERT, 2009).

Assim, o uso de marcadores moleculares baseados em PCR (Polymerase Chain
Reaction) tém sido de extrema importancia na discriminagdo correta de espécies, uma
vez que as diferencas e similaridades entre sequéncias de DNA podem ser utilizadas
como parametro para relacionar ou diferenciar espécies (FERGUSON, 2002).

As ferramentas moleculares baseadas em DNA mitocondrial estdo entre as mais
utilizadas como marcadores espécie-especificos devido a sua taxa evolutiva
relativamente mais rapida, quando comparado ao DNA nuclear. Dentre estas, as
sequéncias ribossomais 16S (MAYER, DIETZ; KIEFER, 2007), sequéncias do gene
que codifica para a citocromo b (TELETCHEA, 2009) e em especial a utilizacdo da
por¢do 5° do gene que codifica para a a subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase (COI),
técnica esta conhecida como DNA barcode, esta Gltima possuindo um alto poder de
discriminagdo, mesmo para taxons intimamente relacionados (HEBERT et al., 2003).

Uma das grandes vantagens da técnica DNA barcode na identificacdo a partir do
ictioplancton é que ela pode ser aplicada a organismos em seus diferentes estagios do
ciclo de vida, nas mais variadas formas (STOECKLE et al., 2003). Além do que a
escolha de uma sequéncia universal aliado a criagdo de um banco de dados robusto e
especifico para sequéncias COI (4.773.735 sequéncias depositadas) torna a técnica uma
maneira rapida e segura de realizar a identificacdo.

Para tanto, o presente estudo se apresenta como uma maneira de relacionar o
ictioplancton, identificado através do DNA barcoding, aos diferentes tipos de ambientes
em que foram encontrados podendo assim fornecer informagfes importantes sobre a
reproducdo das espécies de peixes na bacia do Paranapanema frente aos impactos

ocasionados pela construcdo de reservatorios em cascata.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Em razdo do grande numero de barragens construidas ao longo da calha
principal do rio Paranapanema e da influéncia dos disturbios causados por
reservatorios sobre a reproducdo de peixes 0 presente trabalho objetivou realizar a
identificacdo dos ovos e larvas peixes coletados em zonas de influéncia por
reservatorios com o intuito de avaliar a distribuicdo e abundancia do ictioplancton
em diferentes periodos e ambientes influenciados por barramentos no sentido de
trazer informagcbes acerca do processo de recrutamento das comunidades ali

presentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a variacdo temporal entre o ictioplancton de dois periodos consecutivos de
amostragem, analisando a composicéo e a abundancia das espécies identificadas a
partir do DNA barcoding.

e Relacionar a presenca das espécies identificadas e suas estratégias reprodutivas aos
diferentes tipos de ambientes em que foram encontradas. Podendo trazer novos
dados e informacdes que colaborem para a problematica do recrutamento e a
distribuicdo das comunidades das espécies de peixes ao longo de uma bacia

fragmentadas por barragens.

3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 BACIA DO ALTO RIO PARANA, O RIO PARANAPANEMA E AS USINAS

HIDRELETRICAS

O Brasil possui uma grande rede de cursos d’agua, vistos como sinonimo de
riqueza natural e que tém sido nos altimos anos intensamente explorados para beneficio
humano. De acordo com o relatério apresentado pela Agéncia Nacional de Energia

Elétrica do Brasil (ANEEL, 2012), as usinas hidrelétricas ainda constituem a principal
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fonte geradora de energia do pais, com 204 empreendimentos, 0s quais representam
66% de toda poténcia instalada.

Entre os muitos sistemas hidricos do Brasil, estd uma das maiores redes
hidrograficas do mundo, o rio Parana. Este € o principal rio da Bacia da Prata e o
segundo maior sistema de drenagem da América do Sul (3,2 milhdes de Km?). Seu
trecho superior, e parte do médio encontram-se em territorio brasileiro, drenando uma
area de 891.000 Km? (AGOSTINHO; VAZOLLER; THOMAZ, 1995; LOWE-
MCCONNELL, 1999). O rio Parana representa ndo s6 uma das mais extensas redes
hidrograficas do pais, mas um dos sistemas mais intensamente explorados por
barragens, apresentando cerca de menos de 45% de seus trechos livres de barramentos
(LIERMANN et al., 2012).

Desde a segunda metade do século XIX, o rio Parana e seus principais afluentes
tém sido cada vez mais utilizados para a geracdo de energia hidrelétrica, atraves da
construcdo de barragens (LOWE-MCCONNELL, 1999; AGOSTINHO; PELICE;
GOMES, 2008). Assim, um importante afluente da bacia e igualmente represado € o rio
Paranapanema, inserido a margem esquerda do rio Parand possui uma extensdo de
aproximadamente 930 km, dos quais 392,9 km formam uma divisa natural entre os
estados de Séo Paulo e Parana. Ao longo de sua extensdo, no sentido leste-oeste, 0 rio
Paranapanema possui um desnivel de aproximadamente 600 metros, com inlimeras
corredeiras e cachoeiras (MAACK, 2002).

Dispondo de caracteristicas geomorfologicas e hidrograficas que o tornaram um
dos maiores sistemas em aproveitamento hidrelétrico no contexto da matriz energética
brasileira. Atualmente, este importante tributario possui onze usinas hidrelétricas em
operacdo, que estdo inseridas da nascente para a foz na seguinte ordem: Jurumirim,
Piraju, Chavantes, Paranapanema, Ourinhos, Salto Grande, Canoas IlI, Canoas |,
Capirava, Taquarugu e Rosana, transformando o curso original do rio em uma sequéncia
de reservatdrios justapostos (DUKE ENERGY, 2008).

O aproveitamento do rio Paranapanema para a geracdo de energia elétrica se
iniciou em 1936 com a edificacio da primeira usina hidrelétrica (UHE) a
Paranapanema. Em relacdo a poténcia instalada, as UHEsS com a maior poténcia
instalada estdo sdo a UHE Capivara (619 MW) e UHE Taquarugu (526 MW). E de
acordo com as caracteristicas e formas de operacdo apresentadas, sdo classificados
como reservatérios de acumulacdo os das UHEs Capivara, Jurumirim e Chavantes, e 0s
demais como reservatorios de fio d’agua (DUKE ENERGY, 2008).
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3.2 DIVERSIDADE DE PEIXES E ESTUDOS NO RIO PARANAPANEMA

Os peixes estdo entre o grupo de vertebrados mais diversificados, contando com
um grande nimero de espécies. Dados de literatura recente como o Catalog of fishes
(ESCHMEYER; FONG, 2016) apontam para cerca de 55.000 espécies e subespécies de
peixes, das quais 243 foram descritas em 2015.

Sao também organismos com grande representatividade em sistemas dulcicolas,
sendo que do total de todas as espécies, cerca de 40% vivem exclusivamente nos lagos e
rios de agua doce, os quais cobrem apenas 1% da superficie da Terra e constituem
pouco menos 0,01% de toda a 4&gua do mundo (BERRA, 2001). Estima-se que aguas
continentais da regido Neotropical abriguem aproximadamente 70% de todo o conjunto
de espécies de peixes continentais do mundo, contando com 4.475 espécies validas
descritas (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003; LEVEQUE et al., 2008).

Em relacdo a ictiofauna da bacia do alto rio Parana, esta apresenta elevados
indices de endemismo e conta até 0 momento com 310 espécies de peixes, distribuidas
em 11 ordens e 38 familias (LANGEANI et al., 2007), dentre estas, 155 espécies sao
encontradas ao longo de seu afluente o rio Paranapanema (DUKE ENERGY, 2008). A
imposicdo de um sistema barramentos em cascata ao longo desse importante tributario
(DUKE ENERGY, 2008) pode, devido a ampliacdo dos problemas causados por
reservatorios, levar a uma mudanca na composicao da ictiofauna original da bacia
(PETESSE; PETRERE JR., 2012). Portanto, os estudos sobre as comunidades de peixes
tém se concentrado nos reservatdrios presentes ao longo do curso do rio Paranapanema
(AGOSTINHO; JULIO JUNIOR; BORGHETTI, 1992; AGOSTINHO; THOMAZ;
GOMES, 2004), pois quando diversos reservatorios sdo construidos em cascata 0s
impactos cumulativos podem induzir a drasticas reducdes da fauna de peixes
(AGOSTINHO; GOMES; PELICE, 2007).

Em relagdo aos estudos realizados em reservatérios, para o trecho do alto
Paranapanema, a represa Jurumirim formada em 1962 pela constru¢cdo da UHE
Armando Alvellanal Laydner (DUKE ENERGY, 2008), é a mais estudada desde entdo.
Em levantamento sobre a diversidade de espécies de peixes feita em zonas de influéncia
pela UHE Jurumirim; Carvalho et al. (1998) encontraram 32 espécies, distribuidas em 4
ordens.

Outro levantamento ictiofaunistico mais amplo, realizado por Varella et al.

(2007), no médio rio Paranapanema, em um trecho compreendendo uma é&rea sob
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influéncia de seis usinas hidrelétricas a partir da UHE Jurumirim até a UHE de Salto
grande, 68 espécies foram encontradas distribuidas em quatro ordens, 18 familias e 42
géneros.

Entre os estudos para a regido média-baixa do rio Paranapanema, aquele com
maior nimero de espécies encontradas foi o de Orsi (2010), registrando a presenca de
79 espécies, distribuidas em cinco ordens, confirmando a predominancia das ordens
Characiformes e Siluriformes.

A regido do baixo Paranapanema, no reservatorio UHE Taquarucu, em termos de
composicao ictiofaunistica é formada por 73 espécies de peixes, em que a ordem
Siluriformes predomina, seguida por Characiformes (Britto e Carvalho, 2006). Os
autores também realizaram uma relagdo entre as espécies e sua distribui¢do espacial,
onde a maior riqueza foi registrada na zona fluvial (63 espécies), em comparagdo a zona

lacustre (50 espécies) e de transicdo (55 espécies).

3.3 ALTERAGOES CAUSADAS POR BARRAGENS E SUA INFLUENCIA NA ICTIOFAUNA

VariagBes no fluxo de &gua e regime hidroldgico em ecossistemas de dgua doce
sdo as principais forcas responsaveis pela dinamica produtiva, ciclagem, distribuicdo de
nutrientes e evolucdo da biota (DAGA; GUBIANI, 2012). Deste modo, 0S processos
relacionados ao escoamento dos rios podem influenciar tanto na diversidade dos
organismos ali presentes quanto na variedade de estratégias ecoldgicas observadas
(GRAF, 2006).

As planicies de inundacao apresentam uma grande diversidade de ambientes que
sdo adequados para o desenvolvimento ontogenético e consequente sucesso reprodutivo
da ictiofauna (CUNICO; AGOSTINHO; LATINI, 2006). Caracterizadas por periodos
de cheia e seca 0s quais apresentam elevado sincronismo com 0s principais eventos do
ciclo reprodutivo, como a maturacao dos o6citos, migracdo, desova, e desenvolvimento
inicial dos juvenis, sendo todos estes de extrema importancia para a manutencdo da
assembleia de peixes (AGOSTINHO et al., 2000; AGOSTINHO; GOMES; PELICE,
2007).

Os barramentos, por sua vez, causam alteracGes graves e irreversiveis no regime
hidrologico natural dos rios, com implicacdes em seus ecossistemas (GRAF, 2006). As
consequéncias disso sdo alteracdes espaciais e temporais na composi¢do da comunidade

de peixes, mudancas essas que ocorrem tanto & montante quanto a jusante dos
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barramentos e sdo mais relevantes nos reservatorios construidos em sistema de cascata
(AGOSTINHO; PELICE; GOMES, 2008). Assim, a grande densidade de barramentos
que apresenta o rio Paranapanema pode fazer com que a composi¢do das comunidades
de peixes originais da bacia mude consideravelmente (AGOSTINHO; BENEDITO-
CECILIO,1992; AGOSTINHO et al., 1995).

Além de causarem distarbios no controle do regime de cheias, barragens
influenciam a conexdo da calha principal do rio com as areas sazonalmente alagaveis,
vitais para o processo de desova, e desenvolvimento de varias espécies (AGOSTINHO;
THOMAZ; GOMES, 2005), além do que, acabam também por interceptar o acesso as
areas de desova (AGOSTINHO; GOMES; PELICE, 2007).

Diversas outras condi¢cbes impostas apdés a formacdo de reservatorios
comprometem também a qualidade da agua e a recuperacdo do ambiente, como: a
estratificacdo térmica, formacdo de camadas andxicas, concentracdes de oxigénio
inversamente proporcionais a profundidade, eutrofizagdo, acumulo de sedimentos e
reducdo da profundidade em relagcdo ao aumento da area alagavel ocupada (TUNDISI;
STRASKRABA, 1999). Tais disturbios refletem diretamente na quantidade e qualidade
dos tipos de habitats, incidindo sobre a composicdo da ictiofauna (AGOSTINHO;
THOMAZ; GOMES, 2004).

Alteracdes na composicao das comunidades de peixes, seja pela eliminagdo de um
namero variavel de elementos da ictiofauna local ou pela estocagem de espécies de
peixes exoticas ou autoctones, sdo decorréncias esperadas dos represamentos (HAVEL;
LEE; ZANDEN, 2005). E esperado também que espécies de peixes generalistas e de
pequeno porte aumentem suas populacdes, enquanto que as migradoras e de grande
porte diminuam ou desaparecam da area represada (AGOSTINHO; GOMES; PELICE,
2007).

3.4 O MONITORAMENTO DE ZONAS DE INFLUENCIA DE RESERVATORIOS PELO

ESTUDO DO ICTIOPLANCTON

Segundo Wootton, (1984) apud Agostinho et al. (2007) o sucesso alcancado pelos
peixes em ambientes distintos deve-se a combinacdo de habitats, habitos, fisiologia e
comportamentos reprodutivos que irdo determinar uma enorme gama de estratégias
reprodutivas desenvolvidas pelo grupo. Tais estratégias visam reduzir 0s custos
energeticos de manutencgéo do individuo, aumentar a eficiéncia na obtencdo de energia e

assim maximizar a eficiéncia reprodutiva (NAKATANI et al., 2001).
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Sdo multiplos os fatores responsaveis pelo processo e sucesso reprodutivo, entre
eles o desenvolvimento das gbnadas estimulado pela elevacdo da temperatura e do
fotoperiodo, e o inicio da desova sincronizado com o inicio das cheias (VAZZOLER,
1996; AGOSTINHO; PELICE; GOMES, 2008). De tal modo que, a reproducdo de
muitas espécies tropicais € sincronizada com a sazonalidade ambiental, que garante
condicGes favoraveis para a sobrevivéncia do ictioplancton (BAUMGARTNER et al.,
1997), o que é de extrema importancia para o recrutamento de peixes e manutencdo de
suas comunidades. De acordo com Fogarty et al. (1991) o recrutamento baseia-se na
adicdo de novos membros a populacdo através da reproducao, sendo um ponto crucial
na biologia de populac6es de peixes.

O ictioplancton representa as fases iniciais do ciclo de vida dos peixes na zona
planctdnica, compreendendo seus os ovos e larvas (SMITH; JOHNSON, 1996).
Representando fases criticas ao sucesso do recrutamento, ovos e larvas de peixe sao
organismos distintos dos adultos em relagdo aos requerimentos ecoldgicos e alocacao de
recursos (NAKATANI et al., 2001; ORSI, 2010). Portanto, a estrutura das assembleias
de larvas € resultado de padrbes no comportamento de desova dos adultos, que se
reproduzem apenas quando as condicdes sdo adequadas, como uma tentativa de
maximizar a sua aptiddo e, consequentemente, garantir um numero suficiente de
sobreviventes (BIALETZK et al., 2005).

Considerando as alteracdes fisicas e quimicas causadas por barragens (TUNDISI;
STRASKRABA, 1999; GRAF, 2006) e como estas podem influenciar nos fatores e
condigdes ideais para 0 sucesso reprodutivo (VAZZOLER, 1996) o estudo sobre
distribuicdo e abundancia do ictioplancton em reservatorios se torna indispensavel ao
entendimento da ecologia e da dinamica populacional, e seu acompanhamento pode
fornecer importantes informacBes acerca de variacdes anuais no recrutamento
(NAKATANI et al., 1997).

Ao avaliar fatores abiéticos influenciando a densidade de larvas de peixe, na bacia
do alto rio Parana, Baumgartner et al. (2008) observou uma correlacdo entre o periodo
de chuvas e elevagdo dos niveis de agua com a densidade e presenga de diferentes
espécies de peixes no estagio de vida larval. Comprovando assim, a premissa de que a
estratégia reprodutiva de cada espéecie esta intimamente ligada a fatores ambientais
(VAZZOLER, 1996), estando estes, portanto influenciando na abundancia das larvas.

Em estudo sobre a distribuicdo e abundéncia de larvas e juvenis em 31

reservatorios paranaenses Nakatani et al. (2005) identificaram a presenca de 50 grupos
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taxonémicos distintos, pertencentes a cinco ordens, onde a ordem Characiformes
apresentou o maior nimero taxons. Dentre todos 0s reservatdrios, 0s pertencentes as
bacias do rio Iguagu e do rio Paranapanema apresentaram o maior nimero de grupos
taxondmicos.

No entanto, no que diz respeito apenas ao rio Paranapanema poucos estudos que
abordam os aspectos da distribuicdo de ovos e larvas de peixes foram realizados. Dentre
esses, podemos citar Kipper et al. (2011) que avaliando a composicdo taxonémica da
assembleia de larvas de peixes em diferentes regides do reservatorio de Rosana,
puderam observar diferencas na composicdo de espécies de larvas, evidenciando a
predominancia de Siluriformes na regido limnética e Characiformes na regido litoranea.
Os autores consideram de grande importancia a analise do ictioplancton feita em
diferentes ambientes, pois estes podem ser utilizados por diferentes espécies para
completar seu ciclo de vida.

Vianna e Nogueira, (2008) obtiveram para rio das Cinzas, bacia do Médio
Paranapanema, uma predominancia de larvas Siluriformes seguidas por Characiformes.
E concluiram, quanto a variacdo espacial e temporal de espécies, a grande importancia
deste afluente como rota alternativa para sitios de desova e bercarios, ja que grandes
reservatorios, como o da UHE Capivara, tém agido como barreira direta na rota de
peixes migradores.

Apesar das importantes informac6es obtidas, ao considerarmos toda a extensao da
bacia do rio Paranapanema, estes dois trabalhos se restringem a uma pequena area.
Além disso, as descricdes baseadas em caracteres morfoldgicos de larvas de peixes de
agua doce encontram-se dispersas em publicacBes, sendo muitas delas incompletas e
ndo apresentando os detalhes de todas as fases de desenvolvimento do ictioplancton
(NAKATANI et al., 2001). Portanto, nem todas as amostras de larvas obtidas em ambos

os trabalhos tiveram seus status taxonémico identificados ao nivel de espécie.

3.5 LIMITACOES NA IDENTIFICACAO TAXONOMICA DE OVOS E LARVAS DE PEIXES

Apesar da grande riqueza de espécies de peixes em ambientes de agua doce
(NELSON, 2006), os estudos com ictioplancton iniciados no século XX foram
desenvolvidos essencialmente para populag@es de peixes marinhos, sendo as espécies de
agua doce sdo pouco estudadas (NAKATANI et al., 2001).
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Embora o estudo da composicdo e abundancia do ictioplancton se mostre eficiente
acerca da avaliacdo do recrutamento das comunidades de peixes (NAKATANI et al.,
1997), a maioria das descricOes e ilustracBes de ovos, larvas e juvenis para espécies de
agua doce se encontram dispersas na literatura, bem como um limitado ndmero de
especialistas disponiveis (NAKATANI et al., 2001).

Assim, na grande parte dos casos por dificuldades de identificacdo baseada em
caracteres morfoldgicos, os trabalhos realizados para espécies de agua doce tém se
limitado a correlacionar a distribuicdo e abundancia de ovos as variaveis ambientais
como o0s niveis de precipitacdo, a concentracdo de oxigénio dissolvido, a turbidez da
agua, a temperatura, e entre outros (MATARESE et al., 2003; BIALETZKI et al., 2005;
COSTA; SOUZA-CONCEICAO, 2009).

3.6 GENETICA DA CONSERVAGAO E A CORRETA DISCRIMINAGCAO DE ESPECIES

A biologia da conservacdo foi desenvolvida em resposta a crise com a qual a
diversidade bioldgica se confronta, abordando trés niveis hierarquicos: os ecossistemas,
as espécies e os genes (SOULE, 1984) apud (BRUZZI, 2007). Uma subéarea é a genética
da conservacdo que inclui analises genéticas e moleculares para elucidar aspectos da
biologia das espécies. Esta tem como principal objetivo preservar as espécies como
unidades dindmicas evolutivamente significativas, capazes de se adaptarem as
mudangas ambientais (FRANKHAM; BALOU; BRISCOE, 2008), e é a diversidade
genética quem fornece esse potencial adaptativo/evolutivo a longo prazo (TOWSEND
et al., 2006).

De acordo com Santo et al. (2009), a biodiversidade € um produto da evolucéo
biolbgica, garantida pela presenca de diversidade genética, onde o acimulo de variages
genéticas nos organismos, produzidas por mutacdo podem ser eliminadas ou
transmitidas hereditariamente na mesma populacdo ou entre subpopulacdes (HARTL,;
CLARK, 2008). A medida que estas subpopulacbes assumem caminhos evolutivos
independentes seja pela perda natural ou artificial dos mecanismos de fluxo génico,
estas podem ao longo das geracdes se fixarem em unidades taxonémicas distintas, no
caso diferentes espécies (FRANKHAM; BALOU; BRISCOE, 2008; SANTOS et al.,
2009).

A n&o resolucdo do status taxonémico ao nivel de espécies dos organismos pode

fazer com que decisOes erradas sejam tomadas em relacéo as populagcdes, como permitir
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que espécies ndo reconhecidas e que estejam em perigo sejam extintas; espécies em
perigo fiquem sem protecdo legal, enquanto populacBes de espécies comuns, ou
hibridas, tenham protecdo garantida; espécies diagnosticadas incorretamente sejam
hibridizadas com outras espécies, reduzindo assim o sucesso reprodutivo; e populacbes
que caso necessario possam ser usadas em outras populacdes endogamicas para
melhorar o sucesso reprodutivo sejam esquecidas (FRANKHAM; BALOU; BRISCOE,
2008).

As técnicas moleculares podem fornecer uma visdo sobre as diferencas entre as
especies, o papel dos individuos em uma populacdo e as relagdes entre as populacoes,
visdo esta que pode ser mais bem compreendida quando usada em conjunto com 0s
dados ecoldgicos, demograficos, comportamentais e fisiol6gicos (HAIG, 1998).

Portanto, as principais metas dos programas de conservacdo visando a
preservacdo da biodiversidade, é estabelecer corretamente o status taxondmico dos
organismos, bem como a definicdo de unidades evolutivamente significativas (UES),
nos quais o uso de marcadores é essencial para a delimitacdo de populacdes
genéticamente diferentes, para que assim programas de manejo sejam aplicadas de
forma correta (MORITZ, 1994; CRANDALL et al., 2000; HEY et al., 2003).

3.7 MARCADORES MOLECULARES NA IDENTIFICAGAO DE ESPECIES

A identificacdo e caracterizacdo dos seres vivos € fundamental no contexto da
conservacao, assim para garantir que a biodiversidade ndo seja perdida geneticistas tém
buscado metodologias que expliquem e quantifiquem a diversidade em todos 0s seus
niveis (SODRE; ALMEIDA; CHIARI, 2002). Para tanto, o desenvolvimento de
técnicas modernas de biologia molecular propiciou o surgimento de diversos métodos
de deteccdo de polimorfismo, através do estudo de marcadores moleculares
(FERREIRA; GRATAPALLIA, 1995). Por marcador molecular define-se todo e
qualquer feno6tipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso das
isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA, correspondente a regides expressas
ou ndo do genoma (SODRE; ALMEIDA; CHIARI, 2002).

Os marcadores isoenzimaticos deram inicio, por volta de 1960, aos primeiros
estudos voltados para a identificacdo de espécies através de técnicas moleculares. Os
pioneiros foram Manwell e Backer (1963), que utilizando este marcador evidenciaram a

descoberta de uma nova espécie de pepino do mar, baseado no polimorfismo de varios
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sistemas de isoenzimas em dois grupos daquela espécie. Apesar destes marcadores
serem ainda utilizados para discriminagdo de espécies de peixes neotropicais
(ZAWADZKI et al., 2008; LUCENA et al., 2012), esta € uma técnica que demanda
muito trabalho e uma grande quantidade de material biologico fresco, podendo sofrer
com as variagdes de expressdo génica e diversos outros fatores ambientais (FERREIRA;
GRATAPAGLIA, 1995; PIORSK et al., 2008). Devido principalmente aos problemas
causados pela interferéncia ambiental na expressdao de isoenzimas, outras técnicas
baseadas na analise direta da molécula de DNA foram surgindo e ganhando espaco
(MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001).

No final da década de 60 a descoberta das enzimas de restricdo revolucionou a
biologia molecular, pois além de possibilitarem andlise direta a nivel de DNA
apresentam uma sensibilidade muito menor em resposta as variacdes ambientais
(MATIOLI; PASSO-BUENO, 2001). Entre uma de suas aplicacOes esta a deteccao de
polimorfismos de DNA, consistindo no padrdo de fragmentos formado apds digerir o
DNA com endonucleases, técnica conhecida como RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) (MATIOLI; FERNANDES, 2012).

Mas foi ap6s o desenvolvimento da PCR (Polymerase Chain Reaction), em
meados de 1980, que houve uma verdadeira revolucdo em termos de estudos genéticos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). Marcadores moleculares baseados em PCR
abriram novas perspectivas para pesquisas em biologia populacional e conservacao de
espécies como um todo, podendo ser usados como auxiliares para pesquisas em
diferentes campos, como por exemplo: para estimar os niveis de heterozigosidade;
analisar estruturas familiares, os efeitos da reproducdo assexuada na populacdo e
determinar o sexo de animais com pouco dimorfismo sexual externo; estimar o tipo de
distribuicdo espacial e temporal das populacdes em relacdo ao fluxo génico; verificar a
biodiversidade nominal e os niveis de endemismo e cosmopolitismo das espécies;
identificar e acompanhar a dispersao de espécies bioinvasoras; e identificar a origem de
produtos industrializados para controlar a comercializacdo fraudulenta de espécies de
venda proibida ou restrita (SOLE-CAVA, 2001).

A técnica PCR associada a RFLP, denominada PCR-RFLP, se baseia na
amplificagdo de um fragmento especifico do DNA e exposi¢do a enzimas que clivam
esta fragmento em sitios especificos de restricdo, gerando assim perfis de polimorfismos

de DNA, e tais polimorfismos podem ser amplamente utilizados na caracterizagao e
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identificacdo de diversas espécies (CIVERA, 2003; ABDEL-RAHMAN; AHMED,
2007).

No entanto, a construcdo e selecdo de bibliotecas de clones demanda tempo e
exige muita pericia para uso rotineiro de geneticistas e taxonomistas que devem analisar
um numero grande de individuos, além disso, a dependéncia da presenca ou ndo de um
sitio de restricdo pode limitar os polimorfismos observados nas anélises (KOCHER et
al., 1989). Desde entdo, tem havido uma busca de métodos simples de sequenciamento
de regides de mtDNA visando respostas mais rapidas e mais completas.

Marcadores de origem mitocondrial (mtDNA), em relacdo aos de origem no DNA
nuclear, apresentam muitas caracteristicas em potencial para a identificacdo de espécies.
Uma vez que a maioria dos animais com reproducdo sexuada apresenta um padrdo de
heranca uniparental do mtDNA, este ndo sofre recombinacdo meidtica (BALLARD;
WHITLOCK, 2004), o que significa que os genes transmitidos as geracfes seguintes
permanecem inalterados nas matrilinhagens até que ocorra uma mutagdo, tornando as
linhagens individuais faceis de serem identificadas (FREELAND, 2005). Além disso,
devido as altas taxas de mutacdo do mtDNA em relacdo ao DNA nuclear, mesmo
espécies intimamente relacionadas apresentam diferencas suficientes entre seus
genomas mitocondriais para que possam ser distinguidas (LINACRE; TOBE, 2011).

No que tange as espécies de peixes, sequéncias de regides do DNA mitocondrial
tém sido bem estudadas, e o0 conhecimento de primers universais para amplificacdo por
PCR e posterior sequenciamento tornou-as muito acessiveis (KOCHER; STEPIEN,
1997).

Diversas regides do mtDNA podem ser sequenciadas e utilizadas na identificagcao
de espécies animais, entre as mais utilizadas para os mais diversos grupos esta o gene
citocromo b, ou cyt b como é conhecido (Kocher et al., 1989; WONG et al., 2004;
ZHANG; HANNER, 2012). O sequenciamento da por¢éo do gene cyt b foi validado por
Branchini et al. (2003) como um método de identificacdo de espécies, segundo as
normas da TWGDAM (Technical Working Group on DNA Analysis Methods) e teve por
muito tempo uma grande vantagem dentre as técnicas utilizadas para a identificacéo,
devido principalmente ao grande nimero de sequéncias depositadas no banco de dados
Genbank, com representantes de uma ampla gama de espécies animais (JACQUES,
2005).

Outros loci de genes no genoma mitocondrial tém sido utilizados na identificagdo

das espécies, como exemplos de subunidades 12S e 16S de RNA ribossomal
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(GHOVVATI et al., 2009; KOCHZIUS et al., 2010) e genes da familia NDH (MAYER,
DIETZ; KIEFER, 2007). Porém, no intuito de definir uma Unica sequéncia universal
para a identificacdo, Herbert et al. (2003) propuseram que a por¢do 5’ do gene que
codifica para a citocromo ¢ oxidase I deveria ser utilizado como um “cégido de barras
da vida” sendo suficiente para discriminar todas as espécies animais, baseado na menor
taxa de substituicdo de aminoécidos em relacdo do gene Cyt b, o que permitiria a
construgéo de filogenias mais concisas.

O uso desta metodologia, denominada “DNA barcoding” ou “Cdédigo de barras de
DNA”, ganhou grande relevancia em 2004 com a criagdo do “Consortium for the
Barcoding of life (CBOL)”, cuja meta foi a criagao de um banco de dados publico com
sequéncias parciais do DNA do gene COI (STOECKLE; HEBERT, 2008), o qual conta
até o presente momento com 4,779,799 sequéncias barcode. Neste contexto, as
sequéncias obtidas de espécimes validos sdo depositadas em uma base de dados de
referéncia online “Barcoding of Life Data Systems” (www.boldsystems.org) com o
objetivo de facilitar o processo de automacao de identificacdo de espécies.

3.8 O DNA BARCODING E SUA EFICIENCIA NA IDENTIFICAGAO DO ICTIOPLANCTON

Considerando as dificuldades encontradas na identificacdo de ovos e larvas de
peixes a partir da analise de caracteres morfoldgicos, as técnicas baseadas na biologia
molecular vém sendo de grande auxilio, uma vez que os desenvolvimentos recentes na
tecnologia de sequenciamento do DNA possibilitaram o reconhecimento e uso de curtas
sequéncias de DNA mitocondrial como marcador molecular, sendo utilizados para o
grupo dos peixes com sucesso (WARD; HANNER; HEBERT, 2009).

O mtDNA é primordialmente envolvido nos processos de respiracdo celular, e
ocorre como uma Unica molécula dupla hélice de DNA circular, na qual se encontram
22 RNAs transportadores, 2 DNASs ribossomais, uma regido controle contendo sitios de
inicio para a replicacdo e transcricdo e 13 genes codificadores de proteinas
(FREELAND, 2005). Na posi¢do de marcador molecular possui varias caracteristicas
importantes, dentre elas: genoma de tamanho pequeno, posicdo e estrutura dos genes
relativamente conservados; presenga constante em quase todos os animais; nimero de
copias elevado; sequéncia de DNA hapléide; heranca uniparental; auséncia de introns; e
regides com evolucdo mais lenta, o que permite o desenho de primers conservados
(ZHANG; HEWITT, 1996).
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A auséncia de enzimas para correcao de bases adicionadas erroneamente durante a
replicacdo do mtDNA durante a replicacdo, faz com que o genoma mitocondrial
apresente um elevado numero de mutagcBes quando comparado ao nuclear, e as
consequéncias disto sdo regides bastante variaveis (BROWN; GEORGE; WILSON,
1979) que podem ser utilizadas para diferenciar individuos de espécies diferentes. No
entanto, como ja foi dito, a maior parte do mtDNA ¢é codificante de proteinas que
desempenham papeis vitais, estando assim sujeito a maiores pressdes seletivas, 0 que
torna algumas regides mais conservadas dentro das espécies (WOLF, 1999).

O fato de apresentar todas as caracteristicas descritas acima o torna especialmente
informativo para as questdes ao nivel de espécie, particularmente quando as relacdes
filogenéticas dizem respeito a taxons intimamente relacionados (RUBINOFF, 2006)
como, por exemplo, ao estudarmos duas espécies pertencentes a mesma familia, ou até
mesmo ao mesmo género.

A citocromo ¢ oxidase é uma grande proteina transmembrana encontrada na
mitocdndria e altamente conservada em espécies que empregam a fosforilacdo oxidativa
para metabolismo. Ela é composta por 10 subunidades nucleares e 3 subunidades
sintetizadas na mitocondria, conhecidas como subunidades I, Il e 1ll. A citocromo c
oxidase subunidade | (COI), é a subunidade catalitica da enzima e é predominantemente
embebida na crista da membrana mitocondrial (BERMAN et al, 2000; VOET; VOET;
PRATT, 2014).

E de se esperar um nivel significativo de restricdo quanto a mudancas na forma
estrutural da proteina, devido sua natureza catalitico-estrutural, no entanto, os
nucleotideos do gene que a codifica demonstraram uma variagdo suficiente para serem
diferenciados entre espécies (WARD; HANNER; HEBERT, 2009). Isso ocorre em
razdo do cddigo genético ser degenerado, ou seja, um mesmo aminoacido pode ser
codificado por cdédons de bases nucleotidicas diferentes, permitindo que mutacdes
ocorram em genes codificadores de proteinas (PIERCE, 2011). Deste modo, o COI
apresenta uma baixa divergéncia intraespecifica, no entanto demonstra variacdo
suficiente para ser distinto entre espécies (WAUGH, 2007).

Com base nisso, no sentido de relacionar espécies validamente classificadas,
Hebert et al. (2003) propds que a sequéncia deste unico gene do mtDNA seria suficiente
para diferenciar e identificar todas, ou pelo menos a maioria das espécies animais,

assumindo o papel do que seria um “codigo de barras genético” da vida. Para tanto,
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utilizaram o sequenciamento da por¢do 5’ do gene mitocondrial que codifica para a
citocromo c oxidase subunidade 1 (Figura 1) (WARD; HANNER; HEBERT, 2009).

Protopterus dolloi
mtDNA
16,646 bp

col-5'
58 & 705 pb
Regido barcode

Figura 1. Representacdo do genoma mitocondrial de peixes baseado na espécie Protopterus dolloi
Bouleger, 1900. Os 13 genes codificadores de proteinas estdo representados em suas respectivas posigdes.
Em vermelho destacada a por¢do 5 do gene COI (648pb), correspondendo a regido Barcoding. Adaptado
de (ZARDOYA; MEYER, 1996).

Hebert et al. (2003) sequenciou a por¢ao 5’ do gene COI de 13.320 taxons, e
aplicando entre as sequéncias célculos de distancia, baseado no modelo de evolugéo de
bases Kymura-2-Parametros (K2P), pdde observar diferencas intraespecificas de apenas
1% e raramente 2%, enquanto que a média para diferencas interespecificas foi de
11,3%, o suficiente para separa-las a nivel de espécie. O modelo de evolugdo molecular
K2P ¢ considerado o melhor quando se considera diferencas genéticas baixas, nele é
considerada a razdo entre transicbes e transversdes, levando em conta que as
substituicdes mais comuns séo as transi¢des (KIMURA, 1980).

Em revisdo sobre o potencial e eficiéncia do DNA barcoding Waugh, (2007) pode
constatar, a partir dos estudos revisados, um alto grau de resolucéo taxonémica (>95%)
para a maioria das espécies examinadas, com uma media de variagdo intraespecifica de
1-2% e interespecifica 11,3 %, possibilitando identificar a presenca de espécies
cripticas.

Esta técnica tem se mostrado eficaz para identificacdo a nivel de espécie em
diversos filos diferentes, como por exemplo: para borboletas, (HEBERT et al., 2004a);
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passaros (HEBERT et al., 2004b); larvas de peixes marinhos, (WARD et al., 2005;
PEGG et al., 2006), e para peixes continentais de aguas Neotropicais em todos seus
estagios de vida (PEREIRA et al., 2013; FRANTINE-SILVA et al., 2015).

No que diz respeito as espécies de peixes, com 0 objetivo de facilitar a
identificacdo por DNA barcoding, grupos de trabalhos estdo se unindo em prol de um
banco de dados especifico, “Fish Barcoding of Life” (www.fishbol.org), que visa
estabelecer uma biblioteca com sequéncias de referéncia para o codigo de barras
especifico de todos os peixes (WARD; HANNER; HEBERT, 2009). Este conta
atualmente com sequéncias representantes de 115.602 espécies de peixes provenientes
de todas as partes do mundo.

O grande conjunto de informagbes especificas, aliadas ao fato de se poder
trabalhar com espécies em seus diferentes estagios do ciclo de vida, e em variadas
formas (STOECKLE, 2003) faz com que o DNA barcoding se apresente como uma
ferramenta poderosa para a resolucao taxdnomica de ovos e larvas de peixes.

Em trabalho sobre a incerteza taxondmica de larvas de peixe do género Lutjanus,
as quais apresentam caracteristicas morfologicas parecidas, Victor et al. (2009) pdde
com o uso do DNA barcoding identificar 99,8% das 330 amostras analisadas,
encontrando 11 diferentes espécies. Pegg et al. (2006) comprovou também a eficiéncia
da técnica para discriminacdo de espécies a partir do ictioplancton, as sequéncias COI
guando comparadas a sequéncias da regido hiper-variavel 1 (HVR1) deram melhores
resultados, prontamente discriminando espécies de peixes marinhos pertencentes a trés
géneros. Outros estudos de identificacdo molecular de ovos e larvas de peixes, atraves
da técnica DNA barcoding, vém sendo realizados, tanto para espécies de agua doce
guanto marinhas (HUBERT et al., 2008; NEIRA; KEANE; 2008; PEREIRA et al.,
2011).

Em relacdo a regido Neotropical, em estudo do ictioplancton realizado no rio
Paranapanema, foi possivel observar, através das 536 sequéncias COl, a presenca de 37
espécies, 0 que representa cerca de 30% das espécies de peixes ja registradas para a
bacia. A similaridade para sequéncias depositadas no banco de dados foi superior a
99%, demonstrando a eficacia da metodologia na identificacdo de peixes sul-americanos
e sua importancia na obtencao de informacdes mais precisas e cruciais na elaboracgéo de
planos de conservagdo (FRANTINE-SILVA et al., 2015). Portanto, a possibilidade de
obter informagBGes a nivel molecular, aliadas ao conhecimento especializado em

taxonomia podem fornecer importantes dados acerca da ecologia e evolugéo de espécies
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de peixes (WAUGH, 2007). O que torna essencial os estudos com marcadores

moleculares, em especial o DNA barcoding, na avaliacdo da comunidade de peixes.



© 0o NOoO OB WN B

WWWNRNRNNMNNMNNMNRNNNNRPERPPRERERERERPRPPR P
NP O ©O®OW~NO0OUORWNRERO®O©O®NOOUA~AWRINIRO

W W W W W w W
© o0 ~N o o b~ W

N
o

A D
N -

33

Capitulo 1: Analise da distribuicdo espacial e temporal de ovos e larvas de peixes
(Teleostei: Osteichthyes) em &reas de influéncia de reservatorios na bacia do rio
Paranapanema, atraves da identificacdo por DNA Barcode.

S.C.LIMA!eF.S. ALMEIDA!

Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias
Biologicas, Campus Universitario, Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445 Km 380, 86057-970,
Londrina-PR, Brasil.

RESUMO

A construgdo de barramentos sdo uma das principais causas da perda da biodiversidade de
peixes nas bacias Sul-Americanas, em especial para o alto rio Parand. A formacdo de um
reservatorio é sucedida por grandes transformacdes, impactando fortemente a ictiofauna local
e comprometendo o ciclo reprodutivo de grande parte das espécies. Deste modo, avaliar quais
espécies completam efetivamente o recrutamento populacional é imprescindivel para tracar
medidas de conservacdo eficazes. Uma das abordagens mais eficientes para avaliacdo do
processo de recrutamento € a quantificacdo e identificacdo de ovos e larvas, no entanto, a
identificacdo de individuos nestas fases do desenvolvimento é extremamente complexa. Neste
contexto, o presente estudo identificou através do DNA barcoding os produtos reprodutivos
de peixes (ovos e larvas) capturados em zonas de influéncia de barramentos inseridos ao
longo do médio-baixo rio Paranapanema, bacia do alto rio Parana. Das 961 sequéncias (403
larvas e 558 ovos) confrontadas com o banco de dados Boldsystems®, 850 (88,5%) puderam
ser identificadas precisamente a nivel especifico, resultando em 43 espécies com similaridade
superior a 99% para sequéncias devidamente validadas. A distribuicdo das espécies
identificadas evidenciou uma maior diversidade em locais com caracteristicas fluviais I6ticas
e semi-loticas, como a calha principal de grandes tributarios inseridos no rio Paranapanema,
como o rio Tibagi e o rio das Cinzas. Em contrapartida, trechos sem nenhum ou com
pequenos tributarios apresentaram maior abundancia para espécies ndo nativas do alto Parana,
demonstrando a importancia dos tributarios para a reproducdo e manutencdo de espécies
nativas do rio Paranapanema.

Palavras-chave: Ictioplancton, DNA barcoding, reservatorios, conservacao.

! Autor Correspondente: Same Costa Lima;
E-mail: sameuenp@gmail.com
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Introducéo

O recrutamento tem papel fundamental na manutencéo da espécie no ambiente, e para
que este se complete com sucesso, as adaptacdes particulares de cada espécie, adquiridas ao
longo de sua historia evolutiva devem estar em sincronia com as condi¢des ambientais nas
quais foram moldadas (Nakatani et al. 2001; Agostinho et al. 2007a). Neste contexto, as
perturbacdes causadas pela intensa construcao de barragens em drenagens do Sul da América
do Sul, vém modificando as condic¢Ges naturais do ambiente, podendo por sua vez alterar o
ciclo reprodutivo natural de peixes (Agostinho et al. 2008).

Apesar da ictiofauna megadiversa de rios neotropicais, grande parte das espécies
carecem de adaptacdes para persistirem em locais impactados por barragens (Agostinho et al.
2007a). Assim, verificar quem de fato, apesar de tais perturbacfes, esta conseguindo se
reproduzir é fundamental na avaliacdo e caracterizacdo das comunidades de peixes ali
presentes, e isto pode garantir que planos de manejo sejam realizados de forma correta e
eficaz.

Uma vez que a incorporacao de novos individuos a populagdo adulta ocorre através da
reproducdo, uma das maneiras mais eficazes para a caracterizacdo das comunidades e
avaliacdo das espécies bem sucedidas em determinado ambiente é através da analise de
distribuicdo e abundéncia do ictioplancton. Isso é imprescindivel no entendimento da ecologia
e da dindmica populacional, pois pode fornecer importantes informacgdes acerca de variagoes
anuais no recrutamento (Nakatani et al. 1997).

A correta identificacdo do ictioplancton é fundamental, entretanto, a maioria das
descricdes e ilustracOes de ovos, larvas e juvenis para espécies de peixes, tanto marinhos
quanto de agua doce, ainda sdo escassas na ciéncia atual (Nakatani et al. 2001). A

classificacdo por caracteres morfologicos em estagios de vida iniciais é extremamente
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complexa e demanda muito tempo (Ward et al. 2009), o que faz com que ovos e em alguns
casos larvas pouco desenvolvidas sejam excluidas das analises (Ziober et al. 2012; Britto &
Carvalho, 2013).

A ndo resolucdo do status taxondmico dos organismos pode fazer com que decisdes
erradas sejam tomadas em relacdo as suas populacdes (Frankham et al. 2008). Assim a
utilizacdo de marcadores moleculares no contexto de discriminar espécies corretamente, em
especial a técnica proposta por Hebert et al. (2003) conhecida como “DNA barcoding”, vém
sendo aplicada com sucesso na identificacdo do ictioplancton (Pegg et al. 2006; Valdez-
Moreno et al. 2010; Ko et al. 2013; Hubert et al. 2015). Este marcador foi utilizado com
grande éxito por Frantine-Silva et al. (2015), na identificacdo de ictioplancton de peixes
neotropicais, identificando com sucesso 99.5% das amostras a nivel especifico, demonstrando
seu potencial para discriminacdo da diversa fauna de peixes sul-americanos.

Como importante tributario de uma das maiores drenagens da América do Sul (Lowe-
Mcconnell 1999), o rio Paranapanema representa também uma das bacias mais impactadas em
relacdo a construcdo de barragens voltadas para usinas hidrelétricas (UHES). Atualmente, o
rio conta com 11 UHEs, o que transforma sua calha principal em uma série de reservatorios
justapostos (Duke Energy 2008). Os impactos causados pela formacao de reservatorios podem
ser ampliados quando barragens sdo construidas em cascata (Agostinho et al. 2007), deste
modo avaliar o sucesso reprodutivo das espécies de peixe do rio Paranapanema em areas de
influéncia de seus reservatérios se torna imprescindivel.

O estudo teve como objetivo através do DNA barcoding realizar a identificacdo dos
ovos e larvas de peixes amostrados em zonas de influéncia por reservatorios inseridos na
porcdo médio-baixa do rio Paranapanema, podendo assim avaliar a variagdo temporal do

ictioplancton entre dois periodos consecutivos e relacionar a presenca das espécies aos
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diferentes tipos de ambientes em que foram encontradas. E deste modo, obter informacdes
contribuam sobre a problemaética do recrutamento de espécies de peixes ao longo de uma

bacia fragmentadas por barramentos.

Material e métodos
Area de estudo e coleta de ictioplancton

Foram delimitados 14 pontos amostrais em zonas de influéncia de diferentes
reservatorios ao longo do médio-baixo rio Paranapanema, levando em consideracdo a posi¢ao
dos principais tributarios e suas barragens (Fig. 2). As coletas foram realizadas durante o
periodo de maior atividade reprodutiva dos peixes, compreendendo setembro de 2013 a marco
de 2014, e setembro de 2014 a marco de 2015. As amostragens tiveram um esforgo de coleta
ativa de uma hora ao amanhecer e ao entardecer. As amostras foram obtidas com auxilio de
redes de plancton cénicas, malha 0,5 mm, equipadas com fluxémetro, e a medicdo da taxa de
fluxo foi entdo usada para determinar a densidade de ovos e larvas de acordo com Nakatani et
al. (2001). As amostras foram conservadas em éalcool 70% e armazenadas em frascos
identificados. Posteriormente em laboratorio ovos e larvas de peixes foram separados do

restante do material biol6gico, em placa tipo Petri utilizando estereomicroscopio.
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Figura 2. Mapa com distribui¢do dos pontos de coleta ao longo do médio-baixo Paranapanema. Pontos
verdes: zonas de influéncia do reservatério da UHE Rosana, (1) Lagoa 2, (2) Lagoa 1, (3) rio Pirap6zinho,
(4) rio Pirapd; Pontos vermelhos: zonas de influéncia do reservatério da UHE Taquarucu, (5) Anhumas,
(6) reservatdrio Taquarugu; Pontos rosa: zonas de influéncia do reservatério da UHE Capivara: (7) Tibagi,
(8) rio Taquara, (9) rio Congonhas, (10) baixo Cinzas, (11) rio Laranjinha, (12) médio Cinzas; Ponto
branco: zona de influéncia no reservatério da UHE Canoas | (13); Ponto preto: zona de influéncia no
reservatorio da UHE Canoas I1 (14).

Extracdo de DNA, amplificacéo e sequenciamento do gene COI

As amostras foram alocadas em placas de 96 po¢os com 200 ou 100 uL de tampéo de
extracdo para larvas e ovos, respectivamente. Cada 200 puL de tampdo de extracdo continha
20mg de Chelex100 (BIO-RAD), 0,1ug de proteinase K (Invitrogem) e 200 uL agua ultrapura
autoclavada. Apés vedadas, as placas foram colocadas no termociclador e mantidas a 63°C
por 55 min e aquecidas a 90°C por 5 min. O sobrenadante foi retirado e utilizado para
amplificacdo. As placas estdo armazenadas com suas respectivas identificacbes em freezer a -
20°C.

A amplificagdo da regido COI foi realizada com base nos primers FishF1 5’-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3* e FishRl1 5°- AGACTTCTGGGTGGC
CAAAGAATCA-3’ (Ward et al. 2005), utilizando o programa: desnaturacao inicial de 5 min
a 94°C; 35 ciclos de 94°C por 30s, 54°C por 30s e 72°C por 1 min, com extensao final de 10

min a 72°C em termociclador MJ Research PTC-100.
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Cada reacdo teve volume final de 10 uL sendo 3,6 pL de agua ultra pura, 5 pL de kit
PCR Go tag® Green Master Mix (Promega), 0,2 pL de cada primer (20 uM), 0,1 pL de
DNA. Os produtos de PCR tiveram seus fragmentos corados com SYBR® Safe DNA Gel
Stain (Life Technologies) e visualizados em gel de agarose 1%. Amostras com sucesso nha
amplificacdo, foram purificadas com kit PCR ExoSAP-IT GE Helthcare, segundo o protocolo
estabelecido pelo fabricante, visando a eliminacéo de possiveis interferentes.

As amostras purificadas foram sequenciadas em reaces de 10 pL contendo 1 pL de
tampédo BigDye (400 mM Tris-HCI pH 9.0 e 10 mM MgCI2), 2 uL de BigDye Terminator v.
3.1. Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Carls- bad, CA, USA), 0,25 uL de primers
FishF1 ou FishR1 (20uM) e &gua para completar o volume. Os produtos das reacdes foram
sequenciados e analisados no sequenciador automatico ABI-PRISM 3500 XL (Applied
Biosystems).

Qualidade das sequéncias e analise de dados

As sequéncias de COI obtidas a partir de ovos e larvas, de ambas as fitas forward e
reverse, com tamanho superior a 600pb foram combinadas para formag¢do de um consenso
através do aplicativo online Electropherogram Quality Analysis (Togawa & Brigido 2003)
disponivel em (http://asparagin.cenargen. embrapa.br/phph/), onde o algoritmo CAP3 contig
(Huang & Madan 1999) foi utilizado para construir um consenso entre as sequencias das fitas
forward e reverse de cada amostra. O mesmo aplicativo utilizou o algoritmo PHRED (Ewing
& Green 1998), para determinacdo do nucleotideo mais provavel em cada posicdo da
sequéncia consenso.

Todas as sequéncias consenso e aquelas com uma unica diregdo foram submetidas ao
banco de dados BOLD (Ratnasingham & Hebert 2007) (http://www.boldsystems.org/) no qual

a ferramenta BOLD-IDS (Identification System) foi utilizada para verificar a correspondéncia
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e similaridade das sequéncias submetidas com as armazenadas no banco de dados. As
sequéncias com as melhores correspondéncias para cada tdxon (>99%) foram juntamente com
as sequéncias das amostras analisadas incorporadas as andlises de distancia genética
intraespecifica e interespecifica, baseadas no modelo de evolucdo Kimura-2-Parametros
(K2P) (Kimura 1980).

O mesmo modelo foi aplicado para a construcdo de uma arvore de distancia genética
com método Neighbor-Joining (NJ), visando uma representacdo grafica da distribuicdo das
distdncias genéticas entre os taxons. As andlises de distancia e a identificacdo do segundo
taxon com a menor distancia interespecifica (vizinho mais proximo), bem como a arvore de
Neighbor-Joining foram realizadas através do programa MEGA v6.0 (Tamura et al. 2013).
Devido ao fato de se trabalhar com estagios de vida iniciais os valores de corte utilizados na
definicdo dos niveis taxonémico foram mais rigorosos. As correspondéncias para sequéncias
depositadas no Boldsystems com similaridade >99% determinaram espécie, aquelas de <98%
a >94% definiram o género e similaridades inferiores a 94% definiram a familia. Os valores

utilizados foram baseados em Frantine-Silva et al. (2015).

Resultados
Identificacdo molecular e distancia genética

Durante o primeiro periodo de amostragem compreendendo setembro de 2013 a mar¢o
de 2014 foram coletados 6.313 ovos e 438 larvas. Entre setembro de 2014 a margo de 2015,
segundo periodo de amostragem, foram coletados 833 ovos e 313 larvas, totalizando ao final
destes dois periodos 7.897 amostras.

Dentre estas, foram previamente selecionadas de forma aleatdria, mas buscando

amostrar os diversos morfotipos capturados, 961 amostras entre estas 403 larvas e 558 ovos
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(Fig. 3). As amostras tiveram seu DNA extraido, o gene citocromo c oxidase | (COIl)
amplificado via PCR e sequenciado com sucesso. A identificacdo molecular foi baseada na
similaridade entre a sequéncia da amostra e sequéncia do adulto validamente depositada no
banco de dados Boldsytems, e resultou em 6 ordens, 20 familias, 38 géneros, 43 espécies com
similaridade ao banco de dados superior a 99%, e no total 52 unidades taxonémicas (Tabela
1). Considerando apenas identificacdo a nivel especifico (43), esta representou 27,7% das 155

espécies documentadas para a bacia do rio Paranapanema.
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(1 mm

Figura 3. Exemplares de diferentes morfotipos de larvas capturados ao longo do médio-baixo rio Paranapanema.
Espécies identificadas a partir da correspondéncia com sequéncias do gene COIl para sequéncias publicadas no
banco de dados Boldsystems®. (A) Plagioscion squamosissimus 454r; (B) Auchenipterus osteomystax 106r; (C)
Tatia neivai 206¢; (D) Apareiodon ibitiensis 156¢; (E) Crenicichla sp. 130c; (F) Hoplosternum littorale 411r;
(G) Hoplias cf. malabaricus 425r; (H) Serrasalmus marginatus 501b; (1) Pimelodus microstoma 198c; (J)
Auchenipteridae 205c; (K) Eigenimannia sp. 476b; (L) Leporinus amblyrhynchus 338c; (M) Trachelyopterus
galeatus 426r; (N) Serrasalmidae 455b; (O) Heptapterus sp. 187c; (P) Hoplias intermedius 445b; (Q)
Serrasalmus maculatus 121c.
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Das 961 amostras analisadas, baseando-se nos valores de corte utilizados por Pereira
et al. (2013), 850 amostras (88,44%) puderam ser identificadas com precisdo a nivel de
espécie, com uma similaridade média para espécies presentes no banco de dados superior a
99%.

Considerando espécimes com baixa correspondéncia 107 (11,13%) puderam ser
discriminados a nivel de género tais como Pimelodus sp., Hypostomus spl., Hypostomus sp2.,
Heptapterus sp., Pimelodella sp., Crenicichla sp. e Eigenmannia sp. com uma média de
similaridade, para espécimes presente no banco de dados, de 95,8%. Ja dentre os espécimes
identificados ao nivel de familia 4 (0,41%) foi possivel observar Serrasalmidae e

Auchenipteridae, com similaridade média de 90,6% para espécimes depositados (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécies identificadas a partir de ovos e larvas ao longo da bacia do médio-baixo rio Paranapanema. N: NUmero de capturas; BOLD (%): Média das similaridades
para taxon mais préximo encontradas através do Sistema de Identificacdo Boldsystems®; D (%): Média de distancia genética dentro dos grupos; VP (%): Vizinho mais
préximo; DVP (%): Distancia para o taxon mais préximo; EP (%): Erro padrdo da média; AC: cédigo de acesso BOLD; MZUEL: Numero de tombo da colecdo ictioldgica
Muzeu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina. indices de similaridade considerados neste estudo: 99 — 100% correspondéncia especifica; 94 — 99% congenérica;
< 94 % correspondéncia ao nivel de familia; niveis baseados em Pereira et al. (2013). Taxons em ndo puderam ser identificadas com base apenas no indice de similaridade
BOLD, (*) correspondéncia < 99 %; (**) correspondéncia <94 %. Em destaque amostra com correspondéncias multiplas (>99 %).

Melhor Correspondéncia N BOLD + EP D+EP VP DVP + EP
CHARACIFORMES
Anostomidae
Leporinus amblyrhynchus Garavello & Britski, 1987 5 99,55 + 0,17 1,19+ 0,31 Leporinus friderici 12,18 + 43
Leporinus friderici (Bloch, 1974) 34 99,35+ 0,36 0,15+ 0,07 Leporinus paranensis 6,47 £1,02
Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1837) 1 99,65+ 0 1,17+ 0,41 Leporinus piavussu 5,09 + 0,83
Leporinus octofasciatus Steindachner, 1915 84 99,34+ 0,11 0,48 £ 0,15 Leporinus paranensis 3,54+0,74
Leporinus paranensis Garavello & Britski, 1987 6 99,17 £ 0,15 0,13+ 0,09 Leporinus octofasciatus 3,54 +£0,74
Leporinus piavussu Britski, Birindelii & Garavello, 2012 13 99,93 + 0,02 0,29 £ 0,13 Leporinus obtusidens 5,09 £0,83
Schizodon intermedius Garavello & Britski, 1990 25 99,94 + 0,01 0,08 £ 0,07 Schizodon nasutus 9,57 £1,30
Schizodon nasutus Kner, 1858 65 99,88 £ 0,02 0,15+ 0,07 Schizodon intermedius 9,57+ 1,30
Characidae
Astyanax altiparanae (Garutti &Britski, 2000) 3 99,88 + 0,05 0,17 £0,12 Galeocharax knerii 19,44 £ 1,98
Bryconamericus cf. exodon Eigenmann, 1907 1 99,47+0 X Briconamericus turiuba AC:JN988759 1,77 £0,59
Cyphocharax nagelii (Steindachner,1881) 2 99,95+ 0,04 0,11+£0,11 Schizodon nasutus 18,74 £ 1,94
Galeocharax knerii (Steindachner, 1879) 2 1000 0,00 £ 0,00 Pterygoplichthys anisitsi AC:JN989182 18,39+ 1,96
Piabina argentea Reinhardt, 1867 2 99,49 + 0,16 1,94 + 0,47 Hypostomus spl.* 20,27 £ 1,96
Cynodontidae
Rhaphiodon vulpinus Spix & Agassiz, 1829 6 1000 0,00 + 0,00 Serrasalmus maculatus 18,49+ 1,90
Erythinidae
Hoplias cf. malabaricus (Bloch, 1794) 22 99,96 + 0,01 0,07 £ 0,04 Hoplias intermedius AC:KM897472 1,22 +£0,43
Hoplias intermedius (Glnter, 1864) 5 99,70 £ 0,03 0,23 + 0,14 Hoplias intermedius AC:JN988906 4,72 + 0,86
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Melhor Correspondéncia N BOLD + EP D+EP VP DVP + EP
Parodontidae
Apareiodon affinis (Steindachner, 1879) 20 1000 0,08 + 0,08 Apareiodon piracicabae 8,25+ 1,24
Apareiodon ibitiensis Amaral Campos, 1944 1 1000 0,00 £ 0,00 Apareiodon piracicabae 10,10+ 1,36
Apareiodon piracicabae (Eigenmann, 1907) 11 99,95 £ 0,02 0,13+ 0,07 Apareiodon affinis 8,25+ 1,24
Serrasalmidae** 91,94+ 0 X Myloplus sp. AC:ITAPE171-15 8,6 £1,33
Metynnis maculatus (Kner, 1858) 1000 0,00 £ 0,00 Serrasalmus marginatus 15,62+ 1,71
Serrasalmus maculatus Kner, 1858 1000 0,10 £ 0,10 Serrasalmus marginatus 5,47 £0,98
Serrasalmus marginatus Valenciennes, 1837 68 99,99 + 0,00 0,09 £ 0,08 Serrasalmus maculatus 5,47 + 0,98
Triportheidae
Triportheus nematurus (Kner, 1858) 8 100+0 0,07 £ 0,05 Hypostomus pleostomus AC:NC025584 21,36 £1,89
CYPRINODONTIFORMES
Poeciliidae
Poecillia reticulata Peters, 1859 5 99,79 £ 0,00 0,06 £ 0,06 Hypostomus sp2.* 24,27 £ 2,33
GYMNOTIFORMES
Gymnotidae
Gymnotus carapo Linnaeus, 1758 1 100+ 0 0,00 £0,00 Pimelodus maculatus 20,41 £ 2,03
Rhamphichthydae
Rhamphichthys hahni (Meinken, 1937) 1 100+0 0,00+ 0,00 Eigenmania sp.* 23,90 + 2,28
Sternopygidae
Eigenmannia sp.* 1 96,99 £ 0 X Eigenmania virescens AC: GU702092 3,09+£0,79
PERCIFORMES
Cichlidae
Crenicichla sp.* 1 942+0 X Crenicichla haroldoi AC:JN988829 6,11+ 1,14
Sciaenidae
Plagioscion squamosissimus (Heckel, 1840) 57 99,99 + 0,00 0,01 +0,01 Serrasalmidae** 21,47+ 211
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Melhor Correspondéncia N BOLD + EP D+ EP VP DVP + EP
PLEURONECTIFORMES
Achiridae
Catathyridium jenynsii (Gunther, 1862) 1 1000 0,00+0,00 Pimelodella sp.* 22,13+2,02
SILURIFORMES
Auchenipteridae ** 3 90,170 0,00 £ 0,00 Glanidium melanopterum AC:HM064994 11,15+ 1,48
Auchenipterus osteomystax (Miranda Ribeiro, 1918) 28 99,98 + 0,00 0,03 +£0,03 Trachelyopterus galeatus 18,50 £ 1,93
Tatia neivai (lhering, 1930) 32 99,66 + 0,01 0,14 £ 0,07 Glanidium melanopterum AC: HM064994 16,15+ 1,79
Trachelyopterus galeatus (Linnaeus, 1766) 2 1000 0,00 £ 0,00 Hypostomus plecostomus AC:NC025584 18,79+ 1,98
Caliichthydae
Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) 2 1000 0,11+£0,12 Myloplus sp. AC: ITAPE171-15 18,09+£1,78
Hoplosternum littorale (Hancock, 1828) 1 1000 0,00 £ 0,00 Piabina argentea 21,68 +1,84
Cetopsidae
Cetopsis gobioides Kner, 1858 1 99,83+ 0 0,17 £ 0,15 Tatia neivai 18,53 + 1,96
Heptapteridae
Cetopsorhamdia iheringi Schubart & Gomes, 1959 3 99,45 £ 0,23 0,83+ 0,25 Heptapterus sp.* 17,65+ 1,88
Heptapterus sp.* 1 98,98+ 0 X H. multiradiatus AC:GU701750 1,03+0,41
Pimelodella sp.* 15 99,98 + 0,01 0,02 £0,02 Heptapterus sp.* 17,22 £ 1,74
Loricariidae
Hypostomus regani (Ihering, 1905) 1 1000 0,00 £ 0,00 Hypostomus hermanni 0,5+0,28
Hypostomus spl. * 1 98,97 +0 X Hypostomus hermanni 1,22 +0,43
Hypostomus sp2. * 1 99,45+ 0 X Hypostomus alatus AC:HM405134 0,53+0,29
Loricariichthys platymetopon Isbriicker & Nijssen, 1979 5 100+0 0,00 £ 0,00 Pterygoplichthys anisitsi 16,78 + 1,85
Pterygoplichthys ambrosettii (Holmberg, 1893) 1 1000 0,00 £ 0,00 Hypostomus hermanni AC:GU701702 6,63+ 1,10

Pimelodidae



210
211

46

Melhor Correspondéncia N BOLD + EP D+EP VP DVP + EP
Iheringichthys labrosus (Liitken, 1874) 52 99,95 + 0,01 0,66 £ 0,14 Pimelodus microstoma MZUEL 10856 6,31+£1,01
Megalonema platanum (Giinther, 1880) * 7 98,97 £ 0,02 0,04 £ 0,04 Pimelodus microstoma MZUEL 10856 16,24 + 1,72
Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803 55 99,99 + 0,00 0,12+ 0,08 Pimelodus microstoma MZUEL 10856 6,31+ 1,08
Pimelodus microstoma Steindachner, 1877 * 193 97,3+ 0,00 0,16 £ 0,04 Pimelodus maculatus 6,31+ 1,08
Pimelodus sp. * 87 94,96 = 0,00 0,07+ 0,05 Pimelodus ornatus AC:ITAPE065-15 5,38 £ 0,92
Pinirampus pirinampu (Spix & Agassiz, 1829) 10 100+ 0 0,00 £ 0,00 Pimelodus ornatus AC:ITAPE065-15 18,80 £ 1,91
Total 961
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A identificacdo de duas espécies ainda ndo presentes no banco de dados foi realizada a
partir da correspondéncia inicial para 0s g@géneros Pimelodus e Megalonema.
Consecutivamente, amostras de exemplares adultos de Megalonema platanum e Pimelodus
microstoma, taxonémicamente identificadas, tiveram o DNA total extraido, sequéncias COI
amplificadas e sequenciadas. Foram incorporadas nas andlises de distancia K2P
representantes de todas as especies do género Pimelodus presentes no Boldsystems,
juntamente com as sequéncias de individuos adultos de Pimelodus microstoma e Megalonema
platanum e as sequéncias obtidas a partir de ovos e larvas. Deste modo pode-se confirmar o

status das amostras a nivel especifico (Fig. 4).

Pimelodus microstoma MZUEL 10856* (193)

86

Pimeodus fur HM405197**

Pimelodus blochi AECI013-10**
Pimelodus pohli HM405195%*
Pimelodus maculatus KM897672%*
o4 Pimelodus albicans JX111817**

|7 Pimelodus pictus AP012019**

94

994 Megalonema platanum MZUEL 2304* (7)

[ Pimelodus sp. 325c
z 5 s
% Pimelodus ornatus ITAPE065-15**

e
0.02

Figura 4. Dendrograma demonstrando clusters formados por sequéncias de espécies ndo presentes no banco de
dados e sequéncias com géneros previamente identificados. Distancia genética estimada com base no modelo
Kimura-2-Parametros e relacionada pelo método de Neighbor-Joining com 1000 pseudoréplicas através do
software MEGA v 6.0. Valores de sustentabilidade dos ramos sdo apresentados ao lado dos nés em cada
bifurcacdo, tendo valores inferiores a 70% ocultados. * Sequéncias para comparacao de espécies ndo depositadas
no banco de dados seguidas do nimero de tombo (MZUEL.: cole¢do ictioldégica do Muzeu de Zoologia da
Universidade Estadual de Londrina); **Sequéncias retiradas do banco de dados Boldsystems® seguidas de seu
codigo de acesso; Entre parénteses nimero de individuos incluidos nas andlises; Representantes de todas as
espécies do género Pimelodus presentes no banco de dados foram incorporadas na analise.
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Alguns dos espécimes identificados a nivel especifico, com correspondéncia superior a
99% aos exemplares depositados no banco de dados, apresentaram um comportamento
peculiar quando dispostos em dendrograma: lheringichthys labrosus e Leporinus
amblyrhynchus, e se subdividiram em dois clusters mostrando uma profunda divergéncia
intraespecifica (>2%). De modo oposto, espécies pertencentes ao género Hypostomus

apresentaram entre si uma baixa divergéncia interespecifica (<2%) (Fig. 5).



238

239
240
241
242
243
244

Theringichthys labrosus GU701660**%*
ITheringichthys labrosus 259b¥¢
Theringichthys labrosus 86¢ %
ITheringichthys labrosus 85¢ %
Theringichthys labrosus 72c¥%
Theringichthys labrosus T1c ¥
Theringichthys labrosus 70c ¥
Theringichthys labrosus 69¢c¥%
Theringichthys labrosus 65¢¥
Iheringichthys labrosus 61c ¥
Theringichthys labrosus 55¢%
Theringichthys labrosus 54c ¥
Theringichthys labrosus 585jO
Theringichthys labrosus 582jO
Theringichthys labrosus 580jO
Theringichthys labrosus 539jO
Theringichthys labrosus 604c¥c
Iheringichthys labrosus 566¢c%
Theringichthys labrosus 565¢%
Theringichthys labrosus 516r A
Theringichthys labrosus 46f ¥¢
Theringichthys labrosus 462c¥
Iheringichthys labrosus 441c¥%
Theringichthys labrosus 440c¥
Theringichthys labrosus 389c%
Iheringichthys labrosus 385¢¥
Theringichthys labrosus 299r A
Theringichthys labrosus 255b¥c
Iheringichthys labrosus 228¢¥
Iheringichthys labrosus 201c¥
Iheringichthys labrosus 155c¥¢
Theringichthys labrosus 143c¥
ITheringichthys labrosus 44f %
ITheringichthys labrosus 226¢¥¢
” Theringichthys labrosus 267t A
[ || Zheringichthys labrosus 542j O
Theringichthys labrosus 544j O
|| Theringichthys labrosus 547 O
Theringichthys labrosus 548j O
Theringichthys labrosus 549j O
Theringichthys labrosus 557j O

i Theringichthys labrosus 558j O

Theringichthys labrosus 246b¥x
- Iheringichthys labrosus 603c ¥
Theringichthys labrosus 167ca®
Theringichthys labrosus 177ca®

Theringichthys labrosus 106ca @
Theringichthys labrosus 134ca @
Theringichthys labrosus 168j ®
ITheringichthys labrosus 202c%
Theringichthys labrosus 223c¥
Theringichthys labrosus 337c¥c
Iheringichthys labrosus 326b¥
fheringichthys labrosus 512b®l
89! Theringichthys labrosus 512c%

Hypostomus regani GU701963**O
Hypostomus regani 361c ¥

g

Hypostomus hermanni GU701702**0

8- Hypostomus alatus HM405134*¥%

100

Hypostomus sp.1 366¢c¥%

Iheringichthys labrosus HM376396** 1)

I

—D:

49

4 bacia do rio Grande
+ alto rio Parana
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Figura 5. Dendrograma demonstrando espécies com profunda distancia intraespecifica e espécies com baixa
distancia interespecifica. Distancia genética foi estimada com base no modelo Kimura-2-Parametros e
relacionada pelo método de Neighbor-Joining com 1000 pseudoréplicas através do software MEGA v 6.0.
Valores de sustentabilidade dos ramos sdo apresentados ao lado dos nés em cada bifurcagdo. **Sequéncias
retiradas do banco de dados Boldsystems® seguidas de seu codigo de acesso; Ao lado de cada sequéncia
representado o local de origem do espécime; D: Distancia genética K2P (%).
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Todos os fragmentos analisados tiveram em média 600pb com boa qualidade, sem
evidéncias de insercdes, delecBes ou cddons de parada. As distancias baseadas em K2P
mostraram um aumento proporcional de valores de acordo com o aumento do nivel
taxonémico analisado. Para comparacOes intraespecificas os valores variaram de 0 a 1,94%
(média 0,21%); interespecificas de 1 a 7,33% (média 3,61%) e dentro de familias de 8,47 a

18,48% (média 11,82%) (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da distribuicdo de frequéncia relativa das distancias genéticas K2P intraespecificas e
interespecificas. Conjunto de dados utilizados englobam apenas sequéncias de espécimes identificados. N&o
foram considerados nos calculos de comparagdo 0s grupos com apenas um representante para o grupo. Valores
(%).

Distancias Genéticas

Comparac0es Téxons Minima Meédia Maxima Erro Padréo
dentro de

Espécie 53 0 0,21 1,94 0,05
Género, entre 7 1 3,61 7,33 0,92
espécies

Familia, entre 4 8,47 11,82 18,48 1,30
Géneros

Ordem, entre 3 12,70 17,36 23,45 3,18
Familias

Abundéancia e composicao taxonémica de ovos e larvas amostrados

Todos os dados foram transformados em log x+1 para alcancar os pressupostos de
normalidade e homocedasticidade da variancia (Peters 1986). Em relacdo a densidade de ovos
coletados, apresentaram as maiores e menores densidades respectivamente: durante o primeiro
periodo amostrado, rio Tibagi (4,9 ovos/10m3) e o rio Congonhas e Anhumas (1,7
ovos/10m3); para o segundo periodo, Canoas | e Lagoa | (3,3 ovos/10m3) e Lagoa Il (ndo
houveram capturas de ovos) (Figs. 6 e 7).

Quanto as larvas apresentaram as maiores e menores densidades de captura
respectivamente: durante o primeiro periodo amostrado o rio Congonhas (3,6 larvas/10m?3) e
Canoas Il (2,2 larvas/10m3); e para o segundo periodo, Canoas | e Lagoas Il (3,3 larvas/10m3)

e Anhumas (1,6/10m?3) (Figs. 6 e 7).
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Figura 6. Densidade média de capturas. Referente ao primeiro periodo amostrado (setembro de 2013 — marco
de 2014). Médio-Baixo rio Paranapanema.
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Figura 7. Densidade média de capturas. Referente ao segundo periodo amostrado (setembro de 2014 — margo de
2015). Médio-Baixo rio Paranapanema.

As ordens com maior abundéncia foram os Siluriformes (52,1%) e Characiformes
(40,8%) seguidas dos Perciformes (6%), Cyprinodontiformes (0,5%), Gymnotiformes (0,3%)
e Pleuronectiformes (0,1%). Estando os Cyprinodontiformes e Gymnotiformes apenas entre
larvas, Pleuronectiformes apenas entre 0s ovos, Perciformes dominantes no estagio larval e

Siluriformes e Characiformes dominante entre os ovos (Fig. 8).
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Figura 8. Frequéncias relativa e absoluta por ordem. Referente a setembro de 2013 a margo de 2015. Estagio de
vida: L (Larva); O (Ovo).

Em relacdo ao primeiro periodo amostrado, foi observado um total de 42 espécies
(Informagéo suporte: Tabela 1). A calha principal do rio Tibagi, destacou-se por apresentar o
maior nimero de espécies (16) (Fig. 9), destas foram as mais abundantes Pimelodus sp. (53),
Pimelodus maculatus (27), Leporinus friderici (19), Pimelodus microstoma (11) e Pinirampus

pirinampu (8), respectivamente (Informacéo suporte: Tabela 2).
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Figura 9. Numero de espécies por ponto. Referente ao primeiro periodo de amostragem (setembro de 2013 —
marco de 2014). Baixo e médio rio Paranapanema. Estagio de vida: L (Larva); O (Ovo).
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Durante o segundo periodo amostrado foram encontradas um total 34 espécies
(Informagéo suporte: Tabela 1). O ponto amostrado com maior riqueza de espécies foi o
reservatorio de Canoas Il (13) (Fig. 10), encontradas em maior abundancia Plagioscion
squamosissimus (23), Pimelodus maculatus (15), Leporinus octofasciatus (14) e Leporinus

friderici (13) (Informacéo suporte: Tabela 2).

2014-2015

18

i X

12 1111
s 10 9 g2
-
2 2 4 4 4 °s 4 4 ° 3 ‘ 3
& 4|22 2 2 22 2 22 32 33 213 33
@

2 |l [Pl [Pl ce ol °
PR iy | i gt |
(=] 3 2] - = Q w m© ar m© v - =
= g & 2 © & Q9|2 7 @ £ 8 2 @
@ Fd € S o o o = =] = £ c =] 5
= © 3 @ % = © 5] T F = O c e

3 = — @ - B0 [v:] ]
R= 2 = = & = o (] °
. © < S © o
[l &) —
Baixo Paranapanema Médio Paranapanema

OLarva @mOvo MW Total

Figura 10. Namero de espécies por ponto. Referente ao segundo periodo de amostragem (setembro de 2014 —
marco de 2015). Baixo e médio rio Paranapanema. Estagio de vida: L (Larva); O (Ovo).

De modo geral houve uma queda na densidade de ovos e larvas coletados para o
segundo periodo em relacdo ao primeiro periodo amostrado (Figs. 6 e 7), bem como uma
gueda de 15% em relacdo a riqueza de espécies (Figs. 9 e 10).

Quando comparados tributarios, sub-afluentes, lagoas e reservatérios, a maior
diversidade foi encontrada para o rio Tibagi e sub-afluentes (25) e rio das Cinzas e sub-
afluentes (22), sequidos dos reservatérios das UHEs Canoas | e Il (16), dos pequenos
tributarios Pirap6 e Pirapozinho (14) e suas lagoas marginais (13), e com as menores
diversidades para o tributdrio Anhumas (10) e o reservatorio da UHE Taquarucgu (6) (Figura

11).
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Figura 11. Espécies encontradas por tributarios, sub-afluentes, lagoas marginais e reservatorios.
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324 Das 43 espécies bem definidas (similaridade >99%), dez ndo sdo nativas para a

325  planicie de inundacdo do alto rio Parand, de ocorréncia tanto por introducdo: Plagioscion
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squamosissimus (Da Graca & Pavanelli 2007) e Poecillia reticulata (Langeani et al. 2007);
como por invasdo apos a construcdo do reservatorio de Itaipu: Serrasalmus marginatus
(Alexandre et al. 2008), Pterygoplichthys anisitsi, Rhaphiodon vulpinus (Da Graca &
Pavanelli 2007), Catathyridium jenynsii, Loricariichthys platymetopon, Triportheus
nematurus, Rhamphichthys hahni (Langeani et al. 2007), Trachelyopterus galeatus e
Auchenipterus osteomystax (Julio Jr et al. 2009). Entre elas, foram as mais abundantes
Serrasalmus marginatus (65), Plagioscion squamossimus (56) e Auchenipterus osteomystax
(27), predominantes no estagio larval (Informacao suporte: Tabelas 2 e 3).

Todos os pontos amostrados tiveram a ocorréncia de espécies exoticas, porém as
maiores proporc6es foram encontradas para Rosana e Taquarugu. Em contrapartida, as areas
de influéncia do reservatorio Capivara, apresentaram um nimero maior de capturas de

espécies nativas e migradoras de longa distancia, em relacdo a espécies invasoras (Fig. 12).
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Discussao
Resolucdo do status taxondémico do ictioplancton do médio-baixo Paranapanema

A identificacdo molecular através do DNA barcoding possibilitou a resolucao ao nivel
de espécie da maioria das amostras analisadas (85%). O valor de corte assumido foi a base na
determinacdo a nivel de espécie, considerando apenas divergéncias abaixo de 1%, ou seja,
uma similaridade superior a 99% para sequéncias presentes no banco de dados. No entanto,
apesar de seguir critérios determinados a priori, sequéncias de lheringichthys labrosus e
Leporinus amblyrhynchus apresentaram a melhor correspondéncia para espécimes distintos
do Boldsystems (Fig. 5), de forma que quando calculada a distancia intraespecifica a
divergéncia maxima observada foi superior a 1% (Tabela 2).

De modo geral, a média da distancia intraespecifica permaneceu abaixo de 2% e
aumentou progressivamente em relacdo ao nivel taxonémico analisado, género, familia e
ordem, respectivamente. Tais valores confirmam o que chamamos “barcoding gaps”, que sao
as distancias entre niveis taxonémicos distintos o suficiente para poder separa-los, ao passo
que a baixa distancia intraespecifica define bem individuos pertencentes a mesma espécie
(Hebert et al. 2003; Candek & Kuntner 2015).

Recentemente, um estudo pioneiro em aguas continentais da regido Neotropical,
comprovou a eficiéncia do DNA barcode na discriminacdo das espécies de peixes para esta
regido. Obtendo similaridade média de 99,25% entre as sequéncias COI de ovos e larvas de
peixes e sequéncias depositadas no banco de dados Boldsystems (Frantine-Silva et al. 2015),
conseguindo identificar quase 100% do ictioplancton analisado. Podemos comparar nossos
resultados com o0s obtidos nesse estudo, uma vez que ambos tiveram a bacia do rio

Paranapanema como area de estudo. Cerca de metade das 37 espécies identificadas por
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Frantine-Silva et al. (2015) foram também identificadas neste trabalho, além disso, pudemos
observar 36 outras espécies que ndo haviam sido amostradas.

As divergéncias de porcentagens no sucesso de identificacdo a nivel especifico
encontradas em ambos estudos (85% a quase 100%) devem provavelmente estar ligadas ao
surgimento relativamente recente da técnica DNA Barcoding e do “Consortium for
the Barcode of Life” (CBOL). Apesar dos esforcos para obtencdo de um banco de dados
completo, quando se trata da regido Neotropical é normal que nem todas as espécies estejam
ainda devidamente validadas e depositadas, pois esta comporta uma ictiofauna muito rica e
diversificada (Reis et al. 2003).

Ainda assim, em grande parte dos casos onde a correspondéncia foi inespecifica, a
resolucdo se deu a nivel de género (11%), 0 que € um passo muito importante, pois uma vez
sabendo a qual género o espécime pertence, é possivel correlacionar sua sequéncia, através de
analises de distancia, com sequéncias de espécies relatadas para a bacia e pertencentes ao
mesmo género. Tal como ocorrido no presente estudo, onde dois tdxons puderam ser
resolvidos a nivel de espécie: Megalonema platanum e Pimelodus microstoma (Fig. 4).
Ambos apresentaram correspondéncia para seus respectivos géneros, porém as espécies ainda
ndo haviam sido incorporadas a base de dados Boldsystems.

A confirmagdo do status taxonémicos de ambas as espécies foi de extrema
importancia uma vez que, Pimelodus microstoma representou cerca de 20% de todas as
amostras analisadas, em grande parte amostras de ovos, e esteve presente nas zonas de
influéncia da maioria dos reservatdrios (Informacéo suporte: Tabelas 2 e 3). J& Megalonema
platanum é uma espécie para qual poucas informagfes sobre a biologia sdo relatadas

(Carvalho et al. 2011).
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Em relacdo aos tdxons com alta correspondéncia (>99%) para sequéncias
depositadas, [Iheringichthys labrosus e Leporinus amblyrhynchus apresentaram alta
divergéncia intraespecifica (>2%) se subdividindo em dois clusters (Fig. 5). Realizando
estudo sobre a eficiéncia do DNA barcoding em espécies de peixes Neotropicais, Pereira et al.
(2013) encontrou também para algumas espécies uma profunda divergéncia intraespecifica. E
baseando-se na alta variabilidade cariotipica descrita na literatura para lheringichthys
labrosus (Ribeiro et al. 2008) os autores indicaram a possivel presenca de mais de uma
unidade taxonémica, em casos de espécies cripticas a serem melhor estudadas.

O reconhecimento de espécies cripticas € um ponto inicial e fundamental para a
protecdo adequada desses organismos, permitindo que a biodiversidade real ndo seja
subestimada e espécies raras sejam separadas de espécies comuns (Frankham et al. 2008). E
desde o seu surgimento o DNA barcoding tem contribuido de forma efetiva ndo s6 na
identificacdo de espécies cripticas de peixes (Hubert et al. 2008; Zang & Hanner 2011;
Khedkar et al. 2014), mas também de insetos (Hebert et al. 2004; Pfenninger et al. 2007),
crustaceos (Witt et al. 2006), algas (Saunders 2008), moluscos (Allcock et al. 2011), entre
outros.

Em contrapartida, os tAxons pertencentes o género Hypostomus também apresentaram
uma baixa divergéncia interespecifica, com as espécies Hypostomus regani, Hypostomus
hermanni e Hypostomus sp2., tendo entre si distancias K2P inferiores a 1% (Fig. 5). Ha neste
caso de se levar em consideracdo que as taxas de mutacdo podem variar entre determinados
grupos (Herbert et al. 2003). Para algumas espécies pertencentes ao género Hypostomus
Pereira et al. (2013) encontrou igualmente baixa divergéncia, segundo 0s autores, taxons com
baixas divergéncias interespecificas pode ser devido a eventos de radiacdo recente de um

mesmo género.
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Apesar destes poucos casos, muitas outras espécies puderam ser identificadas a nivel
especifico com grande confiabilidade como, por exemplo, Serrasalmus marginatus e
Serrasalmus maculatus. Estas obtiveram uma correspondéncia superior a 99% para espécimes
depositados no banco de dados, e uma distancia significativa entre si (5,47%) (Tabela 1). Tal
informacao é de grande valia, pois uma vez no estagio larval ambas apresentam caracteristicas
muito parecidas (Fig. 3), 0 que as torna dificil de separar apenas por caracteres morfoldgicos,
sendo na maioria das vezes classificadas até nivel de género (Bialetzki et al., 2005; de Lima et
al. 2013).

A espécie Serrasalmus marginatus que antes se encontrava confinada a jusante de Sete
Quedas, se estabeleceu no alto rio Parana apds o afogamento desta barreira natural pela
construcdo do reservatorio de Itaipu (Da Graca & Pavanelli 2007). Agostinho & Jalio-Janior,
(2002) realizaram amostragens nos anos subsequentes construcao de Itaipu para Serrasalmus
marginatus e seu congénere nativo do alto rio Parana Serrasalmus maculatus, e observaram
claramente um aumento nas capturas de S. marginatus em detrimento de S. maculatus.

O fato de que Serrasalmus marginatus consiga adaptar-se aos diversos ambientes,
aliado ao seu maior porte, podem ter possivelmente proporcionando vantagens durante o
processo de ocupacdo do rio Parand e limitado o sucesso reprodutivo de Serrasalmus
maculatus, ja que ambas competem pelos mesmos recursos (Alexandre et al. 2004). Portanto,
a identificacdo correta de ambas é fundamental, bem como a identificagdo de &reas onde
Serrasalmus maculatus esteja conseguindo se reproduzir.

Espécies pertencentes a familia Anostomidae podem facilmente incorrer no mesmo
erro quanto a identificacdo por metodos taxondmicos tradicionais, devido a grande
similaridade morfoldgica em estagios larvais acabam muitas vezes sendo classificados apenas

em nivel de familia (Bialetzki et al. 2005; Kipper et al. 2011) ou de género (da Silva et al.
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2015). Oito espécies pertencentes a familia Anostomidae foram identificadas com uma
correspondéncia alta para espécimes depositados no banco de dados (> 99%), dentre elas seis
pertencentes ao género Leporinus: L. friderici, L. octofasciatus, L. obtusidens, L.
paranaenses, L. amblyrhynchus e L. piavussu; e duas pertencentes ao género Schizodon: S.
nasutus e S. intermedius (Tabela 1).

Os resultados encontrados na identificacdo molecular do ictioplancton garantiu que a
maior parte das amostras analisadas pudessem ser discriminadas a nivel especifico. A técnica
DNA barcode teve como grande diferencial a possibilidade de inclusdo dos ovos as analises,
com estes representando 58% das amostras identificadas. A identificacdo a partir de caracteres
morfologicos por via de regra ndo inclui este estagio do desenvolvimento, justamente pela
impossibilidade de identifica-los, assim acabam sendo entdo incluidos apenas nas analises de
abundancia para correlacdo com variaveis abidticas (Vianna & Nogueira 2008; Ziober et al.

2012).

Variacéo espacial e temporal: densidade do ictioplancton

Quanto a densidade média de ovos e larvas capturadas, houve uma queda de (83%)
para 0 segundo periodo (2014-2015) em relacdo ao primeiro (2013-2014). Em bacias Sul-
Americanas, as forcas seletivas que atuaram no desenvolvimento de estratégias reprodutivas
estdo intimamente relacionadas ao regime das cheias, e estas, portanto, estdo sincronizadas
com os principais eventos reprodutivos em peixes (Agostinho et al. 2000). Além disso, a
reproducdo das espécies de peixes neotropicais € altamente sazonal, sendo 0s niveis
crescentes de agua o gatilho para a desova (Vazzoler et al. 1996).

A queda na densidade do ictioplancton capturado durante o segundo periodo

amostrado, pode estar relacionada a uma diminuicdo no volume de precipitagdes,
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principalmente nos meses de outubro e novembro do ano 2014 para a regido medio-baixa do
rio Paranapanema (Ministério de Minas e Energia- Boletim Mensal de Monitoramento do
Sistema Elétrico Brasileiro), meses importantes no inicio reprodutivo de muitas espécies da
bacia (Nakatani et al. 2001).

Analises de correlacdo entre ictioplancton e variaveis limnoldgicas, realizadas por
Vianna & Nogueira et al. (2008) demonstram uma relacdo positiva entre condi¢des mais
produtivas na reproducdo dos peixes em aguas altas, determinadas pelo incremento das
precipitacbes. De acordo com Godoy (1975), as cheias sdo um fator limitante para espécies
migradoras, pois dependem destas para a desova, ao passo que se durante o periodo
reprodutivo ndo houver cheias sua gbnadas regridem e a desova ndo ocorre. Ja espécies
sedentarias e migradoras de curta distancia sdo menos dependentes deste fator (Agostinho et
al., 2001).

A maior densidade de ovos para o rio Tibagi no primeiro periodo foi diretamente
proporcional ao nimero de espécies identificadas neste local (Figs. 6 e 7), apresentado uma
riqueza maior de espécies em relacdo aos demais pontos. Indicando que uma amostragem
mais ampla poderia provavelmente aumentar o nimero de espécies a serem reveladas tanto
para este como para os demais locais. Porém, poderiamos facilmente incorrer no erro de
dispender gastos e esforcos para analisar os ovos provenientes de um Unico espécime com

comportamento reprodutivo de desova total.

Variacgédo temporal na composicéo do ictioplancton
Do total de 52 taxon amostrados 24 estiveram presentes para ambos periodos de
coleta. Sendo 18 espeécies exclusivas para o primeiro periodo (2013-2014), dentre estas

espécies dificeis de serem amostradas entre o ictioplancton como Gymnotus carapo (Vazzoler



488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

63

1996) e Hoplias intermedius (Vasconcelos 2003), pois depositam seus ovos em ninhos e
cuidam da prole. Ciclideos de modo geral também cuidam da prole de diversas maneiras (da
Graca & Pavanelli 2007), e o uUnico representante para este grupo, Crenicichla sp. foi
identificado entre as larvas durante o primeiro periodo.

Entre as 10 espécies exclusivas para o segundo periodo (2014-2015), estiveram
Rhamphichthys hahni (Suzuki et al. 2004) e Hoplosternum littorale (Vazzoler 1996), ambas
espécies com habitos de cuidado com a prole.

Além disso, a espécie reofilica Apareiodon ibitiensis (Vieira et al. 2015) e o migrador
de longa distancia Pinirampus pirinampu (Agostinho et al. 2003) foram registrados apenas
durante o primeiro periodo de coletas. Enquanto Rhaphiodon vulpinus, também migrador de
longa distancia (Agostinho et al. 2003), porém ndo nativo para a bacia do alto Parana (da
Graca & Pavanelli 2007), foi exclusivo do segundo periodo de coleta.

Em andlise do ictioplancton do rio Paranapanema no periodo de amostragem que
compreendeu novembro de 2012 a marcgo de 2013, Frantine-Silva et al. (2015) registrou 18
outras espécies ndo encontradas no presente estudo, entre estas estiveram migradores de longa
distancia Leporinus elongatus, Leporinus macrocephalus, Piaractus mesopotamicus,
Prochilodus lineatus, Pseudoplatystoma corrusccans, Sorubim lima (Agostinho et al. 2003) e
a também espécies ameacadas como Steindachneridion scriptum (Agostinho et al. 2003;
Oyakawa & Menezes 2011).

Assim, as diferencas na composicdo de espécies registradas entre periodos distintos
demonstram a importancia da abrangéncia dos periodos de coleta. Sendo que o registro de um
maior nimero de espécies so foi possivel a partir da analise do ictioplancton de ambos 0s
periodos, e muito provavelmente se as coletas tivessem se restringido a apenas um destes

muitas espécies ndo teriam sido amostradas.
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Variacao espacial na composicéo do ictioplancton

As estratégias reprodutivas dos peixes Sul-Americanos podem se manifestar de
diversas maneiras (Vazzoler 1996). Tais taticas sao responsaveis pelos padrées de distribuicdo
e abundéncia das espécies (Agostinho et al. 2007a), uma vez que cada espécie seleciona um
dado ambiente como local de desova baseado no conjunto de caracteristicas abioticas para
quais suas estratégias reprodutivas estejam adaptadas (Baumgartner et al. 2008).

Foi claramente observada uma diferenca na composic¢éo do ictioplancton em diferentes
pontos da bacia sob a influéncia de reservatorios de cinco usinas hidrelétricas inseridas na
calha principal do rio Paranapanema (Fig. 12). As diferencas na composi¢do das comunidades
de peixes nos diversos ambientes influenciados por barramentos se devem ao fato de que
grande parte das espécies de peixes sul-americanas carecem de adaptacdes para persistirem
em ambientes transformados por reservatorios (Agostinho et al. 2008).

As areas de influéncia pelo reservatério da UHE Capivara consistiram em pontos
inseridos em dois principais tributérios, o rio Tibagi e o rio das Cinzas, e quando comparados
aos demais exibiram uma riqueza maior de espécies (Fig. 11). Entre estas estiveram 0s
migradores de longa distancia: Pimelodus maculatus e Pinirampus pirinampu (Agostinho et
al. 2003) e as espécies de curto deslocamento reprodutivo: Apareiodon affinis (Agostinho et
al. 2003), Astyanax altiparanae (Vazzoler 1996), Galeocharax knerii (Suzuki et al. 2004),
Leporinus amblyrhynchus (Suzuki et al. 2004) e Leporinus frideci (Agostinho et al. 2003). A
presenca de espécies nativas migradoras e de curto deslocamento reprodutivo em afluentes do
reservatorio indica que estas areas sdo fundamentais para a manutencédo da ictiofauna da bacia
do rio Paranapanema.

Pinirampus pirinampu é mais comumente encontrada na calha de rios de grande porte

do médio-baixo Paranapanema (Da Graga & Pavanelli 2007), e teve um declinio de suas
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populacdes ap6s o0 enchimento do reservatério de Rosana (Dias et al. 2004). Segundo Orsi
(2010), P. pirinampu provavelmente adotou o reservatério da UHE Capivara como local de
crescimento e alimentacdo, e ambientes I6ticos de seus afluentes como areas de desova e
bercario (Orsi 2010).

Foram observadas também larvas de duas espécies reofilicas, Apareiodon ibitiensis e
Apareiodon piracicabae (Vieira et al. 2015), no rio das Cinzas e em sub-afluentes do rio
Tibagi; e no maior e mais preservado tributario inserido no reservatorio de Taquarugu, O rio
Anhumas (Leme et al. 2015), sendo registrada Apareiodon piracicabae.

Apbs a formacdo de um reservatorio, espécies reofilicas tendem a desaparecer
(Agostinho et al. 2007a), pois dependem de trechos I6ticos para seu metabolismo geral,
sobretudo para a reproducdo (Vieira et al. 2015). No entanto, apesar do ambiente Iéntico
formado logo a montante da barragem de Capivara, seus tributarios o rio Tibagi e o rio das
Cinzas (Dias, 2003), tém sido apontados como remanescentes I6ticos responsaveis pela
diversidade original da bacia, auxiliando na manutencdo de populagdes reofilicas (Hoffman et
al. 2005; Shibatta et al. 2007; Vianna & Nogueira 2008).

Em termos de riqueza, espécies de peixes tendem a permanecer em ambientes que
preservem as caracteristicas originais fluviais ou naqueles com grande heterogeneidade de
habitats, ou seja, tributarios, lagoas marginais e presenca de trechos léticos (Agostinho et al.
2007a; Agostinho et al. 2007b). ORSI (2010) pode notar uma correlagdo positiva entre o
aumento do numero de espécies de peixes em direcdo a trechos semi-I6ticos e l6ticos do
reservatorio de Capivara, demonstrando a importancia destes locais para a ictiofauna. Apesar
das zonas de influéncia do reservatorio da UHE Capivara apresentarem tais caracteristicas que
auxiliem na manutencdo da diversidade local, este representa apenas um dos 11 reservatorios

dispostos ao longo do rio Paranapanema. Considerando o rio como um todo, a presenca de
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uma série de barramentos ao longo da calha principal tem, por sua vez, uma chance maior de
alterar ou eliminar hébitats Unicos das quais a ictiofauna local é dependente (Agostinho et al.
2007a). Espera-se assim, que em ambientes transformados por reservatorios, as espécies com
maior plasticidade estejam entre os colonizadores de maior sucesso (Agostinho et al. 1999).

Nos reservatorios das UHEs Canoas | e 1l pdde ser observado um grande ndmero de
individuos da espécie exotica Plagioscion squamosissimus (Da Graca & Pavanelli 2007).
Espécie nativa da bacia Amazodnica P. squamosissimus foi introduzida no rio Parana devido a
sua importancia para pesca comercial, se estabelecendo com sucesso em toda a bacia. Esta
espécie prefere aguas I6ticas para a desova, mas teve sua estratégia reprodutiva altamente
adaptavel a ambientes Iénticos (Carnelés & Benedito Cecilio 2002) devido, principalmente,
ao periodo reprodutivo prolongado, desova parcelada, alta fertilidade e primeira maturacao
gonadal ja no primeiro ano de vida (Vazzoler, 1996; Bialetzki et al. 2004). Deste modo,
acabou se proliferando de forma eficaz em varios reservatorios da bacia do rio Parana e seus
afluentes (Agostinho et al. 2007a).

A construcdo do complexo Canoas interrompeu o Ultimo trecho lético livre de
barragens no trecho do médio rio Paranapanema (Vianna & Nogueira 2008). A presenca
nestes locais, de larvas e ovos da espécie migradora de longa distancia Pimelodus maculatus,
que preferencialmente desova em trechos l6ticos, pode ser devido a exigéncias fisioldgicas
menores para reproducédo, além disso apresenta desova parcela, o que é incomum para peixes
migradores, garantindo o sucesso reprodutivo em varios tipos de ambientes (Agostinho et al.
2003).

Foram capturados também em Canoas | e 1l ovos de espécies com curto deslocamento
reprodutivo Leporinus octofasciatus (Duker energy 2008) e Leporinus friderici (Agostinho et

al. 2003), isto indica que estes reservatorios estdo sendo utilizado como area de desova por
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estas espécies (Ziober et al. 2012). Britto (2009) observou adultos destas duas espécies se
utilizando das escadas de transposicdo de Canoas | e Il para migrar ascendentemente o rio.
Apesar de constatarmos a reproducdo de L. octofasciatus e L. friderici, a partir do
ictioplancton capturado, a sobrevivéncia de ovos e larvas e a chegada destes individuos até a
vida adulta requer condicGes ambientais das quais estes reservatorios nao dispdem, pelo
contrario, sdo caracterizados pela auséncia de tributarios, baixa turbidez da agua, ambientes
hipdxicos e auséncia de lagoas marginais (Ramos et al. 2012; Britto & Carvalho 2013). Além
disso, uma vez que peixes migradores utilizam escadas de transposicdo para ter acesso ao
trecho superior, acabam ndo retornando a parte inferior e ficando confinados a montante, em
um ambiente transformado por caracteristicas de reservatorio (Agostinho et al. 2002;
Agostinho et al. 2011).

Espécies ndo nativas para o alto rio Parana ocorreram em todos os locais, porém em
maior proporcao para areas de influéncia dos reservatorios de UHE Rosana e UHE Taquarucgu
(Fig. 12), com predominancia de espécies que apresentam desova parcelada, Auchenipterus
osteomystax, Serrasalmus marginatus e Plagioscion squamosissimus (Vazzoler 1996).
Segundo Nikolski (1963) desova parcelada é uma caracteristica comum de espécies que
vivem em ambientes Iénticos, pela qual a espécies tem melhores chances de sobrevivéncia a
mudancas drasticas do ambiente, como as ocasionadas pela transformacdo de um rio em lago
artificial.

Esta predominancia foi também encontrada entre espécimes adultos no reservatorio de
Taquarugu por Britto & Carvalho (2006), com maior abundancia para Serrasalmus
marginatus e Plagioscion squamosissimus; e para o ictioplancton do reservatério de Rosana
por Kipper et al. (2011), evidenciando em zonas limnéticas um grande numero de capturas de

Plagioscion squamosissimus.
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Além destas foram observadas para Rosana e Taquarucu espécies que apresentam
cuidado com a prole e tem boa tolerancia a ambientes hipoxicos como Hoplosternum littorale
(Luquete et al. 1990; Vazzoler 1996), Hoplias cf. malabaricus (Ballon 1985; VVazzoler 1996),
Hoplias intermedius (Balon 1985, Vasconcelos 2003) e Loricarichthys platymetopon
(Vazzoler 1996). O cuidado parental € comum para espécies que habitam ambientes com
pouco oxigénio, em que 0s ovos e larvas estdo expostos a condi¢cdes severas durante seu
crescimento (Cramptom, 2005).

A presenca de Apareiodon piracicabae no tributario Anhumas demonstra sua
importancia como remanescente l6tico para manutencdo da ictiofauna nativa, frente ao
ambiente transformado pelo reservatorio de Taquarucu, o qual apresentou um baixo numero
de espécies (6). Bem como a importancia dos tributarios Pirap6 e Pirapozinho, para o
reservatorio de Rosana, onde foram encontradas as espécies migradoras de longa distancia
Leporinus obtusidens (Suzuki et al. 2004) e Rhaphiodon vulpinus (de Lima et al. 2013), esta
ultima originaria do baixo e médio rio Parand, desovando em aguas correntes (Agostinho et
al. 2003). Migradores tém necessidades biolégicas muito restritas, acabando por ndo se
adaptar bem a ambientes transformados por barramentos (Godinho et al. 2010) e acabam
procurando os ambientes l6ticos de seus afluentes como areas de desova e bercario (Orsi
2010).

Considerando os reservatdrios analisados Rosana é o segundo mais antigo, tendo o
eixo de sua barragem localizado a 20 km da foz, no rio Parana (Julio Janior et al. 2005). Seus
dois principais tributarios, o rio Pirap6 e o rio Pirapdzinho, sofrem constantes variacdes no
fluxo de agua em curtos periodo de tempo, influenciadas pela sua localizacdo logo a jusante

do reservatério de Taquarucu (De Oliveira et al. 2009), alem disso estudos reportam uma
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diminuicdo na qualidade de suas aguas pelo recebimento de afluentes contaminados pelo
despejo de lixo e esgotos clandestinos (Schneider et al. 2011; Costa et al. 2015).

A usina Taquarugu, por sua vez, esta localizada a 80 quildmetros de Capivara no
sentido da foz do Paranapanema, entre os municipios de Sandovalina (SP) e Itaguajé (PR). E
a segunda maior do rio em capacidade de geracdo de energia (Duke Energy 2008), porém, sua
area de bacia de drenagem é pequena, com alguns poucos afluentes, e seu corpo principal €
quase totalmente inserido na bacia de acumulacéao (Britto & Carvalho 2006).

A intensidade dos impactos causados por represamentos devem-se tanto as
caracteristicas da biota pré-existente, quanto pelas caracteristicas de cada reservatério e de sua
posicdo de insercdo na bacia (Agostinho et al. 1999; Araljo & Santos 2001). Se tratando de
Rosana e Taquarucu, a diminuicdo da variedade de habitats nesses ambientes causada pelo
represamento, aliadas a uma diminuicdo da qualidade da &gua dos tributarios, ou a um
pequeno numero destes, podem estar influenciando na composicdo do ictioplancton
observado, quando comparados as areas de influéncia dos demais reservatorios.

Alteracdes na composicao das comunidades adultas de peixes, como a diminui¢do do
namero de espécies nativas e aumento de espécies invasoras sdo esperadas apos a construcdo
de reservatdrios em sistema de cascata. Petesse e Petrere Jr (2012) estudando a comunidade
de peixes em reservatorios com sistema de cascata do rio Tiéte, registraram, no ano de 1980,
61 espécies, das 80 originais para a bacia, e constataram uma grande homogeneidade na
composicdo de espécies entre 0s reservatorios, sendo mantidas por tributarios menos
degradados e reservatorios jovens. No entanto, com a senescéncia dos reservatérios houve
uma drastica mudanca, a partir de amostragens realizadas apos 20 anos, eles puderam
observar um declinio de 50% no numero de espécies nativas, as quais deram lugar a espécies

exoticas como Plagioscion squamosissimus.
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Em relacdo ao rio Paranapanema, mudancas na composicdo da ictiofauna do
reservatorio de Rosana foram registradas por Orsi e Britton (2014), que ao comparar
amostragens do ano de 2010 observaram que das 50 espécies nativas registradas a 20 anos
atras (1990), 27 ndo estavam mais presentes. Além disto, registraram em 2010 a presenca de
11 espécies ndo nativas para a bacia. Diversos estudos tém alertado para uma reducdo dos
grandes migradores da bacia do rio Parana, tanto em razdo dos impactos promovidos pela
regulacdo no regime das cheias, imposta por hidrelétricas (Agostinho & Zalewski 1996),
guanto pela interrupcdo de suas rotas migratorias (Agostinho et al. 2003; Agostinho et al.
2007b; Britto et al., 2009). O que torna essencial a preservacao dos afluentes e sub-afluentes
inseridos nos reservatorios ao longo da bacia do rio Paranapanema, uma vez que muitas

espeécies de peixes tém se utilizados destes para a reproducdo.

CONCLUSAO

A compreensdo de como as espécies de peixes estdo organizadas ao longo de uma
bacia hidrografica, bem como a avaliacdo do sucesso reprodutivo das comunidades ali
presentes é de extrema importancia para sua conservacdo. Examinando as diferencas na
composic¢do do ictioplancton de locais sob influéncia de diferentes reservatérios, foi possivel
observar claramente a importancia dos pequenos e principalmente dos grandes tributéarios na
manutencdo da diversidade das espécies de peixes. Concluimos entdo, que uma medida
primaria para a preservacdo da biodiversidade na bacia é a manutencdo dos trechos l6ticos
livre de barramentos, pois estes tém fornecido condigdes para a reproducdo de muitas
especies, em especial especies reofilicas e as que realizam movimentos migratérios durante o

periodo reprodutivo.
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A utilizacdo do DNA barcoding para analise dos produtos reprodutivos das espécies de
peixes da bacia do rio Paranapanema se mostrou de extrema eficiéncia, devido a possibilidade
de inclusdo de ovos nas analises tornando os dados mais completos. Além disso, trabalhar
com diversidade a nivel molecular destacou espécies que carecem de uma atencdo maior
quanto ao seu potencial criptico, bem como aquelas candidatas a revisdes taxonémicas.
Portanto, abordagens moleculares no estudo do ictioplancton devem ser incluidas em futuras
propostas de estudos para uma maior abrangéncia em relacdo ao estagio de vida, e obtencao

de resultados mais precisos que possam ser utilizados em planos de conservacgdo viaveis.
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Informacéo suporte

Tabela 1. Nimero de captura por espécie em cada periodo amostrado. 1° Periodo:
amostragem realizada entre setembro de 2013 a marco de 2014. 2° Periodo:
Amostragem realizada entre setembro de 2014 a marco de 2015.

Espécies 1° Periodo 2° Periodo
Apareiodon affinis 3 17
Apareiodon ibitiensis 1

Apareiodon piracicabae 9 2
Astyanax altiparanae 3 -
Auchenipterus osteomystax 18 10
Bryconamericus cf. exodon - 1
Catathyridium jenynsii 1 -
Cetopsis gobioides - 1
Cetopsorhamdia iheringi 2 1
Corydoras paleatus 2 -
Crenicichla sp. 1 -
Cyphocharax nagelii 1 1
Eigenmannia sp. 1 -
Galeocharax knerii 2 -
Auchenipteridae 3 -
Gymnotus carapo 1 -
Heptapterus sp. 1 -
Hoplias cf. malabaricus 6 16
Hoplias intermedius 5 -
Hoplosternum littorale - 1
Hypostomus regani - 1
Hypostomus sp1. 1 -
Hypostomus sp2. - 1
Iheringichthys labrosus 42 10
Leporinus amblyrhynchus 4 1
Leporinus friderici 21 13
Leporinus obtusidens - 1
Leporinus octofasciatus 25 59
Leporinus paranensis - 6
Leporinus piavussu 8 5
Loricariichthys platymetopon 4 1
Megalonema platanum 7 -
Metynnis maculatus 1 1
Serrasalmidae 1 -
Piabina argentea 2 -
Pimelodella sp. 15 -
Pimelodus maculatus 37 18

Pimelodus microstoma 144 49



Continuacdo Tabela 1

Espécies 1° Periodo 2° Periodo
Pimelodus sp. 61 26
Pinirampus pirinampu 10 -
Plagioscion squamosissimus 19 38
Poecillia reticulata 3 2
Pterygoplichthys anisitsi 1 -
Rhamphichthys hahni - 1
Rhaphiodon vulpinus - 6
Schizodon intermedius 13 12
Schizodon nasutus 38 27
Serrasalmus maculatus 3 3
Serrasalmus marginatus 50 18
Tatia neivai 16 16
Trachelyopterus galeatus - 2
Triportheus nematurus 7 1
Total 42 34
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Tabela 2. Tabela de distribuigdo de espécies ao longo do médio rio Paranapanema (setembro de 2013 a margo de 2015). (A): Abundancia absoluta é demonstrada para cada espécie, por ponto
de coleta e estagio de vida (L) larva; (O) ovo; bem como a densidade média por 10m? (nimero entre parénteses). BC: baixo Cinzas; MC: médio Cinzas; JZ: Jataizinho; LR: rio Laranjinha e

TQ: Taquara.

1 Migrador de longa distancia (Agostinho et al. 2003).
tEspécie ndo nativa para o0 alto rio Parand (Da Graga & Pavanelli 2007; Langeani et al. 2007; Jalio Junior et al. 2009; Alexandre et al. 2008).

UHE UHE UHE Capivara
A Canoas | Canoas |1 B. C. M. C. CG Jz LR TQ
Espécies L 0 L 0 L 0 L 0 L 0 L 0 L O
CHARACIFORMES
Anostomidae
1 1 1 1 1
L. amblyrhynchus 5 - - - - (1,8) 3,5 - - - - 2,7 - 1,9 (1,9
1 12 19
L. friderici 32 - - (1,6) (19,5) - - - - - (66) - - - -
2 64 14 1 1
L. octofasciatus 82 (3,2 (102,3) - (22,8) - - - - (3,5 (3,5 - - - -
5 1
L. paranensis 6 - 8) - (1,6) - - - - - - - - - -
L. piavussu 2 - - - 2(3,2) - - - - - - - - - -
2
S. intermedius 2 - - - - - - - - - - - - - (3,8)
11 10 1 1 4 23 7 1
S. nasutus 58 (17,6) (16) (1,6) (1,6) (7,2) - (125) - (24) - (2,7 - - -
Characidae
3
A. altiparanae 3 - - - - - - - - - - (8,2) - - -
1 1
C. nagelii 2 - - - 1,6) - - - - - - - 2,7) - -
1 1
G. knerii 2 - - - - - - - - - - 2,7 2,7) - -
1 1
P. argentea 2 - - - - - - - - (3,5) - - - (1,9 -
Erythinidae
1 1 1 2 2 1
H. cf. malabaricus 8 (1,6) (1,6) (1,6) - (3,6) - (10,8) - - - 2,7 - - -



Continuacao Tabela 2
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UHE UHE UHE Capivara
A Canoas | Canoas |1 B. C. M. C CG Jz LR TQ
Espécies L 0] L 0 L 0 L L 0 L 0 L 0 L
Parodontidae
A. affinis 3 - - - - - 1(1,8) - - - - 2 (6,9 - - -
1
A. ibitiensis 1 - - - - (1,8) - - - - - - - - -
8 2
A. piracicabae 10 - - - - - - - (43,5) - - - - - (3,8)
Serrasalmidae
1 3 1 1
S. maculatus 6 - - (1,6) - - - - (16,3) (5,4) - - - 2,7) -
2
S. marginatus 2 - - - - - - - - - - (6,9) - - -
Triportheidae
1 1 1 5
T. nematurus 8 - - - (1,6) - - - (5,4) - 35 (17,3 - - -
CYPRINODONTIFORMES
Poeciliidae
5
P. reticulata ¥ 5 (8) - - - - - - - - - - - - -
GYMNOTIFORMES
Gymnotidae
1
G. carapo 1 - - - - - - - (5,4) - - - - - -
PERCIFORMES
Cichlidae
1
Crenicichla sp.* 1 - - - - - - - - - (3,5) - - - -
Sciaenidae
6 23 1
P. squamosissimus 30  (9,6) - (37,4) - (1,8) - - - - - - - - -
SILURIFORMES
2 1
Auchenipteridae** 3 - - - - - - (6,9) - - - - 2,7 - -
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Continuacao Tabela 2

UHE UHE UHE Capivara
A Canoas | Canoas |1 B. C. M. C. CG Jz LR TQ
Espécies L (O] L ©) L 0 L 0 L 0 L 0 L 0 L O
9 2 3 1 1
T. neivai 16 - - (14,6) - (3,6) - (10,3) - - - (3,5) - (2,7 - - -
Caliichthydae
2
C. paleatus 2 - - - - - - - - - - (6,9) - - - - -
Cetopsidae
1
C. gobioides 1 - - - - - - - - - - - - - - - (1,9)
Heptapteridae
C. iheringi 3 - - - - - - - - - - - - - 3 (8,2) - -
1
Heptapterus sp.* 1 - - - - (1,8) - - - - - - - - - - -
Loricariidae
1
H. regani 1 - - - - - - - - - - (3,5 - - - - -
1
Hypostomus sp1. * 1 - - - - - - (3,5) - - - - - - - - -
1
Hypostomus sp2. * 1 - - - - - - - - - - (3,5) - - - - -
1 1
L. platymetopon 2 - - - (1,6) - - - - - - - - (2,7) - - -
1
P.ambrosettii T 1 - - - - - - (3,5) - - - - - - - - -
Pimelodidae
1 10 1 4 2 1 9 3 1 2 6 1 7
I. labrosus 48  (1,6) (16) (1,6) (6,5) (3,6) - (3,5) (31) (16,3) (54) (6,9 (20,8) 2,7 (19,3) - -
3
M. platinum* 7 - - - - - - - - - - - - - 4 (11) - (5,7)
2 4 9 6 2 27 1
P. maculatus 51 (3,2 (6,4) (14,6) (9,8) - (3,6) - - - - - (93,7) - - - 1,9
1 3 5 11 6 2 5 6 2 28 13 107

P. microstoma* 193 (16)  (4.8) - 61 4(72 - (379 (1) (108) 17 108) (7)) (77.1)  (247) (203,9)
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Continuacdo Tabela 2

UHE UHE UHE Capivara
A Canoas | Canoas |1 B. C. M. C. CG JZ LR TQ
Espécies L 0] L ) L 0 L 0 L 0 L 0 L ) L O
1 1 77 7
Pimelodus sp.* 86 - - - - - - - - (5,4) - (35) (267,3) - - - (13,3)
P. pirinampu 10 - - - - (11,8) - - - - - - (828) - - - (11,9)

Taxons em ndo puderam ser identificadas com base apenas no indice de similaridade BOLD, (*) correspondéncia < 99 %; (**) correspondéncia <94 %. Em destaque amostra com
correspondéncias maltiplas (>99 %).

Tabela 3. Tabela de distribuicéo de espécies ao longo do baixo rio Paranapanema (setembro de 2013 & marco de 2015). (A): Abundancia absoluta é demonstrada para cada espécie, por ponto
de coleta e estagio de vida (L) larva; (O) ovo; bem como a densidade média por 10m? (nimero entre parénteses). LI: Lagoa I, LII: Lagoa Il, PP: Pirapd, PPZ: Pirap6zinho, AN: Anhumas e
TQC: Taquarugu.

T Migrador de longa distancia (Agostinho et al. 2003).

tEspécie ndo nativa da bacia (Da Graga & Pavanelli 2007; Langeani et al. 2007; Julio Janior et al. 2009; Alexandre et al. 2008).

A UHE Rosana UHE Taquarucu
LI LIl PP PPZ AN TQC
Espécies L 0 L L 0 L o] L O L 0
CHARACIFORMES
Anostomidae
Leporinus friderici 2 - 1(2,7) - - 1 (3,44) - - - - - i
Leporinus obtusidens 1 - - - 1 (3,44) - - - - - - -
Leporinus octofasciatus 2 - - - - - - - - - - 2 (6,8)
Leporinus piavussu 11 - - - - 11 (37,9) - - - - - ,
Schizodon intermedius 23 - - - 1 (34) 16 (55,2 - 6 (27,2) - - - -
Schizodon nasutus 7 3 (83) - 2 (10,00 2 (6,9 - - - - - - -
Characidae
Bryconamericus cf. exodon 1 1 @27 - - - - - - - - - -

Cynodontidae
Rhaphiodon vulpinus ¥ 6 - - - - 3 (10,3)
Erythinidae

3 (13,6) - ; ] ]
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A UHE Rosana UHE Taquarucu
LI (] PP PPZ AN TQC
Espécies L ©) L L ©) L ©) L O L
Hoplias cf. malabaricus 14 4 (11,2) - - 9 (31,0 - - - - 1(3,1) -
Hoplias intermedius 5 - - - - - - - - - 5(17,2)
Parodontidae
10
Apareiodon affinis 17 6 (16,6) - (50,0) - - - - - - 1 (34)
Apareiodon piracicabae 1 - - - - - - - 1 32 - -
Serrasalmidae** 1 - - - - - - - 1 31 - -
Metynnis maculatus 2 1 2,7 127 - - - - - - - -
Serrasalmus marginatus ¥ 66 7 (19,44) - - 5(172) 1 (3,4 39 (177,2) - 12 (37,9) - 2 (6,8)
GYMNOTIFORMES
Rhamphichthydae
Rhamphichthys hahni (Meinken, 1937) ¥ 1 - - - - - - - 1 31 - -
Sternopygidae
Eigenmannia sp.* 1 - - - - - - - 1 (31 - -
PERCIFORMES
Sciaenidae
Plagioscion squamosissimus 27 6 (16,6) - 5 (25,0 - 1 (34 9 (40,9 - - - 6 (20,6)
PLEURONECTIFORMES
Achiridae
Catathyridium jenynsii ¥ 1 - 1(2,7) - - - - - - - -
SILURIFORMES
Auchenipteridae
Auchenipterus osteomystax ¥ 28 1 (2,7 - - 7241 1 (34 13 (59,0) - 6 (18,9) - -
Tatia neivai 16 - - - 2 (6,9 - 2 (9,0) - 12 (37,9) - -
Trachelyopterus galeatus f 2 2 (2,7 - - - - - - - - -
Caliichthydae
Hoplosternum littorale 1 1 (2,7 - - - - - - - - -

Heptapteridae
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A UHE Rosana UHE Taquarucu
LI (] PP PPZ AN TQC
Espécies L ©) L L ©) L ©) L ®) L ®)

Pimelodella sp.* 15 - - - - 5 (17,2) - 10 (45,4) - - -
Loricariidae

Loricariichthys platymetopon ¥ 3 - - - - - - - 2 (6,3) 1(31) -
Pimelodidae

Iheringichthys labrosus 4 - - - - 3 (10,3) - - 1 32 - -

Pimelodus maculatus 4 27 127 - 1344) 1 (3,44 - - - -

Pimelodus sp.* 1 - - - - - - - - - - 1(3,4)

Téaxons em ndo puderam ser identificadas com base apenas no indice de similaridade BOLD, (*) correspondéncia < 99 %; (**) correspondéncia <94 %.

correspondéncias maltiplas (>99 %).

Em destague amostra com
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1 pimelodus microstoma MZUEL10856* - MZUEL3291* (193)

100\ Zheringichthys labrosus (11)

100
100]
99| Theringichthys labrosus GU701660** (45)

BT o“()‘ Pimelodus maculatus KM897672%* (55)
———— Pimelodus ornatus ITAPE065-15*%*
100
'1"0'0{ Pimelodus sp. (87)
1004 Megalonema platanum MZUEL2304* (7)
\—100{ Pinirampus pirinampu GU701563** (10)
100, Trachelyopterus galeatus GU701485%* (2)
1 OO{ Auchenipterus osteomystax GU701856** (28)

100, Cetopsis gobioides HM376394%*%* (1)
190 4uchenipteridae
Glanidium melanopterum HM064994**

{Tatia neivai KM897292%* (32)
100"

l ‘{ 100{ Plagioscion squamosissimus KM897184** (57)
400 Corydoras paleatus GU701871%* (2)

76| Hypostomus regani GU701963**
Hypostomus regani 361c
1 Hypostomus hermanni GU701702*%*
Hypostomus alatus HM405134**
Hypostomus 366¢
100) Hypostomus 234c
Hypostomus plecostomus NC025584**
1 100l Ptervgoplichthys disjunctivus KJ554312%**
| 77| Pterygoplichthys ambrosettii JX111835**
Pterygoplichthys pardalis JF769358**
Pterygoplichthys anisitsi JN989182**
83 Pterygoplichthys ambrosettii 232¢
700 Loricariichthys platymetopon GU701638%* (5)

100 G ymn()%tg carapo HM405114%* (1)

10

Hoplosternum littorale GU702103** (1)
100 Ig/éamphichrhys hahni JN989190** (1)
100 1 Poecillia reticulata (5)
00' Poecillia reticulata KJ844758

{ Astyanax altiparanae JN988697** (3)
300 Galeocharax knerii JN988862** (2)

—]QQL_ Bryconamericus turiuba JN988759**

Bryconamericus cf. exodon 419r

99 Piabina argentea KM897361**
100 |‘ Piabiana argentea 160c
1P0 Piabina argentea 136¢
\ Triportheus nematurus KM897193** (8)

100

Figura 1.Dendrograma representando as distancias genéticas das espécies encontradas. A distancia genética
Kimura-2-Parametros relacionada pelo método de Neighbor-Joining com 1000 pseudoréplicas através 5 do
software MEGA v6.0. Valores de sustentabilidade dos ramos sdo apresentados ao lado dos ndés em cada
bifurcacdo, valores inferiores a 70% foram ocultados. Os nomes dos grupos em itdlico indicam a
correspondéncia ao menor nivel taxonémico possivel, abundéncia absoluta indicada entre parénteses. (*)
Espécies para as quais as sequéncias nao estdo depositadas no BOLD. (**) Sequéncias retiradas do Boldsystems.
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Continuagdo Figura 1

190 Catathyridium jenynsii IN988769%* (1)

4‘14 Apareiodon affinis JN988673** (20)

100 100{ Apareiodon piracicabae KM897235%* (11)

il — Apareiodon ibitiensis KM897164** (1)

- 19 Serrasalmus marginatus JN989233%* (68)

- 100l Serrasalmus maculatus JN989231** ( 6)
100 Metynnis maculatus GU701633** (2)
Myloplus sp. ITAPE171-15%*
99 Serrasalmidae 508b

1 10 Rhaphiodon vulpinus GU701527** (6)
| Cyphocharax nagelii 219b
100l Cyphocharax nagelii {JN988839}
Cyphocharax nagelli 172ca
Leporinus piavussu KM897621%%* (13)

Leporinus obtusidens KM897227%%* (1)

— 1008 Schizodon nasutus KM897389** (65)

JQ{ Schizodon intermedius JN989215** (25)

81 Leporinus amblyrhynchus KM897188** (2)
Leporinus amblyrhynchus (2)

98 Leporinus amblyrhynchus (2)

! Leporinus friderici KM897517%%* (34)

100 100 Leporinus paranaensis JN989014** (6)

o8 i Leporinus octofasciatus JN989006 (84)

A Pimelodella spl. HM376392%%* (15)

T 00 Hoplias intermedius JN988906** (22)

100 Hoplias intermedius KM897472**
10%3 Hoplias cf. malabaricus

10 Eigenmannia trilineata KM897459**

Eigenmannia virescens GU702092**

o0 Eigenmania sp. 476b
0 Cetopsorhamdia iheringi GU701842%%* (3)
L 100 Crenicichla haroldoi JN988829**
Crenicichla sp. 130c

[~ Heptapterus multiradiatus GU701750**
100~ Heptapterus sp.* 187c

—
0.02

Figura 1. Dendrograma representando as distdncias genéticas das espécies encontradas. A distancia genética
Kimura-2-Parametros relacionada pelo método de Neighbor-Joining com 1000 pseudoréplicas através 5 do
software MEGA v6.0. Valores de sustentabilidade dos ramos sdo apresentados ao lado dos ndés em cada
bifurcacdo, valores inferiores a 70% foram ocultados. Os nomes dos grupos em itdlico indicam a
correspondéncia ao menor nivel taxondmico possivel, abundancia absoluta indicada entre parénteses. (*)
Espécies para as quais as sequéncias nao estdo depositadas no BOLD. (**) Sequéncias retiradas do Boldsystems
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